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摘要　枸杞犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿 Ｍｉｌｌ．是一种药食两用的名贵中药材，褐斑病是２０１０年在甘肃省枸杞种植区发生的

由无性态类真菌新种枸杞小黑梨孢犛狋犻犵犿犲犾犾犪犾狔犮犻犻引起的新病害，据２０１５年－２０１８年调查，该病害已扩展至甘肃

省各枸杞种植区，常年发病率４５％～６５％，严重度２～３级。本研究首次对枸杞小黑梨孢有性态形态进行描述，并

结合分子生物学方法，确定该病病原菌的系统发育地位，为该病的防治提供一定的理论依据。枸杞褐斑病菌在离体

培养条件下和越冬病叶上均可形成有性态。子囊壳球形至亚球形，大小１８５．６μｍ×１７６．６μｍ，有喙，喙的大小为

（３５．７～５３．６）μｍ×（３２．０～５３．５５）μｍ；子囊袋状，大小（１０３．２～１６５．７）μｍ×（１５．７～２２．４）μｍ，含８个子囊孢子；子

囊孢子砖格状，大小（２５．９～３６．５）μｍ×（９．４～１４．１）μｍ，平均３１．２μｍ×１２．３μｍ，具（４～）６～７个纵隔和１～３个

横隔。通过ＩＴＳ、犔犛犝、犚犘犅２和犈犉１α多基因位点联合构建系统发育树，确定该菌为子囊菌门格孢腔菌目格孢腔

菌科真菌。秋末冬初清洁田园，减少来年初侵染源，是有效防治枸杞褐斑病的关键措施。

关键词　枸杞褐斑病；　枸杞小黑梨孢；　格孢腔菌科；　系统发育
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入药，其味甘、性平，归肝、肾经，具有滋补肝肾、益精

明目、润肺止咳、延缓衰老等功效［１］。枸杞还具有耐干

旱，抗盐碱等特点，是绿化造林、防风固沙、调节气候的

重要树种［２］。枸杞在我国已有６００多年的栽培历史，主

要分布在我国西北和华北地区，宁夏、甘肃、内蒙古、青

海和新疆是主要产区［３］。甘肃省近年来发展为我国枸

杞的第二大产区，白银、酒泉、武威、金昌和张掖５市年

种植面积在３万～４万ｈｍ
２，所产枸杞品质优良，可与

宁夏枸杞媲美，是我国枸杞出口首选产地之一［４］。

随着栽培面积的逐年扩大，枸杞病虫害发生日

益严重［５］。２０１０年，在甘肃省白银市进行枸杞病害

调查时发现了一种新病害—枸杞褐斑病，症状主要

表现为在叶部形成中至大型病斑，后期引起大量的

落叶落果［６］，据２０１５年－２０１８年调查，该病害已扩

展至甘肃省各枸杞种植区，常年发病率４５％～

６５％，严重度２～３级。通过初步研究发现，该病害

由枸杞小黑梨孢犛狋犻犵犿犲犾犾犪犾狔犮犻犻引起，该菌是小黑

梨孢属全世界报道的第３个种，目前，国内外仅对该

菌的无性态形态进行了描述［６］，但是对该菌的系统

发育地位、生物学特性及其引起病害的防治措施等

无相关研究报道。

本研究拟通过犔犛犝，ＩＴＳ，犚犘犅２和犈犉１α等４

个基因位点构建系统发育树来确定枸杞褐斑病菌犛．

犾狔犮犻犻的系统发育地位，为枸杞褐斑病的病原学研究提

供一定的理论依据，同时为枸杞褐斑病的综合防治以

及枸杞的绿色无公害生产提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试标样于２０１１年采自甘肃省景泰县大庙村

枸杞园中具有典型症状的病叶。病原菌的分离采用

常规组织分离方法和单孢分离法。单孢分离方法：

将病叶在０．１％升汞中消毒１ｍｉｎ，用灭菌针挑取叶

片上分生孢子器，置于１ｍＬ无菌水中，捣碎，将

５μＬ菌悬液分别置于ＷＡ（琼脂１４ｇ，水１０００ｍＬ）平

板上，２０℃培养６ｈ后，观察并挑取已萌发的分生孢子

琼脂块，将其置于ＰＤＡ（马铃薯２００ｇ，葡萄糖１０ｇ，水

１０００ｍＬ）平板上，１４ｄ后，挑取菌落边缘菌丝进行

纯化、培养，并于４℃保存备用。

１．２　方法

１．２．１　病原菌形态观察

从采集的新鲜枸杞褐斑病病叶组织及ＰＤＡ培

养基上菌龄为１４ｄ的菌落中挑取病原菌的分生孢

子器和子囊壳，置于载玻片上，以水为浮载剂，在光

学显微镜下观察并测定分生孢子器、分生孢子、子囊

壳、子囊、子囊孢子各５０个，分别取最大值和最小值

作为该指标的上限和下限。切取具有分生孢子器的

５ｍｍ２新鲜病叶，置于１％戊二醛的二甲胂酸钠缓

冲液（ｐＨ７．２）中进行固定，在１％四氧化锇的二甲

胂酸钠缓冲液中进行后固定，扫描电镜（ＴＥＭ）下观

察病原菌菌丝的结构以及分生孢子表面的特征。

１．２．２　病原菌致病性测定

将纯化后的病原菌菌株在ＰＤＡ培养基平板上，

２５℃下扩繁培养１４ｄ后，挑取子囊壳，置于含０．１％

Ｔｗｅｅｎ８０的灭菌水中，用血球计数板配制浓度为１

×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液，取种植２年的健康枸

杞幼苗，采用针刺接种法和无伤接种法各接种５株

幼苗。用手动喷雾器将孢子悬浮液均匀喷雾在刺伤

和无伤叶片上（约３００叶／１００ｍＬ），对照５株枸杞幼

苗叶片喷雾同样体积的含０．１％ Ｔｗｅｅｎ８０的灭菌

水。接种后，置于封闭的小温室（２３℃±２℃，相对湿

度＞９５％），２４ｈ后将小温室打开，置于室内，每隔

２ｄ观察一次发病情况，发病后，从病斑上再次分离

病原菌。

１．２．３　病原菌ＤＮＡ提取及系统发育树的构建

采用真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（ＳＫ１３７５，上

海生工）提取病原菌基因组ＤＮＡ。分别采用引物对

ＩＴＳ１／ＩＴＳ４、ＬＲＯＲ／ＬＲ５
［７］、ｆＲＰＢ２５ｆ／ｆＲＰＢ２７ｃＲ

［８］

和ＥＦ１７２８Ｆ／ＥＦ２
［９］扩增ＩＴＳ、犔犛犝、犚犅犘２和犈犉１α

４个基因片段。５０μＬＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆ

ｅｒ（含２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）５μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

０．２５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物各２．５μＬ、２Ｕ／ｍＬ犜犪狇

４μＬ、１０～１００ｎｇ模板ＤＮＡ２．５μＬ，超纯水补足至

５０μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变

性３０ｓ，分别以５２℃（ＩＴＳ、犔犛犝），６０℃（犈犉１α），

５５℃（犚犅犘２）退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循

环；７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用１％的琼脂

糖凝胶进行电泳，用凝胶成像仪进行观察并照相。

ＰＣＲ产物委托生工生物工程（上海）股份有限公司进

行纯化和测序。所得到序列用ＭＡＦＦＴｖ．７（ｈｔｔｐ：∥

ｍａｆｆｔ．ｃｂｒｃ．ｊｐ／ａｌｉｇｎｍｅｎｔ／ｓｅｒｖｅｒ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）
［１０］进行

比对，并用ＢｉｏＥｄｉｔ
［１１］软件校对，去除两端不确定的序

列后，在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴｎ比较搜索，下载相

似序列并进行多基因片段的拼接，ＭＥＧＡ６．０软件采
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用邻接法构建系统发育树。系统发育树包括１２个分

类群，即格孢腔菌科真菌的代表属和在形态上与枸杞

小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻很相近的两个属：壳隔孢属犆犪犿犪

狉狅狊狆狅狉犻狌犿和犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿。

２　结果与分析

２．１　症状

主要危害叶片，偶尔也危害果柄。叶面初生褐

色小点，后扩大成圆形、近圆形褐色至灰褐色病斑，

大小２～８ｍｍ，边缘明显隆起，中部略现轮纹，后期

中部产生少量黑色小颗粒。发病严重时，病斑相互

连接，发黄易脱落。花蕾受害多自顶端向下变褐干枯

死亡，或产生长条形淡褐色病斑，最后全部变为淡褐

色而枯死，甚至整束花蕾枯死。病株上的果实很小乃

至脱落，或不形成果实，中下部叶片落光（图１ａ）。

图１　枸杞褐斑病症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿犾犲犪犳狊狆狅狋

　
２．２　病原

从组织上挑取病原菌进行观察，发现菌丝埋生

于寄主组织中，有隔，隔膜中间有孔（图２ａ），具分

支，无色至淡褐色。无性态（见图２）：分生孢子器埋

生，成熟时破裂，球形，黑色，直径１６０．７～１７７．５μｍ，

器壁薄，孔口不明显（图２ｂ）。分生孢子无色至淡褐

色，砖格状，卵圆形、椭圆形，梨形、桑葚形、螺壳形，

（２２．０～５６．５）μｍ×（１３．６～３４．５）μｍ，由１０～３５个

小孢子组成，小孢子为不规则形、亚球形，无色至淡

黄色，大小（２．４６～１０．６）μｍ×（２．４６～９．９）μｍ（图

２ｃ）。有性态（见图３）：形成于越冬前的病叶上，子囊

壳１８５．６μｍ×１７６．６μｍ，散生，半埋生于叶片组织

中，球形、亚球形至椭圆形，具一短喙，宽３５．７～

５３．６μｍ，高３２．０～５３．５５μｍ。子囊壳壁由２～３层

平行排列的长方形、多角形的拟薄壁细胞组成，１０．０

～１２．５μｍ。子囊袋状，双囊壁，大小为（１０３．２～

１６５．７）μｍ×（１５．７～２２．４）μｍ，含８个子囊孢子，具

一短的圆柱状至棍棒状小柄，稍弯曲，顶部圆，子囊

孢子排列紧密（图３ａ，３ｂ）。子囊孢子初期卵圆形，

淡黄色，后期金黄色至黄褐色，大小为（２５．９～３６．５）

μｍ×（９．４～１４．１）μｍ（平均３１．２μｍ×１２．３μｍ），

长宽比约２．５，直或稍弯曲，长椭圆形，两端圆或一

端稍尖，砖格状，通常具（４～）６～７个纵隔和１～３

个横隔（图３ｃ）。

图２　枸杞褐斑病菌无性态微观形态

犉犻犵．２　犃狊犲狓狌犪犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犛狋犻犵犿犲犾犾犪犾狔犮犻犻

　

图３　枸杞褐斑病菌有性态微观形态

犉犻犵．３　犛犲狓狌犪犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犛狋犻犵犿犲犾犾犪犾狔犮犻犻

　
在ＰＤＡ培养基上，菌落１４ｄ后直径３５．５ｍｍ，黄

色，边缘不整齐，稍隆起，气生菌丝白色，稀疏，絮状，

菌落背面稍暗（图３ｄ），产生大量的子囊壳（图３ｅ），黑

色，球形至亚球形，大小为（１９０．０～３３１．５）μｍ×

（１２７．５～２１８．８）μｍ（平均２５５．９μｍ×１７０．０μｍ），具

明显的喙，大小为（１２．８～１０２．３）μｍ×（４４．９～

１１０．２）μｍ（平均６２．７μｍ×８２．６μｍ）。子囊袋状，

大小为（６８．９～２８３．９）μｍ×（１２．８～２８．６）μｍ（平均

１７３．２μｍ×１９．６μｍ），子囊孢子（１７．９～４３．４）μｍ×

（７．７～１５．６）μｍ（平均２９．１μｍ×１２．９μｍ），子囊孢子每

个细胞均可萌发。在ＰＤＡ培养基上培养２５ｄ后，子囊
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破裂，子囊孢子变为深褐色至黑褐色砖格状，大小为

（１５．３～３３．２）μｍ×（７．７～２１．７）μｍ（平均２６．３μｍ×

１２．０μｍ），较子囊孢子小，具（４～）５～７个纵隔，４～６

个横隔，水滴中不萌发。

２．３　致病性试验

针刺法接种的叶片２ｄ后开始发病，叶面病斑

初期为圆形淡褐色小点，后期逐渐扩大为灰褐色圆

斑。无伤接种叶片主要在叶缘发病，３～５ｄ后可见

淡褐色圆斑。与针刺法接种可见相同的症状（图

１ｂ）。对照叶片未发病。在接种植株上取发病叶片

进行病原菌分离，获得与原接种菌株相同菌株。根

据柯赫氏法则，证明接种菌株ＳＧＱ１１为枸杞褐斑

病的病原菌。

２．４　枸杞褐斑病病原系统发育分析

通过对菌株ＳＧＱ１１的ＩＴＳ、犔犛犝、犚犅犘２和

犈犉１α的扩增，成功获得５８６、９４５、１１１４ｂｐ和１０１８ｂｐ

的序列（登录号分别为：ＪＸ２２６０７２，ＫＸ４５７９７３，ＫＸ４５７９７４

和ＫＸ４５７９７２）。用ＢＬＡＳＴｎ在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索并下载

同源序列，通过多基因片段拼接并构建了系统发育树

（图４）。系统发育树共包括１２个分类群，分为两个

明显的分支：一个分支包括了格孢腔菌科格孢腔菌

属犘犾犲狅狊狆狅狉犪、犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿属和小黑梨孢属

犛狋犻犵犿犲犾犾犪３个属的１０个菌株：枯叶格孢腔菌

犘．犺犲狉犫犪狉犻狌犿（ＣＢＳ１０９８４３；ＣＢＳ１０９８４４和模式菌株

ＣＢＳ１９１．８６）、犆犾犪狋犺狉狅狊狆狅狉犪犲犾狔狀犪犲（ＣＢＳ１９６．５４和模式

菌株ＣＢＳ１６１．５１）、犖．犮犪犾狏犲狊犮犲狀狊（ＣＢＳ２４６．７９、ＣＢＳ

３４４．７８和ＣＢＳ４３２．７７），模式菌株犖．犵狅犲犵犪狆犲狀狊犲

ＣＰＣ２３６７６和枸杞小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻ＳＧＱ１１；另一

个分支是格孢腔菌属壳格孢属犆犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿的

分支：包括了犆犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿犫犲狋犪犲（ＣＰＣ２１５７２和

模式菌株ＣＢＳ４８３．９５）。从系统发育树发现，枸杞

小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻与犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿 属真菌的

模式种犖．犵狅犲犵犪狆犲狀狊犲（ＣＰＣ２３６７６）聚类在一个小

的分支中，说明亲缘关系较近。但是，从形态上来

看，枸杞小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻的分生孢子大小为（２２．０

～５６．５）μｍ×（１３．６～３４．５）μｍ是犖．犵狅犲犵犪狆犲狀狊犲

无性态分生孢子（１５～２４）μｍ×（１５～１９）μｍ的２

倍；从寄主植物来看，枸杞小黑梨孢寄生于茄科植物

枸杞引起枸杞褐斑病，而犖．犵狅犲犵犪狆犲狀狊犲分离自番

杏科松叶菊属植物的枯死叶片［１２］。因此，小黑梨孢

属和犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿属均为格孢腔菌目格孢腔

菌科真菌，但是二者是不同的两个属。

图４　基于犐犜犛、犛犛犝、犔犛犝、犚犅犘２和犈犉１α多基因序列的枸杞褐斑病病菌系统进化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犪犮狅犿犫犻狀犲犱犱犪狋犪狊犲狋狅犳犐犜犛，犛犛犝，犔犛犝，犚犘犅２犪狀犱犈犉１α狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犛狋犻犵犿犲犾犾犪犾狔犮犻犻

　

３　讨论

３．１　病原

小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪为无性态，腔菌纲真菌，

目前，该属广泛接受的有３个种：犛．犲犳犳犻犵狌狉犪狋犪

（Ｓｃｈｗｅｉｎ．）Ｓ．Ｈｕｇｈｅｓ（＝犛．犱狉狔犻狀犪；＝犛．犱狉狔狅

狆犺狔犾犾犪（Ｃｏｒｄａ）Ｌｉｎｄａｕ）
［１３］，犛．狋犻狉狌犿犪犾犲狀狊犻狊Ｂａｇｙ

ａｎ．ｅｔａｌ．
［１４］和枸杞小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻

［５］。本研究通

过形态学和分子生物学方法，首次报道枸杞小黑梨

孢犛．犾狔犮犻犻在离体和活体情况下可产生有性态，明确

小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪为格孢腔菌目格孢腔菌科真

菌。格孢腔菌科是Ｎｉｔｓｃｈｋｅ于１８６９年基于埋生的
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子囊壳建立的一个科，是格孢腔菌目的代表科，也是

该目中最大的一个科［１５１７］，从１９６１年－２０１３年，国

内外学者对该科真菌的分类进行了很多研究［１７２１］。

Ａｒｉｙａｗａｎｓａ等对该科的模式种及可获得菌种基于

１８ＳｎｒＤＮＡ，２８ＳｎｒＤＮＡ，ＩＴＳ和犚犘犅２多基因位

点构建了系统发育树，认为格孢腔菌科包含１８个

属［２１］，本研究发现，小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪也应归入

格孢腔菌科，根据命名优先原则［１６，２２２３］，枸杞小黑梨

孢犛．犾狔犮犻犻仍然是合法的命名。

犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿是Ｃｒｏｕｓ等于２０１４年以模

式种犖．犵狅犲犵犪狆犲狀狊犲建立的属
［１２］。在系统发育关系

上，小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪与犖犲狅犮犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿 在

一个大的分支中，由于无法获得小黑梨孢属犛狋犻犵

犿犲犾犾犪的模式种犛．犲犳犳犻犵狌狉犪狋犪的标本和菌种，因此

并没有参与到本研究的系统发育树的构建中。后期

还需要收集两个属更多的菌种进行形态学及系统发

育学的分析，来确定两个属之间的亲缘关系。

在枸杞属植物上共报道了３株壳格孢（犆．犾狔犮犻犻、

犆．犾狔犮犻犻犮狅犾犪犲和四孢壳格孢犆．狇狌犪狋犲狉狀犪狋狌犿）
［２５］，这

３株壳格孢均寄生于枸杞枝条，而枸杞小黑梨孢寄

生于叶片；在形态学上，枸杞小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻分生

孢子器为（１６０．７～１７７．５）μｍ，小于四孢壳格孢

犆．狇狌犪狋犲狉狀犪狋狌犿（４５０μｍ）和犆．犾狔犮犻犻犮狅犾犪犲（１９０～

３８０）μｍ×（１００～３５０）μｍ，但是分生孢子大小为

（２２．０～５６．５）μｍ×（１３．６～３４．５）μｍ，却明显大于

犆．犾狔犮犻犻（１５～１７）μｍ×（９～１０）μｍ和犆．犾狔犮犻犻犮狅犾犪犲

（８．５～１７）μｍ×（８～１３）μｍ，并且小于四孢壳格孢

犆．狇狌犪狋犲狉狀犪狋狌犿（５０～６０μｍ）的分生孢子。当枸杞

小黑梨孢犛．犾狔犮犻犻在ＰＤＡ培养基上培养６０ｄ时，子

囊溶解，释放出深褐色至黑褐色孢子，与壳格孢属真

菌的孢子在形态上非常相似，但是，壳格孢属真菌的

孢子产生于分生孢子器产孢梗，在这一点上，二者完

全可以区分开。Ｈｕｇｈｅｓ认为小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪

是基于其分生孢子器产孢而建立的属，应该划分在

壳格孢属犆犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿中
［２４］，但是在Ａｒｉｙａｗａｎ

ｓａ的系统发育分析中表明，壳格孢不属于格孢腔菌

科［２１］。本研究进一步表明，小黑梨孢属犛狋犻犵犿犲犾犾犪

与壳格孢属犆犪犿犪狉狅狊狆狅狉犻狌犿亲缘关系较远。

３．２　枸杞褐斑病的防治初步建议

通过室内模拟越冬和田间调查发现，枸杞褐斑

病的病原菌主要以菌丝体、子囊壳以及分生孢子器

在病残体中于地表或土壤中越冬，成为次年初侵染

来源。通过致病性测定，确定其主要越冬菌态为病

残体上的菌丝体以及后期落叶上大量形成的子囊

壳。因此，在秋末冬初，清理田园，将病叶、果等病残

组织集中烧毁或深埋，减少来年初侵染源，是防治该

病的关键措施。后续还需要针对枸杞褐斑病菌的生

物学特性、病原菌的寄主范围、枸杞褐斑病的发病规

律和防治措施进行深入细致的研究，为枸杞的无公

害绿色生产提供一定的技术支撑。
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