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摘要：采用改良ＣＴＡＢ法提取河南省５种植物白粉菌ＤＮＡ，扩增其ｒＤＮＡ内转录间隔区（ＩＴＳ）序列，

并进行亲缘关系分析。结果表明：寄生于凤仙、豇豆和菊芋的叉丝单囊壳属白粉菌，其ＩＴＳ序列聚在

一支，遗传距离小，亲缘关系近；寄生在大叶黄杨上的冬青卫矛白粉菌和番茄上的新番茄粉孢菌，其

ＩＴＳ序列聚在另外一支。此分析结果与５种白粉菌的形态学分类结果相一致，说明ＩＴＳ序列分析技

术可以为病原菌的分类鉴定及系统发育等研究提供依据。
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　　植物白粉菌是一类广泛传播的植物病原专性寄

生真 菌，属 于 子 囊 菌 亚 门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）、核 菌 纲

（Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）、白 粉 菌 目（Ｅｒｙｓｉｐｈａｌｅｓ）、白 粉 菌 科

（Ｅｒｙｓｉｐｈａｃｅａｅ）。白 粉 菌 目 的 分 类 以 菌 丝 的 寄 生 部

位、闭囊壳内子囊数目、外部的附属丝形态及分生孢

子形态等为主要依据，包含１个科、２１个属和５００多

个种，每种白粉菌都有特定的寄主，能够感染９　０００多

种单子叶植物和６５０多种双子叶植物［１－２］。白粉菌主

要侵染叶片，发病初期多在叶面上出现白色霉点，之
后会逐渐扩展为霉斑，最后扩大连成一片，使整个叶

面布满白色粉状物，后期在白色霉斑上会出现许多黑

色小颗粒［３］。
传统的白粉菌分类以其形态特征为主要依据，但

白粉菌各个种之间的分类性状无显著的差别，通常在

鉴定某个种时，需与已知种类的性状逐个进行比较，
还需要在易混淆的几个种之间进行鉴别，同时由于环
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境的影响，病菌较易发生变异，使形态鉴定的结果不

能准确客观地反映白粉菌真实的亲缘进化关系，因

此，传统分类具有一定的难度和局限性［４］。分子生物

学的快速发展对真菌分类学产生了积极的促进作用。
核糖 体ｒＤＮＡ 内 转 录 间 隔 区（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）不加入成熟核糖体，所以ＩＴＳ片段在进化

过程中承受的自然选择压力非常小，因此能容忍更多

的变异，在绝大多数的真核生物中表现出极为广泛的

序列多态性，即使是亲缘关系非常接近的２个种在

ＩＴＳ序列上 也 可 能 表 现 出 差 异，显 示 最 近 的 进 化 特

征。由于ＩＴＳ的序列分析能实质性地反映出属间、种
间以及菌株间的碱基对差异，且ＩＴＳ序列片段较小、
易于分析，目前已被广泛应用于真菌属内不同种间或

近似属间的系统发育研究［５－６］。本研究对在河南省不

同地区收 集 到 的 不 同 植 物 体 上 发 生 的 白 粉 菌 进 行

ｒＤＮＡ　ＩＴＳ序列分析，构建白粉菌系统发育树，从分子

系统学角度探讨不同白粉菌的亲缘关系，以期为病原

菌的分类鉴定及系统发育等研究提供依据，为筛选抗

原及抗病育种奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料

４种白粉菌标样采自河南省商丘市，其寄主植物

分别为：番茄、凤仙、豇豆和菊芋，１种白粉菌标样采

自河南省周口市，寄主植物为大叶黄杨。

１．２　孢子收集

由于白粉菌为专性寄生菌，只能在活体寄主上生

存，因此，直接从新鲜寄主植物表面用干净的小毛笔

刷下分生孢子，将其收集于１．５ｍＬ的离心管中，并尽

快带 回 实 验 室，在－２０℃冰 箱 中 保 存，以 备 提 取

ＤＮＡ［７］。

１．３　试验方法

１．３．１　总ＤＮＡ的提取　取少量白粉菌加入５０μＬ
２％的ＣＴＡＢ提取液研磨，加５倍体积的２％ＣＴＡＢ提

取液，５８℃水浴１ｈ（期间上下颠倒离心管若干次）后
冷却至室温；加等体积氯仿∶异戊醇（２４∶１）混 匀，

４℃、１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加１／１０体

积的１０％的ＣＴＡＢ，振荡后加等体积的氯仿∶异戊醇

（２４∶１），４℃、１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加等

体积的 异 丙 醇，振 荡 摇 匀，于－２０℃放 置３０ｍｉｎ；

４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清，以７０％乙醇

洗２次，晾 干 沉 淀（超 净 工 作 台 上），加 适 量 无 菌

ｄｄＨ２Ｏ，－２０℃下保存备用［８］。利用１％琼脂糖凝胶

电泳检测所提取ＤＮＡ的完整度。

１．３．２　ＩＴＳ区序列扩增　ＩＴＳ区扩增引物采用真菌

核 糖 体ｒＤＮＡ 通 用 引 物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ－
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ－
ＧＡＴＡＴＧＣ　３－′）［９］，由宝生物工程（大连）有限公司合

成。ＰＣＲ反 应 体 系２０μＬ：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ、ｄＮＴＰ
１．６μＬ、引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４各０．６μＬ、模板ＤＮＡ　０．５

μＬ、Ｔａｑ聚合酶０．５μＬ、灭 菌 重 蒸 水１４．２μＬ。ＰＣＲ
扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５０℃
退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸１０
ｍｉｎ［８］。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭

染色后，利用凝胶成像系统（Ｇｅｎｏｓｅｎｓ　１５００）观察结果

并照相。

１．３．３　序列测定　将ＰＣＲ扩增产物纯化后克隆至

ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，转 化 至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感 受 态 细 胞

中，并将阳性克隆菌株送至南京金思瑞生物科技有限

公司测序。

１．３．４　序列分析　利用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ程序将不同植物

白粉病菌的ＩＴＳ序列匹配排列，用 ＭＥＧＡ　４．０软件

对上述序列进行碱基含量和多态位点分析，并基于

Ｋｉｍｕｒａ－２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒ双 参 数 模 型，采 用 邻 近 距 离 法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒ　ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统进化树以推演系统发

生关系。同时采用ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法，经１　０００次循环检验

系统树的可靠性。

２　结果与分析

２．１　白粉菌总ＤＮＡ提取及ＩＴＳ序列扩增结果

采用ＣＴＡＢ法提取５种白粉菌的总ＤＮＡ，电泳结

果显示，均获得了分子量大小约为１５ｋｂ的ＤＮＡ条带

（图１）。采用真菌核糖体ＩＴＳ区段的通用引物ＩＴＳ１和

ＩＴＳ４，对白粉菌基因组ＤＮＡ进行扩增，均得到１条６００
ｂｐ左右的ＤＮＡ片段（图２）。测序结果表明，该片段包

括了完整的核糖体ＩＴＳ序列，５种白粉病菌的ＩＴＳ区

序 列 长 度 为６０３～６４２ｂｐ，其 中１８Ｓ序 列 长 度３０～
７０ｂｐ，ＩＴＳ１长度１７４～２１８ｂｐ，５．８Ｓ长度１５２～１５６ｂｐ，

ＩＴＳ２长度１４１～１８３ｂｐ，２８Ｓ长度１１～６０ｂｐ（表１）。

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．凤仙；２．豇豆；３．菊芋；４．大叶黄杨；５．番茄

图１　５种白粉菌基因组ＤＮＡ电泳图谱
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图２　５种白粉菌ＩＴＳ序列扩增结果

２．２　白粉病菌ＩＴＳ序列分析和进化树构建结果

对５种植物白粉病菌ＩＴＳ序列用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ同

源对齐，必要 时 进 行 手 工 排 序，比 对 结 果 如 图３所

示。这５条ＩＴＳ序 列 中，ＦＪ６２５７９６、ＧＱ９２７２５３和

ＧＱ９２７２５４序列接近，其` 中ＦＪ６２５７９６和ＧＱ９２７２５３

序列完全相同，与ＧＱ９２７２５４序列之 间 存 在１个 碱

基的差异，这３条 序 列 与 ＨＱ０１２４３２、ＥＵ８２８５２１具

有较大的差异，较多碱基缺失的位点达４处，另外还

有一些几个碱基缺失的情况。

表１　５种白粉菌的ＩＴＳ序列长度

白粉菌种类 登录号 寄主植物
ＩＴＳ各区段位点

ＩＴＳ　 １８Ｓ ＩＴＳ１　 ５．８Ｓ ＩＴＳ２　 ２８Ｓ

凤仙白粉菌（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａ　ｂａｌｓａｍｉｎａｅ） ＦＪ６２５７９６ 凤仙 ６０３　 １－６９　 ７０－２４４　 ２４５－４００　 ４０１－５４２　 ５４３－６０３

菜豆叉丝单囊壳白粉菌
（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａ　ｐｈａｓｅｏｌｉ）

ＧＱ９２７２５３ 豇豆 ６０３　 １－６９　 ７０－２４４　 ２４５－４００　 ４０１－５４４　 ５４５－６０３

棕丝单囊白粉菌（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａ　ｆｕｓｃａ） ＧＱ９２７２５４ 菊芋 ６０３　 １－６９　 ７０－２４４　 ２４５－４００　 ４０１－５４４　 ５４５－６０３

大叶黄杨白粉菌（Ｅｒｙｓｉｐｈｅ　ｓｐ．） ＨＱ０１２４３２ 大叶黄杨 ６４２　 １－７０　 ７１－２８９　 ２９０－４４６　 ４４７－６３０　 ６３１－６４２

新番茄粉孢菌（Ｏｄｉｕｍ　ｎｅｏｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ） ＥＵ８２８５２１ 番茄 ６４０　 １－３０　 ３１－２４９　 ２５０－４０２　 ４０３－５８２　 ５８３－６４０

图３　５种白粉菌ＩＴＳ序列的对比分析

　　用 ＭＥＧＡ　４．０软件分析处理，构建系统进化树

（图４）。从图４可以看出，５个物种形成了２个进化

距离较远 的 大 分 支。寄 生 在 凤 仙（ＦＪ６２５７９６）、豇 豆

（ＧＱ９２７２５３）和 菊 芋（ＧＱ９２７２５４）的 叉 丝 单 囊 壳 属 白

粉菌间的遗传距离较小，亲缘关系近，其ＩＴＳ序列紧

密聚在一支，这与其形态学分类结果相一致；寄生在

大叶黄杨（ＨＱ０１２４３２）上的冬青卫矛白粉菌和寄生在

番茄（ＥＵ８２８５２１）上的新番茄粉孢菌聚在另外一支。
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图４　５种白粉菌的 ＭＥＧＡ系统发育树

３　讨论

植物白粉病害是一个较为模糊的定义，病原菌种

类繁多，利用传统的病菌分类方法，具有分类性状无

极显著差别、在一定程度上受人为因素的干扰、易混

淆的缺点，不能充分反映物种的进化关系；而且多种

病原菌仅具有无性阶段，没有有性阶段，使病原菌鉴

定时更为困难［１０］。分子生物学技术的发展为系统分

类研究者开辟了新途径，目前应用于真菌分类研究的

分子 生 物 学 技 术 主 要 有 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

（ＲＦＬＰ）、ＤＮＡ扩增片段长度多态性 （ＡＦＬＰ）、扩增多

态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）、核 糖 体ｒＤＮＡ内 转 录 间 隔 区

（ＩＴＳ）序列分析技术等［１１］。甘丽萍等［７］利 用ＲＡＰＤ
标记对甘肃兰州等地的１２种白粉菌种间的亲缘关系

进行了研究。魏松红等［１２］利用ＲＡＰＤ对东北春麦区

小麦 白 粉 病 菌 生 理 小 种 进 行 了 鉴 定。但 陈 作 红

等［１３］、孙文秀等［１４］认为，ＲＡＰＤ技术在研究真菌系统

发育时具有一定的局限性。

ＩＴＳ序列作为一种遗传分子标记，与形态标记、细
胞学标记和生化标记相比，具有明显的优越性。ＩＴＳ区

受外界环境影响较小，进化速度快，既具保守性又在

科、属、种水平上具有特异性，而且序列长度适中，含足

够量的遗传信息，为病原菌的分类鉴定及系统发育等

研究提供了重要依据［５］。本课题组之前对来自河南省

不同地区的５种白粉菌进行了显微形态学分析和初步

鉴定［１５］。本研究克隆了这５种白粉菌的ＩＴＳ序列，并
进行了分析，结果表明，这５种白粉菌形成了２个进化

距离较远的大分支。其中凤仙、豇豆和菊芋白粉菌序

列紧密聚在一起，从其支长可以看出，这３株菌的遗传

差异不大，表明这３种菌株有着较近的亲缘关系。而

另外一支包括大叶黄杨和番茄白粉菌序列，从分支的

长度来看，它们的亲缘关系相对较远。根据序列比对

分析的结果，这２个大支代表类群的进化差异，主要体

现在若干处碱基的插入或者缺失。
分析结果表明，由５种白粉菌ＩＴＳ序列分析的

亲缘关系与传统形态学分类的鉴定结果是一致的，
这与 前 人 的 研 究 报 道 一 致。Ｈｉｒａｔａ 等［１６］采 用

ｒＤＮＡ　ＩＴＳ序列分析，对白粉菌单丝壳属的７９个种

进行了 亲 缘 进 化 分 析，结 果 表 明，通 过ＩＴＳ分 子 系

统发生进行的分类与通过形态学及病原菌的侵染性

进行的分类是一致的。因此，根据ＩＴＳ序列进行的

分类能够反映白粉菌之间的亲缘关系。本课题组将

对河南省不同地区的白粉菌进行系统研究与鉴定，
进一步了解各地白粉菌的种类，并及时监测其小种

分化，为开展白粉病检测和防治提供理论依据。
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