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　　摘要：植物根际微生物群落在植物生长发育及病害发生防治方面具有重要作用。由尖孢镰刀菌草莓专化型
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ）引起的枯萎病是草莓生产中的典型土传病害，危害极大。旨在揭示草莓植株根
际枯萎病真菌群落结构与枯萎病发生之间的关系，从微生物生态学角度对草莓枯萎病的生态防控提供理论依据。以

南京地区草莓枯萎病病株和健株根际基质为研究对象，用高通量测序技术检测草莓根际基质的真菌组成。结果表明，

草莓枯萎病病株与健株根际基质相比，真菌群落组成发生了显著改变；病株根际基质真菌多样性指数较健株高；病株

根际基质中优势属是刺孢菌属，优势种是蚜虫莫氏黑粉菌；健株根际基质中优势属是 Ｐｓｅｕｄｏｔｈｉｅｌａｖｉａ（暂无统一中文
名），优势种是Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｔａｂａｃｉｎｕｓ（暂无统一中文名）；病株根际基质尖孢镰刀菌相对丰度明显高于健株根际基质，
提高了１４．８３倍，表明枯萎病的发生与尖孢镰刀菌含量的大幅度增加密切相关。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａａｎａｎａｓｓａ）素有“水果皇后”之
称，其产量在世界小浆果中居首位。近１０年来，我
国草莓产业发展迅速，已经成为世界草莓生产第一

大国，是国内农业增效、农民增收的重要途径之一。

但是随着草莓种植面积扩大、栽培年限增加，枯萎

病已经逐渐成为草莓生产上的重要病害，其病原菌

为尖孢镰刀菌草莓专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．
ｓｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ）［１］。在我国上海、台湾、北京、江苏、湖
北等地均有关于草莓枯萎病发生的报道［２－６］。

目前，草莓枯萎病尚无有效防治药物［７－８］，从土

壤微生态平衡的角度进行防控应是未来的发展方

向［９－１０］。现有研究表明，土传病害的发生与植物根

际微生物区系的改变存在一定相关性［１１－１２］。赵卫

松等研究发现，马铃薯黄萎病病株根际土壤中的真

菌多样性指数低于健康植株，且轮枝菌属菌群的相

对丰度显著提高［１３］；余妙等研究发现，西洋参根腐

病的发生可能与根际真菌多样性指数的显著降低

和群落结构失衡相关［１４］。近年来，随着测序技术的

迅速发展，高通量测序技术能够从微生物群落水平

分析土传病害发生的可能主导因子，该方法既可克

服培养基类型和培养环境对结果的影响，也可检测

到无法离体培养的真菌类群，可以更好地揭示病株

与健株根际生长介质中真菌的组成及差异［１５］，从而

为草莓枯萎病的防治提供更好的思路和解决方法。

在生产上，为了减少土传病害的发生，采用无

土基质进行草莓育苗及栽培的研究越来越多，但是

关于无土基质真菌群落结构与草莓枯萎病发生之

间关系的研究尚未见报道。因此，本研究以草莓健

株和枯萎病病株根际基质为对象，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ高通量测序技术研究草莓根际基质真菌群落
结构的变化，以期揭示枯萎病发生与真菌群落之间

的互作关系，为草莓枯萎病的防治奠定基础，并为

筛选对草莓枯萎病有拮抗作用的有益微生物提供

新的思路。

１　材料与方法

１．１　试验时间与地点
本试验于 ２０２０年 １０—１２月在江苏省南京市

完成。

１．２　试验材料
供试草莓品种为红颊，草莓样品采集于江苏丘

陵地区南京农业科学研究所基地，位于江苏省南京
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市江宁区铜山镇。试验分为２组：发病穴盘育苗基
质（ＳＡ）组、未发病穴盘育苗基质（ＳＢ）组。每组取３
个取样点，每个取样点选择５株草莓的根际基质混
合而成。在草莓枯萎病发病期，选择健康植株、病

株作为研究对象。先将草莓植株的整个根系完整

挖出，轻敲根系，将与根系结合较松的土壤弃去，再

将与根系紧密结合的土壤用毛刷清理收集。将收

集的样品过２ｍｍ筛后，装入无菌自封袋内，保存于
－８０℃冰箱内，用于真菌群落的高通量测序［１６］。

１．３　ＤＮＡ提取、真菌 ＩＴＳ１区扩增、Ｉｌｌｕｍｉｎａ文库制
备和高通量测序

由北京诺禾致源科技股份有限公司完成样品

的ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增与产物纯化、Ｉｌｌｕｍｉｎａ文库
的制备和高通量测序工作。使用的引物为 ＩＴＳ５Ｆ
（５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）、ＩＴＳ２Ｒ
（５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－３′），采用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ平台进行双末端测序。
１．４　原始数据处理、可操作分类单位划分及多样性
分析

利用ＱＩＩＭＥ１．８．０软件对测序数据进行识别、

拼接，并去除低质量、非特异扩增序列及嵌合体，得

到用于后续分析的有效数据，即 ＥｆｆｅｃｔｉｖｅＴａｇｓ。以
９７％的相似性将所有样品的ＥｆｆｅｃｔｉｖｅＴａｇｓ进行可操
作性分类单位（ＯＴＵ）聚类分析，并筛选出ＯＴＵ的代
表性序列；基于Ｕｎｉｔｅ数据库，对ＯＴＵ代表序列进行
物种注释分析，获得每个 ＯＴＵ分类信息，统计样品
的物种构成，并在各分类水平（门、纲、目、科、属、

种）上统计物种在每个样品与分组中的相对丰度。

通过α多样性分析、β多样性分析挖掘样品内和组
间的真菌组成多样性差异［１７－１８］。α多样性分析用
于分析样品内真菌群落多样性，β多样性分析用于
分析样品间真菌群落构成的差异。

２　结果与分析

２．１　草莓根际基质真菌多样性分析
从草莓病株基质和健株基质中获得的平均有

效序列数量分别为６５０２２、６６４１７条。由表１可以
看出，与健株相比，病株根际基质的真菌多样性指

数升高，除辛普森指数外，其他参数均表现出显著

差异。

表１　草莓根际基质真菌多样性指数

处理 香农指数 辛普森指数 ＣｈａｏＩ指数 Ａｃｅ指数

病株基质（ＳＡ） ５．６７５０±０．３６０３ａ ０．９２５７±０．０４９２ａ ６１３．９０１３±４４．８９１２ａ ６２３．９８７７±４６．９４２０ａ

健株基质（ＳＢ） ４．８５６０±０．３２２２ｂ ０．９１２３±０．０２７４ａ ４９６．２６４０±４８．１２３４ｂ ５００．５８８３±４８．２１８９ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　草莓根际基质真菌群落的特异性分析
在ＯＴＵ水平上的特异性分析发现，草莓枯萎病

病株和健株根际基质共有的真菌 ＯＴＵ数量为４１５
个，各自特有的ＯＴＵ数量分别为６７６、２６８个（图１）。

２．３　草莓根际基质真菌在门、属、种水平的结构
变化

将相对丰度 ＜１％、未能鉴定、未培养及未能注
释到相应分类等级的菌群归为其他。门水平上的

真菌群落组成分析结果表明，草莓枯萎病病株及健

株根际基质中相对丰度最高的门均为子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ），其次为担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），其
平均相对丰度分别为４３．１８％ ～７７．４６％、１５．１７％ ～
３７．３２％。与健株根际基质相比，枯萎病病株根际基
质中担子菌门、被孢霉门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）、罗兹
菌门（Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）、Ａｐｈｅｌｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ（暂无统一中
文名）、芽枝霉门（Ｂｌａｓｔｏｃｌａｄｉｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度提
高，分别是健株中的 ２．４６、６．９１、１．０４、３．２６、５０９
倍；其他门真菌的相对丰度下降，枯萎病病株根际

基质中子囊菌门、壶霉门（Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、毛霉门
（Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ）、球囊菌门（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ）、捕虫霉
门（Ｚｏｏｐａｇｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度分别为健株根际基
质中的 ５５．７５％、３５．８９％、２１．０４％、２６．６５％、
２０９２％（图２）。
　　属水平上的真菌群落组成研究结果表明，病株
和健株根际基质中相对丰度最高的属分别是刺孢

菌属（Ｓｕｂｕｌｉｃｙｓｔｉｄｉｕｍ）和Ｐｓｅｕｄｏｔｈｉｅｌａｖｉａ（暂无统一
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中文名）。与健株根际基质相比，草莓枯萎病病株

根际基质相对丰度较高的 １２个属中，除毛壳菌属
（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）、曲霉属 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、丝衣霉属
（Ｂｙｓｓｏｃｈｌａｍｙｓ）、红菇属（Ｒｕｓｓｕｌａ）和 Ｐｓｅｕｄｏｔｈｉｅｌａｖｉａ
的相对丰度降低外，其他属的相对丰度均表现为升

高的趋势，其中镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）的相对丰度在
病株根际基质中较健株根际基质中提高了１０．８７倍
（图３）。
　　种水平上的真菌群落组成研究结果表明，病株
根际基质中相对丰度最高的３个种依次是蚜虫莫氏
黑粉菌（Ｍｏｅｓｚｉｏｍｙｃｅｓａｐｈｉｄｉｓ）、Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｔａｂａｃｉｎｕｓ

（暂无统一中文名）和绿豆黏帚霉（Ｓｃｏｐｕｌａｒｉｏｐｓｉｓ
ｆｌａｖａ），健株根际基质中相对丰度最高的３个种依次
是Ｐ．ｔａｂａｃｉｎｕｓ、瘤棒囊菌（Ｃｏｒｙｎａｓｃｕｓｖｅｒｒｕｃｏｓｕｓ）和
土曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｅｒｒｅｕｓ）。与健株根际基质相比，
草莓枯萎病病株根际基质中相对丰度较高的１２个
种中，仅 ５个种的相对丰度降低，分别为 Ｐ．
ｔａｂａｃｉｎｕｓ、 黑 曲 霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ）、
Ｐｈａｅｏａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｋｒａｊｄｅｎｉｉ（暂无统一中文名）、瘤棒
囊菌和土曲霉，其他真菌的相对丰度均升高，其中

尖孢镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）的相对丰度在病株基质
中提高了１４．８３倍（图４）。

　　采用独立样本ｔ检验进一步对草莓根际基质真
菌种水平的物种差异进行分析。结果表明，在２种
基质中，有２６个菌群在２种基质中的分布存在显著
差异（Ｐ＜０．０５）。由图５可以看出，在平均相对丰
度较 高 的 １０个 菌 群 中，尖 孢 镰 刀 菌 （Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、 枝 状 枝 孢 菌 （Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）和旋柄腐霉（Ｐｈｙｔｏｐｙｔｈｉｕｍｈｅｌｉｃｏｉｄｅｓ）
等在病株中的含量较高，黑曲霉（Ａ．ｎｉｇｅｒ）、土曲
霉、Ｐ．ｋｒａｊｄｅｎｉｉ（暂无统一中文名）和烟曲霉（Ａ．
ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）等在健株中的含量较高。

３　讨论与结论

土壤微生物群落不仅是植物根系的重要组成

部分，而且在植物生长发育及病害防治方面具有重

要作用［１９］。目前已有大量研究探讨了土传病害发

病植株根际土壤微生物群落结构的变化。涂祖新

等对赣南脐橙黄龙病病株和健康土壤进行分析发

现，病株根际土壤中真菌多样性高于健株根际土

壤［２０］。赵卫松等对马铃薯健株与黄萎病病株根际

土壤真菌群落结构的研究发现，病株的根际土壤真
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菌多样性较健株降低，群落结构也发生了改变，其

中黄萎病致病菌轮枝菌属（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）菌群的
相对丰度显著提高［１３］。刘海洋等对棉花黄萎病不

同发病程度植株根际土壤真菌群落的研究发现，发

病程度较重的棉田，植株根际土壤中真菌多样性低

于健康及发病程度较轻的棉田［２１］。也有研究发现，

病株与健株根际土壤中真菌数量及组成没有发生

显著变化。综合分析可知，植物病害发生与根际土

壤微生物群落结构关系非常复杂，大部分研究认为

病害的发生改变了土壤的微生物群落组成，尤其是

病株根际土壤中病原菌的数量或相对丰度会增加。

本研究利用高通量测序技术对草莓枯萎病病

株、健康植株根际的基质进行了比较分析，发现２种
基质中真菌多样性存在显著差异。健株根际中优

势属是Ｐｓｅｕｄｏｔｈｉｅｌａｖｉａ（暂无统一中文名），优势物种
是Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｔａｂａｃｉｎｕｓ（暂无统一中文名）；病株根
际中优势属是刺孢菌属，优势种是蚜虫莫氏黑粉

菌。尖孢镰刀菌是引起草莓枯萎病的病原菌，本研

究发现，枯萎病病株根际基质中尖孢镰刀菌的相对

丰度明显高于健株根际基质，相对丰度是健株根际

基质的１５．８３倍，表明草莓枯萎病的发生与尖孢镰
刀菌含量的大幅度增加密切相关。此外，在健株根

际基质中多种曲霉属真菌的相对丰度高于病株根

际基质，包括黑曲霉、土曲霉、烟曲霉，差异均达显

著水平（Ｐ＜０．０５），或许可以通过针对性地筛选曲
霉属菌群作为候选拮抗菌来抑制草莓枯萎病。
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甜菜夜蛾 ＳｅＫｒ－ｈ１基因分子表达特性及其
对保幼激素类似物的响应

赵　静１，谭永安１，房　菊２，朱友雯２，姜义平１，肖留斌１

（１．江苏省农业科学院植物保护研究所／江苏省食品质量安全重点实验室－省部共建国家重点实验室培育基地，江苏南京 ２１００１４；

２．南京大学金陵学院，江苏南京２１００８９）

　　摘要：Ｋｒüｐｐｅｌｈｏｍｏｌｏｇ１（Ｋｒ－ｈ１）是保幼激素（ＪＨ）的早期响应基因，在 ＪＨ抑制幼虫或若虫变态及促进成虫生殖
中发挥关键作用。利用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆甜菜夜蛾ＳｅＫｒ－ｈ１α基因，并进行了生物信息学分析，序列分析结果显示，
ＳｅＫｒ－ｈ１α开放阅读框长度１０６８ｂｐ，编码３５５个氨基酸。与美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）上已有的甜菜夜蛾
Ｋｒ－ｈ１β序列相比，ＳｅＫｒ－ｈ１αＮ端缺少１２个氨基酸。通过荧光定量ｑＰＣＲ研究甜菜夜蛾不同发育时期ＳｅＫｒ－ｈ１α／β
的表达水平，结果显示，ＳｅＫｒ－ｈ１α／β表达趋势一致，ＳｅＫｒ－ｈ１α为主要表达的转录产物。ＳｅＫｒ－ｈ１α／β在幼虫末期、预
蛹和成虫期高表达，１～４龄幼虫和蛹期维持低表达。在幼虫和蛹末期施用ＪＨ类似物Ｍｅｔｈｏｐｒｅｎｅ，ｑＰＣＲ检测ＳｅＫｒ－ｈ１
对ＪＨ的诱导响应表达，结果显示Ｍｅｔｈｏｐｒｅｎｅ处理５龄幼虫２、６、２４ｈ都可诱导ＳｅＫｒ－ｈ１表达，并且在处理６ｈ时的诱
导效果最为明显，为对照的８．７６倍；Ｍｅｔｈｏｐｒｅｎｅ处理化蛹末期的雌蛹，试验组羽化１２ｈ雌虫 ＳｅＫｒ－ｈ１表达量为对照
组的３．３４倍。本研究克隆得到ＳｅＫｒ－ｈ１α完整编码序列，并明确ＳｅＫｒ－ｈ１的表达特性及其对ＪＨ类似物存在诱导响
应，为进一步深入研究甜菜夜蛾ＳｅＫｒ－ｈ１基因功能以及开发防控新策略奠定了良好基础。
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　　甜菜夜蛾［Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｅｘｉｇｕａ（Ｈǜｂｎｅｒ）］是一种
世界性分布、间歇性发生的杂食性害虫，危害棉花、

蔬菜等多种作物［１－２］。近年来，随着转基因棉种植

面积扩大，棉田生物群落结构与功能发生了相应的

变化。原本为次要害虫的甜菜夜蛾在棉花上的发

生日益严重，逐渐成为危害棉花生产的主要鳞翅目

害虫［３－４］。同时，甜菜夜蛾已对氯虫苯甲酰胺、茚虫

威等多种杀虫剂产生较高的抗药性，亟需开拓新的

防控靶标［５］。甜菜夜蛾一生经历卵—幼虫—蛹—

成虫的变化过程，开展影响甜菜夜蛾变态发育关键

基因的研究，对于发展甜菜夜蛾新的防控手段具有

重要意义。

保幼激素（ｊｕｖｅｎｉｌｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＪＨ）和蜕皮激素
（ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｉｄｓ，２０Ｅ）是参与调控昆虫蜕皮和变态发

—４１１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２４期


