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香蕉枯萎病菌４个生理小种核糖体 ＤＮＡ
内转录间隔区的 ＲＦＬＰ分析

舒灿伟，曾　蕊，杨　媚，周而勋
（华南农业大学 农学院／广东省微生物信号与作物病害防控重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】明确香蕉枯萎病菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ４个生理小种的系统发育关系。【方法】利用
ＰＣＲ扩增该病菌４个生理小种的核糖体ＤＮＡ内转录间隔区（Ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ），利用ＡＩｕＩ、ＨｐａＩＩ和
ＴａｑＩ３种限制性内切酶对这些小种的ＩＴＳ产物进行ＲＦＬＰ分析。【结果】ＰＣＲ扩增结果表明：来自４个生理小种的
８个菌株均可扩增得到５６８ｂｐ的ＩＴＳ单一片段，但这些生理小种间的片段没有明显的多态性；对这些生理小种ＩＴＳ
产物进行ＲＦＬＰ分析发现，不同生理小种之间的差异很小。【结论】ＰＣＲＲＦＬＰ技术不适用香蕉枯萎病菌生理小种
的分析鉴定。
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　　香蕉枯萎病是由尖镰孢古巴专化型 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ引起的香蕉毁灭性病害［１］，

在亚洲、非洲和澳洲等香蕉产区均有分布，给全球的

香蕉产业造成严重的经济损失。据报道，香蕉枯萎

病菌有４个生理小种，不同的生理小种侵染的香蕉
品种及所造成的病害程度不同，分布区域也不同［２］。

我国目前存在的１号和４号生理小种危害性最大。
１号生理小种最易侵染大蜜啥（ＧｒｏｓＭｉｃｈｅｌ）、Ａｐｐｌｅ
和Ｓｉｌｋ等香蕉品系，而４号生理小种毁灭性最大，能
侵染大蜜啥、矮香蕉和 Ｃａｖｅｎｄｉｓｈ等香蕉品系［３］。２
号和３号生理小种在我国尚未发现，２号生理小种在
中美洲侵染三倍体杂种煮食蕉和某些 Ｊａｍａｉｃａ四倍
体等，３号生理小种被报道只危害芭蕉科的野生羯尾
蕉Ｈｅｌｉｃｏｎｉａｓｐｐ．［４］。

目前对香蕉枯萎病菌４个生理小种分子鉴定的
报道较少。应用核糖体 ＤＮＡ（ＲｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡ，
ｒＤＮＡ）ＩＴＳ序列的保守性鉴定菌种是植物病原菌分
子鉴定中较常用的方法［５８］。基于 ＤＮＡ限制性片段
长度多态性 （Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）的遗传标记技术目前已成为对生物物
种及种以下单元分类的常用方法［５，９１２］。

本研究利用真菌通用引物 ＩＴＳ４／ＩＴＳ５对香蕉枯
萎病菌不同生理小种的 ＩＴＳ序列进行扩增，并进行
ＲＦＬＰ分析，旨在寻找香蕉枯萎病菌不同生理小种
ＩＴＳ序列的差异，阐明该方法是否可用于区分香蕉枯
萎病菌的不同生理小种。

１　材料与方法
１．１　材料

１号生理小种 ＷＧ０２菌株、２号生理小种 ＷＧ０３
菌株、３号生理小种ＷＧ０４菌株、４号生理小种ＷＧ０５
菌株由澳大利亚 Ｂｅｎｔｌｅｙ博士惠赠。４号生理小种
Ｚ１３和Ｚ１６菌株，１号生理小种 Ｚ１４和 Ｚ１５菌株，由
华南农业大学植物病理系研究室姜子德教授提供。

限制性内切酶ＡｌｕＩ、ＨｐａＩＩ和ＴａｑＩ购于宝生物
工程（大连）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　真菌总ＤＮＡ的提取及 ＩＴＳ序列的扩增　提
取以上４个生理小种８个菌株的基因组 ＤＮＡ，具体
方法参照ＯＭＥＧＡ公司的真菌ＤＮＡ提取试剂盒说明
书。以香蕉枯萎病菌４个生理小种８个菌株的基因
组 ＤＮＡ为模板，采用 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ３′）和 ＩＴＳ５（５′ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡ
ＣＡＡＧＧ３′）引物 ＰＣＲ，扩增体系如下：１０×缓冲液
２５μＬ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ２μＬ，５μｍｏｌ·Ｌ－１引
物各１μＬ，５Ｕ·μＬ－１Ｔａｑ酶０２μＬ，模板 ＤＮＡ约
３０ｎｇ，ｄｄＨ２Ｏ１７５μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９５℃预变
性３ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５６℃复性４５ｓ，７２℃延伸

１５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后
取５μＬＰＣＲ产物电泳。将阳性ＰＣＲ产物纯化、连接
和克隆，挑选出阳性转化子，送北京奥科基因公司测序，

每个菌株重复测序３次。ＰＣＲ产物的测序结果用ＤＮＡ
ＭＡＮ软件和ＢＬＡＳＴ进行序列比对和同源性分析。
１．２．２　ＩＴＳＲＦＬＰ分析　将 １５μＬＩＴＳＰＣＲ产物，
０５μＬ内切酶（５Ｕ），２μＬ酶切缓冲液和 ２５μＬ
ｄｄＨ２Ｏ依次加入 ０２ｍＬＰＣＲ管内，短暂离心混匀
后，放入所需温度的水浴锅中反应４ｈ，其中 ＡｌｕＩ、
ＨｐａＩＩ限制性内切酶反应温度为３７℃，ＴａｑＩ限制性
内切酶反应温度为６５℃，酶切产物通过电泳检测。

２　结果与分析
２．１　不同生理小种ＩＴＳＰＣＲ扩增

利用ＩＴＳ４／ＩＴＳ５和优化的扩增条件，对香蕉枯萎
病菌４个生理小种共８个菌株的 ｒＤＮＡＩＴＳ区进行
了扩增。ＰＣＲ扩增结果表明，８个菌株扩增出的特异
性条带大小一致，位于５００～７００ｂｐ，经测序确定其
大小为５６８ｂｐ（图１）。

　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＷＧ０２；２：ＷＧ０３；３：ＷＧ０４；４：ＷＧ０５；５：
Ｚ１３；６：Ｚ１４；７：Ｚ１５；８：Ｚ１６；９：ｄｄＨ２Ｏ。

图１　香蕉枯萎病菌４个生理小种的ＩＴＳＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ．１　ＩＴＳＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｆｏｕｒｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒａｃｅｓｏｆＦｕ

ｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ

２．２　不同生理小种ＩＴＳ的序列分析
对４个生理小种８个菌株的 ＩＴＳ区段进行克隆

并测序，结果均得到５６８ｂｐ的片段。用ＤＮＡＭＡＮ对
８个菌株的 ＩＴＳ全长序列进行比对，结果（图 ２）发
现，８个菌株只在第３４４、３９０和４０９个碱基处存在差
异：在３４４ｂｐ处，除３号生理小种（ＷＧ０４）的碱基为
Ｃ外，其他的均为 Ｔ；在３９０ｂｐ处，除４号生理小种
（Ｚ１３、Ｚ１６）的碱基为 Ｃ外，其余的均为 Ｔ；在４０９ｂｐ
处，１号和２号生理小种的为Ｔ，３号和４号生理小种
的为Ｃ。用ＤＮＡＭＡＮ对４个生理小种８个菌株进行
序列比对，相似性高达９９８５％。国内、外的１号生
理小种ＩＴＳ序列基本相同；除ＷＧ０５外，国内、外的４
号生理小种的 ＩＴＳ序列基本相同。ＷＧ０２和 ＷＧ０３
ＩＴＳ序列完全相同。与 ＧｅｎＢａｎｋ中的已知序列进行
相似性比对，发现其与ＧｅｎＢａｎｋ中的尖镰孢Ｆ．ｏｘｙｓ

３５　第３期 　　　　　舒灿伟，等：香蕉枯萎病菌４个生理小种核糖体ＤＮＡ内转录间隔区的ＲＦＬＰ分析 　　　



　ＷＧ０２、ＷＧ０３、ＷＧ０４、ＷＧ０５分别为国外的１～４号生理小种菌株；Ｚ１３和Ｚ１６为国内的４号生理小种菌株；Ｚ１４和Ｚ１５为国内的１号生理小
种菌株。

图２　香蕉枯萎病菌４个生理小种的ＩＴＳ序列比对
Ｆｉｇ．２　ＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｆｏｕｒｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒａｃｅｓｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ

ｐｏｒｕｍ的序列相似性高达１００％，表明 ＩＴＳ序列可以
作为鉴定尖镰孢Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ的依据。
２．３　不同生理小种ＩＴＳＲＦＬＰ分析

３种限制性内切酶（ＡｌｕＩ、ＨｐａＩＩ、ＴａｑＩ）对 ＩＴＳ
扩增产物的酶切图谱见图３。由图３Ａ可看出，ＡｌｕＩ
对供试的４个生理小种８个菌株均有２个共同的酶
切位点，供试菌株只有 １种酶切图谱，每个菌株的
ＩＴＳ片段被酶切为大约３８０、１３０和５０ｂｐ的３个片
段，５０ｂｐ左右的片段很模糊甚至不容易观察到。由
图３Ｂ可看出，ＨｐａＩＩ对供试菌株的酶切位点较少，
且比较保守；４个生理小种８个菌株均有１个共同的
酶切位点，每个菌株的ＩＴＳ片段被酶切为大约４３０和
１３０ｂｐ的 ２个片段；供试菌株只有 １种酶切图谱。
由图３Ｃ可以看出，ＴａｑＩ对供试的８个菌株的酶切
位点较多，均有 ３个共同的酶切位点，每个菌株的
ＩＴＳ片段被酶切为大约２４０、１４０、９０和６０ｂｐ的４个
片段；供试菌株只有１种酶切图谱。

从上述ＩＴＳ酶切图谱的分析中可知，３种内切酶
对香蕉枯萎病菌４个生理小种８个菌株所产生的酶
切带型一致，并不能将香蕉枯萎病菌的不同生理小

种区分开来，表明该病菌的种内 ｒＤＮＡＩＴＳ区段比较
保守，遗传多样性有限。

Ｍ：ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＷＧ０２；２：ＷＧ０３；３：ＷＧ０４；４：ＷＧ０５；５：Ｚ１３；
６：Ｚ１４；７：Ｚ１５；８：Ｚ１６；９：ｄｄＨ２Ｏ。

图３　香蕉枯萎病菌４个生理小种ＩＴＳＰＣＲ产物的酶切图谱
Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＩＴＳＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｆｏｕｒ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒａｃｅｓｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ．ｓｐ．
ｃｕｂｅｎｓｅ
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３　讨论与结论
ｒＤＮＡ已被广泛应用于植物病原菌亲缘关系以

及致病性相关的研究。ＩＴＳ区段在核基因组中是高
度保守的，可用与它们序列互补的通用引物对 ＩＴＳ
区进行 ＰＣＲ扩增、序列对比［８，１３］以及 ＲＦＬＰ分
析［１１，１４１５］。Ｍｉｌｌｓ等［１６］用 ＲＦＬＰ区分不同地理来源
和不同果树寄主的胶孢炭疽病菌 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ，但不能区分不同地理来源芒果上的胶
孢炭疽病菌的菌株。张瑞萍等［１７］通过 ｒＤＮＡＩＴＳ序
列分析法成功鉴定出大豆根腐病菌 Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ的
菌株。李志芳等［６］用 ＩＴＳＲＦＬＰ快速鉴定了棉花上
的 ６种主要病原真菌，其 ＩＴＳＲＦＬＰ产物大小各异、
具有多态性，参考标准电子图谱可准确鉴定其种类。

ＩＴＳＲＦＬＰ技术在担子菌的鉴定方面也有很多成功的
例子［１８２０］，表明该技术适用性强。

本研究利用真菌通用引物 ＩＴＳ４／ＩＴＳ５对香蕉枯
萎病菌４个生理小种８个菌株的 ＩＴＳ进行了克隆和
序列分析以及 ＩＴＳＲＦＬＰ比较研究。结果表明，４个
生理小种菌株的ＩＴＳ序列只有３个碱基的差异，序列
相似性高达９９８５％，与 ＧｅｎＢａｎｋ中尖镰孢菊花专化
型 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ． ｓｐ． ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉ（编 号

ＤＱ４５２４４９１）、尖镰孢黄瓜专化型 Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．
ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ（编号ＤＱ４５２４５０１）和一品冠（仙客
来）枯萎病菌 Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｙｃｌａｍｉｎｉｓｓｔｒａｉｎ
ＡＴＣＣ１６０６１（编号 ＤＱ４５２４５１１）的序列相似性为
９９％以上，表明尖镰孢不同专化型在 ｒＤＮＡＩＴＳ序列
上差异性较小，因而 ｒＤＮＡＩＴＳ区段序列在一定程度
上不适合于种内专化型及生理小种的鉴定。

通过序列比对，发现香蕉枯萎病菌１号生理小
种的３个菌株（ＷＧ０２，Ｚ１４和Ｚ１５）的 ｒＤＮＡＩＴＳ区段
序列完全一致，而４号生理小种的３个菌株（ＷＧ０５，
Ｚ１３和 Ｚ１６）的 ｒＤＮＡＩＴＳ区段序列存在着一定程度
的差异，可以推断现阶段香蕉枯萎病菌４号生理小
种的变异频率比１号生理小种快，这与王文华［７］的

研究结果一致，其原因可能是地域差异导致的生理

分化。

通过比对香蕉枯萎病菌 ４个生理小种８个供试
菌株的序列，还发现４号生理小种（Ｚ１３、Ｚ１６）在３９０
ｂｐ与４０９ｂｐ位点的碱基为Ｃ，而１号生理小种在此
位点的碱基为Ｔ。笔者推测，４号生理小种在 ｒＤＮＡ
ＩＴＳ区段序列这 ２个位点上存在着专一性，为通过
ｒＤＮＡＩＴＳ序列比对鉴定４号和１号生理小种提供了
一定的理论依据。

本研究采用 ３种不同的限制性内切酶进行了
ＩＴＳＲＦＬＰ分析，均未能将４个生理小种的８个菌株
区分开，再次证实了其 ＩＴＳ序列的保守性。曾莉莎
等［２１］通过ＩＴＳ遗传进化树将１８个香蕉枯萎病菌分
为４个分支，其中１号生理小种、２号生理小种及非
致病性香蕉枯萎病菌共享１个分支，３号生理小种和
４号生理小种也共享１个分支，提出了ＩＴＳ不能代表
香蕉枯萎病菌的种间亲缘关系，不适合做系统发育

分析。本研究对ＩＴＳ片段进行 ＲＦＬＰ分析，结果获得
的酶切谱带很单一，在一定程度上可能是因为内切

酶种类太少，或者是因为单酶切的局限性等。尽管

单个内切酶在一定程度上可以区分一些种和小种，

如ＡｌｕＩ能够将大豆灰斑病菌 ＣｅｒｃｏｓｐｏｒａｓｏｊｉｎａＨａ
ｒａ［２２］与其他种分开，但是仅有的单个酶对菌株进行
鉴定是不可靠的，因为种内该位点可能存在多态性，

酶切位点的突变也可能带来错误的结果。因此，为

了更好地鉴定和监测香蕉枯萎病菌的生理小种，应

结合４个生理小种的致病性试验［７］，同时选择 ＴＥＦ
１α、ＩＧＳ、ｈｉｓｔｏｎｅＨ３等基因［２１］以及复合限制性内切酶

进行ＲＦＬＰ分析，以获得更为有力的证据和更为准确
的鉴定结果。
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