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库尔勒香梨黑头病病原菌的分离鉴定
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　　摘要：为了分离、鉴定库尔勒香梨黑头病病原菌，并结合形态学和分子生物学等手段对致病菌进行鉴定，采用马铃
薯葡萄糖琼脂平板法对致病菌株进行分离纯化，观察病原菌株的菌落特征，通过显微镜观察病原孢子形态特征，并根

据回接试验确定其致病性能。结果表明，从病梨萼端表面及香梨生长环境中共分离出１１株菌株，综合病原菌菌落形
态、孢子显微结构及回接试验，筛选出２株候选菌株（ＳＹ－６、ＸＬ－６），其回接香梨的病症与正常发病的香梨较相似。
通过十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ）法提取病原菌 ＤＮＡ，经 ｒＤＮＡ内转录
间隔区（ＩＴＳ－ｒＤＮＡ）基因片段测序及美国国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称
ＮＣＢＩ）网站的同源性比对，鉴定得出ＳＹ－６、ＸＬ－６均属于链格孢属。结果共分离出２株链格孢属病原菌，致病症状与
自然发病的香梨较相似，结果与笔者所在课题组的前期研究结果相吻合，从而为研究病原菌致病机制提供了参考。
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　　库尔勒香梨是新疆地区最主要的特色果品之一，由于其
皮薄汁丰、品质优良而享誉全国。新疆得天独厚的地理优势

和气候条件造就了库尔勒香梨独特的口感和品质，库尔勒香

梨果实大小适中，形如纺锤，果皮黄绿，果味浓芬，果肉酥脆爽

口，清甜多汁，其含糖量约为１０％，含水量约为８６％，同时富
含多种维生素［１］。库尔勒香梨不但具有很高的食用价值，还

有润肺、凉心、消疾、驱毒、切片贴烫火伤止痛不烂等药用功

效，深受广大消费者青睐。

近年来，新疆香梨的种植面积及贮藏容量在逐年增加。

据统计，截至２０１６年，新疆香梨种植面积达７万 ｈｍ２，产量为
１１４万ｔ［２］，２０１６年仅出口产值便达４０７．６２万美元。由于经
济价值高、种植面积不断扩增、产量高，香梨的贮藏保鲜成为

一个关键问题，经过多年技术攻关，贮藏冷库成为目前果农的

一项选择，但是香梨在贮藏过程中容易受到病害影响，例如冻

害、病虫害、褐斑病、轮纹病、炭疽病、青霉病、褐腐病及黑头病

等［３］，这些病害严重降低了商品价值，尤其是库尔勒香梨黑

头病，其发病率高达１０％，已经成为制约香梨鲜果品质提升
的主要问题。２０１１年，唐文娟等通过对黑头病病原菌致病性
的研究发现，其主要侵染特征［４］表现为果实萼端深绿色，且

硬度较高；发病初期萼端果皮变黑色，表皮切开后可发现果肉

有浅褐色蜂窝状坏死现象，且表观呈现未病变状态的果肉组

织略有苦味；发病后期黑头部位稍有塌陷，萼端产生黑色霉

层，病斑边缘处果皮变为黑色，病斑与内部好果肉的交界非常

明显，呈蜂窝状的黑头病部位在伴随黏稠黑汁状物质产生的

同时，存在侵染性腐烂由果皮向果肉逐渐扩散的现象。由于

该疾病在香梨贮藏期间高发，同时又严重影响香梨的贮藏品

质，所以为了降低香梨发病造成的经济损失，同时避免这种病

害长期存在，对黑头病致病菌的研究是非常必要的。

本研究采用分子生物学和形态学相结合的方法对病原菌

进行鉴定，以期为香梨黑头病抗病机制的研究及防治提供理

论依据，从而降低黑头病发病率，延长香梨贮藏时间，提高香

梨品质并促进其产业发展。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
本研究所用库尔勒香梨（健康果及病果）均于２０１６年采

自库尔勒市冷藏库及气调库；库尔勒香梨树叶及土壤样本采

自新疆生产建设兵团第二师２８团香梨果园。
马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基［５］，购自青岛海博生物

技术有限公司；十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ）提取液（２００ｍＬ）［６］，购自生
工生物工程（上海）股份有限公司；ＤＮＡ纯化试剂盒，购自北
京全式金生物技术有限公司；十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ），购自北京博奥拓达科技有限公司；
酚－三氯甲烷－异戊醇混合液，购自北京索莱宝科技有限公
司；ＧｏｌｄＶｉｅｗ，购自北京博奥拓达科技有限公司。

ＬａｂＣｙｃｌｅｒ－ＰＣＲ扩增仪，赛默飞世尔科技（中国）有限公
司（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＱＵＡＮＴＵＭＳＴ４全自动凝胶成像
仪，北京五洲东方科技发展有限公司；１６４５０５６高压电泳仪，
北京六一生物科技有限公司；ＦＲＥＳＣＯ２１离心机，赛默飞世
尔科技（中国）有限公司（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
１．２　菌株的分离纯化及保存
１．２．１　环境中病原菌的筛选　准确称取１０．０ｇ土壤样品，
于ＰＤＡ液体培养基中富集，在摇床上于２８℃、１２０ｒ／ｍｉｎ培
养４８ｈ，吸取２００μＬ培养液至 ＰＤＡ固体培养基上，涂布均
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匀，于２８℃倒置培养。从梨树枝条上摘取大小形态完整、无
明显病态的叶片，用７５％乙醇棉球擦拭表面，再用无菌水冲
洗３次后自然晾干。用灭菌的打孔器取直径为０．５ｃｍ的叶
片切片，放置于ＰＤＡ固体培养基中，于２８℃倒置培养。待长
出菌落后，将所有菌落采用划线法或点植法转接纯化，直至出

现单一稳定的菌落。菌落每次转接均设３组重复。将最终分
离的菌落回接未染病香梨进行致病性能的确定。

１．２．２　发病香梨表面病原菌的分离筛选　依据柯赫氏法
则［７］从库尔勒香梨的病健相接处切下３处病变组织，在 ＰＤＡ
固体培养基上，于２８℃培养。待长出菌落后，将所有菌落采
用划线法或点植法转接纯化５次，直至分离出菌落大小、形
状、颜色、表面光滑湿润程度、菌丝生长速度、菌丝形状、产孢

情况、孢子颜色、形状等一致的若干菌株［８］。病变香梨样品

有１５个，每个香梨设３组平行，菌落每次转接均设３组重复。
最终将初分离得到的菌落回接到未致病香梨果实上得到致病

香梨，进而与未致病香梨比较，进行致病性能的确定。

１．２．３　病原菌的保存　用液体培养法将分离纯化后的致病
菌培养至对数期，保存于５０％灭菌甘油（用蒸馏水配制）中，
于－８０℃保存。与此同时，将病原菌接种在斜面固体 ＰＤＡ
培养基中，培养３ｄ后，于４℃保存备用。
１．３　菌株的形态学鉴定

将已分离纯化的菌种接种在ＰＤＡ固体培养基平板上，于
２８℃培养，自第４天开始观察菌落的生长状况。病原菌菌落
形态：观察分离培养基上病原菌的菌落形态（包括形状、大

小、菌落色泽、菌落表面结构、菌落渗出物及菌落边缘特征）。

菌落形态特征的描述参照《真菌鉴定手册》［９］《中国真菌

志》［１０］《植物病原真菌学》［１１］及《真菌的形态和分类》［１２］。

１．４　回接试验
从气调贮藏库选取健康的库尔勒香梨果实，于室温放置

６ｈ后，在无菌条件下，用７５％乙醇棉球表面擦拭消毒，后用
无菌水冲洗５次，自然晾干，进行接种。用无菌打孔器在库尔
勒香梨萼部分别打３个直径为０．５ｃｍ、深度为０．２ｃｍ的孔用
于接种，取相同直径的病原菌饼接种于打孔处，将单果实独立

分装于无菌密封袋中，室温存放。用分离出的每个病原菌分

别接种香梨果实，每个菌种为１个处理，每个处理重复３次。
在２５℃、相对湿度（ＲＨ）保持在９０％以上培养５～１５ｄ后对
其进行观察，若症状与致病香梨症状一样，则初步确定该菌株

为病原菌。

１．５　病原菌分子生物学鉴定
１．５．１　病原菌的 ＤＮＡ提取　采用 ＣＴＡＢ法对病原菌 ＤＮＡ
进行提取。

１．５．２　ＰＣＲ扩增病原菌内转录间隔区（ＩＴＳ区）　ＩＴＳ－
ｒＤＮＡ基因片段扩增采用通用引物，上引物为ＩＴＳＦ（５′－ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′），下引物为ＩＴＳＲ（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴ
ＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）。２０μＬＰＣＲ扩增体系如下：１μＬＤＮＡ模
板，０．５μＬ上游引物，０．５μＬ下游引物，１０μＬ预混液 Ｍｉｘ，
８μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应程序如下：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
５４℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。

反应完成后，取 ３μＬＰＣＲ产物，加 １μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，混匀后点样于０．８％琼脂糖凝胶，电泳后在紫外光下观
察特异性条带。

１．５．３　ＰＣＲ扩增产物的纯化回收　ＰＣＲ扩增产物经全式金
琼脂糖回收试剂盒回收纯化。

１．５．４　ＩＴＳ区基因的克隆转化　将回收纯化产物与 Ｔ载体
（ＰＭＤ１９－Ｔ）连接（载体与目的片段摩尔比为１∶３），然后转
化Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ感受态，筛选阳性克隆［１３］，进行测序。

１．５．５　质粒提取及测序　筛选阳性克隆，于３７℃摇床培养
１２ｈ，提取大肠杆菌质粒，送相关公司测序。质粒提取步骤参
考温建新等的大肠杆菌质粒提取方法［１４］。ＩＴＳ－ｒＤＮＡ测序
由北京华大基因研究中心完成。将测序结果在美国国立生物

技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中进行同源序列比对（ＢＬＡＳＴ），
获得重复率最高的相关属及相关种的基因序列，并根据遗传

距离计算结果绘制系统发育树。

２　结果与分析

２．１　病原菌的分离筛选
以贮藏于冷库的自然发病香梨及生长环境中采集的土壤、

树叶为材料，经分离筛选、纯化，得到１１株病原菌，其中从土壤
中分离出１株（命名为ＴＲ－１），从树叶中分离出５株（分别命
名为ＳＹ－２、ＳＹ－３、ＳＹ－４、ＳＹ－５、ＳＹ－６），从病梨中分离出５
株（分别命名为ＸＬ－２、ＸＬ－３、ＸＬ－４、ＸＬ－５、ＸＬ－６）。

通过观察病原菌菌落形态，发现２株菌ＳＹ－６、ＸＬ－６在
生长初期为灰白色，气生菌丝薄层絮状，随着生长时间的延长

及孢子的产生，逐渐表现为浅绿色直至褐色，菌落有明显的同

心轮纹，中心突起且泛白，质地紧致，呈毡状，表面呈现沟纹

状，基底为墨绿色，生长后期培养基呈黑色，菌落边缘处有１
道宽约０．２～０．４ｃｍ的白色菌丝体。这与笔者所在课题组前
期研究结果，即黑头病病原菌链格孢属的菌落形态较接近，初

步判定菌株ＳＹ－６、ＸＬ－６为链格孢属。
２．２　病原菌的显微观察

通过对菌株进行显微观察，在高倍镜下观察孢子形态，由

图１可以看出，ＳＹ－６、ＸＬ－６病原菌孢子串生、有横隔且孢
子呈长卵形，与链格孢属较为相似。

２．３　回接试验
将分离纯化得到的致病菌菌株（ＳＹ－６、ＸＬ－６）采用有伤

回接（菌饼）法进行试验，由图２可知，接种后香梨的发病症状
与自然发病香梨相似。２株致病菌于库尔勒香梨上在生长初
期为灰白色，气生菌丝薄层絮状，随着生长时间的延长，逐渐变

为浅绿色直至褐色，菌落有明显的同心轮纹，中心突起且泛白，

质地紧致、毡状，表面呈现沟纹状，基底为墨绿色，生长后期培

养基呈黑色，菌落边缘处有１道宽约０．２～０．４ｃｍ的白色菌丝
体。初步判定病原菌株ＳＹ－６、ＸＬ－６为链格孢属。
２．４　黑头病致病菌的分子生物学鉴定
２．４．１　致病菌的ＤＮＡ提取及扩增　采用ＣＴＡＢ法提取菌株
（ＳＹ－６、ＸＬ－６）的基因组 ＤＮＡ，并进行 ＰＣＲ扩增，以 ＩＴＳＦ、
ＩＴＳＲ通用引物扩增致病菌的ＩＴＳ－ｒＤＮＡ，对ＰＣＲ扩增产物进
行０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明，ＰＣＲ扩增产物均
有条带，且条带单一，无其他杂带出现，电泳结果见图３，根据
电泳图中ｍａｒｋｅｒⅡ分子量大小的比对可知，致病菌的 ＩＴＳ－
ｒＤＮＡ基因序列片段大约为６００ｂｐ。
２．４．２　ＰＣＲ产物回收纯化　将ＰＣＲ扩增产物经全式金琼脂
糖回收试剂盒回收纯化，并进行电泳检测。由图４可以看出，
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回收结果均有条带，且条带单一，回收效果良好。

２．４．３　克隆转化及质粒提取　将纯化后的ＤＮＡ由Ｔ载体转
入大肠杆菌感受态细胞，进行抗生素蓝白选择性培养，成功挑

选白色单菌落，于３７℃摇床培养１０～１２ｈ后，提取质粒，质

粒提取结果表明，ＳＹ－６、ＸＬ－６条带清晰明亮，质粒提取较
成功，电泳检测结果见图５。

２．４．４　测序及建树　对于同一致病菌，选取２支最清晰的条
带进行测序。结果表明，菌株ＳＹ－６、ＸＬ－６的核苷酸序列得
到了有效扩增。将基因序列结果提交至ＮＣＢＩ数据库中进行
检索，将致病菌基因序列通过 ＢＬＡＳＴ工具进行同源性比对。
选取同源性高于９５％的１０株菌，使用ＭＥＧＡｖ．６．０软件系统
进行发育树的构建，详见图６。由系统发育树可知，黑头病致
病菌ＳＹ－６、ＸＬ－６与链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）基因序列的同
源性相近，即亲缘关系近，说明与该种群的系统发育关系最为

相近，结合ＳＹ－６、ＸＬ－６菌株的形态学特性和ＩＴＳ－ｒＤＮＡ基
因组序列分析，判定菌株ＳＹ－６、ＸＬ－６为链格孢属。

３　讨论

“黑头病”是库尔勒香梨贮藏过程中一种新型、高发性病
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症，是致病性极强的病害，它的致病性给果农带来了较大的经

济损失。为了改善这一病害症状，关于病原菌个体属性及后

期对库尔勒香梨侵染机制的研究至关重要。传统形态学特性

会由于致病菌生长环境因素的变化，而可能对致病菌的鉴定

作出错误的判断，因此，应结合分子生物学鉴定方法。通过对

库尔勒香梨“黑头病”致病菌进行分离纯化，使用传统形态

学、分子生物学ＩＴＳ－ｒＤＮＡ序列的比对方法，可以有效鉴定
致病菌。目前，ＩＴＳ－ｒＤＮＡ序列分析方法已经被广泛应用于
真菌鉴定中，但是某些真菌采用ＩＴＳ－ｒＤＮＡ序列区间的分析
鉴定很难将致病菌鉴定到种，在本研究中，病原菌经鉴定为链

格孢属。

植物受到病原菌侵染后，自身也有其相应的反应机制，会

产生一系列防卫作用来抵御病原菌的侵染［１５］。这些反应包

括一系列寄主植物组织和细胞结构的变化、生理生化反应的

变化、病程相关蛋白的诱导产生和细胞的坏死等［１６］。Ｐｅｒｅｉｒａ
等研究西洋梨群对黄花菜匍柄霉（Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍｖｅｓｉｃａｒｉｕｍ）进
行防御反应背后的分子机制，建立了ｃＤＮＡ文库用于识别耐
药品种（Ｅｒｃｏｌｉｎｉ）和易感品种（Ｒｏｃｈａ）之间差异表达的基
因，分析揭示了一些与胁迫和防御有关的转录本［１７］。

Ｓｗａｒｕｐａ等构建了抑制消减杂交（ＳＳＨ）文库，研究了香蕉对
枯萎病的抗性基因，通过香蕉中感染尖孢镰孢芝麻专化型

（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．）的对比基因型，鉴定出在枯萎病
期间上调的基因［１５］。可以看出，研究寄主植物对病原菌侵

染的抗性防卫机制对于提高植物自身的抗病性极为重要。

因此，后期对库尔勒香梨“黑头病”致病菌分子侵染机制以

及相关抗性基因的研究将会为防治库尔勒香梨黑头病提供

理论参考。

４　结论

通过对库尔勒香梨黑头病病原菌的筛选、纯化和鉴定，得

出以下结论：从生长环境和病梨表面共分离出１１株致病菌，
通过观察菌落形态特征及孢子显微结构，发现 ＸＬ－６、ＳＹ－６
与笔者前期研究发现的引发库尔勒香梨黑头病的链格孢属较

为相似，最终通过 ＩＴＳ－ｒＤＮＡ基因序列同源性比对，确定
ＸＬ－６、ＳＹ－６致病菌为链格孢属。
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