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洛阳地区牡丹３种主要叶部病害病原菌的

分离与鉴定

宣俊好，　张元博，　蒙城功，　彭彪彪，　杨瑞先

（洛阳理工学院环境工程与化学学院，洛阳　４７１０２３）

摘要　为明确引起洛阳牡丹犘犪犲狅狀犻犪狊狌犳犳狉狌狋犻犮狅狊犪叶部主要病害的病原菌种类及其症状特点，于２０１６年从洛阳市

的４个牡丹种植区采集叶部病害样本，采用组织分离法进行病原菌的分离和纯化，柯赫氏法则回接验证病原菌的致

病性，利用形态学与基因序列分析相结合的方法鉴定病原菌的种类。结果表明，洛阳地区牡丹叶部主要病害种类为

牡丹红斑病、炭疽病和黑斑病，引起这三种病害的病原菌分别鉴定为枝孢霉菌犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿ｓｐ．、胶孢炭疽菌犆狅犾

犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊和链格孢菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪。本研究为牡丹叶部病害的快速诊断与防治提供了理

论依据。
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　　牡丹犘犪犲狅狀犻犪狊狌犳犳狉狌狋犻犮狅狊犪Ａｎｄｒ．为芍药科芍

药属多年生落叶灌木，兼具观赏和药用价值，是我国

的传统名花之一，在我国已有一千多年的栽培历

史［１］。河南洛阳作为中国牡丹的主要栽培地之一，

其栽培历史悠久，栽培面积大，且品种繁多。近年来

随着洛阳观赏牡丹和油用牡丹生产面积的扩大，牡

丹病害的发生日益突出，严重影响了牡丹的正常生

长发育，降低了牡丹的观赏效果和后期开发应用效

果［２］，牡丹病害的发生发展已逐渐成为牡丹生产中

的重要限制因素。近年来研究表明，牡丹病害大约

有２０多种，主要以叶部病害为主，多造成牡丹叶片

产生病斑和穿孔等症状，严重时危及花和茎秆，甚至

导致植株死亡［３］。目前关于牡丹病害的研究多集中

于症状的描述，多数病原菌种类的鉴定也仅限于形

态学特征的观察。而研究发现利用传统的形态学方

法进行植物病原菌的分类鉴定，存在准确性较差的

缺点，因此引起牡丹病害发生的病原菌种类的准确

鉴定已成为急需解决的问题。
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基于传统的病原真菌分类和鉴定的局限性，克

隆和测序真菌５．８ＳｒＤＮＡ核糖体基因及其两侧的

内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅ，ＩＴＳ区）

基因，根据其基因序列的差异进行真菌菌株的鉴定

和系统发育的研究已成为植物病原学的研究热

点［４５］。尤其是真菌的ＩＴＳ区进化速度较快，在不同

菌种内高度保守，通过与数据库中同源序列的比较

可以确定真菌属种关系，其使用尤为广泛［６７］。为明

确引起洛阳地区牡丹主要叶部病害的病原菌种类和

分类地位，本研究从洛阳不同牡丹种植地进行牡丹

叶部病害症状的观察和病原菌的分离，同时基于形

态学特征和ＩＴＳ序列测定分析准确鉴定病原菌种

类，为进一步研究牡丹叶部病害的发病规律、防治措

施和牡丹抗病品种的培育提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试植物材料：牡丹叶片病害标本于２０１６年４

－９月采自洛阳隋唐城遗址公园、中国国花园、国家

牡丹园和洛阳理工学院牡丹种植区，通过叶片发病

特征加以区别分类，并拍照记录，将症状不同的病叶

置于不同自封袋内保存，做好标记，带回实验室用于

病原菌的分离。

１．２　方法

１．２．１　病原菌分离

采用组织分离法对牡丹叶部病害进行病原菌分

离和纯化［８］。用自来水冲洗病叶，将病健交界处组

织剪成２～３ｍｍ的小块，７５％乙醇消毒后用１０％次

氯酸钠溶液浸泡１０ｍｉｎ，再用灭菌水漂洗３次后接

种在ＰＤＡ培养基上，每皿接种４块，２５℃恒温培养，

待长出菌落后进行纯化，再转接到ＰＤＡ斜面培养基

中，并于４℃冰箱保存备用。

１．２．２　病原菌致病性检验

采集健康的牡丹叶片，自来水冲洗干净后用

７５％乙醇擦拭叶片表面后，晾干备用。采用针刺接

种法进行病原菌的致病性测定，即将纯化后获得的

病原菌转至ＰＤＡ平板，于２５℃培养７ｄ后，用４ｍｍ

灭菌打孔器在ＰＤＡ平板的菌落边缘均匀切取菌饼，

用针轻度刺伤叶片后，取菌饼反贴于伤口处，对照为

不接菌的ＰＤＡ培养基。接种后的牡丹叶片置于直

径２０ｃｍ的培养皿内，２５℃保湿培养，３ｄ后开始观

察并记录发病情况。选取菌饼接种处产生明显病斑

的叶片，重新分离纯化病原菌，观察与初始分离菌株

是否一致。

１．２．３　病原菌鉴定

形态学鉴定：将纯化后的病原菌分离物

ＭＤＨＢ、ＭＤＴＪ和 ＭＤＹＢ接种于ＰＤＡ培养基中，

２５℃条件下培养７ｄ后，肉眼观察菌落的培养性状，

主要包括菌落颜色、表面形状、边缘形状和气生菌丝

是否丰盛等特征；同时在光学显微镜下观察病原菌

菌丝、分生孢子梗和分生孢子的形态特征。

分子生物学鉴定：采用真菌提取试剂盒（北京索

莱宝生物技术有限公司）提取真菌ＤＮＡ基因组，方

法详见说明书，提取后的ＤＮＡ置－２０℃冰箱保存

备用。用真菌通用引物ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣＧＧ３′）和ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ

ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）扩增病原菌ｒＤＮＡＩＴＳ序

列［９］。扩增体系为５０μＬ，ＰＣＲ反应程序为：预变性

９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火５５℃３０ｓ，延伸

７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ

扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＤＮＡ片段经

凝胶回收试剂盒（天根生物工程有限公司）回收，回

收产物委托上海生工生物工程公司进行测序。

序列分析：利用Ｂｌａｓｔｎ软件将获得的ＩＴＳ基因

序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的已知序列进行比较，确

定与该菌株亲缘关系最近的种属，并从数据库获得

相关种属的序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件进行序列的

比对排列，利用 Ｍｅｇａ７中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ

ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ，ＮＪ）构建系统发育树，以确定牡丹

病原菌的分类地位。

２　结果与分析

２．１　牡丹叶部病害症状观察

２０１６年４－９月对洛阳地区牡丹叶部病害症状

进行调查发现，其叶部病害主要有三种，分别为牡丹

红斑病、牡丹炭疽病和牡丹黑斑病。牡丹红斑病发

病初期表现为叶片正、反面皆出现绿色针状小点，病

斑逐渐扩展为近圆形或不规则形病斑，病斑中央淡

褐色、边缘紫褐色，最后呈现出明显的同心轮纹，病

斑直径约３～３０ｍｍ，发病后期病部出现墨绿色霉层

（图１ａ～ｂ）。牡丹炭疽病发病初期病斑为褐色小点

状，以后逐渐扩大成红褐色近圆形或形状不规则的

斑块，病斑直径约４～２５ｍｍ，病斑扩展受主脉及大

侧脉限制，病斑多为褐色，有些边缘呈黄褐色，中央

·２９·
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灰白色，后期发病严重时叶缘部位成片出现半圆形

病斑，中央会出现穿孔症状（图１ｅ～ｆ）。牡丹黑斑病

发病时叶片上出现褐色至灰黑色近圆形病斑，病斑

直径约为５～１０ｍｍ，可观察到淡淡的轮纹，中央略

泛灰白或出现较深的黑褐色，后期发病严重时造成

叶片穿孔和脱落，甚至是植株的死亡，空气湿度大时

在叶片发病部位出现黑色霉层，即病原菌的分生孢

子（图１ｉ～ｊ）。

图１　牡丹叶部病害的症状特征和致病性测定
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２．２　牡丹叶部病害病原菌致病性检测

牡丹病原菌ＭＤＨＢ接种健康牡丹叶片３ｄ后，

菌饼周围开始出现病斑，病斑慢慢扩大，５ｄ后移除

菌饼，可观察到病斑为紫褐色，病部有墨绿色霉层出

现（图１ｃ～ｄ）。ＭＤＴＪ接种健康叶片５ｄ后，开始出

现症状，７ｄ后移除菌饼，可观察到病斑正面为灰褐

色，背面为浅褐色，且仅在接种处出现病斑，病斑扩

散不明显，在接种叶片的背面可观察到明显的粉红

色分生孢子团（图１ｇ～ｈ）。接种分离物 ＭＤＴＪ后

２ｄ即可观察到菌丝扩散，５ｄ后移去菌饼，病斑扩散

较为明显，病斑正面呈现黑褐色，病斑背面可观察到

明显的黑色霉层（图１ｋ～ｌ）。对照处理的叶片均没

有出现发病症状。将接种分离物后的发病叶片进行

病原菌的再分离，均获得与接种供试菌株培养性状

相同的病原菌，表明从离体牡丹叶片上分离的病原

菌为原接种病原菌。

２．３　病原菌菌落与形态学特征

将三种牡丹病害的病原菌分离物 ＭＤＨＢ、

ＭＤＴＪ和ＭＤＹＢ接种于ＰＤＡ平板上，培养７ｄ后，

牡丹红斑病菌分离物ＭＤＨＢ的菌落正面为橄榄绿

色，背面呈墨绿色，后期形成星裂状，菌丝短绒状，

菌落生长缓慢，菌落边缘有一圈白色菌丝（图２ａ～
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ｂ）；显微镜下观察发现其菌丝有隔，分生孢子多为

长椭圆形，大小不等，呈灰色，分生孢子梗多簇生，

有２～６个分隔，分生孢子成串着生于分生孢子梗

顶端（图２ｃ～ｄ）。牡丹炭疽病菌分离物 ＭＤＴＪ菌

落初期为白色，后变为灰白色，气生菌丝绒毛状，

前期可产生黑色的分生孢子堆，后期产生橘红色分

生孢子团，菌落背面可观察到明显的同心轮纹（图

２ｅ～ｆ）；显微镜下观察发现其菌丝无色有隔，分生

孢子无色，单胞，椭圆形或圆筒形，两端钝圆，浅灰

色，分生孢子内部有１～２个油球（图２ｇ～ｈ）。牡

丹黑斑病菌分离物 ＭＤＹＢ菌落生长速度快，气生

菌丝发达呈长绒状，菌落正面初为白色，后渐变为

暗褐色，中央为灰绿色，菌落背面呈暗褐色至黑色

（图２ｉ～ｇ）；显微镜下观察发现其菌丝暗色有隔，

分生孢子梗暗褐色，单生或数根丛生，有分支，直

立或弯曲，顶生分生孢子，分生孢子单生或链状

着生，卵形，长椭圆形或倒棍棒形，淡褐色，１～４

个纵、斜隔膜和３～８个横隔膜，分隔处略缢缩或

不缢缩（图２ｋ～ｌ）。根据病原菌菌落、菌丝和分

生孢子的形态特征初步将牡丹红斑病菌分离物

ＭＤＨＢ、牡丹炭疽病菌分离物 ＭＤＴＪ和牡丹黑斑

病菌分离物 ＭＤＹＢ归于枝孢霉属犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿、

刺盘孢属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿 和链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪

真菌。

图２　牡丹病害病原菌的菌落、菌丝和分生孢子形态特征

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犮狅犾狅狀犻犲狊，犿狔犮犲犾犻犪犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻犮犪狌狊犻狀犵狋狉犲犲狆犲狅狀狔犱犻狊犲犪狊犲狊

２．４　病原菌犐犜犛序列系统发育分析

利用真菌鉴定通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对３个病原

菌分离物基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，测序后均获得

约５００ｂｐ的ＩＴＳ序列，将获得的序列提交至Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ，得到分离物ＭＤＨＢ、ＭＤＴＪ和ＭＤＹＢ的ＩＴＳ序

列登录号分别为ＫＹ３９８８３１、ＫＹ３９８８３３和ＫＹ３９８８３２。

利用Ｂｌａｓｔｎ软件进行序列同源性比对，结果表明，牡

丹红斑病菌分离物ＭＤＨＢ与枝孢霉属犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿

ｓｐ．（ＫＲ４９２６８８）序列同源性为９９％；牡丹炭疽病菌分离

物ＭＤＴＪ与胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊
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（ＡＹ２６６３７４）序列同源性为１００％；牡丹黑斑病菌与

链格孢菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪（ＫＸ０１６０３２）序列同

源性为１００％。从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中选取与３种牡

丹病害病原菌分离物序列同源性较高的菌株，构建

系统发育树（图３）。结果发现，系统发育树形成３

个明显的分支，将三种牡丹病原菌分离物的ＩＴＳ序

列显著区分，且分离物ＭＤＨＢ、ＭＤＴＪ和ＭＤＹＢ分

别与其亲缘关系较近的真菌归为一类。结合形态学

特征观察和ＩＴＳ序列系统发育树分析，最终将牡丹

３种病害的病原菌分离物分别鉴定为枝孢霉菌犆犾犪

犱狅狊狆狅狉犻狌犿ｓｐ．、胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊

狆狅狉犻狅犻犱犲狊和链格孢菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪。

３　结论与讨论

目前关于牡丹病害的研究仍存在一定的问题，

如一些牡丹病害病原菌种类的不确定性；同时关于

牡丹病害病原菌的鉴定也多停留于病原菌形态特

征的观察，其鉴定的准确性有待考证。因此本研究

调查了洛阳牡丹叶部３种主要病害，记录其症状

特征、进行致病性测定，经形态学和ＩＴＳ序列鉴

定，确定引起洛阳地区牡丹３种主要叶部病害红

斑病、炭疽病和黑斑病的病原菌分别为枝孢霉菌

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿ｓｐ．、链格孢菌犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪和胶孢炭

疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊。

调查发现牡丹红斑病是牡丹生长发育期间危害

严重的叶部病害，目前关于牡丹红斑病的报道相对

较多，研究认为引起牡丹红斑病的病原菌主要为牡

丹枝孢霉犆．狆犪犲狅狀犻犪犲
［１０１１］。牡丹和芍药是同属种，

二者常毗邻栽植，芍药红斑病是危害芍药生长的重

要病害，蓝莹和李丽等研究发现引起芍药红斑病的

病原菌有３种，分别为牡丹枝孢霉犆．狆犪犲狅狀犻犪犲
［１２］、

链格孢 犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪 和细极链格孢犃．狋犲狀狌犻狊狊犻

犿犪
［１３］，表明芍药红斑病可能由几种病原菌交叉引

起，在不同种植区其病原菌种类有所不同。本研究

分离获得的牡丹红斑病原菌其菌落形态与牡丹枝孢

霉相同，但ＩＴＳ序列却与牡丹枝孢霉同源性较低，与

枝孢霉属未知种序列相似性较高，表明引起牡丹红

斑病的病原菌除了牡丹枝孢霉外，枝孢霉属的其他

种类也可能参与致病。

植物炭疽菌是广泛分布于热带、亚热带的一种

全球性植物病原菌，可以引起禾本科植物、果树、

花卉、蔬菜等植物的炭疽病［１４］，目前关于多种植物

的炭疽病已被详细研究［１５１７］。牡丹炭疽病在牡丹

生长发育期间也广泛发生，为洛阳地区牡丹的主要

叶部病害。但关于牡丹炭疽病方面的研究还相对

较少，研究者仅描述了牡丹炭疽病的发病症状，将

其病原菌归于刺盘孢属真菌［１８］。本研究首次将引

起牡丹炭疽病的病原菌鉴定为胶孢炭疽菌犆．

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊。胶孢炭疽菌分布和寄主范围广

泛，是炭疽菌属最常见的种类，其对植物危害性较

大［１９］。因此，牡丹炭疽病病原菌的准确鉴定可为

该病害的防治提供可靠的依据。

图３　基于牡丹病原菌犐犜犛序列构建的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳狋狉犲犲狆犲狅狀狔狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛犵犲狀犲犺狅犿狅犾狅犵狔
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　　牡丹黑斑病多在牡丹生长后期发生，且危害严

重，主要由链格孢属真菌引起。本研究中分离获得

的牡丹黑斑病病原菌为链格孢菌犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪，与石

良红等［２０］的研究结果一致，但笔者在分离病原菌

时，还获得了另外一种链格孢菌，经致病性测定，发

现也能引起牡丹黑斑病的发生。由于链格孢属真菌

多为弱寄生性真菌，对寄主的适应性较为广泛，因此

推测牡丹黑斑病可能由多种链格孢属真菌引起，其

不同种类链格孢菌的致病性是否存在差异，有待进

一步研究。

随着洛阳地区牡丹种植面积的增加，尤其是近

几年油用牡丹种植面积的增加，牡丹病害的防控逐

渐成为牡丹栽培管理过程中的重要事项，目前有关

牡丹病害的基础性研究很少，病害防治以化学防治

为主，容易造成环境污染，且易导致病原菌抗病性

的增加，因此今后应从病原学和病害流行学入手，

明确病害流行发生规律，找出关键防治时期，开展

绿色生态防控研究，保障牡丹种植产业健康持续发

展；同时，应进一步开展牡丹病害病原菌致病性分

析，调查和分析病原菌在不同牡丹品种上的致病性

差异，获得抗病性强的品种，为牡丹的抗病育种提

供基础和依据。
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［Ｊ］．西南农业学报，２０１４，２７（５）：２２４９ ２２５１．

［１８］聂彩花．山西省古县牡丹病虫害种类调查及防治［Ｄ］．晋中：

山西农业大学，２０１４．

［１９］曾大兴，戚佩坤，姜子德．胶孢炭疽菌的种内遗传多样性研究

［Ｊ］．菌物学报，２００３，２２（１）：５０ ５５．

［２０］石良红，赵兰勇，吴迪，等．山东牡丹黑斑病的病原菌鉴定与

ＩＴＳ序列分析［Ｊ］．园艺学报，２０１５，４２（３）：５８５ ５９０．
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［１９］ＨａｌｌＴＡ．ＢｉｏＥｄｉｔ：ａｕｓｅｒｆｒｉｅｎｄｌｙｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ｅｄｉｔｏｒａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｇｒａｍｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ９５／９８／ＮＴ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅ

ｉｃＡｃｉｄｓＳｙｍｐｏｓｉｕｍＳｅｒｉｅｓ，１９９９（４１）：９５ ９８．

［２０］ＶｅｒｋｌｅｙＧＪＭ，ＳｔａｒｉｎｋＷｉｌｌｅｍｓｅＭ，ｖａｎＩｐｅｒｅｎＡ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏ

ｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｅｓｏｆ犛犲狆狋狅狉犻犪ｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＩＴＳａｎｄＬＳＵ

Ｄ２ｒｅｇｉｏｎｓｏｆｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｌｏｇｉａ，２００４，９６

（３）：５５８ ５７１．

［２１］王艳，陈秀蓉，王引权，等．甘肃省当归褐斑病菌犛犲狆狋狅狉犻犪ｓｐ．生物

学特性及其营养利用研究［Ｊ］．中药材，２００９，３２（４）：４７９ ４８２．

［２２］王玉庆，杨忠义，杨静，等．黄土高原半干旱区柴胡种植模式

［Ｊ］．应用生态学报，２０１１，２２（３）：８２５ ８２８．

［２３］王艳，陈秀蓉，王惠珍，等．六种杀菌剂对当归褐斑病菌室内毒

力的测定［Ｊ］．甘肃中医学院学报，２００８，２５（５）：２７ ２９．

［２４］孙立晨，高郁芳，刘志刚，等．防治龙胆草斑枯病药剂筛选试验

［Ｊ］．植物保护，２００６，３２（６）：１５４ １５６．
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