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沙棘枯萎病病原菌鉴定、生物学特性和药剂筛选
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摘 要：【目的】明确沙棘枯萎病病原菌种类及生物学特性，筛选出高效安全的防控药剂。【方法】采用组织分离法对病

原菌进行分离，并通过柯赫氏法则验证；依据形态学特征和多基因（ITS、EF-1α及RPB2）联合法建立分子发育树鉴定

病原菌；采用单因素试验法研究病原菌的生物学特性；选取10种化学药剂进行室内毒力测定，并结合盆栽试验评价药

剂防控效果。【结果】明确层出镰刀菌（Fusarium proliferatum）是当地沙棘枯萎病病原菌。最适宜病原菌菌丝生长的培

养条件是以蔗糖为碳源、蛋白胨为氮源的PDA培养基，28 ℃、pH=9.0、光暗交替（12 h光照/12 h黑暗）；最适宜孢子产

生的培养条件是以果糖为碳源、酵母浸膏和蛋白胨为氮源的PSA培养基，28 ℃、pH=5.0、光暗交替（12 h光照/12 h黑

暗）。室内药剂毒力测定结果表明，98%醚菌酯的抑菌效果最好，EC50值为0.070 9 mg·mL-1；盆栽防效试验结果表明，

50%醚菌酯水分散粒剂的防控效果最好，达到76.0%。【结论】层出镰刀菌是辽宁省朝阳市种植园内沙棘枯萎病病原菌；

醚菌酯和戊唑醇可以作为沙棘枯萎病防控的潜在高效药剂。
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Abstract:【Objective】From 2020 to 2024, a highly destructive disease was investigated in sea buck-

thorn plantations in Chaoyang City, Liaoning Province, China. The affected plants exhibited severe

symptoms, including massive leaf fall, branch dieback, and eventual death. Given the significant impact

of this disease on sea buckthorn production, this study was designed to identify the pathogen species

causing stem wilt, determine its biological characteristics, and screen for effective and safe fungicides.

The findings of this study are expected to contribute to the development of sustainable and effective

management strategies for this disease.【Methods】Typical symptomatic sea buckthorn branches and

roots were collected from affected plantations. The pathogen was isolated using the tissue isolation

method, and the pathogenicity of the purified strains was verified by the back-joining method according

to Koch’s rules. After single-spore purification, the pathogenic strains were cultured on SNA medium

for 10 days. The colony morphology and color were meticulously observed and recorded. The size and

morphological characteristics of conidia were measured using a light microscope to characterize the

pathogen’s morphology. Molecular identification was carried out using PCR amplification with fungal
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沙棘（Hippophae rhamnoides L.）属胡颓子科

（Elaeagnaceae）沙棘属（Hippophae），是一种多年生

落叶灌木，广泛分布于亚洲、欧洲和北美洲。沙棘具

有很强的环境适应能力，在高盐、干旱等恶劣条件下

依旧能够生存[1]。此外，沙棘具有较强的固土、保水

能力，能够通过根瘤共生系统增强对大气氮的生物

固定能力[2]。同时，沙棘具有重要的经济价值，在欧

洲、加拿大和美国果园中被大量种植[3-4]。沙棘果实

universal primers ITS1/ITS4 and Fusarium-specific primers RPB2 and EF-1α. The sequencing results

were analyzed using BLAST on NCBI, and phylogenetic trees were constructed using MEGA 7.0 soft-

ware to confirm the identity of the pathogen. The biological characteristics of the pathogen were studied

by evaluating its growth on different media, carbon sources, nitrogen sources, temperatures, light condi-

tions, and pH levels. This comprehensive assessment aimed to understand the optimal conditions for the

pathogen’s growth and sporulation. In vitro efficacy of 10 fungicides was determined using the myceli-

al growth rate method. Based on the results, five effective fungicides were selected for pot experiments

to evaluate their control efficacy under controlled conditions. This step aimed to identify effective fungi-

cides that could potentially be used in field applications to manage the disease effectively.【Results】

The pathogen isolation and preliminary morphological identification revealed that the strain X28 was

highly pathogenic. Inoculation experiments showed that symptoms closely resembled those observed in

the field. Morphological observations of the strain X28 on SNA medium revealed white colonies with

abundant aerial mycelium and yellow pigment on the reverse. Macroconidia were slightly curved with

three distinct septa, while microconidia were colorless, oval or ellipsoidal, and with 0–2 septa. Molecu-

lar identification confirmed the pathogen as Fusarium proliferatum. The results of biological character-

istic showed that the optimal conditions for mycelial growth were PDA medium with sucrose as the car-

bon source and peptone as the nitrogen source, at 28 ℃ , pH 9.0, and under alternating light and dark

conditions (12 h light/12 h darkness). The optimal carbon source for sporulation of the pathogen was

fructose, and the optimal nitrogen sources were yeast extract and peptone. Light treatment and pH had

minimal effects on spore production of the pathogen. The toxicity of the ten fungicides testing on F. pro-

liferatum showed that these fungicides exhibited inhibitory effects on the pathogen, and 98% kresoxim-

methyl showed the strongest inhibitory effect (EC50 = 0.070 9 mg · L- 1), followed by 97% tebuconazole

(EC50 = 0.261 9 mg·L-1). Pot experiments demonstrated that the incidence rate of inoculated plants treat-

ed with five fungicides was significantly lower than the control. The lowest incidence rates were ob-

served with 80% tebuconazole WG and 50% kresoxim- methyl WG, at 25% and 20% , respectively.

These treatments also showed the lowest disease indices (21.7% and 18.3%) and the highest control effi-

cacies (71.6% and 76%). The findings suggest that both kresoxim-methyl and tebuconazole are highly ef-

fective in controlling F. proliferatum.【Conclusion】This study identified F. proliferatum as the pathogen

causing sea buckthorn wilt in Chaoyang City, Liaoning Province. The 50% kresoxim-methyl WG dem-

onstrated the best control efficacy among the tested fungicides. The detailed investigation of the patho-

gen’s biological characteristics and the screening of effective fungicides provide practical support for

the field control of sea buckthorn wilt. Future research should focus on large-scale field trials to validate

the long- term efficacy and safety of these fungicides. Additionally, exploring integrated management

strategies, including cultural practices and biological control agents, could further enhance the control of

sea buckthorn wilt. This comprehensive approach will be important for the sustainable management of

sea buckthorn plantations and the mitigation of economic losses caused by this destructive disease.
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蕴含约 200余种营养成分与生物活性物质，营养价

值位居众多水果和蔬菜前列[5]。

近年来，随着沙棘种植面积的不断增加，各种沙

棘病害发生逐渐加剧。据报道，在全球多个沙棘种

植区的果园中，传播最为广泛的病害是枯萎病 [6]。

受枯萎病侵染的沙棘植株，叶片萎蔫、黄化及提早凋

落；由于真菌产生的毒素危害，枝条维管束组织出现

变色的症状。受害植株的维管束组织堵塞，导致枝

条干枯死亡，而受害较轻微的植株则生长发育不

良 [7]。沙棘枯萎症状的发生与轮枝菌属（Verticilli-

um）、镰刀菌属（Fsarium）病原菌侵染有关[8-10]。前人

研究表明，大丽轮枝菌（Verticillium dahliae）和黑白

轮枝菌（Verticillium albo-atrum）侵染导致沙棘出现

明显的枯萎症状[11-13]。据白俄罗斯的研究报道，在表

现枯萎症状的沙棘样品中，镰刀菌属的致病真菌占

主导地位[10，14]。目前，大多数针对沙棘枯萎病相关

镰刀菌的鉴定多精确于属水平。已经报道的沙棘枯

萎病相关镰刀菌包括禾谷镰刀菌（Fusarium gra-

minearum）、粉红镰刀菌（Fusarium roseum）、尖孢镰

刀菌（Fusarium oxysporum）和接骨木镰刀菌（Fusar-

ium sambucinum）等，然而这些真菌对沙棘的致病性

尚未得到进一步研究 [6]。在中国，拟枝孢镰刀菌

（Fusarium sporotrichioides）是引起黑龙江省和甘肃

省沙棘枯萎病的病原菌[15-16]。2023年，印度学者研

究发现，拟枝孢镰刀菌的侵染导致了当地沙棘枯萎

病的发生[17]。

近年来调查发现，在辽宁省朝阳市的沙棘种植

基地出现了大量沙棘枯萎、死亡的现象，表现出典型

的沙棘枯萎病症状。本研究通过对田间沙棘枯萎病

症状的观察与样品采集，进行了病原菌的分离和鉴

定、致病性验证和生物学特性测定。同时，应用 10

种杀菌剂进行了室内毒力测定，并选取室内抑菌效

果较好的药剂开展盆栽防效试验，以期为辽宁朝阳

地区沙棘枯萎病的防控提供参考依据。

1 材料和方法

1.1 病样采集及病原菌分离

在2020—2024年的调查中发现，辽宁省朝阳市

沙棘种植基地5~8年生的俄罗斯大果沙棘品种丘伊

斯克（水利部沙棘开发管理中心引进）出现了枝条干

枯、韧皮部皱缩的典型症状，部分沙棘枝干阳面的树

皮呈黑色条带状坏死，感病沙棘叶片枯萎、凋落，维

管束呈褐色或黑褐色，大量植株枯死。本试验采集

症状典型的沙棘枝条和韧皮部样品，放置于便携式

冰箱中，并对采集地发病沙棘植株的症状进行记录

和观察。

1.2 病原菌的鉴定

1.2.1 病原菌的分离和纯化 将采集的沙棘病株样

品用蒸馏水冲洗表面，自然晾干后置于超净工作台

中，用果木枝剪、解剖刀截取枝条木质部变色部位的

维管束组织，挑取约 4 mm×4 mm的样品组织，将其

浸泡于75%乙醇中消毒30 s，无菌水冲洗干净后，再

将其转入5% NaClO3溶液中浸泡3 min，无菌水漂洗

3次，使用灭菌滤纸吸干样品表面水分后，放入PDA

培养基中，25 ℃避光培养 3~5 d。待样品长出菌落

后，采用单胞分离法进行纯化培养[18]。

1.2.2 病原菌致病性检测 采用温室盆栽接种试验

进行致病性测定。选取 1年生、健康的大果沙棘品

种丘伊斯克（辽宁省旱地农林研究所提供）硬枝扦插

苗，单株栽植于装有2.5 kg灭菌土壤的花盆内，重复

5次。每 3~4 d浇灌 1次水，其间定期浇灌霍格兰营

养液。1个月后待沙棘植株正常生长时，使用 75%

乙醇对沙棘茎基部进行消毒，用解剖刀在树干上轻

划出十字形伤口，使用 0.5 cm打孔器将单孢纯化培

养的菌落制成直径为0.5 cm的菌饼，贴接在伤口上，

用蘸取过无菌水的脱脂棉覆盖伤口保湿。以空白

PDA 培养基作为对照，定期观察沙棘的发病情

况[16]。病原菌的再分离与鉴定：选取接种后发病植

株维管束病健交界位置切取样品组织，进行病原物

的再分离和鉴定，以完成科赫氏法则验证，方法同

1.2.1。

1.2.3 病原菌的形态学鉴定 使用SNA培养基（生

工，沈阳），25 ℃恒温培养单孢纯化后的致病菌，约

10 d后观察、并记录菌落形态和颜色。挑取少量菌

丝于载玻片上，滴加 1滴蒸馏水，于Eclipse Ci-L光

学显微镜（日本东京，尼康）下放大100~400倍，观察

孢子和分生孢子梗的形态特征，测定分生孢子大小，

并结合真菌鉴定手册和病原菌鉴定相关资料进行初

步鉴定[19]。

1.2.4 病原菌分子生物学鉴定 在经单孢纯化后的

菌落边缘截取直径为5 mm的菌饼，将菌饼放置于马

铃薯液体培养基（PD）中，封好封口膜。摇床参数设

置为25 ℃、110 r·min-1，振荡培养5 d后，用灭菌滤纸

过滤培养液，收集菌丝并用无菌水冲洗3次，转移至
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50 mL离心管中，于冻干机中冻干3 h。病原菌基因

组DNA的提取方法参照真菌基因组快速抽提试剂

盒（生工，上海）说明书，-20 ℃保存备用。

利用真菌通用引物 ITS1/ITS4、镰刀菌特异性引

物RPB2和EF-1α（表 1）进行PCR扩增，PCR扩增体

系同参考文献[20-21]。取10 μL PCR产物于1.4%琼

脂糖凝胶电泳上检测，并将剩余产物送至上海生工

生物公司（长春）测序。在NCBI上将测序结果进行

BLAST比对，下载同源性较高的序列，用MEGE 7.0

软件构建病原菌的系统发育树并进行分析。

1.3 病原菌生物学特性分析

1.3.1 不同培养基处理对病原菌生长及产孢的影

响 用打孔器在培养 5 d 的菌落边缘打取直径为

5 mm的菌饼接种于马铃薯葡萄糖琼脂培养基（po-

tato sucrose agar，PDA）、马铃薯蔗糖琼脂培养基

（potato saccharose agar，PSA）、马铃薯麦芽糖琼脂培

养基（potato maltose agar，PMA）、燕麦琼脂培养基

（oat meal agar，OMA）、玉米粉琼脂培养基（corn

meal agar，CMA）、察氏培养基（czapek）、水琼脂培养

基（water agar，WA）7种培养基上，25 ℃恒温培养箱

内培养，逐日采用十字交叉法测量菌落直径，每个处

理 3次重复。分别在培养 15 d（根据病原菌生长情

况而定）的培养皿中加入10 mL无菌水，用玻璃棒刮

取孢子，再加入无菌水将孢子悬浮液浓度稀释至1×

106 CFU·mL-1，采用血球计数板测定产孢量，3次重

复[22]。

1.3.2 不同温度处理对病原菌生长及产孢的影响

将供试菌株接于PDA培养基中央，分别放于 5、10、

15、20、25、28、30、35 ℃的恒温培养箱中培养，采用

十字交叉法测量菌落直径，每个处理 3次重复。产

孢量测定方法同1.3.1。

1.3.3 不同光照处理对病原菌生长及产孢的影响

设置全光照、全黑暗和光暗交替（12 h光照/12 h黑

暗）3个处理，将供试菌饼接种于培养基中央，置于

25 ℃（最适温度）恒温培养箱内培养，逐日测量菌落

直径，每个处理3次重复。产孢量测定方法同1.3.1。

1.3.4 不同 pH、碳源、氮源处理对病原菌生长及产

孢的影响 利用1 mol·L-1盐酸溶液和1 mol·L-1氢氧

化钠溶液分别将 PDA 培养基 pH 值调至 3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 共 9 个梯度，将供试

菌饼放置于不同 pH培养基中培养。以察氏培养基

（Czapek）为基础培养基，分别以蔗糖、麦芽糖、乳糖、

果 糖 和 淀 粉 作 为 替 换 碳 源 ，同 时 以 NH4Cl、

（NH4）2SO4、NaNO3、牛肉膏、蛋白胨、酵母浸膏、尿素

和甘氨酸作为替换氮源，分别以无碳及无氮的基础

培养基作为对照（CK）。将配制好的培养基pH值调

至7.0，将供试菌饼置接种于各培养基上，于25 ℃条

件下培养 3 d，采用十字交叉法测量菌落直径，每种

培养基设置3次重复。产孢量测定方法同1.3.1。

1.4 病原菌的室内毒力测定及田间药剂筛选

1.4.1 供试药剂室内毒力测定 通过室内毒力试

验，测定10种杀菌剂对沙棘枯萎病病原菌的抑制作

用。采用菌丝生长速率法确定杀菌剂的抑制率[23]。

药剂名称、生产厂家及试验浓度梯度见表2。

将灭菌后约 55 ℃ PDA培养基中，分别加入 10

种供试杀菌剂原药稀释的不同浓度梯度药液（总量

10 mL），制成含药剂的培养基。将供试菌饼（直径

5 mm）转入上述含不同浓度杀菌剂的 PDA培养基

平板中央，以PDA培养基作为空白对照，每个浓度3

次重复。25 ℃恒温培养10 d，采用十字交叉法测量

菌落直径，按照下方公式计算菌丝生长抑制率。

菌丝生长抑制率/%＝（对照菌落生长直径－处

理菌落生长直径）／（对照菌落生长直径－菌饼直

径）×100。通过计算明确各种杀菌剂的毒力回归方

程和抑制中浓度（EC50），比较不同杀菌剂对病原菌

的抑制活性。

1.4.2 沙棘枯萎病盆栽防效测定 通过室内药剂毒

力测定，筛选出 5种效果较好的药剂进行盆栽防效

试验（表 3）。每个花盆装入 2 kg灭菌沙土，每盆种

植2株1年生沙棘硬枝扦插苗，每4 d浇水1次，并浇

灌 2次霍格兰营养液。待沙棘稳定生长后，用无菌

竹签沿着花盆四周刺伤沙棘根部 10次，采用 1×106

个·mL-1层出镰刀菌孢子悬浮液进行灌根接种，每盆

接种50 mL，设置清水作为对照组。接种7 d后进行

徐文杰

表 1 基因及引物序列

Table 1 Genes and primer sequences

引物名称

Primer name

ITS1

ITS4

EF-1H

EF-2T

RPB2-7cF

RPB2-11aR

引物序列

Primer sequence

TCCGTAGGTGAACCTGCGG

TCCTCCGCTTATTGATATGC

ATGGGTAAGGAAGACAAGAC

GGAAGTACCAGTGATCATGTT-

ATGGGYAARCAAGCYATGGG-

5GCRTGGATCTTRTCRTCSACC-
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第1次灌根施药，每盆灌根500 mL（1500倍液），20 d

后进行第 2次灌根施药。每种药剂处理 10盆，3次

重复，施药时间选择在傍晚。于第 2次施药后 20 d

调查植株的病情指数。

病害分级标准参照陈悦[16]的方法：0级，沙棘健

康无病；1级，沙棘 1/3枝条出现叶片黄化、萎蔫；2

级，沙棘1/3~1/2枝条出现叶片黄化、萎蔫，或枝条上

出现凹陷病斑；3级，沙棘 1/2~3/4枝条出现叶片黄

化、萎蔫及脱落，或病斑连结成片；4级，沙棘 3/4以

上的枝条落叶，枝条干枯、皱缩；5级，整株沙棘即将

枯死。

按照下列公式计算病情指数、发病率和防治效

果：

病情指数＝Σ（各级病枝数×发病等级）/（调查总

枝数×最高发病等级）×100；

发病率/%=发病植株数/调查总植株数×100；

防治效果/%＝（对照区病情指数－处理区病情

指数）/对照区病情指数×100。

1.5 数据分析

采用 SPSS 26.0 软件对试验数据进行 Probit 分

析，计算各杀菌剂的有效抑制中浓度（EC50）、毒力回

归方程等相关参数；同时，利用该软件对试验数据进

行单因素方差分析（one-way ANOVA），差异显著性

检验（P＜0.05）。

表 2 药剂名称及试验质量浓度梯度

Table 2 The fungicides and test concentration

药剂

Reagent

95%腐环唑

95% Epoxiconazole

97%戊唑醇

97% Tebuconazole

98%吡唑醚菌酯

98% Pyraclostrobin

98.5% 腐霉利

98.5% Procymidone

98%啶酰菌胺

98% Boscalid

98%醚菌酯

98% kresoxim-methyl

96%丁香菌酯

96% Coumoxystrobin

98%萎锈灵

98% Carboxin

95%己唑醇

95% Hexaconazole

98%多菌灵

98% Carbendazim

生产公司

Manufacturer

浙江禾本科技股份有限公司

Zhejiang Heben Pesticide & Chemicals Co., Ltd

江苏剑牌农化股份有限公司

Jiangsu Sword Agrochemicals Co., Ltd

安道麦安邦（江苏）有限公司

Adama Anpon (Jiangsu) Co., Ltd

浙江禾本科技股份有限公司

Zhejiang Heben Pesticide & Chemicals Co., Ltd

上海禾本药业股份有限公司

Shanghai Heben-Eastsun Medicaments Co., Ltd

江苏禾裕泰化学有限公司

Jiangsu Corechem Chemicals Co., Ltd

吉林省八达农药有限公司

Jilin Bada Pesticide Co., Ltd

安道麦辉丰（江苏）有限公司

Adama Huifeng (Jiangsu) Co., Ltd

江苏莱科化学有限公司

Jiangsu Laike Chemicals Co., Ltd.

江苏龙灯化学有限公司

Jiangsu Rotam Chemicals Co., Ltd

质量浓度梯度

Concentration/（mg·L-1）

0.031 3、0.062 5、0.125 0、0.250 0、0.500 0

0.003 9、0.015 6、0.062 5、0.250 0、1

0.156 0、0.625 0、2.500、10、40

3.125、12.500、50、100、200

10、20、30、40、50

0.031 25、0.125 0、0.5、2、8

0.018 1、0.312 5、1.250 0、5、20

3.75、7.50、15、30、60

0.031 3、0.125 0、0.250 0、0.500 0、1

0.1、0.2、0.4、0.8、1.6

表 3 盆栽试验施用药剂

Table 3 The chemical agents were used for pot experiment

药剂

Reagent

多菌灵Carbendazim

腐霉利Procymidone

醚菌酯Kresoxim-methyl

戊唑醇Tebuconazole

氟环唑Epoxiconazole

剂型

Formulation

水分散粒剂

Water Dispersible Granule（WG）

水分散粒剂

Water Dispersible Granule（WG）

水分散粒剂

Water Dispersible Granule（WG）

水分散粒剂

Water Dispersible Granule（WG）

乳油

Emulsifiable Concentrate（EC）

有效成分含量

Content of active ingredient

90%

80%

50%

80%

75 g·L-1

生产厂家

Manufacturer

上海禾本药业有限公司

Shanghai Heben-Eastsun Medicaments Co., Ltd

陕西美邦药业集团有限公司

Shaanxi Meibang Pharmaceutical Group Co., Ltd

山东富润实生物科技有限公司

Shandong Furunshi Biotechnology Co., Ltd

上海禾本药业有限公司

Shanghai Heben-Eastsun Medicaments Co., Ltd

巴斯夫植物保护（江苏）有限公司

BASF Plant Protection (Jiangsu) Co., Ltd
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2 结果与分析

2.1 沙棘枯萎病症状

在辽宁省朝阳市沙棘栽培基地调查时发现，发

病严重的沙棘植株，其枝条通常出现树皮皱缩的症

状，枝条的维管束组织呈典型褐色或黑褐色（图 1-

A），通常在第2年枝条长势衰弱或干枯死亡，短期内

对主干和其他侧枝的影响较小。沙棘在感病后期，

主干基部朝向阳面的韧皮部出现黑色条带状或环状

坏死（图1-B），坏死条带逐渐向上延伸，植株可能在

1~2年后枯萎死亡（图1-C）。严重感病的沙棘植株，

其茎基部横截面的木质部出现黑褐色病变（图 1-

A. 感病沙棘枝条维管束组织；B. 感病沙棘韧皮部；C. 感病沙棘后期整株枯死；D. 感病沙棘茎基部横截面。

A. Vascular tissue of diseased seabuckthorn branches; B. Phloem of diseased seabuckthorn; C. Whole plant dieback at the late stage of infection;

D. Cross-section of the stem base of diseased seabuckthorn.

图 1 沙棘枯萎病田间症状

Fig. 1 Field symptoms of sea buckthorn stem wilt

A B C D

D），且树龄5~6年生的沙棘植株发病严重。

2.2 沙棘枯萎病病原菌的鉴定

2.2.1 分离物的致病性测定 对病原菌进行分离，

获得大量菌落特征一致的菌株，其中以X28为典型

代表菌株。经病原菌分离与形态学初步鉴定后，选

取单孢子纯化培养5 d的代表菌株X28，利用盆栽沙

棘植株进行活体接种。接种后7~9 d植株中下部叶

片开始出现不均匀斑驳褪绿、边缘变黄、坏死的症状

（图 2-B），第 14天部分发病叶片开始自下而上枯落

（图2-C），接种20 d部分枝条出现枯萎、干缩的典型

枯萎病症状（图2-D），与田间自然发病沙棘的症状高

度相似。从发病植株枝条木质部进行病原菌再分离，

经培养后发现与接种病原菌落、孢子的形态一致。

2.2.2 分离物的形态学鉴定 菌株X28在 PDA培

养基上形成具有大量气生菌丝体的白色菌落，背面

产生黄色色素沉淀。在显微镜下观察发现，菌株

A. 未接种的健康沙棘（CK）；B. X28 接种 7 d 后叶片斑驳褪绿；C. X28 接种 14 d 后叶缘坏死；D. X28 接种 20 d 后整个枝条枯死。

A. Healthy sea buckthorn was not inoculated(CK)；B. Leaf mottled Chlorosis on the 7th day after inoculation with X28；C. Leaf edge necrosis on

the 14th day after inoculation with X28；D. Branches wilt and died on the 20th day after inoculation with X28.

图 2 病原菌致病性鉴定

Fig. 2 Pathogenicity identification of the pathogens

A B C D
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X28产生大量分生孢子。其中，大型分生孢子略微

弯曲，多数具有 3个明显的隔膜，中央两个细胞较

宽，两端细胞略尖，具有足部形状的基底细胞，大小

为（39.2±7.8）μm×（4.3±0.8）μm，数量较少；小型分生

孢子无色，长卵圆形或椭圆形，无隔膜，大小为（7.3±

3.4）μm×（3.1±0.9）μm（图 3）。经初步鉴定，该病原

菌为Fusarium proliferatum。

2.2.3 分子生物学鉴定 代表菌株X28的测序结果

表明，引物 ITS、RPB2、EF-1α扩增获得的片段长度

分别为 527 bp、1005 bp和 648 bp。将获得的基因序

列 提 交 至 GenBank 数 据 库 ，序 列 号 分 别 为

PV938939、MZ614611和MZ164979。同时，在NCBI

数据库进行BLAST比对，以A. gaisen为外群，基于

邻接法（NJ），使用MEGA 7.0构建多基因系统发育

树（图 4）。结果表明，菌株 X28 与 Fusarium pro-

liferatum聚在同一分支。因此，结合菌株形态学和

A. 平板正面菌落特征；B. 平板底部菌落特征；C. 菌丝，比例尺=100 μm；D~E. 分生孢子梗，比例尺=10 μm；F. 大型分生孢子，比例尺=10 μm；

G. 小型分生孢子，比例尺=10 μm。

A.Characteristics of F. proliferatum colonies on PDA plates; B. Characteristics of F. proliferatum colony observed from the bottom of a PDA plate;

C. Characteristics of mycelia of F. proliferatum, bar=100 μm; D-E. Conidiophore, bar=10 μm; F. Macroconidia, bar=10 μm; G. Microconidia, bar=10 μm.

图 3 层出镰刀菌的显微形态特征

Fig. 3 Morphological characteristics of Fusarium proliferatum

X28
层生镰孢菌 CBS217.76 Fusarium proliferatum CBS217.76
层生镰孢菌 CBS480.96 Fusarium proliferatum CBS480.96
拟轮状镰孢菌 LC13653 Fusarium verticillioides LC13653

共享镰孢菌 LC13823 Fusarium commune LC13823
菊头蝠镰孢菌 GMBCC1039 Fusarium rhinolophi GMBCC1039
尖孢镰孢菌 JW11005 Fusarium oxysporum JW11005
尖孢镰孢菌 LC13766 Fusarium oxysporum LC13766

有毒镰孢菌 CBS130385 Fusarium toxicum CBS130385
木贼镰孢 CBS107.07 Fusarium equiseti CBS107.07
木贼镰孢 CBS307.94 Fusarium equiseti CBS307.94

半月镰孢菌 CBS189.34 Fusarium sublunatum CBS189.34
盖姆斯镰孢菌 KG411 Fusarium gamsii KG411
燕麦镰孢菌 KG431 Fusarium avenaceum KG431
三线镰孢菌 LC13819 Fusarium tricinctum LC13819
盖森链格孢菌 CBS118488 Alternaria gaisen CBS118488

100
100

100

100

100

100

97 98

35

57

96

41

0.050

97

图 4 基于 ITS、RPB2 和 EF-1α基因序列联合构建的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree constructed based on ITS、RPB2and EF-1α gene sequences

A B

C D F

E
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图 6 不同温度处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 6 Effect of different temperature treatments on mycelial growth (A) and spore production (B) of Fusarium proliferatum
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图 5 不同培养基处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 5 Effect of different medium treatments on mycelial growth (A) and spore production(B) of Fusarium proliferatum
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产孢量的影响 不同光照条件对层出镰刀菌的菌丝

生长和产孢量的影响存在显著差异。在光暗交替

（12 h光照/12 h黑暗）条件下，该病原菌的菌丝生长

速度最快，且产孢量达到最大值（图7）。

2.3.4 不同培养基 pH处理对F. proliferatum菌丝

生长和产孢量的影响 菌株在 pH=3~11范围内均

能正常生长并产生孢子。当 pH=9时，菌丝生长速

度最快；当 pH=4~7时菌丝生长速度较快，且各处理

间无显著差异；当 pH=3时菌丝生长缓慢，与其他处

理差异显著（图8-A）。当pH=4~7时产孢量较高，其

中 pH=5 时产孢量最大，显著高于其他处理；而当

pH=3和pH＞8时，产孢量显著降低（图8-B）。

2.3.5 不同碳源和氮源处理对Fusarium prolifera-

tum菌丝生长和产孢量的影响 应用Czapek培养基

分子生物学分析，明确引起辽宁省朝阳市沙棘枯萎

病病原菌为层出镰刀菌（Fusarium proliferatum）。

2.3 病原菌F. proliferatum的生物学特性

2.3.1 不同培养基处理对F. proliferatum菌丝生长和

产孢量的影响 层出镰刀菌在7种培养基上均能生

长，但不同培养基处理对其菌丝生长及产孢量的影响

差异显著。菌落在PDA培养基上的生长速度最快，在

WA和OMA培养基上生长速度较缓慢（图 5-A）；在

PSA培养基上的产孢量最大，显著高于其他6种培养

基，而在WA培养基上几乎不产生孢子（图5-B）。

徐文杰

2.3.2 不同温度处理对F. proliferatum菌丝生长和

产孢量的影响 层出镰刀菌在15~35 ℃范围内均能

生长，在 28 ℃时菌丝生长速度最快，在 25、30 ℃时

次之，在 15、35 ℃时生长缓慢，而在 5 ℃和 10 ℃时

几乎不生长，且各温度处理间差异显著（图6-A）；在

15~35 ℃范围内均能产孢，在 28 ℃时产孢量最大，

显著高于其他温度处理（图6-B）。

2.3.3 不同光照处理对F. proliferatum菌丝生长和
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图 8 不同 pH 处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 8 Effect of different pH treatments on mycelial growth (A) and spore production (B) of Fusarium proliferatum
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图 7 不同光照处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 7 Effect of different light treatments on mycelial growth (A) and spore production (B) of Fusarium proliferatum

A B

检测不同碳、氮源对病原菌菌丝生长及产孢量的影

响。菌株在6种供试碳源及8种供试氮源下均能生

长。以蔗糖和可溶性淀粉为碳源时菌丝生长速度最

快，以麦芽糖为碳源时菌丝生长速度最慢；在以果糖

为主要碳源的培养基上产孢效果最好且差异显著

（图 9）。在牛肉膏、蛋白胨及酵母浸膏的资源培养

基上菌丝生长速度最快，在以甘氨酸为主要氮源的

培养基上菌丝生长速度最慢且差异显著；以酵母浸

膏和蛋白胨为主要氮源时产孢量较大，以NaNO3为

氮源时产孢量最少，显著低于其他氮源处理（图10）。

图 9 不同碳源处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 9 Effect of different carbon source treatments on mycelial growth (A) and spore production (B) of Fusarium proliferatum

A B

菌
丝
直
径

C
ol

on
y

di
am

et
er

/c
m

产
孢
量

S
po

re
pr

od
uc

ti
on

/（
×

1E
+

0.
6

·m
L

-1
）

12 h 黑暗 12 h 光照
12 h darkness /12 h light

全黑暗
Continuous darkness

全光照
Continuous light

12 h 黑暗 12 h 光照
12 h darkness /12 h light

全黑暗
Continuous darkness

全光照
Continuous light

不同光照 Different light 不同光照 Different light

葡
萄
糖

Gluc
os

e

蔗
糖

Suc
ro

se

麦
芽
糖

M
alt

os
e

D-果
糖

D-fr
uc

tos
e

乳
糖

Lac
tos

e

可
溶
性
淀
粉

Solu
ble

sta
rch

不同碳源 Different carbon 不同碳源 Different carbon

CK

葡
萄
糖

Gluc
os

e

蔗
糖

Suc
ro

se

麦
芽
糖

M
alt

os
e

D-果
糖

D-fr
uc

tos
e

乳
糖

Lac
tos

e

可
溶
性
淀
粉

Solu
ble

sta
rch

CK

b
ab a

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

全黑暗 全光照 12h黑暗12h光照

菌
丝
直
径

co
lo

n
y
 d

ia
m

et
er

/c
m

不同光照 Different Light

c

b
a

0

1

2

3

4

5

6

7

全黑暗 全光照 12h黑暗12h光照

产
孢
量

sp
o
re

 p
ro

d
u

ct
io

n
/×

1
E

+
0
.7
个

·m
l-1

不同光照 Different Light 

e

ab ab ab ab b
a

c
d

0

1

2

3

4

5

6

7

8

3 4 5 6 7 8 9 10 11

菌
丝
直
径

co
lo

n
y
 d

ia
m

et
er

/c
m

不同pH 

Different pH

e

bc

a

c
b

d

e e
f

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

3 4 5 6 7 8 9 10 11

产
孢
量

sp
o
re

 p
ro

d
u

ct
io

n
/×

1
E

+
0
.7
个

·m
l-1

不同pH 

Different pH

d

a

e

c c
a

b

0

1

2

3

4

5

6

7

8

菌
丝
直
径

co
lo

n
y
 d

ia
m

et
er

/c
m

不同碳源
Different Carbon

g

b
c

a

e
d

f

0

5

10

15

20

25

产
孢
量

sp
o
re

 p
ro

d
u

ct
io

n
/×

1
E

+
0
.6
个

·m
l-1

不同碳源
Different Carbon 

7.5

7.0

6.5

6.0

5.5

5.0

4.5

4.0

3.5

3.0

1270



，等：沙棘枯萎病病原菌鉴定、生物学特性和药剂筛选第5期

2.4 沙棘枯萎病病菌室内药剂筛选及盆栽防效

2.4.1 室内药剂筛选 室内毒力测定结果显示（表

4），10种供试杀菌剂对菌株X28的菌丝生长均具有

不同程度的抑制作用。98%醚菌酯抑菌活性最强，

EC50值为0.070 9 mg·L-1；97%戊唑醇次之，EC50值为

0.261 9 mg·L-1；98%多菌灵与 98%氟环唑的EC50值

分别为 0.373 mg · L-1和 0.466 7 mg · L-1，均表现一定

的抑菌能力。上述药剂的EC50值相对较低，对病原

菌的抑制效果较为突出；其余药剂的EC50值则相对

更高，抑菌活性依次减弱，其中98%啶酰菌胺的抑菌

活性最弱，EC50值高达 27.557 3 mg·L-1。

2.4.2 药剂对沙棘枯萎病的防治效果 选择在室内

毒力测定中表现较好的5种杀菌剂，进一步测定其对

沙棘枯萎病的室外防治效果。经5种杀菌剂处理后，

接种病原菌的沙棘植株的发病率均较对照显著降低

（表5）。其中，80%戊唑醇水分散粒剂、50%醚菌酯水
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图 10 不同氮源处理对层出镰刀菌菌丝生长（A）及产孢量（B）的影响

Fig. 10 Effect of different nitrogen source treatments on mycelial growth (A) and spore production (B)

of Fusarium proliferatum

表 4 10 种原药对层出镰刀菌室内毒力测定的结果

Table 4 Toxicity measurement results of 10 original fungicides to F. proliferatum

药剂Fungicide

98%醚菌酯 98% kresoxim-methyl

97%戊唑醇 97% tebuconazole

98%多菌灵 98% carbendazim

98%氟环唑 98% epoxiconazole

98.5%腐霉利 98.5% procymidone

95%己唑醇 95% hexaconazole

98%吡唑醚菌酯 98% pyraclostrobin

96%丁香菌酯 96% coumoxystrobin

98%萎锈灵 98% carboxin

98%啶酰菌胺 98% boscalid

毒力回归方程 Toxicity regression equation

Y=5.310 3+0.270 0x

Y=5.528 5+0.908 3x

Y=5.792 6+1.850 5x

Y=5.408 0+1.232 7x

Y=3.799 6+0.712 2x

Y=4.769 2+0.534 0x

Y=4.556 6+0.991 5x

Y=4.679 2+0.287 4x

Y=2.563 6+2.167 6x

Y=0.780 4+2.929 8x

EC50/（mg·L-1）

0.070 9

0.261 9

0.373 0

0.466 7

1.685 5

2.705 7

2.800 3

13.064 8

13.304 3

27.557 3

R2

0.974 9

0.991 4

0.982 3

0.997 7

0.951 3

0.973 1

0.973 3

0.990 1

0.992 6

0.996 0

表 5 5 种杀菌剂灌根处理对沙棘枯萎病的防治效果

Table 5 The effect of 5 fungicides on sea buckthorn stem wilt

药剂名称 Reagent

90%多菌灵 90% Carbendazim

80%戊唑醇 80% Tebuconazole

50%醚菌酯 50% Kresoxim-methyl

75 g·L-1氟环唑 75% Epoxiconazole

80%腐霉利 80% Procymidone

CK（水water）

发病率 Incidence rate/%

35.0±5.0 ab

25.0±2.9 a

20.0±2.9 a

35.0±5.8 ab

45.0±5.8 b

85.0±7.6 c

病情指数 Disease index

31.3±6.7 b

21.7±3.3 a

18.3±2.3 a

26.7±4.7 ab

28.3±3.0 ab

76.3±4.8 c

防治效果 Control effect/%

59.1

71.6

76.0

65.0

62.9

—

注：不同小写字母表示 P＜0.05 差异显著。

Note: Different small letters indicate significant difference at P＜0.05.
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分散粒剂的发病率最低，分别为 25.0%和 20.0%，病

情指数分别为 21.7和 18.3，防治效果分别为 71.6%

和76.0%，其余3种药剂的防治效果均低于70%。

3 讨 论

镰刀菌引起的植物枯萎病（Fusarium wilt）是全

球性土传真菌病害。层出镰刀菌是世界性分布的土

壤习居真菌，可以侵染多种植物，引起叶腐、茎腐、根

腐、穗腐、果实腐烂等症状[24]。目前，多基因序列分析

在物种鉴定中的应用日益广泛，通过整合不同基因

信息，能够更全面地反映物种的系统发育关系。曾

莉莎等[25]利用TEF1-α、ITS、IGS、β-tubulin和 histone

H3 等 5 个基因对香蕉枯萎病菌（Fusarium oxyspo-

rum f. sp. cubense）进行了系统鉴定，揭示了复杂的系

统发育关系。本研究通过形态学鉴定、分子生物学

鉴定和致病性测定，明确辽宁省朝阳市沙棘枯萎病

是由层出镰刀菌导致的系统性侵染病害。据报道，

我国黑龙江省和甘肃省的沙棘枯萎病病原菌为拟枝

孢镰刀菌[15，26]。两种病原菌人工接种后的发病进程

较为相似，接种约两周后，植株开始出现落叶等症

状；接种3周后，部分接种植株出现枝条枯死的严重

症状[16]。苏联学者研究认为拟枝孢镰刀菌是对沙棘

致病力最强的镰刀菌之一[27]，本研究表明层出镰刀菌

与拟枝孢镰刀菌对沙棘可能具有相似的致病力。尖

孢镰刀菌、拟枝孢镰刀菌等多种致病镰刀菌均能够

引起沙棘枯萎病的发生，黑龙江省树龄约10年的沙

棘植株发病较为严重[15]，而甘肃省树龄约5年的引种

大果沙棘品种同样出现了严重发病的现象[26]，这可能

与沙棘品种，病原菌致病力以及栽培环境有关，需要

在后续研究中重点关注抗病沙棘品种选育等工作。

明确植物病原菌生物学特性对制定有效的病害

防治策略至关重要[28]。研究沙棘枯萎病病原菌生物

学特性，可为阐明病害的发展流行提供理论依据。

本研究分析了环境因素（如光周期、酸碱度和温度）

以及营养因素（如碳源、氮源）对层出镰刀菌的影

响。研究表明，层出镰刀菌在 15~35 ℃范围内均可

生长和产孢，适宜温度范围为25~30 ℃，最适温度为

28 ℃；PDA培养基最利于菌丝生长，PSA培养基最利

于菌株产孢；菌株生长的适宜pH范围为4~9，pH为5

时菌株产孢量最大，强酸或强碱会抑制其生长；光暗

交替条件最适宜菌丝生长与产孢；最佳碳源为蔗糖

和果糖，最佳氮源为蛋白胨和酵母浸膏。已有研究

报道，引起新疆棉花茎腐病的病原菌同为层出镰刀

菌，最适宜菌丝生长及产孢的培养基分别为PDA与

PSA，最适温度范围为20~30 ℃，且在pH=7~8时产孢

能力较强[29]，与本研究结论基本一致。而韩冰等[30]在

对茄子花腐病病原菌层出镰刀菌菌株Fp01研究时

发现，其最适碳源为麦芽糖，最适氮源为硫酸铵，与

本试验结果存在差异。该差异可能源于不同寄主植

物中层出镰刀菌对碳源、氮源利用能力的不同。研

究指出，同一病原菌在不同寄主及生态环境中可能

表现出较强的适应性与耐受性，从而导致其生物学特

性出现分化[31]。此外，生物学特性的差异甚至可见于

侵染同一寄主植物的同种病原菌[32]。对甘肃省沙棘

枯萎病病原菌（Fusarium sporotrichioides）生物学特

性研究表明，菌株最适生长条件为全黑暗、温度

25 ℃、pH=6，最佳碳、氮源分别为蔗糖和甘氨酸[20]，表

明不同镰刀菌种或菌株在生物学特性上具有多样性。

化学药剂是防治枯萎病的主要措施之一 [33]。

本研究测定了 10种不同类型杀菌剂对层出镰刀菌

菌丝生长的抑制效果。基于EC50值的分析表明，醚

菌酯和戊唑醇的抑菌效果最好，EC50 值分别是

0.070 9 mg · L-1和 0.261 9 mg·L-1。盆栽药剂筛选试

验发现，80%戊唑醇水分散粒剂和 50% 醚菌酯水分

散粒剂进行灌根处理的沙棘枯萎病病情指数最低，

分别为 21.7 和 18.3，防治效果分别为 71.6% 和

76.0%，与室内药剂筛选结果基本一致。研究表明，

50%醚菌酯水分散粒剂 2000倍液具有广谱的杀菌

活性，且具备较好的保护及治疗功效，选择性较高，

具有较高的应用价值 [34]。戊唑醇属于三唑类杀菌

剂，具有高效低毒的特点，通过抑制真菌细胞膜麦角

甾醇的合成从而达到杀菌效果[35]。刘传德等[36]发现

戊唑醇和丙环唑等三唑类高效内吸性杀菌剂能够有

效抑制镰刀菌等病害的发生。据报道，98%戊唑醇

对紫花苜蓿根腐病具有较好的防治效果[37]。30%戊

唑醇悬乳剂可有效防治小麦赤霉病，防控效果始终

保持在 90%以上[38]。田间调查发现，在沙棘的扦插

期和移栽期根系更容易形成伤口，被致病镰刀菌侵

染的风险更高。因此，在这些关键阶段利用杀菌剂

或生防制剂防控沙棘枯萎病是十分必要的。综上所

述，醚菌酯和戊唑醇交替使用或合理混配，可达到有

效预防及缓解病害发生的目的。限于研究条件，本

研究尚未进行杀菌剂复配和田间应用试验，后续将

针对杀菌剂复配设计相关试验，以期为沙棘枯萎病
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的有效防控提供理论依据。

4 结 论

通过柯赫氏法则验证、病原菌形态学特征鉴定

和多基因系统发育树构建，明确了辽宁省朝阳市沙

棘枯萎病病原菌为层出镰刀菌（F. proliferatum）。

病原菌菌丝生长以蔗糖为碳源、蛋白胨为氮源的

PDA培养基，在 28 ℃、pH=9.0、光暗交替条件下最

为适宜；而孢子产生则以果糖为碳源、酵母浸膏和蛋

白胨为氮源的 PSA培养基，在 28 ℃、pH=5.0、光暗

交替条件下最为适宜。醚菌酯和戊唑醇对层出镰刀

菌具有明显的抑制作用，且在盆栽试验中防控效果

均在70%以上，具有较好的田间防控应用潜力。
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