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摘  要：【目的】大葱在贮藏期频繁发生镰孢菌腐烂病，损失严重。明确该病害病原种类对病

害防治具有重要意义。【方法】利用组织分离法对采集自甘肃省兰州市(区)蔬菜市场的 16 份大

葱贮藏期镰孢菌腐烂病病样进行病原物的分离、纯化培养，经单孢分离后根据形态学特征，再

结合 rDNA-ITS、EF-1a(tef)基因序列分析的方法进行鉴定。【结果】共分离得到 80 株镰孢菌，

经鉴定分属 3 个种，即层出镰孢菌(Fusarium proliferatum)、尖孢镰孢菌(F. oxysporum)和燕麦镰

孢菌(F. avenaceum)，其中层出镰孢菌为大葱镰孢菌腐烂病的优势致病菌，分离频率为 52.50%。

对兰州白葱不同部位进行致病性测定，结果表明层出镰孢菌对大葱鳞茎的致病力最强，而燕麦

镰孢菌对大葱鳞茎的致病力最弱。【结论】3 种镰孢菌作为该病害的病原，属国内首次报道。 

关键词：大葱，大葱镰孢菌腐烂病，层出镰孢菌，尖孢镰孢菌，燕麦镰孢菌 
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Identification of pathogens causing shallot storage Fusarium rot 
disease in Gansu province, China 
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Abstract: [Objective] Shallot Fusarium rot disease occurred constantly during storage. It was 
important for controlling the disease to confirm the pathogenic Fusarium species of the disease. 
[Methods] The pathogens of shallot storage Fusarium rot disease were isolated and cultured purely 
by tissue isolation method from 16 samples collected from Lanzhou markets in Gansu province, 
China. The generated Fusarium strains were identified by morphological characteristics and analysis 
of rDNA-ITS, EF-1a(tef) gene sequences after single spore isolation. [Results] The generated 80 
Fusarium strains belonged to three species including F. proliferatum, F. oxysporum and F. 
avenaceum. F. proliferatum with 52.50 percentage isolation frequencies was the dominant pathogen 
of shallot Fusarium rot disease. The pathogenicity test showed that the pathogenicity of F. 
proliferatum was the strongest in shallot bulbs among the three Fusarium species, F. avenaceum was 
the weakest. [Conclusion] Three pathogenic Fusarium species were firstly reported as the pathogens 
of shallot storage Fusarium rot disease in Ganshu province, China. 

Keywords: Allium fistulosum L., Shallot Fusarium rot disease, Fusarium proliferatum, Fusarium 
oxysporum, Fusarium avenaceum 

大葱(Allium fistulosum L.)为百合科葱属草本植

物，原产于亚洲西部地区，在我国栽培范围广泛，

种植历史悠久，其食用功能强，是良好的调味品，

内含丰富的营养元素和矿物质，具有开胃消食、保

健和杀菌防病等功能[1-2]。我国是世界上大葱的主要

生产国和出口贸易国之一[3]，目前我国大葱栽种面

积已达 12万 hm2[4]。近年来甘肃省临洮县和正宁县

大葱规模化生产发展迅速，种植面积达数千 hm2，

已成为当地农民增收致富的重要作物。然而，近年

来大葱病害发生严重，尤其大葱镰孢菌腐烂病已成

为贮藏期的主要真菌性病害之一，常造成大量的大

葱腐烂难以销售和食用，给农户和贸易商带来了严

重的经济损失。 

目前，关于葱蒜类鳞茎腐烂病的研究报道有

限。漆永红等[5]通过单孢分离和致病性测定，根据

病原菌形态学特征确定甘肃省嘉峪关地区洋葱干

腐病的主要致病菌为尖孢镰孢菌 (Fusarium 

oxysporum)、串珠镰孢菌(F. moniliforme)和茄病镰孢

菌(F. solani)，其中尖孢镰孢菌是该病害的优势种。

Sang等[6]在韩国研究发现，巴西青霉菌(Penicillium 

brasilianum)也是洋葱鳞茎腐烂病的病原菌。然而，

关于大葱贮藏期镰孢菌腐烂病病原的研究尚未见

报道，本文对甘肃省大葱贮藏期镰孢菌腐烂病的病

原菌进行了分离鉴定研究，以期明确其病原菌种类

及其致病性，并为甘肃地区大葱贮藏期镰孢菌腐烂

病的生物防控技术和抗病育种提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  病样采集 

2014 年 6−8 月在甘肃省兰州市安宁区、西固

区、七里河区、城关区的蔬菜市场对大葱贮藏期真

菌性病害病情进行调查，采集兰州白葱品种的大葱

镰孢菌腐烂病样品共 16 份，分装于自封袋后带回

实验室备用。 
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1.2  病原菌的分离 

参照Leslie等[7]和Burgess等[8]的方法对大葱病

样的鳞茎和叶片部位进行病原菌的分离、纯化。采

用稀释分离法进行单孢分离，将纯化菌株转接于

CLA培养基(g/L)[9](康乃馨叶片，琼脂 15.0，水 1.0)

上，置于 25 °C恒温培养箱黑暗培养；统计病原菌

分离频率，确定优势病原。 

1.3  病原菌的鉴定 

1.3.1  形态学鉴定：主要依据 Leslie[7]分类鉴定方

法，并参照 Burgess等[8]分类系统和 Nelson等[10]的

鉴定方法，结合 PDA培养基[11]上的培养性状，72 h

后的菌落直径，CLA 培养基上大、小型分生孢子的

有无，分生孢子的形态及产生方式，厚垣孢子的有

无以及着生方式，瓶梗类型等特征进行形态鉴定[11]。 

1.3.2  分子鉴定：以形态学鉴定结果为基础，选取

分离自大葱标样的代表菌株 GSLZA-F-8、

GSLZA-F-9、GSLZA-A-2分别接种至铺在 PDA培

养基的玻璃纸上，25 °C恒温培养 5 d，取 0.1 g菌

丝，采用 CTAB法[12]提取病原菌基因组 DNA。 

rDNA-ITS扩增采用真菌核糖体基因转录间隔区

通用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)

和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)引物；

当扩增 EF-1a(tef)基因时，使用引物 EF-1H 

(5'-ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3′) 和 EF-2T 

(5'-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3′) (由北京天

一公司合成)。以 25 μL 反应体系进行 PCR 扩    

增[13-14]，反应完成后，取 2 μL PCR产物进行 1%琼

脂糖凝胶电泳检测，扩增产物送北京天一辉远生物

科技有限公司测序，通过 BLAST 软件与 NCBI 

GenBank中的已知序列进行同源性比对后，再利用

MEGA 5.0软件分别构建系统发育树，从而确定各

菌株的分类地位。 

1.4  致病性测定及再分离 

病原菌的接种方式分为有伤接种和无伤接种[15]。

选取健康的兰州白葱，用纯水洗干净，接种时用

75%的酒精擦洗几次进行消毒，然后用灭菌水冲洗

3次，风干后备用。在 PDA平板上将培养 4−5 d的

代表菌株 GSLZA-F-8、GSLZA-F-9、GSLZA-A-2、

GSLZA-F-8-9-2 菌落的边缘用打孔器(Ф=5 mm)打

取 菌 饼 ， 其 中 菌 株 GSLZA-F-8-9-2 由 菌 株

GSLZA-F-8、GSLZA-F-9和GSLZA-A-2各自配制成

106个/mL的孢子悬浮液后按照1:1:1的比例混匀配制

成 106个/mL 的混合菌液后涂布于 PDA 平板上培养

得到。有伤接种时用灭菌刀片切伤大葱鳞茎或用灭菌

针刺伤大葱叶片后，将菌饼接于伤口处，置于室温

25 °C条件下保湿培养，7 d后观察发病情况，评价病

原菌的致病性[16-17]，以切伤或刺伤不接菌饼和无伤不

接菌饼的大葱作为对照。每个处理 5个重复。 

大葱病斑面积(cm2)=(π×长径×短径)/4 

从接种发病的大葱组织上分离致病菌，在 PDA

培养基平板上获得纯培养，并与原接种菌株进行比

较[18]，从而明确其致病性。 

2  结果与分析 

2.1  大葱贮藏期镰孢菌腐烂病的发病症状 

大葱贮藏期，镰孢菌侵染大葱鳞茎和叶片，可

引起大葱镰孢菌腐烂病，该病害发病率较高，危害

较重，在环境条件适宜时，其致病镰孢菌生长旺盛，

病部迅速扩展，以致病情加重。发病初期，大葱叶

片逐渐皱缩腐烂、大葱鳞茎局部开始干枯凹陷、腐

烂，病斑呈渍状，边缘灰色或浅褐色；发病后期，

整株大葱呈干缩状腐烂，病部布满灰白色霉层(图

1A、B)。 

 

 
 

图 1  大葱贮藏期镰孢菌腐烂病发病症状 

Figure 1  The natural symptom of shallot storage 
Fusarium rot diseases 
注：A：大葱镰孢菌腐烂病的发病初期症状；B：大葱镰孢菌

腐烂病的发病后期症状；C：健康大葱. 
Note: A: The primary symptom of shallot Fusarium rot diseases; 
B: The late symptom of shallot Fusarium rot diseases; C: Healthy 
shallots. 
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2.2  大葱镰孢菌腐烂病标样中致病镰孢菌的分

离鉴定 

2.2.1  病原镰孢菌种类及分离频率：在兰州市 4个

区的 16份大葱镰孢菌腐烂病标样中分离得到 80株

镰孢菌，单孢分离后经形态学初步鉴定，将这些菌

株分属 3个种，包括层出镰孢菌(F. proliferatum)、

尖孢镰孢菌 (F. oxysporum)和燕麦镰孢菌 (F. 

avenaceum)，其中层出镰孢菌分离频率较多，属优

势病原，三者分离频率分别为 52.50%、37.50%、

10.00% (表 1)。 

2 .2 .2   病原镰孢菌形态特征：层出镰孢菌 (F. 

proliferatum Nirenberg)：在 PDA培养基上 28 °C恒

温培养 72 h的菌落生长速度为 23 mm/72 h。菌落生

长较旺盛，气生菌丝浅紫色或灰白色呈羊卷毛状，

边缘呈丝状辐射，正面呈浅粉色，背面由深红色变

成近黑色。在 CLA 培养基上极少产生大型分生孢

子，其产生于淡橘黄色分生孢子座上，细而较直，

通常 3−5隔；小型分生孢子数量多，棍棒形或梨形，

通常 0隔膜，以短链状形式串生于具分支的单瓶梗 

表 1  大葱镰孢菌腐烂病标样中致病镰孢菌的种类及

分离频率 
Table 1  The Fusarium species and isolation frequencies 

from shallot Fusarium rot diseased samples 

病原菌 

Pathogen species 

分离菌株数 

Isolate 
number 

分离频率 

Isolation 
frequency (%)

层出镰孢菌(F. proliferatum) 42 52.50 

尖孢镰孢菌(F. oxysporum) 30 37.50 

燕麦镰孢菌(F. avenaceum) 8 10.00 

 

上；无厚垣孢子(图 2)。 

尖孢镰孢菌(F. oxysporum Schlecht)：在 PDA培

养基上 25 °C 恒温培养 72 h 的菌落生长速度为   

30.5 mm/72 h。菌落平坦，边缘较整齐，菌丝白色

呈羊毛状，背面无色素。在 CLA 培养基上大型分

生孢子产生于大量的淡橘黄色分生孢子座上，薄

壁，镰刀形，稍弯，通常 3隔膜，顶胞有轻微的钩

状，钩状近直，基胞有明显足跟；小型分生孢子卵

形、椭圆形或肾形，以假头状着生短瓶梗上，通常

0 隔膜。厚垣孢子易产生，球形，单生或串生。产

孢细胞单瓶梗，梗短(图 3)。 
 

 
图 2  层出镰孢菌形态特征 

Figure 2  The morphological characteristics of F. proliferatum 
注：A：在 PDA上的菌落背面形态；B：大型分生孢子；C：小型分生孢子；D：短链状小型分生孢子. 
Note: A: The colony morphology of F. proliferatum at the back of PDA; B: Macroconidia; C: Microconidia; D: Microconidia in short 
chain. 

 

 
图 3  尖孢镰孢菌形态特征 

Figure 3  The morphological characteristics of F. oxysporum 
注：A：在 PDA上的菌落正面形态；B：大型分生孢子；C：小型分生孢子；D：厚垣孢子；E：短瓶梗. 
Note: A: The colony morphology of F. oxysporum in the face of PDA; B: Macroconidia; C: Microconidia; D: Chlamydospores; E: Short 
monophialide. 
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图 4  燕麦镰孢菌形态特征 

Figure 4  The morphological characteristics of F. avenaceum 
注：A：在 PDA上的菌落正面形态；B：大型分生孢子；C：小型分生孢子；D：产孢瓶梗. 
Note: A: The colony morphology of F. avenaceum in the face of PDA; B: Macroconidia; C: Microconidia; D: Monophialides. 
 
 

燕麦镰孢菌(F. avenaceum Saccardo)：在 PDA

培养基上 25 °C 恒温培养 72 h 的菌落生长速度较

慢，为 17.3 mm/72 h。菌落较全缘，中央少部分呈

浅黄色，周围及边缘白色，菌丝白色呈絮状，背面

有橘黄色色素。在 CLA 培养基上大型分生孢子产

生于淡橘黄色分生孢子座上，长而细，稍弯近直，

有瘦钩，通常 5隔膜，顶胞呈锥形，基胞有凹口；

小型分生孢子呈梭形或棍棒形，0 隔膜；不产生厚

垣孢子；产孢细胞单瓶梗，梗短(图 4)。 

2.2.3  病原菌 rDNA-ITS 扩增、tef 基因扩增及序列

分析：用引物 ITS1 和 ITS4 对菌株 GSLZA-F-8、

GSLZA-F-9、GSLZA-A-2 的 rDNA-ITS 进行 PCR

扩增，分别得到长度为 550、525、538 bp (GenBank

登录号分别为 KX029333、KX029334和 KX029335)

的扩增片段(图 5A)。在 GenBank中用 BLAST进行

序列同源性比对后，构建系统发育树。结果表明

GSLZA-F-8 与 GenBank 中登记的层出镰孢菌

KJ767072、KJ767073的相似性均为 100%，亲缘关

系最近，聚为一类；GSLZA-F-9 与尖孢镰孢菌

HM179531、KM282626、JN400682 的相似性均在

99%以上，亲缘关系最近，聚为一类；GSLZA-A-2

与燕麦镰孢菌 KJ562378、KF939132的相似性均在

99%以上，亲缘关系最近，聚为一类(图 6)。 

菌株 GSLZA-F-8、GSLZA-F-9、GSLZA-A-2

的 tef基因扩增片段长度分别为 699、684、645 bp (图

5B)，GenBank登录号分别为 KX029336、KX029337

和 KX029338。在 GenBank中比对后，构建基于 tef

基因的系统发育树，结果表明 GSLZA-F-8 与层出 

 
 

图 5  镰孢菌株的 PCR 产物电泳图 
Figure 5  Electrophoregrams for PCR products of 
Fusarium pathogens 
注：A：rDNA-ITS；B：tef基因；M：DL2000 DNA marker；1：

菌株 GSLZA-F-8；2：菌株 GSLZA-F-9；3：菌株 GSLZA-A-2.  
Note: A: rDNA-ITS; B: tef gene; M: DL2000 DNA marker; 1: 
Isolate GSLZA-F-8; 2: Isolate GSLZA-F-9; 3: Isolate 
GSLZA-A-2.  

 
 
镰孢菌(GenBank登录号为 KF575340、KM675672、

KC584810)的相似性均在 99%以上，亲缘关系最近，

聚为一类；GSLZA-F-9与尖孢镰孢菌 GU170539、

KF918540、DQ837689的相似性均在 99%以上，亲

缘关系最近，聚为一类；GSLZA-A-2与燕麦镰孢菌

KP674214、JX397838 的相似性均在 99%以上，亲

缘关系最近，聚为一类(图 7)。因此，结合形态学特

征和序列分析，将菌株 GSLZA-F-8 鉴定为层出镰

孢菌(F. proliferatum Nirenberg)、GSLZA-F-9鉴定为

尖孢镰孢菌(F. oxysporum Schlecht.)、GSLZA-A-2

鉴定为燕麦镰孢菌(F. avenaceum Sacc.)。 

2.3  致病性测定 

室内在大葱鳞茎和葱叶部位接种 3种致病菌培

养 3 d后，有伤接种病原菌的大葱均开始发病，接 
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图 6  3 种镰孢菌基于 rDNA-ITS 序列的系统发育树 
Figure 6  Phylogenetic tree constructed on rDNA-ITS sequences of 3 Fusarium pathogens species 

注：分支点数值是基于邻接法重复分析数据 1 000次后的自律值(>50%)；括号内数值为 GenBank的登录号；差异值(0.01)是 1%的序

列差异，即 100个核苷酸序列有 1个核苷酸缺失或者被置换突变.  
Note: Numbers at nodes indicate the bootstrap values (>50%) based on Neighbour-Joining analyses of 1 000 resampled datasets; Numbers in 
parentheses are GenBank accession numbers; Bar: 1 nucleotide substitution per 100 nucleotides. 

 
 

 
 

图 7  3 种镰孢菌基于 tef 基因序列构建的系统发育树 
Figure 7  Phylogenetic tree constructed on tef gene sequences of 3 Fusarium pathogens species 

注：分支点数值是基于邻接法重复分析数据 1 000次后的自举值(>70%)；括号内数值为 GenBank的登录号.  
Note: Numbers at nodes indicate the bootstrap values (>70%) based on Neighbour-Joining analyses of 1 000 resampled datasets; Numbers in 
parentheses are GenBank accession numbers. 

 
种葱叶先发病；7 d 后有伤接种层出镰孢菌和尖孢

镰孢菌的大葱全部发病，接种发病率为 100%，接

种部位产生白色疏松的气生菌丝，鳞茎开始变色呈

干腐收缩状。燕麦镰孢菌基本不侵染大葱鳞茎，主

要侵染大葱叶片，接种葱叶发病率为 100%；病部

菌丝白色、生长茂盛，葱叶逐渐褪色腐烂。有伤接

种复合镰孢菌的大葱均发病，发病率为 100%，病

部布满灰白色、灰色的菌丝，鳞茎和葱叶逐渐收缩

以至干腐。3 种镰孢菌接种后的大葱发病症状与其

相应的自然症状表现基本一致，而无伤接种的镰孢

菌始终未能在大葱鳞茎或葱叶上寄生成功，没有表

现出其致病性，与对照一样大葱均未发病(图 8)，表

明伤口是这 3种致病镰孢菌的主要侵染途径。致病

性测定结果表明，层出镰孢菌对大葱鳞茎的致病力

最强，病斑扩展面积为 2.38 cm2；燕麦镰孢菌对大

葱鳞茎的致病力最弱，病斑扩展面积为 0.02 cm2，

但其对葱叶的致病力最强，病斑扩展面积为    

2.52 cm2 (表 2)。经对其接种了 3种镰孢菌的发病大 
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图 8  3 种镰孢菌对大葱的致病性测定结果 
Figure 8  The effects of inoculation in the shallots with 3 Fusarium pathogens species 

注：A：在鳞茎上接种层出镰孢菌的发病症状(7 d)；B：在鳞茎上接种尖孢镰孢菌的发病症状(7 d)；C：在鳞茎上接种燕麦镰孢菌的

发病症状(7 d)；D：在葱叶上接种燕麦镰孢菌的发病症状(7 d)；E：在鳞茎上接种复合镰孢菌的发病症状(7 d)；F：CK (7 d). 
Note: A: The symptoms of disease inoculated with F. proliferatum in the shallot bulbs (7 d); B: The symptoms of disease inoculated with F. 
oxysporum in the shallot bulbs (7 d); C: The symptoms of disease inoculated with F. avenaceum in the shallot bulbs (7 d); D: The symptoms 
of disease inoculated with F. avenaceum in the shallot leaves (7 d); E: The symptoms of disease inoculated with mixed Fusarium pathogens 
in the shallot bulbs (7 d); F: CK (7 d). 
 
 

表 2  3 种镰孢菌对大葱的接种测试结果 
Table 2  The results of test inoculated with 3 Fusarium pathogens species in the shallots 

接种镰孢菌 

Fusarium pathogens 

接种部位

Inoculated 
parts 

接种数 

Total 
quantities

发病数 

Quantities 
of disease 

发病率 

Incidence 
rate (%) 

平均病斑面积 

Average spots areas of disease (cm) 

鳞茎 (Bulb) 葱叶 (Leaf) 

F. proliferatum 
鳞茎 5 5 100 

2.38(±0.23) aA 1.94(±0.20) cC 
葱叶 5 5 100 

F. oxysporum 
鳞茎 5 5 100 

1.77(±0.15) bB 2.33(±0.13) aAbB 
葱叶 5 5 100 

F. avenaceum 
鳞茎 5 1 20 

0.02(±0.02) cC 2.52(±0.17) aAB 
葱叶 5 5 100 

F. proliferatum 
(unwounded inoculation) 

鳞茎 5 0 0 
0.00 dD 0.00 dD 

葱叶 5 0 0 

F. oxysporum 
(unwounded inoculation) 

鳞茎 5 0 0 
0.00 dD 0.00 dD 

葱叶 5 0 0 

F. avenaceum 
(unwounded inoculation) 

鳞茎 5 0 0 
0.00 dD 0.00 dD 

葱叶 5 0 0 

CK 
鳞茎 5 0 0 

0.00 dD 0.00 dD 
葱叶 5 0 0 

注：表中大小写字母分别表示在 0.01和 0.05水平上的差异显著性. 
Note: The large and lowercase letters respectively represented the differences among all treatments at 0.01 and 0.05 levels. 
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葱进行病原菌再分离，均获得了与原接种菌株一样

的病菌，因此，确定层出镰孢菌、尖孢镰孢菌、燕

麦镰孢菌均为贮藏期大葱镰孢菌腐烂病的致病菌。 

3  结论与讨论 

本文主要从病原学的角度出发，通过形态学特

征和 rDNA-ITS、tef 基因序列分析及致病性测定，

确定了引起甘肃大葱贮藏期镰孢菌腐烂病的病原

菌有层出镰孢菌(F. proliferatum)、尖孢镰孢菌(F. 

oxysporum)及燕麦镰孢菌(F. avenaceum)，三者分离

频率分别为 52.50%、37.50%和 10.00%，其中层出

镰孢菌为大葱镰孢菌腐烂病的优势致病菌。致病性

测定结果表明上述 3种镰孢菌对大葱鳞茎和叶部的

侵染性存在差异，其中层出镰孢菌对大葱鳞茎的致

病力最强，燕麦镰孢菌对大葱鳞茎的致病力最弱，

但对葱叶的致病力最强。 

层出镰孢菌、尖孢镰孢菌和燕麦镰孢菌作为贮

藏期大葱镰孢菌腐烂病的病原属国内首次报道，本

文研究结果与 Dugan 等[19]报道的引起大蒜腐烂病

的镰孢菌种群(F. proliferatum、F. oxysporum f. sp. 

cepae、F. verticillioides)的结论略有差异，表明不同

寄主上的镰孢菌种类存在差异；Vu 等 [20]和

Sintayehu 等 [21]认为大葱鳞茎腐烂病是由 F. 

oxysporum f. sp. cepae引起的。漆永红等[5]研究认为

甘肃嘉峪关地区洋葱干腐病的优势病菌为尖孢镰

孢菌，表明尖孢镰孢菌能够侵染葱蒜类蔬菜，造成

其腐烂。虽然镰孢菌为害不同寄主植物或不同品

种，但致病力存在差异，表明病原镰孢菌存在致病

力分化现象。 

镰孢菌在贮藏期多侵染鳞茎部位，从而引起大

葱腐烂。在大葱贮藏期，如果温度高，湿度大，则

有利于各种微生物的生长和繁殖，往往引起多种病

原菌的复合侵染，显著加重了大葱的腐烂病情，可

造成重大损失。另外，许多镰孢菌是真菌毒素的产

生菌[11]，食用后其分泌的毒素进一步危害人体健

康，因此，大葱镰孢菌腐烂病应引起注意。本文以

上述 3种致病镰孢菌为着重点，为进一步研究其生

物学特性及该病害的发生发展规律提供了良好的

思路，根据病原镰孢菌存在致病力分化现象，可从

分子水平研究其致病基因，以期为大葱贮藏期保鲜

防腐技术的开发及大葱抗腐烂病品种的选育提供

理论方向。 
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