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海南省温郁金炭疽病的病原鉴定
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摘要　温郁金炭疽病是一种重要的真菌性病害，该病主要危害叶片，初期产生水渍状的淡黄色病斑，后逐渐扩大成

圆形、椭圆形或不规则形的灰褐色病斑，上面有黑色小点，病斑外面环绕一层黄色晕圈，严重时多个病斑联合造成叶

片卷缩和枯死，２０１６年我们从海南省的温郁金种植基地采集炭疽病样本，经病原菌的分离纯化、柯赫氏法则验证、

病原菌的形态特征观察及多基因谱系分析方法，确定其病原菌为郁金炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮狌狉犮狌犿犪犲（Ｓｙｄ．）Ｅ．Ｊ．

Ｂｕｔｌｅｒ＆Ｂｉｓｂｙ。
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作为我国应用最广的药用植物之一，已有１０００多年

的种植历史，属姜科姜黄属草本植物，原产于浙江瑞

安，是著名的“浙八味”之一［１］。其根茎中挥发油和

姜黄素类化合物含量高，有效成分可以预防和治疗

癌症，除此之外，在保肝、抗氧化、抗炎症等方面也有

着良好的效果［２］。

近年来，海南省开始引进种植温郁金，随着栽培

面积的不断扩大，病害也日益突出，尤其是新发现的

炭疽病蔓延迅速，其主要危害温郁金的叶片，产生褐

色的病斑，造成叶片卷缩和枯死，重病区发病率达到

９０％以上，严重影响了温郁金的产量和药理品质，造

成了巨大的经济损失，准确鉴定病原种类对了解病

害流行规律及有效控制病害发展非常重要。

目前国内外已报道的温郁金病害有白绢病［３］、

根腐病［４］、枯萎病［５］、叶斑病［６］和叶枯病［７１０］，本试

验于海南省的温郁金种植基地采集炭疽病叶片，通

过对病原菌的分离纯化、形态观察、致病性测定以及

多基因序列分析，最终确定其病原菌，以期为该病害

的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

材料来源：于２０１６年９月在海南省海口市、澄



２０１８

迈县和临高县的温郁金种植基地采集具有典型发病

症状的温郁金炭疽病叶标本。

试剂：真菌总ＤＮＡ提取试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．

ＦｕｎｇａｌＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ，美国ＯＭＥＧＡＢｉｏｔｅｋ公司；

２× ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，北京博迈德生物技术有限公司；

２０００ｍａｒｋｅｒ，北京博迈德生物技术有限公司；引物，

北京六合华大基因科技有限公司广州分公司。

仪器：ＢＸ５１研究系统显微镜，日本奥林巴斯株

式会社；Ｇ１０００基因扩增仪，杭州博日科技有限公

司；６００＋电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公司；

ＷＤ９４１３Ｂ凝胶成像分析仪，北京市六一仪器厂。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离与纯化

采用组织分离法分离病原菌［１１］，取发病典型的

病叶，在病健交界处切取大小为５ｍｍ×５ｍｍ的组

织块，先用７５％乙醇浸数秒后，再用０．１％升汞表面

消毒１～２ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗３次，将其转移到

ＰＤＡ平板上，于２８℃恒温培养箱中光照培养。待菌

种产孢后，采用琼脂平板稀释纯化法［１２］进行纯化，

将纯化的菌株转入试管斜面保存。

１．２．２　柯赫氏法则验证

选取长势一致的健康温郁金植株，用７５％乙醇

对叶片进行表面消毒后，用无菌水冲洗干净，用灭菌

针刺伤叶片，切取直径５ｍｍ的菌饼接种在叶片伤

口处，每个叶片贴接４个菌饼，并外加浸有无菌水的

纸巾保湿，再用喷湿的保鲜袋套住，置于自然环境下

培养，以接种ＰＤＡ培养基作为空白对照。每处理５

次重复，共接种１０株。每天观察发病情况，对发病

叶片进行病原菌的重分离。

１．２．３　病原菌形态特征的观察

将直径为５ｍｍ的菌饼接种到ＰＤＡ平板中央，

置于２８℃恒温光照培养箱内培养。每天观察菌丝

的生长情况及菌落形态，培养１０ｄ后，挑取培养物

在显微镜下观察分生孢子盘及分生孢子，记录其形

态特征并测量分生孢子大小。附着胞的诱发采用玻

片萌发法［１３］，配制一定浓度（大约１×１０４个／ｍＬ）的孢

子悬浮液，吸取少量滴在洁净的载玻片上，保湿皿保

湿置于２８℃下培养，４８ｈ后观察附着胞的形态

特征。

１．２．４　病原菌多基因分子鉴定

在纯培养５ｄ后的病原菌菌落边缘打孔，挑取

适量菌饼转接至１００ｍＬ马铃薯葡萄糖液体培养基

（ＰＤ）中，２８℃下１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ。将菌丝体

用３层灭菌纱布过滤，去除液体培养基，并用灭菌水

冲洗菌丝体２～３次，采用ＯＭＥＧＡ试剂盒提取病

原菌的基因组ＤＮＡ。分别对病原菌的核糖体内转

录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，犐犜犛）、肌动

蛋白基因（犪犮狋犻狀，犃犆犜）、β微管蛋白基因（β狋狌犫狌犾犻狀，

犜犝犅２）、几丁质合成酶Ａ基因（ｃｈｉｔｉｎｓｙｎｔｈａｓｅＡ，

犆犎犛１）、３磷酸甘油醛脱氢酶基因（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅｓ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，犌犃犘犇犎）和组

蛋白基因（犺犻狊狋狅狀犲３，犎犐犛３）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ

反应体系总体积为５０μＬ，包括ＤＮＡ模板２μＬ，正反

向引物各２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，以

ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。反应程序为：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，各引物按相应的退火温度退

火４５ｓ（表１），７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳

检测，获得与预期大小一致的核苷酸片段后，送至北

京六合华大基因科技有限公司广州分公司纯化和测

序。将测序获得的６个基因序列提交ＧｅｎＢａｎｋ数

据库，获得序列号，并从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载同时

含有犐犜犛、犃犆犜、犜犝犅２、犆犎犛１、犌犃犘犇犎和犎犐犛３基

因的炭疽属模式菌株及其他菌株序列作为参考序

列，将各菌株基因按照犐犜犛犃犆犜犜犝犅２犆犎犛１

犌犃犘犇犎犎犐犛３的顺序首尾拼接，用 ＭＥＧＡ７．０软

件的“Ｗ”功能比对并手工校正后，选择邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树，以自展法

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行检测，共循环１０００次。

２　结果与分析

２．１　田间病害症状

温郁金炭疽病主要为害叶片，偶见为害叶鞘。

田间发病多从中下层叶片开始（图１ａ），发病初期叶片

或叶鞘出现水渍状的淡黄色椭圆形病斑（图１ｂ，ｃ），随

后逐渐扩大为圆形、卵圆形或不规则形，边缘深褐

色，微具轮纹，中心灰白色至灰褐色，病斑外环绕黄

色晕圈（图１ｄ，ｅ）。病斑正面有许多轮生状黑色小

点，即病原菌的分生孢子盘（图１ｆ）。病斑可在叶片

的任何部位发生，严重时多个病斑联合成片，造成叶

片卷缩和枯死。

·２８·
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表１　扩增温郁金炭疽病病原菌不同序列所用的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

基因

Ｇｅｎｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

犐犜犛 ５５
ＩＴＳ１

ＩＴＳ４

ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

犃犆犜 ５８
ＡＣＴ５１２Ｆ

ＡＣＴ７８３Ｒ

ＡＴＧＴＧＣＡＡＧＧＣＣＧＧＴＴＴＣＧＣ

ＴＡＣＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＡＴ

犜犝犅２ ５９
Ｔ１

βｔ２ｂ

ＡＡＣＡＴＧＣＧＴＧＡＧＡＴＴＧＴＡＡＧＴ

ＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣＣＣＴＴＧＧＣ

犆犎犛１ ５９
ＣＨＳ７９Ｆ

ＣＨＳ３５４Ｒ

ＴＧＧＧＧＣＡＡＧＧＡＴＧＣＴＴＧＧＡＡＧＡＡＧ

ＴＧＧＡＡＧＡＡＣＣＡＴＣＴＧＴＧＡＧＡＧＴＴＧ

犌犃犘犇犎 ５９
ＧＤＦ

ＧＤＲ

ＧＣＣＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡ

ＧＧＧＴＧＧＡＧＴＣＧＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＧＴ

犎犐犛３ ５５
ＣＹＬＨ３Ｆ

ＣＹＬＨ３Ｒ

ＡＧＧＴＣＣＡＣＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧ

ＡＧＣＴＧＧＡＴＧＴＣＣＴＴＧＧＡＣＴＧ

图１　温郁金炭疽病的田间症状和人工接种的症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犆狌狉犮狌犿犪狑犲狀狔狌犼犻狀犪狀狋犺狉犪犮狀狅狊犲犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱犪狀犱犪犳狋犲狉犪狉狋犻犳犻犮犻犪犾犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀

２．２　病原菌的分离

　　从海南省海口市、澄迈县和临高县的温郁金种

植基地采集具有典型发病症状的温郁金叶片２０片，

通过病原菌的分离共得到６个显微形态一致的疑似

病原菌，将菌株分别进行编号并用于后续试验。
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２．３　柯赫氏法则验证

将分离得到的６个菌株分别接种到健康的叶片

上，７ｄ后针刺法接种的植株都出现了与田间自然发

病一致的症状：叶片上病斑呈黄色水渍状，渐变成近

圆形，边缘暗褐色，有明显的黄色晕圈，后期病斑中心

呈灰白色，内轮生许多小黑点（图１ｇ，ｈ）。对这些病斑

组织再次进行病原菌分离，获得与原接种菌株形态特

征一致的菌落和分生孢子，符合柯赫氏法则；而对照

组植株均未发病（图１ｉ），也未分离到病原菌。由此确

定，分离得到的菌株是引起温郁金炭疽病的病原菌。

２．４　病原菌的形态特征

病原菌在ＰＤＡ培养基上形成圆形、平坦、边缘

整齐的菌落，菌落初期为白色，气生菌丝绒毛状，２ｄ

后可见菌落底部墨绿色小点（分生孢子盘），之后菌

落逐渐由白色变为深橄榄绿色，１５ｄ后菌落表面产

生淡黄色至浅橙色的分生孢子堆（图２ａ，ｂ）。载孢

体盘状，多聚生，黑色，顶端不规则开裂。刚毛散生

于载孢体上，数量较多，暗褐色，顶端较尖，色淡，具

有２～４个隔膜，基部平齐。分生孢子新月形，基部

微钝，顶端稍尖，无色，单胞，内部含有１个油球，大

小为（２１．６～２８．８）μｍ×（３．０～５．７）μｍ（图２ｃ，ｄ）。

附着胞棒形或椭圆形，全缘褐色，极少数为不规则

形，大小为（６．６８～１８．８７）μｍ×（４．９５～９．０５）μｍ

（图２ｅ，ｆ）。病原菌形态特征与郁金炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅

狋狉犻犮犺狌犿犮狌狉犮狌犿犪犲（Ｓｙｄ．）Ｅ．Ｊ．Ｂｕｔｌｅｒ＆Ｂｉｓｂｙ形态

特征基本一致［１４１５］。

图２　病原菌菌落、分生孢子及附着胞形态特征

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲犮狅犾狅狀狔，犮狅狀犻犱犻狌犿犪狀犱犪狆狆狉犲狊狊狅狉犻狌犿狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀

２．５　病原菌多基因系统发育分析

由于分离获得的６个菌株在ＰＤＡ培养基上的

培养性状和形态特征一致，因此，选取菌株ＴＪ０７０９

作为代表菌株进行分子鉴定。对病原菌ＴＪ０７０９的

犐犜犛、犃犆犜、犜犝犅２、犆犎犛１、犌犃犘犇犎 和犎犐犛３基因

进行扩增，分别得到５４２、２６５、７４０、２７５、２９０和３８０

ｂｐ的片段（图３）。序列克隆测序后，与参考基因进

行比对，系统发育树显示，病原菌ＴＪ０７０９与郁金炭

疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲模式菌株（ＩＭＩ２８８９３７）聚为一个

进化枝，并且支持率为１００％（图４）。结合病原菌形

态特征和多基因系统发育树，鉴定温郁金炭疽病病

原菌为郁金炭疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲。

图３　病原菌犜犑０７０９菌株的犘犆犚产物

犉犻犵．３　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犜犑０７０９狑犻狋犺

狊犻狓狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊
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图４　基于犐犜犛、犃犆犜、犜狌犫２、犆犎犛１、犌犃犘犇犎和犎犐犛３

基因合并序列构建的温郁金炭疽病菌系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犆狌狉犮狌犿犪狑犲狀狔狌犼犻狀犪狀狋犺狉犪犮狀狅狊犲

狆犪狋犺狅犵犲狀犫犪狊犲犱狅狀犮狅狀犮犪狋犲狀犪狋犲犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犐犜犛，犃犆犜，

犜狌犫２，犆犎犛１，犌犃犘犇犎犪狀犱犎犐犛３犵犲狀犲狊

３　讨论

本研究通过对采自海南省海口市、澄迈县和临

高县的温郁金炭疽病叶片进行病原菌的分离纯化，

将分离菌株进行室外活体接种可使温郁金发病，回

接病叶再分离，可得到与原分离菌形态特征一致的

菌株，经柯赫氏法则验证分离菌株即为温郁金炭疽

病的病原菌。通过对病原菌的形态观察，发现其与

郁金炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犮狌狉犮狌犿犪犲（Ｓｙｄ．）Ｅ．Ｊ．

Ｂｕｔｌｅｒ＆Ｂｉｓｂｙ形态特征基本一致，对病原菌的

犐犜犛、犃犆犜、犜犝犅２、犆犎犛１、犌犃犘犇犎 和犎犐犛３基因

进行联合分析，系统发育树结果显示，病原菌与郁金

炭疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲模式菌株（ＩＭＩ２８８９３７）聚为一

个进化枝，并且支持率为１００％，其他分支中，同种

菌株间也以非常高的支持率聚在一起，结合形态学

特征和多基因系统分析结果鉴定温郁金炭疽病的病

原菌为郁金炭疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲，与Ｌｉ等
［６］报道的

广西温郁金叶斑病的病原一致，两种病害症状相同，

但鉴于病原菌为炭疽属真菌，笔者认为将该病害称为

温郁金炭疽病更为合适。郁金炭疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲是

一种比较特殊的炭疽菌，目前国内外对其报道较少，

Ｐａｌａｒｐａｗａｒ和Ｇｈｕｒｄｅ曾报道过其寄主有姜黄、尾桴

草、百慕大、芋和茄属植物［１６］，Ｄａｍｍ等运用犐犜犛、

犃犆犜、犜犝犅２、犆犎犛１、犌犃犘犇犎 和犎犐犛３基因进行联

合分析，对形态上极难区分的草本植物上分离的炭疽

菌属真菌区分开来，并将郁金炭疽菌犆．犮狌狉犮狌犿犪犲归

类为平头炭疽菌复合种［１５］。由郁金炭疽菌犆．犮狌狉

犮狌犿犪犲引起温郁金炭疽病在海南尚属首次发现。

温郁金的主要叶部病害还有叶枯病，该病害与

温郁金炭疽病的不同在于发病位置主要集中在叶尖

和叶缘，初期叶尖最先变黄，形成黄褐色的不规则病

斑，随后逐渐扩大并沿主叶脉向上蔓延，导致叶片枯

萎下垂，病斑上不会出现黑色小点。Ｑｉａｎ等
［１０］报道

了浙江省温郁金叶枯病的病原菌为拟康宁木霉犜狉犻

犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊，Ｃｈｅｎ等
［７］对海南省温郁金叶

枯病进行了病原鉴定，认为其病原菌为弯孢霉犆狌狉狏狌

犾犪狉犻犪犮犾犪狏犪狋犪，并研究了其生物学特性及室内药剂筛

选。近几年海南省温郁金叶枯病的发病率已经降低

了很多，而温郁金新病害炭疽病有逐渐加重的趋势，

并且已成为制约海南省温郁金生产发展的重要因素，

常成片发病，重病区发病率达到９０％以上，造成了巨

大的经济损失。据调查，温郁金炭疽病在夏季雨季过

后发病最为严重，说明高温高湿的条件有利于病害的

传播。因此，在海南夏秋多雨季节，应避免温郁金种

植基地通风不良、密植或浇水过多的情况发生，除此

之外，农事操作中，要注意尽量避免伤口，防止病菌的

侵入，开展针对温郁金炭疽病的抗病品种选育和无病

种苗繁育工作，改进栽培措施，筛选高效防治药剂，从

而有效控制温郁金炭疽病的发生和蔓延。
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沉痛悼念吴钜文先生

北京市农林科学院植物保护环境保护研究所研究员吴钜文先生于２０１８年５月２９日因病在北京逝世，享年７７岁。吴钜文

先生出生于１９４０年８月１９日，中共党员。１９６３年毕业于北京林学院（现名北京林业大学）林学系森林保护专业，在浙江省林

业科学研究所工作。１９７９年调入北京市农林科学院植保环保所，２００１年退休。曾任北京市农林科学院植物保护环境保护研

究所室主任、副所长、所学术委员会主任、院学术委员会委员、院职称评审委员会委员。曾兼任北京市农业技术推广奖评委，中

国植物保护学会常务理事，中国昆虫学会理事，北京昆虫学会常务理事、秘书长，中国林学会森林昆虫分会常务理事，《植物保

护学报》《植物保护》《中国生物防治学报》编委，国家自然科学基金同行评议专家。退休后任中国农业科学院客座研究员。吴

钜文先生长期从事森林昆虫、农业昆虫及其生物防治研究。曾主持科技部／农业部“七五”、“八五”、“九五”国家科技攻关项目

专题、子专题，北京市科委重点科研项目及中试基地项目，北京市科委／农委推广项目，北京市自然科学基金重点项目，取得科

研成果及获奖十余项，发表论文及译文４０余篇。参加撰写的《中国农业百科全书·林业卷》获全国优秀科技图书一等奖，《中

国蔬菜病虫原色图谱》获北方十省市优秀科技图书一等奖。１９９３年荣获国务院政府特殊津贴。曾被北京市科协评为“最佳秘

书长”，１９９７年荣获中国科学发展基金、中国昆虫学会奖励基金首届学会工作奖一等奖。

吴钜文先生长期担任《植物保护》编委、栏目复审专家，为《植物保护》做了大量认真、细致、严谨的稿件复审工作，对本刊学

术质量的提高做出了突出贡献。他还常对编辑部的工作给予指导和点拨，指出存在的问题和不足，指明努力的方向。对于编

辑部工作人员也关怀备至，犹如家人。他的离去使我们痛失一位德高望重、学识渊博、学风严谨、为人正直、热心助人，无私奉

献、令人尊敬的前辈、老师、慈父，使我们深感悲痛！我们将深切缅怀吴钜文先生，牢记先生的教诲，学习他严谨求实的工作态

度，踏实工作，继续努力办好《植物保护》。

吴钜文先生，我们永远怀念您！

《植物保护》编辑部

２０１８年６月５日
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