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蓝莓灰霉病病原菌的鉴定及不同

种质抗病生理响应比较
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摘 要：【目的】针对蓝莓生产中由灰葡萄孢菌引起的蓝莓灰霉病，通过对其病原菌分离鉴定并筛选抗病种质，进一步

探讨其侵染过程中的生理响应差异，为蓝莓抗病品种选育提供参考。【方法】以蓝莓灰霉病为研究对象，从云南、长春和

丹东3个蓝莓种植基地采集典型发病植株，采用组织分离法对病原分离与纯化，结合分子和形态学鉴定，筛选蓝莓灰

霉病病原菌。通过离体接种对不同灰霉菌株进行致病性测定，进一步评价不同蓝莓资源在灰霉病菌侵染下的抗性表

现。【结果】经鉴定共筛选出 4株蓝莓灰霉病菌株，结合致病性测定发现其中CC1菌株致病性最强。离体接种评价表

明，未发现对灰霉病完全免疫的蓝莓种质，但Y42与F6二者抗性差异显著（P＜0.05）。分析二者在受灰霉病胁迫下的

生理响应差异，发现虽然F6细胞壁相关酶活性整体较高，但多为滞后或低于对照，导致细胞壁受破坏严重，防御效率

较低；而Y42可在早期激活防御相关酶并抑制细胞壁解构，表现出一定的抗病性。【结论】确认CC1为强致病性代表菌

株，筛选出F6（感病）和Y42（中抗）作为蓝莓抗灰霉病的典型材料，初步揭示了其防御机制差异。该结果为蓝莓灰霉病

抗性鉴定和抗病种质利用提供了材料基础，也为进一步解析其在灰霉病菌胁迫下的抗性机制及开展抗病品种选育提

供了更明确的研究靶标。
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Abstract:【Objective】Blueberry gray mold, caused by Botrytis cinerea, is a serious disease in blueber-

ry production. Under greenhouse cultivation conditions, high humidity, poor ventilation, and insuffi-

cient resistance in cultivars exacerbate the prevalence of the disease, more prevalent and severe, leading

to significant economic losses. Currently, control of gray mold relies primarily on chemical agents, but

this can lead to the development of resistance in the pathogen, complicate fruit quality management,

and pose potential environmental risks. Therefore, breeding disease- resistant blueberry germplasm is

the most cost-effective approach to disease control. This study aimed to identify the pathogen of blue-

berry gray mold and screen out highly pathogenic representative strains. Furthermore, the study sought

to identify high-quality disease-resistant germplasm and explore the differences in its physiological re-
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sponses during infection.【Methods】Eureka blueberry plants displaying typical gray mold symptoms

were collected from three blueberry cultivation bases in Yunnan, Changchun, and Dandong, and disease

symptoms were observed. The pathogen was isolated, purified, and cultured using tissue isolation meth-

od. Fungal genomic DNA from single colonies was extracted using a modified CTAB method, and PCR

reactions were performed using universal fungal primers ITS1/ITS4. After purification and sequencing,

sequences were aligned using DNAMAN software and NCBI database BLAST analysis. A phylogenetic

tree was constructed in MEGA 12.0 with the NJ method. Based on the clustering results, molecular iden-

tification of the isolated strains was performed to confirm their taxonomic status. Hyphal morphology

of the selected gray mold strains based on molecular identification was observed using conventional lac-

tophenol cotton blue staining. Healthy intact leaves from six blueberry cultivars were inoculated in vi-

tro, and the pathogenicity of the strains was assessed by comparative analysis four days after infection.

Representative highly pathogenic gray mold strains were selected and evaluated for resistance to the dis-

ease in common evergreen blueberry cultivars grown in greenhouses using the same in vitro inoculation

method. Leaf lesion area was quantitatively analyzed using ImageJ software to compare resistance dif-

ferences among different blueberry cultivars. Resistance was graded based on the percentage of lesion

area, allowing for the identification of representative resistant and susceptible cultivars. References to

relevant literature on plant physiology and pathology were used to determine cell wall enzyme activity

indices associated with pathogen infection response. Dynamic changes in the activities of these en-

zymes in resistant and susceptible varieties under infection with B. cinerea were compared to further as-

sess the relationship between cell wall physiological responses and disease resistance.【Results】Based

on diseased samples collected, gray mold was found to damage flowers, stems, leaves, and fruit of blue-

berries, with the flowers being more severely affected. Seven pathogen strains were isolated and puri-

fied using tissue separation methods and designated YN1, YN2, YN3, CC1, CC2, CC3, and DL1. Fol-

lowing PCR amplification of ITS sequences, strains were aligned in the NCBI sequence library and a

phylogenetic tree was constructed. Strains CC1, YN1, DL1, and YN3 were identified as members of the

genus Botrytis and clustered closely with several known reference strains of B. cinerea. Strains CC2,

YN2, and CC3, on the other hand, belong to the genus Cladosporium and are more distantly related to

Botrytis. Morphological comparison of four gray mold strains following molecular identification re-

vealed CC1 to be the fastest growing, with dense and robust hyphae, white tomentose colony, and bot-

ryose conidiophores. Pathogenicity assays revealed significant differences among the strains, with CC1

exhibiting more pronounced tissue destruction and possessing stronger infection and spread capabilities

than the other strains, making it a representative inoculum strain. An in vitro inoculation method was

used to evaluate the resistance of 13 common greenhouse blueberry cultivars. Based on lesion area sta-

tistics and a resistance grading standard, no blueberry germplasm was found to be completely immune

to gray mold. However, the moderately resistant cultivar Y42 and the susceptible cultivar F6 were iden-

tified, with significant differences in resistance (P＜0.05), making them representative cultivars for sub-

sequent physiological response studies. Changes in cell wall-related enzyme activities during gray mold

infection revealed distinct differences in the response mechanisms of the two cultivars. Polygalacturo-

nase (PMG) activity in F6 peaked at 48-72 h post-inoculation and was significantly higher than that in

the control (P＜0.05), indicating that the pathogen induced a strong response in cell wall-degrading en-

zymes, promoting tissue softening and disease spread. Y42 activity remained low, close to that of the

control, suggesting that it inhibited cell wall decomposition and enhanced structural defense. Carboxy-

methycellolose (CMC) activity decreased in both varieties after inoculation, but was higher in F6, re-
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蓝莓（Vaccinium spp.）为杜鹃花科（Ericaceae）越

橘属（Vaccinium）多年生落叶或常绿灌木，具有很高

的营养价值及较大的市场潜力。2024年我国蓝莓

种植面积和总产量位居全球首位，经济效益显

著 [1]。随着我国蓝莓种植规模的持续扩大和集约

化栽培程度的不断提高，病害发生已成为制约蓝莓

产业健康发展的主要因素之一。根据蓝莓病害调

查数据[2]，真菌性病害在我国蓝莓产区呈现出发病

率高、危害重、蔓延快的特点，其中以蓝莓灰霉病、

叶穿孔病[3]、果腐病[4]和枝枯病[5]等病害造成的经济

损失最为严重。在这类病害中，由灰葡萄孢菌

（Botrytis cinerea）引起的灰霉病因流行性强、防治

难度大而成为主要防控对象之一。灰霉病菌作为

一种常见的植物病原真菌，能够侵染葡萄 [6]、草

莓[7]、番茄[8]等多种经济作物，若防治不当，会造成严

重的经济损失。

灰霉病菌菌丝体呈灰白色或白色，分生孢子梗

直立，顶端聚生大量卵圆形的分生孢子，在潮湿环境

下容易形成典型的灰色霉层[9]。灰霉病菌可分泌果

胶酶、纤维素酶等细胞壁降解酶，并产生有毒代谢物

和反应性氧化物，破坏宿主细胞壁并引起组织坏

死。宿主植物则通过增强防御相关酶活性、加固细

胞壁及积累次生代谢物形成物理和化学屏障，对病

原菌侵染产生阻碍[10]。不同品种在防御反应速度、

酶活性和代谢物积累能力上存在差异，这可能导致

抗病性表现不同，也为本研究通过离体接种系统评

价蓝莓种质抗灰霉病提供了理论依据。

蓝莓灰霉病主要侵染花、果实和叶片，以凋谢花

朵和幼嫩组织最为易感[11]。该病主要在开花前至幼

果期及果实着色至成熟阶段发生较为严重。在发病

初期，花序出现淡褐色水渍状病斑，随后逐渐转为暗

褐色，伴随软腐最终导致组织枯萎或坏死。在果实

感染初期，表面可见淡褐色类似水浸状的斑点，随着

病情的发展，病斑逐渐扩大并加深，形成圆形凹陷状

褐斑，严重影响果实的外观品质。在设施栽培条件

下[12]，高湿度、通风不良及品种抗性不足等因素会加

剧病害流行，使该病害发生更为普遍且危害严重，往

往导致产量大幅下降，并增加病害防控难度。目前，

对灰霉病的防治已形成以化学防治为主，结合物理、

微生物及诱导抗性等技术的综合体系[13]。然而，这些

防治手段易引发病原菌抗药性问题，并伴随果实品质

难以把控以及潜在的环境风险[14]。因此，筛选蓝莓抗

病种质是防控该病害最经济有效的途径之一。

笔者通过对受灰霉病侵染的蓝莓组织进行分离

鉴定，结合分子生物学与形态学观察，筛选出具有代

表性的强致病菌株。进一步通过体外接种试验筛选

蓝莓抗病种质，并探讨其在灰霉病侵染过程中的生

理响应差异，揭示灰霉病在不同蓝莓种质上的发病

特征及其影响，以期为后续抗病品种的选育提供参

考，并为蓝莓抗病育种奠定理论基础。

flecting more severe cell wall damage. β-1,3-glucanase (GLU) activity in F6 initially declined rapidly

before significantly increasing at 48-72 h (P＜0.05), demonstrating a typical delayed response. Y42 in-

creased at 24-48 h, suggesting that it may effectively inhibit pathogen spread early on. Chitinase (CHI)

activity decreased rapidly in both varieties, with the greater decrease in Y42 suggesting that their defens-

es do not rely on sustained CHI accumulation and may limit disease through early physical barriers and

immune responses. Overall, while F6 had high chitinase activity, it was lower than the control, in con-

trast to Y42, indicating weaker defense and disease resistance.【Conclusion】This study identified the

pathogen of blueberry gray mold using morphological and molecular biological methods and screened

CC1 as a highly pathogenic representative strain. F6 (susceptible) and Y42 (moderately resistant) were

identified as typical materials for blueberry resistance to gray mold. The different physiological re-

sponse characteristics revealed the differences in the defense mechanisms of blueberries under gray

mold stress, providing an applicable material basis for the identification of blueberry gray mold resis-

tance and the utilization of resistant germplasm. It also provides clearer research targets for further anal-

ysis of the resistance mechanism under gray mold stress and for the breeding of resistant varieties.

Key words: Blueberry; Botrytis cinerea; Pathogen isolation and identification; Resistance assessment;

Physiological defense response
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1 材料和方法

1.1 材料

在云南、吉林长春和辽宁丹东 3个蓝莓种植基

地采集具有典型灰霉病症状的优瑞卡蓝莓植株，用

于病原菌的分离与鉴定。在吉林农业大学浆果园资

源圃采集H6、X3、X7、X13、L29和L11等6个蓝莓品

种，用于病原菌致病性测定；在温室中采集 13个常

见栽培的南高丛蓝莓品种用于抗病性评价。

1.2 病原菌分离与纯化

参照有关的组织分离法[15]，切取发病样株中病

健交界处的组织（约0.5 cm2），组织块依次经75%乙

醇浸泡60 s、无菌蒸馏水清洗3次，再用5%次氯酸钠

浸泡 1 min，并用无菌蒸馏水清洗 3 次进行表面消

毒。经无菌滤纸吸干表面水分后，将组织块接种于

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）平板上，每皿接种

4块。培养皿置于25 ℃恒温培养箱中避光培养7 d，

观察菌落生长情况。待菌落生长至平板边缘后，挑

取典型菌落接种于新 PDA上，重复纯化 2~3次，直

至获得形态一致的单一菌落。选取菌落特征稳定的

病原菌并记录其菌落形态特征。

1.3 病原菌鉴定

1.3.1 分子鉴定 取经纯化获得的单一菌落，用无

菌盖玻片刮取菌丝体，加入液氮研磨成粉。采用改

良CTAB法提取真菌基因组DNA，取 1 μL DNA溶

液使用超微量分光光度计测定其浓度和纯度，合格

样品置于−20 ℃保存备用。以真菌通用引物 ITS1

（5′- TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3′）和 ITS4（5′-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）为扩增引物进行

PCR反应。PCR反应程序如下：94 ℃预变性4 min；

随后进行 94 ℃变性 30 s、55 ℃退火 30 s、72 ℃延伸

30 s，共 36个循环；最终 72 ℃延伸 10 min。PCR产

物经1%琼脂糖凝胶电泳检测，合格样品采用凝胶回

收试剂盒进行纯化，并送至苏州金唯智生物科技有

限公司测序。将获得的 ITS序列提交至DNAMAN

软件和NCBI数据库BLAST分析进行序列比对，并

使用MEGA 12.0软件邻接法（neighbor-joining，NJ）

构建系统发育树，根据聚类结果对供试菌株进行分

子鉴定，明确其分类地位。

1.3.2 形态学鉴定 基于分子鉴定结果选取灰霉病

菌株，取少量菌丝，采用乳酸酚棉蓝常规染色制片

法，在正置显微镜下观察其菌丝形态特征。

1.4 病原菌致病性测定

从6个蓝莓品种中选取健康、完整的叶片，依次

经 75%乙醇浸泡 30 s、10%次氯酸钠浸泡 30 s、无菌

蒸馏水清洗3次，晾干备用。采用叶片离体接种法，

将叶片平铺于接种盘中（底部铺有 2层湿润无菌纱

布），使用无菌针头在每片叶片上等距刺入 4 个小

孔模拟伤口。取经纯化培养 7 d的灰霉病菌，使用

0.5 cm孔径的灭菌打孔器切取菌落边缘菌块置于伤

口部位，使带菌面充分接触叶片，同时喷施无菌水以

保持接种环境湿润。接种盘置于 25 ℃恒温培养箱

中培养。每个菌株设 3次重复，对照组则在相同位

置接种无菌琼脂块。培养4 d后，用湿润棉球轻拭叶

片表面菌丝，拍照记录病斑症状并对比分析评估菌

株的致病性。

1.5 蓝莓灰霉病抗性离体接种鉴定

基于致病性测定结果，选用致病性强的代表性

灰霉病菌株，采用与 1.4中相同的离体接种方法，对

温室中常见栽培的南高丛蓝莓资源进行抗性评价。

接种后利用 ImageJ软件对叶片病斑面积进行定量

分析，比较不同蓝莓种质间的抗性差异，并依据病斑

面积占比进行抗性分级，筛选出具有代表性的抗病

和感病资源。参考王宪璞等[16]的方法，依据病情严

重度（disease severity，DS）水平设定蓝莓灰霉病水

平抗性分级标准：DS/%=病斑面积平均数/叶片总面

积平均数×100，DS=0表示免疫；0＜DS≤5%为高抗

（HR）；5%＜DS≤15%为抗病（R）；15%＜DS≤45%为

中抗（MR）；45%＜DS≤75%为感病（S）；DS＞75%为

高感（HS）类型。

1.6 不同抗性蓝莓与灰霉菌响应中细胞壁相关酶

活性测定

对抗感差异明显的 2 份蓝莓资源进行离体侵

染，处理方法同 1.4所述。在接种后 0、24、48、72和

96 h分别取样，测定与病原菌侵染响应相关的细胞

壁酶活性指标，包括可降解病原细胞壁的β-1,3-葡聚

糖酶（β-1,3-glucanase，GLU）与几丁质酶（chitinase，

CHI），以及可降解植物细胞壁的聚半乳糖醛酸酶

（polymethylgalacturonase，PMG）和羧甲基纤维素酶

（carboxymethylcellulose，CMC）。各项酶活性检测

方法参照植物生理与病理相关文献[17-18]，采用比色法

在酶标仪540 nm波长下读取吸光值。每处理设置3

次重复，并设置未接种叶片为对照。通过比较抗感

种质在灰霉病菌侵染下各项相关酶活性的动态变

1886



，等：种质抗病生理响应比较第7期

化，进一步评估其细胞壁生理响应与抗病性之间的

关联性。

1.7 数据分析

使用 Excel 和 SPSS 软件进行数据整理与统计

分析，利用GraphPad Prism10软件作图。

2 结果与分析

2.1 蓝莓灰霉病症状

根据病样采集发现，灰霉病对蓝莓的花、茎、叶

以及果实均有危害，其中对花的影响更为严重（图

1）。在发病花序上，初期出现淡褐色水渍状病斑，随

后迅速扩展为褐色腐烂区域，表面软腐并布满灰色

分生孢子梗。在发病严重时，会产生灰色霉层，使待

开放的花苞无法展开，甚至枯死且病原菌可由花部

侵入幼果，引起果实早期腐烂。

2.2 蓝莓灰霉病病原菌分离鉴定

2.2.1 分离纯化 通过组织分离法从3个种植基地

中分离纯化共得到 7 株病原菌，编号分别为 YN1、

A 和 B. 受侵染的蓝莓花器官，花萼及花瓣干缩褐变，表面可见密集灰色霉层；C. 受侵染的蓝莓茎部；D 和 E. 受侵染的蓝莓叶片，叶面出现

褐色小斑点；F. 受侵染的蓝莓果实，表面覆盖大量灰白色绒状霉层。

A and B. Infected blueberry floral organs with shriveled and browned calyx and petals, showing dense gray mold on the surface; C. Infected blue-

berry stem; D and E. Infected blueberry leaves with brown spots on the leaf surface; F. Infected blueberry fruit covered with abundant grayish-white

mycelial layers.

图 1 蓝莓灰霉病的症状

Fig. 1 The symptoms of blueberry gray mold

A B C

D E F
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YN2、YN3、CC1、CC2、CC3和DL1（图2和表1）。

2.2.2 分 子 生 物 学 鉴 定 对 所 分 离 的 菌 株

（YN1~DL1）基因组 DNA 使用通用引物 ITS1/ITS4

进行PCR扩增，分别得到了516、527、516、517、525、

527和 516 bp的基因序列。在NCBI序列库中比对

后，构建基于 ITS序列的系统发育树（图 3），发现菌

株 CC1、YN1、DL1 和 YN3 与多株已知的灰霉病菌

参考菌株（如 ON171315.1、ON171307.1 等）聚为同

一进化支，且在系统树中聚类紧密。特别是在

DNAMAND 软件下比较序列同源性，CC1 与 YN1

之间同源率高达 97.50%，DL1与YN3为 95.57%，进

一步说明其亲缘关系较近。而CC2、YN2和CC3菌

株归属于枝孢属（Cladosporium），与灰霉病菌存在

较远的亲缘关系，菌株信息见表1。

2.2.3 形态学鉴定 基于系统发育树分析结果，对

4 株与灰霉病菌高度同源的菌株进行菌丝形态观

察。在PDA培养基上培养 7 d后，各菌株均表现出

不同的生长特征（图4）。其中，CC1菌株生长最快，

菌丝致密，菌落呈白色绒毡状，边缘不明显，随培养

时间延长逐渐转为灰白色。在显微镜观察下，各菌

株菌丝细长交错且内有透明隔膜，其中CC1菌丝较

为粗壮且具有典型的葡萄束状孢子梗。

2.3 蓝莓灰霉病病原菌致病性测定

对分离鉴定的 4 株灰霉病菌株进行致病性测

定，接种4 d后观察蓝莓叶片的感病情况，结果显示，

不同菌株间致病性差异明显（图 5，表 2）。在接种

CC1菌株的叶片中，接种点周围组织由先出现的水

渍状病斑逐渐迅速扩展为深褐色病斑，边缘不规则
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表 1 各地区菌株分离情况及菌株信息

Table 1 Isolation status and strain information of strains in various regions

地区Area

云南Yunnan

长春Changchun

丹东Dandong

分离菌株 Isolate strain

YN1

YN2

YN3

CC1

CC2

CC3

DL1

菌株所属Strain type

葡萄孢属Botrytis

枝孢属Cladosporium

葡萄孢属Botrytis

葡萄孢属Botrytis

枝孢属Cladosporium

枝孢属Cladosporium

葡萄孢属Botrytis

登录号Accession number

MZ648248.1

ON307222.1

ON171307.1, ON171315.1

ON171313.1, ON171316.1

JN227013.1

MT786364.1

OQ933102.1

引发病害Cause disease

灰霉病Gray mold

花枯病Flower wilt

灰霉病Gray mold

灰霉病Gray mold

花枯病Flower wilt

花枯病Flower wilt

灰霉病Gray mold

CC1
YN1
Botrytis cinerea strain PEABOT2 (ON171313.1)
DL1
YN3
Botrytis cinerea strain BC-2 (OQ933102.1)
Botrytis cinerea strain 827-3 (MZ648248.1)
Botrytis cinerea strain XGBOT2 (ON171316.1)
Botrytis cinerea strain FQBOT2 (ON171307.1)
Botrytis cinerea strain XGBOT1 (ON171315.1)
YN2
CC2
Cladosporium sp. isolate Z7M-55 (JN227013.1)
CC3
Cladosporium sp. isolate FPN-1 (ON307222.1)
Cladosporium cladosporioides strain JZY1-25 (MT786364.1)

图 3 基于 ITS 序列构建的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree constructed based on ITS sequences

51

100

37
17

29 39

65
76

77

87

87

63

91

且部分叶片伴随组织软腐，甚至可见灰白色霉层生

长，表明该菌种具有较强的侵染与扩展能力。相比

之下，虽然DL1菌株也能在接种叶片上出现明显病

斑，但其在不同蓝莓品种间的致病情况及侵染程度

A. CC1 菌株培养情况；B. YN1 菌株培养情况；C. DL1 菌株培养情况；D. YN3 菌株培养情况；E. YN2 菌株培养情况；F. CC2 菌株培养情况；

G.CC3 菌株培养情况。

A. CC1 strain culture status; B. YN1 strain culture status; C. DL1 strain culture status; D. YN3 strain culture status; E. YN2 strain culture status;

F. CC2 strain culture status; G. CC3 strain culture status.

图 2 菌株的分离培养情况

Fig. 2 Isolation and culture of strains

A B E

F

C D

G
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均低于CC1菌株。而YN1和YN3菌株接种叶片无

明显病斑，说明致病性较弱，可能与菌株活性或环境

适应性有关，从而导致其致病能力较低。综合以上

结果，CC1菌株表现出强致病性和明显的组织破坏

效果，可作为代表性接种菌株用于后续蓝莓温室南

方高丛品种的抗性评价。

2.4 温室蓝莓种质间抗性评价

通过CC1菌株离体接种4 d，比较病斑面积后发

现，在温室种植的13份蓝莓资源中未发现对灰霉病

完全免疫的资源（表 3，图 6），中抗（MR）种质资源 8

份，感病（S）种质资源 5份。大部分品种在 3 d时表

现出明显的症状，其中Y42（MR）病斑面积较小，边

A. CC1 菌株菌丝形态观察；B. YN1 菌株菌丝形态观察；C. DL1 菌株菌丝形态观察；D. YN3 菌株菌丝形态观察。

A. Observation of mycelial morphology of CC1 strain; B. Observation of mycelial morphology of YN1 strain; C. Observation of mycelial morphol-

ogy of DL1 strain; D. Observation of mycelial morphology of YN3 strain.

图 4 4 株灰霉病菌菌丝形态观察

Fig. 4 Observation of hyphae morphology of four strains of Botrytis cinerea

图 5 4 株灰霉病菌的致病性检测情况

Fig. 5 Pathogenicity detection of 4 strains of Botrytis cinerea

表 2 4 株灰霉病菌对不同蓝莓品种的致病性测定

Table 2 Pathogenicity of four strains of Botrytis cinerea to

different blueberry varieties

菌株编号

Strain code

YN1

YN3

CC1

DL1

接种品种 Inoculated cultivar

H6

-

+

+

++

X3

-

-

+++

+

X7

-

++

++

+

X13

-

-

+++

++

L29

-

+

++

++

L11

-

++

++

++

注：“+”表示接种部位发生褐变；“++”表示病斑扩展；“+++”表示

出现大面积病变；“-”表示接种部位无明显变化。

Note：“+”indicates browning at the inoculation site;“++”indicates

lesion expansion;“+++”indicates extensive lesion development;“-”

indicates no visible change at the inoculation site.

A B C D

CC1

YN1

YN3

DL1

CK

H6 X3 X7 X13 L29 L11
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缘清晰，叶组织大部分保持较好；而F6（S）发病速率

快，病斑范围大且颜色深，组织腐烂明显，表现出高

度感病特征。根据病斑面积统计结果并参考抗性分

级标准，Y42（MR）与F6（S）两者抗性差异显著（P＜

0.05），可作为后续生理响应研究的代表性资源。

2.5 抗感品种生理响应差异分析

比较蓝莓感病资源 F6与抗病资源Y42在灰霉

病菌侵染过程中细胞壁相关酶活性变化（图 7），结

果显示，二者在响应机制上存在明显差异。F6中聚

甲基半乳糖醛酸酶活性在接种后72 h达到峰值，显

著高于对照（P＜0.05），表明病原菌能诱导其细胞壁

降解酶强烈响应，有利于组织软化和病害扩展；而

Y42的聚甲基半乳糖醛酸酶活性始终处于较低水

平，变化幅度较小与对照接近，提示其可有效抑制病

原菌诱导的细胞壁解构反应，从而增强结构性防

御。对 2份资源接种后，羧甲基纤维素酶活性均迅

速下降，但 F6整体水平高于Y42，反映出感病资源

细胞壁结构破坏程度更大。在防御相关酶活性方

面，F6中β-1,3-葡聚糖酶活性在初期迅速下降，至接

种后 48~72 h才显著升高（P＜0.05），呈现典型的滞

后响应；Y42 则在接种后 24~48 h 即显著上调（P＜

0.05），推测其可在早期有效遏制病原扩展。几丁质

酶活性在 2份资源中均呈快速下降趋势，Y42降幅

更大且下降更快，可能说明其防御并不依赖于持续

的几丁质酶活性，而是在侵染早期依靠物理屏障及

初始免疫反应限制病害发生。总体上看，F6的几丁

表 3 13 份温室常绿蓝莓资源灰霉病抗性分级

Table 3 Botrytis cinerea resistance grading of 13 evergreen blueberry germplasm resources in greenhouse

资源

Resource

Y42

L11

O2

1502

优瑞卡Eureka

H5

D19

病情严重度

Disease severity/%

24.75±0.04 e

35.02±0.05 e

35.28±0.01 e

35.51±0.04 e

38.71±0.06 de

40.36±0.02 de

41.13±0.02 de

抗性水平

Resistance level

MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

资源

Resource

L

49

Y122

45

L25

F6

病情严重度

Disease severity/%

44.22±0.01 d

50.78±0.01 c

54.51±0.001 bc

58.57±0.01 ab

61.56±0.08 a

63.24±0.02 a

抗性水平

Resistance level

MR

S

S

S

S

S

注：同列不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

Note: Different small letters in the same column indicate significant difference (P＜0.05).

A. 13 份温室常绿蓝莓资源在 CC1 菌株侵染下病斑发生情况；B. 各资源的病情严重度比较分析，不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

A. Lesion occurrence of 13 evergreen blueberry cultivars in greenhouse infected with strain CC1; B. Comparative analysis of disease severity

among various cultivars. Different lowercase letters indicate significant differences (P＜0.05).

图 6 13 份温室常绿蓝莓资源在灰霉病侵染下的抗性鉴定结果

Fig. 6 Resistance identification results of 13 evergreen blueberry resources infected with Botrytis cinerea in greenhouse

A B

Y42
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质酶活性水平虽高却始终低于其对照，与Y42相反，

在侵染过程中对灰霉病菌的低效防御反映出其抗病

性低于Y42。

3 讨 论

笔者对来自不同地区的蓝莓发病组织进行了病

原菌分离，并通过分子和形态学鉴定确认其中 4株

为灰葡萄孢。对其致病性系统比较发现，CC1菌株

具有较强的侵染与扩展能力，而其余菌株整体致病

性较弱，对叶片组织的破坏程度有限。特别是在菌

丝形态观察中，CC1菌株菌丝粗壮，分支密集且具有

典型的灰葡萄孢结构特征，与其高致病性能相符

合。这表明灰葡萄孢不同菌株致病力分化可能与菌

丝生长速度、分泌酶活性以及毒素产量等生理特性

有关[19]。值得注意的是，尽管YN1与CC1在系统发

育上高度同源，但其致病性差异明显，提示保守序列

难以全面反映灰霉病菌的致病力分化。研究表明，

灰霉病菌种内遗传结构多样，不同群体在基因型、毒

力谱及宿主适应性方面存在分化，这与基因组结构

及毒力相关基因变异密切相关[20-21]。其中，部分次生

代谢物基因簇（如botcinic acid）在拷贝数、基因组成

或调控区的差异会影响毒素合成，而转座子插入、基

因重排及表观遗传调控导致的表达差异可强化毒力

变异[21]。因此，即使系统发育关系接近，菌株间的细

微基因组变异仍可通过调控效应子、CWDEs及次生

代谢物等关键因子的表达引起显著的致病力分化。

本研究中CC1与YN1的致病性差异也可能源于上

述基因组及调控层面的变异，为进一步从基因组与

表达调控角度解析蓝莓灰霉病菌的致病力分化提供

了依据。

优质抗性种质是培育具有广谱抗性新品种的基

础，笔者在本研究中最终筛选CC1作为理想接种菌
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图 7 灰霉病侵染下 Y42 和 F6 细胞壁酶活性变化

Fig. 7 Changes in cell wall enzyme activities of Y42 and F6 under Botrytis cinerea infection
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株用于抗性评价。在温室条件下，由于湿度大、通风

不良等环境因素，蓝莓品种往往较田间表现出更为

严重的受害情况。因此，笔者采用室内离体接种对

温室的常见 13份蓝莓资源进行抗性评价。尽管该

方法难以完全再现田间的复杂环境，但评价过程稳

定、可控，能够有效筛选潜在抗病材料并比较不同种

质间的抗性差异 [22]。依据蓝莓灰霉病抗性分级结

果，并未发现对灰霉病完全免疫的蓝莓种质，各种质

间均表现出褐变病斑，但扩展程度存在差异，这与前

人的研究结果基本一致[23]。其中筛选出的中抗资源

Y42与感病资源 F6在灰霉病抗性上表现出明显差

异。需要指出的是，F6在部分产区的田间生产中因

株型、微环境及当地菌株差异等因素而呈现相对抗

病，但本研究在最优发病条件下采用强致病力菌株

CC1进行离体接种，其结果主要反映组织层面的潜

在感病性，因此在标准化体系下F6对CC1的易感特

征得到了更清晰地显现，与田间观察存在一定差异，

该结果可为当地温室蓝莓抗病育种提供潜在的种质

资源和研究参考。

品种抗性源于寄主与病原互作，研究表明，灰葡

萄孢菌可通过分泌细胞壁降解酶及抵抗宿主防御相

关酶类等途径侵入植物组织，干扰细胞正常的生理

过程[24]。其中，纤维素酶和聚半乳糖醛酸酶可破坏

细胞壁结构，导致细胞内容物泄露并释放寡聚半乳

糖醛酸等壁源寡糖[25]。这些因子作为DAMPs被植

物识别后，能诱导PTI引起Ca2+内流和H2O2 等活性

氧积累[26]，进一步激活苯丙素途径关键酶及PR基因

的表达[27]，并增强几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶等真菌

细胞壁降解酶活性，从而形成多层次防御体系以限

制病害扩展[28]。在正常条件下，植物中几丁质酶和

β-1,3-葡聚糖酶活性通常较低；而在病原菌侵染诱导

局部或系统抗性时，其活性会迅速增强，从而对病原

菌产生直接抑制作用[29]。在此前提下，笔者选取前

期抗病性鉴定中筛选出的代表性材料Y42和F6，进

一步分析其在与灰霉病菌互作过程中的酶活性动

态。结果表明，蓝莓抗感资源的酶活性变化模式与

侯晓青[18]在葡萄双优和红地球中报道的抗病机制高

度一致。Y42在感染灰霉病菌后，聚甲基半乳糖醛

酸酶和羧甲基纤维素酶活性显著低于 F6（P＜

0.05），能够更好地维持组织结构并限制病原诱导的

细胞壁解构反应。F6中β-1,3-葡聚糖酶活性表现出

明显滞后性，应答虽在后期迅速增强，但已难以有效

阻止病原侵染；而Y42则通过早期激活β-1,3-葡聚糖

酶并维持细胞壁完整性，对病原扩散形成了更为有

效的抑制[30]。两份资源的几丁质酶活性整体均呈下

降趋势，F6虽在后期略有上调但同样存在滞后性，

其防御效能有限。而Y42的几丁质酶活性虽未显著

增强，却高于对照，说明其抗性并不依赖于几丁质

酶的强烈诱导，而更可能与β-1,3-葡聚糖酶的早期快

速应答或特有的结构性屏障，如角质层、表皮绒毛和

细胞壁加厚等有关[31-32]。尽管整体酶活性水平低于

F6，Y42仍表现出更强的抗性，这种差异可能并非源

于单一防御途径，而是与基因型差异相关，不同基因

型在病原体侵染下往往表现出差异化的防御反

应[33]。因此，Y42的抗性表现可能反映其特定的遗

传与分子基础，其关键抗性通路及调控因子仍有待

进一步解析，为蓝莓抗灰霉病育种提供更明确的靶

标。

4 结 论

笔者通过形态学与分子生物学方法鉴定了蓝莓

灰霉病病原菌，确定其主要由灰葡萄孢菌引起，并筛

选出CC1作为强致病性代表菌株。在抗病性鉴定

中，明确以F6（感病）和Y42（中抗）为典型材料，进一

步比较其在灰霉病侵染下的不同生理响应特征，初

步揭示了蓝莓在灰霉病胁迫下的防御机制差异。目

前有关蓝莓灰霉病的研究主要集中于果实采后病害

控制[34-35]及拮抗微生物应用[36]等方面，本研究从病原

菌鉴定、致病性差异及抗病性响应等方面进行系统

分析，为蓝莓抗病种质资源的利用及分子辅助育种

提供了参考。
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