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摘要：［目的］对早竹丛枝病进行调查及病原菌分子鉴定，为早竹丛枝病的病害诊断和防治提供科学依据。［方法］

采用单株水平和单枝盘水平的２种病害分级标准对早竹丛枝病进行调查。使用植原体１６ＳｒＤＮＡ和真菌ｒＤＮＡＩＴＳ
序列的特异性ＰＣＲ引物，对早竹丛枝病的病原菌进行分子鉴定。［结果］调查的６块样地早竹丛枝病的平均发病率
为１８．５９％，平均病情指数为６．６７。感病的早竹ＤＮＡ样品能够扩增出真菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列，而不能够扩增出植原
体的１６ＳｒＤＮＡ序列；扩增出的序列与报道的竹针孢座囊菌的序列同源性达到９９．００％，与其它真菌的序列同源性
最高仅为９４．００％。［结论］浙江省德清县早竹丛枝病的病原菌为竹针孢座囊菌。
关键词：早竹；竹子丛枝病；竹针孢座囊菌；分子鉴定；病情指数
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　　早竹（ＰｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｐｒａｅｃｏｘＣ．Ｄ．ＣｈｕｅｔＣ．Ｓ．
Ｃｈａｏ）笋期早、产量高、笋味美、营养价值高，是我国

南方的重要笋用竹种［１－２］。据统计，我国南方早竹

的种植面积在６．７万 ｈｍ２以上，年产值达 １０亿多
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元［３］；浙江省是早竹的主要种植区，仅德清县种植的

早竹就有０．７万 ｈｍ２，年产值近亿元。早竹在浙江
省林业经济发展中发挥着重要作用，种植早竹已经

成为林农增收致富的重要手段。然而，早竹却是丛

枝病的易感竹种，绝大多数早竹林地都有丛枝病发

生，发病严重林地的发病率高达５２．２％ ［４－５］。

竹子丛枝病是竹类植物上的重要病害，发生普

遍，危害严重，造成竹子长势衰弱、出笋减少、严重者

整株枯死［６－７］，影响竹子生长和竹林的可持续经营。

引起竹子丛枝的原因众多，有病原菌侵染造成的，有

昆虫取食引起的，也有自然发生的［８－９］。在我国，已

报道的病原菌有竹针孢座囊菌（Ａｃｉｃｕｌｏｓｐｏｒｉｕｍｔａｋｅ
Ｍｉｙａｋｅ）、植原体（ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＰｈｙｔｏｐｌａｓｍａ）、竹异香
柱菌属（ＨｅｔｅｒｏｅｐｉｃｈｌｏёＴａｎａｋａ）和竹暗球腔菌（Ｐｈａｅ
ｏｓｐｈａｅｒｉａｂａｍｂｕｓａｅＭｉｙａｋｅｅｔＨａｒａ）４类，并且在不同
竹种上引起丛枝病的病原菌不同，同一竹种上也可

能存在多种病原菌混合侵染［９－１１］。这些因素增加

了竹子丛枝病病原研究的难度和复杂性，导致当前

早竹丛枝病的研究止步不前。本研究采用单株水平

和单枝盘水平的病害分级标准对浙江省德清县的早

竹丛枝病进行了调查；利用丛枝病病原细菌和真菌

的特异性ＰＣＲ引物，采用分子生物学的方法对该地
区的早竹丛枝病病原菌的保守序列进行扩增、克隆

和序列分析，明确了引起早竹丛枝病的病原菌。本

文研究结果可为早竹丛枝病的病害诊断和防治提供

科学依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　供试植物材料　早竹丛枝病的样品采集于
浙江省德清县的万亩早竹林。使用高枝剪剪取具有

丛枝症状的小枝，每株早竹上只取１份样品，每两份
样品之间间隔５０ｍ以上。剪取的样品装于自封袋
中，每个自封袋装１份，样品采集完后立即带回实验
室，保存于－８０℃超低温冰箱待用。同时在没有丛
枝病发生的地块采集早竹小枝作为阴性对照材料。

在中国林业科学研究院亚热带林业研究所试验林

场，使用高枝剪剪取具有丛枝症状的泡桐（Ｐａｕｌｏｗｎｉ
ａｓｐｐ．）枝条作为阳性对照材料。
１．１．２　试剂和引物　植物基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒、普通 ＤＮＡ产物纯化试剂盒、ＤＮＡ克隆试剂盒、
ＴＯＰ１０感受态细胞和２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于天根生
化科技（北京）有限公司；ＤＮＡ分子量标准 ＤＬ２０００

购于宝生物工程（大连）有限公司。试验用到的引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，ＤＮＡ
测序由铂尚生物技术（上海）有限公司完成。

１．２　早竹丛枝病的调查方法
早竹丛枝病发生严重期，在浙江省德清县选取

６块样地进行病害调查。参照陈建寅等［５］的方法在

每块样地中设置３个小样方，采用人眼观察法对每
个样方的每株竹子进行调查，记录样方中竹子总株

数、发病株数、发病株总枝盘数、感病枝盘数和感病

枝盘的病情等级。

参照陈建寅［５］的方法将竹子单株水平的病情分

为５级，依据观察和文献描述的竹子丛枝病病害症
状的发展规律［１２－１３］，将单枝盘水平上的病情分为５
级，具体分级标准见表１。早竹发病率和病情指数
的计算公式如下：

早竹发病率＝发病株数
调查总株数

×１００％

早竹样方病情指数＝

∑（病级株数 ×代表数值）
调查总株数 ×最高病级代表值 ×１００

早竹感病株病情指数＝

∑（病级枝盘数 ×代表数值）
调查总枝盘数 ×最高病级代表值 ×１００

１．３　早竹丛枝病材料的总ＤＮＡ提取
将保存于超低温冰箱的样品取出，使用干净的

剪刀剪碎，置于研钵中，添加液氮研磨成粉末。称取

０．１ｇ左右的粉末，依据天根生化科技（北京）有限
公司的植物材料 ＤＮＡ提取试剂盒的操作步骤进行
ＤＮＡ提取。以具有丛枝症状的泡桐枝条作为阳性
对照样品，无丛枝症状的早竹小枝作为阴性对照样

品。提取的总ＤＮＡ采用凝胶电泳法检测其质量。
１．４　早竹丛枝病病原菌的分子鉴定
１．４．１　早竹丛枝病植原体病原的１６ＳｒＤＮＡ序列扩
增　以提取的总 ＤＮＡ为模板，采用 Ｄｕｄｕｋ等［１４］报

道的引物对 Ｒ１６ｍＦ２／Ｒ１６ｍＲ１（５’ＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ
ＧＡＡＣＧＧＡ３’／５’ＴＴＡＡＣＣＣＣＡＡＴＣＡＴＣＧＡＣ３’）和
Ｒ１６Ｆ２ｎ／Ｒ１６Ｒ２（５’ＧＡＡＡＣＧＡＣＴＧＣＴＡＡＧＡＣＴＧＧ
３’／５’ＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＡＣＣＣＣＧ３’）进
行巢式ＰＣＲ扩增，扩增的植原体１６ＳｒＲＮＡ基因片
段大小约为１２００ｂｐ。扩增使用的反应体系为：２×
ＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的正、反向引物各０．６
μＬ，模板１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。巢式 ＰＣＲ第
１轮的反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

６０８
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表１　竹子丛枝病的病情分级
Ｔａｂｌｅ１　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘｆｏｒｂａｍｂｏｏｗｉｔｈｅｓ’ｂｒｏｏｍｃａｕｓｅｄｂｙＡ．ｔａｋｅ

病级

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｃａｔｅｇｏｒｙ

单株水平的发病程度

Ｇｒａｄｉｎｇｏｆｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍｄｉｓｅａｓｅ
ａｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｅｖｅｌ

单枝盘水平的发病程度

Ｇｒａｄｉｎｇｏｆｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ
ｄｉｓｅａｓｅａｔｂｒａｎｃｈｌｅｖｅｌ

代表数值

Ｖａｌｕｅ

Ｉ级
Ｌｅｖｅｌ１

无明显症状

Ｎｏｏｂｓｅｒｖａｂｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
无明显症状

Ｎｏｏｂｓｅｒｖａｂｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
０

ＩＩ级
Ｌｅｖｅｌ２

发病枝盘数不超过总枝盘数的２５％
Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｂｒａｎｃｈｅｓｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｗａｓｌｅｓｓ
ｔｈａｎ２５％．

小枝延长，叶片变小，但只有单根小枝，无丛生现象

Ｔｈｅｔｗｉｇｇｒｏｗｉｎａｎａｃｒｏｐｅｔａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｖｅｒｙｔｈｉｎｓｔｅｍｓａｎｄ
ｌｉｔｔｌｅｌｅａｖｅｓ，ｂｕｔｏｎｌｙｆｏｒｓｉｎｇｌｅｔｗｉｇｗｉｔｈｏｕｔｃｌｕｓｔｅｒｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ

１

ＩＩＩ级
Ｌｅｖｅｌ３

发病枝盘数占总枝盘数的２６％ ５０％
Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｂｒａｎｃｈｅｓｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｗａｓ２６％
ｔｏ５０％．

侧芽长出，数个枝条丛生，小叶片无枯萎

Ｔｈｅｌａｔｅｒａｌｂｕｄｓｇｒｅｗｏｕｔ，ｓｅｖｅｒａｌｌａｔｅｒａｌｂｒａｎｃｈｅｓｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｔｏｇｅｔｈｅｒ，ｔｈｅｌｉｔｔｌｅｌｅａｖｅｓｗａｓｎｏｗｉｔｈｅｒｉｎｇ．

２

ＩＶ级
Ｌｅｖｅｌ４

发病枝盘数占总枝盘数的５１％ ７５％
Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｂｒａｎｃｈｅｓｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｗａｓ５１％
ｔｏ７５％．

小枝复丛枝，呈小的团状分布，小叶片有的枯萎或脱落

Ｔｈｅｌａｔｅｒａｌｂｕｄｓｒｅｐｅａｔｅｄｌｙｇｒｅｗｏｕｔｗｉｔｈｓｍａｌｌｃｌｕｍｐｓ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｌｉｔｔｌｅｌｅａｖｅｓｗｉｔｈｅｒｅｄｏｒｆｅｌｌｏｆｆ．

３

Ｖ级
Ｌｅｖｅｌ５

发病枝盘数占总枝盘数的７５％以上
Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｂｒａｎｃｈｅｓｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｗａｓｍｏｒｅ
ｔｈａｎ７５％．

小枝复丛枝，呈大的团状分布于竹秆上

Ｔｈｅｌａｔｅｒａｌｂｕｄｓｒｅｐｅａｔｅｄｌｙｇｒｅｗｏｕｔｗｉｔｈｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｃｌｕｍｐｓ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｍｂｏｏｃｕｌｍ．

４

６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ；７２℃下延伸１０ｍｉｎ，循
环数为３０。第１轮ＰＣＲ的产物稀释２０倍后取１μＬ
作为第２轮ＰＣＲ的模板，ＰＣＲ扩增的体系同上。第
２轮ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ７０ｓ；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ，循环数为３８。取５μＬ第２轮 ＰＣＲ产物，使用
０．９％的琼脂糖凝胶进行电泳分析。电泳结束后在
凝胶成像仪上照相记录结果。

１．４．２　早竹丛枝病真菌病原的ｒＤＮＡＩＴＳ序列扩增
　以提取的总 ＤＮＡ为模板，采用报道的引物对
ＩＴＳ１Ｆ／ＩＴＳ４（５’ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ
３’／５’ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３’）进行ＰＣＲ扩
增［１５－１６］，扩增的真菌 ｒＤＮＡＩＴＳ序列片段大小约为
６００ｂｐ。扩增时使用的反应体系为：２×ＰＣＲＭｉｘ
１０μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的正、反向引物各０．４μＬ，模板
１μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补足 ２０μＬ。ＰＣＲ的反应条件为：
９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性 ３５ｓ，５５℃退火 ５５ｓ，
７２℃延伸６０ｓ；７２℃下延伸１０ｍｉｎ，循环数为３５。取
５μＬ的ＰＣＲ产物，使用１．５％的琼脂糖凝胶进行电
泳分析。电泳结束后在凝胶成像仪上照相记录

结果。

１．４．３　ＰＣＲ产物的纯化、克隆和序列分析　ＰＣＲ产
物经凝胶电泳检测，阳性扩增子使用普通 ＤＮＡ产物
纯化试剂盒纯化。纯化的 ＰＣＲ产物连接到 ｐＬＢ载
体，连接的反应体系为：ｐＬＢ载体０．５μＬ、ＩｎｓｅｒｔＤＮＡ
０．６μＬ、２×ＲｅａｃｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ０．５μＬ、ＢｌｕｎｔｉｎｇＥｎ

ｚｙｍｅ０．２５μＬ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ０．５μＬ，最后加ｄｄＨ２Ｏ
补足至５μＬ。全部连接产物转移到５０μＬ的感受态
细胞中进行转化，转化的试验程序参照感受态细胞

使用说明书进行。

挑取转化平板上长出的菌落，接种到４ｍＬ的
ＬＢ液体培养基中培养，培养条件为３７℃下１５０ｒ·
ｍｉｎ－１培养１２ １６ｈ。培养好的菌液取０．５μＬ作
模板进行菌液 ＰＣＲ鉴定，菌液 ＰＣＲ的反应条件同
１．４．２节。ＰＣＲ鉴定为阳性的菌液，取１ｍＬ送铂尚
生物技术（上海）有限公司测序。

１．５　数据处理
病害调查的原始试验数据使用 Ｅｘｃｅｌ２０１０和

ＳＰＳＳ１３．０软件进行计算和处理。测定的序列采
用 ＮＣＢＩ上的 ＢｌａｓｔＮ软件进行在线比对，利用
ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行多重序列比对和同源性分
析。多重比对时使用的其它序列来源于 ＧｅｎＢａｎｋ，
其登陆号如下：ＡＢ０６６２９２、ＡＢ０６６２９３、ＡＢ０８６８４６、
ＡＢ０６５４２３、ＥＦ３６３６８２、ＥＦ３６３６８３。

２　结果与分析

２．１　早竹丛枝病的调查结果
本试验在浙江省德清县的万亩早竹林共调查了

６块样地的１８个样方，病害调查结果见表２。６块样
地丛枝病发病率变化较大，最高发病率为４３．２３％，
最低为６．０８％，平均发病率为１８．５９％。样地病情
指数最高为 １４．９９，最低为 １．５２，平均病情指数为
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６６７。各样方感病株平均病情指数最高为３１．１５，最
低为０，平均病情指数为１１．８６。

从表２中也可看出，在相同样方中其样方病情
指数与感病株平均病情指数存在差异，绝大多数样

方病情指数小于感病株平均病情指数。而不同样方

间进行比较时，即使样方病情指数相同，其感病株平

均病情指数也不同。如６号样地的样方２、４号样地

的样方２和２号样地的样方２的样方病情指数都为
１１．３６，但其感病株的平均病情指数分别为３１．１５、
１１．１６和１４．３４，表明６号样地的样方２与４号样地
的样方２和２号样地的样方２相比，其感病株上的
小枝发病更为严重。故将单株水平和单枝盘水平的

病情分级同时用于丛枝病的调查，能更好的反映丛

枝病在样地中发生情况。

表２　早竹丛枝病的病害调查结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｕｒｖｅｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍｄｉｓｅａｓｅｏｆＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ

样地

Ｐｌｏｔ
样方

Ｑｕａｄｒａｔ
样方发病率

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｑｕａｄｒａｔ／％
样方病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘｏｆｑｕａｄｒａｔ
感病株平均病情指数

Ｍｅａｎｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｂａｍｂｏｏ
样地发病率

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｐｌｏｔ／％
样地病情指数

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｐｌｏｔ

１ １１．１１ ２．７８ １７．５０

１ ２ ７．１４ １．７９ ６．２５ ６．０８±５．６３ １．５２±１．４１

３ ０．００ ０．００ ０．００

１ ８．３３ １．６７ １０．００

２ ２ ２７．２７ １１．３６ １４．３４ ２１．８７±１１．８０ ８．５１±５．９５

３ ３０．００ １２．５０ １１．６７

１ １８．１８ ４．５５ ９．３８

３ ２ ０．００ ０．００ ０．００ ９．７６±９．１６ ２．４４±２．２９

３ １１．１１ ２．７８ １５．３８

１ ６０．００ ２２．５０ １３．３１

４ ２ ３６．３６ １１．３６ １１．１６ ４３．２３±１４．６０ １４．９９±６．５０

３ ３３．３３ １１．１１ ８．９１

１ ２０．００ ５．００ １２．９２

５ ２ ９．０９ ４．５５ ２３．０８ ９．７０±１０．０１ ３．１８±２．７６

３ ０．００ ０．００ ０．００

１ ２２．２２ １１．１１ １９．０３

６ ２ １８．１８ １１．３６ ３１．１５ ２０．８７±２．３３ ９．３４±３．２８

３ ２２．２２ ５．５６ ９．３８

２．２　早竹丛枝病材料的总ＤＮＡ提取结果
本研究提取了表现丛枝症状的早竹材料、健康

的早竹材料和表现丛枝症状的泡桐材料的总 ＤＮＡ。
提取的总ＤＮＡ样品进行凝胶电泳检测，发现样品的

总ＤＮＡ带大小一致、清晰明亮，无明显拖尾现象，亦
无蛋白质和ＲＮＡ污染（图１）。因此，本研究提取的
总ＤＮＡ浓度高、纯度好、降解少，可以用于后续的分
子生物学试验。

Ｍ：ＤＬ２０００；１ ２２：表现丛枝症状的小枝；２３：健康的小枝

ＬａｎｅＭ：ＤＬ２０００；ｌａｎｅ１ ２２：Ｔｈｅｔｗｉｇｓｓｈｏｗｉｎｇｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍｄｉｓｅａｓｅ；ｌａｎｅ２３：ｈｅａｌｔｈｙｔｗｉｇｓ

图１　早竹小枝提取的总ＤＮＡ电泳图

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔｌｅＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｗｉｇｓｏｆＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ
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２．３　早竹丛枝病植原体病原的分子鉴定
采用引物对 Ｒ１６ｍＦ２／Ｒ１６ｍＲ１和 Ｒ１６Ｆ２ｎ／

Ｒ１６Ｒ２对提取的ＤＮＡ样品进行巢式ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ
扩增的产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。结果表明，

泡桐丛枝病材料的 ＤＮＡ样品能够扩增出约 １２００

ｂｐ的条带，而所有早竹的 ＤＮＡ样品均不能够扩增
出清晰的１２００ｂｐ的条带（图２）。表明样品中没有
植原体ＤＮＡ存在，即收集的早竹丛枝病材料的病原
菌非植原体。

Ｍ：ＤＬ２０００；１ ２２：感病的早竹小枝；２３：健康的早竹小枝；２４：感病的泡桐小枝

ＬａｎｅＭ：ＤＬ２０００；ｌａｎｅ１ ２２：ＩｎｆｅｃｔｅｄＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ；ｌａｎｅ２３：ＨｅａｌｔｈｙＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ；ｌａｎｅ２４：Ｉｎｆｅｃｔｅｄｐａｕｌｏｗｎｉａ

图２　巢式ＰＣＲ扩增植原体１６ＳｒＲＮＡ基因的片段

Ｆｉｇ．２　ＮｅｓｔｅｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｒｔｉａｌｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

２．４　早竹丛枝病真菌病原的ｒＤＮＡＩＴＳ序列扩增
采用引物对 ＩＴＳ１Ｆ／ＩＴＳ４对提取的 ＤＮＡ样品

进行ＰＣＲ扩增，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分
析。从结果可以看出，所有表现丛枝症状的早竹样

品都能够扩增出约６００ｂｐ的ＤＮＡ条带，而表现健康
的早竹样品不能够扩增出相同大小的条带（图３），
表明在感病的早竹样品中存在真菌病原物。

Ｍ：ＤＬ２０００；１ ２２：表现丛枝症状的早竹小枝；２３：健康的早竹小枝

ＬａｎｅＭ：ＤＬ２０００；ｌａｎｅ１ ２２：ＩｎｆｅｃｔｅｄＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ；ｌａｎｅ２３：ＨｅａｌｔｈｙＰｈ．ｐｒａｅｃｏｘ

图３　ＰＣＲ扩增病原真菌的ＩＴＳ序列

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒＤＮＡＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｆｕｎｇｕｓ

２．５　ＰＣＲ产物的纯化、克隆和序列分析
ＰＣＲ扩增出的真菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列，采用凝胶回

收试剂盒回收纯化，纯化产物连接到 ｐＬＢ载体并转
化大肠杆菌感受态细胞。挑取转化平板上的菌落，

接种于ＬＢ液体培养基，每个平板接种３个菌落。接
种并培养后的菌液采用ＰＣＲ法筛选重组子，重组子
送铂尚生物技术（上海）有限公司测序。分析测序

的结果，发现早竹丛枝病病原菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列扩
增片段的长为５８５ ５８６个核苷酸，包括 ＩＴＳ１、５．８Ｓ

ｒＲＮＡ和 ＩＴＳ２的全长序列。将测定的序列在 ＮＣＢＩ
中进行ＢＬＡＳＴ分析，得到与早竹丛枝病病原物亲缘
关系最近的真菌序列及同源性数据。在线比对发

现，本研究测定的序列与竹针孢座囊菌的序列

（ＥＦ３６３６８２、ＥＦ３６３６８３）的同源性高达９９．００％；与其
它的非竹针孢座囊菌的序列同源性最高的为 Ｃｌａｖｉ
ｃｅｐｓｐｈａｌａｒｉｄｉｓ（ＡＪ１３３３９９），并且两者间的同源性仅
为９４．００％，故本研究中的早竹丛枝病的病原菌为
竹针孢座囊菌。将测定的序列和ＧｅｎＢａｎｋ下载的竹
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针孢座囊菌序列截取相同的长度（４８２ｂｐ），使用
ＤＮＡＭＡＮ６．０进行序列的多重比对，结果表明测序
序列间的同源性为９９．６５％，测序序列与已报道的
竹子丛枝病病原物竹针孢座囊菌的序列同源性为

９９．６３％。

３　讨论
竹子丛枝病是广泛发生于亚洲东部竹产区的重

要病害，早在２０世纪初，日本学者就对其病原物进
行研究，到目前已经鉴定的竹子病原菌有植原体、竹

针孢座囊菌、竹暗球腔菌、竹异香柱菌等［９－１０］，并且

这些病原菌还会以混合侵染的形式存在于某一竹种

上。这不仅造成竹林经营中的产量损失，也会给竹

子丛枝病病原物的鉴定、致病性研究、抗病育种、病

害防治等科学研究带来困难。而本研究使用植原体

１６ＳｒＤＮＡ和真菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列特异性的引物对竹
子丛枝病材料的病原菌进行分子鉴定，能够全面、准

确地鉴定发病材料的病原菌。

植原体是一类能够引起１０００多种植物发病的
病原细菌，而丛枝症状是植原体侵染时产生的典型

症状之一，故植物出现丛枝症状，常被怀疑为植原体

侵染。事实上，在中国、韩国、印度、日本等国均有植

原体引起的竹子丛枝病的报道［１７－２０］。本研究在浙

江省德清县万亩早竹林采集到２８份表现丛枝症状
的早竹材料，使用试剂盒提取总 ＤＮＡ。利用植原体
检测时使用的引物进行植原体保守序列１６ＳｒＤＮＡ
的扩增，检测样品中的植原体病原物。然而，作者只

在感病的泡桐ＤＮＡ样品（阳性对照）中扩增出了目
的片段，在所有感染丛枝病的早竹样品中均没有扩

增出目的片段，表明早竹丛枝病材料中不存在植原

体，即本研究的早竹丛枝病不是由植原体引起。

细胞核 ＤＮＡ中的转录间隔区（ＩｎｔｅｒｎａｌＴｒａｎ
ｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）既具有保守性，又在科、属、种水
平上具有特异性的自身优点；并且在基因库中存放

有超过１７２０００条全长的真菌ＩＴＳ序列，可以通过在
线比对快速确定要鉴定物种的分类信息，故 ＩＴＳ广
泛地用于单个真菌和环境中的真菌混合物的物种鉴

定［２１－２２］。在本研究中，使用 ｒＤＮＡＩＴＳ序列特异引
物对 ＩＴＳ１Ｆ／ＩＴＳ４进行扩增时，所有感病的早竹
ＤＮＡ样品均能够扩增出约６００ｂｐ的目的条带，而健
康的早竹样品在该位置没有扩增出条带，只在约

７００ｂｐ处出现一条较弱的杂带，该杂带可能由竹子
内生菌污染造成。扩增出的目的条带克隆到载体

ｐＬＢ并进行测序、序列分析和在线比对，发现其与报
道的竹针孢座囊菌的序列同源性为９９．００％，确证
早竹丛枝病的病原物为麦角菌科（Ｃｌａｖｉｃｉｐｉｔａｃｅａｅ）的
竹针孢座囊菌。竹针孢座囊菌的主要传播方式是分

生孢子通过春雨传播［２３－２４］，因此，可在其分生孢子

散发之前铲除发病的竹株，防止病原菌的扩散和

蔓延。

通过样方法对浙江省德清县的早竹进行丛枝病

病害调查，６块样地 １８个样方的平均发病率为
１８５９％，平均病情指数６．６７，表明调查的早竹林轻
度发生丛枝病。本次的早竹丛枝病的调查结果与陈

建寅等［５］和刘军等［２５］的调查结果相比，浙江德清的

早竹发病较轻，这可能与目前的早竹林地的经营方

式有关。通过比较样方的病情指数与各样方感病株

的平均病情指数，发现两者之间并不完全一致。样

方的病情指数反映的是样方的感病水平，表现为样

方的总体感病情况，其在调查统计时只考虑发病枝

条的数量多少，而忽略了发病株不同枝条上的丛枝

病的严重程度的差异性。而本研究依据竹丛枝病的

病害表观症状的发展进行分级，对感病株的各盘枝

条的发病程度进行逐一统计，并计算样方中感病株

的病情指数，详细地记录病害在单株早竹上的严重

程度。故两种病情分级的综合能够更全面地反映丛

枝病在早竹上的危害状况和严重程度。

４　结论
本研究采用细菌和真菌保守序列的 ＰＣＲ引物

对早竹丛枝病的病原物进行分子鉴定，结果表明，早

竹丛枝病的病原物为竹针孢座囊菌；通过对病害进

行调查和统计分析，发现丛枝病在浙江德清集约经

营林地的早竹上轻度危害，尚不会对生产经营造成

重大的经济损失。本文研究结果可为早竹丛枝病的

病害调查、诊断、防治以及防治效果的评价提供科学

依据。
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