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　　摘要：绣球叶片对植物病原体的入侵非常敏感，极易发生病害，尤其是叶斑病，其发生会引起叶片呈现大小不一的
病斑，严重时会导致叶片病死、脱落，甚至整株死亡，严重影响绣球的生长及开花质量。为明确引起绣球叶斑病的病原

菌种类，在对绣球叶斑病田间发病症状进行观察的基础上，采用组织分离培养法从绣球Ｂａｉｌｅｒ的病叶上获得５种病原
真菌分离物；通过致病力检测试验，从５种病原真菌分离物中筛选到强致病力菌株 Ｈ－３－１；采用形态学观察结合
ｒＤＮＡ－ＩＴＳ基因序列系统发育分析法对病原菌Ｈ－３－１进行鉴定，表明其为棒孢属多主棒孢菌；进一步通过菌落生
长法测定Ｈ－３－１的生物学特性，发现病原菌Ｈ－３－１菌丝生长的最适温度为２８℃，最适ｐＨ值为８，最适碳源为乳
糖，最适氮源为蛋白胨。结果为绣球棒孢叶斑病的病原学研究提供依据，也可为该病害的科学防治提供参考。
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　　绣球品种繁多、株型优美、花期较长，极具应用
价值和经济价值，不仅能用于园林绿化和家庭美

化，还可作为盆花、鲜切花、插花、干花及药用植物，

被誉为世界三大花园植物之一，在花卉产业中占有

重要地位［１－２］。但关于绣球的研究主要集中于栽培

技术、杂交育种和分子生物学特性等方面，较少涉

及病害［３－５］。事实上，绣球叶片对植物病原体的侵

染非常敏感，极易发生各种病害，尤其是叶斑病［６］。

绣球叶斑病发生时，叶片呈现圆形或近圆形的叶

斑，严重时会出现叶片病死、脱落，甚至整株死亡的

现象，很大程度上影响绣球的生长及开花质量［１，７］。

叶斑病是一类世界范围内常见的植物真菌病

害［８］，主要由真菌门 （Ｅｕｍｙｃｏｔａ）半知菌亚门
（Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ）丝孢纲（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ）丝孢目
（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）暗色孢科（Ｄｅｍａｔｉａｃｅａｅ）棒孢属
（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ）致病真菌引起［９］。叶斑病于１９０６年

在欧洲种植的黄瓜上被首次发现并报道［１０］，１９３６
年在非洲发现它能够引起橡胶落叶［１１］。此后，该病

害在包括我国在内的 ７０多个国家中均有发生，给
３００多个属的５００多种植物带来了危害［１２－１３］。虽

然叶斑病在绣球属植物上发现的相对较晚，但在我国

多地均有发生，尤其在长江中下游地区夏季高温高湿

的环境下极易暴发，成为危害最严重的病害，极大地

降低了绣球产品的观赏价值和经济价值［６，１４］。

迄今为止，与黄瓜［１５－１７］等蔬菜植物相比，观赏

植物上有关叶斑病病原鉴定及病原生物学特性的

研究均较少，关于绣球叶斑病的研究更少且不够深

入系统，多集中在病害调查及自然条件下绣球品种

的叶斑病抗性比较等方面［１］。因此，本研究通过对

江苏省南京地区绣球叶斑病的病原菌进行分离、鉴

定，以及对病原菌 ｒＤＮＡ的 ＩＴＳ区序列进行分析，从
而明确了南京地区绣球叶斑病的病原菌为棒孢菌，

并进一步研究了该病原菌菌丝生长的相关生物学

特性，旨在为绣球棒孢叶斑病的病原学研究提供依

据，也为该病害的科学防治提供参考。

１　材料与方法

１．１　绣球叶斑病症状观察与病样采集
２０２０年９月于江苏省农业科学院绣球种质资

源圃中进行绣球叶斑病的症状观察、记录和拍照，

重点观察病害部位、病斑大小、形状和颜色，并采集
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具有叶斑病典型特征的病叶样品，供下一步进行病

原菌的分离使用。

１．２　病原菌分离、纯化与保存
用自来水冲洗采集的叶片，在超净工作台上剪

取病健交界处的小块组织（约２ｍｍ×２ｍｍ），浸入
７０％乙醇中消毒１０ｓ，再转入１５％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）
中消毒１５ｍｉｎ，随后在无菌水中冲洗，并重复此消毒
过程２次。将叶片置于灭过菌的滤纸上，吸干水分，
接种于马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基上。将接
种后的培养基置于 ２５℃恒温培养箱中倒置培养
２～３ｄ，当培养基上植物材料周围出现小菌落时，在
菌落边缘切取小圆饼（直径约５ｍｍ），接种于新的
ＰＤＡ培养基上，进一步挑单孢培养直至纯化。纯化
后，将菌株再次接种到新的ＰＤＡ平板培养基上备用。
保存时，沿菌落边缘切取直径约为５ｍｍ的菌饼３个，
置入装有３０％甘油（５００μＬ）和马铃薯葡萄糖液体
（ＰＤＢ）培养基（５００μＬ）的２ｍＬ离心管中［１８］。

１．３　病原菌致病力检测
采 集 绣 球 Ｂａｉｌｅｒ（Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ

‘Ｂａｉｌｅｒ’，商品名为 ＥｎｄｌｅｓｓＳｕｍｍｅｒ，中文译为无尽
夏）相同叶位（从上往下数第３叶位）、大小相似、新
鲜健康的叶片，置于自来水下流水冲洗３０ｍｉｎ进行
表面消毒。然后将叶片置入铺有２层湿润滤纸（无
菌水润湿）的培养皿中，再在叶面的相同位置接种

直径 ５ｍｍ的菌饼，每个菌株５次重复。取相同大
小的ＰＤＡ培养基圆饼置于健康叶片相同部位作为
对照。将接种后的培养皿放入２５℃培养箱中先进
行暗培养，４８ｈ后置于温度周期为２５℃／１８℃、光
周期为１６ｈ／８ｈ的条件下培养。在接种后０、５、１０、
１５ｄ分别观察并记录叶片的发病情况，根据叶片的发
病程度和病斑直径筛选出致病力最强的菌株［１８］。

１．４　病原菌形态观察与分子鉴定
观察强致病力菌株在 ＰＤＡ培养基上的菌落形

态，并在显微镜下观察孢子形态和子实体的有无、

大小等。将筛选出的强致病力菌株接种于 ＰＤＡ培
养基上，于２５℃恒温培养箱培养７ｄ；在无菌操作台
上用灭过菌的牙签刮取少量表面菌丝，采用真菌

ＤＮＡ提取试剂盒（广州欧米伽生物科技公司）提取
其基因组 ＤＮＡ。将提取后的 ＤＮＡ用引物 ＩＴＳ１Ｆ／
ＩＴＳ４进行ＰＣＲ扩增，产物通过２％琼脂糖凝胶电泳
检测，切胶、纯化后进行测序。采用 ＮＣＢＩ－Ｂｌａｓｔ进
行序列比对，并用 Ｍｅｇａ５．０５软件构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ系统进化树［１９］。

１．５　病原菌生物学特性研究
１．５．１　碳源对病原菌菌丝生长的影响　以 Ｃｚａｐｅｋ
培养基为基础，将其中的蔗糖分别等量替换成葡萄

糖、果糖、淀粉和乳糖等不同碳源；取直径约 ５ｍｍ
的菌饼置于不同碳源的培养基上，２５℃恒温培养
７ｄ后，用十字交叉法［２０］测定菌落直径，每个处理重

复３次。
１．５．２　氮源对病原菌菌丝生长的影响　以 Ｃｚａｐｅｋ
培养基为基础，将其中的硝酸钠分别等量替换成蛋

白胨、酵母浸粉、磷酸氢二胺和甘氨酸等不同氮源；

取直径约为 ５ｍｍ的菌饼置于不同氮源的培养基
上，２５℃恒温培养７ｄ后，用十字交叉法测定菌落直
径，每个处理重复３次。
１．５．３　温度对病原菌菌丝生长的影响　取直径约
为５ｍｍ的菌饼置于 ＰＤＡ培养基上，分别置于２５、
２８、３７、４２℃条件下恒温培养，７ｄ后用十字交叉法
测定菌落直径，每个处理重复３次。
１．５．４　ｐＨ值对病原菌菌丝生长的影响　用
０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液和０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调
节ｐＨ值分别为５、６、７、８、９、１０的ＰＤＡ培养基，取直
径约５ｍｍ的菌饼置于各培养基上，２５℃恒温培养，
７ｄ后用十字交叉法测定菌落直径，每个处理重复
３次。
１．６　数据统计与分析

采用Ｅｘｃｅｌ２００７对试验所得数据进行统计与整
理，并采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行单因素方差分析和
差异显著分析（ＳＳＲ法，Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　绣球叶斑病症状
绣球叶斑病主要危害绣球的叶片，在绣球的全

生育期均可发病，且老叶发病更为严重。发病叶片

初始时呈褪绿色小点；中期时逐渐形成直径一般为

２～３ｍｍ的圆形或近圆形病斑，病斑边缘呈灰紫
色；发病后期，病斑连成一片，叶片变黄、脱落，甚至

整株枯死（图１）。
２．２　绣球叶斑病主要病原菌

将绣球Ｂａｉｌｅｒ叶斑病发病叶片组织中分离到的
菌株进行科赫法则验证，得到５种绣球叶斑病的病
原菌：Ｈ－３－１、Ｈ－４、Ｈ－６－１、Ｈ－７、Ｈ－８－１。将
这些菌株接种到 ＰＤＡ平板培养基上，由图２可知，
各菌落突起絮状，由大量孢子生成而呈粉质。

其中，Ｈ－３－１和Ｈ－４菌落正面颜色呈灰色，Ｈ－
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６－１、Ｈ－７、Ｈ－８－１菌落正面颜色呈白色。
２．３　强致病力菌株的筛选

由图３可知，分别用菌株 Ｈ－３－１、Ｈ－４、
Ｈ－６－１、Ｈ－７、Ｈ－８－１侵染绣球 Ｂａｉｌｅｒ健康离体
叶片１０ｄ时，病斑直径开始呈现明显差异；侵染
１５ｄ时，菌株Ｈ－３－１侵染离体叶片的病斑平均直
径最大，为４．６０ｃｍ，而其他４个菌株的叶片病斑平
均直径分别只有 ２．７５、３．０７、１．２３、１．３８ｃｍ，故
Ｈ－３－１的致病力最强。
２．４　强致病力菌株Ｈ－３－１的形态特征

绣球叶斑病强致病力菌株 Ｈ－３－１的菌落在

ＰＤＡ平板培养基正面呈灰褐色，突起絮状，由大量
孢子生成而呈粉质（图４－ａ）；菌落背面呈浅黄至黄
褐色（图１－ｂ）。在显微镜下观察，可见菌丝致密、
有分枝（图４－ｃ）；分生孢子形态呈圆柱形或倒棍棒
形，半透明至浅褐色，具有假隔膜（图４－ｄ）。故从
形态学特征的角度，绣球叶斑病强致病力菌株

Ｈ－３－１符合棒孢属（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｓｐｐ．）菌株特征。
　　菌株Ｈ－３－１的ＩＴＳ基因测序结果与 ＮＣＢＩ核
酸序列比对后结果表明，该菌株与多主棒孢菌

（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓｓｉｉｃｏｌａ）（ＫＦ９２８２８６．１）菌株的相似
性为１００％，且在系统发育树上聚为一支（图５）。结
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合菌株形态特征，确定该菌株为多主棒孢菌（Ｃ．
ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ），命名为Ｈ－３－１。
２．５　强致病力菌株Ｈ－３－１的生物学特性

绣球叶斑病强致病力菌株 Ｈ－３－１在不同碳
源、氮源、温度和ｐＨ值条件下的菌丝生长情况如图
６所示。Ｈ－３－１在不同碳源条件下的菌丝生长速
度依次表现为乳糖 ＞果糖 ＞葡萄糖 ＞蔗糖＞淀
粉，但在前４种碳源中菌丝的生长速度无显著差异，
只有淀粉中菌丝生长速度显著低于果糖和乳糖处

理处理；Ｈ－３－１在不同氮源条件下的生长速度表

现为蛋白胨 ＞磷酸氢二铵 ＞硝酸钠 ＞甘氨酸 ＞酵
母浸粉，但５种处理间差异并不显著；Ｈ－３－１在不
同温度条件下的生长速度依次表现为２８℃＞２５℃＞
３７℃＞４２℃，其中２８℃培养下的生长速度显著快
于其他温度，故２８℃是最适生长温度；Ｈ－３－１的
最快生长ｐＨ值为８，在该 ｐＨ值下的生长速度显著
快于ｐＨ值为５的生长条件，但与其他处理间无显
著差异。

３　结论与讨论

关于植物病原真菌的鉴定，传统形态学方法常

通过菌株和孢子形态特征的观察进行［２１］。由于寄

主、培养条件等因素的变化，病原真菌的形态特征

也会发生一定程度的改变，这给传统形态学鉴定方

法带来了一定困难［２２］。然而，病原真菌ｒＤＮＡ的
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ＩＴＳ区段序列既具保守性，又在科、属、种水平上具
有特异性［２３］。因此，随着生物技术的不断发展，通

过ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析技术进行植物病原真菌的
诊断、检测及系统进化分析，使得病原真菌的分类

与鉴定更加准确［２４］。如崔晓霞等在对甜叶菊叶斑

病病原菌分离、鉴定的研究中，采用了形态学观察

和系统进化分析相结合的方法，确定了甜叶菊叶斑

病的致病菌株为炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｓｐｐ．）和链格
孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）［２５］；钟文文等通过形态学特
征观察和ｒＤＮＡ－ＩＴＳ基因序列系统发育分析，结合
科赫法则和叶部解剖特征观察，明确剑兰叶斑病的

病原真菌为葡萄壳小圆孢菌（Ｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍｖｉｔｉｖｏｒｕｍ
Ｍｉｕｒａ）［２６］。本研究在形态观察的基础上，结合
ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析及致病力检测，从绣球‘Ｂａｉｌｅｒ’
的发病叶片中成功分离并鉴定了绣球叶斑病强致

病力菌株多主棒孢菌Ｈ－３－１。
关于叶斑病主要病原菌的研究表明，多主棒孢

菌、Ｃｅｒｃｏｓｏｓｐｏｒａｓｐｐ．、Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍｒｏｒｉｄｕｍ、Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａ
ｃｉｎｇｕｌａｔａ、Ｐｈｏｍａｅｘｉｇｕａ、Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ均能引起叶
斑病的发生，其中，多主棒孢菌占叶斑病分离菌株

的一半以上，是叶斑病最主要的病原菌之一［２７］。本

研究中，通过致病力检测、形态学观察和分子鉴定，

表明分离出的绣球叶斑病强致病力菌株 Ｈ－３－１
为多主棒孢菌。这是首次分离鉴定出绣球叶斑病

强致病力病原菌株并明确其分类学地位。已有研

究表明，病原菌多主棒孢菌入侵叶片不需要伤口，

可通过叶片气孔自然侵入，还可通过空气或雨水传

播，且寄主范围广，对不良环境的抵抗力强，能够以

菌丝、厚垣孢子、分生孢子等形态在土壤、种子、保

护地的越冬植物上过冬［１２，２８］。因此，应根据病原物

的这些特点，有针对性地采取绣球叶斑病科学的防

治措施。

本研究发现，绣球叶斑病强致病力菌株Ｈ－３－１
菌丝生长的最适温度是２８℃，最适ｐＨ值为８，这些
研究结果与张笛等在甜瓜、黄瓜上分离出的棒孢叶

斑病菌的研究结果［２０，２９］一致。此外，本研究还发现

以乳糖为碳源、蛋白胨为氮源的培养基更有利于病

原菌Ｈ－３－１菌丝的生长，这一点与已有报道不
同。王爽等在甜瓜棒孢叶斑病菌的研究中发现，菌

丝生长的最适碳源为乳糖，最适氮源为硝酸钠［２９］；

张笛等在黄瓜棒孢叶斑病菌的研究中发现，菌丝生

长的最适碳源为甘露醇，最适氮源为甘氨酸［２０］。这

部分研究结果与已有报道的差异可能与病原菌对

不同地理环境和不同来源寄主的适应性不同有
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关［３０］。通过对病原菌生物学特性及该病害的流行、

蔓延时间可以推测出，该病菌具有喜温好湿的特

点。因此，本研究中分离与鉴定出的绣球棒孢叶斑

病病菌强致病力菌株 Ｈ－３－１及其生物学特性的
研究，不仅为该病的诊断与防治提供了科学的理论

依据，也为今后开展绣球棒孢叶斑病病菌致病物质

和致病机制研究提供了重要的参考。
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