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摘要：为了寻找余甘子（Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ　ｅｍｂｌｉｃａ　Ｌ．）果实采后黑疔病的有效防治措施，在金沙江干热

河谷地区采集有典型黑疔病症状的余甘果，通过恒温恒湿储藏研究其发病规律，分别采用常规组织

分离法和孢子侵染法进行病原分离和致病性研究，并对具有致病性的菌株进行常规形态学鉴定和

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析。结果表明，余甘果储藏７ｄ后发病开始增多，到１３ｄ发病率达到１１．７％。

从果实病健交界处分离获得４个菌株，其中菌株Ｐｍｙ０２８回接感染率最高，１５ｄ达到９３．３％，确定

其为余甘果采后黑疔病的病原，经鉴定属于链格孢属菌株（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）。
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　　余甘子（Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ　ｅｍｂｌｉｃａ　Ｌ．），又名滇橄
榄，大戟科叶下珠属小乔木或灌木植物，原产于印
度、巴基斯坦、斯里兰卡等地［１］，我国南方热带、亚热
带地区有广泛分布，特别是在金沙江干热河谷地区
分布较为集中，其抗旱性强，是当地优势植物［２］。余

甘果含多种生物活性成分，能药食兼用，我国记载其
使用已有２　０００ａ历史，现代药理研究表明其具有抗
菌、抗氧化、抗癌、降脂、降血压等多重功效［３］。余甘
果采收后如无机械损伤贮藏于阴凉处，保存时间可
达２０～４０ｄ，但部分会受到曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、
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青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ）真菌感染而腐烂［４］。近年来发
现，余甘果贮藏过程中还会感染一种黑疔病，影响其
保藏和产品加工。为此，调查了余甘果采后黑疔病
的发病规律，并对病原进行分离，开展了致病性研究
和病原鉴定，为减少该病的发病率，延长果实的储藏
时间提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　生物材料　余甘子成熟果实，２０１１年１２月
至２０１２年３月采集于金沙江干热河谷地区的盐边
县、米易县和仁和区（均属攀枝花市）。

１．１．２　主要仪器与试剂　仪器：高压灭菌锅、超净
工作台、微量移液器、生化培养箱、恒温恒湿箱、低温
冰箱、数码显微镜、水平电泳槽、凝胶成像仪、高速冷
冻离心机、台式离心机、ＰＣＲ仪等；试剂：次氯酸钠、
无水乙醇、葡萄糖、琼脂、ＥＤＴＡ－２Ｎａ、Ｔｒｉｓ、溴化乙
锭、Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、合成引物等。

１．２　方法

１．２．１　发病规律的调查　选取自然采集无机械损
伤的新鲜余甘子果实１　０００枚，置于１５℃、空气湿
度６０％的恒温恒湿箱中，隔天观察一次，统计黑疔
病发病情况。

１．２．２　病原菌分离　采用ＰＤＡ培养基，按照常规
方法［５］进行组织分离培养。取表现典型症状的余甘
果，先用７０％乙醇进行表面消毒，再用新配制的３％
次氯酸钠溶液表面灭菌３０ｓ，然后无菌水清洗３次；
每一病斑于病健交界处分离５块病组织，同一病斑
的病组织块放于同一个培养皿中，在２５℃生化培养
箱中培养。共设计３０个重复（分离３个批次，每批
次重复数为１０个），以健康果为对照。培养４～
１０ｄ，观察并及时挑取长出的菌丝，进行编号、纯化、
归并，并进行数据统计，有效菌株用ＰＤＡ斜面保存
于４℃冰箱。

１．２．３　致病性测定　采用孢子侵染法［６］。将分离
到的疑似病原菌在ＰＤＡ培养基上培养７ｄ，加无菌
水制成孢子悬浮液，孢子浓度为每视野４０～６０个孢
子（４００×）。选用新鲜健康余甘果，用３％次氯酸钠
溶液对果实表面消毒，无菌水冲洗３次。用直径为

０．５ｃｍ的无菌滤纸片，蘸取孢子悬浮液后轻贴于余
甘果表面，余甘果表面分为有伤、无伤２种情况，有
伤处理即用灭菌的医用针头刺伤果皮造成伤口后接

种，各设计６０个重复（３个批次，每批次重复数为２０
个），以无菌水处理作对照（ＣＫ）。接种后的余甘果
在２５℃的生化培养箱中培养，每天观察、记录果实

发病情况，３～１５ｄ统计发病情况，并根据科赫法则
按１．２．２进行病原的再次分离和观察。

１．２．４　病原菌的形态观察与初步鉴定　将纯化的
病原采用ＰＤＡ 平板培养，观察菌落形态，采用插片
培养对其分生孢子形状、大小等进行观察测量，根据
上述特征参照文献［７］对其进行种属初步鉴定。

１．２．５　病原菌的分子生物学鉴定　采用ｒＤＮＡ－
ＩＴＳ序列分析对病原进行分子鉴定。将病原的菌丝
接种于液体ＰＤＡ中，取培养的菌丝球用液氮充分
研磨，采用 ＣＴＡＢ法提取病原菌的总ＤＮＡ［８］。采
用真菌ｒＤＮＡ通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行ＰＣＲ扩
增，ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′，

ＩＴＳ４： ５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。

ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，ＰＣＲ反应条件为：９５℃ 预
变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延
伸９０ｓ，２４个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测后，委托上海美
吉公司进行纯化，并运用 ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪进行
测序。所得序列经拼接后提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，利用

Ｂｌａｓｔ进行相关序列的同源性比较，获取的同源序列
采用 ＭＥＧＡ（４．０）构建系统进化树，以明确该病原
菌的分类地位。

２　结果与分析

２．１　余甘果黑疔病的特征及发病规律
发病果果皮并无损伤，初期出现黄褐色至黑褐色

小点，逐渐扩大成圆形或不定形的暗黑色病斑，病斑
周围常有黄色晕圈，边缘呈放射状，病斑直径约２～
５ｍｍ（图１）。从图２可以看出，果实储藏７ｄ后发病
率开始增加，到１３ｄ发病率达到１１．７％，之后发病率
增长缓慢，一个果有２个或２个以上病斑的比率即多
斑病果率随时间增加而增加，１５ｄ的比率为８．４％。

图１　余甘果采后黑疔病典型症状

２．２　病原菌的分离结果
分离到的病原菌经纯化后归并为４株，编号为

Ｐｍｙ０１１、Ｐｍｙ０１７、Ｐｍｙ０２８、Ｐｍｙ０３２，分离概率分别
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图２　余甘果采后黑疔病发病规律

为１９．３％、１２．０％、３５．７％、３．７％。健康果对照组亦
能分离到菌株，推测其为余甘果内生真菌，未作深入
研究。

２．３　病原菌致病性测定结果
菌株Ｐｍｙ０１１、Ｐｍｙ０１７、Ｐｍｙ０３２接种余甘果后，

有伤、无伤组果实均未表现明显症状，发病率低于

５％，与无菌水对照组的数据接近，说明这３个菌株不
是病原。菌株Ｐｍｙ０２８接种余甘果后，有伤组中３ｄ
即有果实表现明显症状，７ｄ发病率达到７８．３％，１５ｄ

的发病率为９３．３％，病斑呈圆形、深褐色，与黑疔病自
然发病症状相似。从接种发病部位的病健组织交界
处，可再分离到与接种菌株菌落培养性状和分生孢子
形态相似的菌株，从而确定Ｐｍｙ０２８菌株为余甘果黑
疔病的病原。而无伤组在接种后３ｄ未发现明显症
状，７ｄ发病率为８．３％，１５ｄ发病率也仅为１３．３％，
分析无伤组发病率低的原因是余甘果外果皮致密，表
面有一层天然果蜡，病原孢子难于侵入。

２．４　病原菌的形态学鉴定
对病原菌Ｐｍｙ０２８进行分离和纯化培养后，观

察到其菌落及显微特征如图３所示。ＰＤＡ上培养

７ｄ菌落呈灰黑色，背面呈黑色。菌丝直径２～
４μｍ，其分生孢子梗单生或簇生，直立，淡褐色至褐
色；分生孢子单生或短链生，倒棍棒形，淡褐色至褐
色，具纵横隔膜，分隔处稍缢缩，孢子大小为（４．０～
１５．０）μｍ×（１２．０～４０．０）μｍ，２～６个横隔膜，０～３
个纵斜隔。根据以上形态特征，判断Ｐｍｙ０２８属于
链格孢属菌株（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）。

图３　病原菌株Ｐｍｙ０２８菌落培养特征（Ａ）及分生孢子显微形态特征（Ｂ、Ｃ）

２．５　ＩＴＳ序列分析结果
扩增菌株Ｐｍｙ０２８的ＩＴＳ序列，得到大约５００ｂｐ

的片段，测序后采用Ｂｌａｓｔ分析并构建系统进化树。
从图４可以看出，菌株Ｐｍｙ０２８（ＧｅｎＢａｎｋ序列号为

ＫＣ８３１４４１）与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 菌 株 Ａ．ａｌｔｅｍａｔｅ
（ＪＱ８０９３２３．１）、Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ（ＫＣ３２９６１９．１）、Ａ．ｌｏｎｇｉｐｅｓ
（ＪＦ８０２１１２．１）、Ａ．ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ（ＪＦ８０２０９８．１）的同源性均
为１００％，从而可以确认菌株Ｐｍｙ０２８为链格孢属菌株。

图４　病原菌株Ｐｍｙ０２８ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列同源性比较的树状分析
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３　结论与讨论

通过对余甘果采后黑疔病病原的分离、致病性研
究和鉴定，可以得知，余甘果采后黑疔病的病原是链
格孢属菌株（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．），为今后余甘果采后黑疔
病的防控提供了理论依据。链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）真
菌是极为常见的一类分生孢子菌，全世界已描述的

５００个链格孢菌种级分类单位中，９５％以上寄生在植
物上，引起多种植物病害，给农业生产和贮运中的农
产品造成重大损失［９］。在引起水果病害方面，王友升
等［１０］报道，链格孢属真菌引起安哥诺李果实产生腐
烂病斑；宗淑萍等［１１］报道，链格孢属真菌引起冬枣黑
点病；唐淬［１２］报道，链格孢属真菌引起柑橘褐斑病。
本研究采用ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析对病原菌株

Ｐｍｙ０２８进行了分子鉴定，但其ＩＴＳ序列与多种链格
孢属真菌ＩＴＳ序列同源性为１００％，说明仅依靠ＩＴＳ
序列分析不能鉴定链格孢小孢子种，还需要通过多个
位点的保守基因分析等技术手段进行种间鉴别。
何彩梅等［１３］报道，在研究余甘子内生真菌时分

离得到了链格孢属菌株。魏宇昆［１４］曾提出内生真菌
是植物病原菌进化枝中的一个分枝，某些病原菌在特
定条件下毒力消失或减小，在植物体内维持平衡的拮
抗，即成为植物的内生真菌，但当环境条件发生改变，
其毒力还有可能恢复，从而导致宿主出现发病症状。
因此，推测链格孢引起余甘果采后出现黑疔病的发病
机制也有可能如此，但还需要进一步研究验证。
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