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广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室ꎬ 广西 桂林 ５４１００６ )

摘　 要: 为明确鉴定白及块茎腐烂病(根腐病)的病原菌ꎬ并筛选能够抑制病原菌的中药材提取物ꎮ 该研究

利用常规组织分离法对病原菌进行分离ꎬ通过形态学和分子生物学技术对致病菌株进行鉴定ꎬ同时观察了 ７
种中药材提取物对病原菌的抑菌效果ꎮ 结果表明:(１)从感病叶片、叶鞘及块茎中共分离得到 １４ 株真菌和

４ 株细菌ꎬ病原菌室内和室外回接表明菌株 ＧＦ￣１ 致病症状与田间一致ꎬ致病率均达到 １００％ꎮ (２)经形态学

鉴定ꎬ菌株 ＧＦ￣１ 为附球菌属(Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ)病原菌ꎬ菌落白色绒絮状ꎬ圆形ꎻ菌丝匍匐向外、向上生长ꎬ气生ꎬ无
色ꎬ有隔膜ꎬ有分枝ꎬ具有分生孢子和厚垣孢子ꎮ (３)菌株 ＧＦ￣１ 的 ＩＴＳ 序列(全长 ５２２ ｂｐ)与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已登

录的甘蔗的高粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬＭＮ４９３１１９.１)序列一致性最高ꎬ达 ９９.６２％ꎬ与已报道的白及叶斑病致

病菌高粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬ ＭＦ９４８９９４.１)的一致性为 ９８.８８％ꎮ (４)培养基中含有 ０.１~ ０.２ ｇｍＬ￣１的青

钱柳等 ７ 种中药材提取物ꎬ能够完全抑制 ＧＦ￣１ 菌落的生长ꎻ当培养基中含有 ０.０５ ｇｍＬ￣１的提取物时ꎬ肉桂

和丁香提取物仍然能够完全抑制菌落的生长ꎮ 综上认为ꎬ引起白及根腐病的致病菌为附球菌属高粱附球菌

(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ)ꎬ培养基中分别含有 ０.１~ ０.２ ｇｍＬ￣１的青钱柳、白及、厚朴、八角、肉桂、蛇床子和丁香 ７ 种中

药材提取物且均能完全抑制致病菌的生长ꎮ 该研究结果为白及根腐病的防治提供了理论指导ꎮ
关键词: 白及ꎬ 根腐病ꎬ 病原菌分离和鉴定ꎬ 高粱附球菌ꎬ 中草药提取物
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｔｈａｔ ｃａｕｓｅｄ ｔｕｂｅｒ ｒｏｔ ｉｎ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
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ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ:(１) Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ｆｏｕｒｔｅｅｎ
ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｌｅａｖｅｓꎬ ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈｓ ａｎｄ ｔｕｂｅｒｓ. Ｂｕｔ ｏｎｌｙ ｓｔｒａｉｎ ＧＦ￣１ ｃａｕｓｅｄ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ｗｈｏｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ. Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＦ￣１ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ １００％. (２)ＧＦ￣１ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ａ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｆｏｒｍꎬ
ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｍｙｃｅｌｉｕｍꎬ ｐｒｏｓｔｒａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｅｒｉａｌꎬ ｄｉａｐｈｒａｇｍｓ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈｅｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｉｄｉａ ａｎｄ
ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅｓ. (３)Ａｔ ｌａｓｔꎬ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ (ＩＴＳ) ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣１ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ
ｗａｓ ５２２ ｂｐ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ９９.６２％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ
ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ (ＭＮ４９３１１９. １) ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒｍ Ｓｏｒｇｈｕｍꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｒ ｔｈａｎ ｏｔｈｅｒｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ
(ＭＦ９４８９９４.１) ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ. (４)ＧＦ￣１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｆｕｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ
０.１－０.２ ｇｍＬ￣１ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｔｈａｔ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｔ ａｌｓｏ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｆｕｌｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ０.０５ ｇｍＬ￣１ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｓｓｉａ ｏｒ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔｅ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｔｈａｔ ｃａｕｓｅｄ ｔｕｂｅｒ ｒｏｔ ｉｎ
Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ. Ａｎｄ ＧＦ￣１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｆｕｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗｈｉｃｈ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ０.１－０.２ ｇｍＬ￣１ ｈｅｒｂａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓꎬ ｅ.ｇ.: Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｓｓｉａꎬ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔｅꎬ Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａ ｐａｌｉｕｒｕｓꎬ Ｂｌｅｔｉｌｌａ
ｓｔｒｉａｔａꎬ Ｈｏｕｐｏｅａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓꎬ Ｉｌｌｉｃｉｕｍ ｖｅｒｕｍ ｏｒ Ｃｎｉｄｉｕｍ ｍｏｎｎｉｅｒｉ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｒｏｔ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａꎬ ｔｕｂｅｒ ｒｏｔꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｈｅｒｂａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ

　 　 白及(Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ)为兰科(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)白

及属(Ｂｌｅｔｉｌｌａ) 多年生草本植物ꎬ别名白芨、连及

草、利知子、甘根等ꎮ 白及属植物全球有 ６ 种ꎬ均
分布在亚洲ꎬ其中中国有 ４ 种ꎬ分别为白及、小白

及、华白及、黄花白及(中国植物志ꎬ１９９９)ꎮ 白及

具有止血补肺、生肌止痛之功效ꎬ用于防治咯血、
吐血、慢性胃溃疡及肿瘤、外伤出血、疮疡肿毒、皮
肤皲裂等症(中华人民共和国药典ꎬ２０２０)ꎻ此外ꎬ
白及叶态优美、花大色艳、花期长ꎬ可在园林景观

中用于布置花坛、花境或花海(石晶ꎬ２０１０ꎻ朱娇

等ꎬ２０２０)ꎮ 此外ꎬ白及还可用于制作粘合剂、浆丝

绸、面膜或涂料以及酿酒等 (刘光斌等ꎬ ２００５ꎻ
Ｇｏｕｖｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 因此ꎬ白及是一种兼具药用、
观赏和工业价值的多用途植物ꎮ

近年来ꎬ随着市场需求量的逐年上升ꎬ种植规

模不断扩大ꎬ各类病害频繁爆发ꎬ如叶斑病(柯尚

艳等ꎬ２０１８ꎻＺｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、叶褐斑病和锈病等

(宋莉莎ꎬ２０１９)ꎬ严重影响了白及的产量和质量以

及观赏价值ꎮ 根腐病是白及的常见病害之一ꎬ大
多发生在 ６—８ 月ꎬ地下块茎出现褐色病斑ꎬ内部

呈黑褐色软腐状ꎬ并伴有腥臭味ꎬ整个根部维管束

被破坏ꎬ失去输水能力ꎻ地上茎秆、叶片基部和叶

鞘早期表现为褐色干枯状长条形病斑ꎬ边缘黄色

晕染状ꎬ后期则干枯至死ꎬ病株易连根茎从土中拔

出ꎬ发病块茎呈木质化纤维ꎮ 整体发病率在 １５％
左右ꎬ危害较大ꎬ一旦受害就会严重影响药材的品

质和产量ꎮ 该病害易与叶斑病混淆( Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 目前ꎬ虽然研究报道表明引起白及根腐病

的 病 原 菌 主 要 是 尖 孢 镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)和腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ) (孙乐乐等ꎬ
２０１３ꎻ宋莉莎ꎬ２０１９)ꎬ但这些研究并未报道引起根

腐病的地上部症状的病原菌ꎮ 鉴于以上情况ꎬ在
广西地区引起白及根腐病的病原菌是否与叶斑病

致病菌一致或者与根腐病致病菌一致目前尚不清

楚ꎮ 中药材提取物具有低污染、低毒、低残留的特

点ꎬ广泛用于中药材病害防治ꎬ如厚朴和蛇床子提

取液分别对黄芪和五味子根腐病具有很好的防治

效果(刘莹等ꎬ２００９ꎻ马伟等ꎬ２０１０)ꎮ 然而ꎬ这些中

药材提取物对白及病害的防治效果还需要验证ꎮ
本文以白及根腐病为研究对象ꎬ采用常规组织分

离法分离不同组织部位的病原菌ꎬ通过形态学且

结合分子生物学技术鉴定病原菌ꎬ并采用菌丝生

长速率法测定中药材提取液对病原菌的抑制效

果ꎬ以期明确鉴定广西地区根腐病的病原菌ꎬ并筛
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选出能够抑制病原菌的中药材提取物ꎬ为白及根

腐病防治提供理论指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

２０２１ 年 ６ 月ꎬ于桂林市雁山区(地处 １１０°１７′ Ｅ、
２５°０１′ Ｎ)采集白及病株ꎬ初步判断为叶斑病或根

腐病ꎮ 该病害多发生在 ６ 月中旬至 ８ 月初ꎬ整体发

病率在 １５％左右ꎬ发病初期地上部无症状ꎬ地下部

根系和块茎出现褐色病斑ꎬ块茎切开后呈黑褐色

软腐状ꎬ并伴有腥臭味ꎻ随着病情的加深ꎬ当地下

块茎出现 １ / ３ ~ １ / ２ 腐烂时ꎬ根系完全腐烂ꎬ地上茎

秆开始出现褐色ꎬ叶片尖部和基部出现不规则病

斑ꎬ病斑中央深褐色ꎬ边缘黄褐色至淡黄色ꎬ直至

萎蔫ꎬ茎秆容易被抽出(图 １)ꎮ

Ａ. 田间病株ꎻ Ｂ. 田间病株茎秆ꎻ Ｃ. 病株块茎ꎻ Ｄ. 健康块茎ꎻ Ｅ. 健康植株ꎮ
Ａ. Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｂ. Ｓｔａｌｋｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｃ. Ｔｕｂｅｒｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｌａｎｔꎻ Ｄ. Ｈｅａｌｔｈ ｔｕｂｅｒｓꎻ Ｅ. Ｈｅａｌｔｈ ｐｌａｎｔｓ.

图 １　 白及根腐病的症状
Ｆｉｇ. １　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｒｏｔ ｉｎ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ

１.２ 试验方法

１.２.１ 病原菌的分离　 参照常规组织分离法(方中

达ꎬ１９９８)ꎬ从发病植株上采集病叶、叶鞘和地下块

茎ꎬ冲洗干净ꎬ在病健交界处切下约 ５ ｍｍ × ５ ｍｍ
的小块组织ꎻ先用 ７５％的酒精处理 ３０ ｓꎬ再用 ０.１％
浓度的升汞溶液消毒 ６０ ｓ、无菌水冲洗晾干、无菌

滤纸吸干水分后移置于 ＰＤＡ 培养基上ꎻ在每个培

养皿中(Φ＝ ９０ ｍｍ)放入 ３ ~ ４ 块组织ꎬ于 ２５ ℃恒

温条件下培养 ３ ｄꎬ对其进行纯化培养ꎮ 采用平板

划线法进行菌种纯化ꎬ即在无菌操作台中用接种

环挑取菌丝ꎬ在 ＰＤＡ 平板上划线ꎬ进行编号后继续

置于 ２５ ℃ 恒温条件下培养ꎬ纯化至出现单个的菌

落即可ꎮ
１.２.２ 病原菌的致病性测定

１.２.２.１ 室内回接　 将 ３ 年生的白及组培苗健康植

株采回实验室ꎬ采取创伤接种法进行接种ꎮ 用无菌

水冲洗叶片和块茎ꎬ用无菌滤纸吸干表面水分ꎬ在
超净工作台内操作ꎬ步骤如下:用解剖刀将叶片背

面轻轻刮伤(约 ５ ｍｍ × ５ ｍｍ)ꎻ对块茎采用刺伤接

种法ꎬ使用直径 ５ ｍｍ 的打孔器在菌落边缘打取菌

饼ꎻ将带有菌丝那一面覆盖在叶片和块茎的伤口

处ꎬ以接种 ＰＤＡ 培养基的健康白及叶片和块茎为对

照组ꎻ每个叶片处理 ３ 个伤口ꎬ粘贴菌饼ꎬ重复 ３ 次ꎻ
每个块茎从中间切开ꎬ各处理 １ 个伤口ꎬ粘贴菌饼ꎬ
重复 ３ 次ꎮ 将样品平铺于带有湿润吸水纸的平盘

内ꎬ做保湿处理ꎬ６ ｄ 后统计感病数和发病率ꎮ 计算

公式:发病率＝(感病数 /接种总数)×１００％ꎮ
１.２.２.２ 田间回接 　 选择室内回接致病的菌株ꎬ进
一步进行田间回接验证ꎮ 选择健康植株的叶片ꎬ
用解剖刀轻轻割伤叶片上表面ꎬ面积约 ５ ｍｍ × ５
ｍｍꎬ使用直径 ５ ｍｍ 的打孔器取培养基中生长良

好的病原菌菌饼ꎬ将带有菌丝的一面贴向叶片ꎬ并
利用透明胶布粘附到已接种的叶片部位ꎻ以无菌

的 ＰＤＡ 培养基作对照ꎮ 每个处理 ３ 株ꎬ每张叶片

粘贴 ３ 个菌饼ꎬ共计 ９ 个接种部位ꎮ 用保鲜袋罩

住 ２４ ｈꎬ６ ｄ 后统计感病数和发病率ꎮ 计算公式:
发病率 ＝ (感病数 /接种总数) ×１００％ꎮ
１.２.２.３ 致病菌重新分离　 对田间回接致病的植株

进行再次分离ꎬ验证是否符合柯赫式法则ꎬ病原菌

的分离方法同 １.２.１ꎮ
１.２.３ 病原菌的形态学鉴定 　 对田间回接致病的

病原菌ꎬ挑取生长良好的病原菌菌落ꎬ采用插片培
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养法置于含有 ＰＤＡ 培养基的一次性培养皿中ꎬ在
２５ ℃ 恒温条件下培养ꎬ３ ~ ５ ｄ 后观察菌丝体、分
生孢子的形态ꎬ用 ｌｅｉｋａ 正置式显微镜 ＤＭ２５００ 拍

照ꎬ并测量分生孢子大小(长、宽)及菌丝直径ꎮ 同

时ꎬ查阅文献资料进行初步鉴定ꎮ
１.２.４ 病原菌的分子生物学鉴定 　 刮取菌丝ꎬ用液

氮研磨法破壁ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法提取病原菌菌丝的

ＤＮＡꎮ 采用真菌通用引物对 ＩＴＳ１ / ＩＴＳ４ 进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ将获得的 ＤＮＡ 片段进行 １％的琼脂糖凝胶

电泳检验ꎮ ＰＣＲ 产物的纯化和测序由武汉擎科创

新生物有限科技公司完成ꎬ将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ) 中核酸数据进行

ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩＡｄｖａｎｃｅ １１ 进行比

对ꎬ通过 ＭＥＧＡ ５.０ 进行 ＵＰＧＭＡ 分析生成系统发

育树ꎮ 通过同源性分析ꎬ对病原菌菌种进行分子

水平鉴定(李若瑜等ꎬ２００２)ꎮ
１.２.５ 中药材提取物对根腐病病原菌的抑制效

应　 把 ７ 种备试中药材于烘箱中 ６０ ℃ 烘干ꎬ粉
碎ꎬ过 ４０ 目筛(孔径 ０.４２５ ｍｍ)ꎬ密封后于－２０ ℃
下保存待用ꎮ 将乙醇作为溶剂ꎬ采用 ３ 次振荡浸

提法提取(韩建华等ꎬ２００２)ꎬ合并 ３ 次滤液进行减

压浓缩至质量浓度为 １ ｇｍＬ￣１ꎬ密封后于 ４ ℃冰

箱中保存ꎮ 采用菌丝生长速率法(吴文君ꎬ１９８８)
测定中药材提取液对白及根腐病致病菌的抑制效

果ꎮ 取质量浓度 １ ｇｍＬ￣１的中药提取液加入 ＰＤＡ
培养基中ꎬ摇匀ꎬ参照前人的浓度设计梯度制成浓

度分别为 ０.０５、０.１、０.２ ｇｍＬ￣１的带药平板(马伟

等ꎬ２０１０ꎻ刘莹等ꎬ２０１９)ꎬ以加入无菌水的 ＰＤＡ 培

养基为空白对照ꎮ 选用直径为 ５ ｍｍ 的打孔器ꎬ打
取菌落边缘的菌饼ꎬ接种于带药平板上ꎬ每组处理

重复 ３ 次ꎬ于 ２５ ℃ 恒温下培养ꎮ 培养 ４８ ｈꎬ每隔

２４ ｈ 用十字交叉法测量菌落直径ꎬ连续记录 ７ 次

结果ꎬ计算抑制生长率ꎮ 计算公式:抑制生长率 ＝
[(对照菌落直径－处理菌落直径) / (对照菌落直

径－菌饼直径 ５.０ ｍｍ)]×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 病原菌的分离

根据田间症状ꎬ初步判断为根腐病或叶斑病ꎮ
从感病植株的叶片、叶鞘和块茎的病健交界处分

别取样ꎬ分离病原菌ꎬ共分离出病原菌 １８ 株(真菌

１４ 株、细菌 ４ 株)ꎮ 其中ꎬ从叶片中分离得到 ２ 株

真菌和 １ 株细菌ꎬ从叶鞘中分离得到 ９ 株真菌和 ２
株细菌ꎬ从块茎中分离得到 ３ 株真菌和 １ 株细菌ꎬ
这说明分离的菌种相对较多且较为复杂ꎬ但不同

组织部位均没有分离到霉菌ꎮ 真菌编号为 ＧＦ￣１ ~
ＧＦ￣１４ꎬ细菌编号为 ＧＢ￣１ ~ ＧＢ￣４ꎬ其中 ＧＦ￣１ 和 ＧＦ￣
７ 在叶片、叶鞘以及块茎中均能分离得到ꎮ 图 ２:Ａ
示部分分离的菌株ꎮ
２.２ 病原菌的致病性测定

分别对 １８ 株菌株进行室内回接ꎬ接种 ３ ｄ 后

观察ꎬ发现真菌 ＧＦ￣１、ＧＦ￣４、ＧＦ￣５ 和 ＧＦ￣７ 出现较

明显的致病症状(图 ２:Ｂ)ꎬ６ ｄ 后统计发病率(表
１)ꎮ 对室内接种发病率较高的 ＧＦ￣１、ＧＦ￣４、ＧＦ￣５
和 ＧＦ￣７ 等进行田间回接ꎬ发现仅 ＧＦ￣１ 接种部位

呈现黑斑、有烧焦状、中间部位干枯(图 ３:Ａ)ꎬ室
内回接有明显的黄色晕斑(图 ２:Ｂ 中的 ＧＦ￣１)ꎬ切
开根茎后有腐烂(图 ２:Ｃ)ꎬ与田间采取病株时的

病害症状基本一致ꎻ其他菌株因致病病斑和对照

组没有继续扩大或者无感病症状而接种部位干枯

(图 ３:Ｂ－Ｅ)ꎮ 从接种 ＧＦ￣１ 的发病组织中重新分

离获得的病原菌ꎬ经纯化培养后与接种的病原菌

完全一致ꎬ符合柯赫式法则ꎬ这充分表明分离获得

的病原菌为该病的致病菌ꎮ
２.３ 病原菌形态学鉴定

病原菌 ＧＦ￣１ 在 ＰＤＡ 培养基上ꎬ于 ２５ ℃恒温

条件下培养 ５ ｄ ꎬ长出白色绒絮状菌落ꎬ菌丝匍匐

向外、向上生长ꎬ气生ꎬ菌落絮状ꎬ白色ꎬ圆形ꎬ菌落

背部中心褐色或黑褐色ꎬ周围绿褐色至黄褐色(图
４:ＡꎬＢ)ꎮ 菌丝无色ꎬ生长较快ꎬ有隔膜ꎬ直径为

３.２ ~ ６.９ μｍꎬ其分生孢子梗多分枝ꎻ厚垣孢子为长

方形或椭圆形ꎬ大小为 (６.５ ~ ９.６) μｍ×(６.５ ~ ７.１)
μｍꎬ分生孢子散生ꎬ呈卵形ꎬ大小为(５.３ ~ ８.９)μｍ×
(１.４ ~ ３.６)μｍ(图 ４:ＣꎬＤ)ꎮ 菌落培养 ５ ｄ 后直径

为 ５.２ ~ ７.０ ｃｍ(培养皿 Φ＝ ９０ ｍｍ)ꎮ 对照中国真

菌志没有发现类似的真菌种类ꎬ经查阅相关文献

资料(Ａｖｅｓｋａｍｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎬ初步判断 ＧＦ￣１ 病原

菌为附球菌属病原菌ꎮ
２.４ 病原菌 ＩＴＳ 区的序列系统发育分析

对菌株 ＧＦ￣１ 的 ＩＴＳ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增产物进

行测序、校对、剪切和拼接ꎬ获得全长为 ５５２ ｂｐ 的序

列ꎮ 将序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的相关数据进行一致性分

析ꎬ结果表明菌株 ＧＦ￣１ 的 ＩＴＳ 序列(ＴＳＢ１Ｇ６４３０１３)
与甘蔗的高粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬＭＮ４９３１１９.１)
序列一致性最高ꎬ为 ９９.６２％ꎬ 而与白及中分离的
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Ａ. 分离的 ４ 个菌株ꎻ Ｂ. ４ 个菌株室内回接ꎻ Ｃ. ＧＦ￣１ 室内回接块茎ꎻ Ｄ. 对照块茎ꎮ
Ａ. Ｆｏｕｒ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓꎻ Ｂ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｍꎻ Ｃ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣１ ｏｆ ｔｕｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｍꎻ Ｄ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｔｕｂｅｒｓ.

图 ２　 白及病原菌室内回接
Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｍ

Ａ. ＧＦ￣Ｉ 田间回接ꎻ Ｂ. ＧＦ￣４ 田间回接ꎻ Ｃ. ＧＦ￣５ 田间回接ꎻ Ｄ. ＧＦ￣７ 田间回接ꎻ Ｅ. 田间回接对照ꎮ
Ａ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｂ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣４ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｃ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣５ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｄ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦ￣７ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｅ. Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ.

图 ３　 白及病原菌田间回接
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｌｅｄ

高粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬＭＦ９４８９９４.１)序列一致

性为 ９８.８８％ꎮ 将这些序列利用 ＭＥＧＡ ５.０ 构建系

统进化树ꎬ该序列与甘蔗分离的高粱附球菌 (Ｅ.
ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬＭＮ４９３１１９.１) 聚为同一族ꎬ亲缘关系最

近ꎬ与已分离鉴定的白及高粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬ
ＭＦ９４８９９４.１)的亲缘关系相对较远ꎬ后者与烟草高

粱附球菌(Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍꎬＫＪ７６７０８０.１)聚为同一族ꎬ
这可能是因致病菌自身容易变异而引起的ꎬ这些病

原菌在分子进化方向上存在一定差异(图 ５)ꎮ

２.５ 中药材提取物对白及根腐病致病菌的抑制效果

中药材提取物对根腐病致病菌的抑制效果如

图 ６ 和表 ２ 所示ꎮ 与含无菌水培养的菌落(对照)
相比ꎬ培养基中分别含有 ０.１、０.２ ｇｍＬ￣１的 ７ 种中

药材提取物能够完全抑制 ＧＦ￣１ 菌落的生长ꎮ 当

培养基中添加低浓度(０.０５ ｇｍＬ￣１)的提取物时ꎬ
肉桂和丁香提取物仍能完全抑制菌落的生长ꎬ八
角提取物抑制菌的生长率达到 ９９.６％ꎻ而低浓度

的青钱柳、白及、 厚朴和蛇床子却不能完全抑制菌
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表 １　 部分菌株接种白及叶片 ６ ｄ 后的发病率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｉｘ ｄａｙｓ ｂｙ ｓｏｍｅ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

室内回接发病率
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｍ (％)

田间回接发病率
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ

ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ (％)

对照 ＣＫ ０ ０

ＧＦ￣１ １００.０ １００.０

ＧＦ￣３ ６６.７ ０

ＧＦ￣４ １００.０ ２５.０

ＧＦ￣５ １００.０ ３３.３

ＧＦ￣６ ６６.７ ０

ＧＦ￣７ １００.０ ４０.０

落生长ꎬ菌落直径分别为 １３.８、２５.６、６.６、９.９ ｍｍꎬ
抑制生长率分别为 ８２.４％、５８.８％、９６.８％、９０.２％ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 白及根腐病病原菌的鉴定

根腐病是由腐霉、镰刀菌、疫霉等多种病原菌

侵染引起的一种病害ꎮ 根腐病病原菌首先引起根

部腐烂ꎬ造成根部水分和养分的吸收功能逐渐减

弱ꎬ随后导致整株叶片发黄、枯萎ꎬ最后全株死亡ꎮ
除了这些典型特征外ꎬ本研究还发现白及根腐病

会导致白及的茎基部和叶鞘出现褐色长条形斑

块ꎬ这一特点与曾令祥等(２０１２)报道的丝核菌属

Ａ. 菌落正面ꎻ Ｂ. 菌落反面ꎻ Ｃ. 厚垣孢子ꎻ Ｄ. 分生孢子ꎮ 标尺: Ｃꎬ Ｄ＝ ５０ μｍꎮ
Ａ. Ｆｒｏｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙꎻ Ｂ. Ｂａｃｋ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙꎻ Ｃ. Ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅꎻ Ｄ. Ｃｏｎｉｄｉａ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: Ｃꎬ Ｄ＝５０ μｍ.

图 ４　 菌株 ＧＦ￣１的形态特征
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＧＦ￣１

图 ５　 菌株 ＧＦ￣１ 及其近缘种聚类分析的树状图
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＧＦ￣１ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

病原菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｐ.)引起白及块茎腐烂病症状

相似ꎮ 根腐病发病率高ꎬ对药材产量和品质危害

很大ꎬ目前已成为影响三七、白术、黄芪等多种药

用植物生产的主要病害ꎬ并发现镰刀属真菌为主

要病原菌(沈清清等ꎬ２０１４)ꎮ 孙乐乐等(２０１３)报

道ꎬ引起云南地区白及根腐病的病原菌是尖孢镰

刀菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ) 和 腐 皮 镰 刀 菌 ( Ｆ.
ｓｏｌａｎｉ)ꎻ宋莉沙(２０１９)鉴定了贵州地区白及根腐
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１、２、３ 分别表示浓度为 ０.０５、０.１、０.２ ｇｍＬ￣１ꎻ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 分别表示青钱柳、白及、厚朴、八角、肉桂、蛇床子和丁香ꎻ ＣＫ 表
示对照ꎮ
１ꎬ ２ꎬ ３ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０.０５ꎬ ０.１ꎬ ０.２ ｇｍＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ａꎬ Ｂꎬ Ｃꎬ Ｄꎬ Ｅꎬ Ｆꎬ Ｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａ ｐａｌｉｕｒｕｓꎬ Ｂｌｅｔｉｌｌａ
ｓｔｒｉａｔａꎬ Ｈｏｕｐｏｅａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓꎬ Ｉｌｌｉｃｉｕｍ ｖｅｒｕｍꎬ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｓｓｉａꎬ Ｃｎｉｄｉｕｍ ｍｏｎｎｉｅｒｉ ａｎｄ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＣＫ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ６　 不同中药材提取物对菌株 ＧＦ￣１的抑制效应
Ｆｉｇ. ６　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｔｏ ｓｔｒａｉｎ ＧＦ￣１

病致病菌是腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)ꎮ 本研究通过调

查、致病菌分离ꎬ结合形态学和分子序列鉴定ꎬ发现

引起广西桂林地区白及根腐病的致病菌与前人

(Ｐｅｒｅｌｌó ＆ Ｍｏｒｅｎｏꎬ ２００５ꎻＡｌｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻＯｌｉｖｅｉｒａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ朱香ꎬ２０１８ꎻＺｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)的报道不

同ꎬ鉴定为附球菌属真菌高粱附球菌 ( Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ
ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ)ꎮ 该病菌鉴定时间较晚ꎬ国内于 ２０１８ 年

后才逐渐报道ꎬ引起多种园艺植物叶斑病、褐斑病

或环斑病(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻＬａｕｒｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 该

致病菌引起白及叶斑病(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)的叶片

出现褐色斑块ꎬ周围有黄色晕圈ꎻ而本研究发现该

病菌早期引起白及地下块茎腐烂ꎬ有腥臭味ꎬ后期

导致茎基部和叶鞘基部长条形灰褐色斑块ꎬ斑块中

央呈干枯状、周围黄色晕圈ꎻ而分子序列聚类则不

是同一族ꎬ亲缘关系相对较远ꎬ这说明可能属于不

同生理小种引起的不同病害ꎮ

３.２ 中草药提取物对白及根腐病病原菌的抑制

效应

化学农药常用于药用植物根腐病的防治ꎬ虽
然具有疗效快、操作方便、价格低廉等优点ꎬ但易

造成农药残留量超标ꎬ从而影响药材的品质ꎻ而植

物源杀菌剂具有安全无毒害的作用ꎬ但控制药用

植物根腐病的效果较慢ꎬ并且易受环境影响(穆向

荣等ꎬ２０１４)ꎮ 丁香酚是丁香提取物的主要成分ꎬ
通过干扰微生物的细胞膜结构起到抗菌作用(于

未博ꎬ２０２０)ꎻ北细辛主要化学成分为萜类化合物ꎬ
具有提高免疫力功能、抗菌等功效ꎬ蛇床子主要成

分蛇床子素具有较好的速效性(马伟ꎬ２０１０ꎻ肖瑶ꎬ
２０１９)ꎻ刘莹等(２００９)发现厚朴主要活性成分厚朴

酚具有抗炎抗菌等作用ꎻ赵庆芳等(２０１１)发现同

种物质丙酮溶液的抑菌效果明显好于水溶液ꎮ 高

粱附球菌 (Ｅ. ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ)能分泌一种类似于苯乙酸
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表 ２　 不同中药材提取物对菌株 ＧＦ￣１ 的抑制效果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＦ￣１

中药材
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
( ｇｍＬ ￣１)

菌落直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ

ｃｏｌｏｎｙ (ｍｍ)

抑制生长率
Ｒｅｓｉｓｔｉｎｇ

ｒａｔｅ
(％)

青钱柳
Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａ ｐａｌｉｕｒｕｓ

０.０５ １３.８ ８２.４

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

白及
Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ

０.０５ ２５.６ ５８.８

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

厚朴
Ｈｏｕｐｏｅａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ

０.０５ ６.６ ９６.８

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

八角
Ｉｌｌｉｃｉｕｍ ｖｅｒｕｍ

０.０５ ５.２ ９９.６

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

肉桂
Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｓｓｉａ

０.０５ ５.０ １００

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

蛇床子
Ｃｎｉｄｉｕｍ ｍｏｎｎｉｅｒｉ

０.０５ ９.９ ９０.２

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

丁香
Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ

０.０５ ５.０ １００

０.１０ ５.０ １００

０.２０ ５.０ １００

对照
ＣＫ

０.０５ ５５.０ ０

０.１０ ５７.９ ０

０.２０ ５５.０ ０

的毒素ꎬ不仅具有很强的致病性(朱香ꎬ２０１８)ꎬ而
且该病原菌寄主范围广泛ꎬ易感染葫芦科、豆科、
十字花科、杨柳科、禾本科、马齿苋科、百合科及天

南星科的植物(李润根等ꎬ２０２０)ꎮ 目前ꎬ未见有关

该致病菌的生物防治研究ꎮ 本研究利用乙醇提取

了 ７ 种中药材的提取物ꎬ观察了对白及致病病原

菌的室内抑制作用ꎬ发现 ０. １ ｇｍＬ￣１ 和 ０. ２ ｇ
ｍＬ￣１的青钱柳、白及、厚朴、八角、肉桂、蛇床子、丁
香 的 提 取 物 均 能 完 全 抑 制 高 粱 附 球 菌 ( Ｅ.

ｓｏｒｇｈｉｎｕｍ)的生长ꎬ０.０５ ｇｍＬ￣１的八角、肉桂和丁

香的提取物也基本能完全抑制生长ꎬ抑制生长率

达到 ９９.６％或 １００％ꎮ 因此ꎬ这些中药材提取物室

内抑制菌的生长非常显著ꎬ而室外田间抑制效果

以及施用浓度却还有待进一步研究ꎮ
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