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　　摘要：从江苏盐城地区种植的蓖麻上采集分离到１株编号为ＹＤＪ０８的病原菌。通过形态学观察和分子生物学研
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推断该菌株为葡萄座腔菌。这是首次报道侵染蓖麻的葡萄座腔菌，该菌株的 ＩＴＳ和 β－ｔｕｂｕｌｉｎ序列的 ＧｅｎＢａｎｋ登录
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　　葡萄座腔菌属（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ）真菌属于子囊菌（Ａｓｃｏｍｙ
ｃｏｔａ）葡萄座腔菌科（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ）［葡萄座腔菌目
（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ）］，是一类重要的植物病原真菌。这类真
菌分布广泛，种类繁多，其寄主主要为具有经济价值的树种，

如苹果树、梨树、栗子树、桉树等。葡萄座腔菌科真菌既能作

为植物病原菌引起树木溃疡病，又能作为内生真菌寄生于植

物组织内部，同时还能作为腐生真菌存活于某些死亡的植物

组织上［１－３］。笔者从江苏盐城地区种植的疑似溃疡病的蓖麻

植株上采集、分离到１株病原真菌，命名为ＹＤＪ０８。基于ＤＮＡ
的分子生物学研究方法发展至今已经广泛应用于葡萄座腔菌

属的鉴定［４－７］，本试验对该菌株进行了形态学研究和分子生

物学研究。通过ＩＴＳ－ｒＤＮＡ和 β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因序列分析，证
实该真菌为葡萄座腔菌，为葡萄座腔菌与蓖麻的侵染关系及

其可能对蓖麻种植产生的影响研究提供基础理论依据。

１　材料与方法

１．１　试样采集
２０１２年９月于江苏海洋产业研究院采集疑病蓖麻植株，

置于４℃保存。
１．２　病原真菌的分离和纯化

参考方中达的方法［８］，切取５ｍｍ病健交界处的组织，先
用７５％乙醇处理 １５～２０ｓ，然后用 ０．１％ ＨｇＣｌ２处理 １５～
２０ｓ，最后用无菌水漂洗３次，用无菌滤纸吸干后，置于 ＰＤＡ
培养基平板上，２８℃黑暗培养５ｄ，用接种针挑取菌落边缘菌
丝转接至新鲜的ＰＤＡ培养基上，纯化后制成斜面，４℃ 保存。

１．３　病原菌的形态学观察
取斜面保存的纯化菌转接至 ＰＤＡ培养基上活化培养，

２８℃ 培养１５ｄ，观察其生长状态并拍照记录以下特征：菌落
的生长速度、形状、表面和边缘特征、大小、色泽、菌落质地、颜

色以及产孢能力。用插片法制片观察菌丝显微形态。如果不

产孢采用诱导的方式获得孢子：取健康的马尾松针或者蓖麻

秸秆，剪成５ｃｍ的小段，灭菌。配制水琼脂培养基，待培养基
凝固后，在表面放置３段松针或蓖麻秸秆，接入培养４～５ｄ
的ＹＤＪ０８菌株ＰＤＡ培养物，２８℃暗培养２０ｄ后，置于室温下
继续光照培养４０ｄ，观察真菌子实体的形成，再挑取子实体进
行镜检孢子。

１．４　病原菌的致病性测定
在实验室进行盆栽蓖麻接种试验，供试品种为淄蓖５号。

致病性测定采用菌丝饼接种法：将分离纯化后的真菌接种至

ＰＤＡ上培养７ｄ，用灭菌打孔器在菌落边缘取直径为４ｍｍ的
菌饼。用无菌刀片将蓖麻主枝刮伤，将菌饼紧贴伤口处，用蘸

有无菌水的脱脂棉和塑料膜进行包裹，每天喷雾保湿。刮伤

接种３株，空白的ＰＤＡ培养基块对照３株。每天观察发病情
况，取发病部位进行显微观察以及发病植株重新分离病原菌

并鉴定。

１．５　真菌的分子生物学鉴定
１．５．１　真菌基因组的提取　将纯化的菌丝接种于 ＰＤ液体
培养基中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３ｄ。过滤收集菌丝体，
冷冻干燥，通过改良的ＣＴＡＢ法提取真菌基因组 ＤＮＡ［９］，１％
琼脂糖凝胶电泳检测提取结果，ＤＮＡ置于－２０℃保存备用。
１．５．２　真菌ＩＴＳ－ｒＤＮＡ和 β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因序列分析　以基
因组ＤＮＡ为模板，采用核糖体基因组转录通用引物 ＩＴＳ４
（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）和 ＩＴＳ５（５′－ＧＧＡＡＧ
ＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）进行 ＩＴＳ序列扩增［１０］，用真菌

微管蛋白基因序列通用引物 Ｂｔ２ａ（５′－ＧＧＴＡＡＣＣＡＡＡＴＣＧ
ＧＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣ－３′）和 Ｂｔ２ｂ（５′－ＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣ
ＣＣＴＴＧＧＣ－３′）进行 β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因序列扩增［１１］。ＩＴＳ扩增
反应体系包括：超纯水 ３７．５μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，

—９１３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第２期



２０μｍｏｌ／ＬＩＴＳ４和ＩＴＳ５引物各１μＬ，模板 ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）
１μＬ，２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４μＬ，５Ｕ／μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合酶
０．５μＬ。扩增条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，
产物４℃保存；β－ｔｕｂｕｌｉｎ扩增条件同ＩＴＳ扩增条件。ＰＣＲ扩
增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测拍照后，用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ
凝胶回收试剂盒（ＴａＫａＲａ）进行回收纯化，具体步骤参见使用
说明书。纯化后的产物送南京金斯瑞生物科技有限公司测

序，测得序列在 ＮＣＢＩ中使用 Ｂｌａｓｔ在线比对分析，使用

ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多重比对，ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）进化树构建
与分析使用ＭＥＧＡ５．１软件。

２　结果与分析

２．１　菌落形态特征和培养性状
分离纯化的菌株在ＰＤＡ培养基上培养，菌落呈现圆形或

不规则形，菌落生长初期为白色，３～４ｄ即可长满直径９ｃｍ
的平板，５～６ｄ后变为灰色，１５ｄ后变为黑色，气生菌丝比较
发达，旺盛时可至平板顶盖出（图１）。

　　从光学显微镜下可以看到菌丝直径为３～５μｍ，分枝与
主枝成直角，部分成锐角，有明显的隔膜（图２－Ａ、图２－Ｂ），
但是在显微镜下未见有分生孢子产生。用灭菌的松针和蓖麻

秸秆经１０ｄ培养后可诱导其产生子实体。
　　诱导出的子实体个体较大，直径有１～３ｍｍ，形状为球
形，多为表生，湿度较大时，子实体还会有褐色的液体物质溢

出（图２－Ｃ、图２－Ｄ）。据报道葡萄座腔菌能产生分生孢子，

分子孢子呈纺锤形或者梭形，无色，单胞，内含多个不规则油

滴，也有不产生孢子的［１２］。菌株 ＹＤＪ０８在 ＰＤＡ培养基上不
产孢，经诱导产生子实体后，在光学显微镜下可以看到分生孢

子：分生孢子体呈球形，黑色（图２－Ｅ）；分生孢子呈梭形、薄
壁、外壁光滑、有 ３～５个隔、无色、分生孢子大小范围
（１５～３０）μｍ×（５～１０）μｍ（图 ２－Ｆ）。根据以上形态特
征，初步判定其为葡萄座腔菌。

２．２　致病性测定结果
将菌株ＹＤＪ０８以菌丝饼接种法对健康蓖麻植株进行致

病性测定。结果表明，共接种３株，２株发病轻微，１株发病较
重。没有接菌的淄蓖５号的试验部位出现了一些被手术刀划
伤的痕迹，没有其他的现象，接种菌饼的主枝上３ｄ产生黑褐
色斑点，经７ｄ左右枝条变成黑褐色，有溃烂现象（图３）。从
接种发病的主枝的病健交界处取发病组织重新分离纯化，发

现重新分离的病原菌与接种的菌株菌落形态和孢子形态完全

一致。因此，可以判断葡萄座腔菌对蓖麻有致病性。

２．３　ＩＴＳ－ｒＤＮＡ和β－ｔｕｂｕｌｉｎ序列分析
提取的基因组 ＤＮＡ条带单一明亮，扩增效果较好（图

４－Ａ）。ＩＴＳ－ｒＤＮＡ扩增序列包括１８Ｓ和２８Ｓ部分序列以及
ＩＴＳ１、ＩＴＳ２和５．８Ｓ的全部序列［１３］，一般大小在５００～１０００ｂｐ
之间，本试验测得的 ＩＴＳ大小为５５９ｂｐ（图４－Ｂ），ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＫＪ５３０７０６。β－ｔｕｂｕｌｉｎ扩增序列大小为 ４１３ｂｐ
（图４－Ｃ），ＧｅｎＢａｎｋ上的登录号为ＫＪ５３０７０７。
　　将所测序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 ＢＬＡＳＴＮ比对，前
１００条相似的序列全部属于葡萄座腔菌的ＩＴＳ区段，同源性在
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９９％～１００％，覆盖率为 ９９％ ～１００％。由于同源性很高，仅
选取几种有代表性的菌株进行进化树分析，同时选取同为葡

萄座腔菌科的格孢腔菌属的ＩＴＳ序列进行外族比对。所选取
的序列用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多级比对之后，用 ＭＥＧＡ５．１软件构
建ＮＪ进化树（图５）。进化树分析结果显示菌株 ＹＤＪ０８与葡
萄座腔菌在同一分支内，格孢腔菌属真菌则独立成簇。

将所测 β－ｔｕｂｕｌｉｎ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行 ＢＬＡＳＴＰ比
对，相似性序列全部来源于 Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ，相似性高达
９９％～１００％，覆盖率也高达 ９９％ ～１００％，有同源性的还有
葡萄座腔菌科球壳孢目叶点霉属（Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ）真菌。根据
ＩＴＳ构建进化树的方法，选取同为葡萄座腔菌科的格孢腔菌
属的β－ｔｕｂｕｌｉｎ序列进行比对，用ＭＥＧＡ５．１软件构建进化树
（图６）。进化树分析显示ＹＤＪ０８与葡萄座腔菌同为一簇。结
合形态学特征、ＩＴＳ以及 β－ｔｕｂｕｌｉｎ序列比对结果，证实从蓖
麻上分离的真菌ＹＤＪ０８是葡萄座腔菌。

　　进化树构建采用ＮＪ方法，每个节点上的数字代表１０００
次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复中支持该节点方式的百分比，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＜
５０％的未显示。

３　结论与讨论

葡萄座腔属真菌自从发现以来一直作为植物病原菌被广

泛研究，由于其分布广泛，发病率高，经常给生态和经济林木

造成严重的损失。杨树溃疡病是由葡萄座腔菌引起的一类最

常见的病害［１３］，国内最早的报道是１９５５年发生在北京某苗
圃，症状主要发生在大枝和主干上，发病初期会在光皮杨树树

皮上形成许多近圆形小泡状的病斑，随后病斑逐渐增大至直

径１ｃｍ左右，形成圆形小泡。用手按压小泡有无色液体流
出；在粗皮杨树上则形成水渍状病斑并伴有红褐色液体流出，

后期病斑失水干瘪，形成一个圆形、黑褐色的坏死斑。发病严

重时，病斑布满整个树干，最后枯死［１４－１７］。葡萄座腔菌属真

菌引起的梨轮纹病和苹果轮纹病也是常见的果树类病害，梨

轮纹病发生的部位包括枝干、果实、叶片，都会产生圆形的病

斑，并逐渐扩大，引起树枝干枯，叶片干枯早落，果实腐败［１８］，

何开平等对梨轮纹病的发病规律进行了研究并提出了较好的

预防措施［１９－２０］，但未见有相关报道称其引起蓖麻产生危害。

本研究从疑似病症的蓖麻上分离得到１株葡萄座腔菌，通过
病原菌致病力测定，发现其对蓖麻会产生类似的溃疡病病害，
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枝干变黑，溃烂。本研究结果以期望对其可能引起的蓖麻病

害提供一定理论基础。

用分子生物学方法鉴定真菌随着基因技术的发展也越来

越普及。余仲东等就用真菌的生理形态结合 ＩＴＳ－ｒＤＮＡ技
术分析来自我国的苹果轮纹病菌、苹果干腐病菌、梨轮纹病

菌、桃树流胶病菌，并认定这些病菌和葡萄座腔菌亲缘关系

近，结果支持葡萄座腔菌与贝伦格葡萄座腔菌（Ｂ．ｂｅｒｅｎｇｅｒｉ
ａｎａ）为同物异名的观点［５］。Ｓｌｉｐｐｅｒｓ等利用 ＩＴＳ－ｒＤＮＡ、
β－ｔｕｂｕｌｉｎ等分子生物学技术比较澳大利亚和南非当地的桉
树品种和外来品种相关的葡萄座腔菌属，并确定了５个Ｆｕｓｉ
ｃｏｃｃｕｍ－ｌｉｋｅ无性型种：Ｂ．ａｕｓｔｒａｌｉｓ、Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｅｕｃａｌｙｐｔｉ
ｃｏｌａ、Ｂ．ｅｕｃａｌｙｐｔｏｒｕｍ和Ｂ．ｐａｒｖａ，却未得到之前常见报道于
桉树上存在的 Ｂ．ｒｉｂｉｓ［２１］。Ｄｅｎｍａｎ等利用形态学和 ＩＴＳ－
ｒＤＮＡ序列确定了感染山龙眼的５个葡萄座腔菌属，并解析
了它们在全球的分布，但该研究报道的某些种实际是代表一

个种的复合体［２２］。由于葡萄座腔属真菌跟其宿主和分布有

着广泛的关系，仅从形态学不能完全解释清楚真菌种群之间

的相互关系，有必要结合形态学和分子生物学遗传进化特征

对其进行更科学、更准确的分类。

葡萄座腔菌引起的蓖麻病害尚未见报道，本研究从发病蓖

麻植株上分离得到１株真菌，采用ＩＴＳ－ｒＤＮＡ和β－ｔｕｂｕｌｉｎ基
因序列分析，结合菌株的形态学特征对葡萄座腔属真菌进行了

准确的鉴定，同时作了致病力测定，发现其确实会对蓖麻产生

病害，最终确定此植物病原菌为葡萄座腔菌。
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