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猕猴桃溃疡病病原菌的分子鉴定和致病力测定

赵利娜 胡家勇 叶振风 刘 普 朱立武

安徽农业大学果树学重点实验室,合肥230036

摘要 为明确猕猴桃细菌性溃疡病致病菌种类与特征,以从安徽岳西、陕西户县和重庆黔江等猕猴桃主产

区收集到的溃疡病感染枝条和树皮为材料,采用平板划线、梯度稀释和BPA培养法分离病原物,采用烟草过敏

性反应和猕猴桃健康叶片接种观察其致病性,结合特异引物扩增的16S-23SrDNA-ITS序列分析,对病原菌种类

进行分子鉴定。结果表明:从收集的溃疡病感染枝条和树皮中,共分离纯化得到10株分离物;所有分离物均可

使烟草叶片产生过敏反应,猕猴桃叶片接种显示同一菌株对不同品种及不同菌株对同一品种的致病力均存在差

异。对特异扩增得到的280bp16S-23SrDNA-ITS序列进行Blast比对分析,结果表明:10个菌株为同一致病

菌,其DNA片段大小和序列均与丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种(Pseudomonassyringaepv.actinidae)完全

一致。据此可以确定,试验分离所得的菌株均为丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种。
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  中国是猕猴桃属植物(Actinidiaspp.)的起源

中心。猕猴桃果实营养丰富、富含 Vc,被誉为水果

之王。目前,中国猕猴桃栽培面积世界第一,达

6.67万hm2,年产量45.8万t。近年来,由于猕猴

桃种植面积迅速扩大,猕猴桃细菌性溃疡病(ki-
wifruitbacterialcanker)传播迅速,病害威胁日益增

加,危害程度日趋严重。此病在日本、美国、韩国、新
西兰及意大利等国家曾相继被发现[1-2],最近在法

国、葡萄牙、西班牙、瑞士和智利等国家也有相关报

道[3-6]。在中国,首先在湖南、安徽、陕西、四川等地

区发现猕猴桃细菌性溃疡病,现已扩展到猕猴桃多

数主产区,造成的经济损失巨大[7]。
猕猴桃细菌性溃疡病是一种毁灭性病害,由丁

香假单孢杆菌猕猴桃致病变种(Pseudomonassy-
ringaepv.actinidae)引起,主要为害猕猴桃的主

干、枝干和叶片。在猕猴桃枝干上表现为病部溢出

大量初为乳白色,然后变成红褐色的粘液,随后上部

枝条萎蔫死亡。在植株叶片上则表现为能产生边缘

有黄色晕圈的近圆形褐色病斑[8]。
目前,有关猕猴桃细菌性溃疡病病菌鉴定的研

究很多,但大多集中于病原菌的形态学和生理生化

特性等传统的鉴定方法[9-10]。近年来,利用16SrD-
NA和16S-23SrDNA 间隔区序列(ITS)对细菌近

缘种(relatedspecies)、致病品种(pathogenicvarie-
ty)和菌株(strain)的区分和鉴定等研究倍受关

注[11-12]。猕猴桃细菌性溃疡病病原菌的快速、准确

鉴定,是溃疡病病原菌生理生态、遗传变异和病害防

控研究的前提。笔者从安徽岳西、陕西户县和重庆

黔江等猕猴桃主产区收集到的溃疡病感染枝条和树

皮,在分离纯化病原物后,对获得的溃疡病致病菌株

进行了16S-23SrDNA-ITS分子鉴定,并通过人工

接种,分别测定各菌株对猕猴桃不同品种的致病力,
旨在为猕猴桃细菌性溃疡病的病原菌鉴定和病害防

控提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

2010年10月至2011年5月,分别于安徽岳

西、陕西户县和重庆黔江等猕猴桃主产区,在发病初

期采集金丰、红阳(中华猕猴桃Actinidiachinensis
Planch)和秦美、海沃德(美味猕猴桃Actinidiade-
liciosaPlanch)等猕猴桃品种的溃疡病感染枝条和

树皮。



 第5期 赵利娜 等:猕猴桃溃疡病病原菌的分子鉴定和致病力测定  

烟草过敏性反应供试材料为温室盆栽烟草植

株;猕猴桃致病性检测采用皖金、魁蜜、金阳、红阳、
秦美、皖翠、徐香、金魁、金丰和海沃德等10个猕猴

桃品种的健康叶片,于2011年5-6月取自安徽省

霍邱县皖西猕猴桃研究所。
肉汁胨琼脂培养基(BPA):牛肉浸膏3.0g/L,

蛋白胨5~10g/L,蔗糖10.0g/L,酵母膏1.0g/L,
琼脂17.0g/L,pH7.0。

病原菌致病性检测的对照菌株7286、7285和

7287,由意大利托斯卡纳大学GiorgioM.Balestra
教授惠赠。
1.2 病原菌的分离与纯化

取新鲜 病 健 交 界 处 的 病 组 织,洗 净 后 切 成

4mm×4mm小块,无菌水冲洗3次后分别用70%
乙醇和0.5%~1.0%的次氯酸钠消毒1~2min。
取出用无菌水冲洗3次后,分别按下列方法进行分

离。Ⅰ.平板划线培养法:将处理后的病组织放在灭

菌载玻片上,加1滴无菌水并以玻璃板搅碎,静置后

直接划线培养;Ⅱ.培养皿稀释分离法:取培养皿加

0.5mL无菌水后,将处理后的病组织小块移至培

养皿中,玻璃棒碾碎后静置30min,充分混匀后梯

度稀释。将熔化的固体培养基冷却至45℃左右后

倒入到含有0.5mL梯度稀释菌悬液的培养皿中,
充分混匀后置25℃培养箱倒置培养。
1.3 病原菌的鉴定

取病健交界处组织1块,置于载玻片上并向其

加1~2滴无菌水,加盖玻片后立即用低倍显微镜观

察水滴与组织交界处的菌溢情况。
参照 Rees-George等[13]的方法进行16S-23S

rDNA 分 子 鉴 定。特 异 引 物 PsaF1 (5′-TTTT-
GCTTTGCACACCCGATTT-3′)和 PsaR2 (5′-
CACGCACCCTTCAATCAGGATG-3′),由上海生

工生物工程有限公司合成;反应体系为25μL,其中

不 含 Mg2+ 的 10×buffer1.5μL,10 mmol/L
dNTP0.5μL,25 mmol/L MgCl21.5μL,10

μmol/L上游引物1.25μL,10μmol/L下游引物

1.25μL,5U/μLTaq 酶0.062μL,DNA 模板

2μL,无菌去离子水16.938μL;PCR扩增反应程

序为95℃2min;94℃15s,58℃30s,72℃
30s,30个循环;72℃5min。PCR扩增产物经

2%琼脂糖凝胶检测后,回收纯化目的片段送华大基

因公司测序。
将测序结果通过Blast比对,作同源性相似度

差异性分析,利用ClustalX1.83软件对序列进行

多重比较,采用BioEdit程序和 MEGA4.0软件以

N-J法构建系统聚类树,分析其亲缘关系[14-15]。

1.4 病原菌的致病力测定

1)烟草过敏性反应。烟草过敏性检测参照承河

元等[7]的方法进行。将26℃下培养72h的各菌株

用无菌水配制成3.0×108cells/mL的菌悬液。取

2μL菌悬液对6叶龄的烟叶叶片作下表皮皮下注

射,置25℃培养24h后观察其过敏性反应。

2)猕猴桃叶片接种。选取 A17、A18、SXQM、

SXHWD、C33菌株,以意大利菌株7285、7286和

7287为对照,对猕猴桃健康叶片进行离体接种。取

2μL菌悬液,利用表皮皮下注射法,接种到皖金、魁
蜜、金阳、红阳、秦美、皖翠、徐香、金魁、金丰和海沃

德等10个猕猴桃品种的健康叶片上,置于16℃恒

温保湿培养7d后,观察其发病情况并以游标卡尺

测定病斑直径(mm)。对于某一特定品种而言,病
斑直径越大,表示菌株的致病力越强。
1.5 数据处理

所有试验数据,均采用SPSS11.0软件进行差

异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 菌株的细菌性检测

从安徽岳西、陕西户县和重庆黔江等猕猴桃主

产区收集到的溃疡病感染枝条和树皮中,共分离纯

化得到10株分离物(表1)。检测结果表明,10株分

离病原物的形态特征基本一致,在BPA培养基上菌

落呈圆形、污白色,全缘、微凹、光滑,生长缓慢,直径

1~3mm。细菌性检测有喷菌现象,显示分离病原

物为细菌。
表1 不同猕猴桃溃疡病菌株的分离

Table1 Strainsofdifferentkiwifruitbacterialcankerisolates 

菌株
Strain

寄主
Host

来源地
Origin

SXQM 秦美 Qinmei 陕西户县 Huxian,Shaan’xi
SXHWD 海沃德 Hayward 陕西户县 Huxian,Shaan’xi
A18 金丰Jinfeng 安徽岳西 Yuexi,Anhui
A17 金丰Jinfeng 安徽岳西 Yuexi,Anhui
C33 红阳 Hongyang 重庆黔江 Qianjiang,Chongqing
SXHY 红阳 Hongyang 陕西户县 Huxian,Shaan’xi
AKA5 金丰Jinfeng 安徽岳西 Yuexi,Anhui
AKB5 金丰Jinfeng 安徽岳西 Yuexi,Anhui
AK14 金丰Jinfeng 安徽岳西 Yuexi,Anhui
AK18 金丰Jinfeng 安徽岳西Yuexi,Anhui
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2.2 菌株的 16S-23S rDNA ITS 分子鉴定

以分离病原物和意大利对照菌株的基因组

DNA为模板,应用特异引物PsaF1和PsaR2进行

PCR扩增,均获得片段长度约300bp的目的条带

(图1)。

 M:Marker;1:SXQM;2:SXHWD;3:A18;4:A17;

5:C33;6:7287;7:7285;8:7286;9:AKB5;10:AK14;

11:AK18;12:AKA5.

图1 16S-23SrDNA-ITS琼脂糖的电泳检测

Fig.1 ElectrophoesisofPCRreactionsof
16S-23SrDNA-ITSinagarosegel

  将不同菌株的PCR产物分别回收纯化,经测序

分析发现,10株致病菌的DNA片段大小一致,均为

280bp,且序列相同。由此可见,所分离纯化的10
株菌为同一致病菌。测序结果在GenBank数据库

中的登录号为JQ314412。Blast分析结果显示,该
序列与丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种(P.syrin-
gaepv.actinidae)已 报 道 的 菌 株 JN172920.1、

HM032088.1、D86357.1和AY342165.1等的16S-
23SrDNAITS序列一致。

从构建的进化树可以看出,分离物与丁香假单

孢杆菌猕猴桃致病变种JN172920.1、HM032088.1、

D86357.1 及 AY342165.1菌株的亲缘关系最近

(图2),但是不能与丁香假单孢杆菌茶叶致病变种

(P.syringaepv.theae)区分。因此,结合取样寄主

和致病性检测结果,可以确定本试验分离所得的菌

株为丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种 (P.syringae
pv.actinidae)。

分支左侧数值为聚类自举支持率。Bootstrapvaluesareshownontheleftofbranches.

图2 基于16S-23SrDNAITS序列的进化树(MEGA3.1)

Fig.2 Phylogenetictreebasedon16S-23SrDNAITSsequences(MEGA3.1)

2.3 菌株致病力的差异分析

按照科赫法则,将分离的病原物接种到烟草健

康的叶片上,接种24h后烟草叶片呈现黄色枯斑,
即产生了过敏性反应。

选取A17、A18、SXQM、SXHWD、C33菌株,以
意大利菌株7285、7286、7287为对照,对猕猴桃健康

叶片进行离体接种。接种的菌株均可使猕猴桃品种

健康叶片致病。
数据统计分析发现,不同菌株对于同一品种的

致病力存在差异,如皖金接种不同菌株后,A18菌株

病斑最大直径达3.75mm,表现致病力最强,SX-
QM菌株病斑最大直径为1.00mm,表现致病力较
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弱,两者之间差异达到显著水平(P<0.05);同一菌

株对不同品种的致病力也存在差异,如C33菌株对

金阳致病能力最强,病斑直径达13.00mm,对魁蜜

致病力最弱,病斑直径只有1.00mm,两者差异显

著。从每个菌株对各品种的致病力看,7285菌株的

病斑平均值为4.25mm,致病力最强,SXQM 菌株

的病斑平均值为1.75mm,致病能力最弱。其余菌

株致病力介于两者之间(表2)。
表2 不同菌株对猕猴桃品种致病力(病斑直径)的差异1)

Table2 Differentpathogenicity(spotdiameter)ofkiwifruitcausedbyvariousisolatesofbacterialcanker mm 

菌株
Isolates

皖金
Wanjin

秦美
Qinmei

皖翠
Wancui

魁蜜
Kuimi

金魁
Jinkui

徐香
Xuxiang

海沃德
Hayward

金阳
Jinyang

红阳
Hongyang

金丰
Jinfeng

平均值
Average

7286 1.98ab 2.30b 3.50b 2.45ab 3.38a 2.38a 2.18b 3.43c 2.20cd 3.68a 2.75ab
7285 2.37ab 1.27b 10.83a 5.87a 2.10abc 1.60a 7.70a 8.23bc 1.43cd 3.77a 4.52a
SXQM 1.50b 1.00b 1.00b 3.50ab 1.00c 1.50a 0.75b 4.50c 1.25d 1.50a 1.75b
7287 3.25ab 1.10b 2.10b 4.50ab 1.40bc 1.45a 2.00b 10.45ab 9.75a 3.75a 3.98ab
SXHWD 1.60ab 2.95ab 4.25b 3.25ab 2.75ab 3.00a 1.85b 4.40c 3.75bcd 2.40a 3.02ab
A18 3.75a 3.75ab 3.65b 3.95ab 1.50bc 4.10a 2.65b 4.65c 5.15b 2.65a 3.58ab
A17 2.50ab 5.50a 2.25b 1.00b 1.65bc 1.75a 4.50ab 3.80c 3.85bc 1.50a 2.83ab
C33 3.25ab 3.10ab 1.05b 1.00b 1.10c 1.50a 3.75ab 13.00a 3.25bcd 2.00a 3.30ab

 1)数据后不同字母表示在5%水平上差异显著。Datawiththedifferentlettersincolumnaresignificantdifferenceat5%level.

3 讨 论

猕猴桃细菌性溃疡病已严重威胁到中国猕猴桃

产业的可持续发展,病原菌的快速、准确鉴定是猕猴

桃细菌性溃疡病的病原菌研究和溃疡病有效防治措

施的重要课题,也是目前世界猕猴桃病害及其防治

工作者研究的热点。传统的细菌鉴定主要以形态

学、生理学和生态学特征为主,如承河元等[7]和梁英

梅等[11]已通过传统方法对中国猕猴桃溃疡病进行

了分类鉴定,但由于细菌形体微小、结构简单,加上

丁香假单孢菌的致病亚种或变种众多,各亚种与变

种之间大小、形态等差异更微小,给丁香假单孢菌种

类的准确鉴定带来了很大难度。分子鉴定具有快

速、准确、高效等特点。16S-23SrDNAITS为16S
rDNA基因与23SrDNA基因之间的区间序列,进
化压力较小,序列易发生变异,因此16S-23SrDNA
ITS序列分析在细菌种类鉴定中具有重要价值,现
已在微生物的鉴定领域得到广泛应用。

针对 猕 猴 桃 细 菌 性 溃 疡 病 菌,Rees-George
等[13]和Han等[16]分别通过16SrDNA和16S-23S
rDNA-ITS对丁香假单孢菌进行了快速、准确鉴定,
国内在这方面研究还未见报道。笔者利用16S-23S
rDNAITS序列进行分析,鉴定出中国安徽岳西、陕
西户县及重庆黔江等猕猴桃主产区猕猴桃细菌性溃

疡病的致病种均为丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种

(Pseudomonassyringaepv.actinidae)。
从菌株的16S-23SrDNAITS序列来看,世界

各地分离得到的丁香假单孢杆菌猕猴桃致病变种的

16S-23SrDNAITS序列没有发生改变。但是,不
同来源菌株对同一猕猴桃品种,以及同一溃疡病菌

株对不同猕猴桃品种的致病力确实存在显著差异。
可以推断,不同生态条件下菌株的致病机制可能发

生了变化。有关猕猴桃细菌性溃疡病不同病原菌致

病力差异的分子机制还有待进一步研究。
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Moleculeridentificationandpathogenicitydetectionof
Pseudomonassyringaepv.actinidae

ZHAOLi-na HUJia-yong YEZhen-feng LIUPu ZHULi-wu

KeyLaboratoryPomology,AnhuiAgriculturalUniversity,Hefei230036,China

Abstract Toidentifythepathogenicbacteriaofkiwifruitbacterialcanker,theinfectedkiwifruit
branchesandbarksfrom Anhui(YuexiCounty)Province,Shaan’xi(HuxianCounty)Provinceand
Chongqing(QianjiangCounty)Municipalitywerecollectedastheexperimentmaterials.Platestreak-
ing,gradientdilutionandbeefextractpeptoneagar(BPA)mediacultivationwereusedforbacteriaiso-
lation,andtobaccohypersensitiveresponsesdetection,kiwifruitpathogenicitydetectionand16S-23S
rDNA-ITSsequentialanalysiswerecarriedoutasfollowsforbacteriaidentification.Fromthebacterial
cankerinfectedkiwifruittissues,10pathogenicstrainswereisolated,andallisolatedstrainshavepatho-
genicityandhypersensitivitytotestedkiwifruitandtobaccoleaves.However,differentisolatedstrains
havedifferentpathogenicityforkiwifruit.10purifiedpathogenicstrainsbelongedtothesamepathogen
through16S-23SrDNA-ITSandBlastsequentialanalysis.Theamplified280bpsequenceswerethe
sameasthepreviouslyreported16S-23SrDNA-ITSofPseudomonassyringaepv.actinidae.Itiscon-
cludedthattheisolatesfromthecankerinfectedkiwifruitbranchesandbarkswerePseudomonassyrin-
gaepv.actinidae.

Keywords kiwifruit;cankerdisease;Pseudomonassyringae;identification;pathogenicity
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