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　　摘要：烟草赤星病是由链格孢菌引起的叶部真菌病害，对烟叶产量和质量影响较大。收集山东诸城、即墨、高密３
个地区的烟草赤星病病原菌，通过病原菌菌落和分生孢子形态特征研究，明确所收集的１２株病原菌均属于链格孢属
真菌。利用ＤＮＡＭＡＮ软件和ＮＣＢＩ数据库进行真菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区域序列分析，初步确定：Ａ３、Ａ４、Ａ７为Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．；
Ａ１、Ａ２、Ａ５、Ａ６、Ａ９、Ａ１０、Ａ１１、Ａ１２为链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ；Ａ８为细极链格孢 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ。表明山东部分
地区烟草赤星病的病原菌主要为链格孢菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ。此研究为链格孢菌致病机制研究和烟草赤星病防治提
供理论依据。
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　　烟草赤星病是一类真菌性病害，多发生于成熟期叶片，严
重危害烟叶的产量和品质。该病害于１８９２年首次在美国发
现［１］，１９１６年，我国首次在北京的近郊发现，到２０世纪６０年
代初，开始在河南以及山东的烟区流行。２０世纪８０年代以
来，全国烟区发病有日益严重的趋势［２－４］。发病初期为黄色

小点，随着发病时间的增加，病斑逐渐变为褐色至深褐色，呈

轮纹状，质脆易破，严重时病斑相互连接合并，叶片失去其利

用价值［５－６］。近年来的统计数据表明，烟草赤星病每年发病

面积在１０万ｈｍ２左右，经济损失上亿元，是烟草生产上威胁
最大的病害之一［７－８］。因此，明确烟草赤星病病原菌类型，进

而提出病害防治措施是降低烟区经济损失的重要前提。

前人的研究表明引起烟草赤星病的病原菌为链格孢属真

菌，且该属中多种病菌均能引起烟草赤星病的发生。彭希文

等报道了云南烟区赤星病致病菌为长柄链格孢菌和链格孢

菌［９］。张国辉等在贵州烟草赤星病发病区鉴定出了芸薹链

格孢［１０］。本研究利用真菌形态学、基于ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列的分
子生物学方法鉴定山东部分地区烟草赤星病病原菌，以期为

烟草赤星病防治和抗性机制研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本试验于２０１７年３—７月在中国农业科学院烟草研究所

烟草行业基因资源利用重点实验室进行，试验菌株主要由本

课题组分离，部分菌株由中国农业科学院烟草研究所植物保

护中心和青岛农业大学提供。菌株地理来源信息见表１。

表１　病原菌菌株来源信息

菌株编号 地理来源 菌株编号 地理来源

Ａ１ 山东诸城 Ａ７ 山东诸城

Ａ２ 山东即墨 Ａ８ 山东诸城

Ａ３ 山东即墨 Ａ９ 山东即墨

Ａ４ 山东即墨 Ａ１０ 山东即墨

Ａ５ 山东即墨 Ａ１１ 山东诸城

Ａ６ 山东即墨 Ａ１２ 山东高密

１．２　形态学鉴定
１．２．１　菌种活化　采用８ｍｍ打孔器沿供试菌株的菌落边
缘打取含有菌丝的菌饼，并用灭菌牙签挑取菌饼倒置于 ＰＤＡ
固体培养基（去皮马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂１８ｇ，蒸馏
水１０００ｍＬ），置于２８℃培养箱中，黑暗条件下培养，所有菌
株均培养 ４～５代，使其具有较大致病活力时再进行后续
试验。

１．２．２　形态学观察　（１）菌落形态观察：活化后的菌株于
２８℃ 黑暗培养箱培养３ｄ，观察描述菌落形状、颜色等形态
学特征。（２）孢子悬浮液制备：菌株培养７ｄ左右，待菌落铺
满培养基，用移液枪移取２ｍＬ灭菌水于培养基，轻轻刮取菌
落，并用２层灭菌医用脱脂纱布过滤掉菌丝体，留取孢子悬浮
液，采用血球计数板调整其浓度约为１×１０６个／ｍＬ。（３）分
生孢子观察与测量。采用上述配制好的孢子悬浮液制片，在

光学显微镜下观察菌株的产孢类型，分生孢子的形状、横纵隔

膜数等形态学特征。每个菌株选择２１个分生孢子，用标尺测
量４０×放大倍数分生孢子的长宽，统计测量数据，并按显微
镜标尺计算分生孢子实际值。计算方法如下：实际值

（μｍ）＝１０μｍ×测量值（ｃｍ）／２．４ｃｍ。
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１．３　分子生物学鉴定
１．３．１　ＤＮＡ提取　挑取菌丝，移到含有５０ｍＬＰＤＡ液体培
养基的锥形瓶中，于 ２２０ｒ／ｍｉｎ的２８℃恒温摇床振荡培养
７ｄ，用２层灭菌医用脱脂纱布对菌丝体溶液进行过滤，收集
菌丝体，利用真菌 ＤＮＡ提取试剂盒（ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ，美国）
提取各菌株的ＤＮＡ，放于－２０℃冰箱待用。
１．３．２　ＰＣＲ扩增及回收测序　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增所需引物为
ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和 ＩＴＳ４（５′－
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）。ＰＣＲ扩增体积为３０μＬ：
其中 ＨｉｆｉｓｕｐｅｒＭｉｘⅡ １３μＬ、ＩＴＳ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＩＴＳ４
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＤＮＡ模板 ２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１３μＬ。反应程
序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。用１％的琼脂糖
凝胶电泳检测扩增产物。利用 ＴａＫａＲａ凝胶回收试剂盒对
ＰＣＲ产物进行回收，连接到 Ｐｅａｓｙ－ｂｌｕｎｔ载体，转入５α感受
态细胞，挑取阳性单克隆进行测序。

１．３．３　序列分析　利用 ＤＮＡＭＡＮ软件对测定的１２株菌株
的ＩＴＳ序列进行多重比对，分析不同菌株间的核苷酸差异性。
然后将不同类别菌株的 ＩＴＳ序列提交到 ＮＣＢＩ数据库，经
Ｂｌａｓｔ与数据库中的已知序列进行同源性比对，初步确定病原
菌类型。

１．３．４　构建进化树　以本试验初步鉴定结果为基础，在
ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中下载已报道的常见
链格孢属真菌ＩＴＳ区序列数据，利用 ＭＵＳＣＬＥ程序对各链格
孢菌ＩＴＳ区的核酸序列进行多序列比对，基于比对结果利用
ＭＥＧＡ６．０软件采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建 ＩＴＳ
序列的系统进化树，检验参数Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设置为１０００。

２　结果与分析

２．１　病原菌形态学
２．１．１　菌落形态　１２株病原菌于 ＰＤＡ培养基培养３ｄ后，
形成圆形或近圆形菌落。菌落铺展于培养基，呈绒毡状。其

中Ａ１菌株菌落呈米白色，气生菌丝发达，边缘较整齐，生长
均匀，分生孢子为卵形，灰黑色。Ａ２、Ａ１０菌株菌落呈轮状生
长，边缘不整齐，中间凹，边缘气生菌丝发达呈灰色，中间菌丝

不发达呈墨绿色。Ａ３、Ａ５、Ａ６、Ａ７、Ａ９菌株气生菌丝不发达，
菌落呈轮状生长，中间凹呈墨绿色，边缘有白色环带，边缘较

整齐。Ａ４、Ａ１１菌株培养初期，菌落颜色泛绿色，随着培养时
间的增加，菌落颜色逐渐变为灰黑色，边缘生长不整齐，气生

菌丝发达，边缘生长整齐。Ａ８、Ａ１２菌株菌落呈轮状生长，内
部呈白色，外部呈灰黑色，边缘生长整齐（图１）。

２．１．２　分生孢子　分生孢子从培养基表面的菌丝或气生菌
丝上产生，直立单生，表面光滑，颜色为棕色或深褐色，形状呈

卵圆状、梨状、棒状。分生孢子的横隔膜数为２～５个，纵隔膜
为０～３个，分生孢子的大小为（５．００～２０．８３）μｍ×（０．８３～
８．３３）μｍ，孢子梗突出，长度为０．８３～５．００μｍ（表２）。通过
形态学研究表明本研究１２株赤星病菌株的链格孢属形态特
征明显，其菌落形态、分生孢子形态、产孢类型等特征，与张天

宇在《中国真菌志（第１６卷　链格孢属）》［１１］中对链格孢属

真菌形态特征的描述相符，说明本试验所研究的１２株供试菌
株均为链格孢属真菌。

２．２　分子生物学鉴定
利用 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４真菌通用引物，对提取的 １２株菌株的

ＤＮＡ进行扩增，用１％琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图２所
示，均扩增出了目的片段，片段大小 ５７０ｂｐ左右。采用
ＤＮＡＭＡＮ软件对测序结果进行多重比对，其中 Ａ５、Ａ６、Ａ９、
Ａ１０、Ａ１１、Ａ１２这６个菌株的ＩＴＳ序列一致，同源性达到１００％。
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表２　菌株分生孢子特征值

菌株
横隔（个） 纵隔（个） 孢身长（μｍ） 孢身宽（μｍ） 孢子梗长（μｍ）

范围 均值 范围 均值 范围 均值 范围 均值 范围 均值

Ａ１ ２～５ ３．７５ ０～３ １．０５ １２．０８～２０．８３ １６．７５ ３．３３～５．８３ ４．６７ １．６７～３．３３ ２．２９
Ａ２ ２～５ ３．１５ ０～３ １．１０ ８．７５～１６．６７ １２．３３ ３．３３～６．２５ ４．６７ ０．８３～３．３３ ２．１３
Ａ３ ２～４ ２．６５ ０～２ ０．８５ ７．９２～１５．００ １１．９６ ４．５８～７．０８ ５．４２ １．６７～５．００ ２．８８
Ａ４ ３～４ ３．５０ ０～１ ０．６５ １０．００～１７．５０ １４．２１ ４．１７～９．１７ ６．００ ０．８３～３．３３ １．９２
Ａ５ ３～４ ３．５０ ０～２ ０．８０ １１．２５～１７．０８ １３．７１ ３．３３～５．４２ ４．３８ ０．８３～２．５０ １．５８
Ａ６ ３～５ ３．６０ ０～２ ０．４０ ９．１７～１７．０８ １２．８３ ３．３３～５．８３ ４．１３ １．２５～４．５８ ２．１３
Ａ７ ３～５ ３．６５ ０～３ ０．７５ ９．１７～１６．６７ １４．０８ ４．５８～７．５０ ５．０８ ０．８３～２．５０ １．５８
Ａ８ ２～５ ３．１３ ０～２ ０．３１ １０．００～１７．５０ １４．０４ ３．７５～７．０８ ５．１７ １．２５～３．７５ ２．１７
Ａ９ ３～４ ３．５０ ０～１ ０．４５ ８．７５～１４．５８ １２．２９ ３．３３～６．６７ ４．９６ １．２５～２．９２ １．７９
Ａ１０ ３～５ ３．６０ ３～５ ３．６０ １０．４２～２２．０８ １６．３８ ４．１７～８．３３ ６．１３ １．２５～３．７５ ２．２９
Ａ１１ １～４ ２．６４ ０～１ ０．５５ ５．００～２０．００ ５．６０ ０．８３～５．８３ ３．３３ ０．８３～２．９２ １．７５
Ａ１２ ３～４ ３．１０ ０～１ ０．３０ ９．１７～１３．３０ １０．３０ ３．７５～５．４２ ４．５０ １．２５～２．５０ １．８８

与这６株菌株的ＩＴＳ序列对比，Ａ１、Ａ４、Ａ８菌株均与其有单个
核苷酸的差异，其中Ａ１在起始位多出１个碱基Ｔ，Ａ４菌株在
４６ｂｐ处存在Ａ与Ｇ的碱基差异，Ａ８菌株在４９３ｂｐ处存在Ｃ
与Ｔ的碱基差异；Ａ３和Ａ７菌株均与其有２个核苷酸的差异，
分别在２７１ｂｐ、５２０ｂｐ处存在 Ｇ与 Ａ、Ｔ与 Ｃ的碱基差异，
１５０、２０１ｂｐ处存在 Ｇ与 Ａ、Ｇ与 Ｔ的碱基差异；Ａ２菌株与其
有３个核苷酸的差异，分别在５７１、５７２、５７３ｂｐ处多出Ａ、Ａ、Ｇ

３个碱基（图３）。表明 Ａ５、Ａ６、Ａ９、Ａ１０、Ａ１１、Ａ１２菌株可能
属于相同的种，Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ７、Ａ８菌株可能属于不同的
种或同一种的不同生理小种。

　　ＤＮＡＭＡＮ软件比对后，将具有差异菌株的 ＩＴＳ序列在
ＮＣＢＩ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对，结果显示，Ａ３、Ａ４、Ａ７菌株与
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．的同源性为９９％，只能鉴定到链格孢属，而未能
鉴定到种。Ａ１、Ａ２菌株分别与登录号为 ＫＭ４５８８２１、
ＫＵ１８２４９０的链格孢菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ的同源性为１００％。
Ａ５、Ａ６、Ａ９、Ａ１０、Ａ１１、Ａ１２菌株与登录号为ＫＹ７８８０２１的链格
孢菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ同源性为１００％，初步确定此８株菌
株为链格孢菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ。Ａ８菌株与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ（登录号：ＨＱ４０２５５８）的同源性为１００％，初步确定
该菌株为细极链格孢菌（表３）。以本研究的初步鉴定结果为
基础，构建出了基于ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列的常见链格孢属真菌系
统发育树（图４）。

表３　菌株序列于ＮＣＢＩ数据库Ｂｌａｓｔ比对结果

菌株 种名
最大值

（ｂｐ）
总值

（ｂｐ）
碱基参与率

（％） Ｅ值 同源率

（％） 序列号

Ａ１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５５ １０５５ １００ ０．０ １００ ＫＭ４５８８２１
Ａ２ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５７ １０５７ ９９ ０．０ １００ ＫＵ１８２４９０
Ａ３ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ． １０４２ １０４２ １００ ０．０ ９９ ＫＹ７８８０４５
Ａ４ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ． １０４８ １０４８ １００ ０．０ ９９ ＫＹ７８８０４５
Ａ５ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１
Ａ６ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１
Ａ７ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ． １０４６ １０４６ ９９ ０．０ ９９ ＪＮ４０３０４７
Ａ８ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＨＱ４０２５５８
Ａ９ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１
Ａ１０ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１
Ａ１１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１
Ａ１２ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ １０５３ １０５３ １００ ０．０ １００ ＫＹ７８８０２１

３　讨论与结论

世界上已报道的链格孢菌共有５００多个种，９５％以上的
种类可寄生于多种作物上，引起作物病害［１２］。其中引起烟草

赤星病病害的病原菌主要为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｌｏｎｇｉｐｅｓ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ［９，１３－１４］。本研究收集到来自山东
诸城、即墨、高密３个地区的赤星病病原菌１２株，通过形态学
和ＩＴＳ区段序列分析，结果表明来自３个地区的病原菌 Ａ１、

Ａ１１、Ａ２、Ａ５、Ａ６、Ａ９、Ａ１０、Ａ１２均初步鉴定为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ，没有表现出区域差异性，这一结果与康业斌、陈瑞泰
等认为的河南省烟草赤星病菌为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ［１５－１６］、关
博元鉴定的重庆烟区的赤星病菌为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ［１４］具
有相似性。此外，本研究在诸城烟区初步鉴定到了 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ可引起烟草赤星病的现象，与耿莉娜等初次在重庆
烟草赤星病发病区鉴定到 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ［１７］具有一致
性，说明链格孢属中的Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ也可能是烟草赤
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星病的主要致病菌。

目前，对真菌病原菌的鉴定主要有形态学鉴定法和分子

生物学鉴定法［１８－１９］。祖艳青等利用形态学鉴定法将河南省

烟草赤星病病原菌鉴定为 ３个种，分别是鸭梨链格孢
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｙａｌｉｉｎｆｃｉｅｎｓ、链格孢 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、长柄链格孢
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｌｏｎｇｉｐｅｓ［２０］。该方法主要以病原菌菌落形态及分生
孢子形态为依据，但病原菌形态易受到培养基种类、光暗时

间、温度条件等环境因素的影响，变化幅度较大，准确鉴定到

种较困难。分子生物学鉴定方法的出现为真菌病原菌的鉴定

提供了更为科学、准确、高效的技术手段。其中ＩＴＳ序列是公
认的真菌分子鉴定的首选序列［２１］，该序列以其进化速率快，

有丰富的变异、信息位点，而被广泛应用于属内种间及居群间

分子系统演化关系的鉴别［２２－２３］，２０１２年胡中会等利用ＩＴＳ序
列分析的方法确定云南烟区赤星病病原菌为小孢子种［２４］，本

研究利用该方法初步确定 １２株病原菌的类型为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐ．、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ。随着分子鉴定
方法的不断探究和日臻完善，ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析将会得到
越来越广泛的应用，具有较大的发展空间和应用价值。

本研究通过对山东部分地区烟草赤星病病原菌鉴定的试

验研究，结果表明引起山东部分地区烟草赤星病的病原菌组

成至少有２个种，分别为链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ）和细
极链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ），其中链格孢菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ为烟草赤星病主要致病菌。
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