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摘 要：对从湖南省张家界市永定区采集的疑似炭疽病的大叶黄杨病叶进行分离培养，获得 1类纯化菌株，挑选

代表菌株进行致病性测定，通过柯赫氏法则确定其为致病菌。依据菌落特征、分生孢子的形态特征，结合多基因

的系统发育分析，代表分离菌株与暹罗炭疽菌(Colletotrichum siamense)聚为一支。 
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Abstract: The diseased leaves of Euonymus japonicus collected from Yongding District, Zhangjiajie City, Hunan 

Province were collected, and pathogen isolation and cultivation were conducted. A purified class 1 strain was obtained, 

and the representative strains were selected for pathogenicity test and identified as pathogenic fungi by Koch’s law. 

According to the characteristics of colony and conidia morphology,combined with the phylogenetic analysis of polygenes, 

the representative isolates were clustered with Colletotrichum siamense to one branch. 
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大叶黄杨(Euonymus japonicus Thumb.)又名冬

青卫矛、正木，为卫矛科 (Celastraceae)卫矛属

(Euonymus L.)常绿灌木或小乔木，在生长发育过程

中主要受炭疽病、白粉病、褐斑病和疮痂病的危害，

其中炭疽病发病率较高，病害多发生于叶部，严重

时导致植株死亡。大叶黄杨作为园林观赏植物在湖

南省大面积种植。已有的研究发现，中国浙江省[1]、

四川省 [2]、江苏省 [3]大叶黄杨炭疽病的病原菌为

Colletotrichum gloeosporioides，而韩国科学家LEE[4]

则认为 Colletotrichum boninense是大叶黄杨炭疽病

的病原体。2019年笔者在湖南省张家界市对大叶黄

杨真菌性病害调查时，在永定区大庸桥公园发现大

叶黄杨叶片发生类似炭疽病的症状。为查明病因，

采集了发病的大叶黄杨病叶样，对病原菌进行分
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离，并进行形态学观察、构建多基因系统发育树，

以及柯赫氏法则验证，旨在为准确鉴定和及时有效

防治该病害提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

2019 年 8—9 月，在湖南省张家界市永定区大

庸桥公园，发现大叶黄杨叶片出现类似炭疽病症

状，遂采集大叶黄杨疑似炭疽病病叶。 

1.2 方法 

1.2.1 病原菌的分离纯化及形态学鉴定 

观察记录发病部位、发病症状，并进行病原菌

分离和纯化。洗净病叶，用 0.5%NaClO浸泡 1 min

后，用 75%乙醇漂洗 30 s，再用无菌水漂洗 3次，

取无菌滤纸吸干叶片表面水分。将病样剪成 0.2～

0.3 cm 大小的方块，接种在 PDA 培养基上，在培

养箱中 26 ℃培养(暗培养)3 d后进行纯化，纯化培

养物于 26 ℃暗培养，定时观察记录菌落形态。 

将分离得到的菌株接种在 PDA 培养基上，观

察记录菌落的形态、色泽，并利用显微镜观察菌株

孢子的形态特征。 

1.2.2 分离菌株的致病力检测 

参照文献[5]的方法，以孢子悬浮液为接种体，

选用健康叶片，用砂纸擦拭方法接种。于 26 ℃恒

温箱中保湿培养。接种后，每天观察记录发病情

况。叶片发病后，从病部分离菌株，完成柯赫氏

法则验证。 

1.2.3 多基因联合鉴定 

菌落于 PDA 培养皿中长满后，挑取菌核，按

照“DNAsecure Plant Kit”说明书提取菌株 DNA，进

行 rDNA–ITS(ITS)[6]、部分肌动蛋白(ACT)基因[7]、

甘油醛–3–磷酸脱氢酶(GAPDH)基因、部分 β–微管

蛋白(TUB2)[8]基因组区域、钙调蛋白(CAL)基因[9]、

几丁质合酶(CHS–1)基因[10]的分析。 

使用引物(表 1)进行 PCR扩增。每个反应体系

包括 25 μL Premix Taq酶，上、下游引物各 1 μL，1 μL 

DNA模板和 22 μL水，总体积为 50 μL。PCR扩增

条件：94 °C预变性 10 min；94 °C变性 30 s，退火

45 s，72 °C延伸 1 min，共 35个循环；72 ℃延伸 7 

min，4 ℃保存。将 PCR扩增产物进行电泳检测，

并送湖南省擎科生物技术有限公司进行双向测序。

所产生的序列保存在 NCBI基因库中。利用数据库

已发表的序列与测序结果进行同源性对比分析。采

用软件(MEGA 6)的最大似然法构建系统进化树，以

确定病原菌的分类地位。 

表 1 引物序列及其退火温度 
Table 1 Primers used in this study with sequences and annealing 

temperatures 

基因 引物 引物序列(5'—3') 
退火

温度/℃

ITS ITS1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 56.0

 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  

ACT ACT–512 F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 56.0

 ACT–783 R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT  

GAPDH GDF1 GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 61.4

 GDR1 GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT  

TUB2 T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT 61.4

 Bt–2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC  

CAL CL1A GATCAAGGAGGCCTTCTC 56.0

 CL2A TTTTTGCATCATGAGTTGGAC  

CHS–1 CHS–79 F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG 56.0

 CHS–345 R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG  
  

2 结果与分析 

2.1 供试大叶黄杨病叶的病害症状与病原菌形态 

大叶黄杨叶片出现的疑似炭疽病症状(图 1–1、

图 1–2)，发病初期，叶片的正面出现一些不规则的

褪绿斑点(直径 0.3~1.2 mm、平均 0.7 mm)，这些斑

点扩大并聚结形成大的、规则的或不规则的褪绿到

坏死斑点(图 1–3)。大多数斑点最后会形成褐色或深

褐色病斑(图 1–4、图 1–5)。病斑上有许多小黑点(分

生孢子盘，图 1–6)，严重时病斑连片，叶片脱落。 
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1、2 发病严重的大叶黄杨；3 发病初期的症状；4 发病中期的症状；5 发病较重的症状；6 病斑上形成的小黑点。 

图 1 大叶黄杨叶片的发病症状 
Fig.1 Symptoms of anthracnose on the leaves of Euonymus japonicu  

将分离的菌株纯化后得到一类菌落，代表菌株

EJ.W01菌落正面产生白色的气生菌丝(图 2–1)，背
面为浅橙色(图 2–2)，培养 10 d左右有少量橙色孢
子堆产生。分生孢子单孢，透明，圆柱形，两端钝

圆(图 2–3)。随机选取 100个分生孢子，测得孢子大
小为( 12.3～18.1) μm ×( 3.4～7.2) μm。初步鉴定引
起大叶黄杨炭疽病的病原菌为炭疽菌属真菌

(Colletotrichum spp.)。 
 

   
1 菌株 EJ.W01培养 7 d后正面；2 培养 7 d后的背面；3 孢子形态。 

图 2 分离菌株的形态 
Fig. 2 Morphology of isolated strains  

2.2 病原菌的致病性 

将分离的代表菌株 EJ.W01 的孢子悬浮液回接

至擦伤的健康大叶黄杨叶片后，置于 26 ℃保湿培

养。接种 5 d 后，涂抹 EJ.W01 的孢子悬浮液的叶

片均发病，病斑形态与林间发病症状相似，病斑大

小无明显差异(图 3)，对照叶片未发病。将人工接种

感病的叶片进行病原菌的分离，完成柯赫氏法则验

证，原接种病原菌与所得病原菌形态特征一致，说

明 EJ.W01为大叶黄杨病叶的病原菌。 
 

  
1 健康叶片；2 接种后发病叶片。 

图 3 接种 EJ.W01 后大叶黄杨叶片的发病症状 
Fig.3 Disease symptoms on leaves of Euonymus 

japonicu inoculated with EJ.W01  

1 2 3 
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2.3 致病菌基因序列分析 

以菌株 EJ.W01的DNA为模板进行 PCR扩增。
以 Colletotrichum boninense 为外群构建，运用
MEGA6.0 进行多基因系统发育分析，比较来自代
表菌株 EJ.W01和 C. gloeosporioides复合物的参考

菌株的 ITS、GAPDH、CAL、ACT、CHS–1和 TUB2
核苷酸序列。结果表明，EJ.W01 与暹罗炭疽菌
(Colletotrichum siamense)形成进化支(图 4)，确定病
原菌为暹罗炭疽菌(C. siamense)。 

 
0.01 

图 4 运用 MEGA6 对分离菌株 EJ.W01 的多基因联合序列构建的系统进化树 
Fig.4 Phylogenetic tree constructed from the sequences of multiple genes of isolated strain EJ.W01  
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3 结论与讨论 

对湖南省张家界市永定区大叶黄杨炭疽病的

病原菌进行鉴定，确定大叶黄杨叶片炭疽病的病原

菌是暹罗炭疽菌(Colletotrichum siamense)。炭疽病
一直存在一病多菌的现象，大叶黄杨生长的环境不

同，患病样本优势种群存在差异。在张家界采集的

大叶黄杨炭疽病叶片中，没有发现 C. boninense、
C. gloeosporioides，这可能与患病样本的采集地有
关，也可能是因为分离菌株的数量有限。 
炭疽属真菌遗传多样性丰富，其分类较混乱。

C. siamense属于 C. gloeosporioides复合物的物种，
由至少 22 种物种组成[11]，仅凭形态特征和分生孢

子并不能区分这些物种[12]。菌株形态学特征只能将

菌株初步鉴定为炭疽属真菌。笔者分离纯化的菌株

EJ.W01 在形态特征上与 C. gloeosporioides 复合物
相似，可以初步判断属于炭疽属真菌。为进一步确

认其分类水平，通过多基因位点分析来鉴定该菌株

的分类地位。ITS 区域虽然是最常用的区分真菌的
区域[6]，但普遍认为该序列不能较好地区分胶胞复

合种 C. gloeosporioides 里的近缘种 Colletotrichum 
sp.[11]，而多基因位点分析广泛应用于炭疽菌

(Colletotrichum sp.)的分类[13]。笔者选择了 6个基因
区域(ITS，GAPDH，CAL，ACT，CHS–1和 TUB2)
对分离株进行分类，并成功地将分离株鉴定为

C.siamense。 
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