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摘要　从进口的乌拉圭大豆的残留茎秆上分离到一种新的大豆炭疽病菌，根据菌落形态、分生孢子形态、ＩＴＳ序列

及ＡＣＴ序列特征以及对大豆的致病性，将其鉴定为犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻，这是我国口岸首次截获该菌。
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　　炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿Ｃｏｒｄａ是重要的世界性

植物病原真菌。由该属一些种引起的大豆炭疽病在

巴西、印度、南美及中国台湾及内地普遍发生，导致

大豆减产１６％～１００％
［１３］。该病从苗期至收获期

均可发病，苗期引起大豆死苗，成株期可危害茎秆、

豆荚，导致大豆品质变劣，产量下降。据报道，能够

引起大豆炭疽病的病原菌有平头炭疽菌犆．狋狉狌狀犮犪

狋狌犿、毁灭炭疽菌犆．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏狌犿、毛核炭疽菌犆．

犮狅犮犮狅犱犲狊、胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊及禾谷炭

疽菌犆．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪
［４６］。美国科学家于２００９年从

阿拉巴马州、伊利诺伊州及密西西比州大豆叶柄中

首次分离得到犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻，２０１２年报道该菌侵染

大豆，引起大豆炭疽病，随后２０１３年发现该菌可以

侵染大豆种子［７８］。但目前国内尚未有该菌分布的

报道，口岸亦没有相关截获报道。

２０１５年９月，我们在对进境乌拉圭大豆进行检

疫时，发现类似炭疽病症状的豆秆，经实验室分离培

养、形态和分子特征鉴定及致病性测定，确认该菌为

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻，这是我国首次截获并

报道该病菌。

１　材料与方法

１．１　病原菌的分离

从乌拉圭进境大豆中，选取有病斑或表面带小

黑点等可疑症状的茎秆及豆荚，１．２５％次氯酸钠表

面消毒１０ｍｉｎ，无菌水洗３次，置于ＰＤＡ平板上，

２５℃、１２ｈ光暗交替培养，３ｄ后观察豆荚、茎秆周围

是否有菌落产生，并将菌丝移入新的ＰＤＡ培养基上

进行纯化培养。

１．２　分离物鉴定

１．２．１　形态鉴定

将病菌分离物置于ＰＤＡ培养基上，２５℃培养

３ｄ后观察菌落形状及色泽，取菌丝制片观察和成

像。显微镜下观察记录厚垣孢子和分生孢子形态

特征。

１．２．２　分子鉴定

将病菌分离物菌丝块移至ＰＤＡ上，２５℃培养７

ｄ后收集菌丝，液氮冷冻后研磨。取０．１ｇ菌丝粉用植

物基因组提取试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏＴｅｃｈ）提取ＤＮＡ。用

引物ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）／ＩＴＳ４



２０１７

（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）和ＡＣＴ５１２Ｆ（５′

ＡＴＧＴＧＣＡＡＧＧＣＣＧＧＴＴＴＣＧＣ３′）／ＡＣＴ７８３Ｒ（５′ＴＡ

ＣＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＡＴ３′）
［９］分别扩增ＩＴＳ和

ＡＣＴ基因序列。ＰＣＲ反应总体积为５０μＬ：２５μＬ犜犪狇

ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏＴｅｃｈ），１μＬ上游引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ模板ＤＮＡ，

加水至５０μＬ。反应循环程序为：９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃１０ｍｉｎ。

取５μＬ扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，用凝

胶成像系统分析。ＰＣＲ产物送北京金唯智生物科

技有限公司测序，所得序列经核实后，去除引物序列

在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ分析。将获得序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中其他炭疽菌属相关序列，用ＭＥＧＡ５．０

程序进行比对，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）

构建系统进化发育树，进行１０００次重复抽样计算各

节点的置信度。

１．３　致病性测定

１．３．１　茎秆伤口接种

取乌拉圭进口转基因大豆种子（ＧＴＳ４０３２品系

及ＭＯＮ８７７０１×８９７８８品系）种植于营养土中，２５℃光

照条件下培养４周备用。在菌龄１周的培养皿中加

入５ｍＬ灭菌水，振荡，获得浓度约为１０７ｃｆｕ／ｍＬ的分

生孢子悬浮液。在大豆幼苗下胚轴划一伤口，针刺接

种分生孢子悬浮液，３次重复，每次至少接种５株幼

苗，从无菌水作对照接种，接种后置于密封塑料袋中

２５℃保湿培养１ｄ，１～２周内观察记录发病症状。

１．３．２　叶片伤口接种

取健康大豆种子‘中黄１３’种植于营养土中，

２５℃光照条件下培养４周备用。在菌龄１周的培养

皿中加入５ｍＬ灭菌水，获得浓度约为１０７ｃｆｕ／ｍＬ的

分生孢子悬浮液。采用针刺法接种幼叶，重复３次，

每次至少接种５株幼苗，２５℃保湿培养１ｄ，１～２周内

观察记录发病症状，对照用无菌水接种。１～２周后将

接菌的茎秆和叶片经表面消毒后再分离病菌。

２　结果与分析

２．１　病原菌形态鉴定

在ＰＤＡ培养基上，分离物菌落圆形，气生菌丝

毡状或绒状，紧贴培养基生长，菌落边缘整齐，呈灰

白色，培养３ｄ后菌丝开始变黑，１０ｄ后黑色菌落满

皿（图１ａ～ｂ）。培养３ｄ后开始产生厚垣孢子，厚垣

孢子单生或串生于菌丝顶端或中间，黄褐色至黑褐

色，多数球形，光滑，大小（平均）７．５μｍ×７．５μｍ。

分生孢子单胞，无色，新月形或镰刀状，一端尖锐，另

一端较钝，大小（平均）１９μｍ×４．８μｍ（图１ｃ～ｄ），

无附着胞产生。

图１　犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻分离物形态特征

犉犻犵．１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻

２．２　分子生物学鉴定

２．２．１　ＩＴＳ序列分析

利用ｒＤＮＡＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对分离物基

因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，通过１．５％的琼脂糖凝胶电

泳进行检测，ＰＣＲ产物送北京金唯智生物科技有限公

司测序，获得５３８ｂｐ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＵ５９４２６７）。

将序列在ＮＣＢＩ网站进行Ｂｌａｓｔｎ比对分析，发现序列与

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿 犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻 （ＫＴ２０７４６４，ＫＲ０５２０８４，

ＫＣ７９０９６２，ＪＸ１２６４７５，ＫＣ１１０７８６，ＮＲ＿１１１４６０，ＧＵ２２７８９４

和ＧＵ２２７８９５）的序列相似性为１００％。与犆．狋狉狌狀

犮犪狋狌犿（ＤＱ１９５７１４和 ＤＱ１９５７１５）的序列相似性为

１００％，与犆．狆犺犪狊犲狅犾狅狉狌犿（ＮＲ＿１１９７７１和ＧＵ２２７８９６）

的序列相似性为９９．２１％，与犆．犿犲狋犪犽犲（ＡＢ７３８８５９）

的序列相似性为９９．９２％，说明分离物与犆．犮犺犾狅狉狅

狆犺狔狋犻和犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿的亲缘关系较近。

２．２．２　ＡＣＴ序列分析

为进一步明确分离物的种群分类地位，以犪犮狋犻狀

为内参基因进行序列分析。采用引物ＡＣＴ５１２Ｆ／

·４６１·
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ＡＣＴ７８３Ｒ对分离物基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增及测

序，获得２１５ｂｐ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＵ９８５４４１），

并进行ＢＬＡＳＴ分析。结果表明，分离物与ＧｅｎＢａｎｋ

中犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻（ＫＣ１１０８２２，ＪＸ１２６４７６，ＧＵ２２７９９３和

ＧＵ２２７９９２）序列相似性为９９．０３％～１００％，与犆．

狆犺犪狊犲狅犾狅狉狌犿（ＧＵ２２７９９４和ＧＵ２２７９９５）的序列相似性

为８８．５２％～８９．５２％，与犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿（ＧＵ２２７９６０）的

序列相似性为７１．９０％。采用ＭＡＧＡ５．０软件进行

系统发育关系分析，发现分离物与犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻在一

个分支，且Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ支持率为１００％（图２）。

图２　基于犃犆犜序列采用犖犑法构建的系统发育树

犉犻犵．２　犃狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狉犲狊狌犾狋犲犱犳狉狅犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犃犆犜狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫狔狌狊犻狀犵狋犺犲犖犑犿犲狋犺狅犱

２．３　致病性测定

将分离物接种大豆幼苗均可使植株发病，发病

率为１００％。接菌幼苗茎秆２周后，接种处产生溃

疡斑，对照植株除接种处变褐外，无溃疡斑（图３ａ）。

针刺接种叶片５ｄ后，在接种处产生明显的坏死斑，

病斑周围深褐色，中央浅褐色，对照叶片仅接种处有

伤口，未变色（图３ｂ）。根据柯赫氏法则，对发病植

株和对照株进行病原菌分离，所有发病部位均分离

得到与接种菌菌落形态一致的分离物，而对照植株

上没分离到接种菌（图３ｃ）。

图３　病原分离物的致病性测定

犉犻犵．３　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狊狅犾犪狋犲

　　通过病原菌的形态学鉴定、致病性测定和分子生

物学分析结果，我们将分离物鉴定为犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻。

３　讨论

自２０１２年，Ｙａｎｇ等首次报道犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻能

够侵染大豆［７］，引起大豆炭疽病以来，我国口岸尚没

有该菌的截获报道。本研究对进境大豆茎秆上的病

菌分离物进行鉴定，结果发现该分离物与犆．犮犺犾狅狉狅

狆犺狔狋犻一致。

传统的炭疽菌属分类主要依靠形态学特征，包

括分生孢子和附着胞的大小和形状，刚毛和菌核的

有无，菌落颜色，生长速度，培养条件等［４，１０］。然而，

在环境影响下，炭疽菌属真菌在形态及表型上存在

差异，形态学特征并不能充分区别各菌种。随着分

·５６１·
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子生物学的发展，免疫学方法、随机扩增ＤＮＡ多态

性（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡｓ，ＲＡＰ

Ｄｓ）、ｒＤＮＡＩＴＳ技术等已经广泛用于炭疽菌的鉴

定。然而，采用真菌公认的ＤＮＡ条形码基因核糖

体内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）

不能充分地区分炭疽菌属内各物种，目前，犪犮狋犻狀

（ＡＣＴ）、βｔｕｂｕｌｉｎ（ＴＵＢ２）、ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ（ＣＡＬ）、ｇｌｙｃ

ｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＰＤＨ）及

ｒＤＮＡＩＴＳ（ＩＴＳ）５对基因已用于炭疽菌属的种群鉴

定［１１］。本研究中选取ＩＴＳ和ＡＣＴ两个基因进行分

子鉴定，结果显示ＩＴＳ序列不能有效区分犆．犮犺犾狅狉狅

狆犺狔狋犻和犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿，在ＡＣＴ序列的聚类图中，分

离菌与犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻在一个分支上，且自展支持率

为１００％。因此，综合形态及分子鉴定结果，可以确

定该分离物为犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻。

迄今，大豆炭疽病的病原菌报道最多的是

犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿，而多个炭疽菌种通常可以侵染同一

寄主［１２］，因此，每种病菌的致病作用不可忽视。

目前，国内外对犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻的研究报道极少，

仅有该菌侵染大豆及其ｑＰＣＲ分子检测方面的报

道。我国是重要的大豆进口国，病害随进口传播

与扩散的风险极高，因此，下一步将对大豆炭疽病

菌犆．犮犺犾狅狉狅狆犺狔狋犻的生物学特性、致病性分化、快速

检测及有效防治等进行详细研究，为该菌的检疫及

病害防治提供理论指导。
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