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　　摘要：通过探究造成南疆红枣黑斑病的主要病原菌类别，为该病的靶向防治奠定理论基础。采用高通量测序技术
和传统分离鉴定相结合的方法分别对南疆的喀什、和田、阿克苏等３个地区患病红枣黑斑部位进行病原菌鉴定。结果
表明，从２７个样品中获得９１１３７个高质量序列，其中相对丰度最高的菌门是子囊菌门，相对丰度最高的菌属是链格
孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ），３个地区链格孢属的相对丰度分别是９９．９８％、９８．１５％、９９．９２％，其他菌属的相对丰度均在０．９５％
以下。通过对患病果实样品和代表菌株进行组织分离、形态学观察、分子生物学分析和病理学接种试验，明确造成南

疆红枣黑斑病的主要病原菌是链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ），占８５．６％。
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　　红枣具有丰富的营养和药用价值，近年来已成
为新疆农民增收致富的支柱型产业［１］；然而，红枣

黑斑病的发生严重阻碍了新疆红枣产业的可持续

发展。该病害于２００９年在新疆和田和阿克苏地区
被发现，２０１１—２０１６年新疆枣园陆续被感染，发病
率高达５０％，部分枣园发病率高达７０％［２］，给当地

经济造成了严重损失，因此对引起红枣黑斑病病原

菌的研究刻不容缓。

　　目前，对造成红枣黑斑病病原的鉴定还存在争
议，林忠敏等研究认为，山西省红枣黑斑病病原菌

为交链孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）和茎点属（Ｐｈｏｍａｓｐ．）［２］；
靳增军等报道河北冬枣黑斑病病原物为毁灭茎点

霉（ＰｈｏｍａｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖａＰｌｏｗｒ．）和链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ）等２种［３］；刘晓琳等研究认为，新疆部分

地区红枣黑斑病病原菌为链格孢［４］，由此，推测地

域不同可能造成红枣黑斑病病原的不同。

　　传统的分离鉴定方法在分析链格孢属形态特

征复杂等问题时，准确鉴定菌属种存在一定困难和

局限性［５］。近年来，高通量测序技术因耗时短、效

率高、成本低、准确性高和针对性强等特点，广泛应

用于土壤［６］、肠道［７］、叶片和果实［８］等领域。因此，

本研究基于高通量测序技术进行预判后，结合传统

鉴别方法［２－４］，有针对性地进行分离鉴定和回接验

证，２种方法取长补短、互为印证，为后续拮抗菌的
精准筛选和靶标防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
患病骏枣果实样品于２０１８年１１月从南疆的喀

什、和田、阿克苏等３个地区９个患病枣园采集，３
个地区的编号分别为喀什地区 Ｊ１、和田地区 Ｊ２、阿
克苏地区Ｊ３（表１）。
　　试验在新疆塔里木盆地生物资源保护利用兵
团重点实验室进行。供试枣果为农一师十团骏枣

成熟期果实，用于致病性测定。培养基有ＰＤＡ培养
基［９］、ＷＡ培养基［９］。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取和 ＭｉＳｅｑ测序　果实 ＤＮＡ的
提取使用 ＦａｓｔＤＮＡＳＰＩＮＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ试剂盒（ＭＰ），
用ＮａｎｏＤｒｏｐ－２０００测定 ＤＮＡ浓度，然后将质量合
格的ＤＮＡ样品送上海派森诺生物科技股份有限公
司使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ（ＭｉＳｅｑ）平台对真菌 ＩＴＳ区进行双
端测序。
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１．２．２　数据分析　用 ＤＡＤＡ２方法进行去引物、质
量过滤、去噪、拼接和去嵌合体，得到高质量的序

列；用ＱＩＩＭＥ２（２０１９．４）软件和Ｒ软件中ｇｇｐｌｏｔ２对
测序结果进行数据分析。

１．２．３　病原物分离与纯化　对患病枣果实进行表
面清洗消毒后，取患病枣果实病健交界处的果肉，

采用组织分离法［１０］分离菌株，后在培养基ＷＡ上进
行纯化菌株，将纯化的菌株进行编号，置于 －８０℃
保存备用。

１．２．４　致病性测定　从枣果黑斑病的分离物中挑
选５３Ｔ－３、５０Ｔ－２、４７Ｔ－２、２２４Ｔ－１、２２４Ｔ－７、
ＨＰ－１、ＡＨ－２、３Ｔ－３和１０Ｔ－５等９株代表菌株，
通过离体菌块贴接法测定其致病力。将纯化后的

菌株接种至ＰＤＡ培养基在２８℃条件下培养６ｄ，用
无菌的１ｍＬ移液枪头从底端打取生长较好的连同
培养基一起的菌块；选取健康无外力损伤的枣果

实，用无菌水清洗，后用７５％乙醇进行表面消毒，在
超净工作台中晾干；用无菌牙签刺孔，将菌饼的菌

面朝下接种至枣果实刺孔处，同时用ＰＤＡ培养基饼
块作对照；将接有有菌菌饼和无菌饼块的枣果分别

放入铺有湿润无菌棉的玻璃罐中，每株菌接种３个
健康果实，接种完毕后置于２８℃培养箱中，有光照和
无光照１２ｈ交替培养；每２４ｈ观察记录果实表面变
化情况，待６ｄ后对患病果肉部分进行菌株再分离。
１．２．５　病原菌鉴定
１．２．５．１　菌株形态观察　将病原菌的单孢菌株接
于ＰＤＡ培养基，２８℃恒温光暗交替培养６ｄ，记录
其形态特征，参照张天宇的方法［５］在显微镜下观察

分生孢子、分生孢子梗、喙的形态和成链情况。

１．２．５．２　菌株分子鉴定　选取不同地区的９株菌，
编号分别为 ５３Ｔ－３、５０Ｔ－２、４７Ｔ－２、２２４Ｔ－１、
２２４Ｔ－７、ＨＰ－１、ＡＨ－２、３Ｔ－３和１０Ｔ－５；分别在
培养基ＰＤＡ上培养６ｄ，后用无菌一次性１ｍＬ蓝色
移液枪头底端打取菌块接种在 ＰＤＡ培养基上，
２８℃ 恒温条件下１２ｈ白昼交替培养７ｄ后收集菌

丝体，用试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）
进行基因组 ＤＮＡ提取。以菌株基因组 ＤＮＡ为模
板，以Ｂｅｔａ－Ｆ和 Ｂｅｔａ－Ｒ［１１］为引物扩增代表菌株
的β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因；将 ＰＣＲ产物送生工生物工程
（上海）有限公司进行测序，将测序结果在ＢＬＡＳＴ数
据库中进行比对，获得同源性较高的菌株序列，通

过ＭＥＧＡ６软件构建系统进化树，确定菌株亲缘关
系，明确菌株分类学地位。

２　结果与分析

２．１　物种组成分析
从喀什、和田、阿克苏等３个地区２７个样品中

共获得９１１３７个高质量序列，各水平 ＯＴＵｓ数量由
高到低排列依次为和田地区 ＞阿克苏地区 ＞喀什
地区（图 １）；共检测出 ３个菌门分别是子囊菌门
（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、被孢霉菌
门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ），其中子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）
是物种数量最多的菌门（表１），８个纲、１２个目、１５
个科和１９个属；３个地区相对丰度最高的菌属是链
格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ），相对丰度分别为喀什地区
９９９８％、和田地区９８．１５％、阿克苏地区９９．９２％，
其他菌属的相对丰度均在０．９５％以下（图２）；高通
量测序结果表明，导致红枣黑斑病主要病原菌属为

链格孢属。

表１　门水平的ＯＴＵ数

门
Ｊ１ Ｊ２ Ｊ３

ＯＴＵｓ 相对丰度（％） ＯＴＵｓ 相对丰度（％） ＯＴＵｓ 相对丰度（％）

子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ） ７１８７１ ９９．９８ ７１１６８ ９８．１５ ７１８６５ ９９．９２

担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） ０ ０ ２４ ０．０３ ５ ６．９５×１０－５

被孢霉菌门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ） ３ ４．１７×１０－５ ０ ０ ０ ０

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ ０ ０ ４ ４．５６×１０－５ ０ ０

ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ０ ０ ６７８ ０．９４ ４ ４．１７×１０－５
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２．２　病原物的分离结果
通过传统的组织分离法增加样品数量，从８１份

患病果实样品中分离获得９０株分离物，依据菌落形
态初步确定７７株链格孢菌占８５．６％，７株镰刀菌占
７．８％，３株青霉菌占３．３％，３株其他菌占３．３％（表
２）；因此，推测导致红枣黑斑病的主要病原菌是链
格孢菌。

２．３　病原菌鉴定
２．３．１　形态学鉴定　将分离获得的５３Ｔ－３、５０Ｔ－
２、４７Ｔ－２、２２４Ｔ－１、２２４Ｔ－７、ＨＰ－１、ＡＨ－３、３Ｔ－３、

表２　病害果实采集分离统计表

地区 采样地点
病果数

（个）

分离物种类及数量（株）

链格孢菌 镰刀菌 青霉菌 其他

喀什地区 喀什５３团 １０ ８ １ １ ０

喀什５０团 １０ ９ ０ ０ １

喀什４７团 １０ １０ ０ ０ ０

和田地区 和田２２４团１连 １０ ７ ２ １ ０

和田２２４团７连 １０ ８ １ ０ １

和田皮山农场 １０ ９ １ ０ ０

阿克苏地区 阿克苏红旗坡农场 １０ ８ １ １ ０

阿克苏３团 １０ ９ １ ０ ０

阿克苏１０团 １０ ８ １ １ ０

总数 ９０ ７７ ７ ３ ３

１０Ｔ－５等９株菌在ＰＤＡ培养基上２８℃条件下培养
６ｄ，从图３－Ａ、３－Ｂ可见，菌落颜色初期为白色，
后逐渐变为灰色至淡褐色，边缘整齐；从图 ３－Ｃ、
３－Ｄ可见，分生孢子梗单生或簇生，或直或弯，淡褐
色至褐色，（３０．０～７１．０）μｍ×（３．９～５．４）μｍ。
分生孢子单生或链生，表面光滑，有横、纵隔膜，倒

棍棒形或卵形，淡褐色至褐色，孢身（２２．０～
４０．１）μｍ×（８．１～１３．３）μｍ。依次对菌株的菌
落、分生孢子梗和分生孢子所呈现出来的颜色变

化、形态特征等参照文献［５］进行鉴定，初步鉴定其
为链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ）。

２．３．２　分子生物学鉴定　通过传统组织分离后进
行ＰＣＲ扩增获得β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因，后在数据库中进
行比对构建系统发育树（图４），所有供试菌株与 Ａ．
ａｌｔｅｒｎａｔｅ聚在同一个单源分支上，同源性为 ９９％。

ＵＰＧＭＡ聚类分析结果表明，３个地区的样品聚类在
一起（图５）。图４、图５均表明导致南疆３个地区红
枣黑斑病的主要病原菌是Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔｅ。

—０１１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２４期



２．４　致病性测定
将分离获得的代表菌株回接至健康的骏枣果

实上，枣果在接种病原菌２０ｄ后，接种部位开始形
成病斑，呈黑色，病斑逐渐扩大（图６－Ｂ），接种病

症与田间症状相同（图６－Ｃ），致病性测定结果表
明，导致红枣黑斑病的主要病原菌是Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔｅ。

３　讨论

目前，关于造成红枣黑斑病病原的研究报道较

多；但可能因地域或品种不同，不同学者的研究结

果各有不同。王军等鉴定了山东省部分县（市）冬

枣黑斑病病原为细链格孢菌［Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）
Ｋｅｉｓｓｌｅｒ］［１２］；宗淑萍等发现河北省冬枣黑点病病原
菌为桑壳小圆孢菌（ＣｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍＳａｃｃ．）、仁果茎点
霉（Ｐｈｏｍａｐｏｍｉｒｕｍ Ｔｈｕｍ）以及细链格孢 ［Ａ．
ａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒ］［１３］；包慧芳等研究认为，新
疆部分地区红枣黑斑病病原为链格孢 （Ａ．
ａｌｔｅｒｎａｔａ）［１４］。本研究结果表明，针对南疆地区红枣
黑斑病的病原研究很有必要。

　　因链格孢属种类多、形态特征复杂多变，传统
的分离鉴定手段一部分主要依靠肉眼判断，主观性

较强，一些细微差异可能被忽视，准确率降低。随

着研究对象范围的扩大和数量的增加，传统的分离

鉴定存在耗时长、效率低、成本高等局限性，在一定

程度上影响了后续试验的深入开展，而高通量测序

技术的应用［６－８］可弥补传统分离鉴定的不足，也为

导致红枣缩果病等其他病害病原的准确鉴定和靶

向防治提供思路。当然要想达到高效防治，还须对

病原菌的生活习性、侵染时机以及发病条件等方面

进行深入系统的研究。

　　本研究采用高通量测序技术和传统分离鉴定
相结合的方式，对南疆喀什、和田、阿克苏等３大红
枣产区患病枣园中患病骏枣进行样品采集，通过对

病原物进行组织分离、形态学观察、病理学接种试

验和分子生物学分析，结果表明，链格孢（Ａ．
ａｌｔｅｒｎａｔａ）为主要的病原菌，试验结果与向征等的研
究结果［１５－１６］一致。
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江苏省栝楼烂果病病原鉴定及室内防治药剂筛选

孙　凯１，陈夕军１，沈迎春２，徐冬祥３，陈　宸１，黄奔立１
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　　摘要：为明确江苏省栝楼果实腐烂病病原并选择对其有效的防控药剂，从田间采集病果，经单孢分离后，运用形态
学和分子生物学方法进行鉴定。根据菌丝形状、菌落特征、孢子形态与类型，并结合病菌ＩＴＳ区序列分析，明确引起江
苏省栝楼果实腐烂病的病原菌为拟茎点霉。室内毒力测定结果表明，吡唑醚菌酯、咪鲜胺、多菌灵、戊唑醇、嘧菌酯、丙

硫菌唑和中生菌素等药剂对该病菌均有较高的毒力，抑制中浓度（ＥＣ５０）为０．００５５～１９．９４７３ｍｇ／Ｌ；而噻呋酰胺、多

抗霉素和春雷霉素对该病菌基本无抑制作用，即使浓度大于２００ｍｇ／Ｌ，菌丝生长抑制率也仅为２０％ ～３０％。明确病
原物及化学药剂对该病菌的毒力，将为该病的发生、流行和防控研究提供理论依据。
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　　栝楼（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｅｓｋｉｒｉｌｏｗｉｉＭａｘｉｍ），葫芦科栝
楼属多年生藤本植物，又称瓜蒌、药瓜、野瓜、吊瓜、

野葫芦等，是一种重要的中药材。《神农本草经》中

将之归为药之中品，注“味苦寒、主消渴、身热、烦满

大热、补虚安中、续绝伤”；《本草纲目》中认为栝楼

有治痰热咳嗽、胸痹、结胸、肺痿咳血、消渴、黄疸、

便秘和痈肿初起的功能［１］。２０１９年末至今，新型冠
状病毒肺炎肆虐全国，并在世界多个国家和地区蔓

延。马婧等基于冠状病毒的木瓜样蛋白酶（ｐａｐａｉｎ
－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ，ＰＬＰ）进行中药成分 －靶点分子对
接筛选发现，栝楼中有５种活性成分可与 ＰＬＰ形成
复合物，其中主要活性成分为栝楼酯碱，说明栝楼

可作为防治新冠肺炎的汤剂成分［２］。而且，以栝楼

为主要成分的多种中药汤剂对其他急慢性肺病均

有较好的临床效果［３－５］。
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