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芝麻枯萎病病原菌分离和纯化方法研究
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摘要：为快速、高效地分离芝麻枯萎病病原菌，对该病原菌的分离及纯化方法进行了改进研究。结果
表明，与新鲜病株病原菌分离方法相比，利用干燥后的病株更容易分离到芝麻枯萎病病原菌，无杂菌
污染病原菌株系的分离率为９２．７％，比常规分离方法（７３．５％）高出１９．２个百分点；孢子悬浮液方法
可以替代显微镜检方法用于芝麻枯萎病病原菌的单孢分离工作，该方法简便易行，菌株纯合度高。研
究认为，采用干燥病株分离病原菌、采用孢子悬浮液方法进行单孢分离是获得高质量芝麻枯萎病病原
菌的重要优化技术途径，尤其适合于大量芝麻枯萎病株的病原菌分离及纯化工作。
关键词：芝麻；枯萎病；病原菌；镰刀菌；分离；纯化
中图分类号：Ｑ９３－３３１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００４－３２６８（２０１２）０１－００９２－０３

Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｏｆ　Ｆｕｓａｒｉｕｍ
Ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｉｎ　Ｓｅｓａｍｅ（Ｓｅｓａｍｕｍ　ｉｎｄｉｃｕｍＬ．）

ＳＵ　Ｙｉｎ－ｌｉｎｇ１，ＭＩＡＯ　Ｈｏｎｇ－ｍｅｉ　２，ＷＥＩ　Ｌｉ－ｂｉｎ２，ＺＨＡＮＧ　Ｈａｉ－ｙａｎｇ２＊

（１．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｃｒｏｐ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ　Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ，Ｎａｎｊｉｎｇ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００９５，Ｃｈｉｎａ；２．Ｓｅｓａｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｈｅｎａｎ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ　４５０００２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏ　ｑｕｉｃｋｌｙ　ａｎｄ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ　ｏｂｔａｉｎ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　ｏｆ　ｓｅｓａｍｅ　ｗｉｌｔ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｓｅｓａｍｅ
ｐｌａｎｔｓ，ｏｐｔｉｍａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐａｔｈｏｇｅｎ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｗｅｒｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｅｘｐｅｒｉ－
ｍｅｎｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｓｅｓａｍｅ（ＦＯＳ）ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｍｏｒｅ　ｅａｓ－
ｉｌｙ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｓｅｓａｍｅ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｄｒｙ　ｓａｍｐｌｅ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｏｎ－
ｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ｄｉｒｅｃｔ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｆｒｏｍ　ｆｒｅｓｈ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｓａｍｐｌｅｓ．Ｔｈｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ（９２．７％）ｗａｓ
１９．２ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｐｏｉｎｔｓ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ（７３．５％）．Ｆｕｒｔｈｅｒ－
ｍｏｒｅ，ｔｈｅ　ｓｐｏｒｅ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｍｏｎｏｓｐｏｒｅ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＦＯＳ，ａｓ
ａｎ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｏｒｄｉｎａｒｙ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ，ｆｏｒ　ｉｔｓ　ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ　ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．Ｉｔ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ａｂｏｖｅ　ｎｅｗ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｗｅｒｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｆｏｒ
ＦＯＳ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ　ａｄａｐｔｉｖｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｍａｓｓｉｖｅ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｓｅｓａｍｅ　ｓａｍｐｌｅｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｓｅｓａｍｅ；Ｆｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔ；ｐａｔｈｏｇｅｎ；Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ；ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　芝麻（Ｓｅｓａｍｕｍ　ｉｎｄｉｃｕｍＬ．，２ｎ＝２６）属胡麻科
胡麻属，是世界上最古老的优质油料作物，也是我国
重要的优势农产品［１－２］。在我国芝麻生产中，枯萎病
常年发病率１５％左右，严重时可达３０％，对芝麻产
量和品质影响较大［３］。芝麻枯萎病（ｓｅｓａｍｅ　ｗｉｌｔ）是
一种维管束病害，由尖孢镰刀菌引起（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘ－

ｙｓｐｏｒｕｍ）［４］。目前，芝麻枯萎病病原菌分离多采用
活体根部、茎秆切段直接进行分离［５－６］，利用此法分
离易造成杂菌污染，且大量快速分离难度大、效率
低。对枯萎病病原菌的纯化常采用在菌落边缘挑取
菌块再次接种或在显微镜下进行单孢分离的方式，
前者常常纯化不彻底，后者挑取单孢效率低。为此，

　河南农业科学，２０１２，４１（１）：９２－９５
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｎａｎ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ



对从干燥的芝麻枯萎病株材料中分离和纯化病原菌

进行了研究，旨在为快速、高效提取与纯化芝麻枯萎
病病原菌提供技术支撑。

１　材料和方法

１．１　材料
依托国家芝麻产业技术体系对我国河南、安徽、

湖北、江西、河北、山西、吉林、辽宁等芝麻主产区不
同生育时期的芝麻枯萎病病株进行了采集，２００７－
２００９年共收集芝麻枯萎病病株１７７株，２０１０年６－
７月收集芝麻枯萎病病株４９株。

１．２　培养基制备
用于菌株分离、纯化的培养基以传统ＰＤＡ培养基

（去皮马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１２ｇ、水１　０００
ｍＬ）为基准。将培养基ｐＨ值调至６．８或以自然状态
于１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ。根据分离量多少，准
备好灭菌的培养基，并于倾倒时加入１００μｇ／ｍＬ链霉
素，每皿倒入１０～２０ｍＬ培养基制成平板。

１．３　芝麻枯萎病病原菌的分离
对收集的芝麻枯萎病病株，设置活体病株茎秆

切段直接分离和干燥病株茎秆分离２组试验。活体
病株茎秆分离，采取新鲜病株的病健交界处组织用

７５％乙醇消毒３０ｓ，无菌水冲洗３～４次，再用

１．２５％的次氯酸钠溶液浸泡１０～１５ｍｉｎ，无菌水冲
洗３～４次，用无菌切割刀切取０．３ｃｍ×１．０ｃｍ的木

质部薄片于含有１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＰＤＡ培养基平
板上，在２６℃恒温箱中培养获得菌株。干燥病株茎
秆分离是将采集的活体病株置阴凉处充分干燥后，在
超净工作台上将病株接近根部茎秆切成２～３ｃｍ的
茎秆小段（图１Ａ），用７０％乙醇表面消毒１ｍｉｎ，无菌
水冲洗３～４次，将茎秆小段从中部纵切成两半，使髓
部维管束组织显露出来，之后用镊子轻轻夹取中央维
管束组织放于含有１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＰＤＡ平板上
（图１Ｂ），置２６℃恒温箱中保湿培养７２ｈ后，即可培
养出枯萎病病原菌菌落（图１Ｃ）。挑取菌落上少量菌
丝进行镜检，以确定病原菌种类（图１Ｄ）。

１．４　芝麻枯萎病病原菌的纯化
将上述分离到的无杂菌污染的菌株进行纯化，采

用普通纯化方法和孢子悬浮液纯化２种方法。前一
种方法直接从分离到的菌落边缘挑取菌丝进行接种，
后一种方法步骤为：初步鉴定病菌为枯萎病病原菌
后，在ＰＤＡ平板接种处切取一块０．４ｃｍ×０．８ｃｍ的
菌饼，放置于１．５ｍＬ离心管中，加８００μＬ无菌水，剧
烈振荡１ｍｉｎ，制备成孢子悬浮液；吸取孢子悬浮液

１５μＬ，用血球计数器计数，并配制成含量为１００～
１　０００个／ｍＬ的孢子悬浮液；吸取１５０μＬ孢子悬浮液
均匀涂布于ＰＤＡ平板上，２６℃下培养６０ｈ后，长出
多个单孢菌落（图１Ｅ），挑选部分单孢菌落于ＰＤＡ试
管斜面或新的ＰＤＡ平板上（图１Ｆ），用于保存、研究，
即完成芝麻枯萎病病原菌的单孢分离纯化。

Ａ．从芝麻枯萎病病株茎秆病健交界处截小段；Ｂ．将茎秆小段从中部纵切成两半，用镊子夹取中央维管束组织置于
ＰＤＡ培养基上进行培养；Ｃ．培养７２ｈ后，在ＰＤＡ培养基上形成真菌菌落；Ｄ．对真菌菌落进行镜检，确定为芝麻枯萎
病病原菌；Ｅ．配制适宜浓度的孢子悬浮液，涂布于ＰＤＡ平板后形成多个单孢菌落；Ｆ．分离出的单孢菌落。

图１　改进的芝麻枯萎病病原菌分离及纯化过程

２　结果与分析

２．１　芝麻枯萎病病原菌的分离结果
对２０１０年６－７月采集的４９株新鲜芝麻枯萎

病病株，采用活体病株分离方法进行枯萎病病原菌
的分离，结果成功分离得到３６株无杂菌污染的枯萎
病病原菌，分离率为７３．５％。对２００７－２００９年在
全国芝麻主产区收集的１７７株病株，采用干燥病株
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分离方法进行枯萎病病原菌的分离，结果成功分离
得到１６４株无杂菌污染的枯萎病病原菌，分离率达
到９２．７％。从芝麻枯萎病病原菌分离试验结果可
以看出，采用干燥病株分离方法的成功率明显高于
活体病株分离方法的成功率，且干燥病株分离方法
所分离部位为维管束组织，隔离了病株外围其他非
枯萎病病原菌，减少了杂菌污染。此外，干燥的芝麻
病株维管束组织易于分离枯萎病病菌，分离效率高，
为大量、快速分离芝麻枯萎病病株提供了条件。

２．２　芝麻枯萎病病原菌的纯化结果
采用直接从菌落边缘挑取菌块再次接种的方法

进行芝麻枯萎病病原菌的纯化，对纯化后的菌落进
行形态学观察时发现，有些菌落存在纯化不彻底的
现象，主要表现在菌落颜色、菌落形状、生长速度和
大孢子类型等性状上的不一致性。采用孢子悬浮液
涂布的方法进行纯化，对纯化后得到的单孢菌落观
察发现，其在菌落颜色、菌落形状、生长速度和大孢
子类型等性状上都表现得较为一致，保证了菌株的
纯合性（表１）。同时，采用孢子悬浮液进行单孢分
离简单易行，提高了纯化菌落的效率，从而也保证了
快速高效地分离芝麻枯萎病病原菌。

表１　２种芝麻枯萎病病原菌纯化方法的效果比较

纯化方法 菌落颜色 菌落形状 生长速度 大孢子类型

菌块再次接种 不一致 多为嵌合型 不一致 多样

孢子悬浮液 一致 一致 均匀一致 一致

３　结论与讨论

目前芝麻枯萎病病原菌分离多采用活体根部、
茎秆切段直接进行分离［５－６］，这样木质部、韧皮部等
有非维管束的杂菌存在，加上根部非芝麻致病性镰
刀菌普遍存在，容易造成非致病镰刀菌等杂菌污染，
给枯萎病病原菌的分离造成很大困难。同时分离到
的病原物要进行重接种致病性试验，才能确证其是
否为芝麻枯萎病病原菌，但根据基因对基因学说，致
病性测定与寄主芝麻品种有关，加上分离菌株的多
次接种培养和环境条件的改变，致病性结果也与采
集时病株病症产生偏差，给致病性测定工作带来很
大困难。此外，不同时间、地区采集的芝麻枯萎病病
株由于地点比较分散、时间跨度长，活体分离时难以
做到大量快速分离。本研究采用的从干燥芝麻枯萎
病病株中分离病原菌的方法具有很多优点，首先，茎
秆干燥时维管束组织与木质部容易分离，病株外围
木质部等作为天然屏障隔离其他非枯萎病病原菌，
减少茎秆表面、韧皮部和木质部非致病性镰刀菌等
杂菌污染；其次，从具有明显症状的芝麻茎秆维管束

组织中获得病原菌，来源明确，保证了该菌为高侵染
性病原菌；其三，直接通过挑取干燥维管束组织进行
分离，操作简便易行，分离效率高。
国内外对枯萎病病原菌的纯化方式多是在菌落

边缘挑取菌块再次接种纯化［６－７］，这样不容易得到完
全纯化的枯萎病病原菌菌株；而通过显微镜进行单
孢分离［８］，虽然可以保证纯化的质量，但操作困难、
繁琐、效率低。本研究在对芝麻枯萎病病原菌进行
纯化过程中，采用小ＰＤＡ菌块制备一定浓度的分
生孢子悬浮液并涂平板培养，可简单快速地挑取、分
离单孢菌落，避免了纯化不彻底和通过显微观察挑
取单孢效率低的弊端。另外，在分生孢子悬浮液的
平板培养基上添加了链霉素，其添加量对分离的单
孢菌落生长有很大影响，本试验在分离纯化培养基
中添加的链霉素量主要参照戴水莲等［９］的研究结

果，未做链霉素质量浓度梯度试验，因此，对于分离
芝麻枯萎病病原菌时链霉素使用的最佳质量浓度还

有待于进一步研究。
综上分析，采用干燥芝麻枯萎病病株进行病原

菌分离和采用孢子悬浮液对菌株进行单孢分离纯化

技术，能够准确、高效地分离和纯化出芝麻枯萎病病
原菌。同时，本研究也为其他能够引起维管束病害
的病原菌分离及其纯化提供借鉴。
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