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摘要　近年来辽宁省北镇市出现一种葡萄叶斑病，症状表现为圆形或椭圆形小黑斑，病斑周围褪绿变黄，为明确引

起该病的病原菌，利用组织分离法对病样进行分离纯化，采用多基因系统发育学分析（ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犎犛１、犃犆犜、

犜犝犅２基因）和形态学特征观察对纯化后的菌株进行鉴定，并结合柯赫氏法则对其进行验证。结果确定病原菌为平
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　　葡萄为葡萄科葡萄属落叶藤本植物，原产于欧

洲和亚洲西部［１］，是世界上种植面积最大的水果之

一。我国葡萄产量和种植面积长期位居世界前

列［２３］。在葡萄栽培过程中，有时会在叶片上出现由

真菌侵染形成的大小形状不一的斑点，具有传染性，

造成叶片局部坏死甚至整片枯黄脱落，对葡萄生产

造成不利影响。

目前国内外已经报道的葡萄真菌性叶斑病主要

有褐纹病［４５］、大褐斑病［６８］、小褐斑病［７８］、轮斑

病［９］、壳针孢叶斑病［１０］、环纹叶枯病［１０］、假尾孢叶斑

病［１１］和尾孢叶斑病［１２］、角斑叶焦病、叶枯病、黑痣

病、枝孢叶斑病［１３１４］，犖犲狅狆犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狏犻狋犻狊
［１５］、

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犺犲犫犲犻犲狀狊犲
［１６］引起的葡萄叶斑病，以及

由链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪、葡萄链格孢犃．狏犻狀犻犳犲狉犪犲

和乔木链格孢犃．犪狉犫狅狉犲狊犮犲狀狊
［１７］引起的葡萄叶斑病

等。近年来辽宁北镇葡萄上出现叶斑病症状，表现

为叶上出现圆形或椭圆形小黑斑，病斑周围褪绿变

黄，影响叶片功能，进而影响果实产量和品质。

为明确引起该病害的病原菌，对病样进行分离

培养，采用多基因系统发育分析结合形态学特征对

分离得到的病原菌进行鉴定，以期为该葡萄叶斑病

的发生和防治提供参考。
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１　材料与方法

１．１　材料

供试病样及寄主：从辽宁北镇采集出现圆形或

椭圆形小型黑色病斑、周围出现褪绿变黄的葡萄叶

斑病病叶１５片，带回实验室进行组织分离。致病性

测定所用‘夏黑’葡萄叶片采自北京葡萄与葡萄酒工

程技术研发中心。

马铃薯葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，

ＰＤＡ）培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１５～

１８ｇ，加水定容至１０００ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌

２０ｍｉｎ。

试剂及仪器：十六烷基三甲基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉ

ｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ），美国 Ａｍｒｅｓｃｏ

公司；２×犜犪狇ＭａｓｔｅｒＭｉｘ和ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，北京博

迈德基因技术有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒＺ２显微镜，德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司；Ｂｉｏ

ＲａｄＧｅｌＤｏｃＴＭ ＸＲ＋凝胶成像仪、Ｃ１０００ＴｏｕｃｈＴＭ

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ 仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司；Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆＡＧ５４２４离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离与纯化

采用常规组织分离法［１８］对具有典型症状的叶

片进行分离。首先在病健交界处剪取边长为５ｍｍ

的方形组织，用７５％乙醇消毒３０ｓ，无菌水清洗

３次，晾干后置于ＰＤＡ平板上，将培养皿置于２５℃、

Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ条件的培养箱中培养，采用单孢

分离 法 进 行 菌 种 纯 化，将 纯 化 菌 株 编 号 为

ＪＺＢ３３０１５２，并在４℃冰箱保存备用。

１．２．２　病原菌的分子生物学鉴定及系统发育树

构建

　　采用ＣＴＡＢ法提取菌株的基因组ＤＮＡ。分

别利用ｒＤＮＡ转录间隔区ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ４

（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）／ＩＴＳ５

（５′ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ３′）
［１９］、３磷酸

甘油醛脱氢酶犌犃犘犇犎 基因的引物ＧＤＦ（５′ＧＣ

ＣＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡ３′）／ＧＤＲ（５′ＧＧＧＴ

ＧＧＡＧＴＣＧＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＧＴ３′）
［２０］、几丁质合酶

犆犎犛１基因的引物ＣＨＳ７９Ｆ（５′ＴＧＧＧＧＣＡＡＧ

ＧＡＴＧＣＴＴＧＧＡＡＧＡＡＧ３′）／ＣＨＳ３４５Ｒ （５′ＴＧ

ＧＡＡＧＡＡＣＣＡＴＣＴＧＴＧＡＧＡＧＴＴＧ３′）
［２１］、肌 动

蛋白 犃犆犜 基因的引物 ＡＣＴ５１２Ｆ（５′ＡＴＧＴＧ

ＣＡＡＧＧＣＣＧＧＴＴＴＣＧＣ３′）／ＡＣＴ７８３Ｒ（５′ＴＡＣ

ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＡＴ３′）
［２２］、β微 管 蛋 白

犜犝犅２基因的引物ＢＴ２Ｆ（５′ＧＴＢＣＡＣＣＴＹＣＡＲ

ＡＣＣＧＧＹＣＡＲＴＧ３′）／ＢＴ４Ｒ（５′ＣＣＲＧＡＹＴＧＲＣ

ＣＲＡＡＲＡＣＲＡＡＧＴＴＧＴＣ３′）
［２３］进行ＰＣＲ 扩增，

引物委托生工生物工程（上海）股份有限公司合成，

ＰＣＲ产物送至北京博迈德基因技术有限公司进行

测序。在ＮＣＢＩ上对测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对分

析，在 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载相关参考序 列，利 用

ＭＡＦＦＴ７软件（ｈｔｔｐ：∥ｍａｆｆｔ．ｃｂｒｃ．ｊｐ／ａｌｉｇｎｍｅｎｔ／

ｓｅｒｖｅｒ／）对所有序列进行比对，利用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０．９．０

软件进行多基因序列整合，而后利用ＡＬＴＥＲ软件

将文件格式转换成ｎｅｘｕｓ格式。最后将序列载入

ＰＡＵＰ４．０ｂ１０软件中，用最大简约法（ｍａｘｉｍｕｍ

ｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）构建系统发育树并进行系统发育

分析。

１．２．３　形态学观察

将纯化后的菌株在ＰＤＡ平板上于２８℃、Ｌ∥Ｄ

＝１２ｈ∥１２ｈ的条件下培养７～１０ｄ，观察记录菌落

形态如形状、颜色、质地等。在显微镜下观察分生孢

子、分生孢子盘的形态特征并测量分生孢子大小，共

测量３０个分生孢子。

１．２．４　致病性测定

选取健康成熟的‘夏黑’葡萄叶片，用１％ＮａＣｌＯ

表面消毒３０ｓ，无菌水清洗３次，吹干备用。将纯化

后的菌株在ＰＤＡ平板上培养７ｄ，用血球计数法配

制浓度为１×１０５个／ｍＬ的孢子悬浮液备用。采用

滴接法对离体叶片分别进行刺伤和无伤接种。每片

叶４个接种点，于主叶脉两侧各２个且对称，一侧刺

伤接种，另一侧无伤接种，每点接种孢子悬浮液

２０μＬ，共处理９片叶，重复３次，以无菌水为空白

对照。接种后将叶片置于２５℃、相对湿度９０％下

进行黑暗培养２４ｈ，之后在相对湿度６５％、光周期

Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ条件下培养。观察并记录叶片

的发病情况，接种部位出现褐色病斑即为开始发

病，直至出现与田间相似的症状时对病斑再次进行

组织分离，观察分离物与接种菌株的形态特征，完成

柯赫氏法则验证。

·６８１·
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２　结果与分析

２．１　病原菌的分子生物学鉴定

利用ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犎犛１、犃犆犜 与犜犝犅２共

５个基因序列对所得菌株进行ＰＣＲ特异性扩增，分别

得到长度为５２８、２９０、２４９、２７２ｂｐ和４９７ｂｐ的片段，以

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犾犻狀犱犲犿狌狋犺犻犪狀狌犿ＣＢＳ１４４．３１作为外群

经ＭＰ法构建系统发育树，结果显示：ＪＺＢ３３０１５２与平

头炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狋狉狌狀犮犪狋狌犿（ＣＢＳ１５１．３５Ｔ）聚

在同一支上，自展支持率为１００％（图１）。

图１　用最大简约法基于犐犜犛、犌犃犘犇犎、犆犎犛１、犃犆犜、犜犝犅２序列构建的系统发育树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犮狅犿犫犻狀犲犱犐犜犛，犌犃犘犇犎，犆犎犛１，犃犆犜犪狀犱犜犝犅２狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫狔犿犪狓犻犿狌犿狆犪狉狊犻犿狅狀狔犪狀犪犾狔狊犻狊

　
２．２　病原菌的形态学特征

ＰＤＡ培养基上病原菌菌落圆形，边缘整齐，菌

丝较稀疏，紧贴培养基生长，初期菌落边缘为白色，

中心为浅灰色，后期菌落颜色变为深褐色；分生孢子

盘黑色堆状突起；分生孢子呈无色，无分隔，新月或

镰刀形，两头钝尖，大小为 （１５．３２～２８．５１）μｍ×

（３．３３～６．６２）μｍ。依据形态鉴定和系统发育分析，

将葡萄叶斑病的病原菌鉴定为平头炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅

狋狉犻犮犺狌犿狋狉狌狀犮犪狋狌犿 （图２）。

２．３　致病性测定

无伤和刺伤接种‘夏黑’葡萄叶片，接种后３ｄ

均开始发病，７ｄ病斑逐渐向周边扩展，病斑颜色变

深，成暗褐色。对照叶片未发病。对发病叶片再次

进行组织分离，分离物与原始分离菌株一致，完成柯

赫氏法则验证（图３）。

图２　葡萄叶斑病病原菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狋狉狌狀犮犪狋狌犿

的形态特征（标尺＝２０μ犿）

犉犻犵．２　犕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犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿

狋狉狌狀犮犪狋狌犿犮犪狌狊犻狀犵犵狉犪狆犲犾犲犪犳狊狆狅狋犱犻狊犲犪狊犲（狊犮犪犾犲犫犪狉狊＝２０μ犿）
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图３　室内离体葡萄叶片接种病原菌７犱时的发病症状

犉犻犵．３　犜犺犲狊狔犿狆狋狅犿狊狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱犵狉犪狆犲犾犲犪狏犲狊７犱犪狔狊犪犳狋犲狉

犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀

　

３　讨论

本研究对采自辽宁省北镇市的感病葡萄叶片进

行了病原菌的分离纯化、形态鉴定、致病性测定及柯

赫氏法则验证。并对病原菌的ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、

犆犎犛１、犃犆犜与犜犝犅２基因进行系统发育分析，结

果显示，病原菌与平头炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狋狉狌狀

犮犪狋狌犿模式菌株ＣＢＳ１５１．３５Ｔ 聚在同一支上，且自

展支持率为１００％，结合形态学特征将引起葡萄叶

斑病的病原菌鉴定为犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿。

在葡萄的栽培中，炭疽病是一种重要的常见病

害，主要为害葡萄果实，一般造成葡萄减产１０％～

２０％，日本
［２４］、澳大利亚［２５］等国家报道引起葡萄果

实炭疽病的病原菌为胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

和（或）尖孢炭疽菌犆．犪犮狌狋犪狋狌犿，国内报道引起葡萄炭

疽病 的 病 原 菌 有 胶 孢 炭 疽 菌、犆．狏犻狀犻犳犲狉狌犿、

犆．犳狉狌犮狋犻犮狅犾犪以及犆．犪犲狀犻犵犿犪和犆．犺犲犫犲犻犲狀狊犲
［２６２８］，２０１６

年笔者在湖北发现犆．狀狔犿狆犺犪犲犪犲引起‘红地球’葡萄

嫩梢枯死［２９］。目前在我国，平头炭疽菌可危害番茄、

火龙果、南瓜等［３０３３］，但平头炭疽菌侵染葡萄仅在瑞

士有过报道［３４］，我国尚未见相关的研究报道。

据调查，在北镇由炭疽病菌引起的葡萄叶斑病

在夏季雨季过后发病严重，说明炭疽病的发生与雨

水关系密切，高温高湿的环境有利用于病原菌的生

长，因此在病害易发生的季节应加强果园管理，及时

清除病叶，避免通风不良、浇水过多的情况发生，病

害发生严重时，需选择合适的杀菌剂进行防治。

Ｇｒｅｅｒ等的研究显示，胶孢炭疽菌和尖孢炭疽菌在

侵染特性和对杀菌剂的敏感性方面表现不同。尖孢

炭疽菌侵染速度快于胶孢炭疽菌，并且对克菌丹、三

环唑的敏感性要显著高于尖孢炭疽菌。而胶孢炭疽

菌对苯菌灵的敏感性要高于尖孢炭疽菌［２５］。邓维

萍等的报道也证实了这点［２７］。因此需对平头炭疽

菌对杀菌剂的敏感性进行测定，以筛选出高效、安全

的药剂投入到葡萄叶斑病的防治中，结合农业栽培、

生物防控等多种措施，构建完善的综合防控技术体

系，防控病害的进一步发生和蔓延。
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病的发生较为普遍，平均发病率为２５．０８％，病情指

数为８．２４。冬作区马铃薯粉痂病在部分产区有发

生，平均发病率为４．９３％，病情指数为２．３９。与１０

年前相比，目前云南省马铃薯粉痂病发生危害程度

大幅降低。
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