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马铃薯黑腐果胶杆菌分离鉴定
及室内药剂筛选
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摘　 要:通过病原菌培养特征、致病性验证和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列及特异性基因序列分析ꎬ对采自青海省海东市

和西宁市马铃薯主产区 １６ 个乡镇的马铃薯黑胫病疑似病样进行分离和鉴定ꎬ并采用生长速率法测定 ７ 种杀菌剂对

马铃薯黑胫病原菌的室内毒力ꎮ 从采集的 ６８ 株黑胫病疑似病样中共分离鉴定到 １５ 株黑腐果胶杆菌 Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍꎮ 室内毒力测定结果表明 ７ 种化学药剂均对病原菌有不同程度的抑制作用ꎬ其中 ０.３％四霉素水剂、４６％
氢氧化铜可湿性粉剂和 ３０％琥胶肥酸铜可湿性粉剂抑菌效果最好ꎬＥＣ５０(对供试生物发生 ５０％效果的药剂剂量或浓

度)分别为 １.３５５、１.４０３、１.８３５ μｇｍＬ－１ꎬ其次为 １０％纳米银水剂、３％中生菌素可湿性粉剂、４０％喹啉铜悬浮剂ꎬＥＣ５０

值分别为 １０６.４２９、１４６.３３２、１４９.１２１ μｇｍＬ－１ꎬ病原菌对 １０％苯醚甲环唑水分散粒剂敏感性最差ꎬＥＣ５０值为１ ３８４.９４３
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　 　 马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)是我国四大粮食作

物之一ꎬ因其产量高、环境适应能力强而广泛种植

于我国各个省区[１]ꎮ 马铃薯作为青海省重要的粮

食作物和经济作物ꎬ其栽培在促进农民增收和乡村

振兴方面发挥着重要作用ꎮ 青海省不但是马铃薯

的主要种植区ꎬ还是我国重要的种薯繁育区ꎮ 随着

马铃薯主粮化的发展ꎬ其种植面积不断增加ꎬ重茬

和连作使得马铃薯受病虫害的影响越来越严重ꎬ其
中作为种传病害的马铃薯黑胫病ꎬ近年来有不断上

升的趋势ꎬ田间发病率一般为 １％ ~ ５％ꎬ严重的达

２０％以上ꎬ给青海省马铃薯种薯生产造成巨大威胁ꎮ
马铃薯黑胫病的病原复杂ꎬ主要由果胶杆菌属

Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和迪基氏杆菌属 Ｄｉｃｋｅｙａ 的多个种引

起ꎬ且不同地区间的病原菌种类差异很大ꎬ其中黑

腐果胶杆菌 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 是世界各地普遍发生的

病原种类[２]ꎮ 该病原在我国最早由杨万祺[３] 于

１９５９ 年在黑龙江省首次发现并报道ꎮ 此后李克

莱[４]于 １９９６ 年在内蒙古呼和浩特市发现 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐ￣
ｔｉｃｕｍ 引起马铃薯黑胫病ꎻ２００８ 年王旭等[５] 发现 Ｐ.
ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 是引起内蒙古多伦地区马铃薯黑胫病

的主要病原菌ꎮ Ｓｈｅ 等[６] 于 ２０２３ 年在广东首次发

现马铃薯黑胫病菌 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍꎮ ２０１８ 年王信

等[７]报道了青海省马铃薯黑胫病的病原菌为 Ｐ. ａｔ￣
ｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍꎮ 从各地报道的情况分析我国马铃薯黑

胫病的主要病原为黑腐果胶杆菌 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍꎮ
此外ꎬ其他种类病原菌引起黑胫病在我国部分地区

也有相关报道ꎮ 田艳丽等[８]报道 Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃａｒｏ￣
ｔｏｖｏｒｕｍ ｓｕｂｓｐ . ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｅ 会引起马铃薯黑胫病ꎻ２０１２
年 Ｃａｏ 等[９]在内蒙古呼伦贝尔和呼和浩特马铃薯病

样上首次分离到 Ｐ. ｐａｒｍｅｎｔｉｅｒｉꎻ刘思邈等[１０] 于 ２０２２
年在青海省发现 Ｐ. ｐｏｌａｒｉｓ 引起马铃薯黑胫病的

发生ꎮ
马铃薯黑胫病的防治药剂主要有化学农药和

生防制剂ꎮ 目前药剂防控主要是茎叶喷雾、灌根、
浸种和拌种等方式[１１]ꎮ 有关马铃薯黑胫病有效的

防治药剂较缺乏ꎬ截止 ２０２４ 年中国已登记的有防控

效果的农药有春雷霉素、中生菌素、噻菌铜和噻唑

锌(农业农村部药检所网站查询结果)ꎮ Ｐａｒｋ 等[１２]

测定了 １２ 种杀菌剂的防治效果发现ꎬ链霉素等杀菌

剂对病原菌的防治效果较好ꎮ 闫佳会[１３]、徐淑华

等[１４]在青海大通县和乐都区应用 ６％春雷霉素可湿

性粉剂等药剂对马铃薯黑胫病进行了田间药剂防

治试验表明ꎬ６％春雷霉素可湿性粉剂＋滑石粉对马

铃薯黑胫病具有良好的防治效果ꎬ且对作物安全ꎬ
可在生产中推广使用ꎮ 刘林峰[１５] 在马铃薯药剂拌

种试验中发现ꎬ７２％农用链霉素可湿性粉剂＋５０％烯

酰吗啉可湿性粉剂混合药剂可以有效地减少马铃

薯黑胫病的发生ꎬ增加其产量ꎮ 孙彦敏等[１６] 采用抑

菌圈法测定了不同药剂对 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 的室内毒

力ꎬ结果表明 ３％噻霉酮、２０％溴硝醇和 ８０％乙蒜素

３ 种药剂防治效果最好ꎬ可用于防治马铃薯黑胫病ꎮ
由于目前可用于马铃薯黑胫病的防治药剂比

较少ꎬ频繁使用单一的药剂易产生抗药性ꎬ因此ꎬ本
文通过对青海省马铃薯主产区的黑胫病原菌进行

准确鉴定ꎬ进一步选择不同类型的杀菌剂对病原菌

开展室内毒力测定ꎬ以期筛选效果良好的防治药

剂ꎬ为生产上马铃薯黑胫病的综合防控提供理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 样本采集　 ２０２３ 年 ６—８ 月从青海省的马铃

薯主要产区海东市乐都区、民和县、互助县ꎬ西宁市

城北区、湟中区、湟源县、大通县各乡镇采集疑似马

铃薯黑胫病样本 ６８ 份ꎬ带回实验室进行病原菌的分

离和鉴定ꎬ采样信息见表 １ꎮ
１.１.２　 供试培养基 　 ＣＶＰ 培养基[１７]:结晶紫混合

物 ５００ ｍＬ:ＣａＣｌ２２Ｈ２Ｏ １.０２ ｇ、蛋白胨 １ ｇ、柠檬酸

钠 ５ ｇ、硝酸钠 ２ ｇ、０.１％结晶紫 １.５ ｍＬ、琼脂 ４ ｇꎻ果
胶混合物 ５００ ｍＬ:氢氧化钠(５ ｍｏｌＬ－１)２.８ ｍＬ、多
聚果胶酸钠 １８ ｇꎮ １２０℃灭菌 １５ ｍｉｎ 后将结晶紫混

合物缓慢倒入果胶混合物中ꎬ在磁力搅拌器中缓慢

搅拌后倒入培养皿ꎬ待其凝固ꎮ ＬＢ 固体培养基[１８]:
蛋白胨 １０ ｇ、酵母提取物 ５ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、琼脂粉 １５
ｇꎬ加水定容到 １ ０００ ｍＬꎬ１２０℃灭菌 １５ ｍｉｎꎮ ＬＢ 液

体培养基:蛋白胨 １０ ｇ、酵母提取物 ５ ｇ、氯化钠 ５ ｇꎬ
加水定容到 １ ０００ ｍＬꎬ１２０℃灭菌 １５ ｍｉｎꎮ
１.１.３　 杀菌剂类型　 试验选用 ４６％氢氧化铜可湿

性粉剂、０.３％四霉素水剂、３０％琥胶肥酸铜可湿性

粉剂、４０％喹啉铜悬浮剂、１０％纳米银水剂、１０％苯

醚甲环唑水分散粒剂和 ３％中生菌素可湿性粉剂 ７
种药剂ꎬ不同药剂的生产厂家和稀释倍数见表 ２ꎮ
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表 １　 马铃薯黑胫病样本采集地点情况表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｂｌａｃｋ ｓｈａｎｋ ｄｉｓｅａｓｅ

市
Ｃｉｔｙ

县(区)
Ｃｏｕｎｔｙ (Ｄｉｓｔｒｉｃｔ)

乡
Ｔｏｗｎ

村
Ｖｉｌｌａｇｅ

经度(Ｅ)
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度(Ｎ)
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ / ｍ

海东市
Ｈａｉｄｏｎｇ

乐都区 Ｌｅｄｕ

民和县 Ｍｉｎｈｅ

互助县 Ｈｕｚｈｕ

马营乡 Ｍａｙｉｎｇ

芦花乡 Ｌｕｈｕａ

李家乡 Ｌｉｊｉａ

马厂乡 Ｍａｃｈａｎｇ

北山乡 Ｂｅｉｓｈａｎ

威远镇 Ｗｅｉｙｕａｎ

东和乡 Ｄｏｎｇｈｅ

侯家湾 Ｈｏｕｊｉａｗａｎ １０２°２３′４３″ ３６°１９′３５ ２４６４.０
龙王沟 Ｌｏｎｇｗａｎｇｇｏｕ １０２°２２′２７″ ３６°２０′４３″ ２４３３.６

里湾 Ｌｉｗａｎ １０２°２３′３５″ ３６°１９′２０ ２４３４.５
下支山 Ｘｉａｚｈｉｓｈａｎ １０２°２３′３５″ ３６°１９′５６″ ２４３１.６
金家湾 Ｊｉｎｊｉａｗａｎ １０２°２３′０.６″ ３６°２０′３６″ ２４３６.５
狼学 Ｌａｎｇｘｕｅ １０２°４３′２７″ ３６°１９′２８″ ２５２２.４

马子湾 Ｍａｚｉｗａｎ １０２°４３′２１″ ３６°３０′５９″ ２５２８.２
上尕儿 Ｓｈａｎｇｇａｅｒ １０２°４３′５９″ ３６°１９′３５″ ２５３１.２
民族村 Ｍｉｎｚｕ １０２°２０′３９″ ３６°２０′３３″ ２４６２.５

东拉湾 Ｄｏｎｇｌａｗａｎ １０２°２０′４６″ ３６°２０′５０″ ２４５５.２
刘家牙合 Ｌｉｕｊｉａｙａｈｅ １０２°４３′４１″ ３６°３０′７.１″ ２４８１.７
菜子菰朵 Ｃａｉｚｉｇｕｄｕｏ １０２°４５′２４″ ３６°２７′１７″ ２５８２.９

永进村 Ｙｏｎｇｊｉｎ １０２°４６′５７″ ３６°２２′３６″ ２６５８.０
卓扎滩村 Ｚｈｕｏｚｈａｔａｎ １０２°１′０.１２″ ３６°５２′３″ ２６３８.４

前跃村 Ｑｉａｎｙｕｅ １０２°１′４３″ ３６°５２′５０″ ２６７３.６
山城村 Ｓｈａｎｃｈｅｎｇ １０２°３′３７″ ３６°５６′１７″ ２８１９.２

西宁市
Ｘｉｎｉｎｇ

湟中区
Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ

湟源县
Ｈｕａｎｇｙｕａｎ

大通县
Ｄａｔｏｎｇ

拦隆口 Ｌａｎｌｏｎｇｋｏｕ

甘河滩 Ｇａｎｈｅｔａｎ

李家山 Ｌｉｊｉａｓｈａｎ

鲁沙尔 Ｌｕｓｈａｅｒ

申中 Ｓｈｅｎｚｈｏｎｇ

朔北藏族自治乡
Ｓｈｕｏｂｅｉ

桦林乡 Ｈｕａｌｉｎ
东峡镇 Ｄｏｎｇｘｉａ
景阳镇 Ｊｉｎｇｙａｎｇ

白杨口村 Ｂａｉｙａｎｇｋｏｕ １０１°２８′２６″ ３６°４７′４２″ ２５６６.２
前麻子营 Ｑｉａｎｍａｚｉｙｉｎｇ １０１°２９′３２″ ３６°４９′９″ ２７２２.４
后麻子营 Ｈｏｕｍａｚｉｙｉｎｇ １０１°３０′２９″ ３６°４９′３９″ ２７８２.４
图巴营村 Ｔｕｂａｙｉｎｇ １０１°２９′１６″ ３６°４８′１３″ ２６３３.３
泥隆台村 Ｎｉｌｏｎｇｔａｉ １０１°２７′５０″ ３６°４７′２″ ２５１０.５
下河湾村 Ｘｉａｈｅｗａｎ １０１°３３′５５″ ３６°３１′３０″ ２５８９.５

南滩村 Ｎａｎｔａｎ １０１°３１′２１″ ３６°４９′１４″ ２６９９.０
吉家村 Ｊｉｊｉａ １０１°３２′１２″ ３６°４８′５９″ ２６８７.５

白土庄村 Ｂａｉｔｕｚｈｕａｎｇ １０１°３１′１０″ ３６°２９′２０″ ２７５６.８
吊庄村 Ｄｉａｏｚｈｕａｎｇ １０１°３０′４２″ ３６°２８′０.４″ ２７９３.４
甘河沿村 Ｇａｎｈｅｙａｎ １０１°２９′４９″ ３６°２７′５６″ ２８５８.５

卡路村 Ｋａｌｕ １０１°１１′４１″ ３６°４３′５６″ ２７４０.２
大路村 Ｄａｌｕ １０１°１０′１８″ ３６°４４′３３″ ２７３４.６

花科庄村 Ｈｕａｋｅｚｈｕａｎｇ １０１°４８′２１″ ３６°５８′１″ ２７７４.２
菜子口村 Ｃａｉｚｉｋｏｕ １０１°４４′３１″ ３６°５７′３８″ ２５６０.１
桦林桥 Ｈｕａｌｉｎｑｉａｏ １０１°４５′３″ ３６°５９′５０″ ２５６２.６
刘家庄 Ｌｉｕｊｉａｚｈｕａｎｇ １０１°４７′１５″ ３７°１′３５″ ２６４１.５
小寨村 Ｘｉａｏｚｈａｉ １０１°４３′１８″ ３６°４９′１９″ ２４０８.１

表 ２　 供试药剂及稀释倍数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅａｇｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

编号
Ｃｏｄｅ

化学药剂
Ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｇｅｎｔ

生产厂家
Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

稀释倍数 / 倍
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

１ ４６％氢氧化铜可湿性粉剂
４６％ ｃｏｐｐｅｒ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ＷＰ

美国杜邦公司
ＤｕＰｏｎｔꎬ ＵＳＡ １００、２００、３００、５００、１０００

２ ０.３％四霉素水剂
０.３％ ｔｅｔｒａｍｙｃｉｎ ＡＳ

辽宁微科生物工程有限公司
Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｍｉｃｒｏｔｅｋ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒ Ｃｏ. １００、２００、３００、５００、１０００

３ ３０％琥胶肥酸铜可湿性粉剂
３０％ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ＷＰ

齐齐哈尔四友化工有限公司
Ｑｉｑｉｈａｒ Ｓｉｙｏｕ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ. １００、２００、３００、５００、１０００

４ ４０％喹啉铜悬浮剂
４０％ ｃｏｐｐｅｒ ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

陕西康禾立丰科技药业有限公司
Ｓｈａａｎｘｉ Ｋａｎｇｈｅ Ｌｉｆｅｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ. １００、２００、３００、５００、１０００

５ １０％纳米银水剂
１０％ ａｑｕｅｏｕｓ ｎａｎｏｓｉｌｖｅｒ

山西科汪生物科技有限公司
Ｓｈａｎｘｉ Ｋｅｗａｎｇ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ. １００、２００、３００、５００、１０００

６ １０％苯醚甲环唑水分散粒剂
１０％ ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ ＷＧ

瑞士先正达作物保护有限公司
Ｓｙｎｇｅｎｔａ Ｃｒｏｐ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ Ｌｔｄ.ꎬＳｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ １００、２００、３００、５００、１０００

７ ３％中生菌素可湿性粉剂
３％ ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＷＰ

福建凯立生物制品有限公司
Ｆｕｊｉａｎ Ｋｅｌｉ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｃｏ. １００、２００、３００、５００、１０００
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１.２　 试验方法

１.２.１　 马铃薯黑胫病菌的分离纯化 　 采用常规平

板划线方法[１９] 分离病原菌ꎮ 将采集的马铃薯黑胫

病样本洗净晾干ꎬ选取黑胫病样本发病部位ꎬ在

７５％无水乙醇中浸泡 １０ ｓ 进行消毒ꎬ再用无菌水进

行冲洗ꎮ 用研钵进行研磨ꎬ加入 １μＬ 无菌水ꎬ用无

菌接种环蘸取组织液接种在 ＣＶＰ 培养基平板上ꎮ
在生化培养箱中倒置培养(２８℃)２ ｄꎬ挑取凹陷的单

菌落在 ＣＶＰ 培养基上反复划线ꎬ在新的 ＬＢ 固体平

板上转接ꎬ重复此步骤ꎬ得到纯化菌株ꎮ
１.２.２　 致病性检测　 块茎回接:将纯化的马铃薯黑

胫病分离物接种至 ＬＢ 固体培养基上活化ꎬ将活化

后的分离物接种于 ＬＢ 液体培养基ꎬ配成菌悬浮液ꎮ
选用新鲜健康的马铃薯洗净晾干ꎬ在 ７５％无水乙醇

中浸泡 １０ｓ 进行消毒ꎬ再用无菌水进行冲洗ꎮ 用灭

菌枪头将菌悬浮液注入马铃薯薯块ꎬ以等量无菌水

为对照ꎬ将接种的马铃薯块茎放置于 ２８℃培养箱内

(湿度 ９５％)培养 ５ ｄꎬ记录马铃薯块茎发病情况ꎮ
植株回接:将纯化好的马铃薯黑胫病病原菌接

种至 ＬＢ 培养基上活化ꎬ将活化好的病原菌接种于

ＬＢ 液体培养基ꎬ配成菌悬浮液ꎮ 将菌悬浮液用针管

接种于种植 ３０ ｄ 左右的马铃薯植株ꎬ接种于植株地

上茎基部向上 ５ｃｍ 左右位置ꎬ以清水为对照ꎬ观察

发病症状ꎮ
１.２. ３ 　 病原菌分子生物学鉴定及系统发育树构

建　 利用细菌基因组 ＤＮＡ 试剂盒提取马铃薯黑胫

病病原菌的 ＤＮＡꎮ 用细菌通用引物扩增待测菌株ꎬ
引物为 ２７ｆ ( ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＴＣＡＧ － ３′) 和

１４９２ｒ(５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′) [２０]ꎬ并通

过 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 特异性引物 Ｅｃａ１ｆ (５′－ＣＧＧＣＡＴ￣
ＣＡＴＡＡＡＡＡＣＡＣＧ － ３′) 和 Ｅｃａ１ｒ ( ５′ － ＧＣＡＣＡＣＴ￣
ＴＣＡＴＣＣＡＧＣＧＡ－３′) [２１] 进行特异性扩增ꎮ ＰＣＲ 扩

增 ２５ μＬ 体系:２ ×Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲ ｍａｘ ｐｒｅｍｉｘ (２ ×)
１２.５ μＬꎬ上游引物(１０ μｍｏｌＬ－１)１ μＬꎬ下游引物

(１０ μｍｏｌＬ－１) １ μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ ９.５
μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:３４℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９８℃ １０ ｓꎬ５５℃
５ ｓꎬ７２℃ ５ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃ꎬ７ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产

物送至上海生工生物有限公司测序ꎮ 所得序列与

进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ并用 ＭＥＧＡ 构建系统发育树ꎮ
１.２.４　 室内毒力测定 　 依据采用滤纸片和室内抑

菌测定法进行杀菌剂室内毒力测定ꎬ供试杀菌剂如

表 ２ 所示ꎮ 在预试验基础上ꎬ将 ７ 种药剂设置成 ５
个对应浓度梯度(１００、２００、３００、５００、１ ０００ 倍)ꎬ每
个药剂浓度梯度试验 ３ 次ꎬ以无菌水为对照ꎮ 将菌

株在 ＬＢ 平板中进行预活化ꎬ用无菌水将已培养好

的菌株配成 １０８ ｃｆｕｍＬ－１菌悬液ꎮ 在超净工作台

中ꎬ将菌悬液与 ＬＢ 培养基(１ ∶ １０)混合摇匀倒板ꎬ
等待凝固ꎮ 在无菌水配制的供试药液中ꎬ将灭菌干

净的 １２ ｍｍ 滤纸片放进去充分吸附ꎬ待 ３０ ｍｉｎ 吸附

完全ꎬ将滤纸片缓慢夹出ꎬ滴落多余药液后将吸附

完全的滤纸片平铺于有菌的平板上ꎬ每个皿中等距

放置 ３ 片ꎬ对照组放吸附无菌水的灭菌滤纸片ꎮ 于

２８℃下培养 １２ ｈ 后十字交叉法测量抑菌圈直径ꎮ
以药剂浓度的对数(ｘ)为自变量ꎬ以抑制率的机率

值(ｙ)为因变量ꎬ建立毒力回归方程ꎬ并将得到的各

试剂的抑制率分别代入回归方程中进行计算ꎬ获得

各药剂相对应的抑制中浓度(ＥＣ５０)ꎬ然后比较 ７ 种

供试药剂对病原菌的毒力大小ꎮ
１.２.５ 　 数据处理 　 数据采用 ＤＰＳ 软件进行处理ꎮ
采用以下公式计算抑制率:

抑制率(％)＝ (处理抑菌圈直径－对照抑菌圈

直径) /处理抑菌圈直径×１００
式中ꎬ对照抑菌圈直径为灭菌滤纸片的直径ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 马铃薯黑胫病病原菌的分离纯化

对青海省海东市和西宁市马铃薯主产区进行

马铃薯黑胫病疑似病样采集ꎬ采集到 ６８ 株疑似病

样ꎬ其中可以在 ＣＶＰ 培养基上形成凹陷菌落的菌株

有 １５ 株(表 ３)ꎮ
２.２　 病原菌的形态学鉴定

菌落呈乳白色ꎬ圆形光滑ꎬ中间有突起(图 １)ꎬａ
为病原菌在 ＣＶＰ 培养基上形成杯状凹陷ꎻｂ 和 ｃ 为

病原菌在 ＬＢ 培养基上的培养形态ꎮ

表 ３　 病原菌分离情况表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔ

采样株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ＣＶＰ 培养基上
细菌株数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｏｎ ＣＶＰ ｍｅｄｉｕｍ

编号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

乐都区
Ｌｅｄｕ １２ ２ ＬＤ－１－１

ＬＤ－１－２

民和县
Ｍｉｎｈｅ ５ ２ ＭＨ－１－１

ＭＨ－１－２

互助县
Ｈｕｚｈｕ １１ ３

ＨＵＺ－１－１
ＨＵＺ－１－２
ＨＵＺ－１－３

大通县
Ｄａｔｏｎｇ １５ ２ ＤＴ－１－１

ＤＴ－１－２

湟中区
Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ １２ ３

ＨＺ－１－１
ＨＺ－１－２
ＨＺ－１－３

湟源县
Ｈｕａｎｇｙｕａｎ ９ ２ ＨＹ－１－１

ＨＹ－１－２
城北区 Ｃｈｅｎｇｂｅｉ ４ １ ＸＮ－１－１
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２.３　 马铃薯黑胫病病原菌致病性检测

２.３.１　 块茎回接　 根据科赫氏法则ꎬ１５ 个菌株纯化

后ꎬ将菌悬浮液接种于新鲜健康的马铃薯上观察发

病症状ꎬ如图 ２ 所示ꎬ接种 １５ 株菌悬浮液的薯块都

表现出明显发病症状ꎬ薯块接种部位开始变黑ꎬ说
明分离得到的菌株对薯块有致病性ꎮ

图 １　 病原菌在 ＣＶＰ 培养基和 ＬＢ 培养基上的培养形态
Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＣＶＰ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ＬＢ ｍｅｄｉｕｍ

图 ２　 １５ 株菌株马铃薯块茎回接症状
Ｆｉｇ.２　 Ｔｕｂｅｒ ｔｉｅｂａｃｋ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ １５ ｐｏｔａｔｏ ｓｔｒａｉｎｓ

２.３.２　 植株回接　 选择分离鉴定的 ＬＤ－１－１ 和 ＸＮ
－１－１ 进行致病性检测ꎬ２ 株菌株的发病症状如图 ３
所示ꎬａ 为 ＬＤ－１－１ 回接症状ꎬｂ 为 ＸＮ－１－１ 回接症

状ꎬｃ 为清水对照ꎮ 主要发病症状为植株茎秆有黑

色水渍ꎬ出现倒伏现象ꎮ
２.４　 病原菌的分子生物学鉴定

２.４.１　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 扩增及系统发育树构建　 用细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物对 １５ 株可以在 ＣＶＰ 培养基上形

成凹陷菌落的菌株进行扩增ꎬ由其 ＰＣＲ 产物的凝胶
图 ３　 马铃薯植株回接症状

Ｆｉｇ.３　 Ｔｉｅｂａｃｋ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｐｌａｎｔｓ

５４２第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 王　 玥等:马铃薯黑腐果胶杆菌分离鉴定及室内药剂筛选



电泳图可知ꎬ各样本均能扩增出 １ ５００ ｂｐ 左右的片段

(图 ４)ꎮ ＰＣＲ 产物测序得到长度为 １ ４９３ ｂｐ 的 ＤＮＡ
序列ꎮ 将该序列在 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ与
Ｐ.ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 的同源性达 １００％ꎮ 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列ꎬ以达旦提狄克氏菌 Ｄｉｃｋｅｙａ ｄａｄａｎｔｉｉ(ＬＣ４９０７１１.１)
为外群ꎬ将分离得到的 １５ 个菌株的序列与 ＮＣＢＩ 上已

知序列构建系统发育树(图 ５)ꎮ 本研究分离得到的

１５ 个菌株与 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 聚成同一支ꎮ
２.４.２　 利用特异性引物对细菌进行鉴定 　 利用 Ｐ.
ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 特异性引物从 １５ 株菌株基因组 ＤＮＡ 扩

增出 ６９０ ｂｐ 左右的条带(图 ６)ꎬ条带 １ ~ １５ 分别是

ＬＤ－１－１、ＬＤ－１－２ꎬ ＭＨ－１－１、ＭＨ－１－２、ＨＵＺ－１－１、
ＨＵＺ－１－２、ＨＵＺ－１－３、ＤＴ－１－１、ＤＴ－１－２、ＨＺ－１－１、
ＨＺ－１－２、ＨＺ－１－３、ＨＹ－１－１、ＨＹ－１－２、ＸＮ－１－１ꎮ
因此确定这 １５ 个菌株为黑腐果胶杆菌(Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉ￣

ｃｕｍ)ꎮ
２.５　 ７ 种杀菌剂对黑腐果胶杆菌的室内药剂筛选

室内毒力测定表明ꎬ７ 种药剂对黑胫病病原菌

生长的抑制中浓度 ＥＣ５０及相关系数 Ｒ 值如表 ４ 所

示ꎮ ７ 种杀菌剂中效果最好的是 ０.３％四霉素水剂ꎬ
ＥＣ５０值为 １.３５５ μｇｍＬ－１ꎬＲ 值为 ０.９９６８ꎮ 其次是

４６％氢氧化铜可湿性粉剂、３０％琥胶肥酸铜可湿性

粉剂ꎬＥＣ５０值分别为 １.４０３ μｇｍＬ－１和 １.８３５ μｇ
ｍＬ－１ꎬＲ 值分别为 ０. ８４９４ 和 ０. ９１７０ꎻ其余依次为

１０％纳米银水剂、３％中生菌素可湿性粉剂、４０％喹

啉铜悬浮剂ꎬＥＣ５０值分别为 １０６.４２９、１４６.３３２、１４９.１２１
μｇｍＬ－１ꎬＲ 值分别为０.９０５４、０.９１８１和 ０.９０６７ꎮ 而

对马铃薯黑胫病菌抑菌效果最差的是 １０％苯醚甲环

唑水分散粒剂ꎬＥＣ５０值为１ ３８４.９４３ μｇｍＬ－１ꎬＲ 值为

０.９０５４(表 ４)ꎮ

　 　 注:条带 １~１５ 分别为 ＬＤ－１－１ꎬ ＬＤ－１－２ꎬ ＭＨ－１－１ꎬ ＭＨ－１－２ꎬ ＨＵＺ－１－１ꎬ ＨＵＺ－１－２ꎬ ＨＵＺ－１－３ꎬ ＤＴ－１－１ꎬ ＤＴ－１－
２ꎬ ＨＺ－１－１ꎬ ＨＺ－１－２ꎬ ＨＺ－１－３ꎬ ＨＹ－１－１ꎬ ＨＹ－１－２ꎬ ＸＮ－１－１ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｓｔｒｉｐ １~１５ ａｒｅ ＬＤ－１－１ꎬ ＬＤ－１－２ꎬ ＭＨ－１－１ꎬ ＭＨ－１－２ꎬ ＨＵＺ－１－１ꎬ ＨＵＺ－１－２ꎬ ＨＵＺ－１－３ꎬ ＤＴ－１－１ꎬ ＤＴ－１－
２ꎬ ＨＺ－１－１ꎬ ＨＺ－１－２ꎬ ＨＺ－１－３ꎬ ＨＹ－１－１ꎬ ＨＹ－１－２ꎬ ＸＮ－１－１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 细菌通用引物 ２７ｆ 和 １４９２ｒ 对 １５ 株菌株扩增产物检测电泳图
Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １５ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ２７ｆ ａｎｄ １４９２ｒ

图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列构建 １５ 个分离菌株及其相关菌株的系统发育树
Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ １５ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ６　 特异性引物 Ｅｃａ１ｆ / Ｅｃａ１ｒ 对 １５ 株菌株扩增产物检测电泳图

Ｆｉｇ.６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １５ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｅｃａ１ｆ / Ｅｃａ１ｒ

表 ４　 ７ 种供试药剂对黑腐果胶杆菌的室内毒力测定

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ７ ｔｅｓｔｅｄ ａｇｅｎｔｓ
ｔｏ Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ

供试药剂
Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ａｇｅｎｔ

毒力回归方程
Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数 Ｒ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＥＣ５０

/ (ｕｇｍＬ－１)

１ ｙ＝ １.５９９２ｘ－１.５００６ ０.８４９４ １.４０３
２ ｙ＝ ０.６２２４ｘ＋４.５６３８ ０.９９６８ １.３５５
３ ｙ＝ １.４１７２ｘ＋１.６８３５ ０.９１７０ １.８３５
４ ｙ＝ １.３３２４ｘ－０.９１９２ ０.９０６７ １４９.１２１
５ ｙ＝ １.０５６５ｘ＋１.９３７４ ０.９２３９ １０６.４２９
６ ｙ＝ １.２３９５ｘ＋０.０４８６ ０.９０５４ １３８４.９４３
７ ｙ＝ １.４０７４ｘ＋１.７５３５ ０.９１８１ １４６.３３２

　 　 注:ＥＣ５０:抑制中浓度ꎬ指对供试生物发生 ５０％效果的药剂剂量

或浓度ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＥＣ５０: ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎬ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ

ｄｏｓｅ ｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｇｅｎｔ ｔｈａｔ ｈａｓ ａ ５０％ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｓｍ
ｔｅｓｔｅｄ.

３　 讨　 论

马铃薯黑胫病是马铃薯重要的病害之一ꎬ严重

影响其产量及品质ꎮ 青海省位于我国西北地区ꎬ气
候寒冷ꎬ适合种植的作物较少ꎬ马铃薯是青海省主

要种植作物之一ꎬ因此开展对马铃薯黑胫病的防治

对于当地马铃薯产业的发展十分重要ꎮ 本研究以

采自青海省海东市和西宁市 １６ 个乡镇的马铃薯黑

胫病疑似病样为试验材料ꎬ通过病原菌分离鉴定得

到 １５ 株果胶杆菌ꎬ说明 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 是青海省马

铃薯黑胫病的主要病原菌ꎬ本试验在鉴定病原菌的

基础上ꎬ采用生长速率法测定 ７ 种杀菌剂对黑腐果

胶杆菌的抑制作用ꎬ为生产上合理选用杀菌剂预防

田间马铃薯黑胫病提供基础ꎮ
种薯带菌是马铃薯黑胫病最重要的传播途径ꎬ

残留在种植地里的病薯也可以成为黑胫病的传染

源ꎬ由于肉眼无法看到病原菌的潜在性传染ꎬ从根

源去除此病害可能性不大[２２]ꎬ因此只能采取防治措

施ꎮ 本试验通过杀菌剂对马铃薯黑胫病菌 Ｐ. ａｔｒｏ￣

ｓｅｐｔｉｃｕｍ 进行室内毒力测定ꎬ筛选的 ０.３％四霉素水

剂、４６％氢氧化铜可湿性粉剂、３０％琥胶肥酸铜可湿

性粉剂防治效果较好ꎬ其 ＥＣ５０值分别为 １.３５５、１.４０３、
１.８３５８ μｇｍＬ－１ꎮ 李华伟等[２３] 对福建省霞浦县马

铃薯黑胫病药剂筛选中发现 ４６％氢氧化铜可湿性

粉剂对 Ｐ. ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ ｓｕｂｓｐ . ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ 有较好的

防治效果ꎻ冯志文等[２４] 的 １０ 种杀菌剂筛选试验中

表明ꎬ４６％氢氧化铜可湿性粉剂和 ３０％琥胶肥酸铜

可湿性粉剂对 Ｐ. ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ ｓｕｂｓｐ . ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ 有较

好的抑制效果ꎬ并认为氢氧化铜水分散粒剂、琥胶

肥酸铜悬浮剂、噻霉酮水乳剂、氯溴异氰尿酸可溶

粉剂和中生乙酸铜可湿性粉剂 ５ 种药剂具有广谱

性ꎬ对 ３ 种黑胫病菌 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ、Ｐ. ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ
ｓｕｂｓｐ . ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｅ、Ｐ. ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ ｓｕｂｓｐ . ｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ
均具有较好的抑制效果ꎮ 本研究结果表明ꎬ４６％氢

氧化铜可湿性粉剂、３０％琥胶肥酸铜可湿性粉剂对

Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍ 有较好的防治效果ꎬ且两者防治效果

相似ꎮ
０.３％四霉素水剂是一种低毒、效果好、对环境

伤害小的细菌性病害防治药剂ꎬ对杨树溃疡病、水
稻细菌性条斑病、花生根腐病、马铃薯疮痂病等病

害均有很好的防治效果ꎮ 研究表明ꎬ３％四霉素水剂

对黄瓜细菌性角斑病的室内防治效果最好ꎬ可以有

效防治黄瓜细菌性角斑病的发生[２５－２６]ꎮ 姚玉荣

等[２７]在对大白菜软腐病进行室内毒力测定时发现ꎬ
４７％春雷王铜水分散粒剂、０.３％四霉素水剂等药

剂杀菌效果最好ꎬ可用于防治软腐病ꎮ 赵永强等[２８]

在筛选防治甘薯根腐病菌的药剂试验中发现ꎬ四霉

素防治效果最好ꎬ可以用于防治甘薯根腐病ꎮ 宁楠

楠等[２９]在防治马铃薯疮痂病田间药效试验中发现ꎬ
０.３％四霉素水剂具有良好的防治效果ꎮ 本研究中

抑菌效果最好的药剂是 ０.３％四霉素水剂ꎬ可以作为

田间防治马铃薯黑胫病的首选药剂ꎻ４６％氢氧化铜

可湿性粉剂和 ３０％琥胶肥酸铜可湿性粉剂可以和
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０.３％四霉素水剂交替使用ꎬ以避免抗药性的产生ꎮ

４　 结　 论

引起青海省马铃薯主产区马铃薯黑胫病的主

要病原为黑腐果胶杆菌 Ｐ. ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃｕｍꎮ 通过 ７ 种

药剂的室内毒力测定表明ꎬ０.３％四霉素水剂、４６％
氢氧化铜可湿性粉剂和 ３０％琥胶肥酸铜可湿性粉

剂对黑腐果胶杆菌具有良好的抑菌效果ꎬＥＣ５０分别

为 １.３５５、１.４０３、１.８３５ μｇｍＬ－１ꎮ 目前用四霉素水

剂防治马铃薯黑胫病菌还未见相关报道ꎬ本研究仅

对其室内的防效进行了评价ꎬ有关田间的防治效果

还需进一步的试验验证ꎮ
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