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　　摘要：薄壳山核桃是高档干果树种，不仅经济效益高，也是优良的行道树和庭荫树，适于河流沿岸、湖泊周围及平
原地区“四旁”绿化，具有极大的应用研究价值。薄壳山核桃细菌性叶枯病是由木质部难养菌引起的，可导致病株严

重落叶、坚果质量和果仁质量下降，造成巨大的产量损失。本文从薄壳山核桃细菌性叶枯病的病原概述、病症表现及

检测手段等方面进行综述，以期对该病害有更全面的了解，并且针对今后检测技术、防治措施及抗病品种培育等研究

方向提出合理化建议，旨在为我国薄壳山核桃成熟果园病害防治研究提供参考。
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　　薄壳山核桃（Ｃａｒｙａｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ）为胡桃科山核
桃属，原产于北美洲，别称美国山核桃、长山核桃

等，英文名为 ｐｅｃａｎ，俗称碧根果，是世界上重要的
果、油、材、林兼用的多用途、多效益木本植物之

一［１－２］。薄壳山核桃在食品加工、药用功能、木材用

料、园艺栽培等多个方面都有着极高的应用价

值［３］。根据美国农业部对外农业服务部门海外农

业服务局（ＦＡＳ）的数据，自２０１２年以来，美国的薄
壳山核桃全球出口量增长了３０％以上。除了其原
产地以外的国家，中国、南非、澳大利亚、乌拉圭、阿

根廷和巴西等国家和地区，目前都在规模化、产业

化地引进种植薄壳山核桃，预计未来３０年在全世界
范围内，薄壳山核桃产量会不断增加［４－７］。

细菌性叶枯病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｅａｆｓｃｏｒｃｈ，ＰＢＬＳ），别
称细菌性叶焦病或叶灼病，是影响薄壳山核桃的一

种重要病害，该病害已经被证实发生在美国东部和

南部，包括加利福尼亚州、佐治亚州、路易斯安那

州、德克萨斯州、新墨西哥州和亚利桑那州［８－９］。细

菌性叶枯病会导致薄壳山核桃易感病品种在生长

季结束前５０％的树冠叶片过早脱落，这也导致了其
果园产量损失超过４５０美元／ｈｍ２［１０］。此外，该病害
也会对来年开花和隔年结果产生影响。因此，细菌

性叶枯病被认为是在世界范围内传播的一个新兴

问题［１１］。关于薄壳山核桃细菌性叶枯病，美国农业

部、佐治亚大学、德州农工大学、新墨西哥大学等多

个研究机构的植物病理专家学者都有相关研究报

道［１２］。本文拟对美国薄壳山核桃细菌性叶枯病方

面的研究工作进行综述，旨在为今后我国薄壳山核

桃成熟果园病害防治研究提供参考。

１　病原概述

薄壳山核桃叶枯病根据病原不同可分为细菌

性病害和真菌性病害。其中，薄壳山核桃细菌性叶

枯病是由木质部难养菌（Ｘｙｌｅｌｌａｆａｓｔｉｄｉｏｓａ）引起的，
这是一种习居于木质部维管的细菌。“Ｆａｓｔｉｄｉｏｕｓ”
意为其存在复杂的营养需求，很难用常规细菌学方

法进行培养。而木质部维管也表明了其机体活动

受植物木质部的限制。木质部难养菌寄居于植物

根、茎、叶等木质部，可以通过阻塞植物导管内养分

与水分的运输，从而引起植物叶片枯斑、萎黄、果实

萎蔫，甚至导致植株死亡。

木质部难养菌作为病原其导致最为严重的病

害是葡萄皮尔斯病。在１８９２年，葡萄皮尔斯病给美
国加州南部数万公顷的葡萄园造成了毁灭性的损

害［１３］。一直到１９７３年，木质部难养菌与其关联的
葡萄皮尔斯病才一同被研究报道［１４］。自此之后，各

类研究发现超过２０种以上的植物病害与木质部难
养菌有关，涉及至少３０９个植物种类，如杏、榆、栎、
悬铃木、桑等的叶焦病，紫花苜蓿的矮缩病，李的叶

灼病及柑橘的杂色褪绿病等。１９９７年，薄壳山核桃
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细菌性叶枯病由木质部难养菌作为病原被正式报

道［１５］。２０１５年，在美国全国山核桃作物咨询委员
会的会议上，薄壳山核桃细菌性叶枯病被正式确定

为国际上薄壳山核桃行业的一个新兴问题。

２　症状表现

２．１　病害症状
细菌性叶枯病主要是因为木质部难养菌阻碍

了薄壳山核桃树体内水分与养分的输送，导致树体

叶片焦黄、萎蔫和过早凋落。焦斑首先会出现在小

叶边缘，然后向叶片中脉感染。叶片感染的区域可

以通过肉眼清楚界定，叶片上的坏死组织与健康组

织之间有深色的边缘。叶片症状表现以及落叶的

情况通常出现在老枝小叶上，或是仅受限于单一枝

条，或是整个植株都有该病症表现，受感染的病株

每年都会有不同程度的症状表现。细菌性叶枯病

通常在生长季中后期表现，主要在６—８月份出现。
当薄壳山核桃种植园内的果树处于较大负载，或是

干旱胁迫，或是其他胁迫条件下，木质部难养菌所

导致的细菌性叶枯病则更加严重。

２．２　传播方式
导致薄壳山核桃细菌性叶枯病传播的方式有

很多种，其中最主要的一种传播方式是昆虫传播。

以美国本土沫蝉、叶蝉等以薄壳山核桃木质部为食

的昆虫，可以将其自身携带的木质部难养菌通过取

食处伤口直接传播至植株体内。除此之外，嫁接也

是一种接穗与砧木之间相互传播木质部难养菌的

方式，研究发现感染接穗有２１％概率传染未感染砧
木，而感染砧木有 ８５％概率传染未感染接穗。另
外，通过对感染母株果实内木质部难养菌的检测，

发现母株携带的木质部难养菌可以传播给子代。

２．３　感病品种
薄壳山核桃早熟品种凯普·费尔（ＣａｐｅＦｅａｒ）

因其种子极高的饱满度和果仁极佳的金黄色泽而

一度受到种植者的推崇，但是它被证实是细菌性叶

枯病的易感品种［１０］。目前，ＣａｐｅＦｅａｒ因细菌性叶
枯病造成的损失被分析研究，其也成为了研究薄壳

山核桃细菌性叶枯病的代表品种。细菌性叶枯病

是影响薄壳山核桃正常生长的一种较新发现的病

害，其具体的发生情况与潜在危害尚有很多待进一

步研究的方面。薄壳山核桃不同品种之间，对于细

菌性叶枯病感染的严重程度也有所不同。研究发

现，约有２０多种薄壳山核桃品种易受木质部难养菌

感染而导致叶枯病，其中ＣａｐｅＦｅａｒ被认为与细菌性
叶枯病的关联性最大。在受到细菌性叶枯病感染

最严重的地区，受到感染的ＣａｐｅＦｅａｒ果树较未感染
的植株在生长季末期的落叶量增加了５８％，总质量
下降２４％，果实质量下降１０％ ～１３％，果仁质量下
降１４％～１９％，总产量下降约１２％，果园产量总损
失超过４６６美元／ｈｍ２。而细菌性叶枯病对于其他
薄壳山核桃品种造成的经济损失尚不确定。根据

美国农业部薄壳山核桃育种中心的观测清理，目前

尚未发现对细菌性叶枯病抗性较强的薄壳山核桃

优良品种，包括美国本土野生的薄壳山核桃也属于

易感染类型。除了 ＣａｐｅＦｅａｒ之外，巴顿（Ｂａｒｔｏｎ）、
夏延（Ｃｈｅｙｅｎｎｅ）、奥克尼（Ｏｃｏｎｅｅ）、波尼（Ｐａｗｎｅｅ）、
罗马（Ｒｏｍｅ）和萨姆纳（Ｓｕｍｎｅｒ）等都是易感细菌性
叶枯病的薄壳山核桃品种。

３　检测手段

薄壳山核桃除了真菌引进的真菌性叶枯病之

外，其他方面的问题也能导致病株表现出类似于细

菌性叶枯病的相关症状，如棉根腐病引起的已死亡

枯萎叶片仍长时间滞留枝头；树体边缘叶片因盐毒

害导致的细胞组织坏死；黑蚜虫或螨虫等虫害引起

的薄壳山核桃叶片叶焦；Ｎ或 Ｋ等元素不平衡引起
的叶片枯斑。因此，针对病株选择合适的检测方法

尤为重要。目前，薄壳山核桃叶枯病的检测方法主

要有２种，一种是基于血清学研究的酶联免疫法
（ＥＬＩＳＡ）检测，另一种是基于分子生物学的聚合酶链
式反应（ＰＣＲ）或实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）方法。
３．１　ＥＬＩＳＡ检测

酶联免疫吸附测定是将可溶性的抗原或抗体

结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体特异

性结合进行免疫反应的定性和定量检测方法。薄

壳山核桃细菌性叶枯病的 ＥＬＩＳＡ检测方法主要是
双抗体夹心法，即先加入已知抗体包被于载体表

面，之后加入检测样品提取液与抗体结合，再加入

加酶标抗体与抗原结合，最终加酶作用的底物会产

生显色反应。通过底物的颜色反应来判定有无相

应的免疫反应，颜色反应的深浅与标本中相应抗体

或抗原的量成正比。根据美国德州农工大学植物

病理与微生物学院Ｈｉｌｔｏｎ博士针对木质部难养菌的
改进检测方法试验，树液、叶片组织、叶柄基部等不

同植物材料粗提液的 ＥＬＩＳＡ检测结果基本一致，其
中以薄壳山核桃树液作为检测材料的效果最佳［１６］。

—９１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１２期



３．２　ＰＣＲ／ｑＰＣＲ检测
木质部难养菌一般很难从寄主植株中分离，尤

其是对于没有任何症状表现的寄主植株的检测鉴

定就更加困难［１７－１８］，而当寄主植物或昆虫介体木质

部难养菌携带量很低时，传统分离法或是酶联免疫

吸附法都不能有效检测病原菌。因此，采用 ＰＣＲ／
ｑＰＣＲ等分子检测手段十分重要［１９］。ＰＣＲ是检测、
诊断和鉴定植物病原细菌最有效的手段之一［２０］，而

ｑＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）是灵敏度及可靠性高的
ＰＣＲ技术，较传统 ＰＣＲ更为快速，能定量检测样品
中的病原菌。随着木质部难养菌重要菌株测序的

完成，基于其基因组信息设计的ＰＣＲ检测方法也相
继被报道［２１－２５］。此外，还有一些基于种水平上的

ＰＣＲ或实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法也已有相关报
道［２６－３０］。根据 Ｈｉｌｔｏｎ博士针对木质部难养菌的改
进检测方法试验，薄壳山核桃树液粗提液和全 ＤＮＡ
提取液的ＰＣＲ／ｑＰＣＲ检测效果较好，并且其改良的
ｑＰＣＲ技术检测效率可达到９４％［１６］。

３．３　检测研究进展
目前，美国薄壳山核桃叶枯病检测方面的研究

主要集中于各个州薄壳山核桃果园的地方性检

测［１２］。笔者在美国德州农工大学访学期间，针对已

感染的薄壳山核桃果子与新生幼苗内的木质部难

养菌进行数个检测基础试验。针对薄壳山核桃品

种艾略特（Ｅｌｌｉｏｔｔ），分别对其的根、茎和小叶进行木
质部难养菌 ｇＤＮＡ的 ＥＬＩＳＡ检测，结果表明根和小
叶样品中含有大约相等浓度的木质部难养菌

ｇＤＮＡ，而茎部样品中ｇＤＮＡ浓度最高。关于薄壳山
核桃ＣａｐｅＦｅａｒ果仁各个部位解剖结构（胚部、韧皮
部、维管膜和外膜）的木质部难养菌浓度ｑＰＣＲ检测
试验，结果发现果仁外膜的木质部难养菌浓度最

高。此外，关于薄壳山核桃果实密度与木质部难养

菌浓度的关系研究中，细菌浓度随着坚果密度的增

加而增加，而实际薄壳山核桃卡多（Ｃａｄｄｏ）果园中
有叶枯病症状果树坚果的密度明显低于无症状果树，

该试验结果的矛盾之处有待进一步深入试验论证。

４　防治方法

目前，薄壳山核桃细菌性叶枯病还没有特别有

效的控制方法［３１］。针对薄壳山核桃细菌性叶枯病，

可以从增强树势和控制病原２个方面考虑防治方法。
４．１　增强树势

通过采用严格管控的方式，如间伐、疏果和水

肥管理等方面的调控，为果园内的果树增强树势，

缓解逆境胁迫压力，可以减少细菌性叶枯病所造成

的损害。通常来说，越健康的薄壳山核桃树就越能

够有效地应对各类真菌或细菌的侵害。

４．２　控制病原
此外，果园内的薄壳山核桃应该尽量避免接触

其他受污染的植物材料，这也是防治木质部难养菌

感染的一种方式。新建果园除了要考虑立地条件外，

也要对种植薄壳山核桃嫁接苗的砧木与接穗进行筛

选处理。研究表明，薄壳山核桃接穗通过热水处理的

方式，９７％可以防止木质部难养菌的传播［３２－３３］。

５　研究展望

针对薄壳山核桃叶枯病的研究方向，今后主要

可以从检测技术、防治措施及抗病品种培育等方面

进行深入研究。

５．１　检测方式改良
因为薄壳山核桃无症状的果树也可能是木质

部难养菌的宿主，往往单一形式的检测方式并不能

得到有效的检测结果，所以采用多个检测方法共同

验证是未来发展的趋势。此外，检测过程中也出现

了检测结果假阴性或假阳性的问题，这也将依赖于

今后技术革新，以期改良出精准、有效的检测技术。

影响薄壳山核桃病害的原因很多，包括各种虫害、

真菌、细菌及其他非生物胁迫。只有通过真正有效

地进行检测，才能更好地采取最佳方式处理应对。

５．２　携菌昆虫防治
针对薄壳山核桃细菌性叶枯病，昆虫携带的防

治研究将是一个重要的研究领域［１２］。研究发现，以

美国东南部常见的沫蝉为例，通过其取食薄壳山核

桃而导致的木质部难养菌传播率达到 １１．４％［３４］。

目前，我国国内薄壳山核桃果园因为生物胁迫导致

的病害已经达到需要引起重视的地步。国内引起

薄壳山核桃虫害的昆虫除了天牛之外，还有叶甲、

木蠹蛾、金龟子、刺蛾、叶峰、潜叶蝇、警根瘤蚜、桃

蛀螟、椿象、缘蝽等。因此，针对木质部难养菌携带

昆虫观测，并且采取有效的物理、化学及生物防治

手段是防控薄壳山核桃细菌性病害的重点方向。

５．３　抗病品种筛选
木质部难养菌薄壳山核桃抗病品种的筛选应

该分别从砧木和接穗２个角度展开。关于薄壳山核
桃接穗优良品种的传统筛选，需要考虑的包括：果

实持续高品质、早收、高产、大小年异化程度低、晚
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萌芽、抗疮痂病和蚜虫抗性等多个特点。针对于薄

壳山核桃叶枯病，新建果园嫁接苗种植应避免选用

ＣａｐｅＦｅａｒ等较易感染的品种，育苗嫁接或老园嫁接
改造时可对接穗进行特殊处理。此外，薄壳山核桃

的嫁接树生长受自身复杂的遗传系统的影响，而其

遗传系统由砧木和接穗共同决定［３５］。研究发现，北

美的葡萄品种相较欧洲的葡萄品种的根部具有极

强的葡萄根瘤蚜抗性而以北美葡萄作为砧木嫁接

的欧洲葡萄品种不再易感葡萄根瘤蚜［３６］。因此，关

于抗病砧木的筛选也是未来重要的研究方向。
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（１２）：１２８２－１２８８．
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Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９４，８４（５）：４５６．
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ｏｆＸｙｌｅｌｌａｆａｓｔｉｄｉｏｓａｓｔｒａｉｎｓｃａｕｓｉｎｇｃｉｔｒｕｓｖａｒｉｅｇａｔｅｄｃｈｌｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］．
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—１２—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１２期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［３０］ＳｃｈａａｄＮＷ，ＯｐｇｅｎｏｒｔｈＤ，ＧａｕｓｈＰ．Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒｏｎｅ－ｈｏｕｒｏｎ－ｓｉｔｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｐｉｅｒｃｅｓｄｉｓｅａｓｅｏｆｇｒａｐｅ

ｉｎｅａｒｌｙｓｅａｓｏｎａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃｖｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００２，９２
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［３１］郭忠仁，莫正海．薄壳山核桃高效栽培技术［Ｍ］．北京：北京出

版社，２０２１．
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ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｐｅｃａｎｓｃｉｏｎｗｏｏｄｂｙｈｏｔ－ｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．
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ｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓｔｏｃｋｓ［Ｊ］．ＨｏｒｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１９，５４（１２）：２１３９－２１４５．

［３６］ＯｌｌａｔＮ，ＢｏｒｄｅｎａｖｅＬ，ＴａｎｄｏｎｎｅｔＪＰ，ｅｔａｌ．Ｇｒａｐｅｖｉｎｅｒｏｏｔｓｔｏｃｋｓ：

ｏｒｉｇｉｎｓａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２０１６（１１３６）：
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夏雄飞，潘俊良，韩长志．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术在植物病原真菌中的应用研究进展［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１２）：２２－２７．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１２．００４

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术在植物病原真菌中
的应用研究进展

夏雄飞１，潘俊良１，韩长志１，２

（１．西南林业大学生物多样性保护学院，云南昆明６５０２２４；２．云南省森林灾害预警与控制重点实验室，云南昆明 ６５０２２４）

　　摘要：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是在细菌、古细菌基因组中含有的一种成簇有规律的间隔短回文重复序列，该结构被其用于
抵御外来微生物基因入侵。通过对上述结构进行改装从而形成一种基因编辑方法，与传统的锌指核酶和转录激活因

子样效应物核酶基因编辑方法相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术具有更高效的优势。本文以 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的组
成、作用机制和运用原理为切入点，系统总结了该技术在植物病原真菌（稻瘟病菌、橡胶树胶孢炭疽菌、玉米黑粉病菌

等）中的致病相关基因组定点编辑应用情况，明确了当前在植物病原真菌中应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的编辑效率整体
较低，不同ｓｇＲＮＡ设计工具、目的等对编辑效率、靶向特异性的潜在影响，以及宏观突变检验方式的偏差问题等局限
性，并提出了该系统应用范围的扩大、编辑效率的提高以及新型编辑方式的挖掘等建议与展望。
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　 　 目 前，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲ －
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ９）基因编辑技术在实现对植物、动物以及
微生物等特定基因条件性敲除、敲入、替换、修复等

方面具有较为广泛的应用，弥补了锌指核酸内切酶

（ＺＦＮｓ）和类转录激活因子效应物核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ）
等传统编辑技术的劣势［１］。该技术具有设计过程

简单、同时多位点编辑等优点［２］，可广泛应用于医

药、农业及工业等领域，目前在构建动物、细胞系模

型以及癌症治疗［３］、良种育种［４］以及工业微生物改

造［５］等方面已经得到了实践验证。２０２０年１０月，
法国科学家埃玛纽埃尔·沙尔庞捷和美国科学家

珍妮弗·杜德纳以 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术开发者身份
获得诺贝尔化学奖［６－７］。植物病原真菌对农林业造

成重要危害，对社会、经济等各方面产生重大影响。

前人对于病原真菌的基因研究，多采用单基因敲除

的方式以挖掘新的致病基因，由于某些真菌发生同

源重组效率较低，缺乏启动子和有效的转化子筛选

标记以及相对复杂的遗传性，严重影响致病机制的
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