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油菜黑胫病菌( Leptosphaeria biglobosa) 侵染条件研究
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摘要:对采自安徽油菜黑胫病菌分离株的 ITS 序列进行了测定和分析，结合 GenBank 中的有性型 Leptosphaeria
maculans和 Leptosphaeria biglobosa的 ITS序列构建了系统发育树，将该病菌鉴定为 Leptosphaeria biglobosa。在人工气候
条件下，对 Leptosphaeria biglobosa侵染条件的研究表明，油菜黑胫病菌是属偏高温高湿类型的病害，在温湿度条件不
能得到满足时，病害就难以完成侵染发病; 温度与保湿时间对 Leptosphaeria biglobosa 的侵染有很大的影响，病原菌侵
染的最佳温度和保湿时间组合为: 温度 21 ～ 24 ℃，保湿 48 h以上。保湿 48 h以下，随着保湿时间的减少及培养温度
的降低或升高，病情指数均降低; 但在 12 ～ 72 h各保湿梯度内，随培养温度由 15 ～ 21 ℃上升，病情指数逐渐升高，而
随培养温度由 21 ～ 27 ℃上升，病情指数逐渐降低。
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Studies on Infection Conditions of Leptosphaeria biglobosa
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Abstract: The species identity of the pathogen of Phoma stem canker was determined through a combined study
of rDNA-ITS sequences． Phylogenetic analysis showed that the isolate clustered together with the isolates of Lepto-
sphaeria biglobosa and was distinct from those of Leptosphaeria maculans． ITS sequence analysis indicated the isolate
was Leptosphaeria biglobosa． Infection conditions and pathogenicity of Leptosphaeria biglobosa were conducted in
controlled environment． The studies indicated that blackleg of oilseed rape frequently occurred under high tempera-
ture and high humidity conditions and the pathogen couldn' t infect the host when temperature and humidity were
unsuitable; Temperature and wetness period can greatly affect the infection of Leptosphaeria biglobosa，at 21 － 24 ℃
with over 48 h of wetness period was the favorite combination of temperature and wetness period for infection，below
48 h of wetness period，disease index decreased with decreasing wetness period and increasing or decreasing temper-
ature． As wetness period from 12 － 72 h，disease index increased with temperature increasing from 15 － 21 ℃，but it
reduced with temperature increasing from 21 － 27 ℃ ．
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油菜黑胫病( Phoma stem canker) ，是目前世界
上最重要的油菜真菌病害之一［1］，其病原菌属小球

腔菌属，主要有 2 个种: 油菜茎基溃疡病菌 Lepto-
sphaeria maculans 和油菜黑胫病菌 L． biglobosa［2 － 5］。
前者为强侵染型，主要引起茎基部病斑，造成茎基腐

而倒伏，危害重，造成的损失大; 后者为弱侵染型，主

要引起茎上部病斑，造成的损失相对较轻［6］。
Leptosphaeria maculans 是世界范围内广泛分布

的一种严重危害油菜产业的病原菌，目前，该病原菌

在我国尚未发现［7 － 8］。但国内外学者已先后在我国
的安徽、湖北、内蒙古海拉尔等 7 个省区的油菜种植
区采集并分离获得了其弱毒性的近缘种 L． biglobo-
sa。从该病害的扩散趋势来看，我国正面临着 L．
maculans入侵的风险［1，9］。黑胫病是我国油菜生产
中的新病害，由于对病原菌种类、致病性分化情况尚
不清楚，影响了人们对病害发生和流行规律的认识，
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制约了对病害防治、预测预报及寄主抗病性的研究，
致使我们对病害防治缺乏相应对策。本研究以分离
自安徽油菜种植区的 L． biglobosa 为研究对象，对其
侵染条件进行了系统研究，以期对进一步认识该病

原菌，为农业生产中及时有效地开展病害的防治工

作提供理论基础。

1 材料和方法
1． 1 供试菌株和油菜品种
供试菌株: 采集自安徽油菜患病茎秆，对其进行

常规组织分离后，再进行单孢分离获得病原菌的纯

培养。经病原菌形态鉴定后用于后续试验。
供试油菜品种: 从内蒙古、新疆收集了 5 份黄油

菜品种( 锡盟、武川、察右中旗、石宝、新疆) 。
1． 2 病原菌的分子鉴定
1． 2． 1 DNA 提取 利用 QIAGEN 试剂盒提取供试
菌株的基因组总 DNA。
1． 2． 2 PCR扩增 采用引物 ITS5 和 ITS4［10］对病
菌 rDNA 的 ITS 片段进行扩增，引物序列为: ITS5
( 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') 和 ITS4
( 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 。25 μL PCR反
应体系为，2． 5 μL 10 × PCR buffer，2 μL 2 mmol /L
dNTP，10 pmol /L 的 ITS5 和 ITS4 引物各 0． 5 μL，
0. 5 μL 5 U /L Taq 酶( 含 MgCl2 ) ，4 μL模板 DNA，
15 μL ddH2 O 。PCR 反应程序为: 95 ℃，3 min;
94 ℃，30 s; 50 ℃，30 s; 72 ℃，30 s; 35个循环; 72 ℃，
10 min; PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测
后，送上海生工生物工程有限公司进行序列测定。
1． 2． 3 序列分析及系统发育树的构建 在 Gen-
Bank中，利用 BLAST 软件对病原菌 rDNA-ITS 序列
进行同源序列查找，选择 12 个所需的相关种的序
列并下载同源序列，用 MEGA 5． 1 软件进行序列分
析。以 Phoma tracheiphila 作为外群，对包括 A1 在
内的 13 个菌株，用 NJ ( Neighbor-Joining) 法构建系
统发育树。并对所构建的系统发育树进行自举分析
( Bootstrap) ( 重复 1 000 次) ，以估算分支的支持率。
1． 3 病原菌侵染条件的研究
1． 3． 1 温度对病原菌侵染的影响 将灭菌土装在
口径为 7． 5 cm 的营养钵中，选取健康、饱满的黄油
菜种子播于营养钵中，置于人工气候室培养。将
3 ～ 5 mL无菌水直接加在已产孢的 L． biglobosa 平板
内，静置 10 min，用无菌载玻片轻刮平板表面，使孢
子释放并悬浮于无菌水中，经 2 层无菌纱布过滤，获
孢子悬浮液。吸 1 μL 孢子悬浮液用血球计数板计
数并稀释到所需浓度 1 × 107个 /mL。在油菜子叶期

采用穿刺接种法接种，每一处理 10 株，3 次重复，对
照接无菌水，套上内部湿润的塑料袋以保湿。接种
后 48 h内在黑暗条件下培养，48 h后光照条件为光
照 /黑暗 = 16 h /8 h，分别置于温度为 15，18，21，24，
27 ℃，相对湿度为 90%的人工气候培养箱内培养，
保湿 60 h后移去塑料袋，继续置于各温度梯度中培
养，逐日观察并统计发病情况。
1． 3． 2 保湿时间对病原菌侵染的影响 采用相同
的接种方法，接种后采用相同的光照条件，置于温度

为 21 ℃，相对湿度为 90%的人工气候培养箱内培
养，设置保湿时间分别为 12，24，36，48，60，72 h，在
不同的保湿时间结束后移去塑料袋，每一处理 10
株，3 次重复，对照接无菌水。接种后逐日观察并统
计发病情况。
1． 3． 3 不同保湿时间与温度组合对病原菌侵染的
影响 采用相同的接种方法及光照条件，在 15 ～
27 ℃各温度处理中，设置不同的保湿时间 12 ～ 72
h，每个油菜品种共设 30 个组合，每组合设置 3 次重
复。接种后观察并统计发病情况。
1． 4 病情分级与抗病性水平评价 在参考 De
Marc、Somda等学者所采用的鉴定标准［11 － 12］的基础

上，制定了油菜黑胫病病情分级标准( 表 1) 。
表 1 油菜黑胫病病情分级标准

Tab． 1 Standard of grade of phoma stem canker

病级
Disease
grade

症状
Symptoms

0 级 无可见症状
1 级 接种点周围呈轻微黑色
2 级 叶片上有微小病斑，坏死型病斑在 ＜ 25%
3 级 叶片上有小至中等大小病斑，坏死型病斑在25% ～50%
4 级 叶片上有较大病斑，坏死型病斑在 50% ～75%
5 级 病斑组织腐烂，叶片枯死

根据 Williams、Balesdent 等关于病情指数( Dis-
ease index，DI) ［2，13］的概念，本研究定义: DI = Σ( Ni
× i) / ( Nt × 5 ) ，即( 0 ～ 5 级别 ×该级别病叶数) 之
和 / ( 总的接种点数目 ×最高发病等级) 。

2 结果与分析
2． 1 病原菌分子鉴定
测序结果表明，供试菌株序列长度为 558 bp 在

GenBank 中经 BLAST 分析，分别与 GenBank 中的
AJ550857、JF740199． 1 ( Leptosphaeria biglobosa sub-
sp． ) 菌株的序列同源性为 100%，99%，且供试菌株
与 AJ550857、JF740199． 1 聚在了一起，得到了 100%
的支持率( 图 1 ) ，证明分离自采于安徽油菜种植区



2 期 李欣洲等: 油菜黑胫病菌 ( Leptosphaeria biglobosa) 侵染条件研究 237

的患病茎秆上的致病菌为 Leptosphaeria biglobosa。

图 1 基于 ITS 基因片段的 A1 与近似菌株的系统发育树
Fig． 1 Phylogenetic tree of A1strains and related fungal

species based on sequences of rDNA ITS region

2． 2 温度对病原菌侵染的影响
子叶期分生孢子悬浮液穿刺接种结果表明，温

度对病原菌的侵染影响很大，21 ～ 24 ℃时最适合病
原菌侵染发病，病情指数为 68． 5 ～ 85． 0; 15 ～ 18 ℃，
叶片上接种点周围呈轻微黑色或有微小病斑，虽病

情指数和病斑面积随温度的升高而增大，但在温度

低于 18 ℃时病菌侵染发病明显降低; 18 ～ 21 ℃病
情指数和病斑面积随温度的升高而骤升; 21 ～ 27 ℃

供试接种的 5 个油菜品种中有 4 个品种的病情指数
和病斑面积随温度的升高而减小。这表明，油菜黑
胫病病菌为偏高温侵染型真菌，21 ℃以下有利于病
菌侵入而不利于其扩展，27 ℃的高温虽不适于病菌
侵入，但有利于已侵入菌丝在寄主叶内扩展。

图 2 温度对病原菌侵染的影响
Fig．2 Effects of temperature on the infection of the pathogen

图 3 保湿时间对病原菌侵染的影响
Fig． 3 Effects of wetness on the infection of the pathogen

图 4 不同保湿时间与温度组合对病原菌侵染的影响
Fig． 4 Effects of temperature and wetness on the infection of the pathogen
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2． 3 保湿时间对病原菌侵染的影响
试验结果显示，在培养温度为 21 ℃，相对湿度

为 90%的条件下，保湿时间对病原菌的侵入有较大
影响，保湿时间越长，越有利于病原菌侵入、病斑扩
展，病情指数越高，保湿时间越短，病情指数越低。
保湿时间 12 h 时供试品种中病情指数最高的只有
20，而保湿 72 h时供试品种中病情指数最低的是 90。
2． 4 不同保湿时间与温度组合对病原菌侵染的
影响

通过对每一个油菜品种共设的 30 个温湿度处
理组合的分析可知，15 ℃时，各品种的病情指数均
随保湿时间增长而略显升高，且保湿时间长达 72 h
时，病情指数亦低于 20; 21 ℃时，保湿 48 h 以上，各
品种的病情指数均大幅上升; 而 27 ℃时，保湿 48 h
以上，各品种的病情指数虽随保湿时间的增长而上

升，但较 21 ℃条件下缓慢得多。

3 讨论
经在人工气候室对油菜黑胫病的侵染条件研究

可知，Leptosphaeria biglobosa的分生孢子可在广泛的
温湿度范围内对油菜叶片进行侵染，研究表明，该病

原菌侵染的最佳温度和保湿时间组合为: 温度 21 ～
24 ℃，保湿 48 h以上。说明该病菌入侵至发病需较
高的温度和较长的叶面湿润时数。

Rotem 曾研究油菜黑胫病强毒型菌株 Lepto-
sphaeria maculans 的发病条件，试验结果显示，18 ～
20 ℃，保湿时间不低于 48 h时，有效侵染最高，病斑
最多，当侵染条件欠佳时，保湿时间缩短，温度高于

或低于最适温度时，有效侵染降低。本试验亦证实
Leptosphaeria biglobosa喜温好湿，其侵染发病对温湿
度要求较高，特别是湿度。
油菜黑胫病病菌为偏高温侵染型真菌，21 ℃以

下的温度有利于病菌侵入而不利于其扩展，27 ℃的
高温虽不适于病菌侵入，但有利于已侵入菌丝在寄

主叶内扩展。因此，进行病菌生理分化鉴定时，接种
温度不能过高或过低。
病菌入侵是病程中极为重要的一环，研究证明，

接种温度及叶面湿润时数显著地影响油菜黑胫病菌

的侵入，因此，在田间病害预测中，考虑品种、栽培因
素的同时，须抓住田间结露温度和叶面湿润时数这

2 个重要的气象条件，从而可以对病菌的侵入作出
准确估计，对整个病害的发生趋势作出科学准确的

预测，以便于实时开展防治工作，有效地控制病害发

生危害。
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