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棉花黄萎病是棉花生产中最重要的病害，遍布世界各

个主要的产棉区，严重地影响棉花的产量和质量 [1]。棉花黄
萎病菌存在较强的致病性分化，目前依据黄萎病菌侵染棉

花后是否引起叶片脱落，将病菌分为落叶型与非落叶型 2
类致病类型，其中以落叶型黄萎病菌的致病力最强，危害最

重。在我国，落叶型菌系自 1983年首次发现以来，对我国的
棉花生产已造成严重危害[2]。鉴于棉花黄萎病菌落叶型菌系
的巨大危害，快速检测出落叶型棉花黄萎病菌是阻止该病

害传播扩展的重要基础[3]。因此，笔者采用了 PCR技术对石

河子地区棉花黄萎菌系进行检测，监测石河子地区棉花黄

萎病菌致病类型，查明石河子地区是否存在落叶型黄萎病

菌，旨在为该病害的综合防治提供科学理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌系 2005耀2006年从石河子地区主要植棉区采
集棉花黄萎病株，从农八师 13个团场棉田采集棉花黄萎病
病株 328份，通过常规的组织分离，单孢分离，获得棉花黄
萎病菌的纯培养菌株 114个，具体的采样时间和地点见表
1和表 2。
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摘要 [目的]查明落叶型黄萎病菌在石河子地区的存在情况。[方法]采用了 PCR技术对石河子地区棉花黄萎菌系进行检测，监测石
河子地区棉花黄萎病菌致病类型。[结果] 利用非落叶型棉花黄萎病菌的的特异引物 ND1、ND2对石河子棉区采来的 114个棉花黄萎
病菌菌系进行 PCR扩增，108个菌系扩增出 1 500 bp的片段，与文献中报道的非落叶型棉花黄萎菌系扩增出的片段大小一致，说明
这些菌系为非落叶型棉花黄萎菌系；而剩余的 6个菌系未扩增出任何片段；利用落叶型黄萎病菌的特异性引物 D1、D2对这 6个菌系
进行扩增，也未扩增出任何片段。[结论]非落叶型黄萎病菌占供试菌系的 99.5%，表明目前石河子地区棉花黄萎病菌依旧以非落叶型
黄萎病菌为主。
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Study on the Molecular Monitoring of the Pathotype of Cotton Verticillium Wilt Pathogen in Shihezi Region
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Abstract [Objective] The aim of the research was to find out the existence of defoliating pathotype of verticillium wilt pathogen in Shihezi region.
[Method] Cotton verticillium wilt pathogen in Shihezi region was detected by using PCR technology to monitor the pathotypes of cotton
verticillium wilt pathogen in Shihezi region. [Result] The specific primers ND1, ND2 of non蛳defoliation pathotype of cotton verticillium wilt
pathogen were used to make PCR amplification on 114 strains of cotton verticillium wilt pathogen from Shihezi cotton region. The fragment (1 500
bp) was amplified from 108 bacterial system and its size was accordant with the size of the amplified fragment by the non蛳defoliation pathotype of
cotton verticillium wilt pathogen that reported in the literature, which indicated that this bacterial strains were non蛳defoliation pathotype of cotton
verticillium wilt pathogen. While no fragment was amplified form the residual 6 bacterial strains. The specific primers D1 and D2 of defoliating
pathotype of verticillium wilt pathogen were used to amplify these 6 bacterial strains and no fragment was amplified also. [Conclusion] The non蛳
defoliation pathotype of cotton verticillium wilt pathogen occupied 99.5% of the tested bacterial strains, which indicated that the cotton
verticillium wilt pathogens in Shihezi region was still mainly non蛳defoliation pathotype of cotton verticillium wilt pathogen at present.
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表 1 2005年棉花黄萎病菌的采样地点和品种
Table 1 Sampling sites and cultivars of cotton verticillium wilt pathogen in 2005

序号No. 采样地点Sampling site 棉花品种Cotton cultivar 序号No. 采样地点Sampling site 棉花品种Cotton cultivar 序号No. 采样地点Sampling site
棉花品种Cotton cultivar

1忆 148团 2营园林连 炮台 1号 19忆 121团 22连 8斗 3号 炮台 1号 36忆 143团 1场 16连 10号 早 13
2忆 148团 2营 11连 23号 康地 1号 20忆 134团 6连 102南 炮台 1号 37忆 143团 2场 15连 9蛳10 早 233忆 148团 1营 6连 炮台 1号 21忆 134团 6连 6蛳4 炮台 1号 38忆 143团 2场 10连 15号 297蛳5
4忆 148团 1营 2连 9号 炮台 1号 22忆 134团 12连 23 炮台 1号 39忆 143团 2场 12连 8斗 5 中 425忆 148团 2营营部 炮台 1号 23忆 133团 11连南 8号 早 12 40忆 143团 3场 12连 9号 297蛳5
6忆 149团 1区 12连 39号 81蛳3 24忆 133团 11连负 1号 康地 1号 41忆 143团 3场 12连基建连 297蛳57忆 149团 1区 12连 44号 150蛳2 25忆 133团 12连 2轮 6号 康地 1号 42忆 143团 3场 17连 3号 早 13
8忆 149团 1区 12连 46号 18蛳3 26忆 133团 2连 27轮 4号 81蛳3 43忆 145团 6场 1连 3号 297蛳5
9忆 149团 - 27忆 142团 1营良种连西 S 炮台 1号 44忆 145团 6场 5连 13 -10忆 150团 6连路南 炮台 1号 28忆 142团 1营 10连 74号蛳2 炮台 1号 45忆 145团 3分场 19连西 7 早 13
11忆 150团 6连 炮台 1号 29忆 142团 3营 11连 8号 炮台 1号 46忆 147团 19连 182号 297蛳512忆 150团 13连 65号 1 炮台 1号 30忆 142团 1营 10连 74蛳2 炮台 1号 47忆 132团 4连 4斗 7号 297蛳5
13忆 150团 13连 65号 2 81蛳3 31忆 142团 3营 12连 32东 297蛳5 48忆 132团 15连 2号 炮台 1号
14忆 150团砖瓦厂 - 32忆 142团 1营良种连 炮台 1号 49忆 141团 12连西苗圃 炮台 1号15忆 121团 6连 3斗 2蛳4号 炮台 1号 33忆 144团种子站 3斗 2号 炮台 1号 50忆 141团 5连中小 3号 早 12
16忆 121团 6连 3斗 3蛳1号 炮台 1号 34忆 144团种子站 5斗 2号 - 51忆 141团 12连 天河 99117忆 121团 4连 2斗 4号 炮台 1号 35忆 143团 1分场 4连下 10A 早 13 52忆 141团 11连 16号 297蛳5
18忆 121团 22连 8斗 2号 炮台 1号

1.2 菌丝培养 将分离纯化的棉花黄萎病菌各菌系移至

PDA平板上培养，当菌落扩展至 1.5 cm时用无菌刀片切下
转移到盛有 250 ml的查氏培养液的三角瓶中，25 益振荡培
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养 7 d左右，过滤获得菌丝，晾干，然后置于-30 益冰箱中保
存备用。

1.3 DNA提取方法 称取 50 mg菌粉（菌丝体在液氮中研
磨成细粉状）置于 1.5 ml 的离心管中，加入 S提取缓冲液
（200 mmol Tris HCl pH8.5，250 mmol NaCl，25 mmol EDTA，
0.5% SDS）750 滋l，混匀，65 益水浴，1 h后取上清液，往其中
加入酚颐氯仿（1颐1）600 滋l，混匀，4益离心 13 000 r/min 15 min，
取上清液，往上清液中加入氯仿颐异戊醇（24颐1）600 滋l，混匀，
4益离心 13 000 r/min 15 min，取上清液，用 600 滋l的氯仿颐异
戊醇（24颐1）将上清液抽提 1次，4益离心 13 000 r/min 10 min，
取上清液，往其中加入 0.1体积醋酸钠和 2体积冰冷的无
水乙醇，放置 20益低温冰箱内 1~2 h，4 益离心 13 000 r/min
15 min，小心倒去液体，沉淀物用 70%冰冷的乙醇清洗 2次，
在空气中自然干燥，沉淀物用 TE溶液重新溶解，置于 4益冰
箱中保存。

1.4 PCR反应条件
1.4.1 PCR 反应引物。棉花黄萎病菌特异性引物 [4]ND1（5蛳
CAGGGGATACTGGTACGAGACG蛳3）和 ND2（5蛳ATGAGTATT
GCCGATAAGAACA蛳3）；D1（5蛳CATGTTGCTCTGTTGACTGG蛳
3）和 D2（5蛳GACACGGTATCTTTGCTGAA蛳3），由上海生工生
物工程技术服务有限公司合成。

1.4.2 PCR 反应体系。PCR扩增的反应液总量为 25 滋l，反
应体系为：10伊Buffer 2.5 滋l；1.25 mmol/L MgCl2 2.25 滋l；200
滋mol/L dNTP 2 滋l；0.5 滋mol/L引物（ND或 D）2.5 滋l；1 Utaq
酶 0.2 滋l；模板 1 滋l；ddH2O 14.55 滋l；反应液在 PTC蛳200热
循环控制仪中进行。扩增循环为 94益预变性 5 min，94 益变
性 1 min，56益退火 1 min，72 益延伸 3 min，30个循环，最后
74 益延伸 10 min。对 PCR 扩增产物进行电泳，电泳采用
0.8豫琼脂糖胶，电泳结束后，将琼脂糖胶置于 TBE中染色
15 min，然后置于紫外成像仪上观察结果并扫描于计算机
软件中保存。

2 结果与分析

2.1 棉花黄萎病菌 DNA提取结果 提取了 114个棉花黄

萎病菌供试菌系的 DNA，对提取的 DNA进行电泳，部分供
试菌系的 DNA电泳结果见图 1。由图 1可知，供试的大部
分菌系 DNA提取效果较好，可以作为模板进行 PCR扩增。

2.2 棉花黄萎病菌致病型的分子检测结果 利用非落叶

型黄萎病菌的引物 ND1、ND2，分别以 114个棉花黄萎病菌
供试菌系的总 DNA为模板进行 PCR扩增，部分供试菌系
的扩增结果见图 2。由图 2可知，大多供试菌系都扩增出
1 500 bp大小的片段，与文献中报道的非落叶型棉花黄萎
菌系扩增出的片段大小一致，说明这些菌系为非落叶型棉

花黄萎菌系，还有 6个菌株（52忆、48、19、40、56、47忆）未扩增
出条带。未扩增 1 500 bp条带的 6个黄萎病菌菌系（52忆、48、
19、40、56、47忆）再采用落叶型黄萎病菌的特异引物 D1、D2

注：“—”表明棉花品种未知。Note: 原 stands for unknown cotton cultivar.

序号No. 采样地点Sampling site 棉花品种Cotton cultivar 序号No. 采样地点Sampling site 棉花品种Cotton cultivar 序号No. 采样地点Sampling site 棉花品种Cotton cultivar
1 143团 3连 15斗 1 - 22 133团 7连 13轮 7号 217 43 121团 9连 4斗 10蛳1 新炮台台
2 143团 17连 61蛳4号 中 42 23 133团 15连 32蛳7 标杂 44 121团 9连猪场 新炮台
3 143团 18连 15号 134蛳1 24 133团 7连 12轮 5号 217 45 144团 16连 11斗西 2 炮台
4 143团 17连 23# 中 42 25 133团 13连 16蛳3 早 20 46 144团种子站参观站 297蛳55 146团路东 - 26 133团 15连负 1 217 47 144团 20连 16斗东 1 -6 146团 6分场 - 27 134团 3连 10号 4 602 48 142团良种连 58号 297蛳57 146团 7连 - 28 134团 13连 26轮 3号 4 297蛳5 49 142团 12连 23号 炮台
8 147团 10连 2# - 29 134团 12连 3号 1 602 50 142团良种连 53号 297蛳5
9 147团团部水管站 - 30 134团 17连 3轮 4 297蛳5 51 142团 1连北 30 -10 147连良种连 - 31 148团团部 - 52 142团 11连 1号 99蛳5
11 147团 13连 61# - 32 148团 2营一连 19号 早 12 53 142团 3营营部 炮台
12 147团 4连 - 33 148团 2营 12连 54 142团 1连 27 -13 150团 5连 2#地 - 34 148团 2营 11连 30号杂块 早 12 55 132团 4连 4斗 7 -14 150团 15连 66# - 35 148团 3营 2连（4） - 56 132团 14连 297蛳5
15 150团 13连 - 36 148团园林 2队 - 57 132团 4连 3斗 4 辽 18
16 150团 6连 2号 - 37 148团 2营 11连 19号 早 12 58 141团加工厂 12# 炮台
17 149团 12连 39号东 18蛳3 38 121团 8连 5斗 5负 4 602 59 141团 11连 10# 炮台
18 149团良种连（感） - 39 121团 17连 12 297蛳5 60 141团 5连 3#路西 -19 149团良种连（感） - 40 121团 24连 4斗 8负 3 297蛳5 61 141团 12连 704
20 149团良种连（抗） - 41 121团 10连 3斗 10蛳1 新炮台台 62 141团 13连 1# 30121 133团 1连 19蛳7 K7 42 121团 24连 4斗 9负 2 炮台

表 2 2006年棉花黄萎病菌的采样地点和品种
Table 2 Sampling sites and cultivars of cotton verticillium wilt pathogen in 2006

M 1 2 3 4 5 6 1忆 2忆 3忆 4忆 5忆

图 1 部分供试菌系的 DNA提取结果
Fig. 1 DNA extraction result of some tested strains

弱 774 45 M47忆312213忆241516忆1928293223忆272425

图 2 引物 ND1、ND2对部分供试菌系的 PCR扩增结果
Fig. 2 PCR amplification result of some tested strains

by primers ND1 and ND2
（下转第 7154页）
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进行 PCR扩增，依旧未扩增出任何条带。
3 结论与讨论

利用非落叶型黄萎病菌的引物对 114个供试菌系的
总DNA 进行 PCR 扩增，其中有 108个菌系扩增出大小为
1 500 bp片段，与文献中报道的非落叶型棉花黄萎菌系扩
增出的片段大小一致，说明这些菌系为非落叶型棉花黄萎

菌系，剩余的 6个菌系（52忆、48、19、40、56、47忆）用落叶型和
非落叶型引物都未扩增出片段，这些菌系属于何种致病类

型有待继续研究。由该试验可知，非落叶型黄萎病菌占供试

菌系的 99.5%，表明目前石河子地区棉花黄萎病菌依旧以
非落叶型黄萎病菌为主。

在供试的 114个石河子地区棉花黄萎菌系中虽未检测

到落叶型棉花黄萎病菌，但新疆棉区已报道存在落叶型棉

花黄萎病菌[5]，因此应加强对石河子棉区黄萎菌系致病类型
的检测和监测，防止黄萎病菌落叶型菌系在当地的传播和

蔓延。该试验利用特异性 PCR的引物检测棉花黄萎病菌的
致病类型，实现了对棉花黄萎病菌致病类型的快速监测。
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