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研究报告

甘肃省甜瓜黄萎病的病原鉴定 
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摘  要：【背景】2013 年 11 月在甘肃省兰州市皋兰县的日光温室秋冬茬甜瓜种植棚发现黄萎症状

的甜瓜植株，病株率约为 1%。【目的】明确甜瓜黄萎病的病原。【方法】采用组织分离法进行病原

菌分离；通过科赫氏法则(Koch’s 法则)明确分出病菌的致病性；采用形态学和分子生物学方法对病

原菌进行种类鉴定。【结果】分离得到轮枝菌属真菌 8 株，轮枝菌属真菌的病株分出率达 100%；     

2 个代表性菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 (显微特征相似但菌落形态和生长速率不同)，在温度 18−24 °C

及昼/夜光周期为 11.5 h/12.5 h 的试验条件下，人工接种可引起甜瓜苗矮化、枯萎；接种后 40 d，枯

死株率分别为 70%和 40%；BLASTn 分析结果显示，菌株 GLTG-2 的 rDNA-ITS 序列与 Verticillium 

dahliae菌株MRHf7的序列相似性达 99.78%，菌株GLTG-5的 rDNA-ITS序列与V. dahliae菌株MRHf7

和 Vd414 的序列相似性达 100.00%。【结论】引起甜瓜黄萎病的病原菌被鉴定为大丽轮枝菌        

(V. dahliae)，这是大丽轮枝菌引起甜瓜黄萎病在我国和亚洲地区的首次报道。 
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Verticillium wilt of melon caused by Verticillium dahliae in Gansu 
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Abstract: [Background] In November 2013, verticillium wilt of melon was observed in greenhouse in 
Gaolan county, Lanzhou city, Gansu province and its incidence was about 1%. [Objective] The present 
study was to identify the pathogen of the melon disease. [Methods] Pathogen was isolated by diseased 
tissue isolation method. Koch’s procedures were used to verify the disease pathogen; morphological and 
molecular biological methods were used to identify the pathogen. [Results] Eight fungal isolates of 
Verticillium were isolated from diseased plant samples; the isolation rate was 100% in diseased plants. 
Under test conditions (temperature: 18−24 °C; photoperoid: day/night=11.5 h/12.5 h), artificial 
inoculation with two representative isolates GLGT-2 and GLGT-5 with similar in microscopic features, 
but different in colony morphology and growth rate, caused dwarfing and wilting on melon seedlings; the 
incidences of wilting plant were 70% and 40% respectively after 40 days inoculation; BLASTn analysis 
showed that the rDNA-ITS sequences of GLGT-2 had a 99.78% similarity with V. dahliae isolate 
MRHf7, and GLGT-5 had a 100.00% similarity with V. dahliae isolate MRHf7 and Vd414. [Conclusion] 
The isolates causing verticillium wilt on melon were both identified as V. dahliae by morphological and 
molecular biological identification. This is the first report of verticillium wilt of melon caused by      
V. dahliae in China and Asia. 

Keywords: Cucumis melo, Verticillium wilt, Verticillium dahliae, Temperature, Photoperoid 

大丽轮枝菌(Verticillium dahliae)是一种寄主范

围广泛的植物病原真菌，可以侵染数百种有经济

价值的植物，包括观赏花卉(松果菊，大丽菊)、蔬

菜(马铃薯，莴苣)、纤维作物(棉花)、精油和调料

作物(薄荷，月桂)、浆果(树莓，草莓)、果树(阿月

浑子树，橄榄树)和观赏树木(枫树，黄栌)等[1-2]。

大丽轮枝菌(V. dahliae)和黑白轮枝菌(V. alboatrum)

的 危 害 每 年 可 导 致 全 球 数 十 亿 美 元 的 农 作 物  

损失[3-4]。 

虽然大丽轮枝菌引起的植物黄萎病在全球分

布广泛，但甜瓜黄萎病仅在地中海地区、欧洲和

北美洲有发生的报道[4-6]。 

2013 年 11 月在甘肃省兰州市皋兰县的日光

温室秋冬茬(8 月下旬定植)甜瓜种植棚，发现黄

萎症状的甜瓜植株，病株率约为 1%。病株叶片

黄化、叶缘 V 字形坏死、叶片萎垂，茎部维管

束呈淡黄褐色，根部无明显根腐症状。本研究

旨在明确该病害的病原，为病害科学防治提供

依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

Universal Genomic DNA Extraction Kit、PCR

扩增引物、Taq DNA 聚合酶、琼脂糖凝胶回收试

剂 盒 ， 宝 生 物 工 程 (大 连 )有 限 公 司 。 HITACHI 
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CT15RE 高速离心机，日立公司；梯度 PCR 扩增

仪，ABI 公司。 

1.2  病害标样采集 

2013 年 11 月 7 日，从甘肃省兰州市皋兰县的

日光温室采集表现典型黄萎症状的甜瓜病株 4 株，

带回实验室，用于病原菌分离。 

1.3  病原菌分离 

以病株为单位进行病原菌的分离。采用组

织分离法，每病株切取茎部变色组织 2 段(长度

约 5 mm)，经 75%乙醇表面消毒 5 s，灭菌水冲

洗 4 次，置 PDA 平板上 20 °C 黑暗培养，及时

挑取菌落尖端菌丝进行纯化。纯化后的菌株经

单孢分离，将单孢菌株接种于 PDA 斜面，10 °C

保存。 

1.4  致病性测定 

分别于 2018 年 9 月 22 日、11 月 02 日和 2019 年

4 月 21 日，采用胚根接种法进行致病性测定[7]。 

甜瓜(品种：86-1)种子经 55 °C 温汤浸种后，置

30 °C 温箱催芽，挑选胚根长 10 mm 左右的发芽种

子播种于盛有灭菌营养土的小花盆中(花盆直径

11.5 cm，高 7 cm)；将菌株 GLTG-2、GLTG-5 接

种于 PDA 平板中央，20 °C 培养 15 d，取直径   

5 mm 的菌丝块贴接于发芽种子的胚根上，每胚根

接 1 枚菌丝块，接菌后覆土(覆土厚度约 2 cm)，以

接种直径 5 mm 的无菌 PDA 培养基块为对照。每

处理 4−5 盆，每盆 2−5 粒种子，常规管理。随时

观察各处理发病情况，40−45 d 后挖出所有试验处

理植株，洗根调查根部症状；每处理取 10 株，切

取根部变色组织(长度约 5 mm)，进行病原菌的重

分离(方法同 1.3)。 

1.5  病原菌适宜生长温度测定及形态特征观察 

设置 15、20、25 和 30 °C 4 个温度。试验菌

株在 PDA 平板上 20 °C 黑暗培养 14 d 后，自菌落

边缘取直径 5 mm 菌饼，接种于 PDA 平板中央，

置不同温度下恒温黑暗培养，重复 3 皿。培养 7 d

和 14 d 时用十字交叉法测量菌落直径。观察不同

温度条件下菌落形态。 

试验菌株在 PDA 平板上 20 °C 培养 7−14 d，

观察、测量分生孢子梗、瓶梗、分生孢子和微菌

核的形态和大小，每个目标的测量≥30 个数值。

依 据 病 菌 培 养 特 征 和 显 微 形 态 特 征 进 行 种 类   

鉴定。 

1.6  病原菌分子生物学鉴定 

1.6.1  DNA 提取及测序 

取在 PDB 中 20 °C 培养 7 d 的菌株 GLTG-2

和 GLTG-5 的菌丝，利用 Universal Genomic DNA 

Extraction Kit 按使用说明提取总 DNA。选用真菌

通用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)

和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)扩增

其 ITS 基因[8]。PCR 反应体系(25 μL)：10×PCR 

Reaction Buffer 2.5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 1 μL，

引物 ITS1/ITS4 (10 μmol/L)各 0.5 μL，Taq DNA 

Polymerase (5 U/μL) 0.3 μL，DNA 模板 2 μL，ddH2O 

18.2 μL。PCR 反应条件：94 °C 3 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 45 min，35 个循环；72 °C 10 min，

4 °C 保存。用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，

紫外灯下切取凝胶中的目的条带，利用琼脂糖凝胶

回收试剂盒按使用说明回收纯化，测序工作委托金

唯智生物科技有限公司完成。测序结果在 NCBI

数据库进行 BLASTn 分析，并提交 GenBank 获得

登录号。 

1.6.2  构建系统发育树 

基于试验菌株的 rDNA-ITS 区序列构建系统

发育树，从 GenBank 核酸序列数据库中下载相

关菌株的 rDNA-ITS 序列(表 1)，以 Gibellulopsis 

nigrescens 为外群，用 ClustalX 1.83 软件对目的

序 列 进 行 比 对 (alignment) ， 比 对 后 的 序 列 用

MEGA 6.0 软件的 NJ 法构建系统发育树[9]，进行

1 000 次 Bootstrap 检验计算系统树中节点的置  

信度。 
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表 1  从 GenBank 下载的 Verticillium dahliae 及相关种类的 rDNA-ITS 序列 
Table 1  The rDNA-ITS sequences of Verticillium dahliae and related species downloaded from GenBank 
序列号 

Accession No. 

种名 

Species 

菌株编号 

Strain No. 

寄主 

Host 

地理来源 

Locality 

MF149108.1 Verticillium dahliae At-13  Acer truncatum China 

MG585719.1 Verticillium dahliae Vd16_9 Ailanthus altissima Hungary 

MH392569.1 Verticillium dahliae Vd414 Gossypium sp. China: Tai’an 

MH607413.1 Verticillium dahliae Vd_BZ2 Ailanthus altissima  Italy 

MH856561.1 Verticillium dahliae CBS 392.49 − − 

MH862677.1 Verticillium dahliae CBS 810.97 − − 

MK028533.1 Verticillium dahliae T_OVD-2 Olea europaea  Pakistan 

MK093977.1 Verticillium dahliae MRHf7 Solanum tuberosum Tunisia 

GQ258661.1 Verticillium tricorpus Vt536 Acanthus mollis subsp. mollis Italy 

GQ336792.1 Verticillium tricorpus Ls443 Lactuca sp. USA 

KX756153.1 Verticillium tricorpus Raph-4 Raphanus sativus China 

AF108473.1 Gibellulopsis nigrescens UAMH 6687 − − 

注：−：不详. 

Note: −: Unknown. 
 

2  结果与分析 

2.1  田间症状描述 

病株叶片黄化、叶缘 V 字形坏死、叶片萎

垂，茎部维管束呈淡黄褐色，根部无明显根腐症

状(图 1)。 

2.2  病原菌分离结果 

共分离得到 8 株产生轮枝状分生孢子梗、无色

单细胞分生孢子及黑色微菌核的轮枝菌属菌株。

轮枝菌属真菌的病株分出率达 100%。 

选择显微形态特征相似，但菌落形态和生长

速率不同的 GLTG-2 (该类型菌株占总分出菌株的

25%)和 GLTG-5 (该类型菌株占总分出菌株的 75%)

为代表性菌株进行后续的研究工作。 

2.3  致病性 

在不同的温度和光周期条件下，接种试验呈

现出不同的结果：2018 年 9 月 22 日的试验(低温+

短昼长夜)，接种后 20 d (出苗后 12 d)，接种处理

开始出现萎蔫病株，接种后 40 d，接种 GLTG-2

和 GLTG-5 的甜瓜苗的萎蔫(枯死)率分别达 70%和

40%，病株矮化明显，对照未发病；2018 年的  

11 月 2 日的试验(高温+短昼长夜)，接种后 45 d，

接种处理未出现萎蔫及矮化病株，对照也未发

病；2019 年的 4 月 21 日的试验(低温+长昼短夜)，

接种后 40 d，接种处理未出现萎蔫及矮化病株，对

照也未发病。洗根检查发现，接种处理的甜瓜根呈

现不同程度的黄褐色。接种处理植株根部原接种菌

的分出率达 80%−100% (表 2、图 2)。 
 

 
 

图 1  甜瓜黄萎病田间症状 
Figure 1  Symptoms of verticillium wilt of melon in field 
注：A，B：发病萎蔫植株；C，D：病茎横断面；E：病茎纵

切面. 

Note: A, B: Diseased and wilted plants; C, D: Horizontal sections 
of diseased stems; E: Vertical section of a diseased stem. 
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表 2  菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 对甜瓜的致病性 
Table 2  Pathogencity of GLTG-2 and GLTG-5 on melon 
菌株编号 

Strain No. 

接种日期 

Inoculation date 

调查日期 

Survey date 

光周期(昼/夜) 

Photoperoid 
(day/night) 

温度 

Temperature 
(°C) 

接种株数 

Inoculated plant 
number 

枯萎株率 

Wilted plant 
rate (%) 

根部显症率 

Symptomatic root 
rate (%) 

GLTG-2 2018-09-22 2018-11-01 11.5 h/12.5 h 18−24 10 70.0 100.0 

GLTG-5 2018-09-22 2018-11-01 11.5 h/12.5 h 18−24 10 40.0 100.0 

CK 2018-09-22 2018-11-01 11.5 h/12.5 h 18−24 10 0.0 0.0 

GLTG-2 2018-11-02 2018-12-17 11 h/13 h 22−28 20 0.0 100.0 

GLTG-5 2018-11-02 2018-12-17 11 h/13 h 22−28 20 0.0 100.0 

CK 2018-11-02 2018-12-17 11 h/13 h 22−28 20 0.0 0.0 

GLTG-2 2019-04-21 2019-05-31 13 h/11 h 18−24 20 0.0 100.0 

GLTG-5 2019-04-21 2019-05-31 13 h/11 h 18−24 20 0.0 100.0 

CK 2019-04-21 2019-05-31 13 h/11 h 18−24 20 0.0 0.0 

 
 

 
 
图 2  人工接种后 40 d 甜瓜发病症状 
Figure 2  Symptoms of melon for 40 d after artificial inoculation 
注：A：接种 GLTG-2；B、D：接种 GLTG-5；C、E：对照. 试验条件：温度：18−24 °C；光周期：昼/夜=11.5 h/12.5 h. 

Note: A: Inoculated GLTG-2; B, D: Inoculated GLTG-5; C, E: Control. Test conditions: temperature: 18−24 °C; Photoperoid: day/night= 
11.5 h/12.5 h. 

 

2.4  病原菌适宜生长温度及形态特征 

菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 在 PDA 平板上培养  

7 d，25 °C 下平均菌落直径最大；培养 14 d，20 °C

下的平均菌落直径最大(图 3)。菌落初白色，随着

微菌核的形成，渐呈不同程度的黑色，气生菌丝

白色稀疏，菌落边缘整齐(20 °C 培养)；25 °C 培养

14 d，菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 的菌落均出现不同

程度的变异(图 4)。 

分生孢子单细胞，无色，卵圆形、长椭圆形

或杆状，分生孢子形状和大小的变幅较大；分生

孢子梗无色，直立或匍匐生长，单生、对生或 1 至

多层轮生，每层轮枝上可生 3−6 个小梗，少数生侧

枝；小梗为细长的瓶梗；微菌核黑色，葚孢型，

多个微菌核可相互连接，难分彼此(图 5，表 3)。 
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图 3  温度对菌株 GLTG-2和 GLTG-5菌丝生长的影响 
Figure 3  Effect of temperature on mycelial growth of 
isolate GLTG-2 and GLTG-5 
注：PDA 培养基，黑暗培养. 

Note: Culture on PDA in the dark. 
 

通过与大丽轮枝菌及相近种进行形态特征比

对[10-11]，将菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 均鉴定为大丽

轮枝菌 V. dahliae Kleb.。 

2.5  病原菌的分子生物学鉴定 

BLASTn 分析结果显示，GLTG-2 (GenBank 

登录号 MK252095)的 rDNA-ITS 序列与 V. dahliae

菌株 MRHf7 (GenBank 登录号 MK093977.1)的序列

相 似 性 达 99.78% ， GLTG-5 (GenBank 登 录 号

MK252096)的 rDNA-ITS 序列与 V. dahliae 菌株

MRHf7 和 Vd414 (GenBank 登录号 MH392569.1)

的序列相似性达 100.00%。相似性比对结果与形

态学鉴定结果一致。 

从系统发育树位置来看，两个供试菌株明

显地分聚于不同的大丽轮枝菌群组中，GLTG-2

与菌株 CBS 392.49 (地理 来源和寄主 不详 )、

MRHf7 ( 地 理 来 源 ： 突 尼 斯 ； 寄 主 ： 马 铃 薯

Solanum tuberosum)和 Vd414 (地理来源：中国泰

安 ； 寄 主 ： 棉 属 Gossypium sp.) 聚 为 一 组 ，

GLTG-5 与菌株 T_OVD-2 (地理来源：巴基斯

坦；寄主：油橄榄 Olea europaea)和 At-13 (地理

来源：中国；寄主：五角枫 Acer truncatum)聚为

一组(图 6)。 
 

 
 

图 4  菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 在 PDA 培养基上培养 14 d 的菌落形态 
Figure 4  Colony morphology of isolate GLTG-2 and GLTG-5 cultured 14 d on PDA medium 
注：A：20 °C 培养，菌落背面，上排为 GLTG-2，下排为 GLTG-5；B：GLTG-2 菌落正面，20 °C 培养；C：25 °C 培养，菌落背面，

上排为 GLTG-2，下排为 GLTG-5；D：GLTG-5 菌落正面，20 °C 培养. 培养皿内径 72 mm. 

Note: A: Back of the colony, upper row for GLTG-2, lower row for GLTG-5, at 20 °C; B: Colony front of GLTG-2, at 20 °C; C: Back of the 
colony, upper row for GLTG-2, lower row for GLTG-5, at 25 °C; D: Colony front of GLTG-5, at 20 °C. Petri dish inner diameter 72 mm. 
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图 5  菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 的显微形态特征 
Figure 5  Microscopic features of V. dahliae isolate GLTG-2 and GLTG-5  
注：A、B、E、F：微菌核；C、G：分生孢子梗；D、H：分生孢子. A−D：菌株 GLTG-2；E−H：菌株 GLTG-5. PDA 培养基上 20 °C

培养 14 d. 

Note: A, B, E, F: Microsclerotium; C, G: Conidiophores; D, H: Conidium. A−D: Isolate GLTG-2; E−H: Isolate GLTG-5. Cultured on PDA 
medium 14 d at 20 °C. 
 

表 3  菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 显微形态特征比较 
Table 3  Compare of microscopic features of V. dahliae isolates GLTG-2 and GLTG-5 

Microscopic features GLTG-2 GLTG-5 

分生孢子梗(长度) 

Conidiophore (Length) (μm) 

15.31−571.20 40.8−652.8 

瓶梗(长宽) 

Phialide (LengthWidth) (μm) 

(12.24−41.84)(1.02−2.04), 
av. (29.07±8.43)(1.56±0.26) 

(8.45−61.97)(0.70−2.11), 
av. (25.40±10.33)(1.31±0.31) 

分生孢子(长宽) 

Conidium (LengthWidth) (μm) 

(3.06−6.12)(1.02−2.55), 
av. (4.05±0.73)(1.65±0.41) 

(2.82−6.34)(0.70−2.11), 
av. (4.16±0.91)(1.29±0.30) 

微菌核(长宽) 

Microsclerotium (LengthWidth) (μm) 

(30.61−115.31)(17.35−41.84), 
av. (57.73±19.49)(25.46±4.93) 

(33.62−147.96)(15.31−36.73), 
av. (68.14±26.05)(28.04±4.77) 

 

 
 

图 6  试验菌株(GLTG-2 和 GLTG-5)基于 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树    
Figure 6  Phylogenetic tree based on rDNA-ITS sequences of tested isolates (GLTG-2 and GLTG-5) of Verticillium 
注：分支上的数据表示 Bootstrap 检验的支持百分率，自展支持值(bootstrap)>50%的显示在各个进化分支节点上；括号内为 GenBank

序列号；图中标尺代表位点的碱基替代率. 

Note: The confidence values over 50% from 1 000 replicate bootstrap samplings are shown at each node. GenBank accession numbers are shown 
in the parentheses. Scale bar indicates the base substitution rate. 
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3  讨论与结论 

经病原菌分离、科赫氏法则鉴定、病原菌形态

学和分子生物学分析，明确了兰州市皋兰县日光

温室秋冬茬甜瓜黄萎病的病原为大丽轮枝菌(V. 

dahliae)。这是 V. dahliae 侵染甜瓜引起黄萎病在我

国及亚洲地区的首次报道。 

V. dahliae 是一个种内遗传多样性丰富的种

类，不同分离物在寄主范围、形态特征、致病性和

致病类型等方面都存在明显差异[12-16]。病菌的培养

特征受培养条件和培养时间的影响而变化[17]，在添

加 NaCl 的 PDA 平板上 25 °C 培养 7 d，NaCl 浓度

8−10 g/L 时 V. dahliae 微菌核的产生量较 NaCl 浓度

0−6 g/L 时明显增加[18]。 

V. dahliae 的致病性和寄主植物的抗病性还受

到环境温度和光周期的影响，短日光照周期可增加

马铃薯感病和耐病品种的病害严重度[19]；光周期

对番茄黄萎病也影响显著，病害症状在光周期为 

4 h 时发展更迅速、更明显，与光周期为 8、12 或

16 h 相比，感病品种的发病率也更高[20]；向日葵

黄萎病的症状在长日(16 h 光照、8 h 黑暗)下比在

短日(10 h 光照、14 h 黑暗)下出现得更快、更严

重 [21]；橄榄树黄萎病落叶型和非落叶型病菌的发

育最佳土壤温度分别为 20−24 °C 和 16−20 °C，土

壤温度高于 28 °C，黄萎病的扩展速度明显降  

低[22]；我国华中地区的落叶型病菌能较好地适应高

温，在 25−30 °C 下对棉花有较强的侵染力[23]。 

在突尼斯，黄萎病已成为沿海地区温室甜瓜

生产的一大威胁，但甜瓜黄萎病仅发生在温室晚

秋栽培(8 月种植，次年 1 月至 6 月成熟收获)中；

夏季栽培(6 月至 8 月成熟)的甜瓜，即使是种植在

已知被 V. dahliae 感染的土壤中，也未见到发生黄

萎病[24]。 

皋兰县甜瓜黄萎病的发生特点与突尼斯[24]相

似，也只在秋冬茬栽培的日光温室甜瓜中发现。在

本研究中，人工接种试验结果显示出温度和光周期

对甜瓜黄萎病的显著影响，虽然在 3 组条件下，甜

瓜的根都可被试验菌株 GLTG-2 和 GLTG-5 侵染，

但 只 在 低 温 (18−24 °C) 和 短 昼 长 夜 ( 昼 / 夜 =     

11.5 h/12.5 h)条件下，甜瓜植株的地上部才表现出

黄萎症状，这可能也是该病害发生区域受限的原因

所在。目前该病害在甘肃省内的发生和危害情况尚

待开展更广泛的调查；进一步开展甜瓜黄萎病发生

所需温度和光周期的阈值范围、病菌寄主范围等方

面的研究将有助于了解甜瓜黄萎病的发生规律，为

病害科学防控奠定基础。 
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