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摘要　从进境的美国高粱样品中分离到一株与葡萄茎枯病菌犇犻犱狔犿犲犾犾犪犵犾狅犿犲狉犪狋犪相似的菌株４３５８ １７。其菌落

形态和显微特征均与葡萄茎枯病菌一致。多个位点（ＬＳＵ、ＩＴＳ、ＴＵＢ２、ＡＣＴ）序列比对显示菌株４３５８ １７与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号为ＫＴ３８９７１８、ＦＪ４２７００４、ＦＪ４２７１１５、ＦＪ４２６８９６的葡萄茎枯病菌相似性均达到１００％。系统发育分析结果

表明菌株４３５８ １７与葡萄茎枯病菌株聚集在同一个分支上，支持率为９９％。菌株４３５８ １７接种高粱和小麦叶片，４ｄ

后接种部位出现明显症状。根据上述试验结果，将进境美国高粱样品中分离的菌株４３５８ １７鉴定为葡萄茎枯病菌。

关键词　葡萄茎枯病菌；　形态特征；　系统发育分析；　致病性测试
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Ｃｈｅｎ＆Ｃａｉ具有极强的生态适应性，能够在死亡植

株、空气、海水和土壤等多种生境下存活。该菌曾经

被认为是一种弱致病真菌［１］，但近年来大量的研究

发现它可导致严重的病害，给农作物和水果等造成

巨大的经济损失。Ｍｉｌａｔｏｖｉｃ
［２］报道了葡萄茎枯病菌

引起克罗地亚葡萄减产８０％。Ｌａｈｏｚ等
［３］报道在

２００５年和２００６年的秋季，由于葡萄茎枯病菌侵染，

意大利南部数百万株的茴香严重倒伏，根部坏死，部

分湿度较高的地区侵染率甚至达到１００％。由于该

病菌可以通过种子进行传播，因此是一种潜在的危

险性病原菌［４５］。该菌已被列入我国进境植物检疫

性有害生物名录，是一种检疫性植物病原真菌。

葡萄茎枯病菌的寄主范围很广，目前为止已经

从１００多个属的植物上分离到了该菌，它通常出现

于种子的表面［６］。葡萄茎枯病菌可引起葡萄枯萎

病［７］、小麦和橡皮树叶斑病［８９］、胡荽茎腐病［１０］、茴

香冠腐病［１１］、花生芽枯病［１２］、桃树溃疡病［１３］等多种

病害。该菌广泛分布于意大利、希腊、瑞典、印度、澳

大利亚、以色列、秘鲁、匈牙利、美国等国家。目前为

止在我国仅在五味子和牡丹上有两例报道［１４１５］。

２０１６年３月，江苏出入境检验检疫局从一批美

国进境的高粱样品中分离获得了一株疑似葡萄茎枯

病菌株４３５８１７，并对其进行了形态观察、序列比对、

多基因系统发育分析和致病性测试。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂和仪器

材料：供试高粱样品为美国进境的高粱种子，进

境时间为２０１６年３月１９日，试验样品编号为
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２０１６０４３５８。致病性测定所用高粱、小麦、大麦为实

验室保存的进境样品。

试剂：植物总ＤＮＡ提取试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ），ＰＣＲ

反应试剂（ＴａＫａＲａ），琼脂糖，ＰＤＡ培养基，次氯酸

钠消毒液。

仪器：低温破碎仪，振荡型恒温金属浴，离心机，

体视显微镜，全自动万能显微镜，高清数字成像设

备，生物安全柜，恒温培养箱，ＰＣＲ仪，电泳仪，凝胶

成像系统。

１．２　病变样品的选取

将口岸送检的原始高粱种子过铝制样品分样套

筛，套筛的网孔直径从上到下依次是３．５、３．０、２．０、

１．２ｍｍ。分别收集２．０ｍｍ孔径和１．２ｍｍ孔径筛

下物，置于直径９ｃｍ的洁净培养皿中，在体视解剖镜

下挑取皱缩、变色、表面有子实体的种子及碎屑。选

取１５０～２００粒（块）为一份样品，共选取了３份样品。

１．３　病原菌的分离与纯化

将样品用１％的次氯酸钠溶液消毒３ｍｉｎ，用无

菌水漂洗３次，用无菌吸水纸吸干种子及碎屑表面

的水分，置于加有抗生素的ＰＤＡ平板上（青霉素和

硫酸链霉素的添加浓度均为１００μｇ／ｍＬ）。每皿放

置５块，于２５℃下黑暗培养。观察病菌菌落生长情

况，将长出的菌落及时转移到新的ＰＤＡ平板上纯化

培养，从形态不同的菌落边缘挑取菌丝块转移到新

鲜ＰＤＡ培养基上。纯化２～３次以保证所得菌落为

纯培养。

１．４　病原菌形态鉴定

观察记录ＰＤＡ平板上的病菌菌落形态、颜色变

化和气生菌丝的疏密程度。测量菌落生长速度，并

用高清数字成像设备拍摄菌落形态特征。在立体显

微镜和显微镜下观察分生孢子器、分生孢子和厚垣

孢子形态特征，进行拍照，并使用ＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎＲｅｌ．

４．５软件记录其形态并测量大小，根据病菌的形态

特征进行鉴定。

１．５　序列分析

１．５．１　菌丝ＤＮＡ提取
［１６］

将获得的菌株接种于ＰＤＡ平板上培养７ｄ，用

解剖刀刮取适量菌丝于２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管内，

加入４０μＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ以及一颗直径３ｍｍ

的钢珠，在破碎仪上以３０次／ｓ研磨５ｍｉｎ，取下后

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取５μＬ上清液以１００ｍｍｏｌ／

ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８．０）进行１０倍稀释。所提取的病菌

ＤＮＡ用于ＰＣＲ扩增。

１．５．２　序列扩增

反应体系：ＤＮＡ１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

ｄＮＴＰＭｉｘ２．５μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各

１μＬ，ｒ犜犪狇０．２μＬ，双蒸水补足２５μＬ。反应条件：

９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃复性３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ后保存

于４℃。

表１　序列扩增所用的引物１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

位点

Ｌｏｃｕｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

片段长度／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ
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５２ ５１０ ［１７］

ＬＳＵ
ＬＲ０Ｒ

ＬＲ５

ＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣ

ＡＴＣＣＴＧＡＧＧＧＡＡＡＣＴＴＣ
５２ ８００ ［１８］

ＡＣＴ
ＡＣＴ５１２ｆ

ＡＣＴ７８３Ｒ

ＡＴＧＴＧＣＡＡＧＧＣＣＧＧＴＴＴＣＧＣ

ＴＡＣＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＡＴ
５１～５２ ２６０ ［１９］

ＴＵＢ２
ＴＵＢ２Ｆｄ

ＴＵＢ４Ｒｄ

ＧＴＢＣＡＣＣＴＹＣＡＲＡＣＣＧＧＹＣＡＲＴＧ

ＴＣＡＣＣＡＧＴＧＴＡＣＣＡＡＴＧＭＡＲＧＡＡＡＧＣＣ
５２ ３４０ ［２０］

　１）ＩＴＳ：Ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒｒｅｇｉｏｎｓ１＆２ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ５．８ＳｒＤＮＡｇｅｎｅ；ＬＳＵ：２８ＳｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｒＲＮＡｇｅｎｅ；ＡＣＴ：ａｃ

ｔｉｎ；ＴＵＢ２：βｔｕｂｕｌｉｎ．

１．５．３　序列分析

将提取的菌株ＤＮＡ的ＰＣＲ产物进行双向序列

测定，并将得到的序列在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ

比对。对获得的序列采用ＲＡｘＭＬｖ．７．２．６软件进

行多基因系统发育分析［２１］。

１．６　致病性测试

采用针刺法接种。取无病条件下在营养钵中栽

培１０ｄ，长出３～４片真叶的高粱、小麦和大麦幼苗

作为接种材料。用解剖刀从培养２周的病菌培养基

上刮取分生孢子，用无菌水配制成５×１０７ｃｆｕ／ｍＬ

·３９１·
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菌悬液，用无菌接种针轻刺真叶形成伤口，将一小块

脱脂棉蘸取菌悬液覆盖于伤口处，同时用脱脂棉蘸

取无菌水覆盖于另一株植株的伤口处作为对照。接

种后的幼苗用塑料薄膜保湿４８ｈ后取出置于室温

下培养，并观察记录发病情况。对发病幼苗的病健

交界组织进行病菌的再分离。

表２　本研究所用的菌株和序列号１
）

犜犪犫犾犲２　犐狊狅犾犪狋犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔犪狀犱狋犺犲犻狉犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狊

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株号

Ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＬＳＵ ＩＴＳ ＴＵＢ２ ＡＣＴ

犇．犪狉犪犮犺犻犱犻犮狅犾犪 ＣＢＳ３３３．７５ ＧＵ２３７９９６ ＧＵ２３７８３３ ＧＵ２３７５５４ －

犇．犫狅犲狉犲犿犪犲 ＣＢＳ１０９９４２ ＧＵ２３８０４８ ＦＪ４２６９８２ ＦＪ４２７０９７ ＦＪ４２６８７９

犇．犮犪犾犻犱狅狆犺犻犾犪 ＣＢＳ４４８．８３ ＧＵ２３８０５２ ＦＪ４２７０５９ ＦＪ４２７１６８ ＦＪ４２６９４８

犇．犮狅犳犳犲犪犲犪狉犪犫犻犮犪犲 ＣＢＳ１２３３８０ ＧＵ２３８００５ ＦＪ４２６９９３ ＦＪ４２７１０４ ＦＪ４２６８８６

犇．犱犪犮狋狔犾犻犱犻狊 ＣＢＳ１２４５１３ ＧＵ２３８０６１ ＧＵ２３７７６６ ＧＵ２３７５９９ －

犇．犱犻犿狅狉狆犺犪 ＣＢＳ３４６．８２ ＧＵ２３８０６８ ＧＵ２３７８３５ ＧＵ２３７６０６ －

犇．犲狓犻犵狌犪 ＣＢＳ１８３．５５ ＥＵ７５４１５５ ＧＵ２３７７９４ ＧＵ２３７５２５ －

犇．犵犪狉犱犲狀犻犪犲 ＣＢＳ６２６．６８ ＧＱ３８７５９５ ＦＪ４２７００３ ＦＪ４２７１１４ ＦＪ４２６８９５

犇．犵犾狅犿犲狉犪狋犪 ＣＢＳ１３３．７２ ＫＴ３８９７１８ ＦＪ４２７００４ ＦＪ４２７１１５ ＦＪ４２６８９６

犇．犵犾狅犿犲狉犪狋犪 ＣＢＳ５２８．６６ ＥＵ７５４１８４ ＦＪ４２７０１３ ＦＪ４２７１２４ ＦＪ４２６９０５

犇．犵犾狅犿犲狉犪狋犪 ４３５８ １７ 犓犡８９６０９５ 犓犡８９６０９７ 犓犡８９６０９８ 犓犡８９６０９６

犇．犺犲狋犲狉狅犱犲狉犪犲 ＣＢＳ１０９．９２ ＧＵ２３８００２ ＦＪ４２６９８３ ＦＪ４２７０９８ ＦＪ４２６８８０

犇．犿犪狔犱犻狊 ＣＢＳ５８８．６９ ＥＵ７５４１９２ ＦＪ４２７０８６ ＦＪ４２７１９０ ＦＪ４２６９７０

犇．犿犻犮狉狅犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉犪 ＣＢＳ１０５．９５ ＧＵ２３８１０４ ＦＪ４２７０２８ ＦＪ４２７１３８ ＦＪ４２６９１８

犇．狀犻犵狉犻犮犪狀狊 ＣＢＳ４４４．８１ ＧＵ２３８０００ ＧＵ２３７８６７ ＧＵ２３７５５８ －

犇．狆犲犱犲犻犪犲 ＣＢＳ１２４５１７ ＧＵ２３８１２７ ＧＵ２３７７７０ ＧＵ２３７６４２ －

犇．狆犻狀狅犱犲狊 ＣＢＳ５２５．７７ ＧＵ２３８０２３ ＧＵ２３７８８３ ＧＵ２３７５７２ －

犇．狆狉狅狋狌犫犲狉犪狀狊 ＣＢＳ３８１．９６ ＧＵ２３８０２９ ＧＵ２３７８５３ ＧＵ２３７５７４ －

犇．狉狌犿犻犮犻犮狅犾犪 ＣＢＳ６８３．７９ ＫＴ３８９７２１ ＫＴ３８９５０３ ＫＴ３８９８００ －

犇．狊犪狀犮狋犪 ＣＢＳ２８１．８３ ＧＵ２３８０３０ ＦＪ４２７０６３ ＦＪ４２７１７０ ＦＪ４２６９５０

犇．狊狌犫犺犲狉犫犪狉狌犿 ＣＢＳ２５０．９２ ＧＵ２３８１４５ ＧＵ２３７８０９ ＧＵ２３７６５９ ＪＮ２５１９８２

犘犺狅犿犪狊犲犾犪犵犻狀犲犾犾犻犮狅犾犪 ＣＢＳ１２２．９３ ＧＵ２３８１４２ ＧＵ２３７７６２ ＧＵ２３７６５６ －

　１）新测菌株序列用粗体表示。

Ｎｅｗｌｙｇｅｎｅｒａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｂｏｌｄ．

ＣＢＳ：ＣｅｎｔｒａｌＢｕｒｅａｕｏｆｆｕｎｇａｌｃｕｌｔｕｒｅｓ，Ｕｔｒｅｃｈｔ，ＴｈｅＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ．

２　结果与分析

２．１　病原菌形态特征

在２５℃培养条件下病变种子（图１ａ）在ＰＤＡ

上所形成的疑似葡萄茎枯病菌菌落呈典型的圆形，

气生菌丝极其稀疏，形成大量黑色分生孢子器，易

破裂，从中溢出大量分生孢子而使菌落呈玫瑰红色

或淡粉色，后期随着暗色厚垣孢子的产生，菌落颜

色逐渐变为橄榄绿色。菌株转接以后仍呈规则圆

形，产生大量气生菌丝，呈致密的羊毛状，也产生

了极为丰富的分生孢子器及分生孢子，菌落颜色呈

橄榄绿或灰绿色，背面呈深橄榄色或黑色，边缘呈

暗灰色（图１ｃ～ｅ）。

将上述在ＰＤＡ上分离获得的疑似葡萄茎枯病

菌进行纯化和编号，编号为４３５８１７。该菌株在２５℃

条件下培养，早期易产生近球形或洋梨形分生孢子

器，直径９６～１９２μｍ，多为单生，少数聚生。分生孢子

从分生孢子器的孔口释放，初期形成浅红色黏孢团，

逐渐变为橄榄棕色。分生孢子大小（５～９）μｍ×（１．８

～３．６）μｍ，单胞，椭圆形至近圆柱形，有时略微弯曲，

通常具两个油滴，无色透明。厚垣孢子形状和大小高

度可变，砖格状，串生成链或单生，大多数位于菌丝的

末端或中间，不易从菌丝上脱落，颜色为深棕色至黑

色，大小（３２．６～４４．６）μｍ×（１１．５～１９．７）μｍ（图１ｆ～

ｍ）。形态学研究表明分离菌株为葡萄茎枯病菌

犇犻犱狔犿犲犾犾犪犵犾狅犿犲狉犪狋犪。

２．２　序列分析

对菌株４３５８１７的ＤＮＡ采用相应的引物分
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别扩增ＬＳＵ、ＩＴＳ、ＴＵＢ２、ＡＣＴ并进行测序，将得

到的序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ。结果表

明，菌株４３５８１７的ＬＳＵ、ＩＴＳ、ＴＵＢ２、ＡＣＴ序列

与葡 萄 茎 枯 病 菌 （登录号分别为 ＫＴ３８９７１８、

ＦＪ４２７００４、ＦＪ４２７１１５、ＦＪ４２６８９６）相似性均为１００％。

进一步通过多位点系统发育分析发现菌株４３５８１７与

犇．犵犾狅犿犲狉犪狋犪的代表菌株ＣＢＳ５２８．６６聚集在一个分

支上，支持率达到９９％（图２）。其他相近种和该菌株

在系统发育树上均能够明显区分开。

图１　高粱病变样品及菌株４３５８１７的形态特征

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀４３５８１７
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图２　基于多位点（犔犛犝、犐犜犛、犜犝犅２、犃犆犜）系统发育分析构建的菌株４３５８１７和相近物种的最大似然树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犻狀犳犲狉狉犲犱犳狉狅犿犪犿犪狓犻犿狌犿犾犻犽犲犾犻犺狅狅犱犪狀犪犾狔狊犻狊犫犪狊犲犱狅狀犪犮狅狀犮犪狋犲狀犪狋犲犱犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳

犔犛犝，犐犜犛，犜犝犅２犪狀犱犃犆犜狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犻狊狅犾犪狋犲４３５８１７犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱犇犻犱狔犿犲犾犾犪狊狆狆．

２．３　致病性测定

运用柯赫氏法则对分离菌株进行致病性测定，结

果表明，接种４３５８１７并在室温下培养４ｄ后，高粱幼苗

叶片部位开始变色，逐步变为浅棕色，最后变为深褐色

斑块，呈不规则形状，用无菌水接种的对照叶片未出现

发病症状（图３ａ～ｂ）；小麦叶片在接种部位开始出现肉眼

可见的浅黄色病斑，病斑逐渐扩大，萎蔫干枯，变为浅棕

色。对照叶片无发病症状（图３ｃ～ｄ）。大麦叶片接种后

经过连续１０ｄ的观察，发现其和对照叶片无明显差异，因

此本研究认为菌株４３５８１７不容易侵染大麦。

图３　菌株４３５８１７的致病性测试结果

犉犻犵．３　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳狊狋狉犪犻狀４３５８１７犻狀狅犮狌犾犪狋犻狀犵狊狅狉犵犺狌犿犪狀犱狑犺犲犪狋
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　　对上述接种植株的发病组织进行病原菌的再分

离，所获得的菌株与原始菌株４３５８１７菌落形状、形

态特征及序列分析结果均一致。

２．４　结论

通过对高粱分离菌株４３５８１７的培养性状和形

态学观察、ＰＣＲ产物序列比对、系统发育分析以及

致病性测试，将菌株４３５８１７鉴定为葡萄茎枯病菌

犇．犵犾狅犿犲狉犪狋犪。

３　讨论

对高粱上分离的菌株４３５８１７的形态学观察和

多位点（ＬＳＵ、ＩＴＳ、ＴＵＢ２、ＡＣＴ）序列分析均表明该

菌为葡萄茎枯病菌，致病性测试结果表明该菌能够

引起高粱和小麦的叶部感染。Ｃｏｒｄａ
［２２］于１８４０年

首次报道了葡萄茎枯病菌犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犵犾狅犿犲狉犪

狋狌犿Ｃｏｒｄａ。Ｗｏｌｌｅｎｗｅｂｅｒ和 Ｈｏｃｈａｐｆｅｌ
［２３］经过进

一步深入的研究认为葡萄茎枯病菌属于茎点霉属

犘犺狅犿犪，现在的文献报道多遵从该观点，采用犘犺狅

犿犪犵犾狅犿犲狉犪狋犪 （Ｃｏｒｄａ）Ｗｏｌｌｅｎｗ．＆ Ｈｏｃｈａｐｆｅｌ作

为葡萄茎枯病菌的种名。随着分子生物学的发展，

对植物病原真菌的分类更趋于自然。Ｃｈｅｎ等
［２４］依

据系统发育分析结果对茎点霉属和相关属的分类系

统进行了大幅度的调整，其中葡萄茎枯病菌被划分

到亚隔孢壳属犇犻犱狔犿犲犾犾犪。本研究遵从该新分类系

统，采用更科学合理的种名犇犻犱狔犿犲犾犾犪犵犾狅犿犲狉犪狋犪。

相对于检测，检疫强调的是针对性和有效性，因

此对送检的样品必须事先挑选病变的样品进行病原

菌的分离；而检测强调样品的代表性和普通性，对送

检的样品保证其均匀性，往往借助多次混匀和等分

选取试验样品。对于我国口岸进口的大宗粮谷，要

保证检疫取样有效性和针对性，必须在大量样品中

选取有典型症状的病变样品。对于大豆、玉米、大麦

等种子较大的样品，病变样品容易识别，但对高粱这

类种子较小的粮食样品，则肉眼不易辨别和选取。

本研究经过探索，采用谷物套筛组合筛选，将病变的

种子和病残体进行富集，然后在解剖镜下进行甄别

挑选，大大提高了病变样品的筛选效率。目前，套筛

组合筛选的方法已经成功应用于进口油菜籽样品中

检疫性病原菌—油菜茎基溃疡病菌样品的挑选，进

一步提高了其检出率。

葡萄茎枯病菌在全世界广泛分布，但是我国到

目前为止只有两例报道，因此该菌在我国口岸检疫

中具有重要意义。我国口岸多次从苹果、大豆、豌

豆、油橄榄等进境农产品中截获该检疫性真

菌［２５２６］。由于葡萄茎枯病菌以前没有在高粱上引

起田间发病的报道，因此该情况需要引起检疫和植

保人员的重视。本研究过程中致病性测试结果显

示该菌可侵染高粱，对高粱有潜在的危害性。中国

已经成为全球第一粮食进口大国，高粱是其中主要

的进口种类之一，其９０％来自美国。高粱种子在

装卸、运输过程中易洒漏，因此该菌伴随洒漏高粱

种子传入我国的风险性极高。此次的葡萄茎枯病

菌截获表明从美国进口高粱具有很大风险，需保持

警惕性，对来自疫区的高粱进行严格的检疫监控，

以保护我国的生物安全。
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