
　!"#$% &'(')*#"' #", 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１６ ０６０８　　　修订日期：　２０１６ ０８ ０８
基金项目：　国家自然科学基金（３１２７２０８１，３１４７１８１０）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｃｈｌｉｕ＠ｎｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

黄葵茎腐病病原菌的分离与鉴定

房云彬，　刘常宏

（南京大学生命科学学院，南京　２１００９３）

摘要　针对江苏宜兴黄葵主产区发生的黄葵茎腐病，通过分离黄葵植株不同部位（根、茎、叶）以及根际土壤、根围土

壤的微生物，经形态学观察，结合分子进化分析构建了黄葵不同生态位的微生物物种系统发育树，对其种类和分布

进行了分析。结果表明，细菌优势类群为芽胞杆菌，而真菌无明显优势类群。同时，根据柯赫氏法则测定了分离得

到的微生物菌株的致病性，确定了菌株Ｆ２８可引起黄葵茎腐病，经ＩＴＳ分子进化分析及形态学观察，将其鉴定为变
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　　黄葵犃犫犲犾犿狅狊犮犺狌狊犿犪狀犻犺狅狋Ｌ．Ｍｅｄｉｃｕｓ为锦葵

科 Ｍａｌｖａｃｅａｅ秋葵属犃犫犲犾犿狅狊犮犺狌狊一年生草本植

物，又被称为黄蜀葵花、蜀葵等，分布于我国中南、西

南及河北、陕西、山东、浙江、江西、福建等地［１］。黄

葵是我国传统中药材，其全草入药具有清热、凉血、

解毒等功效，用黄葵治病疗伤在我国历代医籍中均

有记载，民间应用十分普遍，其药用历史悠久，疗效

明确［２］。

随着对其有效成分、药效等研究的深入，黄葵的

潜在价值已愈来愈为人们所认识。黄葵集约化种植

的发展，使得黄葵病害的防治问题日趋突出。然而，

目前关于黄葵的研究多集中于对其种植方式、药理、

活性成分及新药开发等，而鲜有关于黄葵病害的研

究，对严重影响黄葵产量的茎腐病的研究尚无报道，

其致病菌的分离与鉴定仍是空白。近年来，黄葵茎

腐病频繁暴发，且病害一旦发生即迅速蔓延至整块

栽培地，难以控制，严重影响黄葵产业的发展。

本研究采用常规组织分离法，从经表面消毒的

茎腐病黄葵植株体内和病田土壤中分离可能的致病

微生物，并根据柯赫氏法则，通过致病性试验确定黄

葵茎腐病致病菌株，并采用ｒＤＮＡＩＴＳ分子进化分

析和形态学分析方法鉴定该病原菌株，为黄葵茎腐

病的防治研究提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　黄葵茎腐病调查及样品的采集

黄葵病害调查和样品采集在江苏省宜兴市太华

镇茂花村进行。分别于２０１３年７月２２日和９月２２

日，在连作３年的大田中，选取３个区域，每个区域

选取１个病株小区、１个健株小区（病情分级为０），
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每个小区选取３株黄葵，每株黄葵采集部位为根、

茎、叶及株下土壤（病株采集部位为发病部位茎、茎

叶交界处的叶、茎叶交界处的茎、根及株下土壤，健株

采集部位为对应部位）。每个小区面积为１ｍ２，每个

大田区域内小区间的距离为１０ｍ。将采集到的样

品带回实验室，对样品进行编号，详细描述发病症状

并统计病情分级情况，病情分级由低到高分为０、１、

２、３、４级
［３］，保存样本并记录数据。

１．２　样品微生物的分离与纯化

对采集自１８株黄葵的所有植株样品采用常规

组织分离法分离，土壤样品采用稀释涂布平板法进

行分离。具体如下。

植株样品微生物的分离纯化：每株黄葵按１．１

所述选取根、茎、叶３个部位，先用无菌水冲洗，放入

７５％的乙醇中消毒１ｍｉｎ后，再用无菌水冲洗３次，

然后用无菌滤纸吸去多余的水分，剪成０．５ｃｍ×

０．５ｃｍ的组织块，用无菌镊子将组织块放在培养基

上培养。分离细菌使用ＬＢ琼脂，３７℃培养２４ｈ后

挑取单菌落转接至新的培养皿获得纯培养物；分离

真菌使用ＰＤＡ（加入０．５ｍｇ／ｍＬ硫酸链霉素抑制

细菌生长），２８℃，黑暗培养５ｄ后，从长出的菌落边

缘挑取菌丝转接至新的培养皿，按此方法反复转接

纯化，获得纯培养物。

土壤样品微生物分离和纯化：采用稀释涂布平

板法进行细菌和真菌的分离。细菌采用ＬＢ平板进

行分离，通过画线获得单菌落之后，进行液体ＬＢ的

扩大培养，保种；分离真菌使用ＰＤＡ（加入０．５ｍｇ／

ｍＬ硫酸链霉素抑制细菌生长），２８℃，黑暗培养５ｄ

后，从长出的菌落边缘挑取菌丝转接至新的培养皿，

按此方法反复转接纯化，获得纯培养物。

真菌单孢株系的制备保存［４］：对分离到的易于

产孢的真菌菌株，将其在ＰＤＡ培养基上（２５±１）℃

黑暗条件下培养１０ｄ，在无菌操作台中将菌丝刮下

并放入无菌水中用玻璃棒搅拌，用无菌纱布过滤，制

备孢子悬浮液，取制备好的孢子悬浮液用血球计数

板测浓度，并用浓度梯度稀释法将孢子浓度稀释为

５×１０２个／ｍＬ，分别取１０、２０、４０μＬ涂布于７ｃｍ的

培养皿中，（２５±１）℃黑暗条件下培养，待刚长出菌

落时将其转接至新的培养皿，得到单孢菌株，于４℃

保存菌种备用。

１．３　微生物致病性的测定

细菌：将分离得到的细菌菌株于ＬＢ平板３７℃

培养２４ｈ后，制成３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ菌悬液。用灭菌

毛细管在叶片或茎部轻压组织造成伤口，将菌悬液

用灭菌棉签蘸取，涂布于伤口处，外套塑料袋在

２８℃恒温条件下保湿培养。对照组为接种无菌水的

叶片和茎，每处理３个重复。４８ｈ后观察发病情况，

描述症状并记录结果。

真菌：选取健康的黄葵植株，采用刺伤接种法。

将单孢病原菌菌株活化后，挑少量菌丝转接到ＰＤＡ

平板上，置于２８℃恒温箱黑暗培养５ｄ后，沿菌落边

缘用直径为５ｍｍ的打孔器制菌饼。将健康的黄葵

用无菌水冲洗干净之后，用灭菌毛细管在叶片或茎部

轻压组织造成伤口，将菌饼接在伤口处，外套塑料袋在

３０℃恒温条件下保湿培养。对照为接种与菌饼相同大

小纯ＰＤＡ培养基的叶片和茎，每处理３个重复。于不

同时间持续观察发病情况，描述症状并记录结果。

选取接种后发病的组织，用前述相同方法再次

对病原菌进行分离。获得再分离菌株后，观察其与

原接种菌株在形态上是否吻合。

１．４　黄葵茎腐病病原菌鉴定

１．４．１　真菌的形态特征观察

真菌：形态学鉴定以菌株的菌落形态、产孢结

构、孢子类型为主要鉴定依据。将菌株接种在ＰＤＡ

平板并在２８℃恒温培养箱黑暗培养５ｄ。观察菌落

颜色、形态及分生孢子，随机测量１００个分生孢子长

宽、纵横分隔、喙等形态特征的数据，记录其形态特

征，并与文献描述的特征属性进行比对。

１．４．２　ＰＣＲ扩增与分子鉴定

细菌：对分离得到的细菌培养物，挑取单菌落，

３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ过夜培养，取３ｍＬ菌液离心弃上

清。采用ＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎＫｉｔ提取细菌基因组ＤＮＡ，

用细菌１６ＳｒＤＮＡ 通用引物（８ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；１４９２ｒ：５′ＴＡＣＧＧＣＴＡＣ

ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）进行ＰＣＲ并测序。

真菌：无菌操作刮取平板培养真菌新鲜菌丝

１００ｍｇ，采用Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒［生工生物工程（上海）股份有限公司，Ｃａｔ：

ＳＫ８２５９）］提取真菌基因组ＤＮＡ，用真菌ＩＴＳ通用

引物（ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ３′；

ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）进行

ＰＣＲ并测序。

分子鉴定：测序结果分别用ｈｔｔｐ：∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ网站中的ＢＬＡＳＴ程序与

ＧｅｎＢａｎｋ中的核酸序列库进行同源性比较，并从

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载相关菌株的１６ＳｒＤＮＡ 或

ＩＴＳ序列，用软件 ＭＥＧＡ６．０构建基于１６ＳｒＤＮＡ

和ＩＴＳ序列的系统进化树。

·４０１·
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２　结果与分析

２．１　病害调查和病情描述

黄葵于２０１３年４月１０日播种，７月１６日第１

次发病，发病率小于１０％，调查完毕拔除病株。９月

２２日第２次调查发病情况，发病区域内，单块病株

区内的植株发病率为１００％。发病时天气湿热。发

病部位一般在新梢上，先从新梢向阳面距地面较近

处出现一条暗灰色的似烫伤状的病斑，长约１．５～

５．５ｃｍ，宽０．６～１．２ｃｍ。主要危害茎基部或地下

主侧根，病部开始为暗褐色，以后绕茎基部扩展一

周，使皮层腐烂，地上部叶片变黄、萎蔫，木质部变

褐坏死，后期整株枯死，病部表面常有白色菌丝

覆盖。

２．２　黄葵不同部位及病田土壤中微生物的分离

２．２．１　细菌的分离鉴定与分布

采用常规组织分离法及稀释涂布平板法从感病

黄葵叶部、根茎部及其病田土壤中共分离得到１３株

细菌，１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定和形态学分析结果见表１。

其中，所有１３株细菌都能从茎部分离得到，１１株能

从根中分离得到，３株能从叶中分离得到，而６株能

从土壤中分离得到（表１）。

表１　细菌鉴定结果及其生态位分布

犜犪犫犾犲１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犲犮狅犾狅犵犻犮犪犾狀犻犮犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪

分离

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

鉴定结果

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

生态位分布

Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｎｉｃｈｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

分子比对　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

菌株名称

Ｉｓｏｌａｔｅｎａｍｅ

同源性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

Ｂ１ 枯草芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊 茎／叶 ＡＨＢＲ２０ １００ ＫＦ２４１５３３．１

Ｂ２ 葡萄球菌属犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊ｓｐ． 茎／根 ｗｆ１ ９９ ＫＣ３１０８１５．１

Ｂ３ 短小芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊 茎／叶 Ｌ１７ ９９ ＫＣ７７８６２２．１

Ｂ４ 解淀粉芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊 茎／叶／根 Ｌ１１ ９９ ＪＮ７００１２４．１

Ｂ５ 成团泛菌犘犪狀狋狅犲犪犪犵犵犾狅犿犲狉犪狀狊 茎／根／土壤 ＬＳＣ１ ９９ ＫＣ２１０８４５．１

Ｂ６ 烟草节杆菌犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲 茎／根 Ｃｌ１９ １００ ＫＣ１７８５９３．１

Ｂ７ 泛菌属犘犪狀狋狅犲犪ｓｐ． 茎／根／土壤 Ｂ２ １ ９９ ＨＱ１８９４９８．１

Ｂ８ 库特氏菌属犓狌狉狋犺犻犪ｓｐ． 茎／根／土壤 １１ｋｒｉ３２１ １００ ＣＰ０１３２１７．１

Ｂ９ 肠杆菌属犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ． 茎／土壤 Ｃ４９ ９９ ＨＱ２４２７２１．１

Ｂ１０ 高层芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊 茎／根 ＩＡＲＩＪＲ４６ １００ ＫＦ０５４９９８．１

Ｂ１１ 甲基营养型芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犿犲狋犺狔犾狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊 茎／根 Ｋｓ８ １８ ９９ ＪＦ４６０７４３．１

Ｂ１２ 蜡样芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊 茎／根／土壤 ＯＰＰ５３ ２ ９７ ＪＸ５０１６７９．１

Ｂ１３ 假蕈状芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狆狊犲狌犱狅犿狔犮狅犻犱犲狊 茎／根／土壤 ＩＡＲＩＪＲ４１ １００ ＫＦ０５４９９４．１

　　根据黄葵不同生态位分离细菌的１６ＳｒＤＮＡ序

列同源性，构建细菌的系统发育树。可将分离到的１３

株细菌归为６个属：芽胞杆菌属７株（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．），

葡萄球菌属１株（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊ｓｐ．），泛菌属２株

（犘犪狀狋狅犲犪ｓｐ．），节杆菌属１株 （犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．），库

特氏菌属１株 （犓狌狉狋犺犻犪ｓｐ．）；肠杆菌属１株 （犈狀狋犲狉

狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．），结果表明，细菌在黄葵不同生态位的分类

相对比较集中，以芽胞杆菌属为绝对优势种群（图１）。

２．２．２　真菌的分离鉴定与分布

从黄葵植株体内和病田土壤中共分离得到１５

株真菌，鉴定结果见表２。其中，茎中分离得到１５

株，根中分离得到１０株，而土壤中分离得到９株。

基于ＩＴＳ序列同源性构建的分离得到真菌菌株

的系统发育树可以看出，真菌比细菌的分支更多更

细，相对没有绝对优势的种属，但也主要分为两支，

一支包括Ｆ２１、Ｆ２２、Ｆ２３、Ｆ２５、Ｆ２６（９７％），这一支主

要是藻菌纲的霉菌，另一支则为半知菌类的霉菌和

酵母（图２）。

２．３　茎腐病病原菌的确定

致病性测试结果表明：１３株细菌均不能使黄葵

感染茎腐病，说明细菌不是黄葵茎腐病的致病菌。

而测试真菌中只有编号为Ｆ２８的分离物能引起典型

的茎腐病症状（三组重复均发病），且与田间发病症

状相似，说明Ｆ２８菌株即为黄葵茎腐病的致病菌。

具体表现为：采用刺伤接种法接种健康植株并保湿

培养２ｄ后，观察到菌块长出白色菌丝覆盖住伤口

位置，５ｄ后出现黑褐色病斑，引起的症状与自然发

病相同，对照组黄葵则未发病（图３）。而通过剪取

接种点上下部茎秆，并按照常规组织分离法分离，获

得分离物的纯培养在菌落特征、分生孢子梗、分生孢

子形态大小与原始分离物纯培养一致，表明Ｆ２８为

黄葵茎腐病病原菌。
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表２　真菌鉴定结果及其生态位分布

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犲犮狅犾狅犵犻犮犪犾狀犻犮犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犳狌狀犵犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

鉴定结果

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

生态位分布

Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｎｉｃｈｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

分子比对（同源性）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ）

菌株名称

Ｉｓｏｌａｔｅｎａｍｅ

同源性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

Ｆ２１ 犘狅犻狋狉犪狊犻犪犮犻狉犮犻狀犪狀狊 茎 ＣＢＳ６４７．７０ ９９ ＪＮ２０６２４０．１

Ｆ２２ 漏斗笄霉犆犺狅犪狀犲狆犺狅狉犪犻狀犳狌狀犱犻犫狌犾犻犳犲狉犪 茎／根／土壤 ＫＡ４７６３７ １００ ＫＪ４６１１５９．１

Ｆ２３ 三孢布拉氏霉菌犅犾犪犽犲狊犾犲犪狋狉犻狊狆狅狉犪 茎 ＣＢＳ１３７．４９ ９９ ＪＮ９４３００４．１

Ｆ２４ 橙汁腐败酵母菌犕犲狔犲狉狅狕狔犿犪犵狌犻犾犾犻犲狉犿狅狀犱犻犻 茎／根／土壤 ＫＡＭＬ０５ ９９ ＫＣ１１９２０７．１

Ｆ２５ 米根霉犚犺犻狕狅狆狌狊狅狉狔狕犪犲 茎／根 ＰＣＮＢ１２７９ １００ ＡＢ１０９７５６．１

Ｆ２６ 犅犾犪犽犲狊犾犲犪狊犻狀犲狀狊犻狊 茎／根／土壤 ＣＢＳ５６４．９１ ９９ ＪＮ２０６２３０．１

Ｆ２７ 串珠状赤霉犌犻犫犫犲狉犲犾犾犪犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犻狊 茎／根 ＧＷ２ ９９ ＫＣ６０９０３４．１

Ｆ２８ 变紫青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿狊犪狀犵狌犻狀犲狌犿 茎／土壤 ＣＢＳ１２２４３４ １００ ＪＸ３１５６６３．１

Ｆ２９ 季氏毕赤氏酵母犘犻犮犺犻犪犵狌犻犾犾犻犲狉犿狅狀犱犻犻 茎／根／土壤 Ｓ０２０１ ９９ ＥＦ６４３５７６．１

Ｆ３０ 深绿木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犪狋狉狅狏犻狉犻犱犲 茎／根／叶 ＮＧ１３ ９９ ＨＱ２３４８６４．１

Ｆ３１ 镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ． 茎／土壤 Ｐ３７Ｅ２ ９９ ＪＮ２０７３３４．１

Ｆ３２ 黄绿青霉菌犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犮犻狋狉犻狀狌犿 茎／根／土壤 ＩＡＲＩＲＰＦ７ １００ ＫＦ５３０８６３．１

Ｆ３３ 米曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲 茎／根 Ａ４ １００ ＧＵ１２０１９３．１

Ｆ３４ 胶红酵母犚犺狅犱狅狋狅狉狌犾犪犿狌犮犻犾犪犵犻狀狅狊犪 茎／土壤 犚犺狅犱狅狋狅狉狌犾犪犿狌犮犻犾犪犵犻狀狅狊犪 ９９ ＤＱ３８６３０６．１

Ｆ３５ 葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅狋犺犻犱犲犪 茎／根／土壤 犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅狋犺犻犱犲犪８ ９９ ＨＱ７３０９７６．１

图１　细菌菌株１６犛狉犇犖犃序列的最大似然法系统发育树

犉犻犵．１　犕犪狓犻犿狌犿犾犻犽犲犾犻犺狅狅犱犫犪狊犲犱狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犫犪犮狋犲狉犻犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊
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图２　真菌菌株犐犜犛序列的最大似然法系统发育树

犉犻犵．２　犕犪狓犻犿狌犿犾犻犽犲犾犻犺狅狅犱犫犪狊犲犱狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狋犺犲犳狌狀犵犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊

２．４　菌株犉２８的形态及分子鉴定

２．４．１　菌株Ｆ２８的形态特征

在ＰＤＡ培养基上，Ｆ２８菌落呈绒状，表面为黄

色，产孢时变为深绿色，背面红色或紫红色。在光学

显微镜下，Ｆ２８的菌丝、孢子透明，菌丝有横膈膜；扫描

电镜下，可见分生孢子梗短而光滑，（１００～１５０）μｍ×

（２．５～３．５）μｍ；分生孢子梗顶端生帚状的间枝，分枝２

次，间枝紧密，５～７个，（１０～１４）μｍ×（２．０～２．５）μｍ；以

切离法生成分生孢子，分生孢子呈椭圆形至亚球形，表

面极粗糙，大小（３．０～３．５）μｍ×（２．５～３．０）μｍ（图４）。

２．４．２　菌株Ｆ２８的分子鉴定

菌株Ｆ２８的ＩＴＳ片段全长为５９４ｂｐ。用ＮＣＢＩ
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的ＢＬＡＳＴ程序进行同源性比对发现，该菌株的ＩＴＳ

序列与一株犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿狊犪狀犵狌犻狀犲狌犿（ＪＸ３１５６６３．１）

同源性达１００％。根据ＧｅｎＢａｎｋ中相关菌的ＩＴＳ序

列，利用ＭＥＧＡ６软件构建系统发育树（图５）。结合

菌株Ｆ２８的形态特征（帚状分枝孢子梗及分生孢子，

而非犜犪犾犪狉狅犿狔犮犲狊属的子囊孢子）、ＩＴＳ序列同源性及

系统发育树的分析结果，根据真菌鉴定手册［５］，将该

株菌鉴定为变紫青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿狊犪狀犵狌犻狀犲狌犿。

图３　黄葵茎腐病症状

犉犻犵．３　犛狋犲犿狉狅狋狅犳犃犫犲犾犿狅狊犮犺狌狊犿犪狀犻犺狅狋

图４　菌株犉２８的形态

犉犻犵．４　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犻狊狅犾犪狋犲犉２８

３　讨论

通过对感病黄葵及根围土壤中微生物的分离，共

得到１３株细菌和１５株真菌，采用形态学结合分子进

化分析方法对其做了鉴定。在分离到的细菌和真菌

当中，有一些是已经报道的植物致病菌，如细菌中的
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成团泛菌犘．犪犵犵犾狅犿犲狉犪狀狊是玉米细菌茎腐病和稻谷

变色的致病菌［６］。真菌中串珠状赤霉犌．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犻狊

是导致玉米世界性病害的病原菌，深绿木霉

犜．犪狌狉犲狅狏犻狉犻犱犲是某些食用菌的致病菌，葡萄座腔菌犅．

犱狅狋犺犻犱犲犪能导致树木溃疡病，也可引起蓝莓枯萎
［７］。

而镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ．可侵染粮食作物、经济作物、

药用植物及观赏植物等１００余种植物，引起植物的根

腐、茎腐、茎基腐、花腐和穗腐等诸多病害［８１０］。此外，

占分离到细菌总数６０％以上的芽胞杆菌属犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．

则是一类常见的具有生防作用的细菌，能在植物根际

及植物体定殖，促进植物生长，引起植物系统诱导抗性，

直接抑制植物病原菌生长等［１１］。

图５　基于菌株犉２８犐犜犛序列及相关菌株的最大似然法系统发育树

犉犻犵．５　犕犪狓犻犿狌犿犾犻犽犲犾犻犺狅狅犱犫犪狊犲犱狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犻狊狅犾犪狋犲犉２８犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱犻狊狅犾犪狋犲狊

　　植物茎腐病病原菌种类较多，一般主要为镰刀

属犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ．和腐霉属犘狔狋犺犻狌犿ｓｐ．等。本研究

采用柯赫氏法则确定了黄葵茎腐病病原菌为变紫青

霉犘．狊犪狀犵狌犻狀犲狌犿，而青霉属引起的植物茎腐病还不

多见。此外，植物茎腐病的发病原因复杂［１２］，可由

单一病原菌侵染所致，也可由多种病原菌复合侵染

造成植物根系或茎基部腐烂。杨国慧等［１３］报道了

树莓茎腐病主要有两种：一种是真菌犇犻犱狔犿犲犾犾犪

犪狆狆犾犪狀犪狋犪引起的刺马钉状茎腐病，另一种是真菌

犔犲狆狋狅狊狆犺犪犲狉犻犪犮狅狀犻狅狋犾狋狔狉犻狌犿引起的茎腐病，且这两

种病害往往共同发生。然而，关于黄葵茎腐病病原

菌分离鉴定的研究还未见报道。本研究结果显示，

变紫青霉是引起黄葵茎腐病的主要致病菌，为黄葵

茎腐病的防治研究提供了一定基础。

此外，胡江春等［１４］通过对大豆茎腐病致病因子

的研究表明，土壤紫青霉菌分泌的紫青霉菌毒素在

大豆整个生育期内均能导致对大豆生长的毒害作用，

包括影响种子发芽率和导致大豆共生固氮率下降等。

本研究证明，Ｆ２８菌株会导致黄葵茎腐病的发生，其

致病因子及具体发病机制还有待进一步研究。
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