
收稿日期:2007-10-12

作者简介:张　钰(1981-),女 ,山西繁峙人 , 在读硕士研究生 ,研究方向:药用植物真菌病害。
通讯作者:傅俊范(1958-),男 ,辽宁朝阳人 , 教授 ,博士生导师 , 主要从事药用植物真菌病害和植物病害流行学研究。

E-mail:fujf@syau.edu.cn

红花黑斑病菌的分离与鉴定
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摘要:对辽宁省多个地区的红花黑斑病进行了病害调查 ,对病田中采集到的大量病组织进行分离 、

纯化得到了一种半知菌亚门的链格孢属真菌 。在进行了形态学和生长特性等初步研究后 ,根据柯

赫氏法则 ,用该菌接种健康的红花叶片 ,最终致使叶片发病 ,由此确定红花黑斑病的病原菌为半知

菌亚门 、从梗孢目 、链格孢属真菌红花链格孢菌(A lternaria cartham i Chowdhury),在试验中还发

现伤口有利于病害的发生 。
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　　红花(Carthamus tinctorius L .)属菊科一年生

草本药用植物。原产埃及 ,我国东北三省以及新疆 、

河南 、四川 、浙江等大部分地区均有栽培 。红花以花

入药 ,苦 、辛 、性温 。有活血通经 、祛瘀止痛的功效 。

红花黑斑病是危害红花叶片的主要病害 ,分布较广 ,

红花各产区均有发生 。随着辽宁省红花栽培面积的

迅速发展 ,黑斑病日趋严重 ,造成严重减产 ,给红花

生产带来了巨大的损失 。为此 ,对辽宁省红花黑斑

病发生危害情况进行了调查 ,并对该病的病原菌进

行了分离 、纯化 、鉴定 ,初步提出该病害的防治方法 ,

以期为该病的进一步研究提供理论依据 。

1　材料和方法

1.1　病害调查及病状观察

于 2006年对沈阳农业大学药材种植园内及辽

宁省内的红花种植地进行了定点 、定株 、定时地观察

记录 ,用对角线五点取样法 , 统计调查病株数 、病

叶数 。

1.2　病害标本的采集

红花黑斑病的病害标本于 2006年 6月采于沈

阳农业大学药材种植园。

1.3　病原菌的分离 、培养及鉴定

将田间采回的病叶 ,用清水冲洗干净 ,采用常规

组织块分离法分离
[ 1]
。用单孢法分离纯化

[ 2]
,根据

寄主组织上病菌形态和显微特征进行鉴定。

1.4　接种试验

分别采用离体接种和活体接种 2种方式接种 ,

接种浓度为 25×10
4
个/mL ,在离体叶片接种时 ,采

用叶正喷雾 、叶背喷雾 、针刺喷雾 ,每处理 4次重复 ,

以喷施无菌水为对照 ,将接种后的叶片置于 25℃培

养箱内恒温恒湿观察;室内盆栽试验 ,接种浓度及方

法同离体接种 ,重复 3 次 ,以喷施无菌水为对照 ,套

上塑料袋室内保湿培养 。

2　结果与分析

2.1　病害发生情况

调查发现 ,人工栽培红花地区均不同程度发生

黑斑病 ,病田率 100%,病株率 70%以上 ,病情指数

58.3。地势低洼 、排水不畅 、防治不及时地块容易流

行成灾 。病害始发期为 7月上中旬 ,8 月为发病高

峰 。发病后期病斑连片 ,叶片出现干枯 、死亡 ,严重

影响红花的产量。

2.2　病害症状特点

该病主要危害叶片 ,也可危害叶柄及茎。发病

初期 ,叶片上出现暗黑色斑点 ,扩大后为圆形或近圆

形褐色病斑 ,直径 3 ～ 12mm ,同心轮纹不明显 ,后期

病斑中央坏死。湿度大时病斑两面均可产生灰褐色

至黑色霉层 ,为病菌分生孢子梗及分生孢子(图 1)。

幼苗期发病子叶上有明显病斑 ,向下扩展后在胚轴

上形成坏死条斑 ,子叶凋萎 ,植株死亡 。
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2.3　病原菌鉴定结果

镜检发现大量分生孢子梗和分生孢子。分生孢

子梗单生或 2 ～ 6根簇生 ,褐色 ,顶端近无色 ,基部细

胞稍大 ,不分枝 ,正直或具 1 ～ 2个膝状节 ,有 2 ～ 10

个隔膜 ,大小为 43.0 ～ 56.5μm ×7.5 ～ 11.0μm 。

分生孢子单生或 2 ～ 4个串生 ,多为倒棍棒状 ,少数

不规则形 , 大小为 62.0 ～ 80.0μm ×20.0 ～

30.0μm ,孢身至喙部逐渐变细 ,具横隔膜 4 ～ 9个 ,

纵隔膜 0 ～ 6个 ,喙无色至浅褐色 , 13.0 ～ 47.5μm ×

3.5 ～ 6.0μm ,(图 2 ,图 3)。参照真菌分类相关文

献[ 3] ,确认红花黑斑病病原菌为红花链格孢(A lter-

naria cartham i Chowdhury)属半知菌亚门 、从梗孢

目 、链格孢属真菌。

图 1　红花黑斑病田间症状

图 2　红花链格孢菌落生长状况(3d)

图 3　红花链格孢分生孢子

2.4　病原菌培养特征

在 PDA 培养基上 , 25℃恒温培养 ,菌落绒毛

状 ,7 d 时直径达 85mm ,并产生大量分生孢子 。菌

丝生长初期为白色 ,随着培养时间的增加菌丝颜色

明显加重 ,培养 5 ～ 6d 后菌丝中部产生大量分生孢

子 ,而外围菌丝较多 ,分生孢子减少 ,最终 ,整个菌落

变为墨绿色 。

2.5　致病性测定

试验表明:红花链格孢菌经红花叶片伤口与气

孔接种均会引起叶片发病(表 1)。从伤口接种每叶

平均病斑数多 ,侵染面广 ,严重度高;气孔接种每叶

平均病斑数少 ,病状较轻;对照则无病斑 ,这表明在

温度为 25 ℃, 接种浓度为 25 ×10
4
个/mL 的条件

下 ,伤口有利于病原菌侵入并加重病害发生 。从接

种后发病叶片的病斑上分离得到同样的病原菌 。上

述结果充分证明 Alternaria carthami Chowdhury

是引起红花黑斑病的病原菌 。

表 1　红花链格孢菌的致病性测定

接种方式 是否发病
最初发病时间

(d)

发病率

(%)
严重度(病斑占
叶片面积)(%)

叶正喷雾 + 6 32.1 18.7

叶背喷雾 + 6 35.3 19.3

针刺喷雾 + 5 48.2 29.4

活体接种 + 7 45.3 13.1

CK - - - -

3　结论与讨论

经过对病叶标样的分离 、培养 、鉴定和接种试验

初步确定了红花黑斑病的病原种类 ,红花链格孢

(A lternaria carthami Chowdhury)是引起红花黑斑

病害的病原菌。本本试验对红花黑斑病病状进行了

描述 ,介绍红花链格孢分生孢子 、分生孢子梗及培养

性状。本研究采用 4种接种方法 ,均可发病 ,表明该

菌可从叶正 、叶背和伤口侵入 ,伤口最易侵入 ,发病

快而且明显。红花黑斑病在 7 , 8 月份危害明显

严重。

　　目前 ,国内外尚未见有关红花黑斑病害的系统

报道。病害侵染过程 、侵染循环及病原菌的生物学

特性等均不祥 ,无法满足生产上的防病需求 。本研

究的目的在于明确红花黑斑病病原菌的种类 ,危害

程度 ,为认识红花病害提供第一手资料 ,为开展红花

病害的深入研究和提出有效的防治方法奠定基础。

为了保障红花种植业的健康发展 ,应尽快开展有关

红花黑斑病病原学 、发病规律及防治技术的系统研

究 ,为病害防治提供科学依据。 (下转第 102页)
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策略 ,将信号肽(SP)序列插入到 pEGFP -C1 载体

EGFP 编码序列的起始密码子的后面 ,利用 EGFP

的起始密码子作为信号肽的第一个氨基酸 ,将编码

信号肽其余氨基酸的碱基平均分为两段 ,反向引物

携带前半段碱基 ,正向引物携带后半段碱基 ,用高保

真的 PrimeS TAR HS DNA 聚合酶(TaKaRa)扩增

pEGFP -C1质粒并保证 PCR产物末端不出现突出

的 A;然后进行末端磷酸化和高效平滑末端连接 ,平

端连接后引物携带的信号肽就导入到 EGFP 的起

始密码后面。鸡 IgλcDNA定向克隆于中间载体后

构建真核表达载体 ,用脂质体瞬时转染 COS 细胞 ,

荧光显微镜可直接观察到融合蛋白的分泌表达。本

研究分别利用鸡 Igλ轻链信号肽 、小鼠纤溶酶原信

号肽构建了鸡 Igλ轻链绿色荧光蛋白真核表达载

体 ,COS7细胞转染结果证明鸡 Igλ轻链自身所具有

的信号肽序列可以使表达的蛋白有效分泌到细胞

外。但是 ,小鼠纤溶酶原信号肽不能引导 Igλ轻链/

GFP 融合蛋白的分泌表达。试验结果说明在真核

表达体系中 ,信号肽序列对蛋白质向膜外转运有一

定影响 ,选择合适的信号肽才能促进重组蛋白的分

泌表达。
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