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摘要：采用真核生物通用引物 ITS1/ITS4，对来自江西省吉安县 2 个车前草穗枯病菌菌株进行 rDNA-ITS 区段的

PCR 扩增，对扩增产物进行测序，结果获得 2 个长度均为 579 nt 且序列完全一致的 rDNA-ITS 序列，该序列与

GenBank 中当归间座壳菌(Diaporthe angelicae)及其无性态拟茎点霉菌(Phomopsis subordinaria)对应序列的同源性

高达 99.0%，根据以 rDNA-ITS 序列同源性大小划分种类的标准，将车前草穗枯病菌鉴定为当归间座壳菌。 
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Molecular Identification of Pathogen of Plantain Head Blight 
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Abstract: In the paper, two isolates of pathogen of plantain head blight from Ji’an county in Jiangxi province 

were molecularly identified. RDNA-ITS region of each of the two isolates was amplified by PCR, and the PCR 

products were sequenced. Both of them are 579 nt in length, and they have a consensus sequence. The sequence 

shares 99.0% homology with sequence of either Diaporthe angelicae or its anamorph Phomopsis subordinaria. 

Based on the criterion of rDNA-ITS sequence homology in fungus species classification, pathogen of plantain 

head blight was identified as Diaporthe angelicae. 
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车前草穗枯病(plantain head blight)是危害车前

草(Plantago asiatica L.)生长最严重的病害之一[1-2]，

该病主要为害穗部和叶片，造成病部迅速坏死直至

全株枯死现象，发病严重时常常导致全田枯死，颗

粒无收。2004-2005年，我们对该病病原进行了病菌

分离和形态鉴定，初步鉴定为一种壳梭孢属真菌

(Fusicoccum sp.)[3]。近来，我们通过测定核糖体基

因转录间隔区（rDNA-ITS）序列对该病菌进行了分

子鉴定，结果发现该病菌不是壳梭孢属真菌，而是

间座壳属（无性态为拟茎点属）真菌。根据分子鉴

定结果以及重新对形态观察结果进行分析，我们认

为车前草穗枯病的病原应确定为间座壳菌，之前将

其病原鉴定为壳梭孢属真菌的结论是错误的，需要

纠正。现将对其分子鉴定结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

供试菌株2个，即Yonghe-1和Yonghe-2，分别

从江西省吉安县永和镇林洲村不同自然村田块的车

前草穗枯病病株中分离得到，前者分自病穗，后者
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分自病叶。 

1.2  寡聚核苷酸引物 

采用真核生物的通用引物ITS1和ITS4[4]，扩增

车前草穗枯病菌的rDNA-ITS区段。 

ITS1：5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' 

ITS4：5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

1.3  病菌培养  

将4 ℃冰箱中保存的供试菌株移至PSA平板上

进行活化，25 ℃黑暗条件下培养2~3 d，从菌落边

缘切取直径2~3 mm的菌饼，移至盛有150 mL PS液

体培养基的三角瓶中，每瓶5个菌饼，25 ℃振荡培

养4~5 d。 

1.4  菌丝预处理  

将液体培养菌丝用双层尼龙网过滤，用无菌水

洗涤2次，以去除菌丝内的培养液，收集菌丝，吸干

水分，用液氮研磨成粉末，备用。 

1.5  车前草穗枯病菌 DNA 提取 

取0.05 g研磨好的菌丝样品，加入 1 mL提取液

(50 mmol/L Tris-HCl、150 mmol/L NaCl、100 mmol/L 

EDTA)，振荡混匀，再加入100 μL 20%SDS混匀，

然后将离心管置于摇床内37 ℃缓慢摇动1 h，每管加

入5 mol/L NaC1溶液150 μL，缓慢混匀，加入130 μL 

CTAB/NaC1溶液(10%CTAB、0.7 mol/L NaCl)，混

匀，65 ℃水浴20 min，每隔5 min摇动1次，后冷却

置室温，加人等体积氯仿：异戊醇，在摇床内剧烈

摇动5 min，10 000 r/min离心12 min，上清12 000 

r/min离心5 min；上清液移入新管中，加入等体积预

冷的异丙醇，-20 ℃放置半小时，10 000 r/min离心

12 min；弃上清液，倒置使管壁液体流尽，70%乙

醇洗沉淀，室温放置干燥5~10 min，溶于20 μL dd 

H2O中，加入RNase A(10 μg/μL)1 μL，37 ℃水浴30 

min，-20 ℃保存备用。 

1.6  rDNA-ITS 区段的 PCR 扩增 

PCR反应在20 μL体系中进行，含DNA模板1 

μL，10 pmol/μL上、下游引物各2 μL，10×PCR Buffer 

2 μL，25 mmol/L MgCl2 2 μL，10 mmol/L dNTP 2 μL，

1U/μL Taq DNA聚合酶0.4 μL，dd H2O 8.6 μL。扩增

程序为：94 ℃预变性3 min；94 ℃变性1 min，55℃

退火30 s，72 ℃延伸l min，30个循环；72 ℃补平10 

min。PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.7  PCR 产物测序及序列同源性比较 

回收PCR产物，将产物送至上海生工生物工程

有限公司进行序列测定。所得序列递交NCBI网站进

行核苷酸序列同源性搜索，根据同源性大小对车前

草穗枯病菌进行种类鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  车前草穗枯病菌 rDNA-ITS 区段的 PCR 扩增 

采用真核生物通用引物ITS1/ITS4扩增车前草

穂枯病菌rDNA-ITS序列，结果从供试的车前草穗枯

病菌2个菌株中均扩增出一条长约550 bp的DNA片

段(图-1)。 

2.2  车前草穗枯病 ITS 序列测定 

将PCR产物进行测序，获得长度为579 nt的

rDNA-ITS序列，2个菌株序列完全一致，序列依次

覆盖部分18 S、ITS1、5.8 S、ITS2和部分28 S等5个

区段，该序列在Genebank中的登录号为EU512922。 

2.3  车前草穗枯病 ITS 序列同源性比较 

利用 blsat 程序，将测定的 579 nt rDNA-ITS 序

列与 GenBank 中已有序列进行同源性比较，发现车

前草穂枯病菌与间座壳属(Diaporthe)中的当归间座

壳菌(D. angelicae)以及与间座壳属的无性态拟茎点

属(Phomopsis)中的拟茎点霉菌(P. subordinaria)的核

苷酸序列同源性最高，均达到 99%。 

3  讨论 

ITS 序列是介于 18S rDNA、5.8S rDNA 和 28S 

rDNA 之间的区域，该区域进化速度较编码区快[4]。

已有的研究表明 ITS 在真菌的种间存在着丰富的变

异，而在种内不同菌株间却高度保守，其序列同源

性可作为真菌鉴定的重要依据 [5-8]。本研究获得了

车前草穂枯病菌 579 nt rDNA-ITS 序列，该序列与

当归间座壳菌和拟茎点霉菌的序列同源性最高，达

99%，如此高的同源性足可以将车前草穗枯病菌鉴

定为当归间座壳菌或拟茎点霉菌。当归间座壳菌与

茎点霉菌实际上为同一种真菌，它们分别为该菌的

有性世代和无性世代。当归间座壳菌与拟茎点霉菌

目前在国内尚未见报道，但前者已在奥地利、葡萄

牙有发生报道，主要危害中草药茴香，后者在荷兰、

芬兰、德国、波兰、新西兰等国家有发生报道，引

起长叶车前(Plantago lanceolata)穗枯病[9-11]，看来车

前草穗枯病菌很可能是一种世界性分布和多寄主的

病原菌。 
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1. DNA Marker；2. 菌株 Yonghe-1;  3. 菌株 Yonghe-2;  4. 空白对照 

图 1  车前草穗枯病菌 rDNA-ITS 序列 PCR 扩增电泳图 

本文将车前草穗枯病菌的 rDNA-ITS 序列与壳

梭孢属真菌的对应序列也进行了同源性比较，结果

其同源性只有 72%，因此，可以肯定车前草穗枯病

菌不属于壳梭孢属真菌。之前，我们主要是根据车

前草穗枯病菌在分生孢子器中产生梭形的分生孢

子，分生孢子形状及大小符合壳梭孢属真菌的描述，

而将车前草穗枯病菌鉴定为壳梭孢属真菌，未将其

鉴定为拟茎点霉菌的原因是通常认为拟茎点霉菌能

产生梭形（或椭圆形）和钩丝状两种类型的孢子。

通过大量查阅文献后发现，虽然大多数拟茎点霉菌

产生椭圆形和钩丝状两种类型分生孢子，但也有部

分种只产生椭圆形分生孢子。据此可知，车前草穗

枯病菌很可能就属于只产生椭圆形分生孢子拟茎点

霉菌的那一类。 
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