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摘要： 目的　 探究滇重楼根茎腐病的致病菌类型及致病性。 方法　 采用微生物学方法及 １８Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术对滇重楼

根茎腐病的致病菌进行分离鉴定， 并通过离体回接法对分离鉴定的植物致病菌进行致病性验证。 结果　 从根茎腐病的

滇重楼植物样品中分离鉴定出 ７ 株镰孢菌属致病真菌， 包含 ５ 株尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 和 ２ 株腐皮镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ， 分离鉴定的 ７ 株真菌均具有一定的致病性。 结论　 镰孢菌属尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌真菌是滇重楼

根茎腐病的主要致病菌， 对有效防治有重要参考价值。
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　 　 滇 重 楼 Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ． ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ （ Ｆｒａｎｃｈ．）
Ｈａｎｄ． ⁃Ｍａｚｚ． 为百合科重楼属多年生草本植物［１⁃２］ ， 是云

南药用植物资源中占据产业化利用主导地位、 最具代表性

和全局影响力的道地药材之一［３］ 。 野生资源是滇重楼药材

的主要来源， 由于药材需求量巨大， 每年的消耗量远远超

出野生资源的年再生能力， 加之资源再生周期长 （平均需

要 ８～１２ 年） ［４］ 。 野生资源利用已经发展成为严重的资源危

机［５］ ， 药材种植是实现药用植物资源规模化再生的有效途

径， 滇重楼种植已经在云南打赢脱贫攻坚战中发挥重要

作用。
滇重楼 还 是 《 全 国 道 地 药 材 生 产 基 地 建 设 规 划

（２０１８—２０２５ 年） 》 西南道地药材产区主攻方向大力发展

相对紧缺品种之一［６］ 。 但是， 随着滇重楼种植产业的快速

发展， 在经济利益的驱使下， 由于盲目引种、 种植模式、
气候及土壤等生态环境因素等改变， 不仅影响滇重楼品质，

还致使滇重楼病害问题日益凸显， 特别是滇重楼根茎腐病

（产地俗称 “根腐” ）， 典型病害症状为受害根茎从尾部逐

渐开始腐烂， 腐烂部位呈湿状软腐或绵状软腐， 染病根茎

表皮颜色黑褐色， 最后浸染新鲜茎部 （产地俗称 “茎

腐” ）， 直至根茎、 茎、 叶枯萎死亡［７⁃８］ 。 滇重楼根茎腐病

被称作滇重楼癌症， 在滇重楼漫长的生长过程中只要患病

可以导致绝收， 是滇重楼种植最大的风险来源， 严重制约

相关产业的发展［９⁃１０］ 。
因此， 本实验拟采用微生物学实验方法及 １８Ｓ ｒＲＮＡ 测

序技术对导致滇重楼根茎腐病的致病菌进行分离鉴定， 再

通过离体回接法对分离鉴定的植物致病菌进行致病性验证，
明确滇重楼根茎腐的主要致病菌类型， 以期为滇重楼种植

及根茎腐病的防治提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｆ 型超净工作台 （苏州安泰空气技术
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有限 公 司 ）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｒ 型 冷 冻 离 心 机 （ 德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； ＢＧ⁃Ｐｏｗｅｒ ６００ 型电泳仪 （北京百晶生物技术有限公

司）； ＷＤ⁃９４１３ 凝胶成像分析仪 （北京六一仪器厂）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 患根茎腐病的植物样品于 ２０２１ 年 ６ 月

在云南省大理白族自治州云龙县关坪镇种植基地采集， 经

大理大学李海峰教授鉴定为百合科重楼属滇重楼 Ｐａｒｉｓ
ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ ｖａｒ． ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ （Ｆｒａｎｃｈ．） Ｈａｎｄ． ⁃Ｍａｚｚ， 见

图 １， 取其病根茎部位用于滇重楼根茎腐病致病菌的研究。

图 １　 滇重楼根茎腐病主要病害

异丙醇、 氯仿、 无水乙醇均为分析纯； ｄｄＨ２Ｏ、 ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、 甘油、 蛋白酶 Ｋ 为化学纯； ＬＢ 液体培养基 （氯化

钠 １０ ｇ ／ Ｌ＋胰蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ＋酵母提取物 ５ ｇ ／ Ｌ）、 ＰＤＡ 培养

基 （新鲜土豆 ２００ ｇ ／ Ｌ＋葡萄糖 ２０ ｇ ／ Ｌ＋琼脂粉 １５ ｇ ／ Ｌ） 为

实验室自制。
真菌扩增引物为 ＩＴＳ１ ５′⁃ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃

３′， ＩＴＳ４ ５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′， 购自生工生物

工程 （上海） 股份有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 植物致病菌的分离纯化

２􀆰 １􀆰 １　 清洗与消毒　 将患根茎腐病的滇重楼表面的泥土等

杂质洗净， 将病根茎部分依次使用 ７５％ 乙醇浸泡 ６０ ｓ， 无

菌水冲洗 ２ 次， 再用 ０􀆰 ２％ ＨｇＣｌ２ 溶液浸泡 ６０ ｓ， 无菌水冲

洗 ３ 次， 无菌滤纸吸干， 备用。
２􀆰 １􀆰 ２　 涂布与培养　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下消毒后的患病滇重

楼样品的病根茎约 １􀆰 ０ ｇ 置于无菌研钵中， 加入无菌水适

量研磨至成黏稠状后， 作为样品原液， 将样品原液依次稀

释至 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ００１ ｇ ／ ｍＬ， 分别吸取不同浓度梯度的样

品溶液各 １００ μＬ 均匀涂布于 ＰＤＡ 培养基上， 无菌胶带密

封， 于 ２５ ℃恒温箱中培养， 重复 ３ 次。
２􀆰 １􀆰 ３　 分离与纯化　 待平板上长满菌落后， 在体视显微镜

下依次对肉眼观察不一致的菌落进行编号， 按编号顺序依

次挑取单菌落使用平板划线法分离到不同的平板上， 并做

好标记， 将平板倒置于 ２５ ℃恒温箱中培养， 观察纯化第一

次后的菌落形态， 若在培养过程中同一平板上菌落形态不

一， 再次对菌落进行纯化， 直至菌落形态完全一致为止。
２􀆰 １􀆰 ４　 菌种保存　 将经多次纯化后的单菌落菌种接种于加

入甘油比例为 ２６％ 的 ＬＢ 液体培养基中， －８０ ℃冰箱保存

备用。
２􀆰 ２　 基于 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列的菌株物种鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 植物致病菌 ＤＮＡ 提取　 用无菌枪头挑取适量真菌

菌丝于 ２ ｍＬ 无菌 ＥＰ 管中， 加入液氮冷冻， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ

研磨 ３ ｍｉｎ， 严格按照生工生物工程 （上海） 股份有限公

司 Ｅｚｕｐ 柱式真菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒步骤操作， 进行

真菌 ＤＮＡ 溶液的提取。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增　 取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下提取的真菌 ＤＮＡ 溶液

作为 ＤＮＡ 模板， 以 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 为引物， 反应体系为显色

剂 １２􀆰 ５ μＬ， 前后引物各 ２ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
８􀆰 ５ μＬ 进行 ＰＣＲ 扩增， 反应条件为 ９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， 共 ３０ 个

循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

检测鉴定合格后送至昆明生工生物科技有限公司进行测序，
待测序结果返回使用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 对序列进行拼接， 使用 ＮＣＢＩ
网站进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析， 从而确定菌株信息。
２􀆰 ３　 致病菌的致病性测定　 采用离体回接法在 ＰＤＡ 培养

基上接种已分离纯化的致病菌， ２５ ℃黑暗培养 ５ ｄ 至菌丝

长满平板， 备用。 剪取健康的滇重楼根茎 ０􀆰 ５～ １ ｃｍ， 加入

７５％ 乙醇和 ０􀆰 ２％ ＨｇＣｌ２ 依次消毒后， 用无菌水清洗， 无菌

滤纸吸干水分， 置于菌丝上共培养 （５ 条滇重楼根茎 ／菌），
每种菌株均重复 ３ 次， 在 ２５ ℃条件下以不接种致病菌的

ＰＤＡ 培养基上培养的无菌滇重楼根茎为空白组， 黑暗培

养， 于 １０～１５ ｄ 后观察统计致病情况。
３　 结果

３􀆰 １　 滇重楼致病菌的分离纯化　 通过微生物学方法对患根

茎腐病的滇重楼样品的病根茎部分进行分离纯化培养， 结

果共分离出 ７ 株菌株， 分别为菌株 Ｇ１ ～ Ｇ７， 其中， 菌株

Ｇ１、 Ｇ５ 在 ＰＤＡ 培养基上初期呈白色的圆形菌落， 菌丝生

长迅速且发达， 随着培养时间的延长， 菌体中心呈现为淡

黄色； 菌株 Ｇ２、 Ｇ３、 Ｇ４、 Ｇ６、 Ｇ７ 在 ＰＤＡ 培养基上初期呈

白色的规则圆形菌落， 菌丝发达， 生长迅速， 后变为淡粉

色、 颜色渐渐加深至呈紫红色， 依据其外观形态， 见图 ２，
可初步断定为真菌。
３􀆰 ２　 基于 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列的菌株物种鉴定　 采用 １８Ｓ ｒＲＮＡ
测序技术对从患根茎腐病的滇重楼样品中分离的 ７ 株菌种

进行物种鉴定， 在 ＮＣＢＩ 网站上经 ＢＬＡＳＴ 比对分析， 菌株

均属于镰孢菌属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ， 其中， 菌株 Ｇ１、 Ｇ５ 序列与 Ｆ．
ｓｏｌａｎｉ 参考菌株 ＭＨ８５７３１９􀆰 １、 ＭＴ４６３３８９􀆰 １ 的相似度分别为

１００％ 、 ９９􀆰 ５６％ ， 菌株 Ｇ２ 序列与 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 参考菌株

ＭＴ５３０２４３􀆰 １ 的相似度为 １００％ ， 菌株 Ｇ３ ～ Ｇ４、 Ｇ６ ～ Ｇ７ 序

列与 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 参考菌株 ＭＴ４２０６５１􀆰 １ 的相似度均为

１００％ ， 因此， 确定导致云龙关坪产地患根茎腐病的滇重楼

根茎病害的菌株为腐皮镰刀菌 Ｆ． ｓｏｌａｎｉ 和尖孢镰刀菌 Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ。 具体种属信息见表 １。
表 １　 从患根茎腐病的滇重楼样品中分离鉴定的植物致病

菌种属信息

类型 属 种 株数 ／株 样品编号 分离部位

Ｆｕｎｇｉ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ２ Ｇ１、Ｇ５ 病根茎

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ５ Ｇ２～Ｇ４、Ｇ６～Ｇ７

３􀆰 ３　 致病菌致病性测定结果　 选择上述已分离鉴定的患根

茎腐病的滇重楼的代表性植物致病真菌 ２ 株 （腐皮镰刀菌
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图 ２　 从患根茎腐病的滇重楼样品中分离鉴定的植物致病菌形态

Ｆ． ｓｏｌａｎｉ、 尖孢镰刀菌 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ） 进行滇重楼健康植物

组织根茎的回接， 致病情况见图 ３， 根茎部致病真菌 Ｆ．
ｓｏｌａｎｉ 共培养 ４ ｄ 后菌丝开始环绕根茎侵染， ６ ｄ 后整个根

茎均被菌丝包围， １５ ｄ 后根茎部表面软化、 发黑直至腐烂；

致病真菌 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 共培养 ７ ｄ 后菌丝开始侵染根茎，
１０ ｄ后根茎部出现变色、 发黑现象， 继而腐烂； 而空白组

共培养一段时间后根茎部仍为正常颜色， 无发黑、 腐烂现

象， 表明分离的致病真菌具有一定的致病性。

图 ３　 致病性实验

４　 讨论

由于重楼生长周期较长 （一般为 ５ 年以上）， 容易遭受

各种病原菌的侵染。 重楼根腐病是危害最为严重的真菌性

病害， 主要侵染重楼根部， 继而造成根部腐烂及不可逆的

植株萎蔫， 直至最后枯萎死亡［９⁃１１］ 。 重楼病害的普遍发生

和流行， 严重影响药材产量和品质。 本实验对云龙县关坪

镇种植基地的滇重楼根茎腐病的典型病变部位根茎中致病

菌进行分离纯化与物种鉴定， 结果从典型患病部位根茎中

共分离鉴定出镰孢菌属 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ） 腐皮镰刀菌 Ｆ． ｓｏｌａｎｉ
和尖孢镰刀菌 Ｆ． ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 共计 １ 属 ２ 种植物致病真菌， 并

对这 ２ 种致病真菌对滇重楼健康植物组织根茎进行了致病

性测定， 结果这 ２ 种致病真菌可使滇重楼根茎出现与植物

根茎腐病发病症状一致的病症， 如变色、 发黑、 软化、 腐

烂等。 对致病真菌的致病性进行文献调研发现， 尖孢镰刀

菌可导致丽江滇重楼根腐病［１２］ ， 同时， 致病菌尖孢镰刀

菌、 腐皮镰刀菌还可侵染白芨、 丹参、 黄连、 三七、 人参、
滇黄精等药用植物的根部， 造成根腐病的发生［１３⁃１８］ 。

综上所述， 导致云南省大理白族自治州云龙县关坪镇

种植基地中滇重楼根茎腐病的主要致病菌类型为镰孢菌属

的腐皮镰刀菌和尖孢镰刀菌， 该致病菌的发现为今后滇重

楼规范化种植及根茎腐病的防治提供了参考。 此外， 由于

滇重楼生长周期的限制， 本实验还需通过活体回接实验进

一步验证致病菌对滇重楼致病性的影响。
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摘要： 目的　 从茅苍术中克隆萜类化合物生物合成途径中的甲羟戊酸⁃５⁃磷酸激酶 （ＰＭＫ） 基因， 并对其进行序列分

析、 原核表达及基因表达分析。 方法　 基于茅苍术转录组数据， 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法克隆获得茅苍术的 ２ 条甲羟戊酸⁃５⁃
磷酸激酶基因的全长序列， 命名为 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２， 使用生物信息学软件预测 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２ 编码蛋白的特征；
利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件构建系统进化树； 构建原核表达载体， 在大肠杆菌中诱导表达； 运用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测该基因在不

同产地茅苍术中的相对表达及经不同时间茉莉酸甲酯诱导后的表达情况。 结果　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因的 ＯＲＦ 长度分

别为 １ ５１２、 １ ５９０ ｂｐ， 分别编码 ５０３ ａａ、 ５２９ ａａ。 ２ 个基因的二级结构中 α 螺旋和无规则卷曲占比最高， 均属不稳定的

酸性蛋白； 结构功能域分析证明 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 分别在 ４～ ４９０ ａａ， ４０ ～ ５２７ ａａ 处包含甲羟戊酸激酶的保守结构域；
跨膜结构域分析预测， 两者均为膜外蛋白； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果显示， 分别在 ５５、 ５８ ｋＤａ 处有清晰的目的蛋白表达。 基因

表达结果显示， 在不同时间的茉莉酸甲酯诱导下 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的基因表达分别在 ４８、 ２４ ｈ 达到最高值， 且均在

３ ｈ表达最低。 不同产地的茅苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因具有组织特异性， 两者均在岳西茅苍术的叶中表达量最高。
结论　 本研究首次克隆 ２ 条茅苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因， 并对其进行表达分析， 为进一步探究茅苍术萜类生物合成

途径奠定基础。
关键词： 茅苍术； 甲羟戊酸⁃５⁃磷酸激酶； 基因克隆； 原核表达； 表达分析
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