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　　摘要：以药用植物虎杖为试验材料，采用组织匀浆方法对其根腐病病原菌进行分离，并通过浸根接种和针刺菌液
２种侵染方法做植物人工侵染回归试验，筛选出致病菌株 Ｐ０５１。经接触酶、氧化酶和糖发酵等生理生化试验与形态
学、分子生物学鉴定表明，药用植物虎杖中１株根腐病的致病菌株Ｐ０５１为微球菌科微球菌属藤黄微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｌｕｔｅｕｓ）。研究结果为秦巴山区药用植物虎杖的栽培、保护和利用提供了依据。
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　　虎杖（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ）别称假川七、土川七、红三
七、三七或日本蓼，为蓼科蓼属的多年生草本植物［１］，广泛分

布于山东、河南、陕西、湖北、湖南等地［２］。虎杖根及根状茎

切片可入药，具有祛风利湿、活血化瘀、止咳化痰、消肿止痛等

功效［３－４］。虎杖提取物含有白藜芦醇、大黄素、蒽醌类等有效

成分［５－６］，对心脏病［７］、高血脂［８］、癌症［９］等具有很好的疗效，

已成为国内外学者研究的热点。

根腐病是药用植物生长过程中一种常见的顽固性病害。

在中药材生产过程中，根腐病会造成药材不同程度地减产，严

重影响中药材的生产和品质［１０］。近年来，有关虎杖的研究多

集中在药理及活性成分［１１－１２］，对种植和栽培过程中的病害研

究鲜有报道。梁萍等对虎杖锈病进行了研究，采用形态学方

法鉴定其为两栖蓼柄锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｐｏｌｙｇｏｎｉ）［１３］。目前，对虎
杖根腐病病原菌的研究尚无报道。因此，本研究对１株药用
植物虎杖根腐病病原菌进行分离和鉴定，以期为秦巴山区珍

稀药用植物虎杖的栽培、保护和利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
药用植物虎杖病株采自陕西省汉中市留坝县马道镇，为

野生植株。供试１年生虎杖幼苗购自万源市邱佳坪虎杖种植
基地。

１．１．１　材料与试剂　营养琼脂（ＮＡ）培养基：蛋白胨１０．０ｇ、
牛肉膏３．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、琼脂１５．０ｇ、ｐＨ值７．４；液体ＬＢ培
养基：胰蛋白胨１０．０ｇ、酵母提取物５．０ｇ、ＮａＣｌ１０．０ｇ、ｐＨ值
７．４；糖发酵培养基：葡萄糖 ５．０ｇ、牛肉膏蛋白胨 １０．０ｇ、
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ２．０ｇ、ＮａＣｌ３．０ｇ、指示剂溴甲酚紫１ｍＬ、

ｐＨ值７．４；乳糖发酵培养基：乳糖５．０ｇ、蛋白胨２．０ｇ、ＮａＣｌ
３．０ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ２．０ｇ、指示剂溴甲酚紫１．０ｍＬ、ｐＨ
值７．４；甘露糖发酵培养基：甘露醇５．０ｇ、蛋白胨２．０ｇ、ＮａＣｌ
３．０ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ２．０ｇ、指示剂溴甲酚紫１．０ｍＬ、ｐＨ
值７．４；甘露醇发酵培养基：甘露醇５．０ｇ、蛋白胨３．０ｇ、ＮａＣｌ
５．０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、指示剂溴甲酚紫１．０ｍＬ、ｐＨ值７．４；营
养明胶培养基：ＮａＣｌ５．０ｇ、蛋白胨１０．０ｇ、牛肉膏３．０ｇ、明胶
１２０．０ｇ、ｐＨ值 ７．４；硝酸盐培养基：ＫＮＯ３１．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４
０．５ｇ、ＮａＣｌ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、蔗糖２０．０ｇ、ｐＨ值
７．２；七叶苷培养基：胰蛋白胨 ５．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ、七叶苷
３．０ｇ、柠檬酸铁铵０．５ｇ、ｐＨ值６．９～７．１。

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｄｉ，ＡＴＣＣ８７３９）、粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏ
ｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）、藤黄微球菌，均由陕西省食药用菌工程技术
研究中心提供。

葡萄糖、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、ＮａＣｌ、ＫＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ均为分析纯；琼脂、牛肉膏、琼脂、蛋白胨、胰蛋白胨、甘
露醇、明胶、指示剂溴甲酚紫，由山西津华晖星制药有限公司

提供。格里斯氏（Ｇｒｉｅｓｓ）试剂Ａ：对氨基苯磺酸０．５ｇ、１０％稀
乙酸１５０ｍＬ；格里斯氏（Ｇｒｉｅｓｓ）试剂 Ｂ：α－萘胺 ０．１ｇ、Ｈ２Ｏ
２０ｍＬ、１０％稀乙酸１５０ｍＬ；二苯胺试剂：二苯胺 ０．５ｇ溶于
１００ｍＬ浓硫酸中，用２０ｍＬ蒸馏水稀释。
１．１．２　仪器与设备　ＬＳ－Ｂ５０Ｌ高压蒸汽灭菌锅，上海医用
核子仪器厂；ＴＢ－２１４电子分析天平，北京赛得利斯仪器系统
有限公司；ＬＲＨ－２５０－ＧＳ数显式恒温培养箱，广东省医疗器
械厂；Ｑ／ＢＫＹＹ３１－２０００恒温鼓风干燥箱，上海跃进医疗器械
厂；ＳＵＰＬ超纯水机，上海申分分析仪器有限公司；ＳＢＰ１００－
２０可调式微量移液器，美国 ＳｅｌｅｃｔＢｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ公司；ＳＷ－
ＣＪ－１Ｆ超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；ＳＡ３０００普
通生物显微镜，北京泰克仪器有限公司；ＺＨＷＹ－２１０２Ｃ恒温
摇床，上海志成有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　分离与纯化　参考王晓丽等对朝鲜蓟根茎腐烂病病
原菌的分离方法［１４］，用无菌手术刀将根表面泥沙及腐烂组织

除去，无菌水冲洗，７５％乙醇处理５ｍｉｎ，然后用０．１％ ＨｇＣｌ２
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浸泡２ｍｉｎ，取病健交界处组织约１．０ｇ，在９．０ｍＬ无菌水中
捣碎，制成１０－１浓度菌液，依次稀释至１０－４浓度。各取１０－３、
１０－４浓度菌液１００μＬ，涂布于营养琼脂培养基上，３０°Ｃ培养
１８～３６ｈ。挑取不同菌落进行纯化培养。
１．２．２　回归试验　采用浸根接种法［１５］，挑取纯化的病原菌

菌落于液体ＬＢ培养基发酵２４ｈ，用血球板计数，分别取菌液
浓度１．０×１０６、１．０×１０７、１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ作为接种液，将
购自种植基地的正常虎杖１年生苗根部用无菌水洗净，然后
用７０％乙醇处理约１ｍｉｎ，去除表面杂菌，再浸入接种液中
２０ｍｉｎ。各浓度接种液做相同处理。同时将正常虎杖１年生
苗根系浸入未接种病原菌的无菌水内作为对照。将试验组及

对照组均移栽至备好的花盆内，放置于温度２５～３０℃下，每
组５株虎杖根苗，３组重复，观察发病情况。

同时，采用针刺菌液法，取正常虎杖１年生根苗，根部用
无菌水洗净，后用７０％乙醇处理约１ｍｉｎ，去除表面杂菌，用
无菌针蘸取接种液刺伤根部，５～８孔／条为宜，用无菌脱脂棉
蘸无菌水覆盖伤口处保湿，用无菌棉线固定。各浓度均做相

同处理。同时用无菌针将根部刺伤，以脱脂棉蘸无菌水覆盖

伤口，用无菌棉线固定，作为对照。放置于温度２８℃下，每组
５株虎杖根苗，３组重复，观察发病情况。
１．２．３　致病菌株的分离　对回归试验中表现出与发病植株
相同症状的虎杖根苗按“１．２．１”节的方法重新分离病原菌，
因虎杖根苗较幼嫩，故将消毒时间减半。

１．２．４　致病菌的形态及生理生化反应鉴定　对已确定具有
致病性的菌株进行菌落形态观察、革兰氏染色。接触酶试验、

氧化酶试验、糖发酵试验、明胶液化试验、七叶苷水解试验按

照《伯杰细菌鉴定手册》以及《常见细菌系统鉴定手册》对病

原菌进行初步鉴定；硝酸盐还原试验参照文献［１６］。
１．２．５　致病菌的分子生物学鉴定　菌株 ＤＮＡ的提取：溶菌
酶－ＳＤＳ法［１７］。ＰＣＲ扩增：以提取的菌株 ＤＮＡ为 ＰＣＲ扩增
模板，引物为细菌 １６ＳｒＤＮＡ基因通用引物，２７Ｆ：（５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；１４９２Ｒ：（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９５℃
１ｍｉｎ，５７℃７０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共３２个循环。ＰＣＲ产物经１％
琼脂糖凝胶电泳后，将目的条带清晰的ＰＣＲ产物送生工生物
工程（上海）股份有限公司进行双向测序。将所测序列与基

因库（ＧｅｎＢａｎｋ）中相对应的数据进行相似性比对，挑选相似
度＞９８％的模式菌株序列，用ＭＥＧＡ５软件，选择近邻结合法
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ），选择 １０００个重复作 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值分
析，构建系统发育树并进行分析。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离与纯化
从发病的虎杖根中分离得到疑似致病菌，并在１年生正

常虎杖根苗中用浸根接种法和针刺菌液法分别对疑似致病菌

做回归试验，发现有１株细菌在１０ｄ内使正常虎杖根苗发
病，病情与采集到的发病虎杖植株相似。后从发病的虎杖根

苗中重新分离致病菌，分离到的菌株与原疑似致病菌在菌落

形态上保持一致，将此菌株编号为Ｐ０５１。
２．２　菌株Ｐ０５１的回归试验

菌株Ｐ０５１的菌液分别用浸根接种法和针刺菌液法研究

其所致虎杖正常根苗的发病情况。

　　表１结果表明，采用浸根接种法时，正常虎杖根苗在菌液
浓度达到１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ时开始出现病变植株，此浓度的
最高发病率为４０％；当菌液浓度达到１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，
根苗的发病率明显提高，达到６０％。

表１　浸根接种法回归试验

菌株
菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验种

苗数（株）

发病种苗数（株）

２ｄ４ｄ６ｄ８ｄ１０ｄ
发病率

（％）

Ｐ０５１ １．０×１０６ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０
５ ０ ０ ０ ０ ０ ０
５ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１．０×１０７ ５ ０ ０ ０ ０ １ ２０
５ ０ ０ １ ０ ０ ２０
５ ０ ０ ０ ０ ２ ４０

１．０×１０８ ５ ０ １ １ １ ０ ６０
５ １ ０ ０ ０ ０ ２０
５ １ ０ ０ ２ ０ ６０

对照 无菌水 ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　　表２结果表明，采用针刺菌液法时，菌液浓度为１．０×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ时就有根苗针刺部位出现轻微腐烂，且发病时间
较浸根接种法早；当菌液浓度达到１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，根
苗几乎全部发病。由此可知，该菌株为虎杖根部腐烂的致病

菌或是其中的１种。
表２　针刺菌液法回归试验结果

菌株
菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验种

苗数（株）

发病种苗数（株）

１ｄ２ｄ３ｄ４ｄ５ｄ
发病率

（％）

Ｐ０５１ １．０×１０６ ５ ０ ０ ０ ０ １ ２０
５ ０ ０ ０ １ ０ ２０
５ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１．０×１０７ ５ ０ ０ ０ １ １ ４０
５ ０ ０ １ ０ ０ ２０
５ ０ ０ １ ０ １ ４０

１．０×１０８ ５ ０ ０ ２ １ ０ ６０
５ ０ ０ ２ ２ １ １００
５ １ １ ０ ２ １ １００

对照 无菌水 ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２．３　菌株Ｐ０５１的菌落形态
菌株 Ｐ０５１在 ＮＡ培养基上能较好地生长，２８℃下培养

３６ｈ，菌株Ｐ０５１的菌落形态见图１，显微形态及革兰氏染色结
果见图２。
　　图１、图２显示，菌株 Ｐ０５１菌落呈圆形，表面光滑，边缘
整齐，黄色，有突起，不透明；革兰氏染色阳性，细胞球形，无运

动能力，多呈四联或簇状排列，且无芽孢形成。

２．４　菌株Ｐ０５１的生理生化试验
接触酶试验：供试菌中滴加３％ Ｈ２Ｏ２后载玻片上立即出

现大量气泡，说明菌株 Ｐ０５１含有过氧化氢酶，能催化过氧化
氢产生水和氧气，即接触酶试验呈阳性。

氧化酶试验：滴加１％盐酸四甲基对苯二胺溶液，滤纸出
现紫色，说明菌株Ｐ０５１含有氧化酶，能与对二苯胺发生反应，
生成有色的醌类化合物，即氧化酶反应呈阳性。

糖发酵试验：供试菌分别接种至以葡萄糖、乳糖、甘露糖

等为碳源的发酵培养基中，３０℃下培养２４～３６ｈ，以大肠杆
菌作为对照。图３显示，菌株Ｐ０５１不能利用葡萄糖碳源发
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酵。其他糖发酵试验均显示阴性。

　　明胶液化试验：挑取供试菌穿刺接种于配置好的营养明
胶斜面培养基中，３６℃下培养，以不接种供试菌的营养明胶
培养基作为对照，图４显示，菌株Ｐ０５１含有蛋白水解酶，可将
明胶水解而液化，明胶试验呈阳性。

　　七叶苷水解试验：将菌株Ｐ０５１接种于七叶苷试管培养基
中，３０℃下培养２～４ｄ，以类肠球菌为对照。图５显示，培养
基不变色，说明菌株 Ｐ０５１不能将七叶苷分解，七叶苷水解试
验呈阴性。

　　硝酸盐还原试验：将菌株Ｐ０５１接种于硝酸盐液体培养基
中，３０℃下培养５ｄ，以大肠杆菌为对照。图６显示，滴加 Ａ
液和Ｂ液后并未变红。为验证是否出现假阴性，另取培养液
少许，滴加二苯胺后变为蓝色，说明菌株 Ｐ０５１不能将硝酸盐
还原为亚硝酸，硝酸盐还原试验呈阴性。

２．５　菌株Ｐ０５１的生理生化试验特征
表３表明，菌株Ｐ０５１在接触酶、氧化酶、葡萄糖、乳糖、甘

露醇、明胶液化、硝酸盐还原、七叶苷水解等方面表现与藤黄

微球菌标准均一致。

表３　菌株Ｐ０５１与藤黄微球菌生理生化试验特征

特征 菌落颜色 葡萄糖发酵 乳糖发酵 甘露糖发酵 甘露醇发酵 接触酶 氧化酶 明胶液化 七叶苷水解 硝酸盐还原

菌株Ｐ０５１ 黄色 － － － － ＋ ＋ ＋ － －
藤黄微球菌 黄色 － － － － ＋ ＋ ＋ － －

　　注：“＋”表示试验结果阳性；“－”表示试验结果阴性。

２．６　菌株Ｐ０５１的分子生物学鉴定
将所测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中相对应的数据进行相似性比

对，挑选相似度＞９８％的模式菌株序列，用 ＭＥＧＡ５软件，采
用近邻结合法选择１０００个重复作 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值分析，构建系
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统发育树。图７显示，菌株Ｐ０５１与ＧｅｎＢａｎｋ中的已知种 Ｍｉ
ｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ在同一聚类分支上，亲缘关系最相近，且自展
支持率为９７。结合菌株 Ｐ０５１的菌落形态、生理生化反应特

征以及１６ＳｒＤＮＡ碱基序列分析结果，秦巴山区药用植物虎
杖根腐病原菌株Ｐ０５１可鉴定为微球菌科微球菌属藤黄微球
菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ）。

３　结论

本研究参考对中药材掌叶大黄［１８］、麻黄［１９］、桑树［２０］根部

病害的相关报道，对秦巴山区药用植物虎杖根部腐烂的致病

菌进行分离，通过回归试验确定 １株致病菌，编号为 Ｐ０５１。
对此菌株进行形态学鉴定及接触酶、氧化酶、葡萄糖发酵、乳

糖发酵、甘露醇发酵、明胶液化、硝酸盐还原等生理生化试验

和分子生物学鉴定，确定此菌株为微球菌科微球菌属藤黄微

球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ）。在植物回归试验中，分别采取浸根
接种法和针刺菌液法２种侵染方法，保证了试验的可信度。

植物根腐病大多是由多种病原菌共同侵染的结果［２１－２６］，

本研究分离得到的１株藤黄微球菌可能仅是导致虎杖根部腐
烂的病原菌中的１种，是否还有其他微生物导致虎杖根部腐
烂，尚须进一步研究。
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