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摘要　为准确鉴定芦笋枯萎病致病菌并确定其分类地位,通过形态学观察和核糖体 DNA内转录间区(rDＧ
NAITS)序列比对方法,对该病菌进行形态学和分子生物学鉴定,比较其与近缘真菌rDNAITS序列的差异,并
进行系统发育分析.鉴定结果表明,芦笋枯萎病的致病菌为尖孢镰刀菌天门冬专化型Fusariumoxysporum
f．sp．asparagi.芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi及其同属近缘种木贼镰刀菌F．equiseti和变红镰

刀菌F．incarnatum 的rDNAITS序列比对结果表明,其序列在７６~８０、１０４~１１５、１２９~１３８、１５１~１５８、１７５~
１７８、３８２~４０２、４３８~４４５和４７３~４７９bp等rDNAITS区段上存在差异性碱基.芦笋枯萎病菌及其近缘真菌系

统发育分析结果表明,６属真菌大致聚为２个组群２个亚群,芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi与木

贼镰刀菌F．equiseti和变红镰刀菌F．incarnatum 亲缘关系最近.
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　　芦笋AsparagusofficinalisLinn又称石刁柏,
属百合科Liliaceae,天门冬属Asparagus,在国际市

场上有“蔬菜之王”的美称.芦笋营养价值高,能润

肺、镇咳、祛痰,且具有抑制肿瘤生长等功能,深受人

们的喜爱[１Ｇ２].芦笋枯萎病,又称立枯病,主要侵染

芦笋茎基部、地下茎和根部,发病部位棕红色,内部

维管束变褐色,病株外观变黄萎蔫,最终落叶、全株

枯死[３Ｇ４].芦笋枯萎病最早由 Cook于１９２１年在美

国新泽西州发现,当时命名为“DwarfAsparagus”,
经试验证明是由一种待鉴定的镰刀菌 Fusarium
sp．引起的[５].１９８４年,除新泽西州外,马萨诸塞州

和纽约州等１０余个州都相继报道此病,其中在纽约

州和马萨诸塞州,该病的为害比当时美国最严重的

芦笋锈病更具毁灭性.该病是通过种子传播的,一
旦传入无病新区,将极难根除[６].我国最早发生此

病是在台湾省,其后在全国范围内迅速蔓延[４],其危

害程度仅次于茎枯病[７].

目前,对于芦笋枯萎病菌的分类地位,大多学者

认为该病菌是尖孢镰刀菌石刁柏专化型Fusarium
oxysporum (Schlecht．)f．sp．asparagiCohen &
Heald[４Ｇ６].核糖体 DNA 内转录间区(rDNAITS)

是植物病原真菌的保守区,根据目标菌rDNAITS
序列与 NCBI(http://misuse．ncbi．nih．gov/)GenＧ
Bank中的已有序列的相似度很容易对其进行分子

鉴定[８Ｇ１０].如王国芬等[１１]、王晓英等[１２]分别对香蕉

枯萎病菌F．oxysporumf．sp．cubense、串珠镰刀菌

F．moniliformeSheldon进行了分子鉴定.然而,
该病菌与其近缘真菌的rDNAITS序列差异、系统

进化和分类地位等方面鲜见系统报道.为此,笔
者对芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi
进行了形态学和分子生物学鉴定,并从rDNAITS
序列差异和系统进化２个方面研究了其分类地

位,旨在明确该病菌与其近缘镰刀菌Fusariumsp．
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的遗传差异,并深入探索镰刀菌Fusarium sp．的

遗传分化规律.

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试菌株:芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．
asparagi菌株 NC１Ｇ２分离于江西省南昌县向塘镇,
用试管斜面保存于４℃冰箱.选用大肠杆菌EscheＧ
richiacoli菌株 DH５α制备大肠杆菌感受态细胞,
该菌株由笔者所在实验室保存.

生化试剂:TaKaRaMiniBEST Universal基因

组 DNA 提 取 试 剂 盒、克 隆 T 载 体 pMD１９ＧT、

LATaq酶购自宝生物(大连)有限公司,其他药品均

为国产分析纯.
主 要 培 养 基:马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基

(PDA)、马铃薯葡萄糖培养液(PDB)的配制按照方

中达[１３]的方法进行,LB培养基的配制按照于飞进

等[１４]的方法进行.
1.2　菌株的分离

参照方中达[１３]有关病原真菌的组织分离方法,
对从江西省南昌县向塘镇采集到的芦笋枯萎病样本

进行病原菌分离.在 PDA 培养基平板上培养菌

株,用直径５mm 的打孔器在其菌落边缘打取菌丝

块,用灭菌的接种针挑取用打孔器打好的直径５mm
的菌丝块进行病原菌的纯化,然后将纯化后的菌株

进行单孢分离,在 PDA 试管斜面中培养好后,于

４℃冰箱中保存.
1.3　菌株的活化与培养

将保存于４℃冰箱的菌株移植到直径９cm 的

PDA平板上活化后,用直径５mm 的打孔器在其菌

落边缘打取直径为５mm的菌丝块,转接到新的PDA
平板上,于２６℃培养.每个处理重复３次,每日早晚

观察２次,记录菌落形态、生长情况和颜色变化.
1.4　病原菌的鉴定

１)形态学鉴定:芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．
sp．asparagi菌株 NC１Ｇ２在 PDA 平板上培养４d
和６d后,分别观察其菌落及菌丝体形态.用打孔

器在其菌落边缘打取直径为５mm 的菌丝块,转接

到５０mLPDB培养液中振荡培养,６d后将培养液

经３层纱布过滤除去菌丝体,１１０００r/min下离心

５min,弃上清,加１mL无菌水后,随机选取小型及

大型分生孢子各６０个,在 Olympus生物显微镜

CX４１(４００倍)下,用接目测微尺分别测量２种分生

孢子的大小[１５].田间病区调查芦笋枯萎病的症

状.采用离体接种方法,用直径５mm的打孔器在

芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagiPDA
平板的菌落边缘打取菌丝块,用大头针将菌丝块

固定在１５~２０cm长度的芦笋嫩茎上,２６℃、９５％
湿度下培养,６d后观察其症状,并与田间病区的

发病症状进行比对.

２)分子生物学鉴定.①菌丝体的培养和收集:
芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi菌株

NC１Ｇ２菌丝体的培养与收集参考王震等[１６]的方法.

②基因组DNA的提取:各菌株的基因组DNA参照

TaKaRaMiniBESTUniversal基因组 DNA 提取试

剂盒提供的方法进行,提取的基因组 DNA 置于

２０℃保存.③病菌 PCR 扩增:选用植物病原真菌

rDNAITS通用引物ITS４/５ [１０,１７],对提取的基因

组DNA进行rDNAITS区段的 PCR 扩增.采用

２５μL 反应体系:１０×LA PCR BufferII(Mg２＋

plus)２．５μL、２．５ mmol/LdNTP Mixture２μL、

５U/μLLA Taq 酶 ０．２５ μL、１０ μmol/L 引 物

ITS４/ITS５各１μL、基因组 DNA１μL,用ddH２O
补足至２５μL.扩增程序为:９４℃预变性５min;

９４℃变性４０s,５４℃退火４０s,７２℃延伸１min;３０
个循环后,７２℃延伸１０min.④克隆与测序:将１５

μLPCR产物及３μL６×Loadingbuffer混合后,用
移液器轻轻移入１％琼脂糖凝胶的点样孔,９０V 电

压下电泳３０min.在琼脂糖凝胶上进行切胶,切下

５５０bp左右的片段,连接到连接载体pMD１９ＧT,采
用热击法转入大肠杆菌E．coliDH５α感受态细胞,
在LB培养基平板上３７℃培养１２~１６h,挑取阳性

转化子转接到 LB液体培养基中,３７℃培养１０~
１２h后,菌落PCR验证确已插入,将LB菌液送交华

大基因测序.⑤序列的比对与鉴定:在 NCBI(htＧ
tp://misuse．ncbi．nih．gov/)上对获得的序列进行 NuＧ
cleotideBlast比对,并根据相似度进行分子鉴定.
1.5　rDNA ITS 序列分析

用 Gendoc软件对芦笋枯萎病菌及其近缘真菌

的rDNAITS序列进行比对,并对其差异性片段进

行分析.
1.6　系统发育分析

将芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparaＧ
gi菌株 NC１Ｇ２的rDNAITS序列提交到 NCBI(htＧ
tp://misuse．ncbi．nih．gov/),获 取 登 录 号. 用

３２
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MEGA４．０的邻位加入法(neighborＧjoining,NJ)构
建其与近缘菌的系统发育树,并进行分析.

2　结果与分析

2.1　病原菌形态学鉴定

对分离到的芦笋枯萎病菌落形态进行了观察,

结果表明:芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asＧ
paragi菌株在PDA 平板上培养４d后,呈白色绒

状,菌丝纤细.培养６d后,开始产生浅褐色的色

素,根据色素程度的不同呈白色至浅褐色;菌落背

面呈深浅不一的同心轮纹状,菌落边缘则颜色较

浅(图１).

A:正面 Forwardside;B:反面 Backside．

图１　芦笋枯萎病菌菌落形态

Fig．１　ColonycharacteristicsofFusarium wiltfungusofasparagus

　　对其分生孢子形态在OlympusCX４１显微镜下

进行了观察.结果表明:芦笋枯萎病菌小型分生孢

子卵形至椭圆形,平直或弯曲,大小为(４．５~１４．６)

μm×(２．３~３．８)μm.大型分生孢子通常具有３~５
个分隔,镰刀形,顶部窄而弯,在基部具明显的足细

胞,３个分隔的大小为(２５．５~４８．７)μm×(２．８~
４．８)μm,５个分隔的大小为(３６．０~６２．５)μm×
(２．８~６．５)μm (图２).与Fusariumoxysporumf．
sp．asparagi的形态一致,将其鉴定为F．oxyspoＧ
rumf．sp．asparagi.

　A:大 型 分 生 孢 子 Largeconidia;B:小 型 分 生 孢 子 Little

conidia．

图２　芦笋枯萎病菌分生孢子

Fig．２　ConidiaofFusarium wiltofasparagusfungus

　　田间调查表明,芦笋枯萎病初始发病部位主要

在茎基部,近地面茎基部具椭圆形红褐色病斑,软
腐,地上部分茎叶逐渐黄化,直至枯死.芦笋嫩茎接

种结果表明,接种５d后可以产生典型的病斑,镜检

证明分离到的病原菌为尖孢镰刀菌天门冬专化型

F．oxysporumf．sp．asparagi.
2.2　分子生物学鉴定

PCR扩增到５５０bp左右的条带(图３).NCBI
(http://misuse．ncbi．nih．gov/)Blast比对结果显

示,芦笋枯萎病菌 F．oxysporumf．sp．asparagi
菌株 NC１Ｇ２的序列与尖孢镰刀菌F．oxysporum

　M:DL２０００DNA marker;１Ｇ２:芦笋枯萎病菌菌株 NC１Ｇ２FuＧ
sarium wiltfungusofasparagusNC１Ｇ２;３:超纯水ddH２O．

图３　芦笋枯萎病菌株ITS４/５引物的PCR扩增

Fig．３　PCRamplificationofFusarium wiltfungus
ofasparaguswithITS４/５primers

４２
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f．sp．asparagi的序列相似度为１００％,将其鉴定为

尖孢镰刀菌F．oxysporumf．sp．asparagi,与形态

学鉴定结果一致.
2.3　芦笋枯萎病菌及其同属近缘种 rDNA ITS 序列

分析

　　芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi
及其同属近缘种rDNAITS序列在７６~８０、１０４~
１１５、１２９~１３８、１５１~１５８、１７５~１７８、３８２~４０２、

４３８~４４５和４７３~４７９bp等rDNAITS区段存在

差异性碱基,表明镰刀菌属Fusarium 不同种的rDＧ
NAITS序列存在一定分化(图４).
2.4　芦笋枯萎病菌及其近缘真菌系统发育分析

芦笋枯萎病菌及其近缘真菌分为２个组群.镰

刀菌属Fusarium、木霉属Trichoderma、茎点霉属

Phoma、青霉属Penicillium 和曲霉属Aspergillus

聚为一个组群(GroupⅠ),而炭疽菌属ColletotriＧ
chum 单独聚为一个组群(GroupⅡ);GroupⅠ又进

一步分为２个亚群,镰刀菌属 Fusarium、木霉属

Trichoderma 为一个亚群(SubgroupⅠ),茎点霉属

Phoma、青霉属Penicillium 和曲霉属Aspergillus
为一个亚群(SubgroupⅡ ).芦笋枯萎病菌F．oxＧ
ysporumf．sp．asparagi与木贼镰刀菌F．equiseti
和变红镰刀菌F．incarnatum 亲缘关系较近 (图５).

3　讨　论

本研究的形态学鉴定结果与前人在芦笋枯萎病

的典型症状[６]、分生孢子形态[４,６]等方面的研究结

果大体一致,将其鉴定为尖孢镰刀菌F．oxysporum
f．sp．asparagi.本研究测定的分生孢子尺寸与已

有的报道结果略有差异,菌株的不同来源、分生孢子

　KJ９１３７８１,KJ９１３７８２:芦笋枯萎病菌菌株NC１Ｇ２F．oxysporumf．sp．asparagiisolateNC１Ｇ２;JF３１１９２５:木贼镰刀菌菌株F．equiseti

isolate;GU３７２９７４:变红镰刀菌菌株F．incarnatumisolate．

图４　芦笋枯萎病菌及其同属近缘种rDNAITS序列

Fig．４　AlignmentbasedonrDNAITSsequencesfromFusarium wiltfungusof
asparagusanditsrelatedfungifromthesamegenus

的成熟程度以及测量上的误差等因素都有可能造成

尺寸上的差异.同时,本研究测定了芦笋枯萎病菌

F．oxysporumf．sp．asparagi的rDNAITS序列,
并通过NucleotideBlast比对,用分子生物学方法对

该病菌进行了鉴定,在分子水平验证了形态学鉴定

的结论.

White等[８]于１９９０年首次利用设计的rDNA
ITS引物对真菌核内核糖体 RNA 基因进行了扩

增,随后rDNAITS序列分析技术越来越广泛地应

用于真菌的鉴定中.真菌鉴定的传统方法主要是基

于培养性状和孢子形状、大小等形态特征,部分真菌

还要结合其生理生化特性进行鉴定.真菌形态观察

容易受到培养条件、实验人员显微测定存在的误差

等因素的影响,而且许多真菌的孢子具有多种类型,
培养困难,往往耗时较多.由于rDNAITS序列具

有能够实质性地反映出属间、种间以及差异性菌株

间碱基对的差异、序列片段小等优点,可以从相对较

小的序列中获得足够的遗传信息,便于比较和分析,
目前在真菌属内不同种间或近似属间的系统发育研

究中得到了广泛应用[９].

５２



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

　KJ９１３７８１,KJ９１３７８２:芦笋枯萎病菌菌株 NC１Ｇ２Fusariumoxysporumf．sp．asparagiisolateNC１Ｇ２．其他序列来自 NCBI数据库

Othersequenceswerefrom NCBIdatabase．

图５　芦笋枯萎病菌及其近缘真菌rDNAITS序列系统发育树

Fig．５　PhylogenetictreebasedonrDNAITSsequencesofFusarium wiltfungusofasparagusandotherrelatedfungi

　　在镰刀菌 Fusarium sp．方面,许多学者根据

rDNAITS序列对相关镰刀菌属Fusarium 真菌进

行了分子鉴定[１１Ｇ１２],说明内转录间区rDNAITS序

列比对已广泛应用于该属真菌的分子鉴定.郑金龙

等[４]测定了芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asＧ
paragi８个菌株的rDNAITS序列,并对这８个菌

株进行了系统进化分析,明确了其差异.与郑金龙

等[４]的侧重点不同,本研究对芦笋枯萎病菌F．oxＧ

ysporumf．sp．asparagi和其同属近缘菌的rDNA
ITS序列进行了序列比对和系统发育分析,找出了

芦笋枯萎病菌F．oxysporumf．sp．asparagi与其

近缘真菌rDNAITS序列的差异性碱基,并通过系

统发育分析明确了其分类地位.
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IdentificationandrDNAITSsequenceanalysisof
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Abstract　ToaccuratelyidentifyFusarium wilt,animportantpathogenofasparagus,andtomake
itstaxonomicstatusclear,theidentificationwascarriedoutusingmorphologyexaminationandBLASTn
basedonrDNAITSsequences,thedifferencesofrDNAITSsequencesbetweenFusarium wiltfungusof
asparagusanditsrelatedfungiwerecompared,andthephylogeneticrelationshipwasanalyzed．ThereＧ
sultrevealedthattheFusarium wiltfungusofasparaguswasFusariumoxysporumf．sp．asparagi．The
differencesofrDNAITSsequenceswereat７６Ｇ８０bp,１０４Ｇ１１５bp,１２９Ｇ１３８bp,１５１Ｇ１５８bp,１７５Ｇ１７８bp,

３８２Ｇ４０２bp,４３８Ｇ４４５bpand４７３Ｇ４７９bpregionsbetweentheFusarium wiltfungusofasparagusandits
relatedfungifromthesamegenus．Fungifromthe６generawereclusteredas２groupsand２subgroups,

andF．oxysporumf．sp．asparagiwasphylogeneticlynearestrelatedwithF．equisetiandF．incarnaＧ
tum．

Keywords　Fusarium wiltfungusofasparagus;rDNAITS;sequencealignment;phylogeneticrelaＧ
tionship
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