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　　摘要：炭疽病是田七生长发育过程中一种严重的病害，为明确引起炭疽病的病因，从引起田七叶片穿孔和褐化的
样本上分离病原，对病原进行致病性测定，对显微形态和ｒＤＮＡＩＴＳ分子进行鉴定。结果表明，２种田七炭疽病病原分
别为人参炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｐａｎａｃｉｃｏｌａ）和胶孢炭疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）。
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　　田七［Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ．）Ｆ．Ｈ．Ｃｈｅｎ］别称三
七、山漆、金不换、南方神草等，为五加科（Ａｒａｌｉｃｅａｅ）人参属
（Ｐａｎａｘ）多年生草本植物，主要以根和根茎入药［１］。田七为

我国著名的传统中药，是人参属植物中皂苷类分子多样性最

丰富、含量最高、最有医疗保健价值以及最具有开发利用前景

的药材［２］，在中枢神经系统、血液系统、心脑血管系统以及免

疫系统等方面具有较好的生理活性［３－７］，广泛应用于药品、食

品、保健品和化妆品中。然而，由于独特的生态环境及严重的

连作障碍，导致田七病害发生种类多、发病重［８］。２０１４—２０１５
年，笔者在广西壮族自治区南宁市各地田七病害的田间调查

中发现了造成田七叶片穿孔和褐化的２种病害，导致叶片大
量脱落，严重影响药材的质量和产量。本研究通过病原分离

和鉴定，确认人参炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｐａｎａｃｉｃｏｌａ）和胶孢炭
疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）侵染田七是造成其叶片穿孔和褐化
的主要原因，为进一步系统研究该病的发生规律及其病害防

控提供参考。

１　材料与方法

１．１　标本来源及症状描述
标本来源于广西药用植物园田七种植基地，通过田间自

然感病和人工接种发病叶片进行症状描述。

１．２　病原菌的分离纯化及致病性测定
选取染病田七叶片，在病健结合组织处切取０．５ｃｍ小

块，依次用７５％乙醇浸泡３０ｓ，０．１％氯化汞消毒２ｍｉｎ，灭菌
水漂洗３～５次，置于 ＰＳＡ培养基上２６℃恒温培养，待菌丝
长出后挑取菌落的边缘进行纯化，通过单孢分离纯化后的菌

落，得到纯培养分离物。待分离获得的菌株经单孢纯化后，保

存于ＰＳＡ培养基斜面上，置于４℃冰箱中贮存，备用。
依据针刺接种法进行病原菌致病性测定，在健康的田七

叶片上接种纯培养的分离物（菌丝块），置于２６℃的恒温培
养箱内保湿培养，３次重复，以未接种的健康田七叶片作对
照，定期观察叶片的发病情况。对接种发病的叶片进行病原

菌再分离，观察分离得到的病原菌是否与接种菌株相同。

１．３　形态学鉴定
对ＰＳＡ平板上的病原菌菌落特征及产孢情况进行观察

分析，同时对分生孢子进行革兰氏染色，显微测定分生孢子

盘、分生孢子梗长以及分生孢子的大小。

１．４　分子生物学鉴定
１．４．１　ＤＮＡ提取　采用易润华等的方法［９］，用 ＤＮＡ提取试
剂盒（北京天根生化科技有限公司）提取病原菌基因组ＤＮＡ。
１．４．２　ｒＤＮＡＩＴＳ区的扩增及测序　以ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧ
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ＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′）为引物，ＰＣＲ扩增菌株的 ｒＤＮＡＩＴＳ序列。反
应体系：１０×ＥｘＢｕｆｆｅｒ５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，
１０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＩＴＳ１２μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＩＴＳ５４２μＬ，Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ２０ｎｇ，５Ｕ／μＬＥｘＴａｑ０．５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。反
应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃ 复性８０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

用琼脂糖凝胶电泳扩增ＰＣＲ产物，回收目标ＤＮＡ片段，
送往生工生物工程（上海）股份有限公司进行纯化测序。通

过ＢｉｏＥｄｉｔ校对测序结果，进行序列拼接，把拼接好的系列与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行Ｂｌａｓｔ相似性比对，选取同源性
较高的序列，利用ＭＥＧＡ５．０５软件的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｒｎｉｎｇ法构
建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　病害症状
标本１，叶片染病初生圆形或近圆形黄褐色病斑，中间呈

灰褐色至灰色，边缘黄色晕圈明显，后期病部易破裂穿孔，病

斑较小，直径２～５ｍｍ（图１）。标本２，病菌主要从叶缘侵入，

在叶片上形成半圆形或“Ｖ”形病斑，有轮纹，中间呈红褐色至
灰褐色，后期具有黑色小点，周围有黄晕，病斑较大，直径８～
１５ｍｍ（图１）。
２．２　致病性测定

接种叶片表现出与自然病叶相同的症状，未接种叶片表

现正常，从回接发病田七叶片上可以１００％得到原接种病菌。
２．３　形态学鉴定

在ＰＳＡ平板上，病原菌 ｔｇ－１菌落圆形，边缘整齐，气生
菌丝初为白色，后渐变为浅黄褐色，菌丝毛绒状，不会形成分

生孢子盘；分生孢子为单胞、无色，呈长椭圆形或棍棒状，大小

为（６．０～１６．０）μｍ×（２．５～５．５）μｍ，平均为 １２．０μｍ×
４．０μｍ（图１）。

在ＰＳＡ平板上，病原菌ｈｂ－２菌落圆形，边缘整齐，气生
菌丝初为白色，后渐变为灰白色或深灰色，菌丝棉絮状；分生

孢子盘呈黄褐色垫状突起，圆形，直径（８５．０～２１０．０）μｍ，无
刚毛；分生孢子梗短，略呈倒棒状，（８．０～１１．０）μｍ×（３．０～
４．０）μｍ；分生孢子单胞，无色，长椭圆形，两头钝圆或一端稍
尖，大小为（９．０～１３．０）μｍ×（３．０～５．０）μｍ，平均为
１１．０μｍ×４．０μｍ（图１）。

２．４　分子生物学鉴定
使用真菌ＩＴＳ区域的引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４，对病原菌 ｔｇ－１、

ｈｂ－２进行扩增，分别获得大小为５６８、５５６ｂｐ的片段。将扩
增产物测序所得的序列拼接后与 ＧｅｎＢａｎｋ中核酸数据进行
Ｂｌａｓｔ比对分析，结果发现，ｔｇ－１与已报道的多个人参炭疽菌
的序列同源性最高，相似性达９９％；从系统发育树也可以看
出，ｔｇ－１与人参炭疽菌的遗传距离最近（图２）；ｈｂ－２与多
个胶孢炭疽菌的序列同源性最高，相似性达１００％。系统发
育树也表明，ｈｂ－２与多个胶孢炭疽菌的遗传距离最近（图
２）。参照文献［１０－１１］，结合病原菌形态学及分子生物学鉴
定结果，分别将病原菌 ｔｇ－１、ｈｂ－２鉴定为人参炭疽菌和胶
孢炭疽菌。

３　讨论与结论

近年来，随着广西壮族自治区政府“田七回家”扶贫项目

的启动，众多农民选择种植田七脱贫致富，然而田七炭疽病的

发生，严重影响田七产业的健康发展和农民的增收。作为世

界上分布最广的植物病原菌之一，炭疽菌在致病性、寄主特异

性和遗传同质性等方面可分为多种亚组，属多形态种［１２］，且

其分生孢子形态多相似。因此，单从形态学鉴定菌种显得尤

为困难，须要借助分子生物学加以鉴定［１３］。就进化速度来

说，ｒＤＮＡＩＴＳ区域比编码区快，可以提供更多变异来进行种
间或种内的分子系统研究。本研究根据形态学特征和分子生

物学分析结果，将引起田七叶片穿孔和褐化的田七炭疽病病
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原菌鉴定为人参炭疽菌或胶孢炭疽菌，但有关该病害的发生

流行规律、侵染循环、防治措施以及抗性品种的选育有待进一

步研究。

ｒＤＮＡＩＴＳ序列测定是当前常用的植物病原分子鉴定方
法，然而本研究中病原菌ｔｇ－１的ｒＤＮＡＩＴＳ序列既与人参炭
疽菌的对应序列具有９９％的同源性，也与希金斯炭疽菌（Ｃ．
ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍ）９９％同源，单靠分子生物学的方法难以鉴定，说
明ｒＤＮＡＩＴＳ序列在炭疽病菌（或其他病菌）的鉴定中还存在
一定的局限性，须要与形态学特征等传统鉴定方法相结合才

能更好地进行病原鉴定。
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