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摘  要：为明确在贵州发现的萱草（Hemerocallis fulva）叶斑病病原菌及其生物学特性，采用组织分

离法和离体接种法分别对其病原菌进行分离和致病性测定，利用形态学及 ITS 基因序列分析对病原菌进

行鉴定并对其生物学特性进行研究。鉴定结果表明：分离得到的萱草叶斑病病原菌菌株（编号为 XCS369）

的菌丝为灰白色、绒毛状，菌落中心隆起呈灰褐色，背面橄榄绿色，培养 15 d 表面可产生白色孢子粉；

分生孢子光滑，无色，椭圆至长椭圆形。在以 ITS 基因序列构建的系统发育树中，XCS369 与古巴炭角菌

（Xylaria cubensis）聚于一支，且支持率达 99%，结合形态特征与系统发育分析将其鉴定为古巴炭角菌。

该菌菌丝最适生长温度为 25 ~ 28 ℃，最适 pH 7，在马铃薯葡萄糖培养基上生长最快，对碳源麦芽糖、氮

源酵母浸粉的利用最高，菌丝生长对光照不敏感。 
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Abstract：To clarify the pathogen causing leaf spots of Hemerocallis fulva in Guizhou Province and 

its biological characteristic，the pathogen was obtained by using the method of tissue isolation. Its 

pathogenicity was tested in vitro inoculated leaves，and the pathogen was classified and identified with 

morphology and ITS gene sequence analyse，the biological characteristic of pathogen were also studied. 

The results showed that the strain isolated from leaf brown spots of Hemerocallis fulva was numbered as 

XCS369，its main diagnostic feature were as followed：the mycelia was grayish white and villous，colony 

center ridge is taupe，back olive green，and the back of colonies were olive green. After 15 days of 

cultivation，it could produce white sporangium powder. Its smooth and colorless conidia appeared elliptical 

or oblong. The phylogenetic tree based on ITS gene sequence showed that XCS369 strain was clustered 

together with Xylaria cubensis，supported by 99%. Together with the morphology characteristics and 

phylogenetic analysis，it was identified as one member of Xylaria cubensis. The research of biological 

characteristics showed that the mycelia of XCS369 strain grew faster on potato dextrose medium of pH 7 
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and had the highest utilization of carbon source maltose and niteogen source yeast extract powder at 25–

28 ℃，and it was insensitive to light. 

Keywords：Hemerocallis fulva；leaf spot disease；pathogens identification；Xylaria cubensi；biological 

characteristics 

 

萱草（Hemerocallis fulva）是百合科（Liliaceae）多年生宿根草本植物（张俊 等，2018）。中

国是萱草属植物种类最全、分布范围最广的国家，其有 14 个种，中国原产 11 个种，占全世界的 80%

（赵天荣 等，2015；任阳，2017）。萱草具有较高的药用价值，其入药的部位主要为萱草根和萱草

花，具有清热利尿、凉血止血的功效（冯博，2013；黄昕蕾，2013）；医学研究发现，萱草还具有

抗抑郁、抗氧化和分解脂肪的作用（Kaneshiro et al.，2005；Bor et al.，2006；陈国中 等，2008）。

此外，萱草还是我国传统的庭院观赏植物，具有极佳的观赏价值（尤静，2013；张伟，2014）。 

目前，萱草上各类病害频发，严重影响了其产量和品质。已报道的萱草病害主要包括由柄锈菌

（Puccinia hemerocallidis）引起的锈病（蔡祝南 等，2002）、齐整小核菌（Sclerotium rolfsii）引起

的白绢病（董国堃 等，2005）、百合科刺盘孢（Colletotrichum liliacearum）引起的炭疽病（姜风丽 

等，1996）、泡状葡柄霉菌（Stempkylium vesicarium）引起的叶枯病（罗宽和任新国，1991）以及

Kabatiella microsticta 引起的叶枯病（白庆荣 等，2013）等。然而，关于萱草叶斑病的研究报道较

少，仅见罗宽等（1989）报道的由同色镰孢菌（Fusariam concolor）引起的萱草叶斑病。 

2018 年 6 月，在贵州省施秉县牛大场镇中药材基地栽培的萱草植株上发现了一种叶部新病害，

主要在叶片中部产生单个或多个梭形或不规则黄褐色病斑，干燥条件下易破裂，发病率为 10.8%，

病叶率约为 20%。为明确该病的病原菌，本研究中对该病害进行了病原菌分离鉴定和致病性测定以

及病原菌生物学特性研究，以期为当地萱草叶斑病害的发生、流行规律和综合防治研究提供理论依

据。 

1  材料与方法 

1.1  病原菌的分离 

供试感病萱草为白天开花型的黄花萱草（黄花菜），采自贵州省施秉县牛大场镇中药材种植基

地，选取 6 片带有典型病症的叶片和 2 个完整植株带回实验室进行病原菌的分离培养。基础培养基

为马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基。 

采用组织分离法（方中达，1998）从萱草叶片病健交界处切取 5 mm × 5 mm 叶片，在 75%乙醇

中浸泡 10 s，然后置于 0.1%酸性升汞浸泡 3 min，用无菌水将组织冲洗 4 次，最后用无菌吸水纸吸

干，将其接种至含链霉素、青霉素的 PDA 平板上，于 25 ℃恒温培养箱中培养 5 d 后仅分离得到 1

个株菌。挑取菌落边缘少量菌丝体进行转接培养，并进行单孢分离获得纯培养物（代表菌株

XCS369）。该菌株于 25 ℃培养 7 d 后，转接到 PDA 培养基上作为菌种保存，备用。 

1.2  病原菌致病性测定  

按照柯赫氏法则进行致病性测定。选取健康萱草叶片，用无菌水冲洗，75%乙醇表面消毒，贴

菌片法接种。用直径 5 mm 的打孔器在保存的分离菌株菌落边缘打取菌片，用灭菌针在叶片上均匀

刺伤 2 个 5 mm 以内的定点，接种菌片，每片叶接种 1 块菌片，覆盖全部刺伤点，以不接菌的健康
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叶片为对照。每个处理重复 3 次，25 ℃保湿（湿度 90%）培养，观察并记录发病情况。 

1.3  病原菌形态学和分子生物学鉴定 

将分离得到的致病菌株接种到 PDA 平板上，25 ℃恒温培养 7 d 后，观察记录菌落特征及生长

情况。待产孢后用光学显微镜拍摄产孢结构及孢子形态。 

按照 DNA 提取试剂盒 GD2416[生工生物工程（上海）股份有限公司]说明书提取病原菌基因组

DNA。选择引物 ITS（ ITS1：3′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-5′； ITS4：3′-TCCTCCGCTTAT 

TGATATGC-5′）（Mackay et al.，1999）对菌株进行 PCR 扩增，反应体系为 25 μL：2 × PCR 反应

缓冲液 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL，引物（10 μmol · L-1）各 1 μL，DNA 模板 1 μL。引物均委托生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。ITS 基因 PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

52 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 90 s，35 个循环。反应结束后进行 1.2%琼脂电泳检验，PCR 产物送生

工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。将所得到的核苷酸序列在 GenBank 里进行同源性比对。

根据同源性比对结果，参考 Stefańczyk 等（2016）的方法选取同源性最高（99%）的炭角菌属（Xylaria）

菌株 30 个，并下载其相应的 ITS（ITS1/ITS4）基因序列，基于最大简约法（任静 等，2016）利用

PAUP* 4.0 软件（Swofford，2002）构建系统发育树。 

1.4  病原菌生物学特性测定 

1.4.1  培养基对病原菌菌丝生长的影响试验 

7 种培养基包括：PDA 培养基（去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 15 g、琼脂粉 20 g、水 1 000 mL）、

牛肉膏蛋白胨（beef extract peptone，BEP）培养基（牛肉膏 3 g、蛋白胨 10 g、氯化钠 5 g、琼脂 20 g、

水 1 000 mL）、萨式（Saxon glucose Agar medium，SDAY）培养基（葡萄糖 40 g、蛋白胨 10 g、

酵母浸粉 10 g、琼脂 20 g、水 1 000 mL）、马铃薯蔗糖琼脂（potato sucrose agar，PSA）培养基（去

皮马铃薯 200 g、蔗糖 15 g、琼脂粉 20 g、水 1 000 mL）、察氏（Czapek）培养基（硝酸钠 2 g、磷

酸氢二钾 1 g、氯化钾 0.5 g、硫酸镁 0.5 g、硫酸亚铁 0.01 g、蔗糖 30 g、琼脂 20 g、水 1 000 mL）、

燕麦琼脂（oatmeal agar，OA）培养基［燕麦片（加水煮 1 h 过滤）30 g，琼脂 17 g，水 1 000 mL］、

玉米粉琼脂（corn meal agar，CMA）培养基［玉米粉（加水煮 1 h 过滤）200 g，琼脂 20 g，水 1 000 

mL］。病原菌接种于 PDA 培养基，28 ℃培养 5 d，沿菌落边缘打取菌饼（直径 5.0 mm），接于上

述 7 种培养基（PDA、BEP、SDAY、PSA、Czapek、OA、CMA）平板中央，25 ℃恒温培养。 

1.4.2  病原菌对碳、氮源的利用试验 

参照张笑宇等（2017）的研究方法测定病原菌对碳、氮源的利用特性：以 Czapek 培养基为基础

培养基，选用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、乳糖等为碳源，硝酸钠、蛋白胨、酵母浸粉、磷酸氢

二胺、硫酸铵等为氮源，以不含碳源及氮源的基础培养基为对照。用直径为 5.0 mm 的打孔器在活

化 7 d 后的菌落边缘打取菌块，接种至含有不同碳源或氮源的培养基上于 25 ℃恒温培养。 

1.4.3  不同温度对病原菌菌丝生长的影响试验 

取直径 5.0 mm 的菌饼移至灭菌处理后的 PDA 培养基平板上，分别置于 5、10、18、20、25、

28、30、35、37 和 40 ℃共 10 个温度下培养。 

1.4.4  不同 pH 值对病原菌菌丝生长的影响试验 

用 1 mol · L-1 HCl 和 1 mol · L-1 NaOH 将 PDA 培养基分别调整为 pH 4、5、6、7、8、9、10，用

直径 5.0 mm 的打孔器在活化 7 d 后的菌落边缘打取菌饼，并接种于不同 pH 的 PDA 平板中央，于

25 ℃下恒温培养。 
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1.4.5  光照对病原菌菌丝生长的影响试验 

用直径 5.0 mm 的打孔器在活化 7 d 后的菌落边缘打取菌饼，并接种至 PDA 平板中央，分别于

24 h 黑暗、12 h 明暗交替和 24 h 光照下 25 ℃恒温培养。 

1.5  数据分析 

上述试验均重复 3 次，培养 3、5 和 7 d 后用十字交叉法测量菌落直径。利用 SPSS 18.0 软件进

行数据统计分析，采用邓肯氏新复极差法进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  萱草叶斑病田间发病症状 

病害症状主要见于萱草叶片中部，叶片上产生单个或多个梭形至不规则病斑，病斑中央黄色，

外圈棕褐色，并伴有黄色晕圈，干燥条件下易破裂、穿孔（图 1）。发病严重时可形成较大病斑导致

植株枯死。将病害标本置于体视镜下未观察到病原物的形态特征，根据发病特征，命名该病害为萱

草叶斑病。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  萱草叶斑病田间发病症状 

Fig. 1  Symptoms of leaf spot disease of Hemerocallis fulva 

2.2  病原菌的致病性 

将分离纯化得到的菌株（XCS369）按柯赫氏法则接种，6 d 后叶片开始发病（图 2），产生中央 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 2  接种萱草叶斑病病原菌后叶片发病症状（12 d） 

Fig. 2  Symptoms of leaf inoculation after inoculation of Hemerocallis fulva leaf spot（12 d） 
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黄色、外圈棕褐色、并伴有黄色晕圈的梭形病斑，12 d 后菌丝穿透叶肉组织，致使病斑扩大；对照

叶片未见发病（图 2）。回接叶片发病症状与原病害样本症状相同（图 1），从发病叶片再分离的病原

菌与原接种菌种相同，证实了该菌株为致病菌，且致病性强，易通过伤口侵染。 

2.3  病原菌的形态特征 

如图 3 所示，分离得到的菌株在 PDA 培养基上菌落近圆形；气生菌丝灰白色，绒毛状平铺；菌

落中心隆起呈灰褐色，菌落外圈白色，背面橄榄绿色；培养 15 d，表面可产生白色孢子粉（图 3）；

菌丝上直接产生有分枝的分生孢子梗，分生孢子梗的顶端产生分生孢子；分生孢子光滑，无色，椭

圆至长椭圆形，大小为 4.49 ~ 11.69 μm × 2.11 ~ 4.15 μm（图 4）。根据形态学特征可初步将其鉴定为

炭角属（Xylaria）真菌。 

 
图 3  病原菌的菌落正面（A）和反面（B） 

Fig. 3  Colony of the pathogen front（A）and back（B）  

 

 

图 4  病原菌分生孢子（A）和分生孢子梗（B） 

Fig. 4  Pathogens conidia（A）and conidiophores（B） 

2.4  系统发育分析 

在基于 ITS1/ITS4 基因序列的系统发育树中（图 5），以蝉棒束孢 GZUIFR-4606（Isaria 

xylariiformis）为外群，菌株 XCS369 与古巴炭角菌 Xylaria cubensis 聚集于一个类群，且支持率达

99%。结合菌株 XCS369 的形态特征和 ITS 基因序列分析将其鉴定为古巴炭角菌 Xylaria cubensis，

将其 ITS 序列提交至 GenBank，获得序列登录号为 MK747250。 
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图 5  基于 ITS 基因序列构建的萱草病原菌菌株的系统发育树 

▲为本试验所用菌株。 

Fig. 5  Phylogenetic tree of a strain of Hemerocallis pathogen strain based on ITS gene sequence 

▲Means the strain used in this study. 

2.5  病原菌生物学特性 

2.5.1  不同培养基对病原菌菌丝生长的影响  

由表 1 可见，病原菌在不同培养基上菌丝生长速度存在明显差异。在 PDA 培养基上菌丝生长最 

 
表 1  不同培养基中病原菌菌落直径 

Table 1  Diameter of pathogen colonies in different media 

培养基 Medium 3 d 5 d 7 d 
PDA 53.00 ± 3.60 a  66.66 ± 13.19 a 69.00 ± 15.15 ab 
BEP 44.50 ± 0.50 b    55.50 ± 2.64 ab 51.00 ± 2.29 c 
SDAY 44.17 ± 1.76 b    54.83 ± 8.08 ab 57.17 ± 11.72 bc 
PSA 43.83 ± 2.46 b     59.83 ± 3.51 ab 66.50 ± 9.16 abc 
OA 38.50 ± 4.00 c 49.00 ± 0.87 b 30.83 ± 4.48 a 
Czapek 17.50 ± 1.80 d     25.50 ± 1.50 c 32.17 ± 3.21 d 
CMA 7.33 ± 2.75 e 18.67 ± 6.65 c 34.83 ± 7.76 d 

注：小写字母表示在 P < 0.05 水平差异显著，下同。 

Note：Lowercase letters indicate a significant difference in P < 0.05 level，the same below. 

mm
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快，培养 7 d 时，菌落直径可达 69.00 mm。在 SDAY 和 PSA 培养基上病原菌气生菌丝较发达，而

在其他培养基上气生菌丝稀疏，尤以 Czapek 培养基上最少。 

2.5.2  病原菌对碳源和氮源的利用  

如表 2 所示，在供试碳源培养基中，病原菌在 25 ℃恒温培养均能生长，对麦芽糖利用最好，

培养 7 d 时，菌落直径为 73.33 mm；其次为乳糖，菌落直径为 57.00 mm；对葡萄糖的利用最差，菌

落直径为 31.33 mm。在氮源的利用试验中，病原菌对酵母浸粉和蛋白胨的利用最好，菌落直径分别

为 87.00 和 84.50 mm；硝酸钠、磷酸氢二铵和硫酸铵对菌丝生长的影响无明显差异。 

 
表 2  不同碳源和氮源对病原菌菌落直径的影响 

Table 2  Effects of different carbon and nitrogen sources on the colony diameter of pathogens 

碳源  
Carbon source 

3 d 5 d 7 d 
氮源 
Nitrogen source 

3 d 5 d 7 d 

麦芽糖 
Maltose 

40.33 ± 1.0 a 48.83 ± 1.76 a 73.33 ± 1.44 a 酵母浸粉 
Yeast extract 

50.50 ± 1.80 a 75.00 ± 1.50 a 87.00 ± 0.00 a 

可溶性淀粉 
Soluble starch 

39.50 ± 1.00 a 34.00 ± 1.50 ab 55.83 ± 5.3 ab 蛋白胨 
Peptone 

46.33 ± 0.76 a 68.33 ± 2.93 b 84.50 ± 4.33 a 

乳糖 
Lactose 

26.83 ± 10.01 d 39.67 ± 16.82 ab 57.00 ± 21.21 ab 硫酸铵  
Ammonium 
sulfate 

16.50 ± 1.00 b 24.00 ± 2.78 c 30.83 ± 4.48 b 

葡萄糖 
Glucose 

14.67 ± 7.01 c 24.8 ± 14.01 b 31.33 ± 15.17 c 磷酸氢二铵  
Diammonium 
hydrogen 
phosphate 

14.16 ± 0.57 b 17.67 ± 2.08 d 21.50 ± 2.29 b 

蔗糖 
Sucrose 

20.0 ± 0.10 bc 24.8 ± 14.01 b 31.33 ± 15.17 c 硝酸钠  
Sodium nitrate 

15.33 ± 7.07 b 19.50 ± 6.53 cd 29.50 ± 12.57 b

对照 Control 5.0 ± 0.0 d 5.0 ± 0.0c 5.0 ± 0.0 d 对照 Control 5.00 ± 0.00 c 5.00 ± 0.00 e 5.00 ± 0.00 c 

 

2.5.3  不同温度对病原菌菌丝生长的影响  

如表 3 所示，病原菌对温度的适应范围较宽，菌丝在 10 ~ 30 ℃内均可生长，培养 7 d 时菌落

直径为 29.16 ~ 84.33 mm。最适宜的温度为 25 ~ 28 ℃，菌落直径为 78.80 ~ 84.33 mm；培养温度较

低（10 ℃以下）或较高（35 ℃以上）时生长慢甚至不生长；培养温度为 10、18 和 20 ℃，菌丝长

势较弱，生长速度较慢；培养温度较高（30 ℃）时生长情况减弱，菌落直径为 44.00 mm；在 35 ℃

培养条件下不生长。 

表 3  不同温度下病原菌菌落直径 

Table 3  Colony diameter of pathogen colonies at different temperatures 

温度/℃ 
Temperature 3 d 5 d 7 d 

5 5.00 ± 0.00 d  5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 f 
10 25.33 ± 17.13 b 27.33 ± 13.73 bcd 29.16 ± 15.50 d 
18 25.33 ± 1.15 b 53.33 ± 2.46 abc 63.83 ± 0.57 c 
20 26.17 ± 0.57 b 52.00 ± 4.76 abc 67.00 ± 12.21 bc 
25 54.33 ± 1.44 a 71.66 ± 2.36 a 84.33 ± 4.61 a 
28 51.40 ± 0.17 a 68.10 ± 2.76 ab 78.80 ± 0.89 ab 
30 15.83 ± 0.28 c 36.33 ± 7.24 abc 44.00 ± 1.00 ef 
35 5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 f 
37 5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 cd 5.00 ± 0.00 de  
40 5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 d 5.00 ± 0.00 f 

 

2.5.4  不同 pH 值对病原菌菌丝生长的影响   

如表 4 所示，病原菌对酸碱度适应范围较宽，在 pH 4 ~ 10 范围内均可生长，以 pH 6 ~ 9 时生

mm

mm
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长速度较快，培养 7 d 平均菌丝生长直径为 74.00 ~ 83.50 mm。中性条件下（pH 7）菌丝生长速度最

快，而且菌丝浓密、长势旺盛，最适宜病原菌的生长。 
 

表 4  不同 pH 下病原菌菌落直径 

Table 4  Colony diameter of pathogenic bacteria at different pH 

pH 3 d 5 d 7 d 
4 12.33 ± 3.33 f   13.50 ± 1.50 d 16.00 ± 3.27 c 
5 35.83 ± 1.53 d    47.83 ± 6.50 c 52.66 ± 15.17 b 
6 46.33 ± 1.44 c   67.16 ± 10.11 ab 76.66 ± 17.89 a 
7 66.00 ± 1.32 a    79.83 ± 6.25 a 83.50 ± 6.06 a 
8 57.33 ± 3.05 b   74.00 ± 5.19 ab 79.00 ± 6.94 a 
9 17.50 ± 6.00 e  57.66 ± 13.28 bc 74.00 ± 3.04 ab 

10 13.33 ± 0.57 f    13.66 ± 1.50 d 18.00 ± 2.20 c 
 

2.5.5  不同光照对病原菌菌丝生长的影响  

如表 5 所示，病原菌在 24 h 持续光照、24 h 持续黑暗、12 h 光暗交替处理条件下培养 7 d，菌

落平均直径分别为 83.00、87.00、78.16 mm，这 3 种个光照条件对菌丝生长的影响无明显差异。 

 
表 5  不同光照条件下病原菌菌落直径 

Table 5  Colony diameter of pathogenic bacteria under different light conditions 

光照条件 
Lighting condition 

3 d 5 d 7 d 

光照 Light 62.33 ± 5.96 a     79.33 ± 13.27 a 83.00 ± 6.90 a 
黑暗 Dark 52.33 ± 3.32 a   75.00 ± 3.00 a 87.00 ± 0.00 a 
12 h 明暗交替 
12 h bright and dark alternately 

55.66 ± 6.25 a 76.00 ± 11.53 a 78.16 ± 3.25 a 

3  结论与讨论 

罗宽等（1989）报道同色镰孢菌（Fusariam concolor）可引起萱草叶斑病，本研究中新发现的

萱草叶斑病的病原菌为古巴炭角菌（Xylaria cubensis），表明萱草叶部病害可由不同种类的病原菌

引起。国内外尚未见由古巴炭角菌（Xylaria cubensis）引起萱草叶斑病的报道。 

炭角菌属（Xylaria Hill ex Schrank，原名鹿角菌属）是子囊菌亚门，核菌纲，球壳目炭角菌科 

（Xylariaceae）最早被描述的一个属（金一平 等，2015；高聪 等，2016），其分布区域广泛，不同

地区的学者对其描述有差异（Rogers & Samuels，1986；Whalley，1996），使得炭角菌属真菌的分类

鉴定存在一定困难。马海霞（2011）和黄谷（2014）采用形态学和分子系统学的方法对中国的炭角

菌属物种进行分类研究，但分类标准不同。炭角菌属真菌大多以腐生为主，目前有关研究多围绕其

资源分布、分类地位等展开（申进文 等，2008）；对其引起病害的报道较少，申进文等（2008）报

道了叉状炭角菌（Xylaria pedunculata）可引起鸡腿菇总状炭角菌病；姚珂等（2016）报道了薛凡尼

氏炭角菌（Xylaria schweinitzii）可引起慈竹的叶褐斑病。 

本研究中分离的菌株最适生长温度、pH 以及致死温度与申进文等（2008）报道的炭角菌属真菌

基本保持一致。申进文等（2008）报道菌丝生长的最适碳氮源分别为玉米粉和黄豆粉，本研究中为

麦芽糖和酵母浸粉，这可能是供试碳源氮源不同、或存在种间差异。 

本研究中从萱草发病叶片上分离到一株致病菌，结合其形态及 ITS 序列分析确定了该叶斑病病

原菌为古巴炭角菌（Xylaria cubensis），并对其生物学特性进行了研究，以期为该病害的发生、流

行规律及防治提供理论依据。 
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