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　　摘要：在大白菜贮藏和运输期间极易受真菌、细菌等微生物侵染而导致软腐病，鉴定软腐病的病原菌是防治大白
菜软腐病的重要前提。对武汉市洪山区白沙洲蔬菜市场大白菜软腐病进行病原鉴定。从大白菜软腐病病部分离并培

养病原物，并进行形态观察、生理生化鉴定、回接试验、致病性试验及基因测序。结果表明，大白菜软腐病的病原菌菌

株Ｓ３菌落为灰白色，圆形，中部稍隆起，边缘呈半透明状；菌体为杆菌，革兰氏阴性菌；不产酸，不能分解色氨酸、产生
吲哚，甲基红（Ｍ．Ｒ．）试验为阴性，乙酰甲基甲醇（Ｖ．Ｐ．）试验为阴性，不产 Ｈ２Ｓ，容易从伤口侵入。与假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）细菌的１６ＳｒＤＮＡ序列的一致性为９９．４０％，说明该病原为假单胞菌属。
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　　受副热带高压控制，湖北武汉夏季呈现出气温
高、湿度大、时间长等特点，加上大白菜在运输途中

由于挤压、碰撞形成伤口，极易在短时间内发生大

面积软腐病，损失极大，严重影响大白菜市场供

应［１］。一般认为，大白菜软腐病病原菌是胡萝卜软

腐欧式杆菌（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａｖａｒ．ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）［２－４］。
本研究从武汉市蔬菜批发市场成功分离出大白菜

软腐病的病原菌，采用形态观察、生理生化试验以

及分子鉴定，确定为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．），与前人报道的大白菜软腐病病原菌为胡萝卜
软腐欧式杆菌不同，这为大白菜软腐病防治提供了

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　受检作物　当季的黄心大白菜（来自武汉
市洪山区白沙洲农副产品大市场，产地多为湖北省

周边城市及海南省），分别挑选健康和已经腐烂的

叶球若干。

１．１．２　主要试剂　试验主要试剂有 ＬＢ（Ｌｕｒｉａ－
Ｂｅｒｔａｎｉ）固体培养基（１Ｌ）、ＬＢ液体培养基（１Ｌ）、葡
萄糖蛋白胨水培养基（１Ｌ）、硫酸亚铁琼脂培养基

（ＳＩＭ培养基）、蛋白胨水培养基（１Ｌ）、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、ｄＮＴＰｓ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、５×ＴＢＥ、溴化乙锭（ＥＢ）染
剂、草酸铵结晶紫染液、番红染液。

１．１．３　主要仪器　试验主要仪器有高压灭菌锅、光
学显微镜、超净工作台、摇床、生化培养箱、气候培

养箱、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪、电泳仪、水平电泳
槽、凝胶成像分析系统。

１．２　试验方法
１．２．１　大白菜软腐病的症状肉眼观察试验　肉眼
观察大白菜软腐病的病状和病症，观察发病部位。

１．２．２　病原菌的分离与纯培养　取腐烂的大白菜
组织冲洗１０ｍｉｎ，沥干水分，将大白菜组织切成小
块，乙醇浸泡３０ｓ，冲洗２～３次，加入０．１％次氯酸
溶液浸泡１０ｍｉｎ，冲洗２～３次，加入５０ｍＬ无菌水，
用滴管抽打制成含有菌体的悬浊液。取１ｍＬ细菌
溶液用无菌水稀释并涂布在 ＬＢ固体培养基上，
２８℃ 避光培养２～３ｄ。再挑选优势菌落在 ＬＢ固
体培养基上划线培养，２８℃避光培养２４～４８ｈ，重
复划线操作直至得到单菌落，观察其菌落形态。

１．２．３　病原菌的回接试验　将获得的３株单菌落
（Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３）接种到 ＬＢ液体培养基并置于 ２８℃、
１４０ｒ／ｍｉｎ的摇床中避光培养１６～２４ｈ，离心收集细
菌，用无菌水配制成３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ悬浮液。

取健康的大白菜叶片，将叶柄部分切成４ｃｍ×
４ｃｍ方形小块，放入烧杯中，加７５％乙醇浸泡３０ｓ，
无菌水冲洗 ２～３次，用 ０．１％次氯酸溶液浸泡
１０ｍｉｎ，无菌水冲洗２～３次。无菌纸吸干水分，参

—１４１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１５期



照Ｈｕ等的方法［５］接种３种单菌落菌液，再将其分
别置于空培养皿（垫有滤纸）中，无菌水接种作为对

照。培养皿用封口膜密封，置于２８℃、８０％湿度气
候培养箱中培养，每天观察发病情况。

１．２．４　病原菌的致病性鉴定　选取有致病作用的
Ｓ３，按“１．２．３”的方法制成３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌悬
浮液。用注射器取０．５ｍＬ液体喷洒健康的大白菜
叶柄表面（形成悬浮滴为宜）进行离体接种试验。

试验分５个处理：不划伤口，取０．５ｍＬＬＢ液体
培养基直接喷洒叶柄表面，光照条件下培养（处理

１）；叶柄划长约１ｃｍ、深３ｍｍ伤口，ＬＢ液体培养基
喷洒叶柄伤口表面，光照条件下培养（处理２）；不划
伤口，取０．５ｍＬＳ３液体培养基直接喷洒叶柄表面，
光照条件下培养（处理３）；划伤口，Ｓ３液体培养基喷
洒叶柄伤口表面，光照条件下培养（处理４）；划伤口，
Ｓ３液体培养基喷洒叶柄伤口表面，黑暗条件下培养
（处理５）。２８℃保湿培养，每天观察发病情况。
１．２．５　病原菌的形态观察及生理生化鉴定
１．２．５．１　革兰氏染色反应和形态观察　参照文献
［６］进行病原菌的革兰氏染色和形态观察。将获得
的Ｓ３单菌落在ＬＢ液体培养基中进行扩大化培养，
置于２８℃、１４０ｒ／ｍｉｎ的摇床中避光培养１６～２４ｈ。
用滴管吸取菌液，经草酸铵结晶紫染液初染，乙醇

脱色，番红染液复染后于１００倍油镜下观察形态。
１．２．５．２　生理生化鉴定　对Ｓ３菌株进行生理生化
鉴定，鉴定项目包括 Ｈ２Ｓ试验、Ｖ．Ｐ．试验（伏 －普
试验）、Ｍ．Ｒ．试验（甲基红试验）、吲哚试验，具体方
法参照《微生物学实验》［７］。

１．２．６　１６ＳｒＤＮＡ鉴定　将纯化后的菌株接种在
ＬＢ液体培养基中，于２８℃下培养１６～２４ｈ，离心，
收集菌体，提取细菌基因组，得到 ＤＮＡ模板，通过
１６ＳｒＤＮＡ通用引物（２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧ
ＣＴＣＡＧ－３′和１４９２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣ
ＴＴ－３′）进行ＰＣＲ扩增，随后在１％琼脂糖凝胶上进
行电泳并观察结果，将条带单一的ＰＣＲ样品送至武
汉天一辉远生物科技公司进行测序，随后将测序结

果在ＮＣＢＩ上进行序列比对以确定致病菌。ＰＣＲ体
系：由ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２＋混
合成的２×Ｍｉｘ１２．５μＬ，上下游引物各１μＬ，ＤＮＡ
模板１μＬ，剩余用ｄｄＨ２Ｏ补齐至２５μＬ。ＰＣＲ反应
程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退
火 ３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，重复循环２５次；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　大白菜软腐病的症状肉眼观察结果
肉眼观察到大白菜软腐病的症状为受到侵染

的植物组织最初成半透明水渍状，随着病斑的不断

扩大造成叶球中心靠近茎基部大面积软腐，并且散

发恶臭。病斑为黄褐色，表皮完整，撕破表皮有黄

褐色黏液流出（图１）。

２．２　病原菌的分离与菌落观察结果
从病组织中分离纯化培养出３种类型的菌落：

Ｓ１菌落，形态为浅黄色，圆形，光下成半透明状；Ｓ２
菌落，形态为白色圆形，光下成半透明状；Ｓ３菌落，
形态为灰白色圆形，比 Ｓ２略大，光下中心部分稍隆
起不透明，周围半透明（图２）。

２．３　病原菌的回接试验结果
回接试验结果显示，从病组织分理出的Ｓ３接种

健康的大白菜小块培养１ｄ后，接种处出现明显的
水渍状病斑，并逐步向外扩散；２ｄ后症状加重，病
斑变为深褐色，表皮与内部组织分离；７ｄ后，整个
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大白菜小块皱缩成黑色小块。Ｓ１、Ｓ２、对照在培养
７ｄ后除接种处出现黑黄色愈合伤疤，其他正常。
说明Ｓ３引起大白菜健康组织明显软腐病变，与肉眼
观察的大白菜软腐病的典型症状相同，可以初步断

定Ｓ３为病原菌。
２．４　病原菌的致病性鉴定结果

由图３可以看出，处理４发病状况最为严重，
２ｄ病组织出现明显黄褐色，叶肉和表皮组织分离
现象，变得不透明，４ｄ全部腐烂坏死，７ｄ植物组织
崩溃。处理３直到４ｄ才出现黄褐色，发生病变的
程度比处理４明显要轻，处理１、２整个试验期没有
病变。说明大白菜软腐病病菌的容易从伤口侵入。

图３中ｅ为处理４、５接种５ｄ后发病情况的症
状对比，可以看出，处理５在第５天组织完全倒塌，
缩成黑色小块，发病程度明显比处理４严重。说明
病原菌在光照条件下致病力比黑暗条件下更强。

２．５　Ｓ３菌株的生理生化鉴定与形态观察结果
从Ｓ３菌株生理生化试验结果表明，甲基红试验

（Ｍ．Ｒ．）为阴性，乙酰甲基甲醇试验（Ｖ．Ｐ．）为阴
性，吲哚试验为阴性，不产 Ｈ２Ｓ。Ｓ３为革兰氏阴性
菌，油镜下观察发现，该菌为短杆状，长度为０．６２５～

１．２５μｍ，有微弱额运动性（图４），符合植物病原细菌
假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）形态和生理生化特征［２］。

２．６　病原菌的ＰＣＲ鉴定
通过对Ｓ３菌株的１６ＳｒＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增得

到单一条带并进行测序，该序列在 ＮＣＢＩ上进行比
对分析以初步鉴定目标菌株。测序结果表明，Ｓ３菌
株与假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）细菌的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列的一致性为９９．４０％，推断 Ｓ３菌株为假
单胞菌属细菌。

３　讨论与结论

本研究通过对武汉蔬菜市场的大白菜软腐病

的致病菌进行分离并对其进行形态学观察、生理生

化鉴定及致病性试验，结果显示，该病原物与假单

胞杆菌的特征一致，１６ＳｒＤＮＡ的测序结果进一步显
示该菌与假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）细菌的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列的一致性为９９．４０％，因此可以认定引起
大白菜软腐病的 Ｓ３菌株为假单胞属细菌。一般认
为，假单胞属细菌主要导致植物叶枯型、叶斑型或青

枯型病害，而软腐型病害主要由胡萝卜软腐欧式杆菌

引起［２］，但也有试验发现，假单胞杆菌属可以导致植

物软腐病，如格氏假单孢菌（Ｐ．ｇｒｉｍｏｎｔｉｉ）引起蝴蝶
兰软腐病［２］，恶臭假单孢菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）引起番茄软
腐病［８］，荧光假单孢菌（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）引起黄瓜茎软
腐病，边缘假单孢菌（Ｐ．ｍａｒｇｉｎａｌｉｓ）可以引起马铃薯
茎块［９］、马蹄莲［１０］、百合［１１］等软腐病，边缘假单孢菌

和白枯病假单孢菌引起葱属植物叶片软腐病［１２］，假

单孢菌属细菌引起魔芋软腐病［１３］。本研究也说明胡

萝卜软腐欧式杆菌不是引起软腐病的唯一原因。

　　一般认为，从自然孔口侵入的植物病原细菌更
容易从伤口侵入［２］，本试验也证实假单胞杆菌可以

（下转第２１１页）
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高水分利用效率和环境适应能力。

盛花期喷施赤霉素处理可极显著提高灰枣坐

果率，该结果与史彦江等的研究结果［３，６，１１］基本一

致。不同浓度赤霉素处理的坐果率均高于对照，其

中Ｔ２处理的坐果率与对照相比提高６．０４百分点左
右。因此，喷施２０ｍｇ／Ｌ赤霉素对提高灰枣坐果率
效果较好。

由此可见，赤霉素的施用浓度并不是越高越好，

在生产上，建议喷施浓度控制在２０ｍｇ／Ｌ左右，同时
在灰枣花期和坐果期配合喷施叶面肥等，增加树体营

养供应，从而更加有效地促进光合作用，增加枣体内

有机物质的积累，稳定产量，进而提高经济效益。
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从自然孔口侵入，但更容易从伤口侵入，２ｄ即可发
病，其发病迅速，建议在大白菜运输和贮藏的过程

中要尽量避免因挤压、碰撞等造成伤口。

软腐病是由于细菌分解果胶酶裂解植物细胞

中胶层引起，胡萝卜软腐欧式杆菌可以产生果胶酶

导致软腐［１４］，假单胞杆菌一般产生植物毒素导致坏

死［２］，其引起软腐的致病机制有待进一步探讨。
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