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研究报告

乌头根腐病病原菌的分离与鉴定 

陈茂婷  胡琪琪  书剑琴  李文敏  王光志* 
成都中医药大学 中药材标准化教育部重点实验室 中药资源系统研究与开发利用省部共建国家重点    

实验室培育基地  四川 成都  611137 

摘  要：【背景】四川江油地区栽培乌头极易发生根腐病，植株染病后枯萎死亡，最终影响药材产量。

因发病因素和致病菌多样，乌头根腐病的防治向来困难。【目的】鉴定四川江油地区栽培乌头根腐病

病原菌，为病害诊断和防治提供理论基础。【方法】采用组织分离法进行病原菌分离；按照 Koch’s 法

则对分离的病菌进行致病性验证；通过形态学观察和真菌 rDNA-ITS 序列分析，鉴定病原菌种类。【结

果】从具有根腐病症状的乌头根部分离得到 47 株真菌，其中菌株 GF3-3、GF3-6 和 GF6-1 是乌头根

腐病的致病菌；通过形态特征结合 rDNA-ITS 序列分析将菌株 GF3-3、GF3-6 和 GF6-1 分别鉴定为

Fusarium solani、F. oxysporum 和 F. proliferatum。【结论】茄腐镰刀菌(F. solani)、尖孢镰刀菌        

(F. oxysporum)和层出镰刀菌(F. proliferatum)是乌头根腐病的主要病原菌，其中层出镰刀菌引起乌头

患根腐病为首次报道。 
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Isolation and identification of pathogens causing root rot on 
Aconitum carmichaelii Debx. 
CHEN Mao-Ting  HU Qi-Qi  SHU Jian-Qin  LI Wen-Min  WANG Guang-Zhi* 

Key Laboratory of Standardization of Chinese Herbal Medicine, Ministry of Education; State Key Laboratory 
Breeding Base of Systematic Research, Development and Utilization of Chinese Medicine Resources, Chengdu 
University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu, Sichuan 611137, China 

Abstract: [Background] Root rot is highly susceptible to the cultivated Aconitum carmichaelii Debx. in 
Jiangyou area of Sichuan, China. The plants wither and die after being infected by root rot, which 
ultimately affects the yield of medicinal materials. The prevention and treatment of the root rot are difficult 
due to complex pathogenic factors and the diversity of pathogenic fungi. [Objective] To identify the 
pathogens of root rot on A. carmichaelii Debx. cultivated in Jiangyou area, and to provide theoretical basis 
for diagnosis and prevention of the disease. [Methods] Pathogen isolation was carried out by means of 
diseased tissue isolation method. Koch’s rule was used to prove the pathogenicity of fungal strain isolated 
from A. carmichaelii. The pathogens were identified based on their morphological characteristics and 
rDNA-ITS sequence. [Results] Forty-seven fungi isolates were isolated from the root rot of A. 
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carmichaelii. Strains GF3-3, GF3-6 and GF6-1 were the causal pathogen fungi of the root rot of A. 
carmichaelii. The pathogen strains GF3-3, GF3-6 and GF6-1 were identified as Fusarium solani, F. 
oxysporum and F. proliferatum via morphological characteristics and rDNA-ITS sequence. [Conclusion] 
Fusarium solani, F. oxysporum and F. proliferatum were the principal pathogenic fungi causing root rot 
disease of A. carmichaelii. This is the first report of root rot of A. carmichaelii caused by F. proliferatum. 

Keywords: Aconitum carmichaelii Debx., Root Rot Disease, Pathogens, Isolation, Identification 

乌头 Aconitum carmichaelii Debx.为毛茛科

(Ranunculaceae)乌头属多年生草本植物，其干燥子

根和母根分别为著名川产道地药材附子和川乌，已

有数千年的药用历史。乌头在我国四川、陕西、云

南、湖北、贵州等地均有分布，在四川和陕西栽培

面积较广。四川江油市为附子的道地产区，已有上

千年的栽培历史。随着中药材的需求量日渐增大，

乌头的种植面积也不断扩大，随之而来的是各种植

物病害严重影响了药材的产量与质量。相关调查表

明，对乌头药材影响较大的病害有根腐病、霜霉病

和白绢病，而且这几种病害往往相互交叉影响，严

重时可引起 50%以上的减产[1]。 

根腐病是一类具有容易传染、发病率高、防治

困难等特点的根部病害，在根和根茎类药用植物中

的发病率较高，如三七、白术、黄芪、川芎、麻黄

等[2-6]。植物根茎部感染病原菌后逐渐腐烂，植株

干枯死亡。据相关研究报道，引起根腐病的主要病

原菌为镰刀菌属真菌，其中尖孢镰刀菌和茄腐镰刀

菌是主要致病菌[7]。病原菌侵染植株的模式有单独

侵染和混合侵染，混合侵染是主要的模式[8]。本文

采用形态学和分子生物学的方法对引起乌头根腐

病的病原菌进行了准确鉴定，以期为乌头根腐病的

致病机理和生物防治提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样本采集 

患根腐病乌头植株于 2019 年 5 月采自四川省

江油市太平镇普照村优质无公害附子 GAP 生产基

地；健康乌头种苗采于凉山州布拖县附子种植基

地，移栽于成都中医药大学药用植物园备用。实验

材料经成都中医药大学中药资源教研室王光志教

授鉴定，为毛茛科植物乌头 Aconitum carmichaelii

的新鲜块根。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

E.Z.N.A Fungal DNA Mini Kit，Omega Bio-Tek

公司；2×Taq PCR MasterMix，BBI 公司；PCR 扩

增引物，生工生物工程(上海)股份有限公司。光学

显微镜，Leica 公司；Thermal Cycler PCR 仪，

Bio-Rad 公司；全自动样品快速研磨仪，上海净信

实业发展有限公司。 

1.1.3  培养基 

PDA (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂

粉 20.0，青霉素-链霉素混合物 0.1。 

1.2  方法 

1.2.1  病原菌的分离 

病原菌的分离采用文献 [9]报道的组织分离

法：患根腐病乌头块根在 75%乙醇中浸泡 45 s，3%

次氧酸钠溶液中浸泡 5 min 消毒，灭菌 RO 水润洗

5 次后，灭菌滤纸吸干表面水分，然后用无菌解剖

刀于病健交界处切取大小为 5 mm3 的染病组织块，

置于 PDA 培养基中，每皿放 5 块染病组织块，25 °C

下黑暗培养 5−7 d；待染病组织块周围长出菌丝时，

用接种环挑取菌落尖端菌丝进行纯化，纯化后的菌

株接种于 PDA 斜面保存。 

1.2.2  致病性测定 

接种物的制备：将分离得到的菌株在 PDA 平

板上 25 °C 下黑暗培养 3 d，加入适量的无菌水洗脱

孢子，用一层无菌滤纸过滤，制备成浓度约为

1.0×106 个孢子/mL 的孢子悬浮液。 

离体植株接种参照罗文富等[10]的方法：健康

乌头块根经表面消毒(方法同 1.2.1)后，用无菌解剖

刀将乌头切成 5 mm 厚的薄片，置于铺有两层无菌

滤纸的培养皿中，每皿放 3 片，培养皿中加入约
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10 mL 无菌水，保持滤纸湿润；采用无菌棉签涂抹

的方式蘸取各接种物孢子悬浮液，单独和混合接种

于乌头切片表面，以接种无菌水为对照，每个处理

5 次重复。置于 25 °C 恒温培养箱中，48 h 后每日

观察发病情况，第 6 天统计其发病率，并对发病部

位进行病原菌的重分离。 

1.2.3  病原菌的鉴定 

(1) 形态学鉴定 

将病原菌在 PDA 培养基上活化后，用灭菌打

孔器在菌落边缘打取菌饼接种至新的 PDA 培养基

中央，25 °C 黑暗培养，观察菌落的形态特征。单

孢菌落纯化后采用插片法培养，在显微摄影系统

(40×10 倍)下观察分生孢子的形状、大小、厚垣孢

子的有无及着生方式等，参照《真菌鉴定手册》[11]

及《镰刀菌属》[12]确定菌株的属和种。 

(2) 分子生物学鉴定 

将病原菌接种至 PDA 培养基上，待菌丝生

长旺盛后，采用 E.Z.N.A Fungal DNA Mini Kit

提取病原真菌基因组 DNA。利用真菌通用引物

ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 对 病 原 菌

rDNA-ITS 区 进 行 PCR 扩 增 。 PCR 反 应 体 系     

(25 μL)：2×Taq PCR MasterMix 12.5 μL，ITS1 和 ITS4 

引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O  

9.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，

54 °C 45 s，72 °C 60 s，30 个循环；72 °C 10 min。

待 PCR 反应完成后，用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 产物，于凝胶成像仪下观察目的条带。测序工

作委托生工生物工程(上海)股份有限公司完成。将

测序结果与 NCBI数据库中的已知序列进行 BLAST

比对，并提交 GenBank 获得登录号。运用 MEGA 7.0

中邻接(neighbor-joining)法构建系统发育树，进行  

1 000 次 Bootstrap 检验计算系统树中节点的置信度。 

2  结果与分析 

2.1  病害症状 

病原菌主要侵染乌头植株的根部。通过田间症状

观察发现，病原菌主要从根茎处侵入植物体内，侵染

初期植物输水导管组织受损，地上部分萎蔫，叶片下

垂，似被开水烫过。随着病情的加重，叶片由下自上

逐渐变褐，最终全株枯萎死亡。病原菌侵入地下块根

部分后，由木质部开始逐渐向韧皮部腐烂，并且散

发臭味。在潮湿的环境中，患病植株的茎基部表面

时有白色霉状物长出，为病原菌的孢子(图 1)。 

2.2  病原菌的分离与致病性测定 

通过对乌头患根腐病的植株进行组织分离及

单孢纯化，共得到 47 株真菌。经致病性测定，菌

株 GF3-3、GF3-6 和 GF6-1 表现出根腐病症状，并

再分离得到初接菌株，其分离率分别为 44.7%、

14.9%和 4.3%。3 种菌单独接种于乌头切片 7 d 时

发病率分别为 100%、73.3%和 80%，混合接种时

发病 率均为 100%。混合 接种的组合 分别为：

GF3-3+GF3-6(H1) 、 GF3-3+GF6-1(H2) 、 GF3-6+ 

GF6-1(H3)和 GF3-3+GF3-6+GF6-1(H4)。其他真菌

及对照组未表现出任何病症(图 2)。从发病乌头切

片上均能再分离到与初接菌株相同的分离物，确定

为乌头根腐病病原菌。 
 

 
 

图 1  乌头根腐病的症状 
Figure 1  Symptoms of root rot of A. carmichaelii Debx. 
注：A：病株地上部分；B：病株地下部分；C、D：患病乌头横切面.  

Note: A: Above ground part of diseased plant; B: Underground part of diseased plant; C, D: Transverse section of diseased aconite. 
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图 2  乌头切片接种单一病原菌 3 d 后的症状 
Figure 2  Symptoms of the slices inoculated with a single pathogen for 3 days 
注：A−C：分别为接种 GF3-3、GF3-6 和 GF6-1 后的发病症状；D：对照. 

Note: A−C: Symptoms of the slices inoculated with GF3-3, GF3-6 and GF6-1, respectively; D: Control. 
 

乌头切片在接种单一菌株孢子悬浮液 3 d 后大

部分长出菌丝，并且逐渐开始腐烂。接种混合菌株

孢子悬浮液 2 d 后均长出菌丝，并且分泌出棕色液

体，开始腐烂(图 3)。7 d 后患病乌头切片完全腐烂，

皮易分离，并伴有与田间患病植株相同难闻的气

味。这一现象初步说明乌头根腐病不是由单一致病

菌引起的，而是由多种病原菌复合侵染引起。 

2.3  乌头根腐病病原菌的形态鉴定 

2.3.1  GF3-3 菌落和菌体形态  

GF3-3 菌落呈圆形，边缘整齐呈放射状，菌丝

丛卷毛状，白色，菌落可见清晰的条带，中间底部

分泌棕色色素，培养 4 d 菌落直径为 5.8 cm。小型分

生孢子众多，肾型至卵圆形，大小为(9.6−17.3) μm× 

(3.3−4.7) μm，着生于单出的分生孢子梗上；分生

孢子梗细长、瓶状。大型分生孢子多为 3 分隔，大

小为(21.8−41.3) μm×(3.1−4.7) μm；厚垣孢子球形，

单生或双生(图 4)。 

2.3.2  GF3-6 菌落和菌体形态 

GF3-6 菌落圆形，边缘整齐呈放射状，菌丝毡状，

白色，培养 4 d 菌落直径为 5.8 cm；小型分生孢子多， 
 

 
 

图 3  乌头切片接种混合病原菌 2 d 后的症状 
Figure 3  Symptoms of the slices after inoculation with mixed pathogenic fungi for 2 days 
注：A−D：接种 H1、H2、H3 和 H4 后的发病症状. 

Note: A−D: Symptoms of the slices inoculated with H1, H2, H3 and H4. 
 

 
 

图 4  菌株 GF3-3 的菌落和菌体形态征 
Figure 4  Colony and morphology of Fusarium solani strain GF3-3 
注：A：菌落形态；B：分生孢子梗及分生孢子；C：大型分生孢子；D：厚垣孢子. 标尺：B–D：30 μm. 

Note: A: Colony morphology; B: The conidiophore and conidium; C: Macroconidium; D: Chlamydospore. Scale bar: B–D: 30 μm. 
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卵形至椭圆形，大小为(8.3−17.7) μm×(2.7−3.8) μm，

着生于侧生瓶状小梗上。大型分生孢子纺锤形至镰

形，大小为(35.3−54.6) μm×(2.9−5.8) μm，3−5 个分

隔，多为 3 个分隔；厚垣孢子多，球形，顶生或间

生，壁表光滑或粗糙(图 5)。 

2.3.3  GF6-1 菌落和菌体形态 

GF6-1 菌落圆形，菌丝棉絮状，随着培养时间

延长，菌丝体产生淡紫色至灰紫色色素，培养 4 d

菌落直径为 5.1 cm；小型分生孢子长卵形或肾型，

大小为(8.4−14.7) μm×(2.2−3.4) μm；大型分生孢子

(32.2−47.4) μm×(2.1−3.3) μm，1−3 个分隔；无厚垣

孢子(图 6)。 

2.4  乌头根腐病病原菌的分子生物学鉴定 

采用真菌通用引物 ITS1 和 ITS4 对病原菌

rDNA-ITS 区域进行 PCR 扩增，1.0%凝胶电泳后，

在 750−500 bp 之间得到一条清晰的条带。经测序，

GF3-3、GF3-6 和 GF6-1 的片段长度分别为 568、562

和 562 bp，GenBank 中的登录号分别为 MN504655、

MN504656 和 MN504654。将病原菌与 GenBank 中已

知菌株对比，GF3-3 与 Fusarium solani (NR_163531.1)

相似度为99.3%，GF3-6与F. oxysporum (MH911375.1)

相 似 度 为 99.5% ， GF6-1 与 F. proliferatum 

(MK332493.1)相似度为 99.8%。用 MEGA 7.0 构建

系统发育树(图 7)，GF3-3 与 F. solani (NR_163531.1)

在自举值100%水平聚为一支；GF3-6 与 F. oxysporum 

(MH911375.1)在自举值 98%水平聚为一支，GF6-1

与 F. proliferatum (MK332493.1)在自举值 93%水平

聚为一支，又与 GF3-6 等共聚为一簇，示亲缘关系

非常接近。结合菌株的形态学特征及相关资料[11-14]，

将 GF3-3 鉴定为茄腐镰刀菌 F. solani，将 GF3-6

鉴定为尖孢镰刀菌 F. oxysporum，将 GF6-1 鉴定为

层出镰刀菌 F. proliferatum。 

 

 
 

图 5  菌株 GF3-6 的菌落和菌体形态 
Figure 5  Colony and morphology of F. oxysporum strain GF3-6 
注：A：菌落形态；B：分生孢子梗及分生孢子；C：大型分生孢子；D：厚垣孢子. 标尺：B–D：30 μm. 

Note: A: Colony morphology; B: The conidiophore and conidium; C: Macroconidium; D: Chlamydospore. Scale bar: B–D: 30 μm. 

 

 
 

图 6  菌株 GF6-1 的菌落和菌体形态 
Figure 6  Colony and morphology of F. proliferatum strain GF6-1 
注：A：菌落形态；B：分生孢子梗及分生孢子；C：大型分生孢子. 标尺：B、C：30 μm. 

Note: A: Colony morphology; B: The conidiophore and conidium; C: Macroconidium. Scale bar: B, C: 30 μm. 
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图 7  基于 rDNA-ITS 序列分析构建的系统发育树 
Figure 7  Phylogenetic tree based on rDNA-ITS sequence analysis 
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%的数值显示在各个进化分支节点上；以 Sclerotinia 

sclerotiorum 为外群；括号内为菌株编号和 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; Sclerotinia sclerotiorum is an 
outgroup; Strain numbers and GenBank accession numbers are shown in the parentheses; Scale bar indicates the base substitution rate. 

 

3  讨论与结论 

乌头根腐病是乌头常见病害之一，因其侵害植

株根部，一旦染病，极易造成单株绝收，严重影响

附子的产量和品质。经持续观察，我们发现乌头通

常在 3 月气温开始回暖时发生根腐病，患病植株叶

片下垂，并逐渐萎蔫。随着气温升高和降雨量的增

加，从 5 月开始发病率及病情指数迅速上升，患病

植株叶片由下至上逐渐枯萎，从茎基部向上逐渐腐

烂，严重时整个植株死亡。6 月气温和相对湿度均

适宜病原菌的孢子萌发、生长，患病情况达到高峰，

持续至附子采收完成。 

本研究经病原菌分离、柯赫氏法则证病及病原

菌形态学和分子生物学鉴定，将四川省江油地区乌

头根腐病的病原菌鉴定为茄腐镰刀菌(F. solani)、

尖 孢 镰 刀 菌 (F. oxysporum) 和 层 出 镰 刀 菌 (F. 

proliferatum)，这与 Wang 等[15]报道的乌头根腐病

病原菌为罗尔阿太菌(Athelia rolfsii)不同。可能有

以下几个原因：(1) 引起植物患根腐病的病原菌种

类繁多，主要为真菌、细菌和线虫等，其中镰刀菌

属 (Fusarium sp.)真菌为主要致病菌，危害性最   

大[16]，其次为丝核菌属(Rhizoctonia sp.)、疫霉属

(Phytophthora sp.)等[17]。因致病菌多样，所以不同

研究条件会得到不同结论。(2) 文献[16]报道的患

病乌头样品采集于 2016 年 6 月中旬，而本研究样

品采集于 2019 年 5 月。由于采样时间不同，同一

地区作物轮作方式发生变化，土壤环境出现较大差

别，导致同种植物患根腐病的主要致病菌出现差

异。(3) 不同采样时间的气候条件有一定差异，适

宜生长的病原菌种类也会发生变化。四川江油地区

2016 年 6 月中旬的温度为 30−33 °C，为阿太菌

(Athelia sp.)的适宜生长温度[18]；据调查，2019 年

5 月江油地区的温度为 25−30 °C，更适宜镰刀菌属

(Fusarium sp.)真菌生长。(4) 本研究前期调查发

现，相邻田块因种苗来源不同，其发病率及病情指
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数差异较大。说明种苗来源不同，自身或其根际土

中所携带的病原菌有差异，这也是导致本研究结论

和文献结论有区别的原因之一。 

引起植株患根腐病的原因较多，除病原菌、根

际土壤环境和种源的影响外，植物内生菌群落结构

发生改变也会引起根腐病，如付丽娜等[19]通过对

三七根组织进行微生物群落结构分析，发现健康植

株的优势菌为芽孢杆菌(Bacillus sp.)和假单胞菌

(Pseudomonas sp.)，患根腐病植株根部以镰刀菌

(Fusarium sp.)、拉恩氏菌(Rahnella sp.)、欧文氏菌

(Erwinia sp.)等为优势菌群。我们认为植物根内微

生物之间存在相互抑制、促进、竞争、生态占位等

关系，内部微生物生态平衡的打破，可能导致植物

的系统抗性减弱，对致病菌的抑制作用减弱，从而

发生病害。因此，维持或调控植物根内微生物的生

态平衡是防治根腐病发生的重要手段之一，这也为

乌头根腐病的生物防治提供了思路。 

镰刀菌属(Fusarium sp.)的许多菌种均能引起

严重的植物病害，在这些植物病害中，一般把由茄

腐镰刀菌(F. solani)引起的病害称为根腐病。在本

研究回接实验中，尖孢镰刀菌(F. oxysporum)和层

出镰刀菌(F. proliferatum)均能使健康乌头切片出

现与田间患病植株相同的根腐病症状，因此，我们

认为尖孢镰刀菌和层出镰刀菌均可引起根腐病的

发生。据报道，层出镰刀菌(F. proliferatum)能引起

玉米穗腐病[20-21]、马铃薯干腐病[22]、黄瓜枯萎病[23]

及多种其他经济作物的根腐病[24-25]，该病原菌在药

用植物病害中报道较少，这也是首次在患病乌头中

被发现。 

本研究利用形态学特征和分子生物学技术，对

引起乌头根腐病的病原菌进行了准确鉴定，通过单

一菌株侵染，表明茄腐镰刀菌(F. solani)、尖孢镰

刀菌(F. oxysporum)和层出镰刀菌(F. proliferatum)

是其主要病原菌。不同组合的多种菌株混合侵染时

出现根腐病症状的时间较单一菌株侵染时短，且发

病率均为 100%，高于尖孢镰刀菌(73.3%)和层出镰

刀菌(80%)单独侵染时的发病率，揭示乌头根腐病

的发生可能是多种病原真菌共同侵染引起，其致病

机理还需要进一步研究。 
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