
书书书

张鹏鹏，李园园，刘　露，等．大樱桃溃疡病病原菌的分离纯化和鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１１）：１４５－１４８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１１．０４３

大樱桃溃疡病病原菌的分离纯化和鉴定

张鹏鹏１，李园园２，刘　露２，李　丽２，闫洪雪２，赵洪涛２

（１．青岛明月海藻集团有限公司海藻活性物质国家重点实验室，山东青岛２６６４００；２．青岛明月蓝海生物科技有限公司，山东青岛２６６４００）

　　摘要：为研究大樱桃溃疡病的发病机制，明确其病原菌种类及其生物学特性，从山东省青岛市黄岛区张家楼镇采
集了几株发病的大樱桃树枝条，从其腐烂交接口取样筛选出１株导致大樱桃树溃疡病的病原菌 ＹＴ－２。根据柯赫氏
法则验证了ＹＴ－２的致病性，通过观察形态学特征，并提取ＩＴＳ序列进行分析，将ＹＴ－２的ＩＴＳ序列在ＮＣＢＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）数据库中进行ＢＬＡＳＴ比对，并利用 ＭＥＧＡ５．０软件构建系统发育树，对 ＹＴ－２菌
株进行鉴定。结果发现，病原菌ＹＴ－２的形态特征与葡萄座腔菌相符，ＩＴＳ序列与已发布的葡萄座腔菌的ＩＴＳ序列相
似度达到１００％，系统发育树分析结果也与之相同。说明引起山东省青岛市大樱桃溃疡病的病原为葡萄座腔菌，尤其
是对长势旺盛的布鲁克斯大樱桃品种危害最为严重。
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　　樱桃是原产于欧洲的古老树种［１］，大樱桃因具有较高的

营养价值，口味鲜美而成为人们最喜爱的水果之一。随着大

樱桃产量的增加，现在的供求关系已由原来供不应求变为供

大于求，因此消费者对樱桃的内在品质要求也越来越高。布

鲁克斯大樱桃因具有早熟、大果脆甜的特点，日益引起消费者

的关注和青睐，成为目前销量最好的樱桃新品种之一［２］，因

此研究布鲁克斯大樱桃的病虫害对今后樱桃种植业的发展具

有重大意义。然而在山东省青岛市黄岛区张家楼镇的大樱桃

园里，布鲁克斯大樱桃植株出现根腐、枝干干腐、流胶、叶片发

黄等一系列溃疡病病症，并且发病集中于１～２年的幼苗。发
病迅速，树干干枯，营养物质得不到运输，造成整株死亡，大樱

桃植株成片死亡，给樱桃园造成严重的经济损失。因为溃疡病

的病原菌种类较多、症状表现多样、危害巨大、发生期蔓延面广

且迅速，并且采用市面上的杀虫剂、杀菌剂均无明显的改善作

用，较难控制等，使其成为林业种植和病害防治的重难点［３］。

因此，找出病害的根源并鉴定出该病原菌，为大樱桃的综合防

治提供理论基础尤为重要。

目前已有的报道表明，树木溃疡类病害危害的生态、经济

林木主要有杨树、苹果、梨树、石榴、松树等［４］。我国的树木

溃疡病主要是由真菌引发的，目前研究表明，引起树木溃疡病

的病原真菌类群主要有葡萄座腔菌属（ＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａＣａｓ．）、
疡壳孢属（ＤｏｔｈｉｃｈｉｚａＬｉｂ．）、壳囊孢属（ＣｙｔｏｓｐｏｒａＥｈｒｅｎｂ．）、盾
壳霉属（ＣｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍＳａｃｃ．）等４属真菌，这些真菌也成为阻
碍我国现阶段林业发展的有害生物。其中，分布范围最广泛

的葡萄座腔菌属（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｐ．）因对树木的影响最大、
危害最严重，而成为导致树木溃疡病最主要的病原真菌，也成

为目前在我国受到最广泛关注的重大生物灾害之一。但迄今

为止，葡萄座腔菌属在大樱桃树上发病的情况并不多见，目前

还未见相关报道。

１　材料与方法

１．１　标样采集与分离
２０１４年６—７月于山东省青岛市黄岛区张家楼镇大樱桃

园溃疡病发病区域采集标样，采集时沿病斑周围将整个发病

枝条取下，完整保存整个病斑，记录发病症状、采集时间、地

点、树龄、胸径、危害程度，于４℃冰箱保存。
在无菌超净工作台内将采集的病斑枝条切成 ５ｍｍ×

５ｍｍ的小块，用７５％乙醇消毒 ２ｍｉｎ，０．１％的氯化汞消毒
５ｍｉｎ，然后在无菌水中清洗几次，以防止氯化汞残留。将消
毒处理好的病斑块放入含有抗生素的马铃薯葡萄糖琼脂培养

基的培养皿中，每皿２块，２８℃下培养，待菌落直径长至２ｃｍ
时，挑取菌落边缘未被污染的少许菌丝转接于新的马铃薯葡

萄糖琼脂培养基的培养皿中进行纯化，将纯化后菌株转入试

管，置于４℃冰箱中保存，以便下一步研究。
１．２　菌株的致病性测定

根据柯赫氏法则，以健康品种为易感病的品种布鲁克斯

大樱桃枝条作为接种对象，检测分离病原菌的致病性。取直

径约２ｃｍ的２年生枝条，截成２５ｃｍ段，用７５％乙醇进行表
面消毒、晾干，用灼烧灭菌处理后的直径６ｍｍ的打孔器刺入
枝条，形成１个烫伤伤口，将同样大小的病原菌菌饼放入伤口
处，然后用保鲜膜密封，对照组则用无菌 ＰＤＡ饼处理。将枝
条上端用保鲜膜密封后插入盛有水的烧杯，放入培养箱中

２８℃ 下培养，每天进行观察，记录是否发病以及发病特征。
１．３　病原菌菌落与菌丝特征
１．３．１　菌落特征观察　将分离纯化后的菌株接种于马铃薯
葡萄糖琼脂培养基和改良马丁培养基上，２８℃黑暗条件下培
养，观察并记录菌落生长快慢、菌落形状、质地、气生菌丝特

征、正背面颜色、有无色素沉积、有无特殊气味等。

１．３．２　菌丝形态观察　采用斜面插片法，使菌丝生长至斜插
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在马铃薯葡萄糖琼脂培养基的盖玻片上，取出盖玻片在显微

镜下观察菌丝形态。

１．３．３　孢子观察　将培养基上产生的子实体置于载玻片上，
先用解剖刀切开子实体，加上１滴蒸馏水，再用解剖针将其拨
开，使孢子散落在载玻片上，简单染色后，在显微镜下观察孢

子形态。

２　结果与分析

２．１　病原物的分离培养
病斑组织在马铃薯葡萄糖琼脂平板上培养３ｄ，在边缘切

口处长出菌丝，经马铃薯葡萄糖琼脂培养基多次纯化后得到

３个纯培养物ＹＴ－１、ＹＴ－２、ＹＴ－３。
２．２　致病性测定

利用上述３株菌株进行致病性测定（回接试验），结果发
现只有菌株ＹＴ－２能引起枝条溃疡病的症状。枝条感染后
出现暗褐色至黑褐色不规则形病斑，在２８℃条件下培养５ｄ

后，病斑部位再分离，所获分离菌株与菌株ＹＴ－２完全一致，
符合柯赫氏法则。

２．３　病原物的培养性状及产孢结构观察
病原菌在马铃薯葡萄糖琼脂培养基上长势最好，而在改

良马丁培养基上生长相对迟缓。气生菌丝十分发达，会呈现

“峰”状耸起，菌丝最高可以触到培养皿盖；生长初期菌落呈

白色，后期呈灰色。在野外病株中可以观察到该病原菌的有

性或无性繁殖结构（图１）。经近紫外线照射培养后，病原菌
可在改良马丁培养基上产生繁殖体。培养３０ｄ后，菌落表面
局部有直径约１～２ｍｍ的颗粒状角质化凸起物（分生孢子
器）生成，分生孢子纺锤形，单细胞，无色，大小１５～２０μｍ×
３～５μｍ（图２－Ｆ）。根据上述病原菌的培养性状和形态学
特征，初步鉴定该病原菌为葡萄座腔菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏ
ｔｈｉｄｅａ）。为了进一步确认，利用 ＩＴＳ基因分析方法对病原菌
进行分子鉴定。

２．４　病原菌的分子鉴定及系统发育树分析
ＰＣＲ产物琼脂糖电泳结果显示，ＩＴＳ基因片段的大小在

５４０ｂｐ左右（图３）。序列经ＢＬＡＳＴ比对后发现，基因序列与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中多个葡萄座腔菌菌株的相似性均达到
１００％。系统发育分析（图４）也表明病原菌株 ＹＴ－２与已报
道葡萄座腔菌种在一个分支内（自展支持率达９８％），与葡萄
座腔菌属其他种类遗传关系相对较远，结合形态学鉴定结果，

确定ＹＴ－２菌株为葡萄座腔菌（Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ）。

３　结论与讨论

葡萄座腔菌（Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ）是一种分布十分广泛的真菌，
在世界范围内均有报道，它不仅可以侵染植物，成为植物的病
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原菌，也可以寄生在植物组织内成为内生真菌，甚至存活在某

些坏死的植物组织上作为腐生菌［１］。作为病原菌，该菌的寄

生性比较弱，目前已经有研究报道它能侵染的主要林业树木

有苹果、葡萄、松树、杨树、黑莓、桃树、橄榄、芒果等［５－１０］，由

于不同林木的生理生化性质不同，因此该菌的致病性、林木的

抗病性和在二者共生过程中，不同种类的林木产生的防御反

应差异也比较大，这很容易造成相同症状的不同寄主拥有不

同的反应机制；而同种林木因为个体间的生长差异以及不同

环境地域的差异，对同一真菌的反应也不尽相同［１１］。因此，

葡萄座腔菌引起的病症也因树种和树体自身差异而表现不

同，主要的病症表现为叶斑、枝干溃疡、枝条枯萎、果实腐烂

等。目前研究表明病害多发生在长势衰弱的植株上，尤其当

植物受到干旱、霜冻或其他病虫害侵染时发病率更会极大地

提高［１２－１４］，但是，在本研究中，长势健壮的大樱桃植株会迅速

感染该病原菌，并且造成植株死亡的严重后果，尤其以布鲁克

斯大樱桃表现最为明显，这也是首次发现葡萄座腔菌可以感染

大樱桃，因此，在大樱桃上首次发现葡萄座腔菌，为研究大樱桃

的栽培管理技术奠定了基础。虽然布鲁克斯大樱桃适应环境

的能力强，但却是对葡萄座腔菌抗性最弱的品种，在嫁接时应

注意消毒杀菌，施用腐熟好的农家肥，并注意做好防寒措施。

葡萄座腔菌科（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ）真菌的无性型在自然
界和实验室人工条件下培养比较常见，但是有性型在这２种
条件下都较少见，尤其是在实验室条件下，很少能观察到它的

有性型形态。因此，目前对于该属真菌主要基于无性型的形

态特征进行分类学鉴定的［１５］。但是，葡萄座腔菌种间的形态

十分相似，不易产生有性繁殖结构，葡萄座腔菌的寄主广泛、

容易交叉污染等特点使无性态区别十分模糊，并且这些特征

也使该类群有性型和无性型种的建立比较混乱，所以单纯依

靠传统的鉴定方法有一定的局限性。目前该属真菌种类的分

类学和亲缘关系仍不是很清楚，需要进一步深入研究。随着

分子技术的发展，基因组ＤＮＡ中的保守序列（ＬＳＵ、ＩＴＳ等）已
越来越多地应用到该类病原菌的鉴定中。本试验通过形态学

观察并对ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列进行分析，对引起大樱桃溃疡病的
病原菌进行鉴定，最终确认其为葡萄座腔菌（Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ），为
山东省青岛地区大樱桃溃疡病的防治奠定了理论基础。

在进行病原菌鉴定的过程中，本研究主要通过紫外线照

射的方法进行人工诱导产孢，最终观察到该菌株的孢子结构

特征，但耗时１个月，时间过长，由于种间的形态比较相似，鉴
定需要有丰富的经验，难度相对较大。而利用 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序
列分析方法对病原菌进行鉴定，操作不仅简单，而且快速。但

是，因为ＩＴＳ序列在遗传变异性上属于中等保守区，难以充分
显示葡萄座腔菌种间复杂的相关性和多样性。所以，在进行

病原鉴定时结合形态学方法作为验证仍是十分必要的。而

且，由于葡萄座腔菌属真菌侵染寄主的广泛性，以及不同菌株

对于不同寄主致病性的显著差异，找到能够快速区别不同致

病力菌株的分子标记或相关方法也是亟待开展的工作。
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烟粉虱病原真菌的分离鉴定及生物活性初步研究

王铁军２，钟万芳３，朱丽梅１，王　耘１，陈　冬４，康秋玉４，赵明珠４
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　　摘要：对田间分离的死亡烟粉虱虫体进行保湿培养，分离得到１株具有杀虫活性的菌株，通过对该菌株的形态、培
养特征的观察及对其ＩＴＳ核酸序列进行扩增与分析，鉴定该菌株为玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）。采用浸渍法测
定该菌株对烟粉虱２龄若虫的生物活性，结果表明，在孢子浓度为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ时，孢子加菌丝悬浮液处理的虫
体死亡率最高，其７２ｈ和１２０ｈ的平均死亡率分别为３９％和６２％，其次为单用孢子悬液处理，死亡率分别为３５％和
５２％，但两者无显著差异，单用菌丝处理的死亡率最低，分别为２０％和３８％，与前２种处理方式结果有显著性差异，说
明菌株ＱＨ１可能主要是通过孢子侵染烟粉虱虫体而表现出杀虫活性。
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　　烟粉虱（ＢｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉＧｅｎｎａｄｉｕｓ）广泛分布于除南极洲
以外的９０多个国家，是一种杂食性害虫，其寄主植物超过
６００种，包括棉花、多种蔬菜以及多种观赏植物和花卉［１－２］。

烟粉虱危害方式多样，不仅可以直接吸取植物汁液、分泌蜜

露，还可以传播多种植物病毒，给农业生产带来了严重的危

害［３］。因此，如何对烟粉虱进行有效的治理和控制引起了国

内外学者的广泛重视，并积极研究有效防控烟粉虱的策略和

方法。实践证明一些农业和物理防治措施对预防和控制田间

烟粉虱是很有效的，按照可持续控制的理念，生物防治在烟粉

虱的综合防治中扮演着非常重要的角色。目前，国内外学者

在烟粉虱天敌的基础研究和应用方面已经做了大量工作，并

在农业生产实践中发挥着重要作用，其中病原真菌的寻找和

应用是生物防治的主要研究内容之一。已报道的烟粉虱病原

真菌种类繁多，且多为丝孢菌纲，主要包括轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉ
ｕｍ）、拟青霉菌（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）和座壳孢属（Ａｓｃｈｅｒｓｏｎｉａ）的一
些种类［４］。这些天敌中的很多都能取食或寄生大量烟粉虱，

在控制烟粉虱时起着重要作用。

玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）是一类较为常见的昆
虫病原真菌，曾称为玫烟色拟青霉（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｆｕｍｏｓｏｒｏ
ｓｅｕｓ），属子囊菌亚门核菌纲，肉座菌目，虫草菌科棒束孢属，
能寄生蜱螨目、等翅目、缨翅目、半翅目、鳞翅目、双翅目和鞘

翅目等目的多种害虫［５］。玫烟色棒束孢也是常见的土壤微

生物，具有较广泛的地理分布和较强的生态适应能力，因此，

开发和利用该类昆虫病原真菌已成为生物防治中控制害虫危

害的一个重要手段和发展趋势。目前，国外已筛选出对粉虱、

蚜虫等刺吸式口器害虫高致病力的菌株，并将其应用于大田

和温室的害虫防治［６］。本研究从金陵科技学院园艺站采集

感染真菌死亡的烟粉虱虫体，经分离纯化得到了菌株 ＱＨ１，
在观察了该菌株的形态特征、菌落生长特征以及菌株显微特

征的前提下，采用分子生物学手段对该菌株进行了鉴定，并初

步测定了该菌株对烟粉虱的杀虫活性。

１　材料与方法

１．１　烟粉虱病原真菌的分离纯化
将田间收集的死亡烟粉虱虫体放入７０％乙醇中浸３～
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