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　　我国是世界苹果生产第一大国［１］，红富士是从普通富士

的芽变中选育出的着色系的统称，病害是制约苹果产业发展

的重要因子。李保华等针对苹果病害管理中存在的问题进行

分析并对苹果病害方面的研究进展进行综述［２］。炭疽菌属

（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）是一类重要的植物病原真菌，可引起果实和
叶子发生炭疽病害，并广泛分布于热带、亚热带地区［３］。近

年来，炭疽菌属分类研究一直是国内外研究热点，并且分子生

物学技术广泛应用于炭疽菌的分类研究［４－７］。研究表明，胶

孢炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）是苹果生长期和贮藏
期的主要侵染性病害，是造成产量和品质损失的主要原因之

一［８－１０］。本研究从疑似炭疽病的红富士发病果实上采用组

织分离法获得炭疽病源菌株，并采用 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析和
形态学相结合的方法对其进行鉴定，为苹果炭疽病害的生物

防控提供依据并奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
具有炭疽病症状的红富士果实样品采自山东省果树研究

所天平湖基地红富士苹果园。

１．２　病原菌的分离及形态特征观察
采用组织分离法。先用７０％乙醇表面消毒具有炭疽病

症状的红富士苹果样品，再用灭菌的解剖刀在病健交界处切

下 ３ｍｍ×５ｍｍ的组织块，用 ７０％乙醇消毒 １ｍｉｎ，再用
０１％氯化汞处理４０ｓ，最后用无菌水冲洗干净后置于 ＰＤＡ
培养基上，２５℃下暗培养３ｄ，挑取单个菌落菌丝，转移到新
的ＰＤＡ平板培养基上，２５℃下暗培养６ｄ，保存得到的纯菌
株，观察并记录菌落形态学特征，挑取分生孢子进行显微形态

观测并记录孢子的形状大小。

１．３　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增
真菌总ＤＮＡ提取采用ＯＭＥＧＡ公司试剂盒，提取的ＤＮＡ

溶解后于－２０℃贮存备用。以菌丝总ＤＮＡ为模板，对ＩＴＳ区
进行扩增，以 ＩＴＳ１（５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ－
３′）［１１］、ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）［１２］为引
物（由上海铂尚生物技术有限公司合成）。

２５μＬＰＣＲ 反 应 体 系：２．５ μＬ１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ
（２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ，含 Ｍｇ２＋）、２．００μＬｄＮＴＰｓ（２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
０５０μＬＩＴＳ１（１０．００μｍｏｌ／Ｌ）、０．５０μＬＩＴＳ４（１０．０μｍｏｌ／Ｌ）、
０．７５μＬＤＮＡ模板、０．２５μＬ（５．００Ｕ／μＬ）Ｔａｑ酶、１８．５０μＬ
灭菌水。

ＰＣＲ扩增反应在 ＢＩＯ－ＲＡＤＳ１０００ＴＭ ＰＣＲ扩增仪上进
行。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５２℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物由１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，ＰＣＲ产物回收
纯化后与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化感受态细胞（大肠杆菌
ＤＨ５α），挑取阳性克隆送上海铂尚生物技术有限公司进行
测序。

１．４　序列分析及构建系统进化树
所得序列在国际核酸数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）中进行同源序列搜索。将分离菌株序列用 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｘ软件［１３］进行多个序列比对，并与ＧｅｎＢａｎｋ中的相关序列进
行同源性比较，然后用 ＭＥＧＡ４．１软件中邻位加入
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　病原菌形态特征
经组织分离，获得病原物的纯培养物（编号为 Ａｃｇ１），

ＰＤＡ培养基上２５℃培养，菌落呈圆形生长，边缘规则，气生
菌丝较发达，初期为白色，培养４～６ｄ后逐渐变为浅灰色至
灰黑色（图１－Ａ）。菌落在２５℃时的生长速率是（１１．９０±
０．６１）ｍｍ／ｄ。后期产生橘红色分生孢子团，分生孢子长椭圆
形，分生孢子表面光滑，无色，单胞，圆柱形或椭圆形，多数两

端钝圆，大小为（１７～２２．６×４．０～６．０）μｍ（ｎ＝５０）（图１－
Ｂ）。以上结果显示，菌株形态特征与符丹丹等描述的苹果炭
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疽菌的形态［１４］基本一致。因此，红富士苹果的炭疽病原菌可

以初步确定为炭疽菌属。

２．２　序列分析和构建系统进化树
以纯培养物总 ＤＮＡ为模板，ＩＴＳ１、ＩＴＳ４为引物，经 ＰＣＲ

扩增，获得大小为５８４ｂｐ的 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ基因片段。Ｂｌａｓｔ搜
索结果显示，该片段与炭疽菌的同源性高达９９％以上。采用
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件多序列比对后用ＭＥＧＡ４．１软件构建系统进化
树，结果显示，从染病红富士果实分离的炭疽病菌株与 Ｃ．
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ（ＧｅｎＢａｎｋ编号为ＥＵ５５２１１１）、Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ
（ＧｅｎＢａｎｋ编号为 ＡＪ３０１９０８）、Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ（ＧｅｎＢａｎｋ编
号为 ＧＵ１７４５４３）、Ｃ． ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ（ＧｅｎＢａｎｋ编 号 为
ＫＣ１２２７６９）聚在同一分支上（图２）。据此，将该炭疽病原菌
鉴定为苹果炭疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）。

３　结论与讨论

炭疽病是危害苹果生产的重要病害，严重影响苹果的产

量及品质。炭疽菌种类多、变异大，种间形态学特征近似，仅

基于形态学的炭疽菌鉴定是不够准确的。随着分子生物学的

发展，分子技术广泛用于植物病原菌的分类与鉴定。近年来，

ｒＤＮＡ核酸序列逐渐应用于真菌分类鉴定系统中，相对保守
的１８Ｓ、２８Ｓ区域用于属、种的分类鉴定，而变异性较大的 ＩＴＳ
区域能反映出种间以及种内不同个体间的差异。国内学者依

据病原菌形态特征及 ＤＮＡ序列分析的方法对苹果［１４］、蓝

莓［６］、茶树［７］、甜柿［１５］炭疽病菌进行鉴定，表明炭疽病菌在果

树上存在多样性。

苹果炭疽病菌主要包括胶孢刺盘孢［Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ（Ｐｅｎｚ．）Ｐｅｎｚ．＆Ｓａｃｃ．］和尖孢刺盘孢［Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉ
ｃｈｕｍａｃｕｔａｔｕｍＪ．Ｈ．Ｓｉｍｍｏｎｄｓ］两大复合类群中的物种［１４］。

本研究根据传统的真菌形态学鉴定及病原菌 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序
列的同源性与系统聚类分析结果，确定采集的具有炭疽病症

状的红富士果实样品中分离得到的病原菌是胶孢刺盘孢。今

后将对更多苹果园中感病样品进行分析，炭疽菌的准确鉴定

能为炭疽病的防治提供理论依据。
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［１４］符丹丹，庄杰丽，张　荣，等．苹果炭疽病病原菌 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反

应体系的优化及遗传多样性分析［Ｊ］．植物保护学报，２０１３，４０
（３）：２３１－２３６．
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!
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谭　卓，朱　峰，朱晓峰，等．委内瑞拉链霉菌Ｓｎｅａ２５３杀线虫活性化合物的分离纯化与结构鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１１）：８１－８４．
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委内瑞拉链霉菌 Ｓｎｅａ２５３杀线虫活性化合物
的分离纯化与结构鉴定

谭　卓１，朱　峰１，朱晓峰１，杨传旭１，王媛媛３，段玉玺１，刘晓宇２，陈立杰１

（１．沈阳农业大学植物保护学院，辽宁沈阳１１０８６６；２．沈阳农业大学理学院，辽宁沈阳１１０８６６；
３．沈阳农业大学生物科学技术学院，辽宁沈阳１１０８６６）

　　摘要：为研究委内瑞拉链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３发酵液中具有杀线虫活性的脂溶性化学成分，利用
薄层层析、柱层析、高效液相色谱等技术对其活性成分进行分离与纯化，以南方根结线虫二龄幼虫为靶标进行活性跟

踪，通过 ＨＲＭＳ、１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ等现代波谱技术，鉴定其结构为邻苯二甲酸二丁酯（ｄｉｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，简称
ＤＢＰ）。进一步检测ＤＢＰ对９种植物病原真菌和３种细菌的抑菌活性发现，该化合物对粉红聚端孢菌（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ
ｒｏｓｅｕｍ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）也具有抑制作用。
　　关键词：委内瑞拉链霉菌Ｓｎｅａ２５３；邻苯二甲酸二丁酯；结构解析；南方根结线虫；粉红聚端孢菌；巨大芽孢杆菌
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作者简介：谭　卓（１９８９—），女，辽宁阜新人，硕士，研究方向为植物
线虫学，Ｅ－ｍａｉｌ：１０５３１６１１９７＠ｑｑ．ｃｏｍ；共同第一作者，朱　峰
（１９８５—），男，山东济宁人，博士，研究方向为植物线虫学，
Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｕｆｅｎｇ０７２６＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：陈立杰，博士，教授，博士生导师，主要从事植物病理学和

植物线虫学的教学和科研工作，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｉｊｉｅ０２１０＠１６３．ｃｏｍ；
刘晓宇，博士，副教授，主要从事天然产物化学研究，Ｅ－ｍａｉｌ：
ｘｗｌｋｉｔｔｙ＠ｔｏｍ．ｃｏｍ。

　　根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｓｐｐ．）是我国乃至世界农业生产
上影响最大的一类线虫病害，严重影响蔬菜、水果和其他各种

农林作物的生产［１］。目前针对线虫病害的高效化学农药如

涕灭威、溴甲烷等因环境安全问题陆续被禁用或被限制使用，

因此寻找替代高效低毒、低残留的有效杀线虫剂成为当今世

界的研究热点。放线菌中以链霉菌属产生的生物活性物质最

多，如阿维菌素是灰色链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）发酵产
生的大环内酯类抗生素［２］，已被证明具有高效广谱杀线虫活

性。尼可霉素是从唐德链霉菌（Ｓｔ．ｔｅｎｄａｅ）的发酵液中分离的
一种核苷肽基抗生素［３］，含有２０多个组分，很多组分有活性，
可以有效防治线虫，且对动物、蜜蜂和植物安全。梅岭霉素是

由南昌链霉菌（Ｓｔ．ｎａｎｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ）产生的十六元大环内酯类
抗生素，与阿维菌素母核一致［４］，具有广谱杀虫活性，尤其对

小杆线虫具有非常好的活性，只需要５ｍｇ／Ｌ即可达１００％的

致死率［５］。

委内瑞拉链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３菌株
（ＺＬ２００８１００１０４６５．Ｘ）是本研究团队前期研究发现的高效杀
线虫菌株，其代谢物对大豆胞囊线虫（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ）、南
方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）、北方根结线虫（Ｍ．ｈａｐ
ｌａ）的二龄幼虫均具有较高的生物活性［６－７］。李玲玉等通过

萃取操作将Ｓｎｅａ２５３的发酵液分为水溶性和脂溶性２部分，
并从水溶性部分中分离纯化得到具有杀线虫活性的氨基糖类

化合物［８］。本研究采用薄层层析、柱层析、高效液相色谱等

技术从Ｓｎｅａ２５３发酵液中分离纯化具有杀线虫活性的脂溶性
化合物，通过ＨＲＭＳ、１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ等现代波谱技术进行
结构解析，并进一步检测该化合物对农业常见致病菌的抑制

活性，为该菌株的产业化生产奠定理论研究基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌株　委内瑞拉链霉菌（Ｓ．ｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３
菌株，已经获得国家发明专利授权（ＺＬ２００８１００１０４６５．Ｘ）［６］。
由沈阳农业大学北方线虫研究所提供。

１．１．２　供试病原菌　真菌：粉红聚端孢菌（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍｒｏ
ｓｅｕｍ）、番茄灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、茄腐镰孢（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ）、白头翁叶斑病菌（Ａｓｃｏｃｈｙｔａａｎｅｍｏｎｅｓ）、人参黑斑病菌
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｐａｎａｘ）、番茄早疫病菌（Ａｌｔｅｒｎａｉａｓｏｌａｎｉ）、玉米大斑
病菌（Ｓｅｔｏｓｐｈａｅｒｉａｔｕｒｃｉｃａ）、辣椒疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）、
向日葵菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ），均由沈阳农业大学
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