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摘要:在反季节种植的西瓜上发现 1 种新细菌病害，其症状与西瓜果斑病菌相似，通过病原菌的分离纯化，接种试

验，菌体形态、观察，染色反应、培养性状和生理生化特性测定，以及细菌的 16S rDNA 基因序列分析，确认该病原细

菌为燕麦嗜酸菌西瓜亚种 Aci白川剧 αvenae subsp. citrulli. 
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Identification for Pathogen of Bacterial Fruit Blotch 

of Watermelon in Guangdong Province 
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Abstract: A pathogenic bacterium causing fruit blotch of watermelon in the planting areas in Guangdong 

Province in 2008 was identifiedηle pathogenic bacterium was isolated and its morpholo♂cal , inoculation 

tests , staining , physiological and biochemical characteristics , as well as the pathogenicity and the 16S rD­

NA sequence were tested. 四le results showed that the pathogen from watermelon was identified as Aci­

dovorax avenae subsp. citmlli. 
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西瓜果斑病菌(Bacterial fruit blotch) 是西瓜、甜

瓜等瓜类作物上的一种重要细菌性病害[I] ， 1989 年

首次在美国的商品西瓜生产田中暴发流行， 1995 年

蔓延至美国的 15 个州，重病区能使 80% 的西瓜不能

上市销售，引起了社会的广泛关注[μ]. 该病是由燕

麦嗜酸菌西瓜亚种Acidovor，ωαvenae subsp. citrulli 引

起，其寄主植物主要包括西瓜、厚皮甜瓜、南瓜、黄

瓜、西葫芦、蜜瓜等葫芦科植物，已列为我国国内和

进境植物检疫性有害生物[4J.1986 年开始不断有人

从境外引进西瓜、甜瓜等品种和数量也逐年增加，该

病传人并扩散的风险日益增大，在吉林[8] 和福建[9]

等地有报道.近期在广东省反季节种植的西瓜上发

现了一种细菌性病害，危害严重，给当地西瓜种植者

造成了重大的经济损失，本文对该病害进行了病原

菌的鉴定，为病害的检疫和防治提供依据.

1 材料与方法

1. 1 标本来源及病菌分离

发现和报道该病在我国大陆的发生和为害情况[叫， 疑似携带有西瓜果斑病菌的西瓜(新红宝) ，采

近年来我国的西瓜、甜瓜等瓜类种子生产发展很快， 自广东省海丰县西瓜种植地.用 ψ 为 759毛的酒精消
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毒病果，在病健交界处切取 2 cm 左右的方块，在

1 mL无菌水中捣碎，捣碎液在 NA 培养基平板上划

线，30 "c培养 48 -72 h. 从中挑取形态特征典型的单

菌落，纯化后，4 "c冰箱保存备用.

1. 2 致病性测定

将分离得到的细菌培养 24 h ，用无菌水调整菌

悬液浓度为 1 X 108 CFU/mL，用于接种西瓜幼苗和

果实.接种方法:摩擦接种到健康的西瓜和黄瓜植株

的子叶和真叶上，30 "c条件下，塑料薄膜保湿 24 h ,5 

d 后观察症状;西瓜果实接种采用针刺法接种到健康

西瓜上， 30 "c条件下保湿 24 h , 2 d 后观察发病症

状[2] ，以针刺法接种无菌水作为对照

1. 3 病原菌鉴定

1. 3. 1 细茵的形态染色试验革兰氏染色按结晶紫、

番红染色法进行lIO叭0

1. 3. 2 细菌的生理生化鉴定 参照 S阮chaad 等[川l川川l门]方

法进行.

1. 3. 3 燕麦嗜酸菌西瓜亚种特异引物 PCR 鉴定

细菌 DNA 的提取采用 CATB 常规方法[口]，将提取的

2 结果与分析

2.1 田间西瓜果斑病症状

田间发生典型症状位于朝向阳面的西瓜果实表

皮，先出现水渍状小斑点，随后扩大成为不规则的大

型橄榄色水渍状斑块，后期受感染的果皮常龟裂，内

部腐烂，严重影响西瓜的商品价值(图 1 ) .病斑上常

有粘稠、褐色的菌服溢出.

' 
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图 l 西瓜细菌性果斑病在田间西瓜上的症状

Fig. 1 The symptom of bacterial friut blotch on field watermelon 

DNA 用作 PCR 模板.采用检测燕麦嗜酸菌西瓜亚种 2.2 和致病性测定

的特异引物[日].上游引物 WFB1 :5' - GACCAGCCA-

CACTGGGAC - 3' ;下游引物 WFB2:5'-CTGCCG­

TACTCCAGCGAT - 3'. 扩增目的片断为 360 bp. 

25μL 反应体系: 10 x PCR 缓冲液 2. 5μL ， 2.5 

mmoVL dNTP 2μL ， 25 mmoνL MgC12 2 f.LL ，上、下游

引物各 1μL，模板 DNA 1μL ， 5 U/μLT，αqDNA 聚合

酶 0.2μL，加双蒸水补足到总体积为 25μL 反应条

件 :94 ℃预变性 5 inin; 94 "c变性 408 ， 55 "c退火 30

8;72 "c延伸 1 min ，共 35 个循环; 72 "c保温 10 min , 

最后 4 "C保存.

1. 3. 4 细菌 16S rDNA 序列分析采用细菌的 16S

rDNA 通用引物[14]PCR 扩增待测细菌的 16S rDNA ，其

引物序列为:

27F:5' - AGAGTITGATCCTGGCTCAG -3'; 

1492R:5' - GGTTACCTTGTTACGACTT - 3'. 

PCR 反应体系(50μL) : 10 x PCR 缓冲液 5μL ，

MgC12 (20 mmoVL) 5μL ， dNTPs (10 mmoνL)1μL ， 

引物 27F (5 pmoVL) 和引物 1492R (5 pmoνL) 各

1μL，模板 DNA( 约 100nglμL)1μL ，T，αqDNA 聚合

酶(5 U/μL)0.5μL，双蒸水 35.5μL.

反应程序为 :94 ℃预变性 3 min; 94 "c变性 45

8,55 "c退火 1 min , 72 "c延伸 1 min ， 35 个循环;72 "c 

保持 7 min ，最后在 4 "C下保存.扩增产物回收纯化

后，送广州英骏基因公司测序.

从发病西瓜果实上分离到 3 个可疑单菌落，经

致病性测定有 1 个菌株具有致病性.病菌可侵染危

害西瓜和黄瓜的子叶和真叶，引起叶片坏死斑，症状

因寄主不同而有差异.细菌接种到西瓜子叶上，呈现

褐色水浸状病斑，病斑很快坏死(图 2a) ;在黄瓜子

叶上形成有黄色晕圈的水浸状病斑，病斑很快坏死

呈现白色;在西瓜和黄瓜真叶上都形成很小的病斑;

在果实表面上形成大面积橄榄色水渍状斑块，接种

后5 d，果皮变色，果实腐烂(图 2b) .结果说明，细菌

在室内接种所表现的症状与田间症状一致，初步表

明，已经分离纯化到病原细菌.

2.3 病原细菌鉴定

2.3. 1 培养性状 待测菌株在 KB 培养基上于

30 "c培养 24 -48 h ，菌落圆形、滑、隆起、不透明，呈

乳白色，菌落直径 1 -2 mm ，在 YDC 培养基上菌落为

白色，耐盐性为 3% ,41 "c能生长.

2.3.2 病原细菌的形态和染色反应 待测菌株的

菌体呈短杆状，革兰氏染色呈阴性，鞭毛一根极生.

2.3.3 生理生化性状 对部分生理生化性状的测

定结果见表1.从表 1 可见，待测菌株与标准菌株的

测试结果一致，都不产生荧光，不水解淀粉和果胶，

甲基红测定为阴性，不产生呵|味;能利用吐温 80 、石

疏牛乳产碱陈化，氧化酶、硝酸盐还原、明胶液化等

测定结果均为阳性.
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a 子叶 b 果实

图 2 病原菌接种在西瓜子叶和果实叶上的症状

Fig. 2 The symptom of pathogen inoculation on the watennelon cotyledon and fruit 

表 1 病原菌生理生化测定1)

Tab. 1 Physiological and biochemical determination of 

pathogen 

测定项目 待测菌株

KB 培养基产荧光

YDC 培养基上菌落颜色 白色

3%KOH 试验 + 

氧化酶活性

41 "c生长情况

3%耐盐性

吐温 80 的利用

葡萄糖氧化发酵

硝酸盐还原

明胶液化

石葛牛乳陈化、产碱

淀粉水解

叼|味产生

果胶水解

甲基红试验

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

参照菌(阳性对照)

白色

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1)"+" 阳性反应或利用，"-"阴性反应或不利用.

2.3.4 燕麦嗜酸菌西瓜亚种特异引物 PCR 鉴定

将分离的待测细菌 DNA 用燕麦嗜酸菌西瓜亚种的

特异引物 WFBl 和 WFB2 PCR 检测，产物经 15 glL 

琼脂糖凝胶电泳，结果出现 360 bp 的特异性目的条

带(图 3) ，初步表明分离的待测细菌可能为燕麦嗜

酸菌西瓜亚种.

2.3.5 细菌 16S rRNA 序列分析 用细菌 16S

rRNA 通用引物扩增上述待测细菌的 16S rDNA ，扩

增产物纯化后送广州英骏基因公司测序，序列结果

见图 4.

2 3 M 

ig8gg 

1:清水对照 ;2:待测样品 ;3: 阳性对!照 ;M:DNA M町k.

图 3 燕麦嗜酸菌西瓜亚种特异性引物 PCR 扩增结果

Fig. 3 The PCR result of Acidovorax avenae subsp. citrulli with 

specific primer 

1 ttacggttag gctacctact tctggcagaa cccgctccca tggtgtgacg ggcggtgtgt 

61 acaagacccg ggaacgtatt caccgcgaca ttctgatccg cgattactag cgattccgac 

121 ttcacgcagt cgagttgcag actgcgatcc ggactacgac tggctttatg ggattagctc 

181 cccctcgc眩目ggcωcc ctctgtacca gccattgtat gacgtgtgta gccccaccta 

241 taagggccat gaggacttga cgtcatcccc accttcctcc ggtttgtcac cggcagtccc 

301 attagagtgc cctttcgtag caactaatgg caagggttgc gctcgttgcg ggacttaacc 

361 caacatctca cgacacgagc tgacgacagc catgcagcac ctgtgttacg gttctctttc 

421 gagcactcct ctatctctaa aggattccgt acatgtcaaa ggtgggtaag gt忧ttcgcg

481 ttgcatcgaa ttaaaccaca tcatccaccg cttgtgcggg tccccgtcaa ttcctttgag 

541 tttcaacctt gcggccgtac tccccaggcg gtcaacttca cgcgttagct tcgttactga 

601 gtcagtgaag acccaacaac cagttgacat cgtttagggc gtggactacc agggtatcta 

661 atcctgtttg ctccccacgc tttcgtgcat gagcgtcagt acaggcccag gggattgcct 

721 tcgccatcgg tgttcctccg catatctacg catttcactg ctacacgcgg 嗣邸ωtcc

781 ccctctgccg tactccagcg atgcagtcac aaatgcagtt cccaggttga gcccggggat 

841 ttcacatctg tcttacatca ccgcctgcgc acgctttacg cccagt侃仕 ccgattaacg

901 cttgcaccct acgtatta∞ gcggctgctg gcacgtagtt agccggtgct tattcttacg 

961 ♂accgtcat gacccccctt tattagaaga aggcttttcg ttccgtacaa aagcagttta 

1021 caacccgaag gccttcatcc tgcacgcggc atggctggat caggcttgcg cccattgtcc 

1081 aaaattcccc actgctgcct cccgtaggag tctgggccgt gtctcagtcc cagtgtggct 

1141 ggtcgtcctc tcagaccagc tacagatcgt aggcttggta agcctttacc ccaccaacta 

1201 cctaatctgc catcggccgc tccgttcgcg caaggccttg cggtcccctg ctttcatcca 

1261 tagatcttat gcggtattag caaagctttc gcctcgttat cccccacgat cgggcacgtt 

1321 ccgatgtatt actcacccgt tcgccactcg tcagcatccg aagacctgtt accgttcga 

图 4 待测病原菌 165 rDNA 序列

Fig.4 The sequences 165 rDNA of pathogen 

将测序结果在国际互联网基因库( GeneBank) 上

BLAST 搜索，结果表明，待测细菌 16S rDNA 序列与
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基因库中燕麦嗜酸菌西瓜亚种的 165 rDNA( 基因编

号 CPO00512. 1) 序列的相似性达 100% ，此外，与基

因库中其他多个燕麦嗜酸菌西瓜亚种的 16S rDNA 

序列同源性达 999毛，表明，本研究分离自西瓜上的细

菌是燕麦噬嗜酸菌 Acidovorax αvenae.

3 讨论

在广东省海丰县西瓜上发现的细菌性病害，通

过病菌分离纯化，致病性测定、染色反应、生理生化

测定等系列传统鉴定试验，初步表明与国内外报道

的西瓜果斑病菌鉴定结果相符[M].PCR 分子检测具

有煎麦嗜酸菌西瓜亚种特异的 DNA 片段，大小为

360 bp 左右.该细菌的 16S rDNA 序列分析也表明，

与基因库中燕麦嗜酸菌西瓜亚种的 16S rDNA 序列

相似性达 99% -100% ，根据目前在 16S rDNA 基因

上的分类规则，该片段碱基相差 3% 以内为同一种.

假单胞菌科中的噬酸菌属 Acidovora 中危害植物的仅

有燕麦噬酸菌 Acidovorax αvenae 和魔芋细菌性叶斑

病菌 Acidovorax konjαci2 个种，其中燕麦噬酸菌包括

3 个亚种，为害西瓜等瓜类作物的为燕麦嗜酸菌西瓜
亚种lm].

综合上述研究结果，本研究认为，广东省海丰县

西瓜上发现的细菌病害诊断为西瓜果斑病，其病原

细菌为燕麦嗜酸菌西瓜亚种，关于该病原细菌的致

病型及寄主范围，有待于进一步研究.

有关瓜类作物的果斑病，近年来，在我国不少省

份已有报道发生[判，本文报道广东发现西瓜细菌性

果斑病，这对加强该病害的检疫和防控具有重要的

价值和实际意义.
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