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　　摘要：选取北京三号和金状元２个地黄品种的发病块根，经表面灭菌后切成小块，置于ＰＤＡ培养基上分离和纯化致
病菌；将纯化后的真菌进行形态及显微鉴定，再进行致病性检测及分子生物学方法确定致病菌的种类；最后对３种常
用杀菌剂甲霜· 霉灵、代森锰锌、肟菌·戊唑醇的抑菌效果进行评价。结果表明，从北京三号和金状元中分别分离出

５个致病菌株；经过致病性试验发现，北京三号３个菌株为致病菌株，金状元中２个菌株为致病菌株；选择２个优势致病
菌作为试验菌，发现３种杀菌剂的抑菌效果表现为２５０～５００ｍｇ／Ｌ肟菌·戊唑醇＞２０００ｍｇ／Ｌ代森锰锌＞３３３３ｍｇ／Ｌ
甲霜· 霉灵。利用组织分离法获得的菌株，通过致病性测定确定致病菌后，经形态学鉴定和基因序列分析确定致

病菌为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和腐皮镰刀菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）以及黑曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）；在３种杀菌剂中，
以浓度为２５０～５００ｍｇ／Ｌ的肟菌·戊唑醇的抑菌效果最好，但应结合田间施用效果才能确定是否能大面积推广使用。
本试验结果可为地黄根腐病的田间防治提供一定的理论依据。
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　　地黄（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬ．）为玄参科多年生
草本植物，产于河南省焦作地区的温县、武陟、孟

县、博爱、沁阳等地，以干燥块根入药，主要功效为

清热凉血，养阴生津，能够降血糖、保肝、止血、消炎

等，具有很高的临床使用价值和经济价值。但地黄

病虫害发生较为严重，尤其是根腐病，发病率较高，

严重影响其产量及质量，降低临床使用价值，影响

农民的经济收入［１］。因此，研究地黄根腐病的病原

菌，及探究适宜的杀菌剂对提高地黄的产量和品质

具有重要意义。

地黄根腐病在发病初期，靠近地面的根茎和叶

柄处会出现水浸状黄褐色腐烂斑，逐渐向上向内扩

展，导致叶片变黄，甚至萎蔫，湿度大时，病部会产

生白色棉絮状的菌丝体。后期离地面较远的根茎

也发生干腐的症状，导致吸收水分和养分的功能急

剧下降，严重时地黄整株腐烂，只剩下褐色的表皮

和木质部，导致产量大幅度下降［２］。目前，对地黄

根腐病的研究发现其致病菌为镰刀菌［３］、帕鲁迪根

红酵母［２］、立枯丝核菌和恶疫霉菌等［１］，病原菌较

多。由于造成地黄根腐病的病原菌不确定，难以对

症下药，造成防治效果差。同时，同一植物不同品

种由于对土壤微生物群落结构的塑造性不同，导致

不同地黄品种具有不同的土壤微生物群落结构和

组成，进而影响其抗病性。因此，本试验拟通过传

统的形态学鉴定和分子生物学鉴定，观测２个当家
地黄品种根腐病的病原菌种类及致病性，并采用３
种常用杀菌剂评价其抑菌效果，旨在为地黄根腐病

的防治提供技术支持，为地黄的规范化种植提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用地黄块根于２０１９年１１月采自河南

省焦作市温县地黄种植基地。分别采取北京三号

与京状元２个当家品种的根腐病病株的块根以及健
康地黄的块根。试验于２０１９年１２月至２０２０年６
月在河南中医药大学中药材种植技术中心实验室

内进行。

１．２　地黄根腐病病原菌的分离、纯化与鉴定
选择症状典型的、明显的２个地黄品种发病株，

分别切取地黄块根病健交界处组织，选择适合的表
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面灭菌方法，采用常规的组织分离法对病原菌进行

分离。即将发病块根用清水洗净，置于肥皂水中浸

泡３０ｍｉｎ，于清水中浸泡２ｈ。洗净块根的表面泥土
后，先用７５％乙醇浸泡３ｍｉｎ，再用０．１％氯化汞溶
液浸泡３ｍｉｎ［４］，最后用无菌水冲洗３遍，取最后一
次的无菌水用涂布器均匀涂抹于 ＰＤＡ培养基上。
在无菌操作台上用镊子夹取病健组织，用无菌刀切

成１．０ｃｍ×１．０ｃｍ×１．０ｃｍ的小块。每个 ＰＤＡ培
养基上均匀放置４块，每个品种重复５次。在 ＰＤＡ
培养基上于２８℃黑暗培养，每天记录其生长情况。
待其产生明显菌落后，用无菌牙签挑取病健组织块

附近的菌丝于ＰＤＡ培养基上２８℃黑暗培养。待分
离物产孢后，采用单孢分离法进行纯化，经多次反

复提纯，获得该菌的纯培养物。然后将无菌液体石

蜡油覆盖于菌丝生长良好的琼脂斜面真菌培养物

表面，厚度为１ｃｍ左右，置于４℃冰箱保存备用。
采用肉眼观察法，观察菌落凸起性状、菌落大

小、菌落高度、形态、颜色和质地方面的特征。依据

真菌鉴定手册，用光学显微镜观察菌丝形态，如菌

丝颜色、有无分枝和有无隔膜，并测量菌丝粗细，观

察从初生到后期菌丝颜色的变化及是否使培养基

变色，孢子大小以及孢子梗的大小、形态等方面，并

进行描述和鉴定［５－８］。

１．３　地黄根腐病病原菌致病性的测定及鉴定
选择北京三号和金状元健康、发病的植株的块

根，采用病原菌分离时的灭菌方法灭菌。然后于无

菌条件下将地黄块根（发病植株取病健交界处）纵

切成２块，分别做刻伤或不刻伤处理。然后把块根
分别放入铺有２层灭菌滤纸的培养皿中，每皿放１
块，重复３次。将在２８℃培养３ｄ的待测分离物菌
饼（５ｍｍ）倒置于已做好伤口处理和不做伤口处理
的地黄块根上。每个块根接种 １个菌饼，以接种
ＰＤＡ为对照，重复３次。将接种的块根于３８℃的
种子老化箱中培养，观察地黄块根的发病情况，然

后进行分离及形态学鉴定，并与第１次分离得到的
菌株进行形态学上的比较，得到致病菌菌株。

形态学鉴定：将分离得到并保存在石蜡油中的

菌株，挑取适量菌丝于 ＰＤＡ培养基上于２８℃恒温
培养箱黑暗培养。３ｄ之后，通过肉眼观察其形态
特征，通过光学显微镜观察其菌丝、孢子的形态特

征，与第１次分离得到的菌株进行对照。
分子生物学鉴定：首先，将通过致病性测定确

定的致病菌菌株在 ＰＤＡ培养基上经活化培养后取

新鲜菌丝，加入液氮充分研磨成粉末，提取 ＤＮＡ并
进行电泳检测；其次，用真菌的通用引物ＩＴＳ１（５′－Ｔ
ＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）对 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区段进行
ＰＣＲ扩增，电泳，测序。将获得的测序结果与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库的基因序列进行比对分析。最后利
用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方法进行聚类并构建系统发
育树［９］。

１．４　地黄根腐病致病菌的杀菌防治
本试验共选择３种常用的杀菌剂，即８０％代森

锰锌可湿性粉剂（利民化工股份有限公司）、７５％肟
菌·戊唑醇水分散粒剂（拜耳股份公司国内办事机

构）、３％甲霜· 霉灵水剂（天津市绿亨化工有限

公司）。先将３种杀菌剂配制成３个有效成分浓度
梯度的药液，再与溶化的培养基按药液 ∶培养基 ＝
１∶９（体积比）混合均匀，倒入灭菌的培养皿中，制
成带毒的培养基平面。然后用接种针将菌饼

（１ｃｍ）接种于培养基平面上，置于２８℃的生化培
养箱中恒温培养。于培养的第４天取出培养皿用十
字交叉法测菌落直径，求其平均值，再减去菌饼的

直径，即可测量出在不同浓度下的菌落直径。最后

根据测得的结果计算该杀菌剂对菌丝的生长相对

抑制率，评价供试药剂对目标菌生长的抑制活性。

以其生长速度快慢即生长速率法［１０］评价该药剂的

毒力大小。以无菌水为空白对照，每个处理重复

３次。
菌丝生长抑制率 ＝（对照菌落直径 －处理菌落

直径）／（对照菌落纯生长量－菌饼直径）×１００％。
１．５　数据统计分析

原始数据用 Ｅｘｃｅｌ２００７进行整理分析。用
ＳＰＳＳ１６．０对不同杀菌剂不同浓度下的抑菌率进行
两因素方差统计分析，对不同稀释浓度条件下的抑

菌率进行单因素方差分析。用ＭＥＧＡ６．０软件将获
得的株菌与获取的同源性序列最高的菌株构建系

统发育树。

２　结果与分析

２．１　地黄根腐病病原菌的分离及形态学鉴定
从北京三号地黄根腐病发病病株分离出５个菌

株，分别编号为ＢＰ１、ＢＰ２、ＢＰ３、ＢＰ４、ＢＰ５。金状元地
黄病株分离出５个菌株，分别编号为 ＪＰ１、ＪＰ２、ＪＰ３、
ＪＰ４、ＪＰ５。

ＢＰ１：菌落呈圆形，菌丝呈白色绒毛状，绒毛稍
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密，菌落背面呈棕色，边缘光滑全缘，无渗出物；菌

丝为有隔菌丝，大型分生孢子近镰刀形或纺锤形，

有１个隔膜或者没有隔膜，（５．０～１５．０）μｍ×
（４．０～５．０）μｍ，两端稍钝（图１－ａ）。

ＢＰ２：菌落呈圆形，菌丝呈白色绒毛状，绒毛较
稀，菌落背面呈棕色，中心有色素分泌，呈现红棕色，

边缘光滑全缘；菌丝为无隔菌丝，小型分生孢子肾形，

（６．０～７．０）μｍ×（１．５～３．０）μｍ，大型分生孢子近
镰刀形，没有隔膜，（５．０～１５．０）μｍ ×（４．０～
５．０）μｍ，顶端稍弯（图１－ｂ）。

ＢＰ３：菌落呈圆形，菌落呈白色绒毛状，菌丝稍
致密，菌落背面棕色，边缘光滑，无渗出物；菌丝为

无隔菌丝，小型分生孢子肾形，大型分生孢子镰刀

形，（５．０～１５．０）μｍ×（４．０～５．０）μｍ，有１～４个
隔膜（图１－ｃ）。　

ＢＰ４：菌落呈圆形，菌丝起初为白色绒毛状，后
变为中间淡绿色，周围白色，呈放射状，菌落背面呈

灰棕色；菌丝无隔，多分枝，孢子呈圆形，４．０μｍ×
５．０μｍ，顶生或者侧生（图１－ｄ）。

ＢＰ５：菌落呈圆形，菌丝呈灰白色絮状，特别疏
松，生长速度快，无渗出物；菌丝无隔，孢子呈卵圆

形，５．０μｍ×６．０μｍ，孢子囊顶生，类球形，孢子梗
粗（图１－ｅ）。
　　ＪＰ１：菌落呈不规则形，菌落最初呈白色绒毛状，
较稀疏，随后，中间颜色发生变化，呈浅蓝色绒毛

状，四周仍为白色绒毛状；菌丝为有隔菌丝，孢子呈

圆形，３．０μｍ×４．０μｍ，孢子顶生（图２－ａ）。
ＪＰ２：菌落呈圆形，菌落中心蓝色，四周白色，呈

较疏松的绒毛状，菌落背面呈灰色；菌丝为有隔菌

丝，孢子为圆形，４．０μｍ×５．０μｍ，附在菌丝上，菌
丝顶端膨大（图２－ｂ）。

ＪＰ３：菌落呈椭圆形，菌落呈白色绒毛状，较稀
疏，菌落背面灰色，无渗出物；菌丝为无隔菌丝，孢

子呈纺锤形或者镰刀状，（５．０～１５．０）μｍ×（４．０～
５．０）μｍ，有１～３个隔膜，中间略弯（图２－ｃ）。

ＪＰ４：菌落呈圆形，菌落呈白色绒毛状，较疏松，菌
落背面呈棕色，边缘光滑，无分泌物；菌丝为有隔菌

丝，大型分生孢子镰刀状，稍弯，（６．０～１５．０）μｍ×
（３．０～４．０）μｍ，多有１个隔膜（图２－ｄ）。

ＪＰ５：菌落呈圆形，菌落中心呈黑色绒毛状，周围
白色绒毛状，较疏松，菌落背面黑色；菌丝为有隔菌

丝，孢子呈圆球形，４．０μｍ×５．０μｍ，孢子附在菌丝
上，侧生（图２－ｅ）。

２．２　致病性测定
前期用地黄块根切片后进行接种试验，确定北

京三号的致病菌为 ＢＰ１、ＢＰ２、ＢＰ３。然后将这３种
致病菌分别接种至有伤和无伤的健康地黄块根中。

结果表明，３种致病菌均在伤口处生长，导致地黄表
面颜色变褐，干枯腐烂，无伤处发病程度低。接种

ＢＰ１、ＢＰ２至有伤和无伤的健康地黄中，仅４ｄ就表
现出上述现象，接种 ＢＰ３于５ｄ后才表现出上述现
象。接种ＰＤＡ培养基的无伤和有伤的地黄块根没
有任何变化。再次鉴定ＢＰ１、ＢＰ２、ＢＰ３为致病菌。

将地黄片接种试验中确定的金状元的致病菌

ＪＰ３、ＪＰ５接种至有伤和无伤的健康地黄块根中，２种
致病菌５ｄ后均在伤口处生长，导致地黄表面颜色
变褐，干枯腐烂，无伤处发病程度低。接种 ＰＤＡ培
养基的无伤和有伤的地黄块根没有任何变化，再次

鉴定ＪＰ３、ＪＰ５为致病菌。
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２．３　分离物鉴定
２．３．１　形态学鉴定　从发病的病健组织分离出致
病菌，经肉眼观察其形态以及光学显微镜观察其菌

丝。孢子形态分别与北京三号的致病菌 ＢＰ１、ＢＰ２、
ＢＰ３，金状元的致病菌ＪＰ３、ＪＰ５一致，再次证明ＢＰ１、
ＢＰ２、ＢＰ３、ＪＰ３、ＪＰ５是导致地黄根腐病的致病菌。
２．３．２　分子生物学鉴定　对致病菌 ＢＰ１、ＢＰ２、
ＢＰ３、ＪＰ３、ＪＰ５的测序结果表明，致病菌 ＢＰ１、ＢＰ２、
ＢＰ３、ＪＰ３、ＪＰ５５个菌株的序列长度分别为５１６、５１５、
５４０、５４１、５７５ｂｐ（图３）。将５个目的基因序列分别
输入ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ系统中，会得到与目的基因相
似的序列，搜索下载同源性最高的序列，并与相似

序列进行多重序列比较，再利用 ＭＥＧＡ６．０软件构
建系统发育树。由系统发育树的结果可知，ＢＰ１与
尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）（ＪＮ６２４９０６．１等）
聚在一起，且同源性达到９８％；ＢＰ２与尖孢镰刀菌

（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）（ＭＴ１５４２４８．１）聚在一起，同源性达
到 ９９％；ＢＰ３、ＪＰ３与腐皮镰刀菌 （Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）
（ＭＴ５６０３７８．１、ＭＧ５４３７４０．１）聚在一起，同源性为
９７％；ＪＰ５与黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）（ＭＴ７２９９２０．１）
聚在一起，同源性为９９％（图４）。

２．４　杀菌剂防治
２．４．１　抑菌效果的测定　由表１可知，３种杀菌剂
均对致病菌菌株ＢＰ１、ＢＰ２的生长有抑制作用，且整
体的趋势为随着杀菌剂稀释倍数变大（即有效浓度

变小），对优势菌ＢＰ１、ＢＰ２的抑制作用越弱，抑菌率
越低。其中，肟菌·戊唑醇在浓度为 ２５０、３３０、
５００ｍｇ／Ｌ时，杀菌率均达到１００．０％，说明肟菌·戊
唑醇的稀释倍数十分适宜，且肟菌·戊唑醇的浓度最

低，微量高效，防治效果最好。３种杀菌剂的抑菌率
表现为２５０～５００ｍｇ／Ｌ肟菌·戊唑醇 ＞２０００ｍｇ／Ｌ
代森锰锌＞３３３３ｍｇ／Ｌ甲霜· 霉灵。

３　结论与讨论

本次试验利用组织分离法分离出的５个致病菌
经初步鉴定后，致病菌 ＪＰ３与之前从重庆市石柱县
患根腐病的黄连分离与鉴定出来的腐皮镰刀菌（Ｆ．
ｓｏｌａｎｉ）一致。致病菌 ＢＰ１、ＢＰ２与之前从患根腐病
的胡萝卜分离鉴定出来的尖孢镰刀菌 （Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍ）［６］ 一 致，因 此 可 以 说 明 镰 刀 属
（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）真菌是地黄根腐病的主要致病菌。在
他人的研究中，层出镰刀菌（Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）［３］和帕
鲁迪根红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｐａｌｕｄｉｇｅｎａ）［２］被确定为
引起地黄根腐病的病原菌，但本试验并未分离出该

菌，可能与分离条件或样本来源有关。本次试验中

得到的致病菌株黑曲霉菌（Ａ．ｎｉｇｅｒ），属于半知菌
门曲霉属丝状真菌，据报道该菌会引起软而多汁的
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表１　３种杀菌剂在不同浓度下４ｄ后对ＢＰ１和ＢＰ２的抑菌效果

杀菌剂
浓度

（ｍｇ／Ｌ）

４ｄ后菌落
平均直径（ｃｍ）

４ｄ后菌丝生长
抑制率（％）

ＢＰ１ ＢＰ２ ＢＰ１ ＢＰ２

代森锰锌 ２０００ ４．５ ４．２ ４６．２ ５０．５

１３３３ ５．５ ５．２ ３０．３ ３４．４

１０００ ５．５ ５．２ ３１．３ ３３．９

肟菌·戊唑醇 ５００ １．０ １．０ １００．０ １００．０

３３０ １．０ １．０ １００．０ １００．０

２５０ １．０ １．０ １００．０ １００．０

甲霜· 霉灵 ３３３３ ６．５ ６．０ １５．４ １４．２

１６６７ ６．７ ６．１ １１．８ １５．１

１１１１ ６．９ ６．２ ９．７ ５．３

无菌水 ０ ７．５ ７．４

果实发生软腐或造成丝兰发生茎腐［１０］。根据致病

性试验和分子鉴定，本试验结果在一定程度上说明

该黑曲霉菌有可能是引起地黄根腐病的病原菌之

一。因此，本试验结果表明，引起地黄根腐病的病

原菌主要为尖孢镰刀菌、腐皮镰刀菌和黑曲霉菌，

具有多来源性。

在致病性试验中，分离出来的４株镰刀菌和１
株黑曲霉菌的室内致病性测定结果表明，这５株致
病菌的发病病状均表现为组织表面腐烂，皱缩，木

质部变黑，并且随着温度的升高，水分的增多，腐烂

程度加剧。该结果表明高温高湿是地黄根腐病发

病的重要环境因素。因此在地黄栽培过程中要及

时灌溉排水，避免高温高湿。

本试验选择的杀菌剂是治疗根腐病常用的杀

菌剂，浓度均在推荐的浓度范围内。研究结果表

明，７５％肟菌·戊唑醇为防治地黄根腐病的最有效
杀菌剂，低毒且高效，可在大田进一步试验确定过

后推广使用。不同浓度下的代森锰锌以及甲霜·

霉灵也具有抑菌效果，但是抑菌率偏低。可能是

稀释的浓度偏小，或者优势菌ＢＰ１尖孢镰刀菌、ＢＰ２
尖孢镰刀菌对代森锰锌以及甲霜· 霉灵不敏感。

因此，关于地黄根腐病的防治还需要选择更多种

类、具有不同作用机制的杀菌剂来进行防治试验，

才能筛选出针对不同致病菌株的有效杀菌剂。
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