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摘要：【目的】明确导致广东省霸王花Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓｕｎｄａｔｕｓ褐腐病的病原种类．【方法】通过病组织分离、致病性测定、
形态学观察及ｒＤＮＡ序列分析等方法对广东省霸王花褐腐病病原进行了种类鉴定．【结果和结论】在ＰＤＡ培养基上，
病原菌的菌落为深灰色，绒毛状．产生２种类型的节孢子：一种为浅色、薄壁的柱状孢子，大小为（５００～１０６９）μｍ
×（２６１～４５２）μｍ；另一种为褐色、厚壁、圆形或椭圆形、基部平截、成链的孢子，大小为（５１５～１２３９）μｍ×
（３８７～６０７）μｍ．应用真菌通用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４进行 ＰＣＲ，获得该病原菌５７９ｂｐ的１８Ｓ２８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列．
ＢＬＡＳＴ结果显示，该序列与Ｎｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ火龙果菌株的１８Ｓ２８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列相似性最高，为９９％～
１００％．这些研究结果表明，引起广东省霸王花褐腐病的病原菌为Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ．
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　　霸王花 Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓｕｎｄａｔｕｓ（Ｈａｗ．）Ｂｒｉｔｔ．ｅｔＲｏｓｅ
又名剑花、量天尺等，属仙人掌科量天尺属，分布于

澳大利亚、美国以及我国广东、广西、福建、海南、台

湾等地［１２］．霸王花的花朵具有食用和药用价值，其
花的加工产品在国内外市场十分畅销，主要用作汤

料或蔬菜食用，具有强身健体、清补养生功效［３］．近
年来，随着人工栽培面积的不断扩大，霸王花病害问

题日益突出，严重地影响了霸王花的生产．２０１１年
秋，在广东省台山市冲蒌镇的霸王花种植区暴发了

一种新病害．病株茎秆上先出现褐色近圆形病斑，病
情发展较快，病斑扩大且数量不断增多，最终导致茎

秆腐烂枯死．为了弄清霸王花褐腐病的病原，为病害
防治提供科学依据，本研究对引起霸王花褐腐病的

病原进行了鉴定．

１　材料与方法
１．１　材料

霸王花褐腐病的病样采集于广东省台山市冲蒌

镇．观察所用显微镜型号为 ＥＣＬＩＰＳＥ９０ｉ显微镜，尼
康公司产品．试验所用试剂主要购自 ＴａＫａＲａ公司，
引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４合成于上海英俊生物技术有限公
司．
１．２　病原菌分离、纯化和致病性测定

采用植物病原真菌病组织常规分离法［４］进行病

原菌分离．菌株经单孢分离纯化后，保存于ＰＤＡ斜面
上，置于４℃冰箱中保存备用．采用菌丝块接种和孢
子悬浮液注射接种２种方法，分别对分离菌株的致
病性进行测定．菌丝块接种方法为：将分离菌株
ＢＷＨＴＳ１在ＰＤＡ平板上活化，２７℃培养３ｄ后用直
径为０５ｃｍ的打孔器在菌落边缘打孔，然后将菌饼
置于经清水洗净的健康霸王花茎秆上（用挑针造成

微伤口），以 ＰＤＡ块做空白对照．孢子悬浮液注射接
种方法为：将菌株 ＢＷＨＴＳ１在 ＰＤＡ平板上２７℃活
化培养７ｄ，然后用无菌水将孢子洗下，并配成浓度
为１×１０６ｍＬ－１的孢子悬浮液，用无菌注射器将１００
μＬ的孢子悬浮液注射到健康的霸王花茎秆内，注射
等量无菌水的健康植株为空白对照．每处理３个重
复，２７℃黑暗保湿培养，接种后３～１５ｄ观察发病情
况，并对接种后发病的组织进行病原菌再分离．
１．３　病原菌鉴定
１．３．１　形态学观察　将待鉴定的病原菌株在 ＰＤＡ
平板上活化，２７℃培养３０ｄ，不定期观察菌落特征，
包括菌落大小、颜色、分泌物和质地等，显微镜下观

察产孢结构和孢子形态特征，并测量分生孢子大小．
根据真菌分类有关文献［５８］进行鉴定．

１．３．２　病原菌 ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析　ＣＴＡＢ法［９］提

取病原菌菌株ＢＷＨＴＳ１基因组ＤＮＡ．以真菌通用引
物ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４进行 ＰＣＲ扩增［１０］．ＰＣＲ反应体系
（５０μＬ）：ＤＮＡ模板１５μＬ（２０～３０ｎｇ），引物 ＩＴＳ１
（１０μｍｏｌ／Ｌ）和ＩＴＳ４（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，ＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ２０２５μＬ（ＴａＫａＲａ公司），ｄｄＨ２Ｏ
１９５μＬ．ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性６ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，进行３５个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．在质量浓度为１０ｇ／Ｌ的
琼脂糖凝胶上检测ＰＣＲ结果，对ＰＣＲ扩增获得的约
６００ｂｐ特异片段进行克隆，送上海生工生物技术有
限公司测序，并进行ＢＬＡＳＴ同源性比对．

２　结果与分析
２．１　霸王花病株田间症状

霸王花植株感病后，症状最初表现为茎秆表皮

产生许多褪绿小病斑，１５ｄ左右病斑上形成近圆形
黄褐色凸起小斑点，病斑直径大小２～５ｍｍ．随着病
情的发展，病斑不断增多，病斑不断扩大，甚至多个

病斑连在一起形成更大的病斑，呈褐色或深褐色．后
期病斑连成一片，病斑组织腐烂，造成整条茎秆腐烂

枯死（图１）．

Ａ：田间霸王花病株初期症状；Ｂ：田间霸王花病株后期症状．

图１　霸王花褐腐病的症状
Ｆｉｇ．１　ＳｙｍｐｔｏｍｓｏｆｐｌａｎｔｓｃａｕｓｅｄｂｙＨｙｌｏｃｅｒｅｕｓｕｎｄａｔｕｓ

２．２　病原菌致病性测定结果

通过植物病原真菌常规病组织分离方法，分离

获得３株形态一致的菌株，选取其中１株（菌株编号
为ＢＷＨＴＳ１）用于致病性测定．将菌株 ＢＷＨＴＳ１的
菌丝块接种在用挑针造成微伤口的健康霸王花茎秆

上，２７℃条件下，３ｄ后即能观察到水浸状的小病斑
出现；病斑随后慢慢扩大，接种１５ｄ后形成直径为
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１３ｃｍ左右褐色病斑，与田间症状相同，而对照没有
表现症状（图２）．菌株 ＢＷＨＴＳ１孢子悬浮液注射接
种在霸王花茎秆上，２７℃条件下，３ｄ后也出现水浸
状的病斑，接种７ｄ后病斑扩展到１０ｃｍ左右，与病

害的田间后期症状基本一致，对照没有病症（图２）．
对接种后发病的组织进行再分离，均能获得与接种

菌株形态一致的病原菌．因此，菌株 ＢＷＨＴＳ１为霸
王花褐腐病的致病菌．

Ａ：菌丝接种１５ｄ后的症状；Ｂ：孢子悬浮液接种７ｄ后的症状；Ｃ、Ｄ：空白对照．

图２　霸王花茎秆接种菌株ＢＷＨＴＳ１的症状
Ｆｉｇ．２　ＳｙｍｐｔｏｍｓｏｆｔｈｅｎｉｇｈｔｂｌｏｏｍｉｎｇｃｅｒｅｕｓｓｔｅｍｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｒａｉｎＢＷＨＴＳ１

２．３　病原菌形态学鉴定结果
在ＰＤＡ培养基上，霸王花病原菌株菌落初期浅

白色，平铺；后期菌落呈深灰色，绒毛状．菌落生长较
快，２７℃黑暗培养３ｄ菌落直径即可达９ｃｍ（图３）．
在ＰＤＡ培养基上，该病原菌可产生２种类型的节孢
子（图３）：一种是由菌丝或侧生菌丝断裂产生的浅
色、薄壁的柱状孢子，孢子大小为 ７８３（５００～

１０６９）μｍ×３６０（２６１～４５２）μｍ；另一种是由菌
丝厚垣化断裂形成的褐色、厚壁、圆形或椭圆形、基

部平截、成链的孢子，孢子大小为 ７０９（５１５～
１２３９）μｍ×４６９（３８７～６０７）μｍ．没有观察到该
菌的有性阶段．根据这些特征，结合相关文献［５８］，将

引起广东省霸王花褐腐病的病原菌初步鉴定为

ＮｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉｍｉｄｉａｔｕｍＣｒｏｕｓ＆Ｓｌｉｐｐｅｒｓ．

Ａ：ＰＤＡ培养基上２７℃培养３ｄ的菌落形态；Ｂ：ＰＤＡ培养基上２７℃培养７ｄ的分生孢子显微形态．

图３　病原菌Ｎｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ的形态观察
Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ

２．４　病原菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析结果
应用真菌１８Ｓ２８ＳｒＤＮＡ间隔区序列（ＩＴＳ）的通

用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４，从菌株 ＢＷＨＴＳ１的 ＤＮＡ中
ＰＣＲ扩增到一条约６００ｂｐ的片段．序列测定结果显
示，该 特 异 片 段 长 度 为 ５７９ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．
ＪＸ４７３７３９）．ＢＬＡＳＴ比对结果表明，ＢＷＨＴＳ１１８Ｓ２８Ｓ

ｒＤＮＡＩＴＳ序列与已报道的侵染火龙果的 Ｎ．ｄｉｍ
ｉｄｉａｔｕｍ中国台湾菌株（ＨＱ４３９１７４）的序列相似性为
９９％，与 Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ 广 东 菌 株 （ＪＸ１２８１０３，
ＪＸ１２８１０４，ＪＸ５２４１６８）的序列相似性为１００％．该结果
进一步支持引起霸王花褐腐病的病原菌为 Ｎ．ｄｉｍ
ｉｄｉａｔｕｍ．
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３　讨论与结论
应用常规的植物病原真菌研究方法，从霸王花

病样组织中成功分离获得病原菌．根据该病原菌的
形态学特征及其１８Ｓ２８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列，将该病原
菌鉴定为半知菌亚门、丝孢纲、丝孢目、暗色孢科、新

节格孢属的Ｎｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ．
霸王花和火龙果 Ｈ．ｕｎｄａｔｕｓ＆Ｈ．ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ在

形态上十分接近，均为仙人掌科量天尺属 Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ
植物，但在生产中霸王花只开花不结果［１１］．２０１２年，
我国台湾和广东相继报道了 Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ侵染引
起的火龙果茎腐病［７８］，其病害症状与发生在霸王花

上的褐腐病症状相似，这说明 Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ不仅可
以侵染霸王花，而且也侵染火龙果．

新节格孢属 Ｎｅｏｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ是 Ｃｒｏｕｓ等［６］对 Ｂｏｔ
ｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ发育系统研究中建立的一个新属，模
式种为Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ．该属的主要特征是：在呈粉末
状气生菌丝上产生链状分生节孢子；节孢子易断裂

脱落，基部平截，圆柱形或钝椭圆形，暗褐色，细胞壁

厚，０～２隔膜．自该属建立以来，国内外已有一些文
献报道了Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ侵染引起的病害，如发生在
意大利的甜橙 Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ枝条溃疡病［１２］、美国加

州的无花果Ｆｉｃｕｓｃａｒｉｃａ枝枯病［１３］、澳大利亚的猢狲

树Ａｄａｎｓｏｎｉａｐｅｒｒｉｅｒｉ枝枯病［１４］、我国台湾和广东的

火龙果茎腐病［７８］等．可见，该病原菌的寄主比较广
泛，可以侵染多种重要经济作物，造成枝枯、溃疡及

茎腐等症状，但在仙人掌科上的危害目前已报道的

仅有量天尺属Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ［７８］．另外，也有研究者［１５］将

导致火龙果果实腐烂的病原菌鉴定为Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉ
ｍｉｄｉａｔｕｍ（Ｐｅｎｚ．）ＳｕｔｔｏｎａｎｄＤｙｋｏ，而 Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍｄｉ
ｍｉｄｉａｔｕｍ为Ｎ．ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ的同物异名．
２０１２年３—６月，广东雨水比往年偏多，高温潮

湿的天气导致霸王花褐腐病发生特别严重，在部分

霸王花种植区暴发流行，导致毁园失收．对于该新病
害的发生规律及病害防治有效药剂筛选等研究还在

进行．

　致谢：华南农业大学姜子德教授和习平根副教授在病原菌
鉴定方面给予了指导，特此致谢！
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