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摘 要：对北京市昌平区采集的 35 个草莓根腐病病样进行病原鉴定，结果分离获得 13 个菌株，根

据培养特征和形态学鉴定，确定分离到的菌株均为尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）；选取真菌通用引

物 ITS1/ITS4 扩增菌株的 rDNA-ITS 序列并进行测序，通过与 GenBank 数据库序列比对，分子鉴定结果与

形态学一致。将分离到的菌株回接到健康草莓幼苗上，植株表现出与田间发病相似的症状，重新分离能

够得到相同的病原物。基于形态学、分子生物学鉴定及致病性检测，最终确定北京市昌平区草莓根腐病

的病原菌为 Fusarium oxysporum。 
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Abstract：A high incidence of strawberry root rot was observed in Changping District of Beijing in 

April 2011 and 35 samples of affected plants were collected at random．Thirteen strains were taken at 

the colony edge for subculture and purification．The purified isolates were primarily identified based on 

morphological and colony characteristics．It was found that all strains isolates were similar in morphology 

and colony．Analysis of rDNA-ITS sequence of isolates indicated that the strains were Fusarium 

oxysporum．The healthy strawberries were used for fungal pathogenicity test．All isolates had 

pathogenicity．Symptoms became to appear 2 weeks after inoculation．The pathogens were recovered 

from strawberry roots，confirming Koch’s postulates．Based on the morphological characteristics，

pathogenicity test and molecular methods，strawberry root rot pathogens were identified as Fusarium 

oxysporum. 
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草莓（Fragaria ananassa Duch.）属宿根性多年生草本植物，具有易于栽培、当年结果、产

量高、经济效益好等特点。近年来，作为特种经济作物已成为我国一项重要经济发展项目。但

是随着生产规模发展、种植面积扩大、连作年限增加，草莓根腐病在我国各主产区普遍发生，

并呈现逐年加重的趋势，已成为制约草莓产业发展的障碍因素之一。世界范围内草莓主产区已

报道的草莓根腐病病原菌达 20 多种，是一类难以防治的土传病害（赵秀娟 等，2006）。 

2011 年 4 月对北京市昌平区多个草莓种植基地进行病害调查，结果发现草莓根腐病在该地

区普遍发生，病株率 10%～40%。发病植株症状表现为叶片枯黄萎蔫，茎基部和须根不同程度的变

黑腐烂，发病严重时出现死秧现象，潮湿环境时长有霉层。导致病害难以控制的主要原因是草

莓根腐病的病原及发生规律不清楚，针对这一现状，本试验在对该地区草莓根腐病病原分离的

基础上，进行了形态学、分子生物学鉴定和致病性检测，旨在确定该地区草莓根腐病的病原，

为草莓根腐病的防治提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 病样采集和病原菌的分离 

2011 年 4 月在北京市昌平区进行草莓根腐病发病情况调查，共采集草莓根腐病病株 35 份，

用常规根腐病菌的分离方法（方中达，1998）进行病原菌分离培养：在病样茎基部腐烂或须根

病健交界处切取 10 mm
2
的组织块，75%酒精消毒 30 s，无菌水漂洗 3 次，无菌吸水纸吸干，接

种在 PDA 培养基上，25 ℃条件下培养 2 d 后转接纯化，4 ℃甘油冷冻保存。 

1.2 形态学鉴定 

根据 Booth（1971）的镰刀菌分类系统，将分离到的菌株接种在 PDA 培养基上，3 次重复，

每重复 3 个平板，25 ℃黑暗条件下培养 4 d，观察菌落形态特征，并在显微镜下进行产孢细胞，

大、小型分生孢子和厚垣孢子的形态观察，拍照记录。 

1.3 分子生物学鉴定 

1.3.1 DNA 提取 取分离得到的菌株在 PD 液体培养基中，28 ℃震荡培养 5 d，无菌纱布过滤培

养液，收集菌丝体，高压抽滤后冻干，基因组 DNA 采用改良 CTAB 法提取（郭新梅 等，2005）。 

1.3.2 rDNA-ITS 序列扩增及测序 采用引物 ITS1（5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′）和 ITS4

（5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）对分离物进行 PCR 扩增。扩增反应在 S1000 Thermal 

Cycler PCR 仪（BIO-RAD）上进行。反应体系为 20 μL：4 μL 10×PCR Buffer 反应缓冲液，

2 μL 0.2 mmo1·L
-1

 dNTPs，2 μL 10 μmol·L
-1

的 1 对引物，1 μL 250 ng 模板 DNA，0.5 μL 5 U 

Taq DNA 聚合酶和 10.5 μL dd H2O。反应条件：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 1 min，56 ℃退火

1 min，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃延伸 10 min，最后在 4 ℃停止反应（甘辉林 等，2010）。

产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳，goldview 染色，凝胶成像系统检测拍照。 

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒（北京天根科技有限公司）回收后，克隆到 pMD20-T

载体（编号 D107A，TaKaRa）并转化感受态大肠杆菌 DH5α（编号 D9057S）16 h 后，从蓝白斑

筛选平板挑取白色单菌落到 LB 培养液中培养。利用引物 M13+进行菌落 PCR 验证，筛选的阳性

克隆送中国农业科学院作物研究所测序部测序。 

将所测菌株的 rDNA-ITS 序列通过 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/的 BLAST 软件进行同源性比较。 

1.4 致病性测定 

根据柯赫氏法则，采用伤根接种法对分离得到的菌株进行致病性测定。菌株在 PD 液体培

养基中 28 ℃震荡培养 7 d，培养液 4 层无菌纱布过滤，除去菌丝体，滤液经 5 000 r·min
-1

离

心 10 min，得到白色孢子沉淀，加无菌水稀释成浓度为 1×10
6 

个·mL
-1

孢子悬浮液。供试草莓
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品种为红颜，用灭菌刀片在草莓须根部造成伤口若干，每株伤根草莓灌入 25 mL 孢子悬浮液，3

次重复，每重复 5 株，即每个菌株共接种 15 株草莓幼苗。设伤根不接种为空白对照。接种后，

植株保湿 48 h 后转入 28～35 ℃温室培养。接种 14 d 后进行病害调查，并进行病原菌的重新分

离和鉴定。 

2 结果与分析 

2.1 病害症状及病原菌分离结果 

2011 年 4 月对北京市昌平区草莓采摘园和生产基地进行调查，正值草莓结果期，均有不同

程度的草莓根腐病发生。发病植株表现不同程度的草莓根腐病症状：地上部分，发病初期植株

叶片变黄，叶脉间变褐坏死，茎基部轻微变黑腐烂，植株长势衰弱，结果少，果实不能正常膨

大，品质变劣或减产；发病严重时，老叶变紫红色萎蔫，茎部出现霉层，整株萎蔫甚至变黑腐

烂。地下部分，初期须根少而细，表皮形成褐色病斑，病、健交界明显，维管束变褐，后期须

根变黑腐烂，表皮和木质部分离，主根偶有红褐色病变，最严重的症状是在开花结果期死秧（图

1）。从发病植株上共分离纯化得到 13 个菌株，分别编号 CPCM-1～CPCM-13。 

 

图 1 尖孢镰刀菌引起的草莓根腐病田间自然发病症状 

A，病株根部症状；B，须根表面褐色病斑；C，发病茎部褐色至黑色病斑；D，发病主根内部变红褐色。 

2.2 病原菌的形态学鉴定 

通过平板培养与显微观察结果表明，分离得到的 13 个菌株特征一致。25 ℃条件下，在 PDA

培养基上培养 4 d，菌落白色，平均直径为（40.0±3.0）mm，气生菌丝绒状。小型分生孢子较

多，卵形或肾形，0～1 个隔膜，假头状着生在产孢细胞上，12.5（7.5～17.5）μm×2.8（2.0～

4.0）μm。大型分生孢子镰刀形，美丽型，较匀称，足细胞明显，具 1～4 个隔膜，多数为 3～4

个隔膜，28.4（13.0～38.0）μm×3.0（2.3～4.5）μm。厚垣孢子单生或串生，球形。产孢细胞单

瓶梗，较短（图 2）。依据 Booth（1971）的镰刀菌分类系统将分离到的 13 个菌株鉴定为尖孢镰

刀菌（Fusarium oxysporum）。 

2.3 ITS 序列分析 

用 rDNA-ITS 通用引物 ITS1/ITS4 对分离得到的 13 个菌株基因组 DNA 进行 PCR 扩增，均得

到大小为 500～600 bp 的单一片段。将扩增产物进行回收、克隆和测序。13 个菌株扩增产物片

段大小均为 544 bp（图 3），包含有完整的 ITS1-5.8S-ITS2 DNA 序列。将获得的 13 个菌株序列 



 

2012（12） 盛茹媛等：镰刀菌引起的北京市草莓根腐病病原鉴定 55 

 

图 2 草莓根腐病病原菌在 PDA 培养基上的菌落特征及显微形态特征 

A，菌株 CPCM-1 在 PDA 上菌落正面；B，菌株 CPCM-1 在 PDA 上菌落背面；C，分生孢子梗；D，分生孢子。 

在 NCBI 上进行 BLAST 分析，与 20 个 Fusarium 

oxysporum 菌株的相似性为 99%～100%。表明供

试菌株均为尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum），

以分离物 CPCM-1 序列为代表，提交到 GenBank，

获得登录号为 JQ045558。 

2.4 致病性测定 

13 个菌株分别接种草莓幼苗，14 d 后幼

苗表现出明显的发病症状，发病初期茎基部出

现小于 1 cm 的变黑腐烂，叶面边缘变黄卷曲。发病后期茎叶萎蔫，腐烂或整株死亡。从土壤中

取出发病植株，可以看到须根变黑腐烂（图 4）。接种植株症状与田间采集病样基本一致。对照

无发病症状，生长正常。取发病植株组织进行病原菌重新分离，目标分离物获得率为 100%，进

一步表明分离得到的 13 个菌株为北京市昌平区草莓根腐病病原。 

 

图 4 人工接种草莓幼苗 14 d 后植株发病情况 

A，健康草莓植株根部（CK）；B，接种后发病植株根部变黑腐烂；C，对照与发病植株根部；D，接种 14 d 后对照和发病植株。 

 

图 3 引物 ITS1/ITS4 扩增菌株总 DNA 凝胶电泳图 

N，阴性对照；1～13，菌株 CPCM-1～CPCM-13 扩增产物；

M，150 bp 分子量标准。 
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3 结论与讨论 

草莓根腐病病原菌类型复杂多样，对生产危害极大（任小杰，2007）。目前，国内外对草莓

根腐病病原菌研究主要是依据传统的鉴定技术，即把形态特征和生理生化指标作为病原菌分类

鉴定的主要依据。但是这些鉴定方法容易受到多种因素的影响，具有较大不确定性，本试验在

形态学鉴定的基础上，采用分子生物学的方法进行鉴定，为分子生物学技术应用于病原菌类型

鉴定奠定了一定的理论基础。 

草莓根腐病在全世界各草莓种植区均有发生，但是不同地区病原菌种类存在较大差异。日

本、美国、澳大利亚等地的草莓主产区，草莓根腐病病原菌根据培养特征和形态学特征鉴定为立

枯丝核菌（Rhizoctonia solani）、腐霉属（Pythium spp.）、尖孢镰刀菌草莓专化型（Fusarium 

oxysporum f. sp. fragariae）和恶疫霉（Phytophthora cactorum）（Minegish，1989；Paulus，1990；

Botha et al.，2003；Nagarajan et al.，2006；Golzar et al.，2007；Manici & Bonora，2007）。我国河

北满城和甘肃兰州等地的草莓根腐病严重发生，采集发病植株进行病原菌分离培养，形态学鉴

定主要为分拟盘多毛孢属（Pestalotiopsis sp.）、草莓疫霉（Phytophthora fragariae）、尖孢镰刀菌

（Fusarium oxysporum）和立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）（徐淑华 等，2004；曹奎荣，2006；

刘紫英 等，2008；Liu et al.，2010）。本文针对北京昌平地区草莓根腐病日趋严重的现况，进行

了病样采集。对采集到的病样标本进行病原菌分离鉴定和致病性检测，并将传统真菌形态学鉴

定方法与现代分子生物学方法相结合，证明北京昌平地区草莓根腐病的病原菌为尖孢镰刀菌

（Fusarium oxysporum）。关于该病害的侵染途径及致病原理需要进一步的研究，在国内其他产

区草莓根腐病发病情况及病原类型还需采集更大范围的病株样本进行调查。 
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