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　　摘要：通过系统测定乌头霜霉病病原菌的生物学特性，研究其致病力，为乌头霜霉病的深入研究和防治提供理论
依据。采用悬滴法研究环境条件温度、ｐＨ值、碳源对孢子囊萌发的影响，采用硫酸法控制小容器内相对湿度，测定相
对湿度对孢子囊萌发的影响，并用离体叶盘法接种霜霉菌孢子囊悬浮液观察乌头发病情况并统计病情指数。结果显

示，孢子囊在４～２５℃范围内均可萌发，１８℃时萌发率最高；相对湿度低于９５％时孢子囊不能萌发，在相对湿度为
１００％时孢子囊萌发率最高，水分为孢子囊萌发的必需条件；孢子囊在 ｐＨ值为５．７４～８．０６的条件下均可萌发，且在
ｐＨ值为 ５．９３时萌发率最高；在４种供试碳源的培养条件下，孢子囊都可萌发，其中可溶性淀粉培养条件下孢子囊萌
发率最高。接种４８ｈ后，叶背面初现水渍状病斑，２．５ｄ后可以看到明显病斑，呈弥散型，７ｄ后病斑开始坏死。观察
期内，随着接种时间的延长，病情指数逐渐升高。该研究明确了不同环境条件下乌头霜霉病病原菌的生物学特性，为

该病的深入研究提供了理论依据。
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　　乌头（ＡｃｏｎｉｔｕｍｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉＤｅｂｘ．）为毛茛科乌头属药用
植物，其干燥母根称川乌，子根的加工品称附子，均为川产道

地药材，疗效好，用量大。乌头在四川省栽培面积广，在道地

产区江油地区有 １９００多年的种植历史。在多年栽培过程
中，乌头病害频发，其中以根腐病、白绢病、霜霉病对产量的影

响较大。霜霉病在苗期尤为普遍，一般发病率为３％ ～２０％，
最高达３０％［１］；乌头霜霉病具有发病率高、传染性强的特点，

重病苗最后褐化枯死，造成缺株，对附子药材的产量造成严重

影响，也对药农造成了严重的经济损失。余永年在１９７９年首
次对乌头霜霉病进行报道，将该病病原菌鉴定为乌头霜霉

ＰｅｒｏｎｏｓｐｏｒａａｃｏｎｉｔｉＹｕ［２］，该菌为专性寄生真菌。笔者所在课
题组前期对四川省江油地区乌头种植基地感病乌头做了初步

探索研究，根据病原菌形态学特征以及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序列对
其进行了鉴定［３］。本研究探讨了乌头霜霉病致病菌的生物

学特性和致病性特征，以期进一步为该病害的深入研究提供

理论依据和基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
乌头霜霉病病叶采自四川省江油市太平镇普照村附子种

植基地（１０４°４１′２７″Ｅ、３１°４３′４７″Ｎ），海拔５１２ｍ。病叶采集后
装于无菌密封袋中，置于采样箱中带回。健康叶采自成都中

医药大学药用植物园内栽培的健康植株。以上供试材料的来

源均经成都中医药大学中药资源教研室王光志教授鉴定为毛

茛科乌头属植物乌头（Ａ．ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉＤｅｂｘ．）。
１．２　孢子囊悬浮液制备

用流动自来水将采集病叶表面的泥土等杂质冲洗干净，

经无菌蒸馏水润洗后用灭菌滤纸吸干表面水分，在１８℃、相
对湿度为１００％的黑暗条件下过夜培养［４］。培养后用无菌毛

刷刷下新鲜孢子囊，以无菌蒸馏水配制新鲜孢子囊悬浮液，４
层灭菌纱布过滤即得。

１．３　乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发方式观察
参照崔铁军等的方法［５］并稍作改动，新鲜孢子囊悬浮液

在１８℃下培养２４ｈ后吸取少量悬浮液制片并于显微镜下
观察。

１．４　乌头霜霉病病原菌生物学特性测定
１．４．１　温度对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响　悬滴
法培养新鲜孢子囊悬浮液［６］。分别置于温度为０、４、１０、１６、
１８、２２、２５℃下，于３、６、８、１２、２４ｈ后分别镜检孢子囊萌发率，
每处理设３次重复，每重复观察不少于２００个孢子囊。
１．４．２　相对湿度对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响　
采取新发病叶片，将孢子囊弹撒在载玻片上，在干燥器内用硫

酸法控制湿度［７］，置于相对湿度分别为 ９０％、９５％、９８％、
１００％的干燥器中，１８℃下培养，以蒸馏水为对照，３、５、１０、
２４、３６ｈ后分别镜检孢子囊萌发率。每处理设３次重复，每重
复观察不少于２００个孢子囊。
１．４．３　ｐＨ值对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响　用
Ｎａ２ＨＰＯ４和ＮａＨ２ＰＯ４配制ｐＨ值５．７４～８．０６范围内７个不
同梯度的磷酸缓冲液，室温下悬滴法培养，３、６、９、１２、２４ｈ后
镜检孢子囊萌发率。每处理设３次重复，每重复观察不少于
２００个孢子囊。
１．４．４　碳源对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响　用无
菌蒸馏水分别配制葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉及甘油溶液，使
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其浓度均为５％，室温下悬滴法培养，３、６、９、１２、２４ｈ后镜检
孢子囊萌发率。每处理设３次重复，每重复观察不少于２００
个孢子囊。

１．５　乌头霜霉病病原菌的致病力研究
取健康乌头植株顶端第２张至第３张真叶，自来水冲洗

干净表面杂质，７５％乙醇浸泡３０ｓ，灭菌蒸馏水润洗３次，无
菌滤纸吸干表面水分［８］。健康叶片消毒后，取叶尖部分制成

直径为１０ｍｍ的叶盘。将叶盘和完整叶片放入０．８％水琼脂
培养皿中，每皿５个叶盘或１张整叶，叶背朝上。每个叶盘点
滴法接种３５μＬ孢子囊悬浮液，整叶均匀点接孢子囊悬浮液，
每点５μＬ，对照组接种等量灭菌蒸馏水［９］。接种后放置于

１８℃、相对湿度为１００％的培养箱中，１２ｈ光照／１２ｈ黑暗条
件下培养。每天观察并拍照记录离体健康叶的变化，统计病

情指数（乌头霜霉分级标准见表１），７ｄ后每天取１组叶片撕
取表皮进行显微观察，直至叶片坏死。

表１　乌头霜霉病病情分级标准

病情等级 分级依据

０级 无症状

１级 病斑面积占全叶片面积的比例＜１／４
２级 １／４≤病斑面积占全叶片面积的比例＜１／２
３级 １／２≤病斑面积占全叶片面积的比例＜３／４
４级 ３／４≤病斑面积占全叶片面积的比例

２　结果与分析

２．１　乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发方式
如图１所示，孢子囊以形成芽管的方式萌发，可产生１个

或２个芽管，芽管可形成分支，未见游动孢子囊形成。

２．２　温度对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响
在供试温度范围内，０℃条件下无孢子囊萌发，４～２５℃范

围内孢子囊均可萌发，但４℃条件下前９ｈ无孢子囊萌发。孢
子囊萌发率随温度升高呈先升高后降低的趋势，１８℃ 时达最
大值（表２）。温度过低或过高都会降低孢子囊萌发能力。
２．３　相对湿度对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响

孢子囊在相对湿度９８％ ～１００％范围内可萌发，相对湿
度≤９５％时，孢子囊不萌发，且相对湿度 ９８％与相对湿度
１００％条件下孢子囊萌发率差异较大。在供试相对湿度范围
内，相对湿度为１００％条件下孢子囊萌发率最高。但对照组
蒸馏水条件下孢子囊萌发率高于供试组（表３）。
２．４　ｐＨ值对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响

ｐＨ值５．７４～８．０６范围内乌头霜霉病病原菌孢子囊均可
萌发，在ｐＨ值为５．９３时孢子囊萌发率最高（表４）。

表２　不同温度下孢子囊萌发率

温度

（℃）
萌发率（％）

３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ ２４ｈ
０ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００
４ ０．００ ０．００ ０．００ １．１７ ２．００
１０ ０．８３ １．００ １．５０ ２．００ ２．５０
１６ ０．８３ １．００ １．３３ ２．８３ ３．００
１８ ２．００ ３．５０ ４．５０ １１．５０ １４．００
２２ ０．００ ０．００ ０．００ １．１７ ２．００
２５ １．００ １．００ ０．５０ ０．５０ １．００

表３　不同湿度下孢子囊萌发率

湿度

（％）
萌发率（％）

３ｈ ５ｈ １０ｈ ２４ｈ ３６ｈ
９０ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００
９５ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００
９８ ０．００ ０．００ ０．００ １．００ １．５０
１００ ４．００ ５．５０ ８．５０ ９．００ １１．５０
对照 ２．００ ３．５０ ４．５０ １１．５０ １４．００

表４　不同ｐＨ值下孢子囊萌发率

ｐＨ值
萌发率（％）

３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ ２４ｈ
５．７４ ３．００ ３．３３ ５．５０ ４．００ ３．００
５．９３ ５．８３ ５．８３ ５．８３ ６．００ ７．２５
６．４８ ４．００ ３．００ ３．５０ ５．５０ ６．００
６．９５ ３．３０ ４．５０ ４．４０ ４．５０ ５．３３
７．３５ ２．５０ ２．６７ ２．６７ ３．００ ４．３３
７．７１ ２．００ ２．５０ ２．６７ ３．００ ４．７５
８．０６ １．００ １．６７ ２．００ ４．００ ４．５０

２．５　碳源对乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响
在４种供试碳源处理下，乌头霜霉病病原菌孢子囊均可

萌发，且以可溶性淀粉作为碳源时孢子囊萌发率最高（表５）。

表５　不同碳源处理的孢子囊萌发率

碳源
萌发率（％）

３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ ２４ｈ
葡萄糖 ２．８３ ３．００ ３．２５ ３．００ ４．８３
蔗糖 ２．１６ ２．６７ ２．５０ ３．００ ３．３０
可溶性淀粉 ５．００ ５．５０ ７．００ ７．５０ ９．００
甘油 ３．００ ３．００ ３．３０ ５．２５ ７．２５

２．６　乌头霜霉菌致病力
形态学观察结果显示，接种２ｄ后，叶背面初现水渍状病

斑，病斑新增速度较快，对照组接种点２ｄ没有病斑显现。接
种２．５ｄ后，可看到明显病斑，呈弥散型。病斑于７ｄ后增长
速度减缓，且叶背开始坏死，坏死病斑呈棕褐色。对照组开始

坏死时间与试验组相差不大。由图２可知，观察期内随着培
养时间的延长，病情指数显著增长，从０增长至７７．８％。接
种７ｄ后，孢子囊大量萌发；接种１０ｄ后，叶片开始腐烂。

３　结论与讨论

余永年于１９７９年首次对乌头霜霉病进行报道，首次发现
致病菌为霜霉属新种乌头霜霉（Ｐ．ａｃｏｎｉｔｉＹｕ），并于１９８４年
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补充了对乌头霜霉卵孢子的描述［２］，此后未见乌头霜霉相关

研究报道。笔者所在课题组欧洪根据病原菌形态学特征以及

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序列２个方面对病原菌进行了鉴定，明确了病
原菌的分类地位；同时初步研究了乌头霜霉病的传播机制，并

建立了快速分子检测病原菌的方法［３］。李娜等以四川省江

油地区栽培乌头为研究对象，探索了乌头叶面微生物菌群动

态变化特征及其与乌头霜霉病的相关性［１０］。江油地区的药

农目前多用多菌灵防治乌头霜霉病，但效果甚微。关于乌头

霜霉病病原菌生物学特性的研究鲜有报道。基于此，本试验

在笔者所在课题组前期鉴定乌头霜霉病病原菌为乌头霜霉的

基础上，就不同温度、ｐＨ值、相对湿度、碳源等环境因素对乌
头霜霉病病原菌孢子囊萌发的影响进行了对比分析。

霜霉目真菌主要通过在菌丝分化的或不分化的孢囊梗上

产生孢子囊而进行无性繁殖，孢子囊萌发产生游动孢子或直

接产生芽管，然后发育成菌丝，霜霉属卵菌的孢子囊萌发方式

为直接萌发产生芽管［１２］，单轴霉属的葡萄霜霉以产生游动孢

子的方式萌发［１３］。本试验观察到乌头霜霉仅以孢子囊形成

芽管的方式萌发，未见游动孢子释放。在崔铁军等的研究中，

寄生霜霉孢子囊萌发除了以产生芽管的方式外还可以通过形

成孢囊梗产生次生孢子囊［５］。乌头霜霉与寄生霜霉同为于

卵菌 门 （Ｏｏｍｙｃｏｔａ）霜 霉 目 （Ｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａｌｅｓ）霜 霉 科
（Ｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）霜霉属（Ｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａ）。但在本试验中，未
见次生孢子囊。

初步研究表明，在供试温度条件范围内，孢子囊在 ４～
２５℃ 范围内均可萌发，但４℃条件下孢子囊萌发率较低且
前９ｈ无孢子囊萌发，０℃时孢子囊无萌发力，孢子囊萌发的
最适温度为 １８℃。江油地区的乌头霜霉病多暴发于 ３—４
月，这与乌头霜霉病病原菌萌发的最适温度很可能有关。李

金花等在罂粟霜霉病病原菌及其生物学特性研究中表明，孢

子囊在最适温度１６℃条件下培养２４ｈ，萌发率为５８．５％［７］。

在王艳等对菘蓝霜霉病病原菌生物学特性研究中，霜霉菌孢

子囊在最适温度 １６℃ 条件下培养 ２４ｈ，萌发率为
３４００％［１３］。本试验结果与之相比明显偏低，这可能是病原

菌寄主不同所导致的。

在供试ｐＨ值条件下，孢子囊均可萌发，孢子囊萌发的最
适ｐＨ值为５．９３，试验表明弱酸性有利于乌头霜霉病病原菌
孢子囊萌发。刘绍芹对三裂叶豚草霜霉菌生物学特性研究显

示，在最适 ｐＨ值 ８条件下的孢子囊培养 １２ｈ，萌发率为
４３３０％［１４］。本试验显示，在最适 ｐＨ值 ５．９３条件下培养
２４ｈ，萌发率为７．２５％，这可能与江油乌头种植地区土壤酸碱

性有关。这为乌头霜霉病的防治提供了一条新的思路，也许

可以通过调节乌头种植的土壤ｐＨ值来降低乌头霜霉病染病
率。此外，在不同ｐＨ值的缓冲液中孢子囊萌发率都比在蒸
馏水条件下的孢子囊萌发率低，这表明不同 ｐＨ值的缓冲液
都可以抑制孢子囊的萌发，对此有待进行更深层次的研究。

在供试相对湿度范围内，孢子囊在相对湿度９５％以下不
能萌发；相对湿度９８％时孢子囊萌发率较低，且前１０ｈ无孢
子囊萌发，至 ２４ｈ孢子囊萌发率仅为 １．００％；相对湿度
１００％时孢子囊萌发率达到最大值，３６ｈ孢子囊萌发率为
１１．５０％；蒸馏水条件下孢子囊 ３６ｈ萌发率则达到了
１４．００％，表明水分为孢子囊萌发的必需条件。而江油地区
３—５月是感染传播霜霉病的高发时节，且多雨。在王艳等所
做的菘蓝霜霉病原菌及其生物学特性研究中，相对湿度

１００％条件下孢子囊３６ｈ萌发率为３．２０％，蒸馏水中孢子囊
３６ｈ萌发率为１８．３３％［１３］，本试验与其结果相近。

在葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉和甘油这４种供试碳源中，
可溶性淀粉培养条件最适合孢子囊萌发，该条件下培养２４ｈ
萌发率为９．００％。在刘旭等对不同地区葡萄霜霉病病菌生
物学特性研究中，重庆地区的葡萄霜霉菌在葡萄糖、麦芽糖、

蔗糖这 ３种碳源条件下培养 ２４ｈ，孢子囊萌发率分别为
６２５２％、５６．１７％、６２．１６％，陕西地区的葡萄霜霉菌在这３种
碳源条件下培养 ２４ｈ，孢子囊萌发率分别为 ４３．７５％、
３８３１％、４９．４７％［１５］。不同地区的同一种霜霉菌在相同条件

下的孢子囊萌发率具有明显差异，土壤营养成分可能也是影

响孢子囊萌发率的主要因素之一。

孢子囊悬浮液接种１ｄ后，叶片表面未观察到病斑的形
成，病情指数仍然为０，接种２ｄ后叶背开始出现水渍状病斑，
同时病情指数经统计为１１．１％，这与司胜伟观察的黄瓜霜霉
病病情指数较为接近［１６］。之后病斑扩散速度较快，病情指数

也随之增加。接种７ｄ后病情指数增长速度放缓，坏死病斑
也开始出现，但坏死病斑出现时间与李佩芳观察到的时间［１７］

有所出入。

综上，在离体条件下孢子囊萌发率均较低，但在乌头叶片

上接种孢子囊悬浮液后，观察到叶片上的孢子囊几乎全部产

生芽管萌发，推测寄主选择性是乌头霜霉萌发的重要因素。

与其他学者关于不同植物的霜霉病病原菌生物学特性研究结

果相比，乌头霜霉病病原菌孢子囊萌发率普遍偏低。如常永

义等在全球红葡萄霜霉病病菌生物学特性研究中，发现清水

中培养２４ｈ孢子囊萌发率高达８９．２５％［１８］。在王艳等的研

究中，与乌头霜霉同为霜霉属的菘蓝霜霉在清水中最高萌发

率也较低，为３４％［１３］。这可能与霜霉病病原菌的种属来源、

寄主以及不同霜霉菌萌发方式不同有关。鉴于乌头霜霉菌专

性寄生的特点，乌头霜霉可能只在寄主乌头叶片上大量萌发，

离体情况下无法大量萌发。本研究明确了乌头霜霉在不同环

境条件下的生物学特性及其致病力，旨在为乌头霜霉病的相

关研究奠定基础，为该病的发生与防治提供理论依据。附子

及川乌作为川产道地药材，乌头霜霉病的发生严重影响了其

产量和质量，目前对该病害的发生和防治均未引起足够重视。

因此，须要尽快开展针对该病害的抗病品种选育工作，从源头

保证乌头植株的健康，同时还应该筛选出高效防治药剂，从而

有效控制乌头霜霉病的发生和蔓延。
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濒危药用植物青天葵内生真菌的鉴定及抑菌活性研究

宋利沙，蒋　妮，蓝祖栽，郭晓云，张占江
（广西壮族自治区药用植物园，广西南宁５３００２３）

　　摘要：研究广西青天葵内生真菌的抗菌活性，并筛选出具有抗菌活性的菌株。从广西青天葵植株中共分离得到
２３株内生真菌，以１５种病原真菌为指示菌株，用平板对峙法对分离的内生真菌进行抑菌试验，结果显示，内生真菌
ＭＱＹ－１对多种病原真菌指示菌具有较强的抗菌活性，结合其形态特征和分子生物学分析结果，将其鉴定为
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｔｒｕｎｃａｔｕｍ，证明青天葵中存在一定的抗菌活性物质，为寻找新型抑菌物质提供一定基础。
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　　青天葵［Ｎｅｒｖｉｌｉａｆｏｒｄｉｉ（Ｈａｎｃｅ）Ｓｃｈｌｔｒ．］属兰科芋兰属植
物，别称独叶莲、珍珠叶、天葵、地沙、半边伞、青莲、芋兰等，主

要分布在广东、广西和海南等地，生长于海拔４００～６００ｍ的
山林阴湿处、田边等，首载于《岭南采药录》，为华南地区的特

有药材。全草可供药用，性寒味甘，具有润肺止咳、清热解毒、

散瘀止痛等功效，主治肺痨咯血、肺热咳嗽、口疮、咽喉肿痛、

跌打损伤等症［１－７］。

内生真菌是指在其生活史的某一时期生活在不同植物组

织内，对植物组织没有引起明显病害症状的一类真菌，普遍定

殖在健康植物组织和器官中，种类繁多，分布广泛［８］。近年

来的研究表明，从健康药用植物的不同组织器官中可分离到

多种内生真菌，采用不同的培养基可筛选出多种能够产生抑

制病原真菌的活性物质的内生真菌，如从人参中分离到的２
株内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＰＮ８和 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ．ＰＮ１７，具有抗
菌活性，并可用于发酵制备人参皂苷等成分［９］；从印度药用

植物黄花稔（Ｓｉｄａａｃｕｔａ）中分离得到的具有抗菌活性的硫色
曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓ），可抗金黄色葡萄球菌、枯草杆
菌、大肠杆菌、伤寒杆菌［１０］；Ｓｈａｈ等发现，光果甘草的内生真
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