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贵州半夏块茎腐烂病病原菌的分离与鉴定 

石建龙  李玉权  胡琨敏  任建国  刘红美* 
(贵阳医学院 生物技术教研室  贵州 贵阳  550004) 

 
 

摘  要：【目的】对贵州省半夏块茎腐烂病病原菌进行分离和鉴定，为开发有效的防治技术体系

提供依据。【方法】采用组织分离法进行病原菌分离，根据柯氏法则进行致病性测定，结合形态

学、生理生化特性和分子生物学方法进行鉴定。【结果】从贵州 3 个半夏产地患病样品中分离出

12 株病原细菌和 5 株病原真菌。经形态学、生理生化特性和分子生物学方法鉴定，12 株病原细

菌为胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜软腐亚种；ZJ、Z3 病原真菌为尖孢镰刀菌，D3、D5、H1 为茄

病镰刀菌。【结论】贵州省半夏块茎腐烂病的病原菌有病原细菌和病原真菌。 

关键词：半夏，块茎腐烂病，胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜软腐亚种，尖孢镰刀菌，茄病镰刀菌 

Isolation and identification of pathogens from rotted root of 
Pinellia ternata in Guizhou province 
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Abstract: [Objective] To identify microbes from rotted root of Pinellia ternata, so as to provide clues 
for efficient prevention of this plant disease. [Methods] Pathogens were isolated and their 
pathogenicity was confirmed by Koch’s rule. These pathogens were further studied through etiological, 
morphological and bacteriological techniques. In addition, 16S rRNA sequence analysis was done for 
bacterial pathogens, ITS and TEF sequence were used analysis for fungal pathogens. [Results] Twelve 
strains of bacterial pathogens and five strains of fungal pathogens were found in rotted tuber of P. 
ternata from three different cultivating places in Guizhou. The twelve strains of bacterial pathogens 
belonged to Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Among the fungal pathogens, ZJ and Z3 
belonged to Fusarium oxysporum, and D3, D5 and H1 belonged to F. solani. [Conclusion] The 
pathogens that cause root-rot of Pinellia ternata in Guizhou include bacterial pathogens and fungal 
pathogens. 

Keywords: Pinellia ternata, Root-rot, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Fusarium 
oxysporum, Fusarium solani 
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半夏[Pinellia ternata (Thunb.) Breit.]为天南星科

半夏属植物，药用地下块茎[1]。半夏是我国传统中药

材，其主要化学成分含有淀粉、生物碱类、半夏蛋

白、辣性物、酚类、幽醇类、氨基酸类、脂肪酸类、

无机元素等多种成分[2]，具有镇咳祛痰、降逆止呕、

消痞散结、抗心律失常、降血脂、抗肿瘤、抗早孕、

镇静催眠和解毒抗炎、降血压等功效[3]。在我国，半

夏主要产于贵州、甘肃、山西、山东、云南和湖北

等省区[4]。长期以来，半夏依赖野生资源。由于过度

采集及环境的破坏，野生资源已近枯竭，半夏原料

供不应求。我国从 20 世纪 70 年代开始半夏野生变

家种及其栽培技术研究[5]。半夏人工栽培后，由于生

态环境的改变，常发生病虫害，使产量降低，质量

变劣，尤其在高温多湿环境中，半夏易受细菌、真

菌等病原的侵染而导致腐烂病、烫叶病等[6]。曾令祥

等[7]对贵州半夏主产区进行了半夏病虫害调查，记录

了半夏数十种病虫害，其中以块茎腐烂病的发生最

为普遍和严重。半夏是我国传统中药材，年需求量

巨大。由于受到病虫害的影响，特别是块茎腐烂病

的发生，严重影响半夏的品质和产量，是半夏产业

健康发展的瓶颈。贵州是半夏的主产区，每年人工

种植半夏上万亩。近年来，半夏病虫害严重，特别

是块茎腐烂病发生普遍。2012−2013 年，笔者调查贵

州省半夏种植基地病害发生情况时发现，每年 7−9

月份，半夏基地就会发生严重的块茎腐烂现象。半

夏块茎腐烂病多发生于高温高湿季节，发病的半夏

叶片、叶柄发生水渍样软腐或是叶片、叶柄发黄，

然后叶柄基部腐烂，块茎严重腐烂并伴有恶臭味，

传染性极强。发病初期如不及时采取防治措施，发

病面积会迅速扩大，大大地降低了半夏产量，严重

影响了半夏的品质，致使产量减少甚至绝收。块茎

腐烂病被药农称为半夏“癌症”，目前没有有效的防治

方法。本研究对贵州省赫章县、大方县和遵义县 3

个半夏主产区的半夏块茎腐烂病病原菌进行了分离

与鉴定，以期为找到有效的防治方法奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

半夏块茎腐烂样品采自贵州省赫章县、大方县

和遵义县半夏种植基地。样品采集的时间是 2013

年 7−9 月份。 

1.2  病原菌的分离与纯化  

参照文献[8]。选取发病明显但不完全腐烂的

半夏块茎，去表皮，去除腐烂部分，用 70%乙醇

浸泡 30 s，无菌水洗 3 次，再用 2%次氯酸钠浸泡        

2 min，无菌水洗 5 次，用无菌干燥滤纸吸干样品表

面水分。将每个消毒好的半夏块茎样品平均切成两

半，一半取病健交界处组织块(5 mm5 mm)接种于

PDA 平板上；另一半将病健交界处组织放入无菌研

钵中，加入 3 mL 无菌水捣碎后划线接种于 PDA 平

板上，28 °C 培养 48−72 h。挑取在组织小块周围生

长的菌丝，接种于新的 PDA 平板上纯化 3−5 次；

根据细菌菌落形态和颜色，挑取单菌落在新的 PDA

平板上转接纯化 3−5 次。将纯化好的真菌分离物接

种于 PDA 斜面试管内，28 °C 培养 3 d 后，放置−20 °C

中保存备用；将纯化好的细菌分离物接种于 1 mL 

LB 液体培养基中，28 °C 培养 24 h 后加入适量甘油，

使甘油终浓度达 15%，放置−20 °C 中保存备用。 

1.3  分离微生物回接致病性试验 

1.3.1  分离微生物注射液的制备：(1) 真菌孢子悬

液的制备：吸取 1 mL 无菌水滴加在已纯化好的培

养 7 d 的真菌培养平板上，将孢子洗脱下来后加入到

30 mL PDB 液体培养基中，28 °C、150 r/min 振荡培

养 48 h，用无菌水配制成孢子悬液(1.0×108 个/mL)

备用。(2) 细菌注射液的制备：将保存细菌在 LB

平板上活化，挑起单菌落接种于 30 mL PDB 液体培

养基中，28 °C、150 r/min 振荡培养 48 h，用无菌

水配制成细菌悬液(1.0×108 CFU/mL)备用。 

1.3.2  离体半夏块茎的回接[8]：取健康半夏块茎，用

自来水将其表面冲洗干净，用 2%次氯酸钠浸泡 5 min，

用无菌水洗 3 次，用无菌吸水纸吸干后备用。在块茎

芽点基部附近用无菌注射器注射新鲜制备的孢子悬

液 10 μL 和细菌悬液 10 μL，细菌和真菌各自分别接

种 10 个半夏块茎，注射 10 μL 灭菌 PDB 液体培养基

做阴性对照，健康无伤口块茎做空白对照，然后分别

放置于垫有湿润滤纸的灭菌平皿中，封口膜封闭，放
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置于 28 °C 培养箱，每天观察发病情况并做好记录。 

1.3.3  半夏植株的回接：取健康半夏块茎，用自来

水将其表面冲洗干净，用 2%次氯酸钠浸泡 5 min，

用无菌水洗 3 次，灭菌吸水纸吸干后种植在灭菌珍

珠岩中，28 °C 人工气候箱培养，待其长出 3 片子

叶。(1) 注射接种[8]：在半夏植株叶柄基部附近用无

菌注射器注射新鲜制备的孢子悬液、细菌悬液和细

菌真菌等体积混合液各 10 μL，细菌、真菌和细菌

真菌混合液各自分别接种 10 株，接种好后移栽在

灭菌土中，保持一定的湿度，28 °C 人工气候箱中

培养，每天观察发病情况。用注射 10 μL PDB 液体

培养基植株作为阴性对照，用健康无伤口植株作空

白对照。(2) 浸根接种[8-9]：将完整无伤口半夏植株

各 10 株分别将其块茎在细菌悬液、真菌悬液和细

菌真菌混合液浸泡 15 min 后移栽在灭菌土中，保持

一定的湿度，28 °C 人工气候箱中培养，每天观察

发病情况。用浸泡在无菌 PDB 中的半夏植株作为阴

性对照，浸泡在无菌水中的作空白对照。 

取发病的离体半夏块茎和植株，按照 1.2 的方

法重新分离病原菌，并与原接种物进行表型鉴定(菌

落形态、颜色)，以确定引发病害的病原菌是否为原

接种物，病原菌与原接种物一致者即确定为半夏块

茎腐烂病病原菌。 

1.4  病原细菌的鉴定 

对回接试验中已确定具有致病性的细菌进行菌

落形态观察、革兰氏染色并用 3% KOH 溶解试验验

证。病原细菌的生理生化试验参照文献[10-11]进行。 

对病原细菌 16S rRNA 基因片段的扩增和序列

进行分析，将病原细菌接种于 PDA 平板，28 °C 培

养 24 h，挑起单菌落置于 30 μL 无菌 ddH2O 制成细

菌悬液。用细菌 16S rRNA 基因通用引物对细菌总

DNA 进 行 扩 增 ， 其 上 游 引 物 27F ：

5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ ， 下 游 引 物

1514R：5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′，扩增

片段大小预计在1 500 bp左右，PCR扩增体系(50 μL)：

10×PCR buffer 5 μL，dNTPs mixture (2.5 mmol/L)  

4 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，TaKaRa Taq

酶 (5 U/μL) 0.5 μL，菌悬液 1 μL (对照用同样体积

的无菌 ddH2O)，加无菌 ddH2O 至 50 μL。PCR 条件：

96 °C 8 min；94 °C 1 min，50 °C 1 min，72 °C 1 min，

30 个循环；72 °C 10 min。反应终止，取 3 μL PCR

产物，1%琼脂糖电泳检测扩增效果。将特异性 PCR

产物送往北京华大基因测序。将测序结果与 NCBI 

(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/) GenBank 数据库中进

行 同 源 性 检 索 。 采 用 MEGA 5.1 软 件 中 的

Neighbor-Joining 法构建系统进化树。 

1.5  病原真菌的鉴定 

1.5.1  病原真菌孢子形态观察：载玻片培养法[8]：

在无菌操作台上将 PDA 培养基倒入培养皿，厚度

约为 1−5 mm。接种铲灼烧灭菌后，在凝固好的培

养基上划 5 mm×5 mm 的琼脂培养基小块，并将其

转移至灭菌的载玻片上，将分离得到的病原真菌菌

种活化后接种在小块四角，盖上无菌盖玻片，置于

保湿培养皿中 28 °C 培养 2−3 d。在显微镜下观察并

记录分生孢子形状，小型和大型分生孢子的数量及

其形态特征，产孢细胞、厚垣孢子的有无。根据

Booth 分类系统[12-14]对镰刀菌进行分类鉴定。 

1.5.2  病原真菌 ITS 和 TEF 片段的扩增和序列分

析：(1) 真菌总 DNA 的提取[15]：1) 菌丝体的制备：

将少许菌丝接种于 50 mL PDB 液体培养基，于   

28 °C 振荡培养 48 h，12 000 r/min 离心 10 min 收集

菌体，并用无菌水洗涤 3 次，保存于−20 °C 备用。

2) 采用 CTAB 法提取基因组 DNA：取 200 mg 菌体

于 500 μL 溶菌液充分研磨，65 °C 温育 1 h，加 300 μL

氯仿:酚:异戊醇(25:24:1，体积比)混匀，12 000 r/min

离心 15 min，取 300 μL 上层水相再用氯仿:酚:异戊

醇(25:24:1，体积比)重复抽提 2 次，加入 7 μL NaAc 

(3 mol/L)和 150 μL 异丙醇，轻轻混匀，12 000 r/min

离心 15 min，弃上清，用 70%酒精洗涤沉淀 3 次，

室温风干，用 50 μL ddH2O 溶解沉淀，−20 °C 保存。 

(2) ITS 区域和转录延长因子 TEF-1α PCR 扩增：

用通用引物 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)

和 ITS5 (5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′)

扩增真菌 ITS 区域[16]。ITS 区域目的片段大小预计
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在 600 bp 左右。50 μL PCR 体系：10×PCR buffer    

5 μL，dNTPs mixture (2.5 mmol/L) 4 μL，上下游引  

物(10 μmol/L )各 1 μL，TaKaRa Taq 酶(5 U/μL)    

0.5 μL，DNA 模板 1 μL (对照用同样体积的无菌

ddH2O)，加无菌 ddH2O 至 50 μL。PCR 条件：94 °C 

5 min；94 °C 1 min，54 °C 1 min，72 °C 1 min，30 个

循环；72 °C 10 min。转录延长因子 TEF-1α 采用通

用引物EF1T (5′-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3′)

和 EF2T (5′-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3′)进

行 PCR 扩增[17]，目的片段大小预计在 710 bp 左右。

PCR 体系和 ITS 的体系相同，PCR 反应条件：94 °C 

5 min；94 °C 1 min，57 °C 1 min，72 °C 1 min，30 个

循环；72 °C 10 min。反应终止后取 3 μL PCR 产物，

1%琼脂糖电泳检测扩增效果。将特异性 PCR 产物

送往北京华大基因测序。将测序结果在 GenBank 数

据库中进行同源性检索。采用 MEGA 5.1 软件中的

Neighbor-Joining 法构建系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌的分离和致病性试验 

从贵州赫章县、大方县、遵义县采集半夏腐烂

病样品进行病原菌的分离和致病性测定。从采集到

的半夏块茎腐烂样品中同时分离纯化到了细菌和真

菌共 56 株，其中 46 株细菌，10 株真菌。分离物按

样品来源地进行命名：赫章县来源的细菌分离物命

名为 HZ1−20，真菌为 H1；大方县来源的细菌分离

物命名为 DF1−8，真菌为 D1−5；遵义县来源的细菌

分离物命名为 ZY1−18，真菌为 ZJ、Z1−3。通过离

体半夏块茎和完整半夏植株回接致病性试验，结果

表明，离体半夏块茎接种细菌病原 24−48 h 后整个

半夏块茎出现豆腐渣样腐烂，并伴有恶臭；而接种

真菌病原的离体半夏块茎出现干腐(图 1)。半夏植株

回接致病性试验，细菌注射接种 24−48 h 后半夏植

株都表现出了病征，而真菌则要 3−5 d 才能开始表

现出病征。细菌无伤口浸根接种 48−72 h 后开始表

现出病症，而真菌无伤口浸根接种则需要更长的时

间才能表现出病症。单独接种细菌病原的发病植株

的叶片、叶柄发生水渍样软腐，而单独接种真菌病

原的发病植株的叶片、叶柄发黄，随后叶柄基部腐

烂；剖开块茎观察，注射接种的植株块茎从注射处

开始发生腐烂，浸泡接种的从叶柄基部及附近开始

腐烂，几天后整个块茎全部腐烂，并伴有恶臭，这与

田间的病征相似，对照组没有引发腐烂症状(图 2)。

在观察还未表现出病症的植株时发现其有一部分根

部已腐烂，其他组织部位都完好，对照组根部完好。 

回接试验结果表明病原菌(细菌病原和真菌病

原)从伤口、根部和叶柄基部及附近侵染，其中最容

易从伤口处侵染，细菌病原比真菌病原更具有侵染

性，致病能力更强。由于细菌病原的侵染力要比真

菌病原的侵染力强得多，接种后发病时间快，在混

合接种细菌和真菌两种病原的实验组中表现出来

的病症与单独接种细菌病原实验组的病症一样，块

茎腐烂程度与单一接种细菌病原试验组相似。能够

引起半夏块茎腐烂病的分离物共有 17 株，其中细

菌 12 株(HZ2，HZ7，HZ12，HZ15，DF1，DF5，

DF6，ZY3，ZY8，ZY9，ZY10，ZY15)，真菌 5 株 
 

 
 

图1  半夏块茎回接试验 
Figure 1  Pathogenicity test on Pinellia tuber 

注：A：真菌回接试验；B：细菌回接试验；C：对照. 

Note: A: Pathogenicity test of fungal pathogen; B: Pathogenicity test of bacterial pathogen; C: Control. 
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图2  半夏植株回接试验 
Figure 2  Pathogenicity test on Pinellia ternata plant 

注：A，B：发病植株叶片、叶柄发生水渍样软腐；C：实验组地下整个块茎发生豆腐渣样腐烂. 

Note: A, B: Symptom produced on leaf and petiole of Pinellia ternata plant; C: Symptom produced on tuber of Pinellia ternata. 
 

(H1，D3，D5，ZJ，Z3)。对接种发病后的块茎按照方

法 1.2 重新分离病原菌，结果分离到的细菌、真菌在

菌落形态上和接种的细菌、真菌完全一致。根据柯赫

法则可以判定，它们是引起半夏块茎腐烂的病原菌。 

2.2  病原细菌鉴定结果 

2.2.1  病原细菌形态与生理生化特征：在 PDA 平

板上 28 °C 培养 48 h 均形成圆形菌落，稍突起，灰

白色，生长后期变为半透明。革兰染色均为阴性，

12 株细菌培养物与 3% KOH 溶液混合 15 s 左右均

可拉出丝状物体，均为革兰阴性菌，革兰染色与 3% 

KOH 溶解试验结果一致。12 株病原细菌的生理生

化特性相似，结果见表 1。 

2.2.2  病原细菌的分子生物学鉴定：扩增能引起

半夏块茎腐烂的 12 株病原细菌的 16S rRNA 基因，

并将 PCR 特异性产物送北京华大基因测序。将测

序结果与 NCBI (http://www. ncbi.nlm.nih.Gov/) 

GenBank 数据库进行同源性比对，根据已报道的

相 关 1 6 S  r R N A 基 因 序 列 [ 1 8 - 2 2 ] ( 表 2 ) ， 以   

Pseudomonas fluorescens 作为外群，采用 MEGA 5.1

软件中的 Neighbor-Joining 法构建系统进化树。结

果显示：从大方地区分离到的 DF1、DF5、DF6 与

胡 萝 卜 软 腐 果 胶 杆 菌 胡 萝 卜 软 腐 亚 种

(Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) 
C144 (JF926739.1)等菌株报告的序列相似度达

99%；从赫章和遵义地区分离到的 9 株病原细菌与

胡 萝 卜 软 腐 果 胶 杆 菌 胡 萝 卜 软 腐 亚 种

(Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum)  

表 1  12 株病原细菌主要生理生化特性 
Table 1  Main bacteriological characteristics for 12 

bacterial pathogens 

项目 

Items 

结果 

Results 

41 °C 生长 

Growth at 41 °C 
+ 

5% NaCl 生长 

Growth at 5% NaCl 
+ 

葡萄糖发酵 

Acid production from glucose 
+ 

蔗糖发酵 

Acid production from sucrose 
+ 

吲哚试验 

Indole production 
− 

氧化酶试验 

Oxidas 
− 

硝酸盐还原 

Nitrate reduction 
+ 

H2O2 试验 

Catalase 

− 

明胶液化 

Gelatin liquefaction 
− 

淀粉水解 

Starch hydrolysis 
− 

MR 试验 

MR reaction 
− 

V-P 试验 

VP reaction 
+ 

柠檬酸盐 

Citrate production 
+ 

H2S 试验 

H2S production 
− 

革兰氏染色 

Gram stain 
− 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 
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表 2  16S rRNA 系统发育分析参考序列 
Table 2  The reference sequences used in phylogenetic analyses based on 16S rRNA 

菌株 

Strains 

索引号 

Accession numbers 

参考文献 

References 

备注 

Remark 

P. carotovorum subsp. carotovorum strain RF1 DQ886670.1 18  

P. carotovorum subsp. brasiliense strain 1001 JF926759.1 19  

P. carotovorum subsp. carotovorum strain C150 JF926744.1 19  

P. carotovorum subsp. carotovorum strain CFBP2046 JF926732.1 19  

P. carotovorum subsp. carotovorum strain A10.1 JF926735.1 19  

P. carotovorum subsp. carotovorum strain C144 JF926739.1 19  

P. carotovorum subsp. carotovorum strain ATCC 15713 U80197.1 20 模式菌株 

Pectobacterium betavasculorum strain ATCC 43762 U80198.1 20  

Pectobacterium wasabiae CFBP 3304 U80199.1 20  

Erwinia ananas U80196.1 20  

Erwinia herbicola U80202.1 20  

Erwinia amylovora U80195.1 20  

Erwinia cypripedii U80201.1 20  

Erwinia chrysanthemi U80200.1 20  

P. carotovorum subsp. odoriferum strain LMG 17566 NR-025316.1 21  

Pseudomonas fluorescens strain Pf1 AY622220.1 22  

RF1 (DQ886670.1)等 菌 株 报 告 的 序 列 相 似 度 达

99%。Mohamed 等[23]分别利用 pmrA 和 16S rRNA

序 列 对 胡 萝 卜 软 腐 果 胶 杆 菌 胡 萝 卜 软 腐 亚 种

(Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum)

进行了系统发育分析，结果显示该亚种在同一分

支上分为两个小的分支，为两个不同的种群。16S 

rRNA 系统进化树(图 3)显示：12 株病原细菌分别

与不同菌株的胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜软腐亚

种(Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum)

聚为两个大的分支，赫章县和遵义县分离的病原

细菌聚在同一分支，但各自聚为一支。大方县分

离到的病原细菌则聚为另一个分支，分两个小支，

这与 Kettani-Halabi 等的报道结果相似。综上所述，

结合形态学、生理生化特性[24]、16S rRNA 系统发

育学分析结果以及相关文献[18-22,25]，笔者将这 12

株病原细菌确定为胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜软

腐 亚 种 (Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum)。 

2.3  病原真菌形态学鉴定结果 

致病真菌 H1、D3、D5 在 PDA 平板上，28 °C 培

养 5 d 形成圆形菌斑，大小在 5.3−6.0 cm，菌丝呈灰

白色、质地棉絮状(图 4A)，平皿背面能看到有墨绿色

不规则或扇形斑，或轮纹上有墨绿色斑点(图 4B)。Z3、

ZJ 菌株在 PDA 平板上，28 °C 培养 5 d 形成圆形菌

斑，大小 6.0−6.5 cm，菌丝白色、质地棉絮状(图 4C)，

背面有紫红色色素(图 4D)。 

光学显微镜 40 倍下观察，H1、D3、D5 菌株的

孢子形态也高度相似。大型分生孢子较宽，稍弯曲，

通常 3−4 个隔膜。大多数大型分生孢子的顶细胞短、

钝圆，偶尔有少数的顶细胞较弯曲，足胞锯齿状。

分生孢子座上产生有分枝的产孢梗，产孢梗单甁

梗，稍长(图 5A)。小型分生孢子长椭圆形、肾形，

单胞或双胞，数量多，呈假头状聚生，0−1 个隔膜。

有厚垣孢子，厚垣孢子顶生、单生、间生，或 2−3 个

聚生。H1、D3、D5 的培养性状及孢子形态特征与茄

病镰刀菌(Fusarium solani)的标准形态一致[12-14]。  
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图 3  12 株病原细菌 16S rRNA 进化树 
Figure 3  Phylogenesis of 16S rRNA of twelve bacterial pathogens 

注：括号内为菌株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的索引号；分支点上的数字表示构建系统树时 500 次计算时形成该节点的百

分比.  

Note: The numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the 16S rRNA gene sequences of those strains. The 
numbers in the branching points are bootstrap values (expressed as percentages of 500 replications). 
 

 

Z3 和 ZJ 的孢子形态高度相似。小型分生孢子

较多，为肾形或卵圆形，0−1 隔；大型分生孢子极

少，两端比较均匀地逐渐变尖，类似镰刀形状，2−6

隔，多为 3 隔。厚垣孢子为球形，单生、对生，产

孢细胞为短的单瓶梗(图 5B)。ZJ、Z3 的培养性状及

形态特征与尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)的标

准形态一致[12-14]。 

2.4  病原真菌 ITS 和 TEF 序列分析 

对能引起半夏块茎腐烂的 5 株真菌分别扩增其

ITS 和 TEF 片段，将 PCR 特异性产物送北京华大基

因测序，将测序结果分别与 NCBI 的 GenBank 数据

库进行同源性比对，结果显示：D3、D5、H1 的 ITS

序列与茄病镰刀菌(F. solani) P109-4 (HM461910.1)

等菌株报告的序列相似度达 99%，ZJ、Z3 的 ITS

序列与尖孢镰刀菌(F. oxysporum) r160 (HQ649816.1)

等菌株报告的序列相似度达 99%；D3、D5、H1 的

TEF 序列与茄病镰刀菌(F. solani) FRC S-2516 

(JN235735.1)等菌株报告的序列相似度达 99%，ZJ、

Z3 的 TEF 序列与尖孢镰刀菌(F. Oxysporum) 

MAFF 744009 (DQ452425.1)等菌株报告的序列相

似度达 99%。D3、D5、H1、ZJ、Z3 的 ITS 序列

已提交 NCBI 的 GenBank 数据库，索引号分别是：

KJ019827.1、KJ019829.1、KJ019828.1、KF278962.1

和 KJ019830 .1。 采用 MEGA 5 .1 软 件中的

Neighbor-Joining 法构建系统进化树。从 ITS (图 6)

和 TEF (图 7)构建的进化树可以看出：ZJ、Z3 与不

同菌株的尖孢镰刀菌(F. oxysporum)聚在同一分支

上，而 D3、D5、H1 与不同菌株的茄病镰刀菌 
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图 4  病原真菌在 PDA 平板上的菌落形态  
Figure 4  Colony characteristic of fungal pathogens on PDA 
注：A：D3 菌株正面；B：D3 菌株背面；C：Z3 菌株正面；D：

Z3 菌株背面.  

Note：A: The face of colony of strain D3; B: The reverse side of 

colony of strain D3; C: The face of colony of strain Z3; D: The 
reverse side of colony of strain Z3. 

 
 
图 5  病原真菌孢子梗(40×)   
Figure 5  The characteristic of sporophore of fungal 
pathogens (40×)  
注：A：H1 菌株孢子梗；B：Z3 菌株孢子梗. 

Note: A: Strain H1; B: Strain Z3. 

 
(F. solani)聚在同一分支上。ITS 和 TEF 的聚类图结

果显示基本一致。 

综上所述，真菌病原菌的形态鉴定和分子鉴定

结果一致。因此，笔者结合形态鉴定和分子鉴定的

结果以及相关报道[26-30]，将 ZJ、Z3 确定为尖孢镰

刀菌(F. oxysporum)，将 D3、D5、H1 确定为茄病镰

刀菌(F. solani)。

 

 
 

图 6  5 种病原真菌 ITS 进化树 
Figure 6  Phylogenesis of ITS of five fungal pathogens 

注：括号内为菌株的 ITS 基因序列在 GenBank 中的索引号；分支点上的数字表示构建系统树时 500 次计算时形成该节点的百分比. 

Note: The numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the ITS gene sequences of those strains. The numbers 
in the branching points are bootstrap values (expressed as percentages of 500 replications). 



石建龙等: 贵州半夏块茎腐烂病病原菌的分离与鉴定 297 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

 
图 7  5 种病原真菌 TEF 进化树 

Figure 7  Phylogenesis of TEF of five fungal pathogens 
注：括号内为菌株的 TEF 基因序列在 GenBank 中的索引号；分支点上的数字表示构建系统树时 500 次计算时形成该节点的百分比. 

Note: The numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the TEF gene sequences of those strains. The numbers 
in the branching points are bootstrap values (expressed as percentages of 500 replications). 

 

3  讨论  

植物器官和组织(根、块茎、果实、茎基等)腐

烂病可由多种病原菌引起，发病不限于田间，贮藏

期间也有发生，其中由欧氏杆菌属(Erwinia)的软腐

欧文氏菌[31-35]和镰刀菌属(Fusarium)[36-40]的尖孢镰

刀菌引起的腐烂病最为普遍，严重影响了经济作物

的品质和产量，造成巨大的经济损失。半夏是我国

传统中药材，年需求量大，经实地考察和当地农民

反映，贵州省半夏人工栽培基地块茎腐烂病连年发

生且很严重，甚至导致绝收。为此，对贵州省半夏

块茎腐烂病的相关研究意义重大。 

何煜波等[18]报道了浙江萧山地区的半夏细菌

性软腐病原菌为胡萝卜果胶杆菌软腐果胶杆菌胡

萝 卜 亚 种 (Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum)。曾令祥等[7]报道了贵州省半夏种球腐

烂病的真菌病原为镰刀菌属(Fusarium sp.)的一种，

但没有做更进一步的鉴定。孙新荣等[28]报道了甘肃

清水地区的半夏块茎腐烂病的病原菌为尖孢镰刀

菌(F. oxysporum)。由此可知半夏块茎腐烂病的病原

菌有细菌病原和真菌病原两类。已报道过的关于半

夏块茎腐烂病病原菌都是只报道了单一的一类病

原菌(细菌或真菌病原)。 

本研究从腐烂的半夏块茎样品中同时分离到

了细菌和真菌两类病原物，采用伤口和无伤口两种

接种方法各自单独回接于离体半夏块茎和半夏植

株后都能使半夏块茎腐烂，病原菌更容易从伤口侵

染，都表现出较强的致病性，接种细菌病原出现湿

腐症状，接种真菌病原出现干腐症状，细菌病原的

侵染性和致病力都强于真菌病原。提示在病害防治

上要注意防治地下害虫，以免咬伤半夏块茎形成伤

口给病原菌的侵入提供可乘之机。细菌病原比真菌

病原的侵染力和致病性更强，发病时间更快，提示

在病害防治上以重点防治病原细菌的同时也要防

止病原真菌的侵染。笔者认为，贵州省半夏块茎腐

烂病的发生可以由细菌或真菌单一病原菌引起，也

可由细菌和真菌两类病原菌复合侵染而引起。通过

致病性试验、形态学、生理生化特性和分子生物学

的方法对病原菌进行鉴定，半夏块茎腐烂病病原细

菌均为胡萝卜果胶杆菌软腐果胶杆菌胡萝卜亚种

(Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum)，

病原真菌为尖孢镰刀菌(F. oxysporum)和茄病镰刀
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菌(F. solani)。病原真菌中，笔者首次分离到茄病镰

刀菌(F. solani)，并且致病力与尖孢镰刀菌相当。本

文首次详细报道了贵州省半夏块茎腐烂病的病原

菌(细菌病原和真菌病原)，为贵州省半夏块茎腐烂

病的防治工作提供了强有利的理论依据。 
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