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‘芽黄’红瑞木炭疽病病原菌的分子鉴定
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摘要　‘芽黄’红瑞木炭疽病在上海普遍发生。本研究从上海迪士尼园区采集疑似炭疽病的红瑞木病叶，进行了分

离培养，获得２种培养形态的炭疽菌，致病性测定证明其为致病菌。联合核糖体转录间隔区、３磷酸甘油醛脱氢

酶、钙调蛋白和β微管蛋白２多基因序列，使用最大似然法和贝叶斯分析法分别构建了多基因系统进化树。结果显

示，分离获得的２株炭疽菌菌株分别与暹罗炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊聚集在

一个分支，辅以形态学特征，鉴定引起‘芽黄’红瑞木炭疽病的病原菌为暹罗炭疽菌和胶孢炭疽菌，这是国内关于红

瑞木炭疽病的首次报道。
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　　红瑞木犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪Ｌ．（异名犛狑犻犱犪犪犾犫犪Ｌ．），

别名凉子木，山茱萸科山茱萸属犆狅狉狀狌狊落叶花灌

木，在我国原产于东北、华北、西北和华东地区，在韩

国、日本、蒙古、俄罗斯及欧洲多国也有分布［１］。红

瑞木叶片绿色，花与果实常白色，茎杆颜色亮丽，多

呈金黄或紫红色，四季可分别观赏叶、花、果实及枝

干，是我国园林造景中广泛应用的彩色树种之一。

国内关于红瑞木的病害研究相当有限，仅有葡萄座

腔菌 犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅狋犺犻犱犲犪
［２］和拟盘多毛孢

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．
［３］引起红瑞木枝干溃疡病的报

道。其同科近缘属的一些植物病害相对较多，尤以

山茱萸炭疽病（ｄｏｇｗｏｏｄａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ）最受重视，其

致病菌为犇犻狊犮狌犾犪犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪。１９７９年在美国发现

一种病原菌侵染太平洋四照花犆狔狀狅狓狔犾狅狀狀狌狋狋犪犾犾犻犻

（异名犆狅狉狀狌狊狀狌狋狋犪犾犾犻犻），其叶部病斑与炭疽菌属犆狅犾

犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿导致的炭疽病症状极为相似，随后该病原

菌被鉴定为毁灭性座盘孢犇犻狊犮狌犾犪犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪
［４］。

２００３年以后，德国、意大利等国也相继报道本土毁灭
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性座盘孢犇．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪引起大花四照花犆狔狀狅狓狔犾狅狀

犳犾狅狉犻犱犪（异名犆狅狉狀狌狊犳犾狅狉犻犱犪）炭疽病病例
［４］。国内

尚未见红瑞木炭疽病的相关病害报道。

双壳属犇犻狆犾狅犮犪狉狆狅狀、痂囊腔菌属犈犾狊犻狀狅犲、炭疽菌

属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿的许多真菌可以导致炭疽病。其

中，炭疽菌属真菌是导致植物炭疽病最主要的病原菌

种类，被认为是世界第八大重要病原真菌［５］。炭疽菌

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿ｓｐｐ．寄主范围广泛，包括许多粮食作

物、经济作物及风景园林植物。准确鉴定炭疽菌对于

炭疽病的防控和进一步研究有重要意义。２０世纪９０

年代以前，炭疽菌的分类鉴定主要依赖于分生孢子、

附着胞的形状及大小，刚毛、菌核和厚垣孢子形态及

有无等形态特征［６］。然而，由于该属真菌的纯培养特

征、孢子及附着胞形态不稳定，受寄主、环境等影响较

大，常出现近似或相同的形态学特征，单纯依靠形态

学难以准确鉴定［７］。随着分子生物学的发展，基于核

糖体ＤＮＡ内转录间隔区（ｒＤＮＡＩＴＳ）的分子鉴定技

术被引入炭疽菌属真菌的分类鉴定［８］。但是，ＩＴＳ序

列分析在该属的系统学研究中仍有不足，不能有效区

分近缘种［９１１］。随后，基于多基因序列联合分析，辅

以生态、地理、形态数据的分类鉴定手段逐渐被广泛

用于炭疽菌属系统分类研究［１２］。许多学者采用了不

同的多基因序列组合，如ｒＤＮＡＩＴＳ、３磷酸甘油醛脱

氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ

ＤＨ）、几丁质合酶（ＣＨＳ１）、肌动蛋白（ＡＣＴ）、组蛋白

Ｈ３（ｈｉｓｔｏｎｅ３，Ｈ３）和β微管蛋白２（βｔｕｂｕｌｉｎ２，

ＴＵＢ２）、谷氨酰胺合成酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）、

钙调蛋白（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣＡＬ），对尖孢炭疽菌犆．犪犮狌狋犪

狋狌犿、博宁炭疽菌犆．犫狅狀犻狀犲狀狊犲、束状炭疽菌犆．犱犲犿犪狋犻

狌犿、毁灭炭疽菌犆．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏狌犿、长直孢炭疽菌

犆．犵犻犵犪狊狆狅狉狌犿、圆孢炭疽菌犆．狅狉犫犻犮狌犾犪狉犲，白蜡树炭疽

菌犆．狊狆犪犲狋犺犻犪狀狌犿和平头炭疽菌犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿复合种

进行了大量系统分类研究［８１０，１３１６］。Ｗｅｉｒ等利用包括

ＧＳ、ＣＡＬ和超氧化物歧化酶２（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ

２，ＳＯＤ２）在内的共８个基因对胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊

狆狅狉犻狅犻犱犲狊复合种进行分析，区分出２２个种
［１１］。

‘芽黄’红瑞木犆．犪犾犫犪‘Ｂｕｄ’ｓＹｅｌｌｏｗ’在上海

迪士尼乐园有广泛种植，在对其进行病害调查时发

现，其病叶普遍有炭疽病典型特征。本研究对病原

菌进行分离，基于多基因序列，分别用最大似然法

（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）和贝叶斯分析法（Ｂａｙｅｓｉａｎ

ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ，ＢＩ）进行系统进化分析，辅以形态特征观

察，确定‘芽黄’红瑞木炭疽病的病原菌有２个，分别

是暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅

狉犻狅犻犱犲狊，以期为该病的诊断及防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　采样与分离

病叶于２０１５年采自上海迪士尼乐园新植１年

的红瑞木植株，参照方中达的组织分离法将采集的

病叶进行病原菌分离［１７］。取病叶病健交界处约

４ｍｍ×４ｍｍ组织块，７０％乙醇消毒２～３ｓ，５％次

氯酸钠表面消毒２ｍｉｎ，在无菌水中漂洗３次后晾

干，置于含０．２％乳酸的马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ）平板上，２５℃恒温培养，３～５ｄ后挑取组织块

周围的菌丝转皿培养及单孢分离。对分离物编号并

转至斜面培养基上，于４℃保存。

１．２　致病性测定

将分离获得的菌株在ＰＤＡ培养基上活化后转

接于新鲜ＰＤＡ平板上，于２５℃培养待用。

１．２．１　孢子悬浮液接种法

用无菌水从培养７～１４ｄ的ＰＤＡ平板上洗下

分生孢子，配制成浓度为１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液。

剪取植株上部完全展开且大小一致的健康叶片进行

接种（图１ａ～ｂ）。用接种针刺伤叶片，于创伤处接种

６μＬ孢子悬浮液，将接种的叶片置于培养皿中室温保

湿培养。设置清水对照，每个菌株设３个重复。

１．２．２　菌丝块接种法

菌株转接于ＰＤＡ平板上培养３～５ｄ，用直径

７ｍｍ打孔器在菌落边缘打取菌饼。选取株高１ｍ

左右红瑞木植株上部活体健康叶片，用接种针刺伤

后，将菌饼正面朝向伤口，用无菌水浸湿的脱脂棉保

湿。设置清水对照，每个菌株设３个重复（每重复

１株供试植株）。接种后将植株置于温室２６℃～

２８℃，湿度５０％～８０％条件培养，每天观察发病情

况。接种后若植株发病则取发病部位重新分离。

１．３　病原菌形态特征观察

确定为致病菌后将菌株转移至ＰＤＡ平板上，

２５℃恒温培养至菌丝长满平板，观察菌落形态特征，

每天用十字交叉法测量菌落直径，持续７ｄ，记录生

长速度。收集分生孢子，于光学显微镜下观察分生

孢子形态，并测量其长和宽。

１．４　多基因联合鉴定

１．４．１　基因组ＤＮＡ提取

参照罗卿权等的平板刮取菌丝法收集菌丝

体［２］，于研钵中加入液氮研磨后采用改良的ＣＴＡＢ
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法提取基因组ＤＮＡ
［１８］。

１．４．２　目的基因的ＰＣＲ扩增及测序

对病原菌的ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔、犜犝犅２基因扩

增和测序。所用通用引物序列及ＰＣＲ反应条件参

考文献［１９２２］，引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成（表１）。

２５μＬＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ、

２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ、

２０μｍｏｌ／Ｌ正向和反向引物各０．５μＬ、５０ｎｇ／μＬＤＮＡ

模板０．５μＬ、５Ｕ／μＬ狉犜犪狇０．１２５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补足至

２５μＬ。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，

５１～５７℃退火３０ｓ（退火温度依据引物决定），７２℃延伸

４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

用１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，并用

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒切胶纯化，纯化后的ＤＮＡ片

段连接至ｐＭＤ１９Ｔ载体，转化入ＪＭ１０９大肠杆菌

感受态细胞，挑取阳性单克隆，送生工生物工程（上

海）股份有限公司测序。

表１　本研究所用引物

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 引物　Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５′３′）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 参考文献　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＩＴＳ ＩＴＳ１ ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ ［１９］

ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

犌犃犘犇犎 ＧＤＦ１ ＧＣＣＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡ ［２０］

ＧＤＲ１ ＧＧＧＴＧＧＡＧＴＣＧＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＧＴ

犆犃犔 ＣＬ１ ＧＡＲＴＷＣＡＡＧＧＡＧＧＣＣＴＴＣＴＣ ［２１］

ＣＬ２ ＴＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＴＧＡＧＴＴＧＧＡＣ

犜犝犅２ βｔ２ａ ＧＧＴＡＡＣＣＡＡＡＴＣＧＧＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣ ［２２］

βｔ２ｂ ＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣＣＣＴＴＧＧＣ

１．４．３　序列比对及多基因系统进化树构建

将ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔、犜犝犅２基因片段的测序结

果提交至ＧｅｎＢａｎｋ，并在ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴ。

从ＧｅｎＢａｎｋ下载同源性较高的序列及其对应

的模式菌株序列（表２）。用 ＭＥＧＡＸ软件将测序

所得的病原菌ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔、犜犝犅２序列及下

载序列分别进行ＣｌｕｓｔａｌＷ比对，并截齐两端。使用

ＳｅｑｕｅｎｃｅＭａｔｒｉｘ１．８０软件按ＩＴＳＧＡＰＤＨＣＡＬ

ＴＵＢ２顺序首尾连接即得到多基因联合序列。ＭＬ

进化树模式分析后，在ＭＥＧＡＸ软件中使用最大似

然法（ＭＬ）构建多基因系统进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设

为１０００
［３３］。

表２　本研究所用炭疽菌菌株及其序列１
）

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犪犻犾狊狅犳狋犺犲犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犻狊狅犾犪狋犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔
种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＩＴＳ ＧＡＰＤＨ ＴＵＢ２ ＣＡＬ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

犆．犪犲狀犻犵犿犪 ＩＣＭＰ１８６０８ ＪＸ０１０２４４ ＪＸ０１００４４ ＪＸ０１０３８９ ＪＸ００９６８３ ［１１］

犆．犪犲狊犮犺狔狀狅犿犲狀犲狊 ＩＣＭＰ１７６７３ ＪＸ０１０１７６ ＪＸ００９９３０ ＪＸ０１０３９２ ＪＸ００９７２１ ［１１］

犆．犪犾犪狋犪犲 ＩＣＭＰ１７９１９ ＪＸ０１０１９０ ＪＸ００９９９０ ＪＸ０１０３８３ ＪＸ００９７３８ ［１１］

犆．犪犾犻犲狀狌犿 ＩＣＭＰ１２０７１ ＪＸ０１０２５１ ＪＸ０１００２８ ＪＸ０１０４１１ ＪＸ００９６５４ ［１１］

亚洲炭疽菌犆．犪狊犻犪狀狌犿 ＩＣＭＰ１８５８０ ＦＪ９７２６１２ ＪＸ０１００５３ ＪＸ０１０４０６ ＦＪ９１７５０６ ［２３］
博宁炭疽菌犆．犫狅狀犻狀犲狀狊犲 ＭＡＦＦ３０５９７２ ＨＭ５８５３９９ ＨＭ５８５３８６ ＨＭ５８５４２１ ＨＭ５８２００４ ［２４］

ＣＢＳ１２３７５５ ＪＱ００５１５３ ＪＱ００５２４０ ＪＱ００５５８８ ＪＱ００５６７４ ［９］

犆．犮犾犻犱犲犿犻犪犲 ＩＣＭＰ１８６５８ ＪＸ０１０２６５ ＪＸ００９９８９ ＪＸ０１０４３８ ＪＸ００９６４５ ［１１］

果生炭疽菌犆．犳狉狌犮狋犻犮狅犾犪 ＩＣＭＰ１８６１３　 ＪＸ０１０１６７ ＪＸ００９９９８ ＪＸ０１０３８８ ＪＸ００９６７５ ［１１］

ＩＣＭＰ１８５８１ ＪＸ０１０１６５ ＪＸ０１００３３ ＪＸ０１０４０５ ＦＪ９１７５０８ ［１１］

胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊 ＩＣＭＰ１７８２１ ＪＸ０１０１５２ ＪＸ０１００５６ ＪＸ０１０４４５ ＪＸ００９７３１ ［２５］

ＩＣＭＰ１２９３９　 ＪＸ０１０１４９ ＪＸ００９９３１ － ＪＸ００９７２８ ［１１］

犎犚犕犛犃５ 犕犓５３０１７８ 犕犓５３２３６２ 犕犓５３２３６６ 犕犓５３２３６４ 本研究

犆．犼犪狊犿犻狀犻犵犲狀狌犿 ＭＦＬＵＣＣ１００２７３ ＨＭ１３１５１３ ＨＭ１３１４９９ ＨＭ１５３７７０ ＨＭ１３１４９４ ［１１］

香蕉炭疽菌犆．犿狌狊犪犲 ＣＢＳ１１６８７０ ＪＸ０１０１４６ ＪＸ０１００５０ ＨＱ５９６２８０ ＪＸ００９７４２ ［２６］

ＩＣＭＰ１９１１９ ＪＸ０１０１４６ ＪＸ０１００５０ ＨＱ５９６２８０ ＪＸ００９７４２ ［１１］

犆．犿狌狉狉犪狔犪犲 ＧＺＡＡＳ５．０９５０６ ＪＱ２４７６２３ ＪＱ２４７６０９ ＪＱ２４７６４４ ＪＱ２４７５９６ ［２７］

ＧＺＡＡＳ５．０９５３８ ＪＱ２４７６３２ ＪＱ２４７６０８ ＪＱ２４７６４５ ＪＱ２４７５９７ ［２７］

犆．狀狌狆犺犪狉犻犮狅犾犪 ＩＣＭＰ１８１８７ ＪＸ０１０１８７ ＪＸ００９９７２ ＪＸ０１０３９８ ＪＸ００９６６３ ［１１］

犆．狇狌犲犲狀狊犾犪狀犱犻犮狌犿 ＩＣＭＰ１７７８ ＪＸ０１０２７６ ＪＸ００９９３４ ＪＸ０１０４１４ ＪＸ００９６９１ ［１１］

犆．狊犪犾狊狅犾犪犲 ＩＣＭＰ１９０５１ ＪＸ０１０２４２ ＪＸ００９９１６ ＪＸ０１０４０３ ＪＸ００９６９６ ［１１］
暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲 ＩＣＭＰ１８５７８ ＪＸ０１０１７１ ＪＸ００９９２４ ＪＸ０１０４０４ ＦＪ９１７５０５ ［１１，２８］

ＩＣＭＰ１９１１８ ＨＭ１３１５１１ ＨＭ１３１４９７ ＪＸ０１０４１５ ＪＸ００９７１３ ［１１，２８］

ＩＣＭＰ１８６４２ ＪＸ０１０２７８ ＪＸ０１００１９ ＪＸ０１０４１０ ＪＸ００９７０９ ［１１，２８］

犎犚犕犛犃４ 犕犓５３０１７７ 犕犓５３２３６１ 犕犓５３２３６５ 犕犓５３２３６３ 本研究
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＩＴＳ ＧＡＰＤＨ ＴＵＢ２ ＣＡＬ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

犆．狋犺犲狅犫狉狅犿犻犮狅犾犪 ＩＣＭＰ１８６４９ ＧＵ９９４３６０ ＪＸ０１０００６ ＧＵ９９４４７７ ＪＸ００９５９１ ［１１］

ＩＣＭＰ１７９５７ ＪＸ０１０２８９ ＪＸ００９９６２ ＪＸ０１０３８０ ＪＸ００９５９７ ［１１］

热带炭疽菌犆．狋狉狅狆犻犮犪犾犲 ＩＣＭＰ１８６５３ ＪＸ０１０２６４ ＪＸ０１０００７ ＪＸ０１０４０７ ＪＸ００９７１９ ［１１，２９］
平头炭疽菌犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿 ＣＢＳ１５１．３５ ＧＵ２２７８６２ ＧＵ２２８２５４ ＧＵ２２８１５６ － ［３０］

ＣＢＳ１９５．３２ ＧＵ２２７８６５ ＧＵ２２８２５７ ＧＵ２２８１５９ － ［３０］

犆．狏犻狀犻犳犲狉狌犿 ＧＺＡＡＳ５．０８６０１ ＪＮ４１２８０４ ＪＮ４１２７９８ ＪＮ４１２８１３ ＪＱ３０９６３９ ［２７］

ＧＺＡＡＳ５．０８６０８ ＪＮ４１２８０２ ＪＮ４１２８００ ＪＮ４１２８１１ ＪＮ４１２７８２ ［３１］

犆．狓犪狀狋犺狅狉狉犺狅犲犪犲 ＩＣＭＰ１７９０３ ＪＸ０１０２６１ ＪＸ００９９２７ ＪＸ０１０４４８ ＪＸ００９６５３ ［１１，３２］

　１）模式菌株。本研究中新提交菌株及序列号标示为粗体。犆．犿狌狉狉犪狔犪犲为暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲
［１６］异名。

Ｅｘｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ．Ｎｅｗｓｔｒａｉｎｓａｎｄａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｒｅｉｎｂｏｌｄ．犆．犿狌狉狉犪狔犪犲ｉｓｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｗｉｔｈ犆．狊犻犪犿犲狀狊犲
［１６］．

　　同时，在ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅｖ１．１．１４软件中对截齐后各基

因序列按同样顺序拼接，用ＰａｒｔｉｔｉｏｎＦｉｎｄｅｒ２对联合序

列分段进行进化模型分析，使用ＭｒＢａｙｅｓ３．３．６基于贝

叶斯分析法（ＢＩ）构建多基因系统进化树
［３４］。软件基于

马尔可夫链蒙特卡洛算法（ＭａｒｋｏｖｃｈａｉｎＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ，

ＭＣＭＣ），运行代数２００００００，抽样频率为１００，其余为

默认参数。平头炭疽菌犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿作为外群。

２　结果与分析

２．１　分离菌株的致病性测定

将分离得到的菌株用孢子悬浮法、菌丝块接种法

分别接种到离体叶片和活体叶片上，仅接种菌株

ＨＲＭＳＡ４，ＨＲＭＳＡ５后发病，清水对照均未发病。

菌株ＨＲＭＳＡ４、ＨＲＭＳＡ５采用孢子悬浮法针

刺接种离体叶片４～５ｄ后，接种叶片上出现不规则块

状或近圆形深褐色病斑（图１ａ～ｂ）。菌丝块接种活体

叶片１０～１４ｄ后，叶片上均可观察到典型的炭疽病病

斑（图１ｃ～ｄ），病斑背部均有橘黄色分生孢子堆（图

１ｃ），两菌株致病症状无明显差异。对病斑进行再分

离，能获得与原接种菌株形态一致的病原菌。根据柯

赫氏法则，试验中分离得到的ＨＲＭＳＡ４、ＨＲＭＳＡ５

均为红瑞木炭疽病的病原菌。

图１　红瑞木离体和活体叶片接种后炭疽病症状

犉犻犵．１　犃狀狋犺狉犪犮狀狅狊犲狊狔犿狆狋狅犿狊狅狀犱犲狋犪犮犺犲犱犪狀犱犾犻狏犲犾犲犪狏犲狊

狅犳犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀

　

２．２　病原菌的形态特征观察

病原菌菌株ＨＲＭＳＡ４和ＨＲＭＳＡ５在ＰＤＡ平

板上菌落特征分别见图２和图３。两菌株菌丝总体呈

等径辐射生长，地毯状平铺。ＨＲＭＳＡ４菌株初期为白

色絮状，后气生菌丝逐渐变为灰白色，背面为暗绿色或

黑色（图２ａ～ｂ）；ＨＲＭＳＡ５菌株初期为白色，后逐渐变

为深棕色，能产生明显的橘红色分生孢子黏液，菌落背

面橘红色（图３ａ～ｂ）。分生孢子均为单胞，透明，圆柱

形，具油球，两端钝圆为主，少量一端钝圆（图２ｃ，３ｃ）。

随机选取视野内１００个分生孢子测量其大小，ＨＲＭ

ＳＡ４菌株分生孢子大小为（８．１６～１７．９７）μｍ×（２．９８～

５．８６）μｍ（平均１４．７６μｍ×４．７０μｍ，狀＝１００）；ＨＲＭ

ＳＡ５菌株分生孢子大小为（１１．６８～１８．７３）μｍ×（４．０３～

６．１０）μｍ（平均１５．５７μｍ×４．９４μｍ，狀＝１００）。采用十

字交叉法每天测量菌株菌落直径，结果显示，菌株

ＨＲＭＳＡ４和ＨＲＭＳＡ５菌落生长速度分别为（７．１±

０．９）ｍｍ／ｄ和（１１．０±０．２）ｍｍ／ｄ。从病原菌的上述形

态特征，初步确定两个菌株为炭疽菌属的两个不同种。

图２　菌株犎犚犕犛犃４的形态特征

犉犻犵．２　犆狌犾狋狌狉犪犾犪狀犱犿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犎犚犕犛犃４

　

图３　菌株犎犚犕犛犃５的形态特征

犉犻犵．３　犆狌犾狋狌狉犪犾犪狀犱犿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犎犚犕犛犃５
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２．３　病原菌的多基因序列联合分析

将菌 株 ＨＲＭＳＡ４ 和 ＨＲＭＳＡ５ 的 ＩＴＳ、

犌犃犘犇犎、犆犃犔、犜犝犅２基因片段的测序结果提交至

ＧｅｎＢａｎｋ数据库，获取登录号依次为 ＭＫ５３０１７７、

ＭＫ５３０１７８、ＭＫ５３２３６１、ＭＫ５３２３６２、ＭＫ５３２３６３、

ＭＫ５３２３６４、ＭＫ５３２３６５、ＭＫ５３２３６６（表２）。测序结

果经ＢＬＡＳＴ比对显示菌株 ＨＲＭＳＡ４和 ＨＲＭ

ＳＡ５的ＩＴＳ序列与胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊、

暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲、犆．犪犲狀犻犵犿犪等数十种炭疽

菌模式菌株ＩＴＳ序列一致性高达９８％～９９．８７％；

ＨＲＭＳＡ４和ＨＲＭＳＡ５的犌犃犘犇犎、犆犃犔序列与

胶孢炭疽菌、犆．犿狌狊犪犲、犆．犪犲狀犻犵犿犪等数十种炭疽菌

模式菌株序列一致性多在９０％～１００％之间；两菌

株的犜犝犅２序列与胶孢炭疽菌、犆．犿犲犾犪狀狅犮犪狌犾狅狀、

犆．犱犻犪狀犲狊犲犻等菌株的序列一致性多在８２％～９９％之

间。结果表明，菌株 ＨＲＭＳＡ４和 ＨＲＭＳＡ５的

ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔、犜犝犅２基因序列均与炭疽菌属

同源性最高，但由于近缘种较多，且序列差异较小，

ＢＬＡＳＴ序列比对难以鉴定到种。

基于ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔和犜犝犅２等４个基因

联合序列，以最佳模型ＴＮ９３＋Ｇ，构建了包含两个

菌株的多基因ＭＬ系统进化树（图４）。在该系统进

化树中，ＨＲＭＳＡ４和ＨＲＭＳＡ５分别与暹罗炭疽

菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊聚

集在一起，形成明显的２个分支，自展值分别为９５

和９９。

图４　基于犐犜犛，犌犃犘犇犎，犆犃犔和犜犝犅２多基因序列的炭疽菌属犕犔系统进化树

犉犻犵．４　犕犔狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛，犌犃犘犇犎，犆犃犔犪狀犱犜犝犅２狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊狆狆．
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　　同时，基于多基因联合序列分区模型分析结

果，用ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅｖ１．１．１４软件的 ＭｒＢａｙｅｓ３．３．６

构建了基于贝叶斯法（ＢＩ）多基因系统进化树（图

５）。ＢＩ多基因系统进化树显示，ＨＲＭＳＡ４和

ＨＲＭＳＡ５分别与暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢

炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊聚集在一个分支，后验概

率均为１，结果与ＭＬ多基因系统进化树一致，确定

病原菌菌株 ＨＲＭＳＡ４和 ＨＲＭＳＡ５分别为暹罗

炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻

狅犻犱犲狊。

图５　基于犐犜犛，犌犃犘犇犎，犆犃犔和犜犝犅２多基因序列的炭疽菌属贝叶斯系统进化树

犉犻犵．５　犅犐狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛，犌犃犘犇犎，犆犃犔犪狀犱犜犝犅２狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊狆狆．

　

３　讨论

山茱萸炭疽病最早于北美发现，是一种毁灭性

病害，在条件适宜时，能导致以太平洋四照花、大花

四照花为主的山茱萸科花灌木大面积死亡，造成巨

大经济损失［４］。Ｂｒｏｗｎ等关于多种山茱萸科植物对

山茱萸炭疽病的抗性研究表明，红瑞木犆．犪犾犫犪也能

被毁灭性座盘孢犇．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪侵染
［３５］。但在自然

条件下，仅发现太平洋四照花、大花四照花、四照花

犆狅狉狀狌狊犽狅狌狊犪受到该菌侵染为害
［３６］。２０１３年，Ｍｉ

ｈａｅｌａ再次证明了人工接种毁灭性座盘孢犇．犱犲

狊狋狉狌犮狋犻狏犪可致使包含‘芽黄’红瑞木犆．犪犾犫犪‘Ｂｕｄ’ｓ

Ｙｅｌｌｏｗ’在内的许多山茱萸科植物感病；而在自然条

件下仅四照花属近缘种犆．犳犾狅狉犻犱犪、犆．狀狌狋狋犪犾犾犻犻、

犆．犽狅狌狊犪对毁灭性座盘孢犇．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪感病
［４］。

Ｍｉｌｌｅｒ等采用实时定量ＰＣＲ技术对１９０９年－２０１１年

间采集自加拿大、墨西哥、美国、中国、日本等９个国家

的７０个山茱萸标本进行病原菌分子检测，结果显示，源

自日本的灯台树犆．犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪、美国的大花四照花

犆．犳犾狅狉犻犱犪、中国的毛!犆．狑犪犾狋犲狉犻等标本显示阳性，３个

源自中国的红瑞木标本均未检出犇．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪
［３７］。本

研究在红瑞木叶部炭疽病病原菌分离过程中，也未分

离到毁灭性座盘孢或疑似菌株。

此外，早在１９４８年，Ｊｅｎｋｉｎｓ等发现痂囊腔菌属

真菌犈犾狊犻狀狅犲犮狅狉狀犻能导致大花四照花犆．犳犾狅狉犻犱犪斑

点炭疽病（ｓｐｏｔａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ），叶部症状多为１～

２ｍｍ的坏死斑
［３８］；１９６５年，Ｔｏｏｌｅ等和Ｌａｍｂｅ等报

道胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊侵染大花四照

花［３９４０］；Ｓｔｒａｎｄｂｅｒｇ等以及Ｓｈｉ等学者的研究显示，

胶孢炭疽菌 犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊 和尖孢炭疽菌

犆．犪犮狌狋犪狋狌犿均能引起大花四照花叶部病害，甚至导

致枝干坏死［４１４２］。Ｍｉｈａｅｌａ也从山茱萸属及近缘属

植物病叶分离得到炭疽菌属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿的许多

病原真菌［４］。国内，任国兰等最早于１９８７年报道了
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胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊引起山茱萸犆狅狉狀狌狊

狅犳犳犻犮犻狀犪犾犻狊炭疽病
［４３］。与其他山茱萸科炭疽病类

似，本研究证实了引起上海迪士尼‘芽黄’红瑞木炭

疽病的病原菌为暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭

疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊，均属于胶孢炭疽菌复合种

犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊ｃｏｍｐｌｅｘ。这 是 暹 罗 炭 疽 菌

犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊引起

红瑞木炭疽病的首次报道，该发现将为红瑞木炭疽

病的诊断和防治提供一定的理论依据。尽管

Ｓｔｒａｎｄｂｅｒｇ等
［４１］的研究显示，在炭疽菌属导致的炭

疽病中，尖孢炭疽菌犆．犪犮狌狋犪狋狌犿占大花四照花炭疽

病的致病菌比例较大，本研究未能分离到该菌。这

可能由于寄主不同，且受环境、地域等影响，炭疽病

常一病多菌，优势种群也有差异［４４］。由于多种病原

真菌侵染山茱萸属及近缘属植物导致的炭疽病症状

相似，易混淆［４］，下一步研究将扩大采样范围及数

量，明确国内红瑞木上炭疽菌的种类及优势种群，进

一步排查是否有毁灭性座盘孢犇．犱犲狊狋狉狌犮狋犻狏犪或

犈．犮狅狉狀犻等其他真菌导致的炭疽病发生。

由于炭疽菌形态简单，种间形态差异较小，部分

形态特征受环境等因素影响较大，传统形态学往往

难以区分该属的相似种或近缘种［４５］，多基因联合分

析能更准确反映和有效区分炭疽菌属内亲缘关

系［１６，４６］。本研究中，首先采用序列ＢＬＡＳＴ比对，初

步将病原菌的种类限定于炭疽菌属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿。

再基于ＩＴＳ、犌犃犘犇犎、犆犃犔和犜犝犅２多基因联合，

同时采用了最大似然法和贝叶斯分析法构建多基因

系统进化树。结果显示，在两种进化树中（图４～５），

菌株 ＨＲＭＳＡ４、ＨＲＭＳＡ５均分别与暹罗炭疽菌

犆．狊犻犪犿犲狀狊犲和胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊较好地聚

合在同一个分支；两种进化树具有较为一致的拓扑结

构，其中胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊、博宁炭疽菌

犆．犫狅狀犻狀犲狀狊犲和平头炭疽菌犆．狋狉狌狀犮犪狋狌犿３个复合种内

炭疽菌分别聚集于一个大分支，与Ｊａｙａｗａｒｄｅｎａ等和

Ｍａｒｉｎｆｅｌｉｘ等构建的炭疽菌属复合种聚类结果相

符［１６，４６］。形态学观察也显示，两种病原菌形态特征符

合胶孢炭疽菌复合种基本特征［１６，４４］。

本研究对分离得到的菌株ＨＲＭＳＡ４和ＨＲＭ

ＳＡ５进行离体及活体叶片致病性测定，接种叶片均

能发病，且活体叶片发病症状与自然发病症状相同，

分离得到的病原菌与原接种菌一致，根据柯赫氏法

则，证明这两种病原菌均为引起红瑞木炭疽病的病

原菌。通过ＢＬＡＳＴ序列比对以及基于ＩＴＳ、犌犃犘

犇犎、犆犃犔和犜犝犅２基因的最大似然法和贝叶斯分

析法多基因序列联合分析，辅以形态学观察，将病原

菌菌株ＨＲＭＳＡ４鉴定为暹罗炭疽菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲，

ＨＲＭＳＡ５鉴定为胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊。

红瑞木作为一种应用日益广泛的城市景观植物，我

国对其病害研究还很有限，进一步深入研究和全面

了解其病原菌种类、分布及发生规律，进而采取针对

性防控措施可有效减轻景观及经济损失。
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