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摘要　２０１５年在新疆沿天山北坡一带的‘夏黑’葡萄上，出现了一种果穗穗轴变褐、枯死、幼果萎缩的病害，部分果

园发病率达到１００％，减产３０％～５０％。为了查明其发病原因，采用常规组织分离法对发病的穗轴进行了病原分离

和纯化，共获得１０４个链格孢属真菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪ｓｐｐ．菌株，选取其中１０个代表性菌株，通过常规形态学鉴定、致病

性测定及核糖体内转录间隔区ＩＴＳ（ＩＴＳ１／ＩＴＳ４）和组蛋白３基因序列分析，结果表明，引起该病害的病原有两个，

分别是犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪和犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪，与国内大部分葡萄产区报道的犃．狏犻狋犻犮狅犾犪不同。
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　　葡萄穗轴褐枯病（ｇｒａｐｅ犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪ｒｏｔ）又称轴

枯病，主要危害幼嫩的穗轴，使穗轴变褐枯死，导致

花穗干枯脱落；也可危害幼果，在表面形成褐色至深

褐色小型斑点，但不深入果肉组织。据国内外报道，

该病主要由链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪的一些真菌侵染所

致。国外报道，在葡萄上侵染危害的链格孢属病原

真菌有多种，主要包括犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪、犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪、

犃．狏犻狋犻狊、犃．狏犻狋犻犮狅犾犪和犃．狏犻狀犻犳犲狉犪犲
［１２］，它们都是危

害葡萄穗轴、果梗和叶片上的弱寄生菌。在国内，王

克等［３］１９８６年首先在辽宁报道了由犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪属

真菌引起的葡萄穗轴褐枯病，其病原为犃．狏犻狋犻犮狅犾犪。

之后赵令川等在湖南长沙（１９８７－１９８８年）
［４］、牛庆

法在山东沂水（１９９０年）
［５］、马俊义等在新疆哈密

（２００４年）
［６］、何建群在云南宾川（２０１１年）

［７］、张军

利等在辽南（２０１１年）
［８］等地葡萄园都相继发现该

病，并将其病原鉴定为犃．狏犻狋犻犮狅犾犪。但是，也有人认

为该病是由除犃．狏犻狋犻犮狅犾犪以外的其他链格孢菌引

起。如１９９３年鹿世晋等
［９］将青岛地区‘巨峰’系葡

萄上发现的穗轴腐烂病病原鉴定为犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪。

２００９年马向云等
［１０］将湖南怀化市‘紫秋刺’葡萄穗
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轴褐枯病病原鉴定为犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒ。

《中国农作物病虫害》第２版中记录的葡萄穗轴褐枯

病的病原为犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪
［１１］。

２０１４年张秋娥等
［１２］对葡萄穗轴褐枯病的症状、

病原、发生规律及防治等的研究进行了综述。作者

认为以往发表的关于该病病原鉴定的文献大多基于

形态学特征，并未结合分子生物学特性。链格孢属

的一些种，特别是小孢子组的一些种，由于分生孢子

在结构和形态上的高度变异，加之其形态又比较相

似，单凭形态学不能将其鉴定到种；而序列分析组蛋

白３基因非常适合划定小孢子链格孢种，以此弥补

形态学鉴定上的不足［１３］。所以，必须结合分子生物

学才能将链格孢属确切鉴定到种。

新疆是我国最重要的葡萄产区之一，北疆沿天

山北坡一带又是新疆最重要的鲜食和酿酒葡萄的主

要产区。但自２０１５年起，在新疆沿天山一带的石河

子和博乐地区的‘夏黑’葡萄园，开花和幼果期葡萄

穗轴褐枯病毁灭性发生，有些葡萄园果穗的发病率

高达１００％，个别果园甚至绝产；另外在‘弗蕾’葡萄

品种上也发现有少量穗轴褐枯病症状，为此对该病

的病原进行了研究。

１　材料与方法

１．１　病样采集

病样分别采集于石河子地区的石河子大学葡萄

试验站、石河子总场、石河子地区１４３团，博乐地区

８１团、８９团、８６团和博乐市的达镇达西村等北疆沿

天山北坡一带９个葡萄园，共采集具有典型穗轴褐

枯病的病样１３５个。

１．２　方法

１．２．１　病原分离与纯化

将采集的具有典型症状的病害标本，按常规组

织分离法在超净工作台上进行病原物的分离。分离

前先将葡萄病样穗轴用流水冲洗干净，然后在葡萄

穗轴的病健交界处切取０．７ｃｍ左右的小段，放入

０．１％的升汞中表面消毒２０ｓ，无菌水冲洗３次，置

于灭菌的无菌滤纸上吸去表面水分，接于马铃薯葡

萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）平板上，２８℃条件下培养

３～４ｄ，在ＰＤＡ平板上进行单孢分离纯化
［１４］，之后

将纯化后的菌株接于ＰＤＡ斜面培养基上，培养５ｄ

后置４℃冰箱中储存备用。

１．２．２　病原菌的鉴定

１．２．２．１　病原的形态学鉴定

根据采集地点、葡萄品种、分离菌株的数量及颜

色和形状，选取１０个具有代表性的菌株，分别编号

为１（来自石河子大学葡萄试验站）、２（来自石总场

四分场）、３（来自石总场六分场）、４（来自１４３团）、５

（来自石总场葡萄站）、６（来自８９团）、７（来自８１

团）、８（来自８６团）、９（来自８６团园艺３连）、１０（来

自博乐市达镇达西村）。其中除６号样采自‘弗蕾’

品种外，其他均采自‘夏黑’葡萄品种。在无菌条件

下，分别将代表性菌株转接到马铃薯胡萝卜培养基

（ＰＣＡ）平板上，２５℃恒温培养５ｄ，观察菌落的颜色

并记录各菌落的形态特征。在光学显微镜下观察分

生孢子、分生孢子梗的形态和颜色及分生孢子的形

状和纵横隔膜数，测量分生孢子和喙胞的大小各５０

个。采用常规的玻片培养法［１５］，２８℃下培养４ｄ，观

察并记录分生孢子的着生状态并照相［１６］。

１．２．２．２　分离菌株致病性测定

２０１６年５月在葡萄开花前按常规方法对分离

物进行ＰＤＡ平板培养，并配制２×１０６／ｍＬ的分生

孢子悬浮液。然后从本院葡萄园的‘夏黑’品种上，

采集健康的尚未开花的葡萄幼穗，用７５％的乙醇进

行表面消毒，无菌水冲洗３遍后，置于底部铺有一层

无菌湿润滤纸的培养盒中供接种用。采用喷雾法接

种（接种一次），即将配好的孢子悬浮液均匀喷洒到

葡萄的幼穗上，以喷无菌水作为对照，定期观察并记

录发病情况。发病后，按１．２．１方法进行再分离，确

认再分离菌株与原接种菌株在形态上的一致性。

１．２．２．３　病原菌的分子生物学鉴定

将供试菌株转接到ＰＤＡ平板上，活化培养５ｄ，

收集菌丝。采用ＢｉｏＦｌｕｘ试剂盒法提取基因组ＤＮＡ。

参照王洪凯等［１７］、Ｇｌａｓｓ等
［１８］的研究方法，对供试菌

株核糖体转录间隔区（ＩＴＳ）和组蛋白３基因序列分别

进行ＰＣＲ扩增。ＩＴＳ区引物（ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧ

ＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′；ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ

ＧＡＴＡＴＧＣ３′）和组蛋白３基因引物（Ｈ３ １ａ：５′ＡＣ

ＴＡＡＧＣＡＧＡＣＣＧＣＣＣＧＣＡＧＧ３′；Ｈ３１ｂ：５′ＧＣＧＧ

ＧＣＧＡＧＣＴＧＧＡＴＧＴＣＣＴＴ３′）由上海生物工程股份

有限公司合成。ＰＣＲ反应体系及条件参照王洪凯

等［１７］和Ｗａｎｇ等
［１３］。产物经回收、连接和转化后，送

交上海生物工程有限公司测序。

将供试菌株的ＩＴＳ区和组蛋白序列分别在ＮＣ

ＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比对和分析。应用 ＭＥＧＡ５．０

软件中的临近法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ），构建基于

ｒＤＮＡＩＴＳ和组蛋白３基因序列的系统发育树。

·０３１·
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２　结果与分析

２．１　葡萄穗轴褐枯病的症状

据田间调查，该病的始发期为５月下旬即葡萄

开花时，到６月中旬病害达到盛发期。和内地报道

的穗轴褐枯病发生时间和症状基本一致。其主要特

点是穗轴变褐枯死、果粒干瘪并脱落（图１ａ～ｂ）。

尤其在连续阴雨、温度较低的情况下该病蔓延迅速。

由于葡萄穗轴和果柄发生病变，导致全部或部分幼

果失水干瘪，严重影响产量。

图１　葡萄穗轴褐枯病田间症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犵狉犪狆犲犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狉狅狋犻狀犳犻犲犾犱

２．２　病原菌分离

从石河子和博乐地区等９个葡萄园采集的１３５个

典型穗轴褐枯病病样中成功分离出１０４个链格孢属

真菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪ｓｐｐ．的菌株，分离率为７７．０４％。

２．３　葡萄穗轴褐枯病病原菌的鉴定

２．３．１　形态学鉴定

观察和测定１０个具有代表性的链格孢菌菌株。

基于形态特征，其中６个分离菌株在ＰＣＡ平板上保

湿培养５ｄ可形成长达５～１５个孢子的分生孢子

链，多数分生孢子长链无分支。菌落灰绿色至暗褐

色。分生孢子梗单生或簇生，直立，分隔，淡褐色。

分生孢子倒棍棒形、卵圆形或近椭圆形，淡褐色至

暗褐色，具有０～３个纵隔膜，２～５个横隔膜，部分

分生孢子分隔处略缢缩，大小（１７．５～３７．５）μｍ×

（７．５～１２．５）μｍ，平均２５．０μｍ×９．３μｍ，短喙柱

状，淡褐色。基于以上特征，将其初步鉴定为

犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪（图２ａ、ｃ、ｅ）。另外４个菌株菌落深灰

色，菌丝密集。分生孢子梗单生或簇生，直立或弯

曲，有分隔，在其上部形成具短分支的孢子链。分

生孢子近椭圆形、卵形或倒棍棒状，呈淡褐色至暗

褐色，一般具０～３个纵隔膜，２～４个横隔膜。分

生孢子表面光滑，一般２～８个串生在一起，单生较

少，大小（１７．５～４０．０）μｍ×（５．０～１２．５）μｍ，平均

２６．５μｍ×９．１μｍ，短喙圆柱形或锥形，褐色，大小

（２．５～１２．５）μｍ×（２．５～５．０）μｍ，部分转变为产

孢细胞，可二次分支或产孢。将这些分离株初步鉴

定为犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（图２ｂ、ｄ、ｆ）。

２．３．２　病原菌的致病性测定

将供试的两种代表性菌株接种在健康的葡萄幼

果果穗上，５ｄ后葡萄穗轴变褐枯死，幼果果实掉落

（图３）。其症状与田间葡萄自然发病症状一致。用

柯赫氏法则进行验证，从发病的穗轴上均分离到与

接种菌相同的病原菌，说明供试菌株就是造成田间

穗轴褐枯的病原菌。

２．３．３　分子生物学鉴定

分别用核糖体基因转录间隔区引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４

和组蛋白引物Ｈ３ １ａ／Ｈ３ １ｂ对供试的１０个代表

菌株进行ＰＣＲ扩增和测序。ｒＤＮＡＩＴＳ区扩增结

果均得到一个５４０ｂｐ的片段（图４ａ）。在ＮＣＢＩ上

进行ＢＬＡＳＴ比对，１０个供试菌株的ＩＴＳ序列与犃．

狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪 （序 列 号 ＨＭ０５１０７１、ＪＸ８６０５１４ 和

ＫＦ４９４００２）的同源性以及与犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（序列号

ＫＪ７３９８８０和ＫＪ５２６１７４）的同源性均达９９％，无法确

定１０个供试菌株的归属。
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图２　细极链格孢（犪、犮、犲）和链格孢（犫、犱、犳）菌落、分生孢子及着生方式

犉犻犵．２　犆狅犾狅狀犻犲狊，犮狅狀犻犱犻犪犪狀犱犿狅犱犲狅犳狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪（犪，犮，犲）犪狀犱犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（犫，犱，犳）

图３　接种葡萄穗轴发病情况

犉犻犵．３　犇犻狊犲犪狊犲狅犮犮狌狉狉犲狀犮犲狅狀狋犺犲犵狉犪狆犲狉犪犮犺犻狊犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀
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　　用组蛋白３引物Ｈ３ １ａ／Ｈ３ １ｂ对供试菌株进行

ＰＣＲ扩增，所得产物按大小分可为５４６ｂｐ和４４０ｂｐ两个

组，通过１％琼脂糖凝胶电泳很容易区分（图４ｂ）。序列

比对和分析可知，这两组分别为犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪组（５４６ｂｐ）

和犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪组（４４０ｂｐ）。其中１～６号菌株与犃．狋犲

狀狌犻狊狊犻犿犪（序列号ＫＦ２８０５２３、ＫＰ７０１２５３和ＫＰ７０１２６７）的

相似性达９９％；７～１０号菌株与犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（序列号

ＫＦ３０８９８２、ＫＦ９９７０６７和ＫＦ２８０５４０）的相似性达９９％。

图４　病原菌犐犜犛区（犪）和组蛋白３基因（犫）犘犆犚扩增

犉犻犵．４　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狋犺犲犐犜犛（犪）犪狀犱狋犺犲狆犪狉狋犻犪犾犮狅犱犻狀犵狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳

犺犻狊狋狅狀犲３犵犲狀犲（犫）狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀狊

　　通过构建系统发育树，１０个菌株的ＩＴＳ序列与

ＧｅｎＢａｎｋ下载的菌株序列聚类分析结果（图５）显

示，１０个供试菌株与所有参与分析的菌株聚为一

支。因此，用ＩＴＳ区ｒＤＮＡ序列无法确定供试菌株

与小孢子种犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪和犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪的分类

地位。

图５　基于链格孢菌狉犇犖犃犐犜犛序列构建的１０种菌株的系统发育树

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳１０犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狆狆．
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　　而用组蛋白３基因很容易将１０个供试菌株区

分为两个类群，即犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪和犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪，其

所有供试菌株与犃．狏犻狋犻犮狅犾犪、犃．狏犻狋犻狊等都不聚在一

起（图６），再结合菌株形态学特征，可以确定分离到

病原菌是犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪和犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪。这与其他

地区报道的病原菌犃．狏犻狋犻犮狅犾犪和犃．狏犻狋犻狊有所不同。

图６　基于链格孢菌组蛋白３基因序列构建的１０种菌株的系统发育树

犉犻犵．６　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳１０犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀犺犻狊狋狅狀犲３犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狆狆．

３　讨论

通过研究查明，引起新疆石河子和博乐葡萄产

区‘夏黑’品种上广泛发生的穗轴及果梗大量变褐枯

死、果粒干枯、并导致毁灭性减产的病害，主要病原

菌是细极链格孢犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪（以石河子地区为主）

和链格孢犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪（以博乐地区为主）。在国内

其他地区也有穗轴褐枯病由细极链格孢［９］和链格

孢［１０１１］侵染引起的报道。该病最易感染‘巨峰’系列

品种，‘弗蕾’品种也有感染，但危害很轻。

对于细极链格孢和链格孢，其菌落特征、分生孢

子梗和分生孢子的形态比较相似，分生孢子及着生

方式没有明显区别，加之因受环境条件和多种基质

的影响，分生孢子形态、大小变异幅度大，从形态特

征上很难将它们准确区分开来。利用真菌核糖体内

转录间隔区ＩＴＳ，因序列之间的差异较小，也难以区

别。通过系统发育分析组蛋白３基因序列，能够更

好地分辨出小孢子链格孢类群，从而弥补了ｒＤＮＡ

序列分析的不足，这一研究结果与 Ｗａｎｇ等
［１３］对小

孢子链格孢的研究所得结论比较一致。故组蛋白３

基因序列分析可以作为研究链格孢分类鉴定的重要

手段。据报道，葡萄穗轴褐枯病主要在葡萄开花前

后发生，若此时阴雨连绵，气温偏低，易造成流行；该

病发生与品种有密切的关系，一般‘巨峰’系品种发

病较重；２０１５年在新疆天山北坡‘夏黑’葡萄品种上

严重发生穗轴褐枯病，进一步验证了这一结论。另

外，‘弗蕾’品种虽发病不重，但从其上也分离到该病

病原菌。２００４年马俊义等曾报道在新疆哈密葡萄

园发生严重的穗轴褐枯病，‘无核白’、‘木纳格’和‘红

地球’的发病指数分别为６０．５２、１５．０１和１１．６５，其病

原为犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狏犻狋犻犮狅犾犪，故该病在新疆其他葡萄产

区的病原种类发生情况有待继续调查和鉴定。鉴于

该病在新疆沿天山北坡一带‘夏黑’葡萄上发生比较

严重，在葡萄开花前后，特别是种植‘夏黑’葡萄较多

的地区，应注意及时进行防治。
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