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　　摘要：针对在广西横县发生的一种王草叶斑病害，为明确其病原种类，采用形态学和分子生物学方法进行了鉴定，
并研究其生物学特性。结合致病菌的形态特征以及ＩＴＳ序列系统聚类分析结果，将其鉴定为草茎点霉（Ｐｈｏｍａｈｅｒｂａ
ｒｕｍ）。生物学特性研究表明：该菌菌丝体适宜生长的温度为２０～３２℃，最适温度为２５～２８℃；菌丝体生长的最适ｐＨ
值为５～８；菌丝体生长的最佳碳源为葡萄糖、蔗糖和甘露醇；最佳氮源为蛋白胨，而尿素则不适合菌丝体生长；光／暗
交替或暗／光交替均有利于菌丝体生长；菌丝体致死温度为５０℃，１０ｍｉｎ。
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　　王草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ）别称皇草、皇竹草，是以象草为母本、
美洲狼尾草为父本杂交（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｐｕｒｐｕｒｅｕｍ×Ｐ．ａｍｅｒｉｃａ
ｎｕｍ）育种而成［１］。我国于１９８２年由中国热带农业科学院从
哥伦比亚引进，经过多年试种选育而成，后定名为热研４号王
草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ×Ｐ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ ｃｖ．ＲｅｙａｎＮｏ．
４）［２］。王草为多年生牧草，具有产量高、生长快、抗倒伏、耐
干旱、抗病力强等特点，而且茎叶柔软口感好，营养丰富，以优

质、高产而著称，被誉为“草中之王”［３］，是各种草食性牲畜和

鱼类的优质饲料。适宜在我国热带及亚热带种植，目前已经

在海南、广东、广西、云南等地成功种植，是华南地区最适于集

约化栽培的刈割型禾本科牧草［４］。然而，随着种植面积的不

断扩大以及种植年限的延长，各种病害逐渐发生并逐年加重，

很大程度上限制了包括王草在内的牧草产量及质量［５－６］。牧

草病害可使牧草生长量减少，产草量降低，营养成分含量和可

消化率下降，有害物质含量增加，进而导致动物日增体质量减

少［７］。王草作为南方主要热带牧草之一，同样面临多种病害

尤其是真菌病害的影响。

２０１５年５月，在广西横县出现了成片王草大规模发生叶

斑病的情况，且有迅速蔓延之势。为明确其病原，本试验通过

病原菌形态学检查，结合分子生物学手段对该致病菌进行了

鉴定，进而对其进行了生物学特性研究，以期为当地王草叶斑

病害的发生及综合防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　从广西横县热研４号王草上采集病样，
经室内无菌条件下分离及单孢分离纯化得到供试菌株。

１．１．２　供试培养基　马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：马
铃薯２００ｇ，葡萄糖１５～２０ｇ，琼脂１５～２０ｇ，ｄｄＨ２Ｏ定容至
１０００ｍＬ，自然ｐＨ值；查氏琼脂培养基（Ｃｚａｐｅｋ）：硝酸钠２ｇ，
磷酸氢二钾１ｇ，硫酸镁０．５ｇ，氯化钾０．５ｇ，硫酸铁０．０１ｇ，
蔗糖３０ｇ，琼脂１５～２０ｇ，无菌水定容至１０００ｍＬ。上述培养
基均于１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ后备用。
１．１．３　试剂及仪器　真菌核糖体内转录间隔区（ｒＤＮＡ－
ＩＴＳ）通用引物 ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣＧＧ－３′）
和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）由英潍捷基
（上海）贸易有限公司合成。Ｔａｑ酶、ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ
片段回收试剂盒及Ｔ１载体等均购自北京全式金生物试剂公
司，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　病样采集及病原菌分离纯化　采用常规组织分离法
进行病原菌的分离纯化［８］。将田间采回的发病王草叶片冲

洗干净、晾干，在病健交界处剪取（２～３）ｍｍ×（２～３）ｍｍ的
组织块。于超净工作台中，首先用０．１％ Ｈｇｃｌ２溶液消毒约
１ｍｉｎ，然后用７５％乙醇漂洗３０ｓ，经无菌水漂洗２～３次后用
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灭菌滤纸吸干，置于ＰＤＡ培养基中，在２５℃条件下培养２～
３ｄ。待菌落长出后，从其边缘挑取菌丝块，置于平板 ＰＤＡ培
养基上进行纯化，获得分离菌株。

１．２．２　病原菌形态学鉴定　将分离纯化得到的病原菌接种
于ＰＤＡ培养基平板上，２５℃培养６～７ｄ，期间观察并记录菌
落在培养基上的生长状况；在显微镜下观察菌丝体与分生孢

子的形态，测量分生孢子的大小，并拍照保存。

１．２．３　病原菌致病性测定　取健康王草嫩叶，先用无菌水洗
干净，再经７５％乙醇消毒，并再次用无菌水冲洗后晾干。将
直径５ｍｍ的菌饼接种于经消毒针头刺伤的叶片（菌丝面紧
贴在叶片伤口处），每叶接种２块菌饼，重复处理３个叶片，接
种无菌培养基块作为对照。于托盘内保湿。接种２ｄ后开始
观察发病症状，３ｄ后除去菌丝块，记录病斑大小和颜色。待
接种叶片发病后，按照柯赫氏法则，从病部再分离病原菌，观

察所得分离物与原接种病原菌的形态特征是否一致。

１．２．４　病原菌分子生物学鉴定
１．２．４．１　病原菌基因组 ＤＮＡ的提取和 ＰＣＲ扩增　用真菌
ＤＮＡ提取试剂盒（ＢｉｏｍｉｇａＦｕｎｇａｌｇＤＮＡＫｉｔ）提取供试菌株
ＤＮＡ，于超微量紫外分光光度计测定 ＤＮＡ浓度及纯度，其余
的ＤＮＡ溶液置于 －２０℃冰箱保存备用。用引物 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４
对其ｒＤＮＡ的２个内转录间区和５．８Ｓ区段进行 ＰＣＲ扩增。
每个反应体系体积为 ２０μＬ：１０×ＰＣＲ反应缓冲液 ２μＬ，
ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ，引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，ＤＮＡ模板
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。用双蒸灭菌水代替模板 ＤＮＡ作阴
性对照。ＰＣＲ扩增反应在ＰＣＲ扩增仪（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｌｅｒ
ｇｒａｄｉｅｎｔ）上进行。扩增程序为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；最后７２℃延
伸５ｍｉｎ，４℃保存。取５μＬＰＣＲ产物用１％ 琼脂糖凝胶电
泳检测，分析 ＰＣＲ产物片段大小，并用凝胶成像系统拍照
保存。

１．２．４．２　ＰＣＲ产物的回收、克隆及测序　ＰＣＲ产物经电泳
分离后，在紫外灯下切下含目的片段的琼脂糖凝胶，转入无菌

的微量离心管，用胶回收试剂盒（ＯＭＥＧＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ）
回收纯化，具体操作步骤参见说明书；与 Ｔ１载体连接后转化
感受态ＤＨ５α。经蓝白斑筛选后，随机挑取５个白斑，利用通
用引物Ｍ１３Ｆ／Ｒ对待鉴定的菌液进行 ＰＣＲ鉴定。反应体系
以及ＰＣＲ扩增反应程序参照“１．２．４．１”节。反应结束后，取
５μＬ扩增产物１．０％琼脂糖凝胶电泳后紫外灯下检查扩增结
果。选取阳性克隆，提取质粒 ＤＮＡ，送英潍捷基（上海）贸易
有限公司测序。

１．２．４．３　病原菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列系统发育树的构建　获得
的序列在 ＤＮＡＳｔａｒ中，利用 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４引物序列去除多余的
载体序列。将所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行 Ｂｌａｓｔ比对及同源序列分析，并下载 Ｐｈｏｍａ属
的 Ｐ．ｈｅｒｂａｒｕｍ、Ｐ．ｏｍｎｉｖｉｒｅｎｓ、Ｐ．ｅｕｐｙｒｅｎａ、Ｐ．ｓｃｈａｃｈｔｉｉ、Ｐ．
ｍｕｓｃｉｖｏｒａ、Ｐ．ｈａｅｍａｔｏｃｙｃｌａ、Ｐ．ｐｏｌｅｍｏｎｉｉ、Ｐ．ｄｕｔｃｈｕｍ、Ｐ．ｍｕｌｔｉ
ｒｏｓｔｒａｔａ、Ｐ．ａｌｉｅｎａ、Ｐ．ｃｏｓｔａｒｒｉｃｅｎｃｉｓ、Ｐ．ｓｅｘｅａ、Ｐ．ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖａ、Ｐ．
ｂｕｌｇａｒｉｃａ、Ｐ．ｐｅｒｅｕｐｙｒｅｎａ、Ｐ．ｍａｔｔｅｕｃｉｉｃｏｌａ、Ｐ．ｉｎｓｕｌａｎａ、Ｐ．ｄｉｇ
ｉｔａｌｉｓ、Ｐ．ｃｒｙｓｔａｌｌｉｆｅｒａ、Ｐ．ａｃｅｔｏｓｅｌｌａｅ等２０个种的３７条ｒＤＮＡ－
ＩＴＳ序列。利用ＭＥＧＡ４．０软件中邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）进行聚类分析，绘制出相应的系统发育树，重复次数为
１０００次。
１．２．５　病原菌生物学特性研究
１．２．５．１　病原菌菌丝体生长特性测定　将供试病原菌在
ＰＤＡ培养基平板上于２８℃培养５ｄ，用无菌的打孔器在菌落
边缘打取直径５ｍｍ的菌饼备用。将菌饼接种于ＰＤＡ平板中
央，分别置于５、１０、１５、２０、２５、２８、３２、３７℃以及４０℃恒温培
养箱中培养；另将接种供试菌株的ＰＤＡ平板分别置于完全光
照、完全黑暗、光／暗交替（１８Ｗ，１根灯管；光照和黑暗各
１２ｈ）、暗／光交替（黑暗和光照各１２ｈ）的２８℃恒温条件下
培养；用稀盐酸和氢氧化钠溶液将 ＰＤＡ培养基的 ｐＨ值分别
调节为４、５、６、７、８、９、１０、１１后制成ＰＤＡ平板，将菌饼接种于
不同ｐＨ值的平板中央，２８℃恒温培养；用等量的碳源（麦芽
糖、Ｄ－果糖、葡萄糖、乳糖和甘露醇）及氮源（蛋白胨、甘氨
酸、牛肉浸膏、尿素和Ｌ－天冬酰胺）分别替换 Ｃｚａｐｅｋ培养基
中的蔗糖和硝酸钠，制成含不同碳氮源的 Ｃｚａｐｅｋ培养基平
板，分别以不含碳源（蔗糖）及氮源（硝酸钠）的培养基为对

照，将供试菌株菌饼接种于平板中央，２８℃恒温培养；所有处
理均重复５次，培养５ｄ后用十字交叉法测量菌落直径并计
算菌丝体生长速率，用ＳＡＳ软件对试验结果进行统计分析。
１．２．５．２　病原菌致死温度和时间测定　在含有２ｍＬ无菌水
的试管中加入供试菌株菌饼，分别在４５、５０、５５、６０、６５℃的恒
温水浴锅中加热１０ｍｉｎ，２０ｍｉｎ后迅速冷却，取菌饼接种在
ＰＤＡ培养基平板中央，２８℃恒温培养，逐日观察菌丝体生长
情况。

２　结果与分析

２．１　王草叶斑病田间发病症状
田间调查发现，该病主要危害王草叶片，在叶片边缘或尖

端形成枯黄色条状斑点（图１－ａ，后期整个叶片黄化枯死并
且变脆，有黑色小霉点形成（图１－ｂ）。经室内分离后及单孢
纯化得到３个菌株，编号分别为ＧＸ８－２、ＧＸ１２、ＧＸ叶斑－２。
经镜检表明，这３个菌株的培养性状、菌丝体及分生孢子形态
等均相同，因此认为属于同一种真菌，故后续研究只对

ＧＸ８－２进行研究。
２．２　病原菌的培养形状和形态学观察

菌株在ＰＤＡ培养基上的菌落形态呈近圆形，有轮纹，边
缘不均匀，菌落中央稍隆起，菌丝灰白色，生长旺盛，棉絮状

（图２－ａ、图２－ｂ）。经显微镜观察发现，菌丝表面粗糙、不
平滑（图２－ｃ），分生孢子器呈椭圆形，黑褐色，具孔口，表面
不光滑，大小约为１２４．７８μｍ×９２．９９μｍ（图２－ｄ）；分生孢
子呈卵圆形或椭圆形，无色单胞，大小为（５．１６～６．９２）μｍ×
（２．５６～３．５４）μｍ（图２－ｅ）。其型态特征与茎点霉（Ｐｈｏｍａ
ｓｐ．）描述高度相符。
２．３　致病性测定

将纯化后的单孢菌株 ＧＸ８－２菌块接种至王草叶片上，
２～３ｄ后，接种叶片均表现病症，接种发病症状与大田发病初
期症状一致，但比大田自然发病初期症状严重（图３）。根据
柯赫氏法则将发病组织进行再分离，获得的分离物形态特征

与原接种菌株一致，表明所获得的分离物为王草叶斑病的致

病菌。
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２．４　病原菌ＩＴＳ序列分析
利用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对菌株 ＧＸ８－２的 ＤＮＡ模板进行

ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测表明，该引物从基因组中
扩增出１条特异性条带，其大小介于 ５００～７５０ｂｐ之间（图
４）。经克隆测序最终获得５３４ｂｐｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列，将该序列
提交至 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，获得序列登录号为 ＫＵ３２４８３５。经
Ｂｌａｓｔ比对分析发现，该序列与数据库中已登录的 Ｐｈｏｍａｈｅｒ
ｂａｒｕｍ（ＫＪ７６７０７８．１，ＡＢ３６９４５６．１，ＫＪ７６７０７９．１）草茎点霉ＩＴＳ

序列同源性达９９％。通过与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中登录的２０个
Ｐｈｏｍａ属序列构建的系统发育树揭示，ＧＸ８－２与 Ｐｈｏｍａｈｅｒ
ｂａｒｕｍ的同源性最高，聚为一个分枝（图５）。最终结合形态

学观察结果，将ＧＸ８－２鉴定为草茎点霉（Ｐｈｏｍａｈｅｒｂａｒｕｍ）。
２．５　病原菌生物学特性
２．５．１　病原菌菌丝体生长特性　病原菌菌丝体生长特性测
定结果表明，适宜草茎点霉菌菌株 ＧＸ８－２生长的温度范围
为２５～３２℃，最适生长温度为２５℃，当温度低于１０℃或高
于３７℃时，菌丝体生长受到抑制或无法正常生长（图６）；光／
暗交替或暗／光交替条件最适宜菌丝体生长，完全黑暗或完全
光照条件下菌丝体生长速率相对较慢（图７）；在供试的所有
ｐＨ值下ＧＸ８－２菌丝体均能生长，最适宜菌丝体生长的 ｐＨ
值范围为５～８（图８）；该菌在含有葡萄糖、蔗糖和甘露醇的
查氏培养基上生长状况良好且生长状况较一致，在含有乳糖

的查氏培养基上生长受到一定的影响，菌丝体稀薄，在不含任

何碳源的查氏培养基上生长时，菌丝体极其稀薄，肉眼几乎很

难看到（图９）；该菌在含有不同氮源的查氏培养基上生长状
况存在较大差异，在含有蛋白胨的培养基上生长最快，且菌丝

密实，在含有尿素的培养基上生长最慢，在不含任何氮源的培

养基上生长时菌丝稀薄，生长不旺盛（图１０）。
２．５．２　病原菌致死温度和时间　菌株ＧＸ８－２经４５℃处理
１０～３０ｍｉｎ后仍然能在 ＰＤＡ平板上正常生长，但是在５０℃
及以上温度处理 １０ｍｉｎ后不能生长。由此表明，菌株
ＧＸ８－２菌丝体的致死温度为５０℃ １０ｍｉｎ。
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３　讨论

热带、亚热带地区多年生牧草资源十分丰富，而高温高湿

的气候也非常适宜病原微生物的生长和繁殖，导致热带牧草

病害普遍发生，严重影响牧草产量及干草质量。练启仙等

２００４—２００５年对贵州花江地区王草病害调查结果表明，该地
区有茎腐病（病原为Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａｓｐ．）、褐斑病（病原为 Ａｌｔｅｒｎａｒ
ｉａｓｐ．）、叶斑病（病原为 Ｐｈｏｍａｓｐ．）、斑点病（病原为 Ｅｐｉｃｏｃ
ｃｕｍｓｐ．）和纹枯病（病原为Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐ．）等典型病害［９－１０］。

郑丽等对海南省牧草病害调查结果表明，造成海南王草叶斑

病病害的病原菌主要有 Ｐｈｏｍａｓｐ．、Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｏｒｙｚａｅ、Ｃｕｒｖｕ
ｌａｒｓｐ．、Ｄｒｅｃｈｓｌｅｒａｓａｃｃｈａｒｉ和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．５种［１１］。虽然国

内对由Ｐｈｏｍａｓｐ．侵染王草引起的叶斑病早有记录，但未见
对该病病原进行系统生物学研究的报道。

　　笔者从发生在广西横县地区王草叶斑病病叶上，分离得
到１株致病菌ＧＸ８－２。经形态学观察和分子生物学鉴定将
其鉴定为草茎点霉（Ｐｈｏｍａｈｅｒｂａｒｕｍ），并对其生物学特性进
行了初步研究。研究表明，适宜ＧＸ８－２菌株生长的温度范围
为２５～３２℃，这与张翠英的研究结果［１２］相符合，只有温度低

于１０℃或高于３７℃时，菌丝体的生长才会受到抑制或无法正
常生长；该病菌的适宜ｐＨ值范围很广，酸或碱的条件对其菌
丝生长影响不大；ＧＸ８－２菌株在含有葡萄糖、蔗糖和甘露醇的
查氏培养基上生长状况良好且生长状况较一致，会产生红色

素，与许爱清等报道的由镉诱导草茎点霉产生红色素的描

述［１３］类似；该病菌对碳氮源的要求不严格，仅是以尿素为氮源

时病原菌的生长状况不太理想，说明该菌有很强的环境适应

性。本次在广西横县暴发的王草茎点霉叶斑病发生情况十分

严重，这可能与该病原菌对环境的适应性较强有一定的关系。

茎点霉属真菌种类繁多，且大部分是重要的植物致病菌，

能侵染植物并引起叶斑、茎枯、根腐和果腐等症状［１４－１７］。在

牧草上，多喙茎点霉（Ｐｈｏｍａｍｕｌｔｉｒｏｓｔｒａｔａ）侵染多花筋骨草引
起黑胫病，导致植株整株枯萎死亡［１８］。苜蓿茎点霉（Ｐｈｏｍａ
ｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓ）引起苜蓿黑胫病和叶斑病［１９－２１］，以及茎点霉

（Ｐｈｏｍａｓｐ．）引起红豆草叶斑病［６］均有报道。不同病原菌侵

染植物发生叶斑病的危害症状较为相似［２２－２４］，给病害诊断及

病原鉴定带来了较大困难。是否可以根据不同的牧草叶斑病

害开发出田间快速检测及诊断的方法，值得进一步研究。
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