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摘　 要: 金铁锁(Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ)是西南地区重要的民族民间药物、云南白药等中成药的主要原料

药ꎮ 为分离并鉴定云南金铁锁根腐病病原菌ꎬ该研究采用微生物纯培养方法ꎬ分离纯化金铁锁根腐病植株

根部的病健交接处组织ꎬ获得金铁锁根腐病病原微生物ꎮ 按照 Ｋｏｃｈｓ 法则验证分离得到的病原菌的致病

性ꎮ 结合形态学观察、真菌 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α 序列分析以及系统发育树的构建鉴定获得的病原菌的种

类ꎮ 结果表明:(１)从金铁锁根腐病植株组织中分离纯化得到 ８５ 株真菌ꎬ其中 ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 菌株均

能引起金铁锁的根腐病ꎮ (２)金铁锁健康植株接种 ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 菌株后ꎬ产生与大田植株根腐病相

似的症状ꎬ并且发病率分别为 ６０％、６１.７％、７１.７％ꎮ (３)结合形态学观察及基因序列分析ꎬ鉴定该三株菌株

均为尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)ꎮ 该文首次报道了尖孢镰刀菌是引起金铁锁根腐病的主要病原菌之

一ꎬ为深入探究具有根腐病生物防治功能的内生菌群及其作用机制奠定了基础ꎬ也为后续金铁锁病害的防

治工作提供了理论依据ꎮ
关键词: 金铁锁ꎬ 根腐病ꎬ 分离ꎬ 鉴定ꎬ 尖孢镰刀菌
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　 　 根腐病是一类具有容易传染、发病率高、防治

困难等特点的根部病害ꎬ在根和根茎类药用植物

中的发病率较高(陈茂婷等ꎬ２０２０)ꎮ 据报道ꎬ引起

植物根腐病的病原菌主要为镰刀菌属真菌(穆向

荣等ꎬ２０１４ꎻ伍晓丽等ꎬ２０２０ꎻ曹敏ꎬ２０２２)ꎮ 镰刀菌

是一类世界性分布的真菌ꎬ可通过破坏植物体结

构ꎬ侵染多种植物根、茎及果实等部位ꎬ引起根腐

病、茎 腐 病 和 穗 腐 病 等 多 种 病 害 (谢 安 娜 等ꎬ
２０２０)ꎮ 由镰刀菌引起的多种土传病害也正威胁

我国三七、人参、黄芪、半夏、川芎、麻黄等重要中

药材的种植生产 (朱春雨等ꎬ ２００３ꎻ李佳穗等ꎬ
２０１５ꎻ文增叶等ꎬ２０１９ꎻ张静等ꎬ２０１９ꎻ姚天明等ꎬ
２０２０ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 目前ꎬ国内外研究关于镰

刀菌分类地位、形态学与分子学特征、致病性与致

病机理及生物防治等方面均有报道 (高芬等ꎬ
２０１８ꎻ梁嘉俊等ꎬ２０１９)ꎮ 由于镰刀菌属形态复杂ꎬ
易受外界环境影响而发生变异ꎬ因此ꎬ通过形态学

特征很难准确地鉴定镰刀菌种类ꎬ影响了后续防

治等工作的开展ꎮ 随着分子生物学技术的发展ꎬ
形态学结合 ＤＮＡ 分子片段分析等手段能更加有

效地提高镰刀菌种类鉴定的准确性(王世伟等ꎬ
２０１８)ꎮ 内转录间隔区( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ
ＩＴＳ)、线粒体小亚基核糖体 ( ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｍａｌｌ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｒＤＮＡꎬｍｔＳＳＵ)、β￣微管蛋白( β￣ｔｕｂｕｌｉｎ) 及

翻译延伸因子( ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣
１αꎬＴＥＦ￣１α)等 ｒＤＮＡ 片段已被广泛地用于镰刀菌

种类的鉴定( Ｓａｍｐｉｅｔｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 其中ꎬ核糖

体 ＤＮＡ (ｒＤＮＡ)和 ＴＥＦ￣ｌα 延伸因子两类基因位点

常用于进行镰刀菌属的种属鉴定( Ｔａｐａｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２００２)ꎮ ｒＤＮＡ 是鉴定镰刀菌的理想方法ꎬ其最大

优点是既具有保守性ꎬ又存在变异性ꎮ 作为真核

生物多肽链延伸因子ꎬＴＥＦ￣１α 在种水平上具丰富

信息量ꎬ较 ＩＴＳ 序列有更多的种间变异ꎬ具有高分

辨力ꎮ 这种方法与 ＩＴＳ 序列联合分析ꎬ可提高对镰

刀菌鉴别的准确性ꎮ
金铁 锁 ( Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ) 是 石 竹 科

(Ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ)金铁锁属(Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ)植物ꎬ首
载于«滇南本草» (兰茂ꎬ２００４)ꎬ主要分布在中国云

南、贵州、西藏等省区(朱常成等ꎬ２００７)ꎮ 金铁锁以

根入药ꎬ主治跌打损伤、风湿、痈疽疮疖、创伤出血

等(胡成刚等ꎬ２００２)ꎮ 在苗族、彝族、白族等少数民

族中有着悠久的用药历史ꎬ其有效成分为齐墩果烷

型三萜皂苷类化合物ꎬ在镇痛抗炎、调节免疫、杀菌

抑菌等方面具有较好的作用(王学勇等ꎬ２００６ꎻ周欣

等ꎬ２０１３)ꎬ是“云南白药”等多种著名中成药的主要

原料药物之一(周祖英等ꎬ２０２１)ꎮ 近年来ꎬ由于长

期的采挖ꎬ金铁锁野生资源急剧减少(朱常成和尹

子丽ꎬ２０１７)ꎬ现已被列为国家二级保护植物ꎬ被«中
国植物红皮书»收录(傅立国ꎬ１９９１)ꎮ

目前ꎬ云南大部分地区都有种植金铁锁(吕金

富等ꎬ２０１８ꎻ罗映菊ꎬ２０１８)ꎮ 课题组前期对曲靖马

龙、玉溪华宁、大理剑川及丽江华坪等云南各地区

金铁锁栽培基地进行了走访调查ꎬ发现二年生、三
年生的金铁锁在 ７—８ 月雨季时极易发生根腐病ꎬ多
年的连作方式使土壤中的病原菌积累ꎬ导致土壤环

境复杂ꎬ根腐病害的发生逐年加重ꎬ农户因怕遭受

病害导致损失而采挖一年生的金铁锁ꎬ但一年生金

铁锁因栽培年限不够又导致药材浸出物检验不合

０８ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



格(杨丽云等ꎬ２０２０)ꎬ因此ꎬ极大地影响了金铁锁药

材品质ꎬ很大程度上限制了云南白药等企业对金铁

锁资源的开发及利用ꎮ 然而ꎬ目前未见金铁锁根腐

病的相关报道ꎬ严重影响了其防治工作的开展ꎮ 鉴

于此ꎬ本研究结合形态学观察及基因序列分析系统

地鉴定了金铁锁根腐病的致病菌ꎬ首次发现尖孢镰

刀菌是引起金铁锁根腐病的主要病原菌之一ꎬ研究

结果可为下一步开展金铁锁根腐病生物防治功能

菌株资源的挖掘奠定基础ꎬ并为金铁锁的病害诊断

和防治提供科学理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

植物材料:金铁锁病害样品及健康植株(健康

样品和病害样品都为二年生金铁锁植株的根)于

２０２０ 年 １１ 月采集于云南马龙ꎬ该地年均气温 １０ ~
２１ ℃ꎬ年均降水量 ９７９.６ ~ １ ００１.８ ｍｍꎮ 该金铁锁

栽培基地的土质疏松肥沃ꎬ为金铁锁提供了良好

的生长条件ꎮ 金铁锁组培苗来自云南中医药大学

中药材优良种苗繁育工程中心ꎮ
主要试剂和仪器:马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(ＰＤＡ)(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ生产批号为 ４２８Ｇ０３１)ꎬ马铃薯葡

萄糖肉汤(ＰＤＢ) (Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ生产批号为 ６０１Ｙ０３１)ꎬ
萘啶酮酸 ( Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ生产批号为 Ｙ７７４０８)ꎬ Ｔａｑ 酶

(Ｔａｋａｒａꎬ生产批号为 ＡＬ５２０１４Ａ)ꎬ真菌 ＤＮＡ 小量提

取试剂盒(Ｍａｇｅｎꎬ生产批号为 ＤＫＩ０９￣０１)ꎮ 立式高

压灭菌锅(ＵｎｉｃｌａｖｅꎬＦＤ５０Ａ 型号)ꎬ超净工作台(苏
净安泰ꎬＳＷ￣ＣＪ￣ＦＤ 型号)ꎬ生化培养箱 ( Ｂｌｕｅｐａｒｄꎬ
ＬＲＨ￣７０ 型号)ꎬ生物显微镜(ＮｉｋｏｎꎬＥＣＬＩＰＳＥ Ｅ１００
型号)ꎮ 测序引物由擎科生物(上海)科技有限公司

合成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 病原菌的分离纯化 　 取有根腐病症状的根

的病健交界处组织ꎬ在 ５％ＮａＣｌＯ 中表面消毒 １.５
ｍｉｎꎬ然后在 ７５％酒精中表面消毒 １.５ ｍｉｎꎬ无菌水

冲洗 ２ ~ ３ 次ꎬ无菌滤纸吸干水分ꎬ用无菌剪刀在根

样品的病健交接处剪 １ / ３ 指甲盖大小的组织ꎬ将
有切口的一面贴到含 ５０ ｍｇＬ￣１萘啶酮酸的 ＰＤＡ
培养基上(５０ ｍｇＬ￣１萘啶酮酸可选择性抑制细菌

生长)ꎬ并在 ２８ °Ｃ 下培养 ２ ~ ３ ｄꎬ待染病组织块周

围长出菌丝时ꎬ用接种针挑取菌落边缘尖端菌丝

进行纯化ꎬ并观察菌落形态ꎮ 多次纯化后的菌株

根据菌落大小、形态、颜色等特征去重复后接种于

ＰＤＡ 斜面－４ ℃保存ꎮ
１.２.２ 致病性测定

１.２.２.１ 病原菌分生孢子悬浮液的制备　 将保留的

菌种在 ＰＤＡ 平板上活化后转接至 ＰＤＢ 培养基中ꎬ
放在摇床上 ２８ °Ｃ 培养 ７ ｄꎬ然后将液体培养基中

培养好的菌株用 ４ 层纱布过滤除去菌丝ꎬ５ ０００
ｒｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清液ꎬ取沉淀物加入

适量的无菌水摇匀ꎬ制备成浓度约为 １. ０ × １０６

ｃｆｕｍＬ￣１的孢子悬浮液备用ꎮ 孢子悬浮液的浓度

采用血球计数板法计算(张继忠和王薇ꎬ２０１８)ꎮ
１.２.２.２ 病原菌的回接 　 组培苗接种病原菌:提前

准备好金铁锁组培苗ꎬ每个组培瓶里应具有 １０ 个

以上的金铁锁根ꎮ 使用注射器往金铁锁组培苗的

须根周围接种 ５ ｍＬ 分生孢子悬浮液ꎬ重复接种 ６
瓶ꎻ对照组采用同样方法接种 ５ ｍＬ 无菌水ꎬ重复

接种 ６ 瓶ꎬ然后室温中培养ꎬ观察组培瓶内金铁锁

组培苗的变化ꎬ连续观察 １ 个月ꎮ
盆栽接种病原菌:前期把采回的二年生金铁

锁移栽置塑料花盆(直径 １９ ｃｍꎬ高 １９ ｃｍ)内ꎮ 采

用浸泡法接种ꎬ将健康金铁锁的根置于培养皿中ꎬ
往培养皿中注入分生孢子悬浮液ꎬ浸泡 ０.５ ~ １ ｈ 后

倒出分生孢子悬浮液ꎬ处理后的根立即种于装有

灭菌土的塑料花盆内ꎬ覆土ꎮ 对照处理用无菌水

浸泡相同时间后立即栽种ꎮ 重复用分生孢子悬浮

液接种 ６０ 株金铁锁ꎬ然后正常的管理培养ꎮ 培养

期间ꎬ观察盆栽中金铁锁苗的生长状况ꎬ待叶片枯

黄脱落后挖出金铁锁根ꎬ观察其是否烂根ꎮ 从发

病植株的病健交界处再次进行病原菌分离ꎬ验证

病原菌的致病性ꎮ
１.２.３ 病原菌的鉴定 　 形态学鉴定:将菌株接种于

ＰＤＡ 培养基上进行活化ꎬ期间观察 ＰＤＡ 培养基上

的菌落的形态特征(大小、颜色、形状的变化)ꎬ并
用接种针挑取少量菌丝放置于载玻片上ꎬ加入几

滴无菌水ꎬ盖上盖玻片制成临时装片ꎬ采用 Ｎｉｋｏｎ
生物显微镜ꎬ在１ ０００倍镜下观察分生孢子的形状、
大小、厚垣孢子的有无及着生方式ꎮ 分子生物学

鉴定:将病原菌接种到 ＰＤＡ 培养基上ꎬ待菌丝长至

旺盛ꎬ挑取适量菌丝体于 １.５ ｍＬ 无菌管中ꎬ采用真

菌 ＤＮＡ 小量提取试剂盒进行病原菌 ＤＮＡ 提取ꎮ
对病 原 菌 ＤＮＡ 进 行 内 转 录 间 隔 区 ( ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＴＳ ) 和 转 录 延 伸 因 子￣１α
( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣１αꎬＴＥＦ￣１α)的扩增ꎮ
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引物名称及序列:ＩＴＳ１ (ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ
ＧＣＧＧ) / ＩＴＳ４ (ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ)ꎻＥＦ１α￣
ＥＦ ( ＧＣＴＣＣＹＧＧＨＣＡＹＣＧＴＧＡＹＴＴＹＡＴ) / ＥＦ１α￣ＥＲ
( ＡＴＧＡＣＡＣＣＲＡＣＲＧＣＲＡＣＲＧＴＹＴＧ)ꎮ 反 应 体 系

(５０ μＬ):Ｔａｋａｒａ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 扩增酶 ４５ μＬꎬ正向引

物(１０ μｍｏｌＬ￣１) ２ μＬꎬ反向引物(１０ μｍｏｌＬ￣１)
２ μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬꎮ 反应条件:９８ ℃ 预变性 ２
ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬＩＴＳ ５６ ℃ ( ＴＥＦ￣１α ５４ ℃) 退

火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 (根据片段长度按照 １０ ｓｋｂ￣１

进行设置)ꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产

物经凝胶电泳检测后委托擎科生物(上海)科技有

限公司进行测序ꎮ 将测序结果与 ＮＣＢＩ 数据库中

的已知序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ使用 ＭＥＧＡ ５. ０
(Ｔａｍｕｒａꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)将序列拼接起来ꎬ采用贝叶

斯法(Ｂａｙｅｓｉａｎ ＩｎｆｅｒｅｎｃｅꎬＢＩ)对病原菌进行多基因

(ＴＥＦ￣１α 和 ＩＴＳ)联合建树的方法构建系统发育树

( Ｒｏｎｑｕｉｓｔ ＆ Ｈｕｅｌｓｅｎｂｅｃｋꎬ ２００３ꎻ Ｍａｈａｒａｃｈｃｈｉ￣
ｋｕｍｂｕｒａꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 金铁锁根腐病症状

前期我们对金铁锁栽培基地的调研发现ꎬ金铁

锁根腐病的叶片症状很难见到ꎬ一般根腐病发生

后ꎬ植株叶片早已经完全枯萎脱落ꎬ导致我们采样

时很难在田间见到金铁锁感染根腐病后的地上部

分症状ꎮ 实验室进行金铁锁染菌试验后ꎬ发现感染

根腐病后的金铁锁叶片会脱绿ꎬ逐渐黄化ꎬ直至枯

萎、脱落、死亡ꎮ 金铁锁根部变化首先是根表皮萎

缩ꎬ暗黄色加深直至变为黑褐色ꎬ之后软化ꎬ根部开

始从根尖慢慢向根上部开始腐烂ꎬ表面有时会长出

白色丝状物ꎬ可能是病原菌的菌丝(图 １)ꎮ
２.２ 金铁锁根腐病病原菌的分离及纯化

对金铁锁根腐病的根系组织进行分离及纯化ꎬ
纯化后共得到 ８５ 株真菌ꎬ８５ 株真菌的菌落在 ＰＤＡ
培养基上总共呈现三种形态(图 ２):第一种绒毛蓬

松ꎬ呈轮纹状ꎬ布满整个培养基ꎬ白色(图 ２:Ａ)ꎻ第
二种呈绒毛状较贴培养基ꎬ形状不规则ꎬ白色(图 ２:
Ｂ)ꎻ第三种有轮纹状ꎬ内圈为黄褐色绒毛ꎬ较贴培养

基ꎬ外圈为灰白色蓬松绒毛(图 ２:Ｃ)ꎮ
２.３ 金铁锁根腐病病原菌的致病性测定

我们对分离纯化后的真菌去重复后进行了致

病性测定ꎬ金铁锁组培苗分别接种了病原菌 ＰＳＤ￣

１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 的分生孢子悬浮液ꎬ３ ｄ 后长出菌

丝ꎬ１ 周后组培苗从根部开始ꎬ朝着茎叶方向发黄ꎬ
２ 周后组培苗全部变黄ꎬ死亡ꎬ而对照组仍无症状ꎮ
重复试验后获得相同的结果ꎮ

金铁锁盆栽苗分别接种了病原菌 ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣
２、ＰＳＤ￣３ 的分生孢子悬浮液ꎬ１ 个月后ꎬ叶子开始

萎蔫但没有褪色ꎬ在中午前后光照强、蒸发量大

时ꎬ植株上部叶片出现萎蔫ꎬ但夜间又能恢复ꎮ 继

续观察一段时间后ꎬ叶片萎蔫状况夜间也不能再

恢复ꎬ叶片的绿色逐渐褪去ꎬ直至变成黄白色ꎬ叶
片开始慢慢脱落ꎮ ２ 个月后ꎬ待叶片完全枯萎脱落

后挖出金铁锁的根ꎬ发现根部颜色比栽种之前更

深ꎬ根部软化、腐烂ꎬ与田间患病植株根的症状相

同ꎬ而对照组仍无症状ꎮ 重复试验后获得相同的

结果ꎮ 发病率分别为 ６０％、６１. ７％、７１. ７％ (发病

率 ＝发病植株 /植株总数× １００％)ꎮ 并且ꎬ从发病

金铁锁根上均能再分离到与初接菌株相同的分离

物ꎬ确定为金铁锁根腐病病原菌ꎬ因此判断病原菌

ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 对金铁锁的致病力较强ꎮ
２.４ 金铁锁根腐病病原菌的形态鉴定

ＰＳＤ￣１ 接种于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２８ ℃ 培养 ５ ｄ
后ꎬ菌落呈近圆形ꎬ菌丝体较细ꎬ呈疏松绒毛状较

贴培养基ꎬ菌落有轮转纹ꎬ内圈呈淡黄褐色ꎬ外圈

边缘白色ꎬ随时间的推移内圈颜色逐渐朝外圈变

深ꎬ菌落背面边缘呈白色ꎬ中间呈黄褐色ꎬ菌落直

径约为 ３.４ ｃｍꎻ小型分生孢子为卵圆形ꎬ着生于单

出的分生孢子梗上ꎻ分生孢子梗细长ꎻ大型分生孢

子较多ꎬ５ ~ ６ 分隔ꎬ多为新月型ꎻ厚垣孢子近球形ꎬ
多生于菌丝的顶端或中间ꎬ壁表光滑(图 ３)ꎮ

培养 ５ ｄ 后ꎬＰＳＤ￣２ 菌落呈不规则椭圆形ꎬ边
缘呈锯齿状ꎬ菌丝较长ꎬ绒毛状ꎬ质地棉絮状ꎬ白
色ꎬ菌落背面大部分呈白色ꎬ中间偶见黄色细轮

纹ꎬ菌落长轴为约 ３.７ ｃｍꎬ短轴为约 ２.６ ｃｍꎻ小型

分生孢子为肾形ꎬ偶见 ２ ~ ５ 分隔ꎬ着生于分生孢子

梗上ꎻ分生孢子梗细长ꎬ呈树枝状分生ꎻ大型分生

孢子 ４ ~ ７ 分隔ꎬ呈镰刀型ꎻ厚垣孢子椭圆形ꎬ壁表

光滑或粗糙ꎮ ＰＳＤ￣３ 菌落呈类椭圆形ꎬ边缘不整

齐ꎬ菌丝浓密ꎬ质地棉絮状ꎬ白色ꎬ菌落背面颜色呈

白色ꎬ中间有黄色小点ꎬ菌落长轴为约 ３.３ ｃｍꎬ短
轴为约 ２.８ ｃｍꎻ小型分生孢子呈肾型至卵圆形ꎬ着
生于分生孢子梗上ꎻ分生孢子梗细长、分枝较少ꎻ
大型分生孢子多为 １ ~ ３ 分隔ꎬ为卵形ꎻ厚垣孢子呈

不规则球形ꎬ多生于菌丝的顶端ꎬ壁表光滑ꎮ
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Ａ. 田间完全腐烂的根ꎻ Ｂ. 田间部分腐烂的根ꎻ Ｃ. 根部病健交接处的组织ꎮ
Ａ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｒｏｔｔｅｎ ｒｏｏｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｂ. Ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｏｔｔｅｎ ｒｏｏｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｃ. Ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ.

图 １　 金铁锁根腐病的症状
Ｆｉｇ. １　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ｒｏｏｔ ｒｏｔ

图 ２　 分离纯化后的真菌菌落形态特征
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.５ 金铁锁根腐病病原菌的分子生物学鉴定

经真菌 ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α 序列分析表明ꎬＰＳＤ￣
１、 ＰＳＤ￣２、 ＰＳＤ￣３ 与 尖 孢 镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍ) 相 似 性 在 ９９％ 以 上ꎮ 基 于 ＩＴＳ 和

ＴＥＦ￣１α 构建的系统发育树发现ꎬ菌株 ＰＳＤ￣１、
ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 都与尖孢镰刀菌 Ａ１９ 聚为一支ꎬ支
持值达 ９８％ꎬ并与镰刀属的其他菌株分支明显ꎬ
其中菌株 ＰＳＤ￣２ 与模式菌株尖孢镰刀菌 ＣＢＳ
１４０４２４ 聚到一起ꎬ支持值达 ９９％ꎮ 基于上述多

基因联合构建的供试菌株与尖孢镰刀菌系统发

育树结果和形态学特征ꎬ将 ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３
鉴定为尖孢镰刀菌(图 ４) ꎮ

３　 讨论与结论

根腐病是一种常见的土传病害ꎬ对中草药根

和茎具有毁灭性的危害(廖长宏等ꎬ２０１７)ꎮ 目前ꎬ
大量研究表明ꎬ一些镰刀属真菌是引起药用植物

根腐病的主要病原菌之一(陈茂婷等ꎬ２０２０) ꎮ 本

研究通过病原菌分离、柯赫氏法则验证(黄幸鸽

等ꎬ２０２１)及病原菌形态学鉴定和分子生物学鉴

定ꎬ首次分离鉴定了金铁锁根腐病的一种主要致

病真菌为尖孢镰刀菌ꎮ 将分离得到的病原菌分别

接种至健康的组培苗和盆栽苗ꎬ结果发现健康植

株产生了与大田植株根腐病相似的症状ꎬ发病率

分别为 ６０％、６１. ７％、７１. ７％ꎮ 这说明尖孢镰刀菌

是引起金铁锁根腐病的主要病原菌之一ꎮ Ｇｕｏ 等

(２００９)研究发现ꎬ引起三七根腐病的病原菌主要

为腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)、尖孢镰刀菌、恶疫霉病

菌 ( Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｃａｃｔｏｒｕｍ) 和 草 茎 点 霉 ( Ｐｈｏｍａ
ｈｅｒｂａｒｕｍ)等ꎮ 张礼维(２０１５)结合形态及分子鉴

定ꎬ分离得到的 ６１ 株白术的根腐病病原菌均为尖
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Ａꎬ Ｂ. ＰＳＤ￣１ 的菌落形态ꎻ Ｃ. 小型分生孢子及分生孢子梗ꎻ Ｄ. 大型分生孢子ꎻ Ｅ. 厚垣孢子ꎮ Ｂ－Ｄ 标尺: １００×１０ μｍꎮ
Ａꎬ Ｂ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＰＳＤ￣１ꎻ Ｃ. Ｍｉｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ ａｎｄ ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅｓꎻ Ｄ. Ｍａｃｒｏｃｏｎｉｄｉａꎻ Ｅ. Ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅｓ. Ｂ－Ｄ ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ:
１００ × １０ μｍ.

图 ３　 以 ＰＳＤ￣１为代表的菌落和菌体形态
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｏｆ ＰＳＤ￣１

孢镰刀菌ꎮ 由此可见ꎬ尖孢镰刀菌是引起植物根

腐病中较为常见的一种镰刀菌属的病菌ꎮ 我们对

云南马龙栽培基地的金铁锁病原菌进行鉴定ꎬ分
离得到的主要病原菌也为尖孢镰刀菌ꎬ这与他人

的研究结果一致ꎮ 然而ꎬ前人的研究中ꎬ许多植物

的根腐病多由多种镰刀菌复合侵染所致ꎬ本研究

中分离得到的 ８５ 株真菌ꎬ均为尖孢镰刀菌ꎬ未见

其他种类的病原菌ꎮ 主要原因有两个:一是可能

本研究采集病害的样本不够广泛ꎬ仅分离了云南

马龙栽培基地的病害金铁锁ꎬ导致分离获得的病

原菌比较单一ꎻ二是尖孢镰刀菌是大多植物根腐

病致病菌中的优势病原菌种ꎬ相对分离频率较高ꎮ
陈思杰等(２０２１)研究亦发现ꎬ分离得到宁夏枸杞

的致病菌中ꎬ尖孢镰刀菌在分离出的镰刀菌中占

据优势ꎬ其他镰刀菌分离频率相对较低ꎮ
同时ꎬ本研究基于 ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α 分子片段构

建的系统发育树ꎬ结果发现菌株 ＰＳＤ￣１、 ＰＳＤ￣２、
ＰＳＤ￣３ 都与尖孢镰刀菌 Ａ１９ 聚为一支ꎬ并与镰刀

属的其他菌株分支明显ꎬ其中菌株 ＰＳＤ￣２ 与模式

菌株尖孢镰刀菌 ＣＢＳ １４０４２４ 聚到一起ꎬ支持值达

９９％ꎮ 镰刀菌属是真菌中最难鉴定的种属之一ꎬ
其由于形态复杂ꎬ在生长过程中形态受环境的影

响变异较大ꎬ单纯依据形态学很难准确鉴定到种

(邢安ꎬ２０１７)ꎮ 在本研究中ꎬ亦发现菌株 ＰＳＤ￣１、
ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 虽然都为尖孢镰刀菌ꎬ但菌落形态

还存在一定的差异ꎮ 近年来利用分子标记技术辅

助鉴定镰刀菌的方法已被广泛应用ꎬ可以弥补形

态学鉴定的不足ꎮ 曹瑱艳等(２０２０)使用镰刀菌种

特异性引物并结合 ＩＴＳ 和 ＴＥＦ 序列分析及形态学

鉴定确定了铁皮石斛根腐病的 ４ 种病原真菌ꎮ 迟

惠荣(２０１９)根据形态学、ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α 序

列同源性分析ꎬ确定了导致多花黄精叶枯病的病

原菌为尖孢镰刀菌ꎮ 由于镰刀菌种类繁多ꎬ形态

变异复杂ꎬ包括很多亲缘关系较近的种及复合种ꎬ
所以单一片段很难对其准确鉴定ꎮ 本研究在形态

学鉴定的基础上ꎬ结合 ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α 序列进行联

合分析ꎬ首次鉴定引发金铁锁根腐病的主要病原

菌为尖孢镰刀菌ꎬ并得到了可靠的分类鉴定结果ꎮ
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编号 ＰＳＤ￣１、ＰＳＤ￣２、ＰＳＤ￣３ 的菌株是从根腐病的金铁锁中
分离而得到ꎮ
Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｎｕｍｂｅｒｅｄ ＰＳＤ￣１ꎬ ＰＳＤ￣２ ａｎｄ ＰＳＤ￣３ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｒｏｏｔ ｒｏｔ.

图 ４　 基于 ＴＥＦ￣１α和 ＩＴＳ 序列构建的 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 的贝叶斯(ＢＩ)系统发育树

Ｆｉｇ. ４　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＥＦ￣１α ａｎｄ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

综上所述ꎬ本研究调查了云南省金铁锁根腐

病的发生状况ꎬ首次分离并鉴定引起金铁锁根腐

病的主要病原菌为尖孢镰刀菌ꎮ 金铁锁根腐病

的防治是下一步工作的重点ꎬ其中生物防治菌株

的挖掘和筛选是金铁锁根腐病防治的重要途径ꎮ
生防菌较化学农药而言ꎬ具有能改善环境污染、
降低农药残留、保护生态环境等优点ꎮ 近年来ꎬ
基于高通量组学测序技术挖掘与验证药用植物

的生防菌已成为科学研究的热点ꎮ 通过微生物

组学和宏基因组学分析ꎬ探究金铁锁根腐病与根

际土壤微生物群落的关系ꎬ筛选出用于生物防治

剂的候选菌株ꎬ并通过纯培养手段获得并富集拮

抗活性菌株ꎬ为金铁锁根腐病的防治提供了新思

路ꎮ 同时ꎬ基于现在云南省金铁锁的栽培现状ꎬ
结合栽培措施(选育优良抗病品种ꎬ脱毒中药种

苗的规模化应用ꎬ对土壤进行消毒处理ꎬ使用土

壤改良剂ꎬ进行合理的轮作) 、化学防控(使用甲

霜灵等杀菌剂)和生物防控(引入拮抗菌和接种

有益微生物)等多种措施联合使用ꎬ能更有效地

防治金铁锁的根腐病ꎮ
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