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　　摘要：采用组织分离法、梯度稀释法分离并纯化出天南星根腐病的致病菌，并进行病原菌致病性测定，通过形态
学、分子生物学鉴定，确定天南星根腐病的主要致病菌是毛霉属的卷枝毛霉。
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　　天南星是一种重要的中药材，具有燥湿化痰、祛风止痉、
散结消肿等功效，可用于治疗顽痰咳嗽、风痰眩晕、中风痰壅、

口眼歪斜、半身不遂、癫痫、惊风、破伤风等症［１］。天南星根

腐病是一种土传病害，传染性极强，一株植株出现病症，临近

的植株大多会被传染，天南星根腐病病菌主要靠水传播，波及

范围广，如果不注意防治，将造成较大损失。植株感染天南星

根腐病病菌后，首先出现褐色斑点，周围有黄色晕圈，最后叶

片枯萎，植株死亡。根腐病对天南星产量、品质影响极大。本

研究从山东省茌平县杜郎口镇中药材种植基地采集天南星根

腐病病株，用组织分离法对天南星根腐病原菌进行了分离纯

化与鉴定，观察病原菌在 ＰＤＡ培养基上的培养性状、孢子形
状，结合致病性测定及菌株分子生物学鉴定方法确定病原菌

的种属分类［２］，并且在天南星根际土壤中分离得到大量具有

拮抗活性的有益微生物，利用这些拮抗微生物对天南星土传

病害进行生物防治，旨在为天南星根腐病的有效防治提供理

论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
天南星根腐病病株采自山东省茌平县杜郎口镇中药材种

植基地。

１．２　病原菌分离方法
为降低腐生菌的干扰，以新鲜发病的植物组织作为分离

材料，选取发病部位、健全部位之间（病健交界处）的组织进

行分离［３］。取天南星根腐病株的块茎，掰开后用镊子刮取断

面上的发病组织，均匀涂布在制好的培养基上。采用组织分

离法分离病原菌，从病株刮取适量组织，用５％ＮａＯＣｌ溶液消
毒３ｍｉｎ，无菌水洗２～３次，用灭菌滤纸吸干，分别接种到ＬＢ
培养基、ＰＤＡ培养基上，于恒温培养箱中２５～２８℃倒置培养

５ｄ，观察菌落生长状况［４］。

１．３　病原菌纯化方法
在无菌条件下，从菌落边缘部分挑取菌丝转接到ＰＤＡ培

养基上２５℃培养２ｄ，待菌丝长出后进行多次重复培养，确定
培养皿中无其他杂菌后进行转管，４℃冰箱保存。
１．４　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的形态学鉴定

肉眼直接观察病原菌在ＰＤＡ培养基上的菌落形态、色泽
等。选择生长状况良好的菌落挑取菌丝、孢子制成临时装片，

在显微镜下观察菌丝形态、有无孢子等。若有孢子则进一步

观察孢子形状及多少、有无隔膜及隔膜数、产孢细胞类型、厚

垣孢子的有无、子实体类型等，并测量孢子大小，对 Ｔｎｘ菌株
进行形态学鉴定。

１．５　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的分子生物学鉴定
用真菌基因组 ＤＮＡ快速抽提试剂盒提取基因组 ＤＮＡ。

采用引物 ＮＳ１（５′－ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣ－３′）、ＮＳ６
（５′－ＧＣＡＴＣＡＣＡＧＡＣＣＴＧＴＴＡＴＴＧＣＣＴＣ－３′）对供试菌株基
因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。反应体系为：Ｔｅｍｐｌａｔｅ（基因组
ＤＮＡ２０～５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，５×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．５μＬ，
ｄＮＴＰ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，Ｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，并加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。ＰＣＲ循环条件：
预变性（９８℃，３ｍｉｎ）→变性（９８℃，２５ｓ）→退火（５５℃，
２５ｓ）→延伸（７２℃，１ｍｉｎ）→修复延伸（７２℃，１０ｍｉｎ）→终
止反应（４℃，∞），３０个循环。ＰＣＲ扩增产物进行１．０％琼脂
糖凝胶电泳，用凝胶成像系统检测拍照记录，得到目的条带

后，将ＰＣＲ扩增产物送至生工生物工程（上海）股份有限公司
测序。用所获菌株的ｒＤＮＡ－ＮＳ序列信息同ＧｅｎＢａｎｋ中的序
列信息进行同源性比对，确定病原菌的种类。

１．６　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的致病性鉴定
采用根部切伤接种法接种，将分离的病原菌在ＰＤＡ培养

基上培养７ｄ，从培养基上刮取菌丝，制成孢子悬浮液，在显微
镜下用孢子计数器将孢子悬浮液浓度调至１０６个／ｍＬ接种健
康植株根部，接种量为１０ｍＬ／株，每处理重复３次，设清水作
为对照，定期观察并记录发病情况。接种植株出现症状后，比

较其症状是否与田间症状一致，再次进行病原菌分离，比较分

离前后得到的病原菌菌落形态、色泽、孢子等特征是否

一致［５］。
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２　结果与分析

２．１　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的分离纯化结果
分离纯化得到的病原菌见图１。

２．２　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的形态学鉴定结果
天南星的根腐病原菌生长速度比其他病原真菌快，一般

接种后１～２ｄ即可观察到白色菌落，呈圆形，孢子长出后略
呈黑色，孢子在显微镜下呈椭圆状（图２、图３）。

２．３　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ的分子生物学鉴定
测序结果表明，天南星根腐病病原菌 Ｔｎｘ１８ＳｒＤＮＡ为

１３５４ｂｐ，Ｂｌａｓｔ比对结果表明，该序列与毛霉属相似度
达９９％。
２．４　天南星根腐病病原菌Ｔｎｘ致病性鉴定

经根部切伤接种法接种的天南星植株表现出根腐病的一

系列症状，与田间症状一致。从病组织上再次进行病原菌分

离得到的病原菌与先前分离的病原菌菌落形态一致。对照组

天南星植株不出现根腐病的症状，从其植株中分离不出根腐

病病原菌（图４、图５）。

３　结论

通过对天南星根腐病原菌病情调查，得知天南星根腐病

是由真菌引起的一种土传病害，近年来传播蔓延较快，严重影

响天南星的产量、质量。本研究对天南星根腐病原菌的分离

到了一种病原菌 Ｔｎｘ，经过分子生物学１８ＳｒＤＮＡ鉴定，得知
该病原菌为卷枝毛霉。
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