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河南周口地区萹蓄白粉病菌的鉴定与进化分析

王伟1,2,徐克东2,于德水2,李成伟2,3,吴建宇1
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  摘 要:通过形态观察、分子鉴定、科赫法则验证和系统进化分析对河南周口地区萹蓄所感病原菌进行鉴定.
结果表明:该病原菌菌丝体外生,菌丝有隔膜.分生孢子梗圆柱形,包含3个细胞;分生孢子串生,近柱形,大小为

(22.0~35.5)μm×(10.5~16.5)μm.闭囊壳近卵形,含有3~5个子囊孢子.科赫法则检测发现,病原菌回接发病与

自然发病症状一致.分子生物学和系统进化分析结果显示,该病原菌ITS序列(KX757832.1)与已报道的蜡叶峨参

独活白粉菌(KF111807.1)、洋常春藤独活白粉菌(KP055630.1)、胡萝卜独活白粉菌(KC480605.1)和酸模独活白粉

菌(KY073878.1)序列聚为一枝,其同源性分别为98.40%、98.57%、98.40%和98.57%.初步推测,河南周口地区萹

蓄所感白粉病原菌为独活白粉菌.
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萹蓄(Polygonumaviculare)为一年生蓼科草本植物,广泛分布于我国各地.萹蓄作为一种传统中草药,
《本草纲目》中记载,“治霍乱,黄疸,利小便及小儿鬾病”,还可用来治疗皮肤病、关节炎等疾病[1,2].现代研究

表明,萹蓄富含萹蓄甙、槲皮素、伞形花内酯、东莨菪素与阿魏酸等[3],对革兰氏阳性和阴性菌均有抑制作用,
抑制肿瘤细胞和癌细胞的生长,有抗氧化、杀螨虫等功效,其提取物具有免疫调节和抗炎活性[4-6].

萹蓄真菌性病害主要有锈病、炭疽病[7]等,而关于萹蓄白粉病至今鲜有报道.白粉病是一种活体寄生真

菌性病害,危害包括小麦[8]、大麦[9]、番茄[10-13]、黄瓜[14]和胡萝卜[15]等多种植物.白粉病主要发生在植物叶

片与茎上,发病的叶片表面形成白色菌丝体,可覆盖整个叶片,影响其光合作用,造成植株生长缓慢、矮小.同
时,发病叶片表面形成黄色斑点,造成植物叶片发黄、卷曲,甚至脱落.

本研究首次报道了河南周口地区萹蓄所发生的真菌性病害,并对该病原菌进行形态学分析、真菌核糖体

DNA(RibosomalDNA,rDNA)转录间隔区(Internaltranscribedspacers,ITS)序列克隆与分析[16-18]、科赫

回接表型分析以及系统发育树构建,从而鉴定出萹蓄所感病原菌即白粉病菌的种类,为系统研究白粉病菌进

化和针对性防治等研究提供了科学依据和基因资源.

1 材料和方法

1.1 实验材料

取自周口师范学院试验园区.
1.2 实验方法

1.2.1 病原菌形态学分析

  收稿日期:2018-11-21;修回日期:2019-05-10.
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(3171101241);河南自然科学基金项目(162300410107).
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宏观分析 对萹蓄发病的部位直接拍照(Canon,600D),记录萹蓄的发病部位和发病症状.
显微分析 取萹蓄的发病叶片,置于1g·L-1的DAB(二甲氨基偶氮苯)染液中,于光下染色8h.取出

叶片,避开主叶脉,将其剪成大小为1cm2 的叶盘,于卡诺氏固定液(V 无水乙醇∶V 冰醋酸=3∶1)中脱色

12h,倒掉脱色液,并加入新的卡诺氏固定液,重复几次,直至叶片完全脱色.将脱色后组织放入0.3%的台盼

蓝溶液中,沸水煮沸1min,冷却30min,无菌水冲洗3~4次,压片,于光学显微镜(OlympusBX41)下观察.
观察菌丝的生长情况,记录分生孢子、分生孢子梗的形态,并对其大小进行测量记录.
1.2.2 病原菌回接致病性检测

利用科赫法则,回接病原菌进行致病性检测、病症表型分析与发病比例统计.收集发病萹蓄叶子表面的

病原菌孢子,利用无菌水配成浓度为2×106(mL)-1的孢子悬浮液.回接萹蓄幼苗为驯化培养30d的组培苗

(株高约10~15cm).处理组、对照组I与对照组II,每组10株,各设置3组重复,分别置于不同的光照培养

箱,培养温度22℃,湿度80%,光周期(L/D=12h/12h,120μmol·m-2·s-1).采用喷雾法对处理组接种

孢子悬浮液,对照组I接种无菌水,对照组II不接种孢子悬浮液与无菌水.萹蓄回接发病后,与自然发病的萹

蓄症状进行对比观察、分析,并对其进行DAB-台盼蓝染色,压片、镜检阅片.
1.2.3 病原菌分子鉴定

病原菌总DNA的提取 参照Ezup柱式真菌基因组DNA抽提试剂盒(生工生物工程股份有限公司,上
海)的说明书,提取萹蓄白粉病菌基因组总DNA.
PCR扩增体系与条件 利用真菌rDNA的ITS序列高度同源的特性,设计真菌rDNA的ITS序列的通

用引物ITS1[5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’]和ITS4[5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’],用于PCR扩增.所用引物均由生工生物工程有限公司(上海)合成.PCR扩增的体系为30μL:白粉病菌

DNA2μL,上、下游引物(ITS1、ITS4)各1μL,2×KAPAHIFIHotStartReadyMix15μL,ddH2O11μL.
PCR反应条件:95℃预变性3min,95℃变性30s,52℃退火45s,72℃延伸1min,共28个循环,72℃延

伸10min.PCR产物采用1.0%琼脂糖凝胶电泳(Gel-Red染色)检测,切胶4℃保存.
PCR产物纯化回收和测序 采用薄型琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(捷瑞,上海)回收PCR产物,检测回

收率.将PCR纯化产物与pEASY-Bluntsimple(全式金,北京)克隆载体进行连接,然后将重组质粒转化大肠

杆菌感受态细胞DH5α,利用含有硫酸卡那霉素的LB固体平板进行筛选,挑取阳性克隆,并测序.菌液样品

测序由生工生物工程有限公司(上海)完成.
1.2.4 序列分析和系统进化树构建

在NCBI数据库中检索并下载已报道的白粉病菌ITS序列,利用 MEGA4.1软件进行分析.采用邻近连

接法(Neighborhood-joining,NJ),基于Kimura-2-parameter双参数模型构建系统进化树,进行亲缘关系分

析.使用DNAMAN4.0软件对ITS序列进行相似性比对.

2 结 果

2.1 病原菌的形态学分析

病原菌主要侵染萹蓄叶片的正反面及茎部.叶片感染病原菌后形成多处薄且无定形的白色斑片,斑片形

态明显,但边缘不规则(图1A和B).发病后期,白色斑片可以相互愈合,铺满全叶,造成叶片略黄化、卷曲,
甚至脱落,但斑片可存留(图1A和B).显微镜下,该病原菌菌丝体属体外生型,平直,有明显分支,具有隔膜

(图1D和E).其附着胞具有明显裂片(图1C,红色前头所示).分生孢子梗圆柱形,由3个细胞组成;脚胞直

立、柱状(图1G).分生孢子串生、近柱形,单孢、无色,且无纤维体,大小为(22.0~35.5)μm×(10.5~16.5)

μm(图1E).子囊近卵形、壁薄,具有短柄,大小为(55.0~75.5)μm×(35.0~45.5)μm,内有子囊孢子3~5个

(图1F).形态学结果初步鉴定该病原菌为白粉病菌.
2.2 科赫法则-致病性检测

孢子悬浮液接种8d后,萹蓄植株开始发病,叶片出现微小白色斑片等症状;15d后,处理组的30株萹

蓄幼苗均出现了不同程度的发病症状,其症状与自然发病状态一致,而对照组I、对照组II均无发病症状,处
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理组的回接发病率为100%.对接种发病叶片表面的病原菌进行显微镜观察发现,其显微形态与自然发病显

微形态一致.再次鉴定该病原菌为白粉病菌.

2.3 病原菌分子生物学鉴定

该病原菌ITS序列全长为684bp,其中,1~67bp为18SrRNA部分序列,68~286bp为ITS1全序列,

287~440bp为5.8SrRNA全序列,441~625bp为ITS2全序列,626~684bp为28SrRNA部分序列.该序
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列在NCBIGenBank登录号为KX757832.1.系统进化分析结果显示,该病原菌ITS序列与已报道的韩国蜡

叶峨参独活白粉菌(KF111807.1)[19],以及在中国发现的洋常春藤独活白粉菌(KP055630.1)[20]、胡萝卜独活

白粉菌(KC480605.1)和酸模独活白粉菌(KY073878.1)序列聚为一枝,ITS序列同源性分别为98.40%、98.
57%、98.40%和98.57%.本研究中所得到的98%以上的同源性,显示本研究萹蓄所感白粉与已报道的多个

独活白粉菌具有较高同源性,属于一种独活白粉菌(图3).

3 讨 论

目前,我国中医药已传播到世界上183个国家和地区,国务院颁布的《中医药发展战略规划纲要(2016-
2030年)》明确了全面提升我国中药产业发展水平,加强中药资源保护利用,推进中药材规范化种植等工作

目标.河南是我国悠久中药文化的重要发源地之一,就大宗中草药的种植业已形成了四大怀药、冬凌草、丹
参、金银花、连翘、柴胡等十大中药材种植基地.萹蓄、龙葵等草药富含多种次生代谢物,具有重要基础研究价

值、临床应用前景,在河南周口等地区已形成多处规模化种植园区.然而,目前关于萹蓄白粉病的研究鲜有报

道,因此开展有关萹蓄白粉病菌的种类鉴定、基础研究等工作显得尤为迫切.
本研究中,发病萹蓄叶片表面形成白色斑片较薄、菌丝具隔膜、附着胞具明显裂片、子囊近卵形,与白粉

病菌的发病症状相同,并且该病原菌回接发病的病症与自然状态一致.白粉菌rDNA中的5.8S、18S和28S
rRNA序列具有很高的异种同源性,而ITS序列属于中度保守区域,表现为种内相对一致、种间差异较大,因
此ITS序列可以作为真菌种类鉴定与分类的分子依据.分子生物学鉴定与系统进化分析结果显示,该病原菌

ITS序列与我国洋常春藤、胡萝卜、酸模,以及韩国蜡叶峨参所感独活白粉菌的ITS序列的同源性高达98%
以上,在发育树上聚为一枝,鉴定该病原菌为一种独活白粉菌.

另外,白粉菌虽为专性寄生真菌,通常一个种以不超过一个科的植物为其主要寄主范围.但是,通过本研

究,我们发现独活白粉菌却可以寄生于伞形科植物(蜡叶峨参[19]、胡萝卜[15])以外的多科植物,如五加科的

洋常春藤[20]、蓼科的皱叶酸模(JX888470.1)[21]及本研究中的萹蓄,已超出了单科宿主的范畴;同样,蓼白粉
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菌可以在蓼科植物上发病,如珊瑚藤(LC163917.1)[22]、竹节蓼(LC163911.1)[22]和荞麦(KP076437.1)等,亦

能在其他科植物上发病,如藜科的甜菜(KF925326.1)[23]和豆科的绿豆(HM208718.1).
本实验通过形态学观察、分子生物学鉴定和科赫法则及系统进化树构建等方法对萹蓄白粉病菌进行了

分析鉴定,确定了萹蓄所感白粉病菌的种类.该结果为白粉病菌的快速鉴定和分类提供了一条便捷的方法,

也为白粉病菌的致病机理和防止提供了基因资源和研究思路.同时,该研究也为其他类型真菌的分类和鉴定

提供了研究思路和参考方法.
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Identificationandphylogeneticanalysisofpowderymildewon
PolygonumaviculareinZhoukou,HenanProvince

WangWei1,2,XuKedong2,YuDeshui2,LiChengwei2,3,WuJianyu1

(1.CollegeofLifeScience,HenanAgriculturalUniversity,Zhengzhou450002,China;

2.KeyLaboratoryofPlantGeneticsandMolecularBreeding,ZhoukouNormalUniversity,Zhoukou466001,China;

3.HenanInstituteofScienceandTechnology,Xinxiang453003,China)

  Abstract:Inthisstudy,themorphologicalobservation,molecularidentification,Koch’spostulatesverificationandphy-
logeneticanalysiswereusedtoidentifythepathogenonPolygonumaviculareinZhoukou,Henanprovince.Theresultsshowed
thatthemyceliawereexogenouslyandthehyphawereseparate.Theconidiophorewascylindrical,whichcontainsthreecells.
Thestringofconidiawerenearcolumn,scalewas(22.0-35.5)μm× (10.5-16.5)μm.Thecleistotheciumwasnearlyovoidand
contains3-5ascospores.Thesymptomsofinoculationpathogenwassametothenature,whichwasidentifiedthroughKoch’s

postulates.Theinternaltranscribedspacer(ITS)(KX757832.1)sequenceisclusteredwithErysipheheracleionAnthriscus
cerefolium (KF111807.1),Hederahelix (KP055630.1),Daucuscarota (KC480605.1)andRumexacetosa (KY073878.1)in
oneclade,thesequencesimilaritywere98.40%,98.57%,98.40%and98.57%respectively.Wepresumethatthepathogenin-
fectedonP.avicularewasE.heracleiinZhoukou.

Keywords:Polygonumaviculare;powderymildew;Koch’spostulates;Erysipheheraclei
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Mechanismofcolorectalcancerinducedbyfusobacteriumnucleatum

WangRuifei1,2,LiuJinjing2,3,WangLingli2,LiPeng2,LiuXingyou2

(1.Collegeoflifescience,Henannormaluniversity,Xinxiang453003,China;

2.Biotechnologyresearchcenter,Xinxiangcollege,Xinxiang453003,China;

3.Collegeoflifescience,Cornelluniversity,NewYork,NY14853,America)

  Abstract:Colorectalcancer(CRC)isoneofthemostcommonmalignanttumor.StudieshadshownthatFusobacterium
nucleatum (F.nucleatum)canpromotetheoccurrenceofCRC.ThemostimportantcarcinogenesismechanismsofF.nucleatum
arechronicinfectionforminganinflammatoryenvironment,interactionofsurfacecharacteristicfactorsofF.nucleatum with
immunecells,activatemultiplesignalingpathways,immunesuppressionandimmuneevasion.However,therearesomeun-
certaintycarcinogenesismechanismsaboutF.nucleatum,butthispapersummarizesalltheknownmechanismsbyreferringto
alargenumberofliteratures,andthisprovidinginformationforfurtherstudy.ThecharacteristicfactorsofF.nucleatumsuch
asFadA,Fap2andLPSmayplayanimportantroleinthedevelopmentofCRC.Thismoleculesmayprovidenewtargets,

drugs,andstrategiesfortherapeuticintervention.

Keywords:fusobacteriumnucleatum;colorectalcancer;mechanism;treatment
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