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蘘荷叶枯病病原菌的分离鉴定与生物学特性 

王小秋 1，葛礼姣 1，仇亮 1，翟彩娇 1，王广达 2，宋益民 1*，程玉静 1 

(1.江苏沿江地区农业科学研究所，江苏 南通 226012；2.扬州大学农学院，江苏 扬州 225009) 

摘 要：从发病严重田块采集蘘荷叶枯病病叶，采用组织分离法进行病原菌分离、纯化，获得代表性致病菌株

RH–1，对 RH–1 进行鉴定，并测定其生物学特性。结合病原菌形态学特征和分子生物学鉴定，构建真菌内转录间

隔区(ITS)、β–微管蛋白基因(β–Tubulin)和 TEF–1α系统发育树，鉴定该菌为尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)。分

别在温度(5、10、15、20、25、30、35 ℃)、pH(4、5、6、7、8、9、10)和光照时间(连续光照、连续黑暗、12 h

光照/12 h 黑暗、24 h 光照/24 h 黑暗)条件下用 PDA 培养基培养 RH–1，结果在 30 ℃、pH 9 和连续光照下菌丝生

长较快。分别用葡萄糖、α–乳糖和麦芽糖以及酵母膏、牛肉膏、(NH4)2SO4、NH4Cl、蛋白胨和 NH2CH2COOH 等

量替代 Czapek 基础培养基中的碳源和氮源，发现菌丝生长的较适碳源为葡萄糖或麦芽糖，最适氮源为牛肉膏或

蛋白胨。将 RH–1 分别接种于红蘘荷和绿蘘荷，发现绿蘘荷的抗病性强于红蘘荷的。 
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Isolation, identification and biological characteristics of the pathogen  

causing leaf blight of Zingiber mioga 
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Abstract: Diseased leaves from Zingiber mioga with leaf blight were collected from severely affected fields, and pathogenic 

bacteria were isolated and purified using tissue isolation method. The representative pathogenic strain RH-1 was obtained, 

further identification of strain RH-1 was conducted and biological characteristics of the strain were determined. Combining 

the results of morphological characteristics, molecular and biological identification, constructed fungal internal 

transcriptional spacer regions(ITS), phylogenetic tree based on β-Tubulin and TEF-1α, the pathogen was identified as 

Fusarium oxysporum. Strain RH-1 was cultured on PDA medium with different temperatures(5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ℃), 

pHs(4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), and light durations(continuous light, continuous darkness, 12 hours of light/12 hours of darkness, 

and 24 hours of light/24 hours of darkness). The results showed that the mycelium grew faster under 30 ℃, pH9, and 

continuous light conditions. Using glucose α-lactose and maltose as carbon sources, and yeast extract, beef extract, 

(NH4)2SO4, NH4Cl, peptone, and NH2CH2COOH as nitrogen sources to replace the carbon and nitrogen sources in Czapek 

basic culture medium in equal amounts. mycelium growth showed that the optimal carbon source was glucose or maltose, 

and the optimal nitrogen source was beef extract or peptone. Strain RH-1 was inoculated into red and green Zingiber mioga 

respectively, and it was found that green Zingiber mioga has stronger disease resistance. 
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蘘荷(Zingiber mioga)是姜科姜属多年生宿根草

本植物，俗称茗荷、野姜、阳藿等[1]。蘘荷从野生

植物转变为食蔬，种植后病害日趋严重，叶片、茎

和地下肉质根病害发生较为常见。刘照丰等[2]和鲁

秀琼等[3]都发现，在高温、高湿且高密度种植的情

况下，蘘荷的地上茎秆和地下块根极易腐烂。此外，

蘘荷的主要食用部分花轴也会受到病原菌侵染而

腐烂[4]。彭凤玲[5]指出，蘘荷腐烂病发病时间长，

并且可造成多次侵染，导致蘘荷产量锐减，病害防

治难度大。吴金平等[6]对造成蘘荷叶片枯黄的病原

菌进行分离鉴定，发现病原菌为茎点霉(Phoma sp.)。 

笔者在江苏南通如东、如皋等蘘荷种植基地田

间发现一种蘘荷叶枯病，蘘荷叶片呈现不同程度的

点片危害状。叶片发病时，常在叶缘或叶片上形成

大小和形状都不规则的病斑，后逐渐向外扩展，最

后蔓延至整张叶片，导致叶片失绿、枯黄，严重时

植株完全枯萎死亡。设施化大棚中，该病害常于

5—7 月发生，6—7 月为发病高峰；露地栽培中，

该病常于 7—9 月发生，8—9 月采收前后为发病高

峰。为此，对这一蘘荷叶枯病的病原菌进行了分离

纯化，通过形态学鉴定、分子生物学鉴定以及致病

性测定，明确了病原菌种类，并对病原菌的生物学

特性进行了测定，以期利用获得的病原菌筛选抗病

种质，为该病害的防治提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

于 2022 年 7 月在江苏如东蘘荷种植大棚内将

蘘荷叶枯病发病叶剪下，装入牛皮纸袋，标注采集

地点和时间，带回，置于 4 ℃冰箱内保存。 

1.2 方法 

1.2.1 病原菌的分离纯化 

在蘘荷叶枯病病叶病健交界处剪下约 5 mm×5 

mm 的小块组织，参照蒋晶晶等[7]的方法处理后置

于 PDA 培养基，25 ℃恒温培养箱中暗培养 3~4 d，

挑取菌落边缘带有菌丝的琼脂块继续在新的平板

培养基上纯化培养。挑选形态一致、出现频率较高

的菌落进行单孢分离培养并接种于斜面 PDA 培养

基，于 4 ℃保存，备用。 

1.2.2 病原菌形态观察及致病性测定 

从分离纯化获得的病原菌中选取代表株，在

PDA 培养基上培养 3 d，用 5 mm 打孔器打取菌饼，

有菌丝的一面放置于健康蘘荷离体叶片微创伤伤

口上，覆盖保鲜膜。同时以空 PDA 菌饼为对照，

设置 3 个重复。放置于 25 ℃环境中培养，适时喷

水。每天观察并记录。待叶片发病出现病斑后观察

症状。 

将代表菌株进行活化，培养 5 d 后用打孔器在

菌落边缘打孔，得到菌饼，接种于 PDA 培养基，

于 25 ℃培养箱中暗培养，观察并记录菌落形态特

征。在光学显微镜下观察孢子及菌丝形态。 

1.2.3 病原菌的分子生物学鉴定 

按照 CTAB 法[8]提取病原菌总 DNA，对真菌内

转录间隔区(ITS)、β–微管蛋白基因(β–Tubulin)和

TEF–1α基因进行 PCR 扩增[9–10]。扩增产物经 1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测后送擎科生物科技有限公司

(南京)测序。 

1.2.4 病原菌的生物学特性测定 

1) 以 PDA 培养基为基础培养基，分别在不同

温度(5、10、15、20、25、30、35 ℃)，不同 pH(4、

5、6、7、8、9、10)和不同光照处理(连续光照、连

续黑暗、12 h 光照/12 h 黑暗和 24 h 光照/24 h 黑暗)

条件下对病原菌进行培养，每个处理重复 3 次。在

第 3 天和第 5 天用十字交叉法[11]测量菌落直径。 

2) 用葡萄糖、α–乳糖和麦芽糖等作为碳源，等

量替代 Czapek 基础培养基中的碳源(蔗糖)，用酵母

膏、牛肉膏、 (NH4)2SO4 、 NH4Cl、蛋白胨和

NH2CH2COOH 等作为氮源，等量替代 Czapek 基础

培养基中的氮源(NaNO3)，配制不同碳源和氮源的

培养基。将直径 5 mm 的病原菌菌丝饼接种于这些

培养基，置于 25 ℃培养箱中暗培养，每个处理重

复 3 次，在第 3 天和第 5 天用十字交叉法测量菌落

直径。 

1.3 不同品种蘘荷的抗性鉴定 

取健康红蘘荷和绿蘘荷叶片，用灭菌刀片轻刮
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叶片表面形成微创伤。将培养 3 d 的病原菌菌株用打

孔器打取菌饼，有菌丝的一面放置于伤口上，轻轻

覆盖保鲜膜，设置 3 个重复。置于 25 ℃下培养，适

时喷水，逐日观察并记录蘘荷的发病状况。 

1.4 数据分析 

运用 SPSS IBM 22.0 对数据进行处理。

ANOVA–Duncan’s 进行描述性方差同质性检验。菌

株测序获得的序列结果在 NCBI(https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/)数据库上进行同源性比对，选取相似

度高于 95%种属的序列，同时选取同属不同种的菌

株作为外源菌株一起参与建树。在 MEGA11.0 软件

中采用邻接法(NJ)构建病原菌系统发育树，自展值

为 1000。 

2 结果与分析 

2.1 蘘荷叶枯病病原菌的鉴定结果 

田间蘘荷叶枯病主要在蘘荷叶片上发生(图 1)，

蘘荷叶尖、叶缘以及叶片内部都可发生。发病初期，

叶片上出现褪绿黄化病斑，后逐渐向外扩展，病斑

中心呈灰白色，向外呈棕褐色，叶片内部病斑为近

椭圆形。叶尖受到侵染后，随时间延长逐渐向叶片

中心扩展，形成长条状以及连片的病斑，造成叶片

失绿、枯萎，最终导致叶片枯萎卷曲。 

将培养 3~4 d 的病原菌接种到健康的蘘荷离体

叶片上，第 2 天菌块长满菌丝，4~5 d 后叶片出现

病斑，随后病斑逐渐扩大，此时接种 PDA 的对照

叶片未出现任何症状。对接种后发病的叶片进行病

原菌分离、培养，得到该病原菌，根据柯赫氏法则，

该分离株是引起蘘荷田间叶枯病的病原菌。 

  

图 1 蘘荷叶枯病田间自然发病症状 

Fig.1 Natural onset symptoms in the field of Zingiber mioga 
 

通过单孢分离获得菌株，将代表株命名为

RH–1。RH–1 菌株在 25 ℃培养箱中黑暗培养，从第

2 天开始出现白色菌丝，4~5 d 后菌丝即布满 60 mm

培养皿。菌落由中心向外呈放射状生长。在培养过

程中产生大量气生菌丝，菌丝呈白色，生长较密集，

似棉絮状，菌落后期呈现粉红色(图 2–1)。在显微镜

下观察到分生孢子梗单生或簇生(图 2–2)，色淡，常

略弯曲。小型分生孢子较多，呈卵形或肾形，大小

为(8.23~17.62) μm ×(3.51~4.75) μm，有的没有隔膜，

有的有 1 个膈膜；大型分生孢子数量较少，呈纺锤

形，大小为(29.30~31.80) μm×(5.69~5.92) μm，有 2~3

个隔膜(图 2–3)。 

 

图 2 菌株 RH–1 在 PDA 培养基上生长 5 d 后菌落的形态 

Fig.2 Colony morphology of strain RH-1 after 5 days of growth on PDA medium 
 

以 RH–1 的 DNA 为模板，采用 rDNA–ITS 通

用引物 ITS1/ITS4 和 β–微管蛋白基因引物 Bt2a 

/Bt2b 进行 PCR 扩增，扩增产物在电泳图谱中显示

扩增出的片段大小分别约为 500 bp。利用 NCBI 上

BLAST 分析程序对所得序列进行同源性比对，发现

该病原菌序列与 NCBI 上提交的尖孢镰刀菌的

rDNA–ITS 序列高度相似，相似度达到 100%。为进

一步验证 RH–1 是否为尖孢镰刀菌属，利用 TEF–1α

基因特异性引物进行 PCR 扩增并测序，将测序结果

在 NCBI 上进行比对，结果显示与尖孢镰刀菌高度

相似。针对 rDNA–ITS、TUB2 和 TEF–1α等 3 个位

点的比对结果，分别选取相似度在 95%以上的菌株

1 2 3 
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序列，运用 MEGA11.0 软件，采用邻接法构建系统

发育树，如图 3 所示。结果显示，病原菌属于尖孢

镰刀菌。结合病原菌的形态学鉴定结果，最终判断

该病原菌为尖孢镰刀菌。 

 

图 3 基于邻接法构建的 RH–1 在 ITS、TUB2 和 TEF–1α的系统发育树 

Fig.3 Phylogenetic tree of pathogen RH–1 based on ITS and TUB2 and TEF–1α gene constructed by adjacency method 
 

2.2 病原菌的生物学特性 

2.2.1 温度与 pH和光照时间对病原菌菌丝生长的

影响 

RH–1 在不同温度、不同 pH 和不同光照时间的

菌落直径列于表 1。结果表明，RH–1 在 10~35 ℃

均可生长，在 5 ℃下不生长。10~30 ℃时，菌落平

均直径随温度升高而增大。在 30 ℃时，菌落直径

在第 3 天和第 5 天都最大，菌丝生长在第 3 天和第

5 天都最快。在 35 ℃时，菌落直径要小于 30 ℃的。

当 pH 为 4~10 时，该菌株都能生长，pH 值为 4 时，

菌丝生长最慢。在 pH 为 4~9 时，随着 pH 的提高，

菌落直径增加，pH 为 9 时，菌落直径最大。pH 为

10 时，菌落直径小于 pH 为 8 时的。菌丝在连续光

照时生长最快，且与其他光照处理的差异显著。综

上，RH–1 菌丝生长的最适温度为 30 ℃，最适 pH

为 9，光照有利于菌丝的生长。 

表 1 不同温度和不同 pH 及不同光照时间培养的 RH–1 的菌落直径 

Table 1 The diameter of the colony of strain RH-1 under different temperature, pH and light 

温度/℃ 
菌落直径/cm 

 pH 
菌落直径/cm 

 光照 
菌落直径/cm 

第 3 天 第 5 天 第 3 天 第 5 天 第 3 天 第 5 天 

 5 0.00a 0.00a   4 (2.08±0.16)a (4.15±0.22)a  连续光照 (3.10±0.09)a (5.65±0.05)a 

10 (1.05±0.05)b (1.67±0.08)b   5 (2.53±0.25)b (4.93±0.20)b  连续黑暗 (2.67±0.14)c (4.98±0.29)d 

15 (1.45±0.05)c (2.57±0.05)c   6 (3.01±0.08)c (5.57±0.12)c  12 h 光照/12 h 黑暗 (3.02±0.08)b (5.45±0.23)b 

20 (2.60±0.08)d (4.23±0.05)d   7 (2.90±0.32)cd (5.93±0.25)d  24 h 光照/24 h 黑暗 (2.55±0.08)d (4.98±0.21)c 

25 (3.73±0.10)e (6.02±0.10)e   8 (3.15±0.05)d (5.73±0.29)cd     

30 (3.98±0.08)f (6.23±0.08)f   9 (3.20±0.09)d (5.83±0.20)cd     

35 (1.35±0.12)g (1.46±0.14)g  10 (3.17±0.08)d (5.72±0.17)cd     

同列不同字母表示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

2.2.2 碳源和氮源对菌株 RH–1菌丝生长的影响 

从图 4 可以看出，菌株在不同碳源的培养基

中生长快慢不同，其中以葡萄糖和麦芽糖为碳源

的培养基上菌丝生长最快，且显著大于其他处理

的。说明最适宜菌株 RH–1 生长的碳源为葡萄糖

或麦芽糖。 

 

从图 4 可以看出，在第 3 天，以牛肉膏为氮源

的培养基中菌落扩展直径最大，其次为蛋白胨。在

第 5 天时，以蛋白胨为氮源的培养基中菌落扩展直

径最大，其次为牛肉膏。在不同的时间节点，尽管

菌株 RH–1 表现出在不同的氮源条件下生长快慢不

同，但主要是在牛肉膏和蛋白胨之间的差别，因此

认为菌株 RH–1 最适的氮源为牛肉膏或蛋白胨。 

 Fusarium oxysporum isolate G12( KP964919.1) 
 Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans isolate 306(ON292484.1) 
 Fusarium oxysporum voucher VPRI43194 (MN451173.1) 
 RH-1-bt2a 
 RH-1-TEF-1α 
 Fusarium oxysporum strain B3(MK560296.1) 
 Fusarium oxysporum f. sp. momordicae strain HeN2(KY775753.1) 
 Fusarium oxysporum strain MFR53(ON210829.1) 
 Fusarium oxysporum strain ZJU-1(KY078213.1) 
 RH-1-ITS 
 Fusarium oxysporum f. sp. ciceris isolate BAFOC-30(OP199105.1) 
 Fusarium oxysporum isolate SBD2 (ON244514.1) 
 Nectriaceae sp. isolate GW20 95 (MZ423822.1) 

100 
100 

100 

100 
100 

100 
100 

87 
64 

64 

0.05 
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蔗糖        葡萄糖     α-乳糖     麦芽糖              硝酸钠  酵母膏  牛肉膏  硫酸铵  氯化铵  蛋白胨  醋酸铵 

碳源                                                        氮源 

图 4 不同碳源和不同氮源培养基培养 3 d 和 5 d 的菌落的扩展直径 

Fig.4 Colony expansion diameter on the 3rd and 5th day after culture under different carbon sources and nitrogen sources 
 

2.3 红绿蘘荷品种的抗性 

将菌丝饼接种于红蘘荷和绿蘘荷叶片，接种 5 

d，2 种蘘荷叶片上都出现了明显的病斑(图 5)。主要

表现为接种处有椭圆形或梭形病斑，病斑中间呈灰

色，边缘为黄棕色，与病原菌致病性测定时的病症

一致，可以确定是该病原菌造成的病症。从发病情

况看，红蘘荷叶片上的病斑大于绿蘘荷叶片的。另

外，红蘘荷除病斑外叶片呈现出枯黄的现象，严重

时整片叶子几近失绿(图 5–1)。相比之下，绿蘘荷叶

片除发病处外，仍保持绿色(图 5–2)。这说明绿蘘荷

的抗病能力稍强于红蘘荷的。 

 

图 5 红蘘荷和绿蘘荷接种病原菌 5 d 后的病叶 

Fig.5 Diseased leaves of red and green Zingiber mioga 5 days 

after inoculation with pathogenic bacteria 
 

3 结论与讨论 

从人工种植大棚内蘘荷叶枯病病叶上分离得

到病原菌，通过形态学观察，初步鉴定为镰孢属；

利用 rDNA–ITS、TUB2 和 TEF–1α 3 个位点进行分

子生物学鉴定，最终确定病原菌为尖孢镰刀菌。对

该病原菌进行的生物学特性研究表明，该病原菌在

30 ℃、连续光照和 pH 为 9 时菌落生长最快，最适

碳源为葡萄糖或麦芽糖，最适氮源为牛肉膏或蛋白

胨。将病原菌接种于红蘘荷和绿蘘荷叶片上，发现

绿蘘荷的抗病性强于红蘘荷的。有研究[12–14]表明，尖

孢镰刀菌常与其他真菌共同寄生于寄主，侵染植

株。吴金平等[6]在人工栽培蘘荷上发现叶片枯黄、

失绿的症状，但经过分离纯化后确定病原菌为茎点

霉，本研究得出的结论与其不一致。结合尖孢镰刀

菌存在与其他病原菌复合侵染的现象，推测可能存

在多种病原菌侵染导致蘘荷叶片枯萎、茎秆腐烂，

因而分离出的病原菌不同。 

笔者在蘘荷叶枯病病叶分离得到的病原菌属

于尖孢镰刀菌，其生物学特性与尖孢镰刀菌在其他

作物上的表现[15–17]有一定的差异。该病原菌耐高

温，在 6—7 月塑料大棚高温高湿环境下仍可生存

且致病，从而导致蘘荷病害高发。 

用分离鉴定出的病原菌接种红蘘荷和绿蘘荷叶

片都会发病，但绿蘘荷的症状轻于红蘘荷的。与绿

蘘荷相比，红蘘荷的抗病性较弱，且染病后易造成

叶片失绿、枯黄，可能会影响红蘘荷叶片的光合作

用效率，从而减少其花轴养分积累，导致产量降低。 
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