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摘要　自２００９年起，甘肃定西地区出现了甘蓝植株矮化、叶片黄化、枯萎甚至死亡的现象。２０１５年８月，我们采集

了田间病株样本，使用常规组织分离法对病原菌进行了分离和纯化，依据柯赫氏法则进行了病原菌确认，并通过形

态学和分子生物学方法对病原菌进行了鉴定。结果表明病原菌的形态学特征与尖孢镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

一致，其ｒＤＮＡＩＴＳ、ｒＤＮＡＩＧＳ以及ＥＦ１α序列与尖孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿相似性达９９％，基于病原菌及尖孢镰

刀菌各代表专化型ＥＦ１α序列构建的系统发育树将该菌与尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻

狀犪狀狊聚为一类，故引致甘肃定西地区甘蓝枯萎病的病原菌为尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻

狀犪狀狊。
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　　甘蓝枯萎病是一种危害性极强的土传性病害，

最早于１８９９年发现于美国纽约州，目前在全世界多

数夏秋甘蓝栽培地区都有发生，如美国、加拿大、希

腊、日本等［１４］。在我国，该病害仅在北京延庆和山

西寿阳地区有病原菌分离鉴定的记载［５８］。

甘肃省定西市位于甘肃省中部，地处秦岭以西

黄土高原沟壑丘陵区，属于南温带半湿润、中温带半

干旱区，夏季气候凉爽，雨量相对充沛，昼夜温差大，

有利于各类蔬菜干物质的积累，因此成为西北最大

的高原夏菜产地。甘蓝作为当地的重要经济作物之

一，有着悠久的种植历史和近０．６７万ｈｍ２的种植面

积。但自２００９年起，在田间出现了甘蓝叶片黄化，

植株枯萎、死亡等症状。２０１６年，该病害的累计危

害面积近０．２万ｈｍ２，占当地甘蓝种植总面积的

３０％，严重影响了甘蓝的质量和产量，造成了严重的

经济损失。本文从甘肃定西地区采集了发病甘蓝样

品，并进行了病原菌的分离与鉴定。现将结果报道

如下。
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１　材料与方法

１．１　病原菌分离纯化

２０１５年８月于甘肃省定西市安定区采集具有

典型症状的病害样品，用常规组织分离方法进行病

原菌分离与纯化［９］。

１．２　致病性测定

采用蘸根法对分离物进行致病性测定。将分离

物于马铃薯葡萄糖液体培养基（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅ

ｂｒｏｔｈ，ＰＤＢ）中摇培３ｄ后，滤除菌丝，收集孢子悬

浮液，将其孢子浓度调至１×１０７个／ｍＬ。将两叶一

心期‘秋悦’甘蓝（邢蔬种业有限公司）幼苗的根部

浸于孢子悬浮液中１５ｍｉｎ，移植在装有无菌土的

１０ｃｍ×１０ｃｍ（口径×高度）营养钵中，以无菌水蘸

根处理的甘蓝幼苗作为空白对照。１４ｄ后观察记

载甘蓝发病情况。同时，采用常规组织分离方法对

病原菌进行再分离，将分离物与初始接种体进行形

态学比较。

１．３　病原菌形态特征观察

将病原菌接种于马铃薯葡萄糖培养基（ｐｏｔａｔｏ

ｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，ＰＤＡ）上，２５℃黑暗培养，３ｄ后观察

菌落形态特征，并在光学显微镜下观察菌丝、分生孢

子及产孢结构等形态特征。

１．４　病原菌分子鉴定

１．４．１　ＤＮＡ提取

将病原菌接种于铺有玻璃纸的ＰＤＡ平板上，

２５℃黑暗培养５ｄ后收集菌丝，干燥后取０．２ｇ菌丝于

研钵中，加入液氮研磨至粉状后置于无菌的２．０ｍＬ离

心管中，加入８００μＬ２％ＣＴＡＢ溶液混匀，６５℃水

浴１５ｍｉｎ；然后加入８００μＬ酚／氯仿／异戊醇（２５∶

２４∶１），混匀后离心１５ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清

液，在上清液中加入８００μＬ酚／氯仿／异戊醇（２５∶

２４∶１），混匀后离心１５ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清

液，在上清液中加入３５０μＬ冰异丙醇，混匀后于

４℃下静置３０ｍｉｎ，在４℃条件下离心１５ｍｉｎ

（１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，用７５％乙醇洗涤沉淀２

次，再用无水乙醇洗涤１次，晾干后加入５０μＬ超纯

水充分溶解。利用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测合格后，于

－２０℃下保存备用。

１．４．２　病原菌ＩＴＳ、ＩＧＳ及ＥＦ１α序列扩增及测序

ＰＣＲ扩增病原菌核糖体ＤＮＡ内转录间隔区（ｒｉ

ｂｏｓｏｍｅＤＮＡｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ｒＤＮＡＩＴＳ）、

核糖体ＤＮＡ基因间隔区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｓｐａｃｅｒ，ＩＧＳ）及延

长因子－１α（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ－１α，ＥＦ１α）序列。反

应体系２５μＬ：上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，

１０×ＴｒａｎｓＴａｑＴＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

２μＬ，ＴｒａｎｓＴａｑ
ＴＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２５μＬ，模板

ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）ｌμＬ，ｄｄＨ２Ｏ１８．２５μＬ。所用引

物及ＰＣＲ程序见表１。ＰＣＲ产物送英潍捷基（上

海）贸易有限公司进行测序。

１．４．３　数据分析

将测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对分析。从Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ下载镰刀菌属代表种及尖孢镰刀菌不同专

化型菌株的ＥＦ１α序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８）进行多

重序列比对后，将序列信息导入 ＭＥＧＡ（４．０）通

过邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，同

时利用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１００００次重复）检验各分支的

置信度。

表１　引物信息及犘犆犚扩增程序

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱犘犆犚狆狉狅犵狉犪犿狊

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增区域

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎ

ＰＣＲ扩增程序

ＰＣＲｐｒｏｇｒａｍ

ＩＴＳ１ ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ

ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
ＩＴＳ［１０］ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ

ＮＬ１１ ＣＴＧＡＡＣＧＣＣＴＣＴＡＡＧＴＣＡＧ

ＣＮＳ１ ＧＡＧＡＣＡＡＧＣＡＴＡＴＧＡＣＴＡＣ
ＩＧＳ［１１］ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃３ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ

ＥＦ１ ＡＴＧＧＧＴＡＡＧＧＡＲＧＡＣＡＡＧＡＣ

ＥＦ２ ＧＧＡＲＧＴＡＣＣＡＧＴＳＡＴＣＡＴＧＴＴ
ＥＦ１α

［１２］ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ

２　结果与分析

２．１　病害症状

甘蓝枯萎病在田间会形成典型的发病中心，中心

的面积表现出连年扩展的趋势，所辐射的区域也逐年

扩大。处于发病中心边缘的病株一般发病较轻，仅植

株下部部分叶片表现出沿叶脉黄化并伴有轻微萎蔫

的现象，病株茎部横截面维管束处明显变褐，越靠近发

病中心，病情越加严重，病株叶片几乎完全黄化，植株矮

化枯死，以致田间出现明显的缺苗断垄现象（图１）。
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图１　甘蓝枯萎病发病症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犮犪犫犫犪犵犲犉狌狊犪狉犻狌犿狑犻犾狋

２．２　致病性测定

经过病原菌的分离与纯化后共得到１７个分离

物，根据形态学特征归为ＤＸＦ００１、ＤＸＦ００２、ＤＸＦ００３

和ＤＸＦ００４四类。其中，ＤＸＦ００１包含１１个分离

物，占总分离物的６４．７％；ＤＸＦ００２包含３个分离

物，占总分离物的１７．６％；ＤＸＦ００３包含２个分离

物，占总分离物的１１．８％；ＤＸＦ００４包含１个分离

物，占总分离物的５．９％。从每类分离物中选取一

个代表性菌株，分别为ＤＸＦ００１ ０１、ＤＸＦ００２ ０１、

ＤＸＦ００３ ０１和ＤＸＦ００４ ０１，用于致病性测定。结

果显示，接种１４ｄ后只有接种ＤＸＦ００１ ０１的植株

表现出典型的甘蓝枯萎病症状（图２ｂ）。再分离物

与ＤＸＦ００１ ０１表现出一致的形态学特征，说明

ＤＸＦ００１ ０１为甘蓝枯萎病的病原菌。

图２　病原菌对甘蓝致病性测定

犉犻犵．２　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀狋狅犮犪犫犫犪犵犲

２．３　病原菌形态特征

在ＰＤＡ培养基平板上培养４ｄ后，病原菌菌落

圆形白色，气生菌丝致密（图３ａ）；显微观察可见其

菌丝呈丝状、无色并伴有隔膜。病原菌产生大量的

小型分生孢子和少量的大型分生孢子，其中小型分生

孢子为卵圆形至长椭球形或肾型，无隔膜或具１个隔

膜，大小为（３．８～１５．０）μｍ×（１．５～５．０）μｍ，假头状

着生于细长、瓶状的分生孢子梗上；大型分生孢子镰

刀状，两端尖，一般具３～５个隔膜，大小为（１８．６～

３３．８）μｍ×（３．２～６．２）μｍ（图３ｂ）。根据病原菌的

形态学特征，依据Ｂｏｏｔｈ的镰刀菌属分类系统
［１３］，

该病原菌被鉴定为尖孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿。

图３　病原菌于犘犇犃培养基上的培养特征

犉犻犵．３　犆狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀狅狀

狆狅狋犪狋狅犱犲狓狋狉狅狊犲犪犵犪狉（犘犇犃）

２．４　病原菌的分子鉴定

病原菌ＩＴＳ、ＩＧＳ及ＥＦ１α序列的测序结果在
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ＧｅｎＢａｎｋ的注册号分别为ＬＣ１６５０１７、ＬＣ１６５０１６和

ＬＣ１６５０１８，ＢＬＡＳＴ分析结果显示这３个序列分别与

尖孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿 的相似性达到了９９％、

９９％和１００％。利用病原菌与尖孢镰刀菌各专化型菌

株的ＥＦ１α序列信息，构建系统发育树，结果显示ＥＦ

１α可以对犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊、

犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犾犻犾犻犻、犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

ｆ．ｓｐ．犿犲犾狅狀犻狊等１０个尖孢镰刀菌专化型进行聚类（图

４）。最终ＤＸＦ００１ ０１被鉴定为尖孢镰刀菌黏团专化

型（犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊）。

图４　尖孢镰刀菌代表专化型及犇犡犉００１ ０１犈犉１α基因系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋狉犪狀狊犾犪狋犻狅狀犲犾狅狀犵犪狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉１α（犈犉１α）犵犲狀犲狊狅犳犇犡犉００１ ０１犪狀犱

犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿犳狅狉犿犪犲狊狆犲犮犻犪犾犲狊

３　讨论

甘蓝枯萎病首次发现于北京延庆地区，其病原

菌被确定为尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿

ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊
［５，７］。张扬等报道，在北京延庆地

区除尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．

犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊外，轮枝样镰刀菌犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊也

可导致甘蓝枯萎病的发生［６］。田仁鹏从山西寿阳地

区甘蓝枯萎病株上分离到的ＧＬＨＷ１，经鉴定为尖

孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿
［８］。本文则通过形态学观

察结合分子生物学方法将甘肃定西地区甘蓝枯萎病

鉴定为尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．

犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊。

随着现代分子生物学技术的发展，病原菌的鉴

定不再局限于形态学的观察。本文对病原菌的ＩＴＳ

序列进行了测序，通过序列比对将病原菌鉴定为尖

孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿。虽然ＩＴＳ在进化的过程

中具有高度的保守性，但是由于镰刀菌ＩＴＳ２存在非

同源的拷贝，可能会导致不准确的鉴定结果［１４］。而

ＥＦ１α序列对镰刀菌系统发育学种的鉴定具有很大

的可用性，它在镰刀菌种的水平上具有丰富的信息

量，在镰刀菌属中也并未发现ＥＦ１α序列的非直系

同源拷贝［１２］。目前已有很多学者利用ＥＦ１α构建

系统发育树成功地对镰刀菌进行了鉴定［１５１７］。为了

保证鉴定结果的准确性，本文对病原菌的ＥＦ１α序

列进行了扩增、测序，并将测序结果与其他尖孢镰刀

菌专化型的ＥＦ１α序列进行建树分析，结果显示，

ＥＦ１α基因可以对犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀

犵犾狌狋犻狀犪狀狊、犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犾犻犾犻犻、犉狌狊犪狉

犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犿犲犾狅狀犻狊等１０个尖孢镰刀菌

专化型进行聚类，本文所分离的病原菌划归于尖孢镰

刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊，与
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前人的研究结果相一致［５７］。

有文献曾报道尖孢镰刀菌黏团专化型犉．狅狓狔狊

狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊的寄主范围十分广泛，不

仅可以侵染大多数十字花科作物，还能侵染茄科、葫

芦科、豆科、菊科、旋花科、伞形科及百合科等主要蔬

菜作物，并使其成为无症带菌的隐性寄主［３，５，１８１９］。

而甘肃定西是西北最大的高原夏菜产地之一，蔬菜

品种多，种植面积广，因此尖孢镰刀菌黏团专化型

犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狅狀犵犾狌狋犻狀犪狀狊不仅会对当地甘

蓝的生产造成严重的影响，也会成为其他蔬菜生产

的潜在隐患。本研究结果为当地甘蓝枯萎病的防治

奠定了可靠的理论基础。
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