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摘 要：对重庆万州出现的青脆李枯萎病部进行组织分离，得到菌株 HYL2–2 和 HYL2–5，通过形态学和分子生

物学(ITS 和 TUB2)鉴定，明确 HYL2–2 为新拟盘多毛孢(Neopestalotiopsis sp.)，HYL2–5 为小孢拟盘多毛孢

(Pestalotiopsis microspora)。对健康青脆李进行致病性测试结果表明，2 个病原菌对青脆李的枝条、叶片和果实均

有致病性。运用菌丝生长速率法进行室内药剂筛选，在 16 种杀菌剂中，25%吡唑醚菌酯悬浮剂对新拟盘多毛孢的

抑菌效果最好，EC50 为 0.055 4 µg/mL；60%唑醚·代森联水分散粒剂对小孢拟盘多毛孢的抑菌效果最好，EC50

为 0.002 µg/mL。 
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as pathogens causing blight on green crisp plums  

and screening of the fungicides 
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Abstract: Pathogen separation from tissue was carried out on the diseased part of green crisp plums with blight collected 
in Wanzhou, Chongqing. Pathogen strains HYL2-2 and HYL2-5 were obtained, through traditional morphological 
identification and molecular biology(ITS and TUB2) identification methods, the pathogens were identified as 
Neopetalotiopsis sp. and Pestalotiopsis microspore. Pathogenicity test carried out on healthy green crisp plums showed 
the two pathogenic bacteria are pathogenic to the branches, leaves and fruits of the green crisp plums. Indoor drug 
screening using mycelial growth rate method showed among 16 fungicides, 25% pyraclostrobin SC has obvious 
antibacterial effects on Neopetalotiopsis sp., with EC50 of 0.055 4 μg/mL; 60% pyraclostrobin metiram WG has obvious 
antibacterial effects on Pestalotiopsis microspore, with EC50 of 0.002 µg/mL. 

Keywords: green crisp plums (Prunus salicina Lindl); Neopestalotiopsis sp.; Pestalotiopsis microspore; pathogenicity; 
screening of fungicides; Wanzhou, Chongqing 
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青脆李为南方李(Prunus salicina Lindl.)品种，

原产于四川，现重庆、贵州和云南等西南高山地区

已广泛种植[1]。近 2 年重庆万州等地青脆李果园大

面积暴发枯萎病。3—5 月，发病叶片上出现红褐色

病斑后大量落叶；枝条上出现褐色裂皮，后期呈黑

褐色，部分枝条枯死，有的则整株枯死，严重影响

树势，危害生产。青脆李枯萎病症状与已经报道的

李病害，如褐腐病、袋果病、流胶病[2]等有较大的

不同，常规防控方法效果不佳。为明确引起青脆李

枯萎病的主要致病菌，笔者采集重庆万州等地青脆

李病害高发果园内的感病叶片和枝条，对致病菌进

行分离纯化和鉴定，同时对致病菌进行了室内药剂

筛选，以期为该病害的防治提供依据。 

1 材料和方法 

1.1 材料 

从重庆万州、巫山、石柱等地青脆李果园中采

摘自然发病的青脆李枝条和叶片。健康青脆李枝

条、叶片和果实均采自于重庆市北碚区澄江镇北泉

村大湾李园。 

供试药剂：25%溴菌腈乳油(江苏托球农化股份

有限公司)、2%春雷霉素水剂(乳山韩威生物制药有

限公司)、40%超微多菌灵可湿性粉剂(太仓农药厂)、

80%代森锰锌可湿性粉剂(利民化工股份有限公

司)、37%苯醚甲环唑水分散粒剂(山东省绿士农药

有限公司)、60%唑醚·代森联水分散粒剂(巴斯夫

欧洲公司)、450 g/L 咪鲜胺乳油(安道麦马克西姆有

限公司)、70%戊唑·醚菌酯水分散粒剂(陕西康禾

立丰生物科技药业有限公司)、50%甲基硫菌灵可湿

性粉剂(陕西汤普森生物科技有限公司)、28%波尔

多液悬浮剂(井上石灰工业株式会社)、25%吡唑醚

菌酯悬浮剂(巴斯夫欧洲公司)、80%克菌丹水分散

粒剂(安道麦(北京)农业技术有限公司)、12.5%烯唑

醇可湿性粉剂(江苏托球农化股份有限公司)、29%

石硫合剂水剂(河北双吉化工有限公司)、99%矿物

油乳油(天津绿颖农药销售公司招远三联化工厂有

限公司)、75%口恶菌·戊唑醇水分散粒剂(德国拜耳

作物科学公司)。 

1.2 方法 

1.2.1  致病菌的分离鉴定 

采用组织分离法[3]进行致病菌的分离。选取带

有典型病斑的青脆李病样组织，切下病健交界处约

3 mm×3 mm 大小的组织块，75%乙醇消毒 20 s，无

菌水连续冲洗 3 次，无菌滤纸吸干水分，接种至 PDA

培养基上，28 ℃培养 7 d 后再纯化培养。 

根据《真菌鉴定手册》[4]进行致病菌形态学鉴

定。采用裂解液裂解法，挑取少量菌丝，依照 TS 

Plant DNAex 试 剂 盒 ( 葆 光 生 物 ) 方 法 获 得 模 板

DNA，采用 ITS、β–tubulin 序列引物直接扩增基因

片段[5]。PCR 扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

后送北京擎科生物科技有限公司测序。将序列提交

至 NCBI(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)数据

库中进行比对分析，用 MEGA 7.0 邻接法进行聚类

分析，构建系统进化树(1000 次重复)。 

1.2.2  致病菌的致病力测试 

选取健康的青脆李展开未转绿叶片、膨大期果

实和春梢各 60 份，每种组织各 15 份为 1 组，重复

4 组。参照占爽等[6]的方法，叶片背面针刺 10 针、

果实中上部 4 个方位分别针刺 1 针、枝条用解剖刀

刻伤中部后分别接种 5 mm×5 mm 菌饼。以接种

PDA 培养基的叶片、果实和枝条作为对照。28 ℃

保湿培养。采用十字交叉法[7]测量病斑直径。 

1.2.3 致病菌的室内药剂筛选 

采用菌丝生长速率法[8]测定杀菌剂对致病菌的

毒力。将供试杀菌剂配制成 1 mg/mL 的母液，再用

无菌水倍比稀释，与 PDA 培养基混合制成 4.00、

2.00、1.00、0.50、0.25 mg/kg 的含药培养基，以加

入等量无菌水的 PDA 培养基作为空白对照。每处

理 5 次重复，分别接种 5 mm×5 mm 菌饼。28 ℃恒

温培养箱中培养 5 d，采用十字交叉法测量菌落直

径，计算抑制率。 

2 结果与分析 

2.1 青脆李枯萎病致病菌的鉴定结果 

青脆李枯萎病枝条、叶片症状如图 1 所示。受

害叶片形成不规则红褐色病斑，严重时大量叶片脱
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落，严重影响树势；受害枝条韧皮部和木质部呈现

红褐色、开裂，最后变成黑色，部分枝条枯死，有

的则整株枯死，危害生产。 

 
图1 青脆李枯萎病叶片和枝条的受害症状 

Fig.1 Damage symptoms on leaves and branches of green crisp plums  
将青脆李病部分离纯化得到的菌株 HYL2–2、

HYL2–5，分别接种于离体青脆李春梢、叶片和膨

大期果实上，均出现与受害症状一致的病斑，从接

种后发病的枝条、叶片和果实上分离致病菌，获得

了与致病菌形态一致的菌株。由此，对 HYL2–2、

HYL2–5 菌株进行形态学与分子生物学鉴定。 
如图 2 所示，在 PDA 平板上 HYL2–2 菌株菌

落呈圆形，边缘整齐，菌丝纯白色，气生菌丝发达。

分生孢子梗较长，不分支；呈长梭形、直立，大小

(16.6~21.5) µm×宽(4.0~6.5) µm；4 间隔，3 个中间

细胞共色，呈深棕色，两端细胞淡色；顶端细胞亚

圆柱形，透明，有 2~3 个丝状顶端附属物，弯曲，

不分支，长 9.5～19.5 µm；基部细胞长 0.8~4.2 µm。 

 
1、2 HYL2–2 菌株的菌落正、反面；3 HYL2–2 菌株的产孢结构；4 HYL2–2 菌株分生孢子；5、6 HYL2–5 菌株的菌落正、

反面；7 HYL2–5 菌株的产孢结构；8 HYL2–5 菌株分生孢子。 

图2 青脆李致病菌的形态特征 
Fig.2 Morphological characteristic of pathogenic fungi from green crisp plums  
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 HYL2–5 菌株菌落呈圆形，边缘整齐。菌丝上

有纹路，呈波浪状向外延伸，纯白色，生长旺盛。

分生孢子梗较长、不分支、呈壶腹型， (15~18) 

µm×(4~7) µm 大小，一端椭圆稍弯，一端逐渐变细；

4 间隔，中间细胞呈深褐色，两端细胞淡色；孢子

顶端有 2~3 根附属丝(大部分为 2 根)，长 11.2~18.5 

µm，透明，不分支；基部具短柄，长 2.0~3.5 µm。 

HYL2–2 菌株的 ITS 和 TUB2 基因序列长分别为

526 bp 和 451 bp，与 NCBI 登录号为 MN723897.1、

MN539229.1 等 Neopestalotiopsis sp.序列的相似度为

99%、100%。从 GeneBank 中选取含模式菌株在内

的相关菌株 Neopestalotiopsis sp.、N. clavispora 和 N. 

saprophytica 的 ITS 和 TUB2 序列联合建树，以

Alternaria alternata(NCBI 登录号为 KT963805.1)为

外群进行多重序列比较与系统进化分析，结果显示，

HYL2–2 菌株与 Neopestalotiopsis sp.遗传距离最小，

聚为一支。结合形态学特征鉴定与分子鉴定结果(图

3) ， 确 定 HYL2–2 菌 株 为 新 拟 盘 多 毛 孢

Neopestalotiopsis sp.。 

 
交链格孢(KT963805.1)为外群。 

图3 基于ITS和TUB2序列以邻接法构建的HYL2–2
系统发育树 

Fig.3 Phylogenetic tree for strain HYL2-2 based on neighbor- 

joining analysis using ITS and TUB2 sequence data  
HYL2–5 菌株的 ITS、TUB2 基因序列分别为

523 bp、448 bp，与 NCBI 登录号为 MT597834.1、

KY568912.1 等 P. microspora 序列的相似度均为

100%。从 GeneBank 中选取含模式菌株在内的

Pestalotiopsis microspora、Pestalotiopsis mangiferae

和 Pestalotiopsis oxyanthi 的 ITS 和 TUB2 序列联合

建 树 ， 以 Alternaria alternata(NCBI 登 录 号 为

KT963805.1)为外群进行多重序列比较与系统进化

分析，结果显示，HYL2–5 菌株与 Pestalotiopsis 

microspora 遗传距离最小，聚为一支。结合形态学

特征鉴定与分子鉴定结果(图4)，确定 HYL2–5 为小

孢拟盘多毛孢 Pestalotiopsis microspora。 

 
图4 基于ITS和TUB2序列以邻接法构建的HYL2–5

系统发育树 
Fig.4 Phylogenetic tree for strain HYL2-5 based on neighbor- 

joining analysis using ITS and TUB2 sequence data  

2.2 致病菌的致病性 

将菌株 HYL2–2、HYL2–5 分别接种于青脆李

的叶片、果实和枝条上，28 ℃培养。结果，接种 2

个菌株的青脆李的枝条、叶片、果实表面均可见明

显病斑，叶片和枝条表面均呈现棕黑色病斑，发病

部位腐烂并伴有白色菌丝；果实表面产生棕色病

斑，发病部位腐烂变软(图 5)。随培养时间的延长，

病斑逐渐增大，至 4 d 时趋于稳定。空白对照均未

发病。 

 MT597834.1 Pestalotiopsis microspora

 KT716303.1 Pestalotiopsis oxyanthi

 KM510399.1 Pestalotiopsis mangiferae

 MN856219.1 Pestalotiopsis sp.

 KP217175.1 Pestalotiopsis sp.

 MH712220.1 Pestalotiopsis microspora

 KM510410.1 Pestalotiopsis mangiferae

 KY552666.1 Pestalotiopsis sp. 

 KY552665.1 Pestalotiopsis sp. 

 KU377508.1 Pestalotiopsis sp.

 HYL2–5 

 MH712283.1 Pestalotiopsis microspora

 MH858690.1 Pestalotia subcuticularis

 MF448223.1 Pestalotiopsis sp.

 MF571909.1 Pestalotiopsis sp. 

 MF571908.1 Pestalotiopsis sp. 

 MN888956.1 Pestalotiopsis mangiferae

 KT963805.1 Alternaria alternata
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 MW512858.1 Neopestalotiopsis clavispora

 MT913525.1 Neopestalotiopsis saprophytica

 MW979428.1 Neopestalotiopsis sp.

 MW979429.1 Neopestalotiopsis sp.

 MN723897.1 Neopestalotiopsis sp.

 HYL2–2 

 KY549599.1 Neopestalotiopsis sp.

 MZ381281.1 Neopestalotiopsis clavispora

 MZ381280.1 Neopestalotiopsis clavispora

 MZ381279.1 Neopestalotiopsis clavispora

 MZ381278.1 Neopestalotiopsis clavispora

 MZ381277.1 Neopestalotiopsis clavispora

 KT963805.1 Alternaria alternata
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1~3 HYL2–2 菌株接种青脆李叶片、枝条、果实 4 d 发病情况；4~6 HYL2–2 菌株接种青脆李叶片、枝条、果实 4 d 发病情况；

7~9 PDA 接种的对照组发病情况。 

图5 HYL2–2和HYL2–5菌株对青脆李的致病力 
Fig.5 Pathogenicity test of the strain HYL2-2 and HYL2-5 on green crisp plums  

HYL2–2 菌株接种健康青脆李 4 d 时，叶片上病

斑平均直径可达 10.1 mm，枝条上病斑平均直径可达

6.4 mm，果实上病斑平均直径可达 7.8 mm，均能形

成较大病斑。HYL2–5 菌株接种健康青脆李 4 d 时，

叶片上病斑平均直径可达 8.3 mm，枝条上病斑平均

直径可达 3.4 mm，果实上病斑平均直径可达 3.4 
mm，在叶片上形成的病斑较大，远大于在枝条和果

实上形成的病斑。HYL2–2 菌株的致病力更强。 

2.3 杀菌剂对致病菌的毒力 

16 种田间常用的杀菌剂中，质量浓度为 4.00 
µg/mL 的 2%春雷霉素水剂、28%波尔多液悬浮剂、

29%石硫合剂水剂和 99%矿物油乳油对 HYL2–2 和

HYL2–5 菌株几乎无抑制作用。 
另外 12 个杀菌剂对 2 个致病菌均有抑制作用

(表 1)。40%超微多菌灵可湿性粉剂、25%吡唑醚菌

酯悬浮剂、450 g/L 咪鲜胺乳油、70%戊唑·醚菌酯

水分散粒剂、60%唑醚代森联水分散粒剂、75%肟

菌戊唑醇水分散粒剂和 37%苯醚甲环唑水分散粒

剂等 7 种药剂对 2 株致病菌均有较强毒力，EC50 均

小于 1 µg/mL。25%溴菌腈乳油、50%甲基硫菌灵可

湿性粉剂、80%代森锰锌可湿性粉剂也能有效抑制

致病菌，EC50 均小于 10 µg/mL，可进一步进行田间

药效评价。 
在室内毒力测定中，12.5%烯唑醇可湿性粉剂

对 HYL2–2 菌株的 EC50 为 9.869 6 µg/mL，而对

HYL2–5 菌株的 EC50 为 48.273 3 µg/mL；80%克菌

丹水分散粒剂对 HYL2–2 菌株的 EC50 为 50.135 2 
µg/mL，而对 HYL2–5 菌株的 EC50 为 7.183 2 µg/mL，

表明 12.5%烯唑醇可湿性粉剂能有效抑制 HYL2–2
菌株，但对 HYL2–5 菌株的效用较弱，80%克菌丹

水 分 散 粒 剂 能 有 效 抑 制 HYL2–5 菌 株 ， 但 对

HYL2–2 菌株的效用较弱。 

1 2 3

4 5 6

7 8 9
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表 1 杀菌剂对 2 株致病菌的毒力 
Table 1 Virulence of sixteen fungicides to two pathogenic fungi 

菌株 药剂 毒力回归方程 EC50/(µg·mL–1) 相关系数 95%置信限 

HYL2–2 40%超微多菌灵可湿性粉剂 Y=5.700 8+0.275 4X 0.002 9 0.985 6 0.000 0~128.610 5 

 25%吡唑醚菌酯悬浮剂 Y=5.972 8+0.774 1X 0.055 4 0.982 3 0.000 0~118.541 1 

 450 g/L 咪鲜胺乳油 Y=7.464 3+2.371 0X 0.091 3 0.992 6 0.004 2~1.984 3 

 70%戊唑·醚菌酯水分散粒剂 Y=6.234 8+1.574 2X 0.164 3 0.991 3 0.013 2~2.049 0 

 60%唑醚·代森联水分散粒剂 Y=6.280 1+1.746 7X 0.185 0 0.747 5 0.012 4~2.750 8 

 75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂 Y=5.323 5+1.370 0X 0.580 5 0.928 3 0.084 6~3.983 7 

 37%苯醚甲环唑水分散粒剂 Y=5.127 3+1.604 6X 0.833 1 0.968 6 0.161 0~4.310 8 

 25%溴菌腈乳油 Y=4.456 5+2.251 0X 1.743 7 0.957 5 0.410 6~7.400 

 50%甲基硫菌灵可湿性粉剂 Y=4.127 4+2.426 8X 2.288 5 0.903 1 0.407 5~12.852 8 

 80%代森锰锌可湿性粉剂 Y=2.908 5+3.066 8X 4.808 3 0.898 7 0.573 4~40.320 9 

 12.5%烯唑醇可湿性粉剂 Y=4.001 0+1.004 7X 9.869 6 0.920 6 0.001 8~186.147 2 

 80%克菌丹水分散粒剂 Y=3.718 2+0.754 0X 50.135 2 0.983 8 0.000 0~2511.347 9 

HYL2–5 40%超微多菌灵可湿性粉剂 Y=5.816 6+0.197 9X 0.000 1 0.986 6 0.000 0~1 

 60%唑醚·代森联可湿性粉剂 Y=5.856 2+0.316 6X 0.002 0 0.984 5 0.000 0~1 

 25%吡唑醚菌酯悬浮剂 Y=5.990 0+0.515 0X 0.012 0 0.971 3 0.000 0~3.683 

 450 g/L 咪鲜胺乳油 Y=5.817 9+0.836 7X 0.105 3 0.771 4 0.000 2~50.762 2 

 70%戊唑·醚菌酯水分散粒剂 Y=5.836 9+1.280 5X 0.222 0 0.990 5 0.013 1~3.768 7 

 37%苯醚甲环唑水分散粒剂 Y=5.559 4+1.253 3X 0.357 8 0.993 8 0.038 6~3.319 9 

 75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂 Y=5.326 7+1.129 3X 0.513 7 0.941 8 0.054 9~4.808 6 

 25%溴菌腈乳油 Y=4.808 3+1.229 7X 1.431 9 0.877 8 0.130 9~15.659 4 

 80%代森锰锌水分散粒剂 Y=4.668 2+0.976 1X 2.187 5 0.947 8 0.056 7~84.399 0 

 50%甲基硫菌灵可湿性粉剂 Y=4.349 4+1.638 5X 2.495 0 0.844 7 0.214 9~28.961 0 

 80%克菌丹水分散粒剂 Y=3.382 2+1.889 3X 7.183 2 0.994 8 0.056 5~913.661 8 

 12.5%烯唑醇可湿性粉剂 Y=4.238 1+0.452 5X 48.273 3 0.970 0 0.000 0~32 783.945 3 
 

3 结论与讨论 

本研究鉴定结果表明，重庆万州等地青脆李枯

萎病的主要致病菌为新拟盘多毛孢(Neopestalotiopsis 

sp.)和小孢拟盘多毛孢(P. microspora)，它们均属于

类拟盘多毛孢属真菌，可侵染林果类作物的根、枝、

茎、叶及果实，寄主分布广泛且具有多样的生活习

性[9–10]。类拟盘多毛孢有 Pestalotiopsis、Neopestalo- 

tiopsis 和 Pseudopestalotiopsis 3 个属[11]。新拟盘多毛

孢(Neopestalotiopsis sp.)可引起草莓、番石榴、葡萄、

橡胶树、红豆杉等的叶枯或根腐病[12–14]。李博勋等[15]

报道了由新拟盘多毛孢引起的橡胶树叶斑病，是近

年来海南、云南、广东等地区一种新发病害，在境

外已呈大暴发态势。王梦园[16]报道新拟盘多毛孢属

可引起草莓根腐病。小孢拟盘多毛孢是 Pestalotiopsis

属真菌，可致蓝莓、柑橘、核桃、油茶、澳洲坚果、

橄榄、芒果、杨梅等发生叶枯病、果腐病害[17–19]。

从致病性测试的结果来看，新拟盘多毛孢和小孢拟 

盘多毛孢对青脆李的枝条、叶片和果实均致病，表

明类拟盘多毛孢属致病菌的寄主在扩散，能侵染李

寄主在内的越来越多的浆果类、核果类植物，存在

暴发趋势，应加强药剂防控，针对性用药，以减小

发病危害。 
对 2 种类拟盘多毛孢属致病菌进行的室内药剂

筛选结果显示，2 个致病菌对 40%多菌灵、25%吡

唑醚菌酯、450 g/L 咪鲜胺、70%戊唑·醚菌酯、60%
唑醚代森联、75%肟菌戊唑醇和 37%苯醚甲环唑等

7 种杀菌剂都敏感，EC50 均小于 1 µg/mL；而 2%春

雷霉素、28%波尔多液、29%石硫合剂和 99%矿物

油乳油对新拟盘多毛孢和小孢拟盘多毛孢基本无

抑制作用，因此在防治时应避免使用；多菌灵虽然

对 2 个致病菌具有很强的抑制作用，但鉴于其高残

留特性，也应避免使用。可以选择 25%吡唑醚菌酯

悬浮剂和 60% 唑醚·代森联水分散粒剂防治。根

据致病菌生长特点，小孢拟盘多毛孢生长和产孢最

适温度为 28 ℃[17]，应注意在冬、春季做好彻底清
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园；其次，在春、夏、秋嫩梢叶期，特别是在 5–6
月物候期，应重点关注病害发生情况，避免病害传播。 
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