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山牵牛炭疽病病原分离与鉴定
△

宋利沙１，蒋妮１

（１广西壮族自治区药用植物园，广西　南宁　５３００２３）

［摘要］　目的：明确为害山牵牛的叶部病害的病原菌，为其防治奠定基础。方法：采用常规组织分离法对山牵
牛炭疽病的病原菌进行分离，利用形态学特征和 ＩＴＳｒＤＮＡ序列分析法鉴定该病原菌的分类地位。结果：该病原鉴
定为胶孢炭疽菌Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ。结论：该病原菌危害山牵牛造成其叶部病害，在国内为首次报道。
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山牵牛 Ｔｈｕｎｂｅｒｇｉａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ（ＲｏｔｔｌｅｘＷｉｌｌｄ）
Ｒｏｘｂ，别名大花山牵牛、大花老鸭嘴、大青和老鸭
杓，是爵床科 Ａｃｎｔｈａｃｅａｅ山牵牛属藤本植物［１］。山

牵牛在广西、广东、海南和福建鼓浪屿均有种植。

山牵牛是瑶医药用植物之一，主要用于消肿拔毒，

排脓生肌，止痛。根皮用于跌打损伤和骨折。茎叶

蛇咬伤，疮疖，叶用于治疗胃痛［２３］。目前，对山牵

牛主要做为观赏藤本植物［４］，对其药理活性和病害

研究尚未见报道。作者在广西药用２０１７年在广西南
宁市广西药用植物园瑶药区调查发现一种严重影响

山牵牛生长的病害，该病害主要为害山牵牛叶片，

严重时造成叶片枯死。镜检发病组织上的病原孢子，

初步将病原菌判断为炭疽菌属 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｓｐ真
菌，为进一步明确该病原菌的分类地位，本研究对

病原菌进行了分离，并通过形态学和分子生物学相

结合的方法进行鉴定，为该病害的有效防治提供理

论依据。

１　材料与方法

１１试验材料

山牵牛病株于２０１７年３月采自广西壮族自治区
南宁市兴宁区广西药用植物园瑶药区。

１２病原菌分离和纯化

选取山牵牛叶片的病健交界处病组织，切成

５ｍｍ×５ｍｍ小块，用７５％乙醇浸泡３０Ｓ，０１％升
汞消毒ｌｍｉｎ，再用无菌水漂洗３次，置于ＰＤＡ培养
基上 ２８℃培养，待长出菌丝后，挑取菌落边缘进行
纯化，纯化后的菌落通过单孢分离获得纯培养分

离物［５］。

１３病原菌的致病性测定

用针刺法将分离和纯化的菌丝块（１ｃｍ×１ｃｍ）
接种于无病健康且长势相近的山牵牛叶部［５］，以接

种无菌ＰＤＡ培养基（１ｃｍ×１ｃｍ）作为对照，每个处

·４８９·
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理３个重复，放置于具有湿润的滤纸片的培养皿中，
保湿培养，定期观察发病情况。适时对发病组织进

行病原菌分离和纯化，观察该病原菌是否与接种菌

株相同。

１４病原菌形态鉴定

观察病原菌在ＰＤＡ培养基上的菌落特征，用光
学显微镜观察菌丝、分生孢子等形态特征，对病原

菌进行形态鉴定。

１５分子生物学鉴定

将纯化好的拮抗菌株移植于 ＰＤＡ平板培养基
上，培养３ｄ，然后接种到４０ｍＬＰＤＡ培养液的三角
瓶（１００ｍＬ）中，于２８℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１，恒温振荡
培养４８ｈ后制成菌体悬浮液，离心收集菌体，采用
改良的ＳＤＳ裂解法用 ＤＮＡ提取试剂盒（生工生物工
程（上海）股份有限公司）提取真菌基因组 ＤＮＡ。ＩＴＳ
扩增引物序列为通用引物 ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ３′）。扩增反应在２５μＬ反应体系中进行，
Ｔｅｍｐｌａｔｅ（基因组 ＤＮＡ２０～５０ｎｇ·μＬ－１）为０５μＬ，
１０×Ｂｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈＭｇ２＋）为２５μＬ，ｄＮＴＰ（各２５ｍＭ）
为１μＬ，酶０２μＬ，引物各０５μＬ，加双蒸 Ｈ２Ｏ
至２５μＬ。热循环反应程序设置如下：９４℃下初始
变性４ｍｉｎ，接下来为９４℃下变性４５ｓｅｃ，５５℃下
引物退火４５ｓｅｃ，７２℃下延伸 ６０ｓｅｃ，３０个循环结
束后在７２℃下修复延伸１０ｍｉｎ。扩增中利用水代替
ＤＮＡ模板为空白对照。用凝胶电泳法检测ＰＣＲ反应
结果，吸取４μＬＰＣＲ产物加入１％（Ｗ／Ｖ）琼脂糖凝
胶，凝胶置于 １×ＴＢＥ缓冲液（０９ＭＴｒｉｓＢｏｒａｔｅ，
００１Ｍ ＥＤＴＡ，ｐＨ＝８３）中，在 １１０Ｖ下电泳
４０ｍｉｎ。将扩增后的 ＤＮＡ产物送至生工生物工程
（上海）股份有限公司进行纯化测序。并且把测序结

果与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行 ｂｌａｓｔ比对。以 ＩＴＳ相似
序列，利用 ＭＥＧＡ４０软件的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构
建系统发育树。

２　结果分析

２１病害症状

该病主要危害山牵牛叶片。叶片发病后，病斑

在叶尖、叶缘、叶中部近圆形或不规则形状发展。

病斑发病初期，出现黑色小斑点，随后扩大成多边

形黑褐色病斑，病斑周围有黄色晕圈，后期病斑穿

孔，病斑较多时融合成片，病叶后期叶片黄化枯死

（图１）。该病害在山牵牛生长期均可发生，且种种
植密度大、排水不良的地块发病较重；高温气候，

多雨季节，发生严重，蔓延迅速。

图１　山牵牛叶部危害症状

２２病原菌分离和致病性测定

对山牵牛叶片病斑进行病原分离，分离纯化得

到形态特征不同的真菌菌株４株。用针刺法将这些
菌株接种在离体健康山牵牛叶片上，只有 ｓｂ１０菌落
致病。接种后５ｄ叶片开始发病，７ｄ后接种部位变
黑褐色病斑，病斑周围暗黄褐色。对照叶片组织未

发病。从发病的病斑上再次分离到与接种菌株形态

一致的病原菌。

图２　山牵牛炭疽病离体接种症状

２３病原菌的形态鉴定

病原菌ｓｂ１０在ＰＤＡ平板上，２８℃培养５～７ｄ，
菌落圆形，边缘整齐，菌落从中央变为深灰黑色，

菌落背面是深灰色同心轮纹，培养６ｄ后，菌落中
央产生红色球形的分生孢子团。该病菌的菌丝有隔，

粗度为２～４μｍ，分生孢子盘圆形或椭圆形，黑褐
色，直径１１２～２４８μｍ；刚毛散生于分生孢子盘上，
深褐色；分生孢子单胞，无色，长椭圆形，两头钝

圆或一端稍尖，大小（１１～２１）μｍ×（４～６）μｍ。
参照 《真菌鉴定手册》［７］和 《植物病原真菌

学》［８］，将该病原菌鉴定为半知菌类腔孢纲黑盘孢目

炭疽菌属胶孢炭疽菌Ｃｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ。
·５８９·
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注：ａ菌落；ｂ分生孢子盘；ｃ分生孢子。

图３　山牵牛炭疽病病原形态

２４病原菌的分子（ＩＴＳ）鉴定

利用真菌 ＩＴＳ通用引物 ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ３′）对病原真菌的 ｒＤＮＡ内转录区进行扩
增，获得片段大小约为 ５６３ｂｐ的扩增产物。将扩增
后得到的产物在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行 ＢＬＡＳＴ比对，结果
显示，与山牵牛病病原菌的 ＩＴＳ序列相似度在 ９９％
以上的菌株为胶孢炭疽菌 Ｃｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ，并与其
相似高的菌株构建系统发育树（图 ４），综合菌株
ｓｂ１０形态学和分子生物学鉴定该病原菌为胶孢炭疽
菌Ｃｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ。

图４　基于ＩＴＳ序列构建ｓｂ１０菌株系统发育树。

３　结论和讨论

山牵牛可作中药材使用，也可作为观赏的藤本

植物，其栽培和开发利用有很大的广阔前景。作者

在广西药用植物园种植区发现较严重的炭疽病，并

利用形态学和分子手段将该病原鉴定为胶孢炭疽菌

Ｃｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ。该炭疽菌可危害地榆、田七、猫
豆、阔叶十大功劳等多种植物［９１２］，是世界上分布

最广的病原菌，但此病原危害山牵牛的叶片为国内

第一次报道。此外，胶孢炭疽菌在致病性、寄主特

异性和遗传同质性等方面可形成许多亚组和形态

种［９］。本研究所获得菌株的寄主范围和专化型确定

有待进一步研究确定。该病原菌的生物特性、侵染

循环、发病条件、防治技术、药理活性等需要进一

步研究加以明确。

目前，山牵牛炭疽病可参考由胶孢炭疽菌引起

的其他作物炭疽病的防治技术进行控制，如选用无

病种子或进行种子消毒、及时清除病残体、合理密

植、创造良好的通风透光条件、合理施肥用水等，

或在发病初期使用２５％咪鲜胺乳１５００倍液喷雾。具
体药剂种类及综合防治技术尚待室内筛选试验和田

间实践验证。
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