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黑龙江省一株红小豆锈病病原菌鉴定
郑素娇，柯希望，殷丽华，崔冬梅，张海涛，台莲梅，左豫虎 *

黑龙江八一农垦大学，国家杂粮工程技术研究中心，黑龙江 大庆 163319

摘要:【目的】为明确发生在黑龙江省大庆市红小豆田中的锈病病原物的分类地位。【方法】从大庆市采集
红小豆锈病标样，采用单孢子堆分离法获得一株红小豆锈病菌纯培养物 ZXL01。采用观测夏孢子芽孔数目、
位置和冬孢子壁厚度等形态学特征结合 ITS 序列分析的方法，对其进行鉴定。【结果】ZXL01 夏孢子发芽孔
多为 2 个，位于孢子赤道部位较远之处，冬孢子壁厚度为 2. 9 μm － 3. 3 μm。在基于 rDNA-ITS 序列构建的系
统发育树中，ZXL01 菌株与两株豇豆单胞锈菌(Uromyces vignae)的参比菌株(GenBank 登录号:AB115718 和
AB115731)在自举值 99%相聚一群。用豇豆单胞锈菌的特异性引物 UV-ITSF /Ｒ 进行检测，ZXL01 菌株可扩
增出 500 bp 左右的特征片段。【结论】黑龙江省大庆市红小豆锈病病原菌 ZXL01 菌株为豇豆单胞锈菌，
ZXL01 菌株的 GenBank 登录号是 KM461700。
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红小豆锈病在红小豆全生育期均可发生，主要
危害叶片。夏孢子堆多在叶背发生，散生或聚生，引
起叶片枯死而导致减产。该病发生严重时会造成叶
片大量脱落，植株早衰，籽粒干瘪，严重影响红小豆
的产量和品质。红小豆锈病在世界范围内广泛分
布，在拉丁美洲、澳大利亚、中国以及美国等多个国
家均有过大的流行和危害［1］。本研究小组 2012 年
对黑龙江省杂豆作物病害的调查表明，黑龙江省西
部地区红小豆锈病发生严重，多数地块病株率达
100%，严重地块几近绝收。Lindgren 等［2］研究表
明，锈病发病率每上升 1%，则因锈病导致的产量损
失就提高 19 kg / ha。

国外关于红小豆锈病病原菌的分类地位存在分
歧。Hiratsuka［3］将红小豆栽培种［Vigna angularis

(Willd． ) var． angularis］、赤 小 豆［V． umbellate
(Thunb． ) Ohwi＆Ohashi］、菜豆 (Phaseolus vulgaris)
上的 锈 病 菌 命 名 为 疣 顶 单 胞 锈 菌 ( Uromyces
appendiculatus)。Hirata［4］则认为，发生在红小豆栽
培种、赤小豆和红小豆野生种［V． angularis var．
nipponensis (Ohwi． ) Ohwi ＆ Ohashi］上的锈病菌并
非疣顶单胞锈菌(U． appendiculatus)，而应该归属于
一个新的种，并将其命名为红小豆单胞锈菌( U．
azukicola S． Hirata)，然而这一观点并未被所有学者
认可。Hiratsuka［5］和 Arthur［6］认为将疣顶单胞锈
菌、红小豆单胞锈菌、豇豆单胞锈菌(U． Vignae)归
属于菜豆单胞锈菌(U． phasieoli)下的变种更为合
理，分别命名为 U． phaseoli var． Phaseoli、U． phaseoli
var． azukicola Hiratsuka、U． phaseoli var． vignae。国
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内关于红小豆锈病病原菌的鉴定未见报道。曹如槐
等［7］、王晓梅等［8］在其研究论文中将红小豆锈病的
病原菌叙述为疣顶单胞锈菌，金文林等［9］在其研究
论文中将红小豆锈病的病原菌叙述为红小豆单胞锈
菌，可见国内对红小豆锈病病原菌分类地位的认识
也存在分歧。关于红小豆锈病菌是疣顶单胞锈菌还
是红小豆单胞锈菌尚没有确切的试验证据。红小豆
锈病病原菌的分类地位是当前迫切需要明确的一个
重要科学问题。

在进行病原菌分类地位的研究中，除采用形态
学和生理特征分析方法之外，分子进化分析已经成
为真菌分类的一个重要手段。对于无法从形态学上
明确区分的真菌，通常选择包含高度变异区域的核
糖体 DNA 转录间隔区( rDNA-ITS)以及线粒体 DNA
为研究对象，同时结合形态学特征对真菌进行区分
鉴定［10］。Chung 等［11］采用 ITS 序列分析结合形态
学特征准确的区分了疣顶单胞锈菌和豇豆单胞锈
菌，并利用 ITS 序列设计出了疣顶单胞锈菌的高度
特异性引物 UA-ITSF /Ｒ 和豇豆单胞锈菌的高度特
异性引物 UV-ITSF /Ｒ［12］。为明确黑龙江省红小豆
锈病菌的病原菌的分类地位，本研究观察分析了采
自黑龙江省大庆市林甸县花园乡的红小豆锈病菌的
单孢子纯培养物 ZXL01 的夏孢子芽孔数、芽孔位置
以及冬孢子壁厚度等形态学特征，并结合 ITS 序列
分析对其进行鉴定，明确了黑龙江省红小豆锈病病
原菌的分类地位，为开展该病害的研究奠定基础，研
究结果报道如下。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试植株:供试红小豆( Vigna angularis)为
感病品种宝清红，由国家杂粮工程技术研究中心种
质资源室提供。种植前先在室内进行催芽，待种子
发芽后种植于直径为 10 cm 的营养钵内，每盆播种
10 粒，置于 25℃的光照玻璃温室内培养至真叶展开
度为 60% － 70% 时备用。
1. 1. 2 供试菌种:2012 年 8 月在黑龙江省大庆市
林甸县花园乡红小豆锈病发病田块采集带有夏孢子
堆的病叶，取病叶上的夏孢子制备浓度为 1 × 105

个 /mL 的夏孢子悬浮液，采用涂抹接种的方法接种
于红小豆植株真叶上，接种后于 20 ± 2℃ 黑暗培养

条件下保湿培养 24 h，然后接种苗置于 25℃、16 h
光照: 8 h 黑暗条件下继续培养。参照魏国荣等［13］

小麦条锈菌纯化的方法，获得红小豆锈病菌的单孢
子纯培养物 ZXL01，再将 ZXL01 菌株在感病品种宝
清红上扩繁。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:乳酸、苯酚、甘油、十六烷
基三甲基溴化铵 (CTAB)、三羟甲基氨基甲烷盐酸
盐(Tris-HCl)、乙醇、冰乙酸、氯仿、异戊醇、异丙醇、
琼脂糖、石英砂、乙二胺四乙酸二钠(EDTA-2Na)均
为分析纯;Quick Taq HS Dyemix、溴化乙锭、DL 2000
均为东洋纺生物科技有限公司生产;琼脂糖凝胶
DNA 回收试剂盒为北京索莱宝科技有限公司生产。
Bio-Ｒad PCＲ 仪，美国伯乐公司;电泳仪和电泳槽，
北京六一仪器厂;Bio-Best200E 凝胶成像仪，美国西
蒙公司;Olympus BX60 多功能生物显微镜，日本奥
林巴斯株式会社;S-4800 型扫描电子显微镜，日本
日立公司。
1. 2 夏孢子和冬孢子的形态观察

将 ZXL01 的夏孢子按照 1. 1. 2 所述方法进行
接种和培养。至叶片显症产孢后，光学显微镜观察
参照 Emeran 等［14］的方法于 Olympus BX60 多功能
生物显微镜上观察。夏孢子和冬孢子自然干燥后喷
金 50 s，于日立 S-4800 型扫描电子显微镜上观察。
主要观测夏孢子和冬孢子壁的纹饰、夏孢子和冬孢
子的大小、夏孢子的芽孔数及芽孔位置以及冬孢子
壁的厚度并记录拍照。
1. 3 红小豆锈病病原菌 DNA 的提取

收集 0. 1 g 夏孢子，参照参考文献［15］提取菌
株 ZXL01 的 DNA，－ 20℃ 储存备用。
1. 4 ITS 序列扩增及测序

采用由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合成的
单胞锈菌属通用引物 ITS5-u ( 5’-AAGGTTTCTGT
AGGTG-3’) 和 ITS4-u ( 5’-GGCTTTTCCCTCTTCAT-
3’)［16］，对 ZXL01 的基因组 DNA 进行 PCＲ 扩增。
PCＲ 反应体系(总体积为25 μL):ddH2O 10. 5 μL、
ITS5-u 和 ITS4-u 各0. 5 μL、DNA 模板( ZXL01 基因
组 DNA)1 μL、12. 5 μL Quick Taq HS Dyemix。PCＲ
扩增程序为:95℃ 5 min;95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃
1 min，35 个循环;72℃ 10 min。PCＲ 产物于 4℃ 保
存备用。将 PCＲ 产物用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检
测，对目的条带进行切胶回收，回收产物由北京奥科
鼎盛生物科技有限公司进行测序。测序结果在
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GenBank 中进行 BLASTn 比较搜索，确定序列为 ITS
序列后提交 GenBank。
1. 5 序列分析

将本研究中测定的 ITS 序列与 GenBank 中已报
道的 Uromyces 不同种的 ITS 序列(表 1)进行多序列
比对，多序列比对采用 Cluster X v1. 81 使用的默认
参数进行［17］，依据多序列比对结果采用 Bioedit
v7. 0. 1 进行校正，去除两端不确定的序列后［18］，对
来自 Uromyces 不同种锈菌的 ITS 序列进行分析。以
小麦条锈菌(Puccinia striiformis)为外群( outgroup)，
采用 Mega v5. 2. 2 中的邻接法 ( Neighbor-joining，
NJ)构建系统发育树，通过自举( bootstrap)对系统树

进行检验，1000 次重复。
1. 6 特异 PCＲ 检测

利用疣顶单胞锈菌特异性引物 UA-ITSF (5’-
GGTTTTTGCCATTGCACTCAG-3’)和 UA-ITSＲ ( 5’-
CATTTGTTTAGGAGTCCTGAC-3’)、豇豆单胞锈菌
特异 性 引 物 UV-ITSF ( 5’-CATCTTTGCCATTGCA
CTCAG-3’) 和 UV-ITSＲ ( 5 ’-AGTTAGTTTAGGA
GTTCTAAC-3’)［12］，对分离物基因组 DNA 进行
PCＲ 扩增。将 PCＲ 产物用 1% 琼脂糖凝胶进行电
泳检测，观察引物 UV-ITSF /Ｒ 能否扩增出 500bp 左
右的特异性条带。

表 1． 用于系统进化分析的 Uromyces 不同种锈病菌 ITS 序列信息
Table 1． Additional rust taxa selected for ITS analysis

Species Host GenBank accession No．

Uromyces pisi Euphorbia cyparissias AF180192

U． pisi E． cyparissias AF180184

U． scutellatus E． esula AF180198

U． scutellatus E． esula AF180200

U． pisi-sativi Cytisus scoparius DQ521590

U． pisi-sativi C． scoparius DQ521585

U． striatus Medicago sativa AF180162

U． striatus M． sativa FJ468410

U． appendiculatus Phaseolus vulgaris DQ411530

U． appendiculatus P． vulgaris AB115740

U． viciae-fabae Vigna faba FJ468419

U． viciae-fabae V． faba FJ468417

U． viciae-fabae Lathyrus maritimus AB085195

U． viciae-fabae L． maritimus AB085192

U． vignae V． unguiculata ssp． unguiculata AB115718

U． vignae V． unguiculata ssp． unguiculata AB115731

Puccinia striiformis Triticum aestivum JN575605

2 结果和分析

2. 1 夏孢子和冬孢子形态鉴定

接种后 5 － 6 d 叶片出现明显的花斑症状(图 1-
A)，接种后 8 － 9 d 即可在叶片表面形成夏孢子堆
(图 1-B)，夏孢子堆浅棕色，突破表皮后成棕色、粉
状，夏孢子圆形、卵形或椭圆形，棕色或浅棕色，表面
有细刺，大小为(16. 0 － 21. 9)μm × (18. 5 － 29. 6)

μm(图 2-A)。夏孢子具有 2 个芽孔，芽孔的位置不

一，多数芽孔位于孢子赤道部位较远之处，少数位于
孢子的赤道(图 1-D)。接种后 16 － 17 d 可以产生
深棕色的冬孢子堆(图 1-C)，冬孢子常生于夏孢子
堆上或附近(图 2-C)，冬孢子近圆形至短椭圆形，深
棕色，表面光滑，顶端有乳头状突起，另一端具有无
色的柄，大小为(16. 1 － 23. 0)μm × (22. 4 － 37. 9)

μm(图 2-B)，冬孢子壁厚度为 2. 9 μm － 3. 3 μm(图
1-E)。夏孢子的芽孔数目及其位置和冬孢子壁的厚
度与 Chung 等［11］报道的形态学第三类群(见表 2)较
为相似，第三类群的锈菌隶属于豇豆单胞锈菌。
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图 1． 接种发病植株的叶片症状和 ZXL01 菌株夏孢子和冬孢子形态的光学显微镜观察
Figure 1． Symptoms of adzuki bean leaves infected by urediospore of ZXL01 and morphological investigation of the urediospore and teliospore of the

isolate ZXL01 under optical microscope． A: Lesion; B: Uredium; C: Telium; D: The urediospore of ZXL01，the two germ pores were far from

spores’equator area; E． The teliospore of ZXL01．

2. 2 ITS 序列分析
用通用引物 ITS5 － u 和 ITS4 － u 对 ZXL01 菌

株的 rDNA-ITS 序列进行扩增，获得 629 bp 包含
5. 8 S rＲNA 的 ITS 序列，序列已提交 GenBank 登
录号为 KM461700。对所测菌株 ITS 序列图谱校
正，将所得出的 ITS 区序列与 NCBI 中已有的序
列进行比较，该 ITS 序列与豇豆单胞锈菌相似度
为 93% 。可初步认定该菌株隶属于豇豆单胞
锈菌。

在 GenBank 数据库中选取 17 个 Uromyces 属
下不同种的 ITS 序列(表 1)。在基于 rDNA-ITS 序
列的系统发育树中，ZXL01 与豇豆单胞锈菌的两

个参比菌株(AF115718、AF115731)在自举值 99%
相聚 一 群 (图 3 )。采用最大简约法 ( Maximum
parsimony，MP)构建了系统发育树，其结果与 NJ 法
构建的系统发育树结果完全一致。
2. 3 特异 PCＲ 检测

利用疣顶单胞锈菌的特异性引物 UA-ITSF /Ｒ
和豇豆单胞锈菌的特异性引物 UV-ITSF /Ｒ 扩增
ZXL01 基因组的 DNA。通过 1% 的琼脂糖电泳检
测，发现 UA-ITSF /Ｒ 没有扩增产物，而 UV-ITSF /Ｒ
扩增出豇豆单胞锈菌特异的 500bp 左右特异性条带
(图 4)，与 Chung 等［12］报道的结果完全一致。表明
ZXL01 菌株为豇豆单胞锈菌。
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图 2． ZXL01 菌株夏孢子和冬孢子形态的扫描电子显微镜观察
Figure 2． Morphological investigation of the urediospore and teliospore of the isolate ZXL01 on scanning electron microscope． A．

Urediospore; B． Teliospore; C． Urediospores and teliospores．

表 2． 基于夏孢子和冬孢子形态特征的锈菌 3 个形态学类群［11］

Table 2． Morphological groups based on characteristics of urediospores and teliospores［11］

Morphological groups
Urediospores Teliospores

No． of germ pores and position Individual mean of wall thickness

Ⅰ 2 ( rarely 3)，equator and far from spores’equator area 1. 4 μm － 2. 3 μm ( rarely more than 2. 3 μm)

Ⅱ 2，equator ( rarely far from spores’equator area) 2. 4 μm － 3. 3 μm

Ⅲ 2 ( rarely 3)，far from spores’equator area ( rarely equator) 2. 6 μm － 3. 4 μm

3 结论和讨论

本研究采用形态学结合 ITS 序列分析的方法，
对分离自大庆市林甸县花园乡红小豆锈病的病原菌

菌株 ZXL01 进行了鉴定。形态学和分子鉴定的结
果表明，ZXL01 菌株与豇豆单胞锈菌亲缘关系最近，
因此可以确定 ZXL01 分离株为豇豆单胞锈菌
(Uromyces vignae)。
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图 3． ZXL01 菌株及相关菌株的系统发育树
Figure 3． Phylogenetic tree of isolate ZXL01and their relatives in Uromyces． Numbers in parentheses represent the sequences’accession

number in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，2% sequence divergence．

图 4． ITS 特异性引物扩增 ZXL01 基因组 PCＲ 产物的电

泳检测
Figure 4． The polymerase chain reaction ( PCＲ) of species-specific

primers UV-ITSF /Ｒ and UA-ITSF /Ｒ for identification of ZXL01． M，

DL2000 DNA marker; Lane 1，Species-specific primers UA-ITSF /Ｒ;

Lane 2，Species-specific primers UV-ITSF /Ｒ

通常冬孢子和夏孢子的形态学特征是区分不同
锈菌 的 重 要 手 段［14］，然 而，由 于 某 些 种 类 的
Uromyces 在自然条件下很难见到冬孢子，致使有些

锈菌不能以冬孢子形态为标准进行鉴定［14，19］。
ZXL01 菌株可在红小豆上产生冬孢子，因此可以参
照冬孢子形态对 ZXL01 菌株进行形态学鉴定。本
研究结果发现，ZXL01 菌株的夏孢子具有 2 个芽孔，
多数芽孔位于夏孢子的两极位置，少数位于夏孢子
的赤道位置;冬孢子壁厚度为 2. 9 μm － 3. 3 μm。这
些特征与 Chung 等［11］报道的形态学第三类群(隶属
于豇豆单胞锈菌)较为相似，因此该菌株在形态学
上属于豇豆单胞锈菌。

对于形态学上很难区分的真菌种类，多种核糖
体 DNA 区域以及线粒体 DNA 都可以成功应用于真
菌种类的鉴别，因为这些区域的 DNA 特征是具有高
度的变异性，已经有众多团队以该方法对锈菌的系
统进化关系进行了研究［10，20］。因此为了进一步明
确病原菌的分类地位，除采用形态学和生理特征的
鉴别方法外，分子进化分析是真菌种类鉴定及其亲
缘关系研究必须采用的重要手段［21］。Chung 等［11］

采用形态学结合 LSU rDNA D1 /D2 以及 ITS 序列的
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方法，对来自 Phaseolus、Vigna、Apios 等寄主的 225
个锈菌进行了鉴定，结果表明基于 LSU rDNA 序列
的 D1 /D2 区域的分类结果与形态学分类结果相距
甚远，而 ITS 序列分析则和形态学特征能够较好的
契合，因此将 225 个锈菌依据 ITS 特征及形态学分
为 3 个大的类群，其中 ITS 类群Ⅲ(形态学类群Ⅲ)
隶属于 U． vignae，ITS 类群Ⅱ(形态学类群Ⅰ)隶属
于 U． appendiculatus var． azukicola 和 U．
appendiculatus var． dispersus，ITS 类群Ⅰ (形态学类
群Ⅱ)隶属于 U． appendiculatus。根据 Chung 等［11］

的研究结果，本研究采用形态学结合 ITS 序列的方
法分析 ZXL01 菌株的分类地位，该分离株 ITS 序列
与 Chung 等［11］报道的 ITS 类群Ⅲ的 2 个分离株
(TSH-Ｒ17965，AB115718; HH92019，AB115718 ) 处
于同一分支，自举支持率为 99%。表明 ZXL01 菌株
归属于豇豆单胞锈菌。同时，利用 Chung 等［12］设计
的 U． vignae 特异性引物的扩增结果表明，ZXL01 菌
株也属于豇豆单胞锈菌，ZXL01 菌株在 GenBank 上
获得的编号是 KM461700。
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学现代实验中心蔡清海教授、张大维教授的帮助和
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Identification of a fungal isolate causing adzuki bean rust
in Heilongjiang

Sujiao Zheng，Xiwang Ke，Lihua Yin，Dongmei Cui，Haitao Zhang，Lianmei Tai，
Yuhu Zuo*

Heilongjiang Bayi Agricultural University，National Coarse Cereals Engineering Ｒesearch Center，Daqing 163319，
Heilongjiang Province，China

Abstract:［Objective］The aim of the study is to identify the pathogen causing adzuki bean (Phaseolus angularis) rust in
Daqing，Heilongjiang province． ［Methods］Adzuki bean rust leaves were collected from Daqing，Heilongjiang province，
China． A pure culture of rust isolate ZXL01 was obtained by single pustule isolation． Its taxonomic status was determined
by observing the number of germ pores of urediniospores，germ pore location and the wall thickness of teliopores，and
sequencing ribosomal DNA internal transcribed spacer ( rDNA-ITS) ． ［Ｒesults］Morphological studies showed that most of
the urediospores of ZXL01 had two germ pores that were far from spores’equator area． The wall thickness of teliopores
ranged from 2. 9 to 3. 3 μm． The rDNA-ITS sequence of ZXL01 was clustered in one clade with 2 reference isolates of
Uromyces vignae (GenBank accession numbers AB115718 and AB115731) at 99% bootstrap levels in the phylogenetic
tree． A 500 bp amplified product was obtained by the specific primers UV-ITSF /Ｒ，which was specific for U． Vignae．
［Conclusion］ The morphological features and ITS analysis indicated that the rust fungus ZXL01 occurred on leaves of
adzuki bean in Daqing was U． Vignae，and the accession number of GenBank was KM461700．
Keywords: adzuki bean，rust，pathogen identification，Uromyces vignae
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