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明日叶（Angelica keiskei）属于伞形科当归属，

是一种多年生草本植物，原产于日本，因当地居民

常食之而寿命长，故有“长寿草”之称[1]。作为药食

同源植物，其嫩茎叶不仅可鲜食，还可用于茶叶、酒

品等营养功能性食品及食品工业方面[2-3]，极具开发

前景。目前，明日叶已在我国海南、云南、广东、山
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摘 要：为了明确明日叶（Angelica keiskei）茎基腐病致病菌及其生物学特性，采用组织分离法对明日叶茎基腐病样

进行病原菌分离纯化，通过柯赫氏法则进行致病性验证，通过形态观察结合 rDNA-ITS 序列比对进行病原鉴定，对

致病菌的最佳碳氮源等生物学特性进行测定，并在室内检测 11 种商品药剂对病原菌的抑制效果。结果表明，明日

叶茎基腐病致病菌为核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum），该病原菌最适生长温度为 25 ℃；供试范围中所有 pH 范围均

可生长，最适 pH 值为 5；供试碳氮源中对葡萄糖、蔗糖和 D-果糖的利用率最高，菌落直径最大，达到 6.22 cm，最佳氮

源为酵母提取物，菌落直径达到 7.27 cm。在室内药效测定试验的 11 种药剂中，50%异菌脲对菌株 MF1 的抑菌效果

最佳，菌丝生长抑制率达到 88.89%。综上所述，首次确定了引起明日叶茎基腐烂的病原菌为核盘菌（Sclerotinia

sclerotiorum），通过调节土壤酸碱度可能有利于减轻病害，50%异菌脲可作为田间化学防治的备选药剂。
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Abstract: To identify the pathogen of basal stem rot on Angelica keiskei and clarify the biological characteristics, the

pathogenic fungus were isolated by tissue isolation method, pathogenicity test was complied to Koch’s rule. The patho-

gen was identified by the morphology and analysis of rDNA-ITS sequence. The biological characteristics of the pathogen

were determined, and the inhibitory effects of 11 kinds of fungicides on the pathogen was screened. The results showed

that Sclerotinia sclerotiorum was the pathogen of Ashitaba stem rot, the optimal temperature of the pathogen growth was

25 ℃, the optimal pH value in the test range was 5. Among the tested carbon and nitrogen sources, the utilization rate of

glucose, sucrose and D-fructose was the highest, and the maximum colony diameter was 6.22 cm; the best nitrogen source

was yeast extract, the colony diameter was 7.27 cm. The result of toxicity tests of 11 fungicides against MF1 showed the

antifungal effect of 50% iprodione was the best, the inhibition rate of mycelium growth was 88.89%. In conclusion, S.

sclerotiorum was identified for the first time as the pathogen of basal stem rot on Angelica keiskei in this study. The

disease may be effectively alleviated by adjusting the pH of the soil. 50% iprodione can be used as an alternative agent for

chemical control of this disease in the field.
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东、四川等地引进种植，667 m2产值可达上万元，有

望成为回报率高、产值高的新兴高效农业项目 [4]。

随着明日叶产业的发展，其种植规模日益扩大，种

植过程中病害的发生对该产业的健康发展将造成

一定影响。

作为一项新兴产业，国内外对于明日叶的研究

多集中在栽培措施、营养品质、功能成分和药用价

值等方面。罗玉兰等[5]比较了设施大棚、露地大田

和盆栽种植明日叶的生长情况及品质，结果表明，

采用设施大棚种植明日叶效果最好，可在实现明日

叶周年供应的同时提高其产量与品质。王亚楠等[6]

通过对明日叶不同部位营养成分分析发现，其叶相

较于茎更具有营养价值和利用价值。Aulifa 等[7]发

现，明日叶叶片提取物具有抗氧化剂和酪氨酸酶抑

制剂的功效；Yoshioka 等[8]研究发现，明日叶具有防

治肌肉萎缩的功效。随着明日叶功能开发和产业

发展，明日叶病害的相关研究近年来才逐渐受到重

视。Sakamoto 等[9]从日本种植的明日叶斑驳叶片中

分离到一种花叶病毒，经鉴定发现，该病毒为马铃

薯 Y 病毒属中的一种新病毒。Wu 等[10]、周洁等[11]

发现，由链格孢引起的叶斑病可导致明日叶减产近

40%，研究了叶斑病病原菌生物学特性，同时进行了

室内药效测定[10-11]。

植物茎基腐病的致病菌病原种类相对较多，其

中镰刀菌占多数。小麦茎基腐病病原菌为镰刀菌，

其中假禾谷镰刀菌的致病力最强，但不同来源和不

同菌株的假禾谷镰刀菌之间致病力也存在差异[12]。

百香果茎基腐病病原菌为腐皮镰刀菌，甲苯醚菌酯

对其防治效果较好[13]。张艳婷[14]发现，6 种不同的病

原菌均能引起草莓茎基腐病，其中暹罗炭疽菌、尖

孢镰刀菌和木贼镰刀菌的致病力最强。漆永红等[15]

研究发现，尖孢镰刀菌、茄病镰刀菌和木贼镰刀菌

均能侵染党参导致茎基腐病的发生，其中尖孢镰刀

菌致病性最强，为优势种，苯醚甲环唑对 3 种镰刀

菌均有很强的抑制活性。此外，镰刀菌在鸢尾[16]、蓝

莓[17]、马铃薯[18]等多种作物上均可侵染导致茎基腐

病的发生。前人研究报道其他病原菌也可导致植

物茎基腐的发生，王飞等[19]发现丹参茎基腐病病原

菌为链格孢属细极链格孢，而西葫芦茎基腐病致病

菌则是露湿拟漆斑菌[20]。

随着明日叶功能成分研究的日益完善，其应用

前景日趋广阔，种植规模也逐渐扩大，但明日叶病

害相关研究较少，关于明日叶茎基腐病病原菌的研

究尚未报道，其致病菌尚不明确。因此，笔者结合

病原菌形态和 rDNA-ITS 序列分析，对明日叶茎基

腐病病原菌进行鉴定，同时进行病原菌生物学特征

测定和室内药剂筛选，以期为明日叶茎基腐病的防

治提供一定的科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

明日叶茎基腐病病样于 2021 年 5 月采自湖北

省农业科学院经济作物研究所蔬菜试验示范基

地。供试马铃薯琼脂培养基（PDA）配方如下：马铃

薯 200.00 g、葡萄糖 20.00 g、琼脂 16.00 g，用蒸馏水

配制至 1 L；供试查氏培养基配方如下：硝酸钠 2.00

g、磷酸氢二钾 1.00 g、氯化钾 0.50 g、七水合硫酸镁

0.50 g、硫酸亚铁 0.01 g、蔗糖 30.00 g、琼脂 16.00 g，

用蒸馏水配制至 1 L[21]。

1.2 方法

1.2.1 病原菌的分离纯化 病样在流水下充分冲

洗干净，吸干表面水分。采用组织分离法[22]，选择田间

发病植株茎基部的病健交界处切 20 个 5 mm×5 mm

大小的组织块，用 75%乙醇进行表面消毒 10~20 s，

无菌水漂洗 3 次后用 3%次氯酸钠溶液消毒 30 s，

无菌水漂洗 3 次后放置于 PDA 平板 25 ℃培养，待

组织块周围有菌丝长出时及时挑取菌丝尖端至新

PDA 平板上，如此纯化 3 次。选择具有代表性的菌

株接种于 PDA 平板上，25 ℃恒温培养备用。

1.2.2 病原菌致病性鉴定 选取健康的明日叶植

株，分别切取其茎基部和根部组织块用 75%乙醇进

行表面消毒，在接种处用无菌接种针扎小孔 3 个，

用接种针挑取菌丝接种于小孔处，放置 25 ℃恒温

培养箱培养，定期观察组织块的发病情况。以无菌

水为对照，每个处理 3 次重复。待组织块发病后进

行组织分离，并对分离的病原菌进行鉴定。

1.2.3 病原菌分子鉴定 采用 CTAB 法提取分离

得到的病原菌基因组 DNA，利用通用引物 ITS1

（5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3’）和 ITS4

（5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）对病原菌的

rDNA-ITS 序列进行扩增[23]。所得 PCR 产物通过琼

脂糖凝胶电泳检测后，送武汉天一辉远生物科技有

限公司进行纯化和序列测定，测序结果在 NCBI 中

进行 Blast 比对分析，利用 Mega 6.0 采用邻接法

（neighbor-joining）构建系统发育树进行病原菌鉴

定。参考菌株序列来源于 NCBI 数据库。

1.2.4 病原菌生物学特性 （1）温度对病原菌菌丝

生长的影响：用 5 mm 直径的打孔器打取菌饼接种
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于 PDA 平板中心处，分别放置在 20、25、30、35 ℃

的恒温培养箱中培养，36 h 后采用十字交叉法测量

菌落直径大小，每皿测定直径数 2 个，每个处理设

置 3 次重复。

（2）pH 值对病原菌菌丝生长的影响：PDA 培养

基 pH 值分别调至 5、6、7、8、9、10、11 等 7 个梯度，

用 5 mm 直径的打孔器打取菌饼接种于相应的

PDA 平板中心处，25 ℃恒温培养，2 d 后采用十字

交叉法测量菌落直径大小，每皿测定直径数 2 个，

每个处理设置 3 次重复。

（3）不同碳氮源对病原菌菌丝生长的影响：以

查氏培养基为基础培养基，其中 0.2%氮源（硝酸钠）

分别以甘氨酸、酵母提取物、硫酸铵、硝酸钾、蛋白

胨、磷酸二氢铵、硝酸铵和 L-谷氨酸钠含量替代，配

制成不同氮源的培养基；3%碳源（蔗糖）分别以葡萄

糖、乳糖、蔗糖、D-果糖、麦芽糖、甘露醇和可溶性淀

粉含量进行添加配制成不同碳源的培养基。用

5 mm 直径的打孔器打取菌饼接种于相应的培养基

平板中心处，25 ℃恒温培养，2 d 后采用十字交叉法

测量菌落直径大小，每皿测定直径数 2 个，每个处

理设置 3 次重复。

（4）室内药效测定：采用生长速率法测定不同

杀菌剂对病原菌的抑制效果[24]。供试药剂为市售药

剂，见表 1。用无菌水配制各药剂母液，使用终浓度

根据说明书分别添加到灭菌 PDA 培养基中，充分

混匀后倒入 9 cm 直径的培养皿中制成不同含药培

养基平板。用 5 mm 直径的打孔器打取菌饼接种于

不同的含药培养基平板中心处，25 ℃恒温培养，2 d

后采用十字交叉法测量菌落直径大小，每皿测定直

径数 2 个，每个处理设置 3 次重复。抑菌率计算方

法如下：

抑菌率/%=[（对照菌落直径-初始接种菌饼直

径）-（处理菌落直径-初始接种菌饼直径]/（对照菌

落直径-初始接种菌饼直径）×100。

1.3 统计分析

采用 IBM SPPS statistics 16.0 软件对相关数据

进行统计分析，单因素方差分析比较差异显著性。

2 结果与分析

2.1 病原菌的分离及致病性测定

明日叶茎基腐病发生时茎基部病斑初期呈水

渍状，随后病斑稍凹陷，从基部往上部茎秆延伸，后

期根茎部腐烂发黑、病斑变为灰白色、边缘深褐色、

植株萎蔫，可轻易拔起茎秆，根部腐烂埋在土里（图

1）。从腐烂的明日叶茎基部组织分离得到 15 株病

原真菌，且病原菌形态一致，从中选取 1 株命名为

MF1 后进行进一步试验。

菌株 MF1 回接第 3 天，明日叶茎段和根茎开始

出现水渍状症状，接种 7 d 后，接种材料出现明显的

腐烂症状并轻微褐化（图 2），与田间发病症状相

似。从回接发病的组织上重新分离、纯化病菌，其

图 1 田间采集明日叶茎腐病症状

表 1 试验所用药剂

药剂名称

2×108个·g-1木霉菌

75%百菌清

50%多菌灵

10%多抗霉素

75%肟菌戊唑醇

30%甲霜噁霉灵

80%乙蒜素

56%嘧菌百菌清

33.5%喹啉铜

50%异菌脲

40%嘧霉胺

剂型

水分散粒剂

可湿性粉剂

可湿性粉剂

可湿性粉剂

水分散粒剂

水剂

乳油

悬浮剂

悬浮剂

悬浮剂

悬浮剂

A B
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 MF1 

 KJ576850.1 Sclerotinia sclerotiorum strain SK-8 

 MK828202.1 Sclerotinia sclerotiorum voucher RSS 6 

 MH854660.1 Sclerotinia matthiolae strain CBS 111.17 

 MK356551.1 Sclerotinia minor isolate Post inoculation 

 KC836493.1 Sclerotinia minor isolate A1 

 KT819299.1 Sclerotinia trifoliorum isolate TN Sc10101 

 KT750141.1 Sclerotinia trifoliorum isolate TN Sc4 

 EU082464.1 Sclerotinia trifoliorum strain 05WM6 

 JQ743329.1 Sclerotinia trifoliorum strain St0211TA 

 MT835249.1 Sclerotinia minor strain YY6 

 MT822774.1 Sclerotinia nivalis strain 30-1 99 
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图 4 基于菌株 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树

注：A. 块根对照；B. 块根回接病原菌；C. 茎部对照；D. 茎部回接病原菌。

图 2 病原菌致病性鉴定

注：A. 病原菌前期菌落形态；B. 病原菌后期菌落及菌核形态。

图 3 病原菌代表菌株 MF1 菌落及菌核形态

菌落形态与接种的菌株一致，由此判断 MF1 为明日

叶茎腐病的致病菌。病原菌 MF1 菌落呈圆形扩展，

菌丝为白色且均匀，气生菌丝较少，后期形成黑色

菌核，呈圆形或不规则形（图 3）。

2.2 病原菌的分子鉴定

利用引物 ITS1 和 ITS4 对菌株 MF1 的 rD-

NA-ITS 序列进行 PCR 扩增，得到大小为 503 bp 的

片段，将得到的序列在 GenBank 数据库进行 Blast

同源性比对，结果显示，与核盘菌（Sclerotinia sclero-

tiorum）同源基因相似性高达 99%。与已知核盘菌

属的 ITS 序列构建系统发育树可知（图 4），分离得

到的菌株 MF1 与核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）

位于同一分支，亲缘关系最近。以上结果表明，明日叶

茎腐病致病菌为核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）。

A B C D

A B
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图 5 不同温度对病原菌菌丝生长的影响

图 6 不同 pH 对病原菌菌丝生长的影响

注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。下同。

2.3 病原菌的生物学特性

2.3.1 温度和 pH值对菌丝生长的影响 由图 5 可

知，菌株 MF1 的菌丝适宜生长温度为 20~25 ℃，最

适生长温度为 25 ℃，培养 36 h 后菌株 MF1 的菌落

直径可达 5.37 cm，而培养温度为 30 ℃时，菌落直

径仅为 1.10 cm，当温度达到 35 ℃时，菌丝生长停

滞。由图 6 可知，病原菌相对喜酸，菌株 MF1 菌落

直径随着 pH 值的升高而减小，且不同 pH 之间菌落

直径存在显著差异。供试 pH值的范围中，培养 2 d后，

pH 值为 5 的培养基中菌落直径最大，达到 6.18 cm，

而 pH 值为 11 时，菌落直径仅为 2.90 cm。

2.3.2 氮源和碳源对病原菌菌丝生长的影响 由

图 7 可知，菌株 MF1 对氮源的利用率存在一定差

异，利用率由低到高分别为蛋白胨＜甘氨酸＜硫酸

铵＜L-谷氨酸钠＜硝酸钾＜硝酸铵＜磷酸二氢铵＜

酵母提取物，以酵母提取物为氮源的查氏培养基上

培养 2 d 的菌落直径达到 7.27 cm，而以蛋白胨为氮

源时，菌落直径为 4.52 cm，两者之间相差近 3 cm，

差异显著。由图 8 可知，菌株 MF1 对碳源的利用率

差异不如供试氮源大，利用率由低到高分别为麦芽

糖＜可溶性淀粉＜乳糖＜甘露醇＜蔗糖＜D-果糖

＜葡萄糖，其中对麦芽糖和可溶性淀粉的利用率较

低，培养 2 d 后菌落直径分别为 5.10 、5.18 cm，对乳

糖和甘露醇利用率居中，对葡萄糖、蔗糖和 D-果糖

的利用率较高，菌落直径最大可达 6.22 cm，三者之

间差异不显著。由此可见，不同种类氮源对病原菌

菌丝生长的影响可能比不同种类碳源更大。

2.4 室内药效测定

由表 2 可知，稀释 1000 倍的 50%多菌灵可湿

性粉剂、5000 倍的 75%肟菌戊唑醇水分散粒剂和

药剂名称

2×108个·g-1木霉菌

75%百菌清

50%多菌灵

10%多抗霉素

75%肟菌戊唑醇

30%甲霜噁霉灵

80%乙蒜素

56%嘧菌百菌清

33.5%喹啉铜

50%异菌脲

40%嘧霉胺

推荐稀释倍数

1000

600

1000

1000

5000

1500

3000

1000

1000

800

800

抑菌率/%

18.52 e

20.63 e

78.31 ab

24.34 e

70.37 bc

16.93 e

1.59 f

57.67 cd

25.40 e

88.89 a

46.56 d

表 2 不同杀菌剂对 MF1 的抑制效果

注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。
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图 7 不同氮源对病原菌菌丝生长的影响
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图 8 不同碳源对病原菌菌丝生长的影响

碳源

氮源
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800 倍的 50%异菌脲悬浮剂溶液对 MF1 的抑菌率

均超过 70%。其中，800 倍的 50%异菌脲对菌株

MF1 菌丝生长的抑制效果最佳，达到 88.89%。而

室内药效试验结果显示，80%乙蒜素乳油、2×108个·g-1

木霉菌水分散粒剂、30%甲霜噁霉灵水剂在推荐使

用剂量下对菌株 MF1 的抑菌效果均低于 20%。其

中，80%乙蒜素乳油在推荐使用剂量下对菌株 MF1

的菌丝生长抑制率仅为 1.59%，抑制效果甚微。

3 讨论与结论

明日叶因富含多种活性成分，在医疗保健方面

具有极大的开发潜力，近来年对其各种成分的检测

及探索研究也日益增多，关于明日叶栽培方面的研

究也逐渐引起关注，随着种植面积的扩大，病害问

题日益显现。笔者前期在特色蔬菜资源圃调查中

发现明日叶在春季温暖多雨时易发生茎基腐病，造

成地上部分失水萎蔫，严重时可导致植株整株死

亡，田间观察发现该病害发生率约为 15%，对明日

叶长势与叶片产量均造成不良影响。笔者通过对

病原菌的分离纯化，利用柯赫氏法则回接鉴定，结

合菌落形态观察和 ITS 序列分析，首次明确了引起

明日叶茎基腐病的病原菌为核盘菌（Sclerotinia

sclerotiorum）。为了给该病害防控提供科学依据，

进一步测定了该致病菌的生物学特性、开展了室内

药效试验。

核盘菌是在全世界广泛分布的重要植物病原

菌，可在油菜、花生、莴苣和向日葵等 75 个科 450

多种植物上引起菌核病、白腐病、茎腐病和软腐病

等，侵染后期形成的菌核可在土壤中存活多年，对

寄主造成危害[25-26]。在笔者的研究中，明日叶茎基

腐病首先从茎基部开始出现症状，初期呈水渍状、

浅褐色，后发展为长椭圆形或不规则长条形病斑、

略凹陷、边缘深褐色、病健交界明显；病害发展后

期，根茎腐烂、极易拔断、最终导致整株死亡。病原

菌的生物学特性与病害的发生与流行有着密切联

系，笔者通过对该病原菌的生物学特性测定，发现

明日叶茎基腐核盘菌最适温度为 25 ℃，这与李玲

等[27]发现的细辛核盘菌最适温度结果一致。人参核

盘菌在 pH 值为 3~10 时均可生长，最适 pH 值为

5[28]，在笔者的研究中，明日叶核盘菌在供试 pH 值

范围内均能生长，最适 pH 值为 5，二者研究结果相

同，可见核盘菌适宜在中性偏酸的环境中生长。笔

者研究的供试碳氮源中，病原菌的最佳氮源为酵母

提取物，对蔗糖、葡萄糖和 D-果糖的利用率均较高；

而细辛核盘菌的最适氮源为硫酸铵和硝酸钾，最适

碳源为葡萄糖和蔗糖[27]；扁豆核盘菌最佳碳源为果

糖，对蔗糖的利用率相对较低[29]；人参核盘菌则以蔗

糖和葡萄糖为最佳碳源，以酵母浸粉、蛋白胨和牛

肉膏为最佳氮源[26]；以上差异可能是由于不同寄主

或不同环境的核盘菌生物学特性存在一定差异。

由核盘菌引起的菌核病作为一种全球性植物

病害，其危害性大、传播性广、有效控制难，引发了

国内外广泛关注[30]。前人研究表明，琥珀酸脱氢酶

类、甲氧基丙烯酸酯类、三唑类和咪唑类等杀菌剂

均能有效降低菌核病的发病率[31]。任杰群等[32]在对

桑葚核盘菌的化学防治药剂筛选中发现甲氧基丙

烯酸酯类杀菌剂嘧菌酯和三唑类杀菌剂苯醚甲环

唑对核盘菌抑制效果很好。在笔者的研究中，75%

肟菌戊唑醇复配药剂为甲氧基丙烯酸酯类和三唑

类复合杀菌剂，具有线粒体呼吸抑制剂和麦角甾醇

抑制剂的效果，在推荐使用浓度下对明日叶核盘菌

的室内抑菌率在 70%以上，防治效果较好；56%嘧菌

百菌清复配药剂对明日叶核盘菌的抑菌率不到

60%，其为甲氧基丙烯酸酯类和取代苯类复合药剂，

可能与田间取代苯类药剂的施用方式有关。孙雅

楠等[33]研究发现，在供试的 4 类杀菌剂中，咪鲜胺对

桑葚菌核病防效最好，该药剂属于咪唑类杀菌剂，

为麦角甾醇生物合成抑制剂。内蒙古油菜核盘菌

的 8 种杀菌剂室内毒力测定结果也显示，咪鲜胺的

抑制效果最佳[34]。在笔者的研究中，50%异菌脲对

核盘菌的抑制效果最好，抑菌率达到 88.89%，50%

多菌灵的抑菌率达到 78.31%，异菌脲和多菌灵均属

于苯并咪唑类杀菌剂，因此，50%异菌脲等苯并咪唑

类杀菌剂可作为明日叶茎基腐病田间防控的备

选药剂。

综上所述，笔者的研究首次明确引起明日叶茎

基腐病的病原菌为核盘菌。该病原菌菌丝生长最适

温度为 25 ℃；供试范围中病原菌菌丝生长最佳 pH

值为 5；对蔗糖、葡萄糖和 D-果糖和酵母提取物的

利用率高；通过调节土壤酸碱度有利于减轻病

害发生。50%异菌脲可作为田间化学防治的备选

药剂。
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