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［摘要］　目的：明确甘草种子携带真菌及其致病性，对产自不同地区的４个批次甘草种子进行种子外部、内部
携带真菌的检测与致病性分析。方法：通过将不同形态的真菌进行分离纯化、显微形态学观察、以及１６Ｓ内转录间
隔区（ＩＴＳ）序列比对等方法确定分离真菌的种属，并将分离菌株回接到甘草幼苗确定其是否为致病菌。结果：甘草
种子外部携带的真菌主要为青霉属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ、曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ、链格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ、芽枝状枝孢霉
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ、毛霉属Ｍｕｃｏｒｓｐｐ、立枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ等；内部携带的真菌主要为青霉属
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ、曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ、链格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ和尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ。不同批次甘草
种子外部携带的真菌具有显著性差异，同时甘草种子外部带菌量和内部带菌率存在正相关关系，可以通过甘草种子

外部带菌量推测甘草种子内部带菌率。通过致病性测试确定具有致病性的真菌有立枯丝核菌 Ｒｓｏｌａｎｉ、尖孢镰刀菌
Ｆｏｘｙｓｐｏｒｕｍ。结论：结果可为甘草种子药剂处理预防种传病害提供参考。
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甘草ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ以根和根茎入药，
具有补脾益气、祛痰止咳、缓急止痛等功效，能调

和百草，素有 “十方九草”之美誉，是我国市场需

求旺盛的中药［１］。野生甘草多生长于三北地区［２］，

是构成我国北方荒漠植被的重要植物，具备生态和

经济的双重价值，对环境资源保护起着不可替代的作

用［３］。甘草不仅广泛应用于中医临床，其制品甘草浸

膏、甘草酸粉盐等在食品、保健品、化妆品、烟草、

轻工等许多行业也备受青睐，国际市场的需求量日益

增长。２０１６年，我国甘草及制品的进口量为２８万ｔ，
进口额达３７０００万美元［４］。

甘草病害的发生及危害一直都是影响甘草产量

及其品质最主要的限制因素。据报道，目前我国甘

草主要病害包括锈病、根腐病、褐斑病、白粉病、

猝倒病和立枯病等真菌性病害［５］。种子药剂处理是

提高播种品质和防治种传病害最简单、经济有效的

方法［６］。本研究旨在对甘草种子进行内外部携带真

菌检测，并对种传真菌的致病性进行测试，为甘草

种子药剂处理预防种传病害提供基础数据。

１　材料与方法

１１　材料

ＣＴＡＢ植物基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒（批号：
ＤＬ１１４０１，博迈德生物有限公司）；乳酸葡萄糖培
养基（ａＰＤＡ，批号：ＢＣＢＮ５２５４Ｖ，Ｆｌｕｋａ公司）；乳
酸（批号：２０１８０３１２，福晨化学试剂有限公司）；
９８％硫酸溶液（批号：２０１６０３１８，光复科技发展有限
公司）。

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ型高速离心机、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ
型高速离心机、ＭＬＸ２０４型瞬时离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
中国有限公司）；ＸＴ５４０８ＧＣ３８０ＴＬ２型光照培养箱
（杭州雪中炭恒温技术有限公司）；Ｔ１１０型 ＰＣＲ仪
（ＢｉｏＲａｄ公司）；ＬＤＺＦ５０ＫＢ型灭菌锅（上海博讯医
疗生物仪器股份有限公司）；ＳｈｏｃｋＭｉｘｅｒ１型脉冲震
荡样品前处理器（广东环凯微生物科技有限公司）。

４个批次来自不同产区的甘草种子样品，未经任
何加工处理于常温下在编织袋中保存。样品为中国中

药有限公司提供，由中国中药有限公司王继永研究员

鉴定为ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ的种子。４个批次的
种子均收获于２０１８年。批次Ａ产自新疆维吾尔自治
区焉耆县；批次 Ｂ产自新疆维吾尔自治区阿勒泰地
区；批次Ｃ产自内蒙古自治区赤峰市；批次Ｄ产自甘
肃省会宁县。种子样品扦取参考ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｕｌｅｓｆｏｒ
ＳｅｅｄＴｅｓｔｉｎｇ第２章扦样，在随机选取的不同种子袋
中抽取等量初次样品，混合后为送检样品［７］。

１２　方法

１２１　种子外部带菌检测　随机选取４个批次甘草
种子各１０ｇ（１０００粒）分别放入均质袋内，加入无菌水
２０ｍＬ拍打６０ｓ，吸取全部悬浮液，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ（离心半径为１６ｃｍ），除去上清液，加
入１ｍＬ无菌水均匀悬浮沉淀，取适量悬浮液进行梯
度稀释，分别稀释 １×１０－１、１×１０－２、１×１０－３、
１×１０－４，每个稀释梯度菌悬液吸取１００μＬ均匀涂
布到 ａＰＤＡ培养基上，每个浓度重复 ３次，置于
２８℃恒温箱中培养２～３ｄ，观察记录平板上的菌落
总数，根据稀释倍数和检测种子数计算种子外部携

带的孢子负荷量和检出真菌的分离比例。每个供试

种子批次重复４次。
孢子负荷量 ＝３皿菌落总数／０３ｍＬ×稀释倍

数／１０００ （１）
分离比例 ＝（某类真菌菌落个数／菌落总数）×

１００％ （２）
１２２　种子内部带菌检测　４个批次甘草种子样品
随机选取１００粒种子作为１个重复，用７５％乙醇浸
泡３０ｓ，１％次氯酸钠溶液浸泡３ｍｉｎ，然后用无菌
水冲洗３次，晾干，将种子均匀摆放在 ａＰＤＡ平板
上，每个平板上摆放２０粒，共５皿，置于２８℃恒
温培养２～３ｄ，观察并记录平板上的菌落总数并拍
照，每个供试品种批次设置４个重复。

随机选取４个批次甘草各１００粒，用９８％硫酸
浸泡５０ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗３次，晾干。将种
子均匀摆放在 ａＰＤＡ平板上，每个平板上摆 ２０粒，
共５皿，置于２８℃恒温培养２～３ｄ，观察并记录平
板上的菌落总数并拍照，每个供试品种样品重复

４次。根据公式（３）～（４）计算种子带菌率和分离
频率。

·４４０２·
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种子带菌率 ＝（带菌种子数／检测种子总数）×
１００％ （３）

分离频率 ＝（带某类菌种子数／带菌种子数）×
１００％ （４）
１２３　真菌形态学鉴定　将分离到的不同种类的真
菌转移到 ａＰＤＡ培养基上进行纯化，然后通过显微
镜观察菌丝和孢子的形态，结合真菌培养性状和形

态学特征，参考相关工具书和文献鉴定到属［８１０］。

１２４　真菌分子鉴定　收集在 ａＰＤＡ培养基培养
４ｄ的真菌菌丝至１５ｍＬ离心管中，分别编号，放
入液氮中充分冷却后取出研磨充分。采用核酸快速

提取试剂盒，按照操作使用说明提取 ＤＮＡ，提取的
ＤＮＡ质量浓度稀释到５０ｎｇ·μＬ－１，保存在－２０℃。

以上述提取总ＤＮＡ为模板，用真菌通用引物内
转录间隔区（ＩＴＳ）１／ＩＴＳ４进行 ＰＣＲ扩增［１１］。扩增体

系为２×ｍｉｘ２μＬ，ＩＴＳ１２μＬ，ＩＴＳ４２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１９μＬ，检测样品 ２μＬ。ＰＣＲ扩增程序为９５℃预变
性１ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ，终止温度
在４℃。反应结束后取５μＬ产物进行琼脂糖凝胶电
泳，ＰＣＲ产物测序，通过 ＢＬＡＳＴ序列比对，鉴定到
属、种。

１２５　甘草种子芽率与幼苗发病率测定　将甘草种
子浸泡于９８％硫酸２５℃处理５０ｍｉｎ，至种皮表面破
损出现均匀小点，在超净工作台上用无菌水洗净晾

干，取１００粒播种于灭菌的基质中，设置４次重复，
于７、１４ｄ记录种子发芽率，同时观察并记录幼苗
发病情况。

１２６　真菌致病性测定　将甘草幼苗每盆移植
２株，放入光照（２０℃，１６ｈ光照，８ｈ黑暗）培养
箱培养，在幼苗生长 １２ｄ时进行实验。将纯化的
６个真菌菌株（曲霉、链格孢、毛霉、尖孢镰刀菌、
芽枝状枝孢霉、立枯丝核菌）在ａＰＤＡ培养基上２８℃
培养４～５ｄ，形成一定大小的菌落。用灭菌的打孔器
在菌落靠近边缘处打取菌饼（Φ＝６ｍｍ），将菌饼贴附
于甘草幼苗茎基部，每个菌株处理３株幼苗作为重
复。对照组采用无菌的ａＰＤＡ琼脂块（Φ＝６ｍｍ）贴附
于甘草幼苗茎基部。接种完毕后将甘草幼苗放在光照

培养箱中（２５℃，１６ｈ／８ｈ、光照／黑暗）继续培养，
观察其发病情况。将上述处理后甘草幼苗的发病部位

用７５％酒精消毒，切取片段放入 ａＰＤＡ平板中培养，
分离纯化后按照１２３、１２４项下进行形态学、分子
学鉴定。

２　结果与分析

２１　种传真菌鉴定

２１１　种传真菌形态学鉴定结果　如图１所示，根
据真菌的形态和在显微镜下菌丝与孢子的形态初步

确定分离得到部分菌株为链格孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ、
青霉属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ和曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ真菌。

注：Ａ链格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ菌落形态；Ｂ青霉属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ菌落形态；Ｃ曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ菌落形态；Ｄ链

格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ在显微镜下（１０×２０倍）分生孢子与菌丝形态；Ｅ青霉属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ在显微镜下（１０×１０倍）分

生孢子与菌丝形态；Ｆ曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ在显微镜下（１０×１０倍）分生孢子与孢子梗形态。

图１　分离真菌菌落形态及显微形态
·５４０２·
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２１２　种传真菌分子鉴定结果　未能通过形态鉴定
的菌株通过 ＩＴＳ测序在美国国立生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）比对序列鉴定菌株有曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ、互
隔交链孢霉 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、毛霉 Ｍｕｃｏｒｓｐ、立
枯 丝 核 菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ、芽 枝 状 枝 孢 霉
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ；种子内部携带尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ及互隔交链孢霉 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ（见
表１）。

表１　分离菌株ＩＴＳ序列比对结果
菌株编号 序列长度／ｂｐ 比对结果 学名

Ｇ１Ｗ ６０７ 曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ

Ｇ２Ｗ ５６４ 互隔交链孢霉 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ

Ｇ４Ｗ ５７１ 毛霉属 Ｍｕｃｏｒｓｐ

Ｇ６Ｗ ７１５ 立枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ

Ｇ１０Ｗ ５４２ 芽枝状枝孢霉 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ

Ｇ６Ｎ ５６０ 尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

Ｇ３Ｎ ５７２ 互隔交链孢霉 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ

２２　甘草种子外部携带真菌种类

甘草种子外部带菌检测结果如表２所示，不同
批次的甘草种子外部带菌量差异较大，在所检测的

４批次中，批次 Ａ的外部带菌量最高，每粒种子的
平均孢子负荷量为７１个，且与其他批次差异显著。
甘草种子外部主要携带的真菌有青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐｐ、曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ、链格孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐｐ、芽枝状枝孢霉 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ、毛

霉属Ｍｕｃｏｒｓｐｐ、立枯丝核菌Ｒｓｏｌａｎｉ等。其中，致
病菌有立枯丝核菌Ｒｓｏｌａｎｉ和曲霉Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ。

２３　甘草种子内部携带真菌种类

甘草种子内部携带真菌检测结果如表 ３所示，
不同批次的甘草种子内部带菌率差异有统计学意义。

批次Ａ的内部带菌率最高，为２５％，与批次 Ｂ和 Ｃ
差异有统计学意义，与批次 Ｄ差异无统计学意义，
甘草种子内部携带的真菌主要有青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐｐ、曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ、链格孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐｐ和尖孢镰刀菌 Ｆｏｘｙｓｐｏｒｕｍ。４个批次甘草种子
均携带链格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ，批次Ａ和Ｃ带有青
霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ，批次 Ｄ有曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｓｐｐ。在批次Ａ中还发现了尖孢镰刀菌Ｆｏｘｙｓｐｏｒｕｍ，
其中致病菌有尖孢镰刀菌 Ｆｏｘｙｓｐｏｒｕｍ和曲霉
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ。

２４　甘草种子外部带菌量与内部带菌率的相关性分析

甘草种子外部带菌量与内部带菌率相关性分析

结果如图２所示，甘草种子外部带菌量与内部带菌
率呈正相关关系，甘草种子外部带菌量越高，种子内

部带菌率就越高；种子外部带菌量每升高１个／粒，
种子内部带菌率就增加２９６５％。此外，３个批次的
种子外部、内部均分离得到链格孢属，分析发现种

子外部链格孢属量和内部链格孢属带菌率具有类似

相关性（见图３），表明可通过种子外部带菌量可以
推测种子内部带菌率情况。

表２　甘草种子外部带菌检测结果

批次
每粒孢子

负荷量／个

分离比例／％

青霉属

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
曲霉属

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
链格孢属

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
毛霉属

Ｍｕｃｏｒ
芽枝状枝孢霉

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ
立枯丝核菌

Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ

Ａ ７１ａ — ９８０ — — — ２

Ｂ １６ｄ ２５０ — ２５０ — ５００ —

Ｃ ２４ｃ ４９５ ３２１ ９２ ９２ — —

Ｄ ４０ｂ — １１０ ８３０ ３０ — ３

　　注：表中同列数值带有不同字母表示Ｐ＜００５；—表示未分离到该类真菌；下同。

表３　甘草种子内部带菌检测结果
％

批次 带菌率／％
分离频率

青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ 链格孢属Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 尖孢镰刀菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

Ａ ２５ａ １６７ — ５０ ３３３

Ｂ １０ｂ — — １００ —

Ｃ １０ｂ ５００ — ５０ —

Ｄ ２０ａ — ５０ ５０ —
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图２　甘草种子外部带菌量与内部带菌率的相关性

图３　甘草种子外部与内部携带链格孢量的相关性

２５　未处理和９８％硫酸处理过的甘草种子发芽率比
较结果

　　未处理和用９８％硫酸处理过的甘草种子发芽率
（见图４）。用９８％硫酸处理过的比未处理的甘草种
子发芽率高，说明９８％硫酸可以帮助打破甘草的种
皮机械障碍促进种子发芽。用９８％硫酸处理的甘草
种子批次 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ的发芽率分别为 １００％、
８８％、７４％、５４％；不做处理的甘草种子批次 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ的发芽率分别为４６％、１０％、１２％、１２％。
经差异性分析得出４个批次的甘草种子经９８％硫酸
处理后的发芽率均显著高于未处理种子。

图４　未处理和９８％硫酸处理过的
甘草种子发芽率（ｎ＝４００）

２６　９８％硫酸处理对甘草种子幼苗发病率的影响

未处理和用９８％硫酸处理过的甘草种子幼苗发

病率不同（见图５），未处理的甘草种子幼苗发病率
较高，其幼苗发病率分别为 ６１％、１１％、３３％、
４０％；用９８％硫酸处理大大降低了甘草种子幼苗的
发病率，可以杀死其表面的部分真菌，其幼苗发病

率分别是４％、０％、２７％、７１％。

图５　未处理和９８％硫酸处理过的
甘草幼苗发病率（ｎ＝４００）

２７　真菌致病性检测

将纯化的真菌菌株（曲霉、链格孢、毛霉、尖孢

镰刀菌、芽枝状枝孢霉、立枯丝核菌）回接到健壮甘

草幼苗茎基部上，９ｄ后发现回接尖孢镰刀菌、立枯
丝核菌的甘草幼苗发生枯萎症状（见图６），将发病
幼苗病变部位用７５％乙醇消毒后放在 ａＰＤＡ平板上，
２ｄ后发现接种立枯丝核菌、尖孢镰刀菌的培养基上
的菌落形态与所接种真菌的菌落形态一致。通过

１６ＳＩＴＳ序列比对，确认分离菌株为接种菌株。通
过接种试验确认了种传尖孢镰刀菌、立枯丝核菌可

引起甘草幼苗病害。

３　结论与讨论

本研究对４个不同批次的甘草种子进行内外部
携带真菌检测。结果表明，不同批次的种子带菌量

与真菌种类均有差异。虽然４个批次甘草种子经过
了相同的加工与存储过程，但是由于产自不同地区，

种子的带菌情况受到发育过程不同环境影响而不同。

据相关报道，甘草种子携带的真菌主要有曲霉菌、

青霉菌、根霉菌和链格孢菌［１１］。本研究发现甘草种

子携带的真菌还包括芽枝状枝孢霉、毛霉属、立枯

丝核菌和尖孢镰刀菌。甘草种子携带的真菌中链格

孢菌所占的比例最高，同时进行了真菌致病性测定，

经过接种幼苗后再分离发病植物组织，得到尖孢镰刀

菌、立枯丝核菌为致病菌。为进一步确认甘草种子可

携带的致病真菌，下一步研究可开展相同产区不同种

子批次，不同年份收获种子批次带菌检测分析。
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注：Ａ无菌ａＰＤＡ接种的对照植株；Ｂ立枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ接种植株；Ｃ尖孢镰刀菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ接种植株；Ｄ立

枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ菌落形态；Ｅ尖孢镰刀菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ菌落形态。

图６　甘草种子真菌致病性结果

　　一般情况下，种子内部带菌检测采用次氯酸钠
消毒，而后将种子摆放在培养基上培养［１２］。本研究

由于使用次氯酸钠消毒后种子培养时有大量细菌生

长，干扰检测，因此采用了９８％硫酸处理后的种子
进行内部带菌检测，消除了细菌的干扰，其携带的

真菌并没有被完全消灭，说明９８％硫酸未能将甘草
种子内部携带的真菌完全清除，在适宜的条件下也

可用于种子外部消毒。

测定９８％硫酸处理和未处理甘草种子的幼苗发
芽率与发病率时发现，９８％硫酸处理过的甘草幼苗
发芽率显著升高且发病率显著降低，说明９８％硫酸
处理可以促进种子萌发并杀死甘草种子表面携带的

部分真菌，降低甘草幼苗发病率。尤其是批次 Ａ的
甘草种子用９８％硫酸处理后发芽率达到１００％，９８％
硫酸处理可使甘草种子种皮破损利于发芽［１３］，发病

率也显著降低，可以作为推荐甘草种子处理方式。

此外，本研究发现，甘草种子外部带菌量和内

部带菌率存在正相关关系，可以通过甘草种子外部

带菌量推测甘草种子内部带菌率。研究结果可以为

甘草种子药剂处理预防种传病害提供基础数据。
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