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太子参叶斑病病原菌鉴定及防治药剂筛选

李树江，　周雪林，　杨友联
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摘要　采用形态学结合分子系统学方法对引起贵州黄平县和六枝道地中药材种植基地太子参叶斑病的病原菌进行

鉴定，并以菌丝生长法对７５％百菌清可湿性粉剂、７０％甲基硫菌灵可湿性粉剂、３７％苯醚甲环唑可湿性粉剂、４０％

氟硅唑乳油以及１％申嗪霉素悬浮剂进行了室内药效筛选。结果表明：引起贵州太子参叶斑病的病原菌为犃狊犮狅

犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊，该病原菌为太子参病害新记录；５种杀菌剂除７５％百菌清可湿性粉剂２０００倍对犃．狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊的抑

菌率较低外（５１．４％），其余４种供试杀菌剂均具有较强的抑菌作用。７０％甲基硫菌灵可湿性粉剂２０００倍、３７％苯

醚甲环唑可湿性粉剂２０００倍和４０％氟硅唑乳油２０００倍对犃．狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊的生长具有较强的抑制作用，其抑制率均

高于９０％；１％申嗪霉素悬浮剂２０００倍对该病原菌的抑制率为７２．３％。
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为石竹科孩儿参属植物，又名孩儿参、异叶假繁缕，含

有环肽类、氨基酸、皂苷类、糖类、醛类、醇类、脂类、微量

元素、类黄酮等化学成分。太子参为一种名贵中药材，

以块根入药，具有益气健脾、生津润肺之功效［１］。目前，

太子参野生资源已经非常稀缺，市售太子参主要来自

人工栽培。安徽、江苏、福建、贵州为全国四大栽培

主产区［２３］，其中贵州黔东南州太子参栽培面积达

１．３９万ｈｍ２
［３］，主要集中在施秉县和黄平县。

由于市场对太子参需求的增加，太子参人工种

植区域及面积逐年扩大［４］，真菌病害的危害日益凸

显，严重影响了太子参的产量和品质［４６］。叶斑病

是太子参主要真菌病害之一，贵州种植区域内的太

子参都有叶斑病发生，一般情况下病株率０．１％～
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１５％，严重时病株率达７０％以上，产量损失达５０％

以上［７］。本研究对引起贵州六枝特区道地中药材种

植基地和黄平县种植基地太子参真菌病害的病原菌

进行分离鉴定，并进行了室内防治药剂筛选，旨在

为太子参叶斑病的病原识别及有效防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病原标本采集与分离

２０１２年８月和２０１３年８月分别从六枝特区道

地中药材种植基地和黄平县一碗水乡太子参种植基

地采集具有真菌感染特征的叶片（图１ａ），装入信封

带回实验室，采用水琼脂培养基（ＷＡ）和马铃薯葡

萄糖培养基（ＰＤＡ）以单胞分离法
［８］分离病原菌，分

离菌株４℃斜面保存。

１．２　病原菌的鉴定

１．２．１　形态学鉴定

在体视显微镜下挑取病斑上的分生孢子器观察

孢子及产孢结构的形态特征。用直径为５ｍｍ的打

孔器从ＰＤＡ培养基２５℃活化５ｄ的平板菌落边缘

打取菌饼，移至新的ＰＤＡ培养基上培养，每株菌株

接５皿，在２５℃下１２ｈ黑光灯１２ｈ黑暗交替培养。

７ｄ后采取十字交叉法测定菌株生长速率、观察菌落

及分生孢子等特征。

１．２．２　分子系统学分析

１．２．２．１　菌丝体收集、ＤＮＡ提取及ＩＴＳ扩增与

测序

将供试菌株分别接种于ＰＤＡ平板上，２５℃恒温

培养１４ｄ，用无菌刀刮取菌丝体置于１．５ｍＬ无菌

离心管中，参考Ｃｈｅｎ等的方法提取基因组ＤＮＡ
［９］，

并电泳检测。采用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４（ＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ／ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）

对ｒＤＮＡ的ＩＴＳ序列进行扩增，扩增产物送往北京

诺赛基因有限公司测序。

１．２．２．２　ＩＴＳ分子系统学分析

采用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０．１０对测得的ＩＴＳ序列以及

从ＧｅｎＢａｎｋ下载的相关序列进行比对（图２）。为实

现排序匹配的最优化，再用Ｂｉｏｅｄｉｔ５．０．６软件手工

校正。比对后的序列采用ＰＡＵＰ４．０Ｂｅｔａ１０软件

以最大简约法（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）进行分

析，以启发式搜索法（ｈｅｕｒｉｓｔｉｃｓｅａｒｃｈ）获取系统发

育树。其中，启发式搜索采用二等分再连接法（ｔｒｅｅ

ｂｉｓｅｃｔｉｏｎｒｅｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ，ＴＢＲ）作为获取聚类树的方

法。系统发育树的各个分支的支持强度通过１０００

次重复的自展检验数值进行评估。

１．３　室内药效试验

供试药剂为７５％百菌清 ＷＰ，先正达苏州作物

保护有限公司；７０％甲基硫菌灵 ＷＰ，上海沪联生物

药企业有限公司；３７％苯醚甲环唑 ＷＰ，瑞士先正达

作物有限公司；４０％氟硅唑ＥＣ，上海科捷佳实业有

限公司和１％申嗪霉素ＳＣ，上海农乐生物制品股份

有限公司。

用约６０℃的无菌ＰＤＡ培养基将各药剂稀释

２０００倍，制成含杀菌剂的ＰＤＡ培养基备用。

采用生长速率法测定不同药剂对病原菌生长的

影响。在含杀菌剂的ＰＤＡ培养基中接入活化好的

供试菌株菌饼（犱＝５ｍｍ），置于２５℃培养箱中黑暗

培养，１４ｄ后用“十字交叉法”测量菌落直径，用以下

公式计算抑菌率［１０］。每种药剂设４个重复，以无菌

水作为对照。

抑菌率＝
对照菌落直径－处理菌落直径

对照菌落直径－５
×１００％。

抑菌率以ＳＰＳＳ２２．０软件，采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ

ｔｅｓｔ方法通过Ｄｕｎｃａｎ’ｓ检验分析各药剂处理之间

的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　病症特征及病原菌分离

太子参感病后，初期叶片上出现近圆形病斑，

水渍状，随后病斑增大并变成黄褐色枯斑，由内向

外逐渐形成由分生孢子器形成的明显黑色轮纹（图

１ａ）。采用单孢分离法共分离到５株病原菌，其中

从六枝特区道地中药材种植基地分离到３株：ＬＰ

ＳＵ２０１２２００、ＬＰＳＵ２０１２２０１、ＬＰＳＵ２０１２２０２；从黄平

县分离到２株：ＬＰＳＵ２０１３２３１、ＬＰＳＵ２０１３２３２。

２．２　病原菌鉴定

２．２．１　形态学特征

病原菌产生的分生孢子器在寄主叶片表皮下着

生，黑色，随着孢子成熟，分生孢子器突破表皮明显

隆起，具孔口（图１ｂ～ｃ）；分生孢子单孢，无色，短柱

状或长椭圆形，偶略弯曲，两端钝圆，中部偶有缢缩，

无色；大小（７．５～１２）μｍ×（３～５．５）μｍ，平均（９．７±

·３８１·
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１．５）μｍ×（４．３±０．６）μｍ（狀＝５０）（图１ｆ）。在ＰＤＡ

培养基上培养１０ｄ后，菌落正面绒毛状，圆形，墨绿

色，边缘近白色略灰，紧贴培养基生长；反面墨绿色，

圆形，边缘一圈白色略灰（图１ｄ～ｅ）。菌落平均直

径３．３ｃｍ，平均生长速度０．４７ｃｍ／ｄ。在ＰＤＡ上纯

培养未见孢子形成。

图１　太子参叶斑病症状及病原菌形态特征
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图２　基于犐犜犛序列的最大简约树

犉犻犵．２　犕犪狓犻犿狌犿狆犪狉狊犻犿狅狀狔狋狉犲犲犻狀犳犲狉狉犲犱犳狉狅犿

犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲

２．２．２　分子系统学鉴定

结合纯培养菌落和显微形态特征，分离的５株

菌株为同一病原菌，选择２株代表性菌株进行分子

系统学分析。所选菌株ＩＴＳ在ＧｅｎＢａｎｋ的登录号

为ＭＦ５７７０４６、ＭＦ５７７０４７。以ＰＡＵＰ４．０Ｂｅｔａ１０软

件构建的代表性菌株及相关序列的最大简约树如图２

所示。从系统树可看出，供试菌株ＬＰＳＵ２０１２２０２和

ＬＰＳＵ２０１２２０１与犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊（ＧＵ２３７９１３和

ＧＵ２３７９０９）聚成一簇，支持率为８８％。

根据病原菌形态学特征和ＩＴＳ分子系统学分

析，引起黄平县及六枝太子参叶斑病的病原菌为

犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊（Ｂｏｅｒｅｍａｅｔａｌ．）Ｑ．Ｃｈｅｎ＆

Ｌ．Ｃａｉ，ｃｏｍｂ
［１１］。

２．３　不同杀菌剂对太子参叶斑病病原菌的抑制作用

参照１．３抑菌率的计算公式，得出各药剂的

抑菌情况（表１）。从表１可见，供试的５种杀菌

剂对病原菌均具有抑制作用，其中７０％甲基硫菌

灵 ＷＰ（２０００×）、４０％氟硅唑ＥＣ（２０００×）和

３７％苯醚甲环唑 ＷＰ（２０００×）对病原菌的生长

抑制作用最强，其抑制率均为９４％，这三种药剂

与其他２种药剂抑菌率有显著差异（犘＜０．０５）；

７５％百菌清 ＷＰ（２０００×）的抑菌效果最差，抑

菌率为５１．４％。
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表１　５种杀菌剂对太子参病原菌的抑制效果

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犳犻狏犲犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊

杀菌剂

Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅｓ

平均抑菌率／％

Ａｖｅｒａｇｅｏｆｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

标准误差／％

Ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒ

显著性（α＝０．０５）

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

７５％百菌清ＷＰ　ｃｈｌｏｒｏｔｈａｌｏｎｉｌ７５％ ＷＰ ２０００ ５１．４ ５．５２ ｃ

７０％甲基硫菌灵ＷＰ　ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｍｅｔｈｙｌ７０％ ＷＰ ２０００ ９４．１ ０．３９ ａ

３７％苯醚甲环唑ＷＰ　ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ３７％ ＷＰ ２０００ ９３．９ ０．４９ ａ

４０％氟硅唑ＥＣ　ｆｌｕｓｉｌａｚｏｌｅ４０％ＥＣ ２０００ ９４．１ ０．４０ ａ

１％申嗪霉素ＳＣ　ｐｈｅｎａｚｉｎｏ１ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ１％ＳＣ ２０００ ７２．３ ４．３６ ｂ

３　讨论

３．１　引起太子参叶部病害的真菌种类

据报道，国内太子参叶部病害主要有由茄匐柄霉

犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狊狅犾犪狀犻Ｇ．Ｆ．Ｗｅｂｅｒ引起的褐斑病
［１２１３］，

立枯丝核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻Ｊ．Ｇ．Ｋüｈｎ和互隔文链

格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪Ｆｒ．Ｋｅｉｓｓｌ．引起的立枯

病［１２１３］，某种壳针孢属真菌犛犲狆狋狅狉犻犪ｓｐ．
［５６，１４１５］、某种

茎点霉属真菌犘犺狅犿犪ｓｐ．
［１６１７］和叶点霉属的犘犺狔犾

犾狅狊狋犻犮狋犪犮狅犿犿狅狀狊犻犻Ｅｌｌｉｓ＆ Ｅｖｅｒｈ．
［１８］引起的叶斑

病，犘犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪狆犪狉犪狊犻狋犻犮犪（Ｐｅｒｓ．）Ｆｒ．引起的霜霉

病［６，１９］ 以 及 犕犲犾犪犿狆狊狅狉犲犾犾犪犮犪狉狔狅狆犺狔犾犾犪犮犲犪狉狌犿

（ＤＣ．）Ｊ．Ｓｃｈｒｔ．引起的锈病
［２０］。由此可见，本研

究分离鉴定的犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊为太子参病害

新记录，在今后的种植中应加强防治。

犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊为２０１５年根据分子系统

学分析结合形态学特征发表的新组合种，其基本异

名为犘犺狅犿犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊Ｂｏｅｒｅｍａ，Ｌｏｅｒ．＆ Ｈａｍ

ｅｒｓ
［１１］。在形态上，犃狊犮狅犮犺狔狋犪与犘犺狅犿犪真菌较难区

分，尤其犃狊犮狅犮犺狔狋犪中的单孢种类形态及大小常与

茎点霉属部分种类相互重叠。王宗华、温学森等根

据形态学研究认为引起我国福建、山东太子参叶斑

点病的病原菌为茎点霉属真菌犘犺狅犿犪ｓｐ．
［１６１７］，其

具体分类地位有待于进一步的研究。

３．２　太子参病原菌犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊的防治

通过对５种杀菌剂抑菌试验结果表明，７０％甲

基硫菌灵 ＷＰ、３７％苯醚甲环唑 ＷＰ和４０％氟硅唑

ＥＣ对太子参病原菌犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊的抑制作

用较好，抑制率均达９０％以上，但是这３种杀菌剂

毒性相对较大，易引起农药残留问题。１％申嗪霉素

ＳＣ虽然防治效果次之（抑菌率７２．３％），但该药为

生物源抗生素，具有毒性较低、半衰期短等特

点［２１２２］，故建议防治犃狊犮狅犮犺狔狋犪狏犲狉狊犪犫犻犾犻狊引起的太

子参叶斑病应以申嗪霉素为主，尤其是在接近采收

期时，以降低农药残留，提高安全性。
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