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黄瓜种传镰刀菌种类的鉴定及其致病性研究
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摘　要　为明确我国主栽黄瓜品种的种子中携带镰刀菌的种类及其危害，对来自我国黄瓜主产区２１个黄瓜品种

的种子进行种传镰刀菌检测，从种胚和种子外部分离得到镰刀菌分离物９个，采用形态学及分子生物学的方法进

行鉴定，并研究其对黄瓜种子发芽和幼苗致病性的影响。结果表明：９个分离物中，４个分离物为尖孢镰刀菌

（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿），４个分离物为串珠镰刀菌（犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲），１个分离物为再育镰刀菌（犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿）。

４个尖孢镰刀菌分离物对黄瓜种子发芽均有显著影响，发芽指数、活力指数、根长和鲜重等指标均显著降低，且能导

致黄瓜幼苗出现典型的枯萎症状，经柯赫氏法则检验证明其具有致病性。其他分离物对黄瓜种子发芽也有一定的

抑制作用，但没有致病性。
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　第２期 蒋荷等：黄瓜种传镰刀菌种类的鉴定及其致病性研究

　　黄瓜在国内外市场上备受青睐。据报道，我国

黄瓜种植面积每年可达１２５．３万ｈｍ２
［１］，不仅供应

国内市场还出口到新加坡和日本等国家，成为重要

的创汇农产品。黄瓜枯萎病作为世界范围内一种毁

灭性土传病害［２３］，是生产上制约黄瓜产量和品质的

重要因素之一。黄瓜枯萎病主要由尖孢镰刀菌

（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿）引起
［２］，另外也有报道表明

串珠镰刀菌（犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲）、球茎状镰刀菌（犉．

犫狌犾犫犻犵犲狀狌犿）、茄病镰刀菌（犉．狊狅犾犪狀犻）、黄色镰刀菌

（犉．犮狌犾犿狅狉狌犿）、接骨木镰刀菌（犉．狊犪犿犫狌犮犻狀狌犿）和

异孢镰刀菌（犉．犺犲狋犲狉狅狊狆狅狉犻狌犿）等其他种类的镰刀

菌可引起类似的根部病害［４］。

黄瓜枯萎病除了可以通过土壤传播外，国内外

许多研究表明其还可以通过种子传播。埃及、印度

和巴西的研究报道显示，黄瓜种子可以携带包括镰

刀菌在内的多种病原菌，其中镰刀菌为优势菌

群［５６］。从种子上分离得到的镰刀菌种类主要包括：

犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿、犉．狊狅犾犪狀犻
［６］、犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲

［７］和轮

枝镰刀菌（犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊）
［８］，这些种传镰刀菌对

黄瓜种子发芽和幼苗生长都具有不同程度的抑制作

用。犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿、犉．狊狅犾犪狀犻和犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲可

降低种子发芽率，影响胚根和胚芽的生长［８９］；犉．

狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊影响黄瓜种子的生理质量
［８］；黄瓜种

子的外部和内部均可检测到犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．

犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿，它能够引起典型的黄瓜枯萎病症

状。本实验室对我国北京和吉林产区的１０个黄瓜

品种的种子进行带菌检测，发现黄瓜种子可以携带

包括镰刀菌在内的多种真菌［１０］，但尚未针对黄瓜

种传镰刀菌的具体种类及其致病性进行深入研究。

目前国内还未见黄瓜种传镰刀菌方面的系统研究报

道。因此，本研究通过分析黄瓜种子上所携带镰刀

菌的具体种类及其对种子发芽和幼苗致病性的影

响，旨在为我国黄瓜生产上品种的选择提供依据。

１　材料与方法

１．１　黄瓜种子

市售黄瓜品种２１个：新春旱黄瓜、京龙早多瓜、

京龙绿龙、唐秋１０号和大唐王子来自黑龙江省；津

研４号、中农６号、中农１４号和中农２０３来自辽宁

省；津研４号来自内蒙古自治区；金棚宝来自山东

省；露丰来自江苏省；世纪春秀来自河南省；燕白黄

瓜来自重庆市；大白黄瓜和春秋旱黄瓜来自四川省；

唐山秋瓜来自湖北省；乐满田１号、金满田和华优一

号来自广东省；新黄瓜３号来自海南省。

１．２　培养基

ＰＤＡ培养基、ＣＬＡ培养基、ＬＢ液体培养基、ＬＢ

固体培养基和 Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ液体培养基按文献［１１］

配制。

１．３　试剂

犜犪狇ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ），

犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（北京全式金生物技术有限公

司）；寡聚核苷酸引物（北京三博远志生物科技有限

公司）；ｐＭＤ１９克隆载体；４０ｍｇ／ｍＬＸｇａｌ，５００

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ（北京天根生物技术公司）；ＤＮＡ回

收试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）。

１．４　试验方法

１．４．１　黄瓜种传镰刀菌检测

参考文献［１０，１２］对黄瓜种子进行种传镰刀菌

检测。

１）种子外部带菌检测。每个品种随机选取２００

粒种子，放入１００ｍＬ烧杯中，加入２５ｍＬ无菌水充

分振荡１０ｍｉｎ，吸取悬浮液１ｍＬ，以４０００ｒ／ｍｉｎ的

转速离心２０ｍｉｎ，弃上清液，再加入５００μＬ无菌水

将管底沉淀充分悬浮后，吸取１００μＬ加入到冷却好

的ＰＤＡ平板上，涂匀；相同操作条件下，以１００μＬ

无菌水涂匀ＰＤＡ平板为空白对照。每个处理４次

重复。放置于２５～２８℃恒温培养箱中１２ｈ光照／

黑暗交替条件下培养５～７ｄ后观察，记录种子外部

带菌种类和分离比例。

２）水洗种子及种子内部带菌检测。将１）中用

无菌水洗涤后的种子放置在灭菌滤纸上，待充分晾

干后摆放在ＰＤＡ平板上，每皿摆放１５粒种子，每个

处理４次重复。同时将每个品种剩余的种子在５％

ＮａＣｌＯ溶液中浸泡消毒４ｍｉｎ，用无菌水冲洗３次。

晾干后取４０～８０粒种子将其果皮和种胚解剖开，将

种胚再放置在１％ ＮａＣｌＯ溶液中浸泡消毒１ｍｉｎ，

然后用无菌水冲洗３次。将同一品种的种皮和种胚

充分晾干后分别均匀摆放在ＰＤＡ平板上，每皿摆

放１５粒或１５个完整的组织块，每个处理４次重复。

放置于２５～２８℃恒温培养箱中１２ｈ光照／黑暗交

替条件下培养５～７ｄ后检查，记录种子带菌情况、

不同部位的真菌种类和分离频率。

７８
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１．４．２　黄瓜种传镰刀菌的鉴定

１）形态学鉴定。将分离得到的镰刀菌进行单孢

分离纯化后培养于ＰＤＡ和ＣＬＡ培养基上，观察菌

落形态、色素情况以及大型分生孢子、小型分生孢

子、厚垣孢子着生情况及形态、分生孢子梗形态，测

量大型分生孢子、小型分生孢子及厚垣孢子大小，进

行形态学鉴定。

２）分子生物学鉴定。采用ＣＴＡＢ法
［１３］提取镰

刀菌基因组 ＤＮＡ，使用真菌ｒＤＮＡＩＴＳ通用引

物［１４］以及翻译延伸因子基因（ＴＥＦ１α）、β微管蛋白

基因（βｔｕｂｕｌｉｎ）
［１５］等三对引物对镰刀菌分离物的

基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增。回收ＰＣＲ产物，与载

体连接后，转化至大肠杆菌感受态细胞中，将转化成

功的感受态细胞送至上海英骏生物技术有限公司进

行测序，登录 ＧｅｎＢａｎｋ进行ＢＬＡＳＴ分析，确定分

离物的具体种类。

１．４．３　黄瓜种传镰刀菌对种子发芽的影响和幼苗

致病性

１）镰刀菌孢子悬浮液的制备。参考文献［１２］的

方法将镰刀菌分别接种在ＰＤＡ平板培养基上，放

置于２５℃下黑暗培养７ｄ，沿菌落边缘打取直径为

６ｍｍ的菌饼，接入装有１００ｍＬＡｒｍｓｔｒｏｎｇ培养液

的２５０ｍＬ三角瓶内，每瓶接６个菌饼，置于２５℃，

１００ｒ／ｍｉｎ的摇床上培养４８ｈ后，将摇培液用４层

纱布过滤，收集滤液于１００ｍＬ烧杯中，用血球计数

板计算孢子悬浮液浓度。用 Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ培养液配

制成１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液。

２）黄瓜种传镰刀菌对种子发芽的影响。随机取

籽粒饱满的黄瓜种子，在１％次氯酸钠溶液中浸泡

１０ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗３次，晾干；将晾干后的

种子分别浸入制备好的９株镰刀菌孢子悬浮液中，

以Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ液体培养基作为对照，１２ｈ后，将表

面的水分吸干后备用；每个处理８次重复，每次重复

１５粒种子，进行随机排列；参考国际种子检验规程

中的滤纸卷法进行发芽试验，观察黄瓜种子发芽情

况［１６］。按照下述公式统计种子发芽势和发芽率，计

算发芽指数和活力指数。采用ＳＡＳ软件对试验结

果进行方差分析和Ｄｕｎｃａｎ法多重比较。

发芽势／％＝（第４天发芽种子数／检测种子总

数）×１００

发芽率／％＝（第８天发芽种子数／检测种子总

数）×１００

发芽指数（Ｇｉ）＝∑（Ｇｔ／Ｄｔ）

式中：Ｇｔ为逐日发芽数，Ｄｔ为相应的发芽日数。

活力指数（Ｖｉ）＝Ｇｉ×Ｓｘ

式中：Ｇｉ为发芽指数，Ｓｘ为第１０天幼苗的平均鲜

重，ｇ。

３）黄瓜种传镰刀菌对幼苗的致病性。采用浸种

子胚根法进行致病性试验。随机选取籽粒饱满的黄

瓜种子，在１％次氯酸钠溶液中浸泡１０ｍｉｎ后用无

菌水冲洗干净，置于灭菌滤纸上晾干，经３０℃催芽

２４ｈ，然后将发芽露白的黄瓜种子分别浸入制备好

的孢子悬浮液中１０ｍｉｎ，以Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ培养基浸种

处理作为阴性对照，以黄瓜枯萎病菌参考菌株（大连

民族学院吕国忠教授提供）的孢子悬浮液浸种处理

作为阳性对照，将处理后的黄瓜种子播种于装有无

菌土的塑料盆中，覆土０．５ｃｍ；每个处理１０次重

复，每次重复４粒种子，进行随机排列，在温室中（白

天气温２０～２５℃，夜晚气温１５～１８℃）培育，播种

２周后开始观察记录发病情况，计算发病率。

２　结果与分析

２．１　黄瓜种传镰刀菌的情况

从新春旱黄瓜、唐山秋瓜、中农６号、中农２０３、

华优一号和新黄瓜３号等６个品种的水洗黄瓜种子

上分离得到６个镰刀菌分离物，依次命名为 ＨＬＪ

ＸＣＳ、ＨＢＴＳＳ、ＬＮＺＮ６Ｓ、ＬＮＺＮ２０３Ｓ、ＧＤＨＹ

Ｓ和 ＨＮＸＨＳ；分别从新春旱黄瓜、春秋旱黄瓜和

唐山秋瓜等３个品种的种子外部、种皮和种胚上分

离得到３个镰刀菌分离物，依次命名为 ＨＬＪＸＣＸ、

ＳＣＣＱＰ和 ＨＢＴＳＲ。将分离物纯化、保存备用。

２．２　黄瓜传镰刀菌的鉴定

２．２．１　形态学鉴定

ＨＬＪＸＣＳ、ＳＣＣＱＰ、ＬＮＺＮ２０３Ｓ 和 ＧＤ

ＨＹＳ等４株分离物在ＰＤＡ培养基上菌落呈白色

至浅红色，产生淡紫色、红褐色至深紫色色素，气生

菌丝棉絮状至毛毡状，边缘规则，２５和３０℃条件下

培养４ｄ后菌落平均生长直径分别介于４３．０～５４．３

ｍｍ之间和４０．８～５４．５ｍｍ之间；小型分生孢子数

量多，着生于短而稀疏分枝的分生孢子梗旁伸出的

单出瓶状小梗上，为卵圆形至纺锤形，多数较为平

直；大型分生孢子着生于较复杂的具分枝的分生孢

８８



　第２期 蒋荷等：黄瓜种传镰刀菌种类的鉴定及其致病性研究

子梗上，为纺锤形或美丽型，两端比较均匀得变尖，

多数具３个分隔，少数有４～５个分隔，基孢足跟较

为明显；厚垣孢子球形，表面光滑，直径８．０～１２．０

μｍ，多单独生长，间生或顶生；产孢细胞短，单瓶梗

（表１）。４株分离物初步鉴定为犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿。

ＨＬＪＸＣＸ、ＬＮＺＮ６Ｓ、ＨＮＸＨＳ和 ＨＢＴＳ

Ｒ等４株分离物在ＰＤＡ培养基上菌落呈现白色至

粉红色，产生橘红色至深紫色色素，气生菌丝卷毛状

至毡状，边缘较规则或不规则，２５和３０℃条件下培

养４ｄ后菌落平均生长直径介于４２．２～４８．８ｍｍ

之间和５２．０～５８．１ｍｍ之间；小型分生孢子数量较

多，单出、侧生；锥形的瓶状小梗在气生菌丝上形成，

很少在短的侧枝上成长，顶部渐窄；小型分生孢子呈

典型的链状排列，纺锤形至棍棒形，具有稍平展的基

部，偶尔具有一个分隔；有些很少形成大型分生孢

子，但有时可在菌丝侧枝上的分生孢子梗上形成；分

生孢子梗由一个生有２～３个顶生瓶状小梗的单个

细胞组成，或者可以形成２～３个梗基，依次生成单

个的桶形至棍棒形的瓶状小梗；大型分生孢子为不

对称的拟纺锤形，具有伸长的常常是尖而弯曲的顶

细胞和具有小柄的基部细胞，１～３个分隔，在菌丝

和分生孢子中均不生成厚垣孢子（表１）。４株分离

物初步鉴定为犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲。

ＨＢＴＳＳ在ＰＤＡ培养基上菌落呈紫红色，产

生紫红色色素，气生菌丝棉絮状，边缘规则，２５和３０

℃条件下４ｄ后菌落平均生长直径分别为３９．０和

４９．１ｍｍ；小型分生孢子数量多且较大，为卵圆形至

椭圆形，多数较为平直，具１～２个分隔；大型分生孢

子数量较少，与小型分生孢子很难区分，多数为椭圆

形，具１～３个分隔，无厚垣孢子形成（表１）。初步

鉴定为犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿。

２．２．２　分子鉴定

１）ｒＤＮＡＩＴＳ序列比对结果。真菌ｒＤＮＡ通用

ＩＴＳ１／ＩＴＳ４引物扩增出的片段大小约为５５０ｂｐ。

ＨＬＪＸＣＳ、ＳＣＣＱＰ、ＬＮＺＮ２０３Ｓ和ＧＤＨＹＳ的

序列与犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＪＦ７７６１６３．１、

ＨＭ０４３７３８．１、 ＧＵ５６５５７１．１、 ＡＢ４７０８９４．１、

ＦＪ２３３１９３．１、 ＥＦ５９０３２８．１、 ＥＦ４９５２３０．１、

ＤＱ４５９００７．１、 ＤＱ４５２４５４．１、 ＤＱ４５２４５０．１、

ＡＹ１８８９１９．１、ＪＦ４２９６８４．１、ＤＱ４５３７０４．１ 和

ＡＹ６８４９２０．１）同源性达到 １００％；ＨＮＸＨＳ 和

ＨＢＴＳＲ的序列与犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ登录

号为ＪＦ４９９６７６．１、ＧＵ９８２３１１．１、ＧＱ４６６３９０．１、

ＥＵ１５１４８３．１、 ＥＵ１５１４８１．１、 ＥＵ１５１４８０．１、

ＥＵ１５１４７７．１、 ＥＵ１５１４７５．１、 ＥＵ１５１４７４．１、

ＥＵ１５１４７３．１、 ＥＵ１５１４７１．１、 ＥＵ１５１４７０．１、

ＥＵ１５１４６９．１、ＥＵ１５１４６８．１和 ＥＵ１５１４６７．１）同

源性达到１００％；ＬＮＺＮ６Ｓ、ＨＬＪＸＣＸ的序列与

犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＪＦ４９９６７６．１、

ＧＵ９８２３１１．１、 ＥＵ１５１４８３．１、 ＥＵ１５１４８１．１、

ＥＵ１５１４８０．１、 ＥＵ１５１４７７．１、 ＥＵ１５１４７６．１、

ＥＵ１５１４７５．１、 ＥＵ１５１４７４．１、 ＥＵ１５１４７３．１、

ＥＵ１５１４７１．１、 ＥＵ１５１４７０．１、 ＥＵ１５１４６９．１、

ＥＵ１５１４６８．１、ＥＵ１５１４６７．１和 ＧＱ４６６３８９．１）同

源 性 达 到 ９９％；ＨＢＴＳＳ 的 序 列 与 犉．

狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＨＱ１１３９４８．１、

ＦＪ０４０１７９．１、 ＥＵ１５１４９０．１、 ＥＵ１５１４８９．１、

ＥＵ１５１４８６．１和ＥＵ１５１４８４．１）同源性达到１００％。

２）翻译延伸因子基因序列比对结果。翻译延伸

因子基因引物扩增出的片段大小约为７００ｂｐ。ＧＤ

ＨＹＳ、ＳＣＣＱＰ、ＨＬＪＸＣＳ和 ＬＮＺＮ２０３Ｓ的序

列 与 犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＤＱ８３７６９０．１、 ＤＱ８３７６９２．１、 ＤＱ４５２４２７．１、

ＤＱ８３７６８８．１、 ＤＱ８３７６８６．１、 ＤＱ８３７６８５．１、

ＤＱ８３７６８４．１、 ＤＱ８３７６８３．１、 ＤＱ８３７６８２．１、

ＤＱ８３７６８１．１、 ＤＱ８３７６７３．１、 ＤＱ８３７６７２．１、

ＤＱ８３７６７１．１、 ＤＱ８３７６７０．１、 ＤＱ８３７６６９．１、

ＤＱ８３７６６８．１、ＤＱ８３７６６７．１和 ＤＱ８３７６６６．１）同

源性达到９９％；ＬＮＺＮ６Ｓ、ＨＢＴＳＲ和 ＨＮＸＨＳ

的序 列 与 犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＪＦ７４０７１７．１、ＪＦ２７０２４８．１、ＡＢ６７４２８９．１、ＧＱ８４８５３０．１、

ＪＦ２７０２３７．１、ＥＦ４５３０２２．１和 ＨＱ６２２５７４．１）同源性

达到１００％；ＨＬＪＸＣＸ的序列与犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲

（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＡＢ６７４２８７．１）同源性达到

１００％；ＨＢＴＳＳ 的 序 列 与 犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿

（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为 ＦＪ５３８２４４．１、ＦＪ５３８２４２．１、

ＪＦ２７０３０３．１、ＡＦ３３６９１３．１、ＪＦ７４０７１３．１、ＪＦ７４７０３０．１

和ＡＦ２９１０５８．１）同源性达到９９％。

３）β微管蛋白基因序列比对结果。β微管蛋白

基因引物扩增出的片段大小约为１４００ｂｐ。ＧＤ

ＨＹＳ、ＳＣＣＱＰ、ＨＬＪＸＣＳ和 ＬＮＺＮ２０３Ｓ的序

列与犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＥＦ４５０１１０．１
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和ＡＢ５８７０４２．１）同源性均达到９９％；ＨＬＪＸＣＸ的

序 列 与 犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＦＮ５４５３５８．１、ＦＮ５４５３５９．１和ＡＢ５８７０５８．１）同源性

达到１００％；ＨＮＸＨＳ和ＬＮＺＮ６Ｓ的序列与犉．

犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＡＢ５８７０５８．１）同

源 性 达 到 １００％；ＨＢＴＳＲ 的 序 列 与 犉．

犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＦＮ５４５３５６．１、

ＦＮ５４５３６３．１、ＦＮ５４５３５８．１、 ＦＮ５４５３５９．１、

ＦＮ５４５３６２．１和 ＦＮ５４５３５７．１）同源性达到９９％；

ＨＢＴＳＳ的序列与 犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿（登录号为

ＡＦ３３６９１０．１、ＡＦ２９１０５５．１和ＡＢ５８７０５５．１）同源性

达到９８％。

结合形态学和分子鉴定结果，ＨＬＪＸＣＳ、ＬＮ

ＺＮ２０３Ｓ、ＧＤＨＹＳ和ＳＣＣＱＰ等４株分离物为

犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿；ＨＬＪＸＣＸ、ＬＮＺＮ６Ｓ、ＨＮＸＨＳ

和ＨＢＴＳＲ等４株分离物为犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲；ＨＢ

ＴＳＳ为犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿。

２．３　种传镰刀菌对黄瓜种子发芽的影响

供试的９株镰刀菌分离物对黄瓜种子发芽有不

同程度的影响，所有处理在株高和活力指数等指标

上与对照相比显著降低；其中，ＨＬＪＸＣＳ和 ＬＮ

ＺＮ２０３Ｓ对种子发芽的抑制作用最强，经处理的黄

瓜种子各项发芽指标均与对照存在显著差异，ＧＤ

ＨＹＳ、ＳＣＣＱＰ的孢子悬浮液处理后，种子发芽

势、发芽率显著降低（表２）。

２．４　种传镰刀菌对黄瓜幼苗的致病性

接种 ＨＬＪＸＣＳ、ＬＮＺＮ２０３Ｓ、ＳＣＣＱＰ 和

ＧＤＨＹＳ等４株镰刀菌后，部分植株出现了典型的

枯萎症状，叶片顶端或边缘出现枯萎病斑，病健交界

处发黄，叶片变色、下垂，随后病斑沿叶片边缘扩大，

逐渐黄化萎蔫，植株根部维管束出现明显变褐、萎蔫

症状。幼苗的发病率分别为 ７５．０％、６０．０％、

４７．５％和５５．０％，与参考菌株相比，致病性强弱存

在一定的差异。在出现病斑的叶片和根部病健交界

处分离病菌并纯化，经过形态观察和分子鉴定确定

从发病植株分离得到的镰刀菌与用于接种的镰刀菌

相同，完成柯赫氏法则，说明这４株镰刀菌对黄瓜具

有致病性。而接种其余５株镰刀菌的植株未出现病

害症状。

３　讨　论

本研究通过对我国黄瓜主产区的２１个品种进行

种传真菌检测，明确了供试黄瓜种子的健康状况，并

从种皮、种胚和种子外部分离得到镰刀菌属真菌，包

括：犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿，犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲和犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿。

国内外已有研究结果中，从黄瓜种子上检测到并鉴定

的镰 刀 菌 主 要 有 犉．狊狅犾犪狀犻、犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲、犉．

狅狓狔狊狆狅狉狌犿和犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊等，其中在种子外部

分离到的镰刀菌有犉．狊狅犾犪狀犻、犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲和犉．

狅狓狔狊狆狅狉狌犿，在 种 胚 上 分 离 到 的 镰 刀 菌 是 犉．

狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊
［６９］。而除了在种子外部和种胚上分

别分离得到犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲和犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿之外，

还在种子外部分离得到了犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿，但未分

离得到犉．狊狅犾犪狀犻，与已有报道存在一定的差异。所

有镰刀菌分离物对黄瓜种子发芽都有一定程度的抑

制作用，且其中的４株犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿对黄瓜具有致

病性，这与国外的研究结果相似。引起黄瓜枯萎病

的病原菌为尖孢镰刀菌黄瓜专化型［２］，本研究中黄

瓜种子上分离得到的尖孢镰刀菌是否为黄瓜专化

型，还需通过接种葫芦科其他属的植物如西瓜、甜

瓜、南瓜和葫芦等检验其致病性进行确认。

镰刀菌属真菌广泛分布在自然界中，寄生或腐

生，是目前为止人类发现的最重要的植物病原真菌

之一［１７］，也是真菌中最难鉴定和最具经济价值的属

之一。传统的方法是依据它的形态学特征进行分类

鉴定，但是镰刀菌的形态和生物学性状常产生较大

变异，因而采用传统方法，往往难以区分形态和特性

相近的种，并且以形态学为基础的检测方法存在工

作量大、检测周期长、结果不准确等缺陷。近年来，

随着分子生物学技术领域的巨大进步，使镰刀菌的

快速检测和鉴定成为可能。其中利用ＰＣＲ扩增病

原菌核糖体ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ、ｍｔＳＳＵｒＤＮＡ、ＥＦ１α、

Ｎｉｒ和ＩＧＳ等基因序列区段成为快速、准确、简便鉴

定、检测镰刀菌及相关病害诊断的方法［１８］。本研究

结合形态学和分子鉴定手段，将９株镰刀菌分离物

分别鉴定为犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿、犉．犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲和犉．

狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿。

本试验在前期已有研究方法和成果的基础上对

我国市场上常用商品化黄瓜种子进行了带菌检测，

首次将我国市售黄瓜种子所带镰刀菌鉴定到种水

平，明确了所有种传镰刀菌对黄瓜种子发芽和幼苗

生长的影响及其致病性，为生产中科学选择黄瓜品

种提供了理论参考。

０９
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ｏ
ｒ

ｉｎ
ｄ
ｅ
ｘ

发
芽
率
／
％

Ｐ
ｅｒ
ｃｅ
ｎｔ
ａ
ｇ
ｅ

ｇ
ｅｒ
ｍ
ｉｎ
ａｔ
ｉ ｏ
ｎ

发
芽
指
数

Ｇ
ｅｒ
ｍ
ｉｎ
ａｔ
ｉｏ
ｎ

ｉｎ
ｄ
ｅ
ｘ

活
力
指
数

Ｖ
ｉ ｇ
ｏ
ｒ

ｉｎ
ｄ
ｅ
ｘ

株
高
／
ｃ
ｍ

Ｈ
ｅｉ
ｇ
ｈ
ｔ
ｏｆ

ｐｌ
ａ
ｎｔ

根
长
／
ｃ
ｍ

ｌｅ
ｎ
ｇｔ
ｈ
ｏｆ

ｒｏ
ｏｔ

单
株
鲜
重
／
ｇ

Ｆ
ｒｅ
ｓ
ｈ
ｗ
ｅｉ
ｇ
ｈ
ｔ
ｏｆ

ｅａ
ｃ
ｈ
ｐｌ
ａ
ｎｔ

Ｃ
Ｋ

９
２
．２
ａ

１
３
．１
ａ
ｂ

３
０
５
．５
ａ

９
２
．２
ａ

３
３
．１
ａ

４
６
３
．３
ａ

５
．７
ａ

１
４
．４
ａ

０
．２
６
ａ

Ｈ
Ｌ
Ｊ
Ｘ
Ｃ

Ｓ

３
７
．７
ｃ
ｄ

１
１
．０
ｂ
ｃ

１
９
２
．５
ｂ
ｃ

６
２
．２
ｃ

２
６
．５
ｃ
ｄ

１
４
１
．２
ｄ

０
．８
ｄ

６
．０
ｃ

０
．２
０
ｂ
ｃ

Ｇ
Ｄ

Ｈ
Ｙ

Ｓ

６
４
．５
ｂ

１
１
．１
ｂ
ｃ

２
１
３
．２
ｂ

７
１
．５
ｂ
ｃ

２
１
．５
ｅ

３
７
１
．８
ｂ

３
．６
ｂ

１
３
．６
ａ
ｂ

０
．２
６
ａ

Ｓ
Ｃ

Ｃ
Ｑ

Ｐ

４
６
．７
ｂ
ｃ

１
１
．３
ｂ

２
０
５
．４
ｂ
ｃ

７
６
．７
ｂ
ｃ

２
４
．４
ｄ

５
９
．２
ｅ

１
．２
ｄ

２
．０
ｄ

０
．２
１
ａ
ｂ
ｃ

Ｌ
Ｎ

Ｚ
Ｎ
２
０
３
Ｓ

２
６
．０
ｄ

９
．１
ｃ

１
０
２
．１
ｄ

３
８
．２
ｄ

２
６
．４
ｃ
ｄ

２
３
３
．８
ｃ

２
．６
ｃ

８
．３
ｃ

０
．１
８
ｃ

Ｈ
Ｌ
Ｊ
Ｘ
Ｃ

Ｘ

８
８
．０
ａ

１
２
．８
ａ
ｂ
ｃ

２
１
９
．８
ｂ

８
８
．０
ａ

２
１
．２
ｅ

３
６
６
．２
ｂ

２
．７
ｃ

１
４
．４
ａ

０
． ２
６
ａ

Ｌ
Ｎ

Ｚ
Ｎ
６
Ｓ

９
６
．７
ａ

１
２
．２
ａ
ｂ
ｃ

１
１
５
．１
ｃ
ｄ

９
６
．７
ａ

２
９
．５
ａ
ｂ
ｃ

２
１
３
．４
ｃ

１
．１
ｄ

８
．９
ｂ
ｃ

０
．１
８
ｃ

Ｈ
Ｂ
Ｔ
Ｓ
Ｓ

３
６
．７
ｃ
ｄ

９
．４
ｄ

２
２
６
．１
ｂ

９
５
．８
ａ

２
９
．９
ａ
ｂ
ｃ

３
６
８
．５
ｂ

３
．７
ｂ

１
３
．７
ａ
ｂ

０
．２
４
ａ
ｂ

Ｈ
Ｂ
Ｔ
Ｓ
Ｒ

９
３
．３
ａ

１
０
．８
ｃ
ｄ

１
０
０
．２
ｄ
ｅ

９
３
．３
ａ

２
４
．３
ｄ

１
６
８
．０
ｄ

０
．９
ｄ

６
．３
ｄ

０
．１
９
ｂ
ｃ

Ｈ
Ｎ

Ｘ
Ｈ

Ｓ

９
０
．０
ａ

１
４
．５
ａ

２
３
２
．４
ｂ

８
５
．６
ａ

２
７
．５
ｂ
ｃ
ｄ

３
７
８
．９
ｂ

３
．１
ｂ
ｃ

１
４
．９
ａ

０
．２
３
ａ
ｂ
ｃ

　
　
注
：
同
一
列
的
相
同
字
母
表
示
在
犘
０
．０
５
水
平
下
没
有
差
异
。
Ｎ
ｏｔ
ｅ
： Ｖ
ａｌ
ｕ
ｅｓ
ｆｏ
ｌｌ
ｏ
ｗ
ｅ
ｄ
ｂ
ｙ
ｔ
ｈ
ｅ
ｓａ
ｍ
ｅ
ｌｅ
ｔｔ
ｅｒ
ｓ
ｗ
ｉｔ
ｈｉ
ｎ
ａ
ｃ
ｏｌ
ｕ
ｍ
ｎ
ａｒ
ｅ
ｎ
ｏｔ
ｓｉ
ｇ
ｎｉ
ｆｉ
ｃａ
ｎ
ｔｌ
ｙ
ｄｉ
ｆｆ
ｅｒ
ｅ
ｎ
ｔ
ａｔ
犘
０
．０
５
ｌｅ
ｖ
ｅｌ
．
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