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摘 要:甘蓝根肿病是一种由芸薹根肿菌(Plasmodiophorabrassicae Woron.)侵染引发的

土传病害,发生面积广,为害严重,严重威胁甘蓝产业可持续发展.为初步了解重庆市甘蓝

根肿病菌生理小种的类型及其生物学特性,本研究采集重庆市部分地区甘蓝根肿病样品,

采用PCR扩增法进行生理小种初步鉴定,结果显示所采集的根肿病菌菌种均以4号生理小

种为主要小种.同时对该菌种的生物学特性进行了研究,结果表明,休眠孢子萌发的最适

pH值为6.5,致死温度为48℃;根肿病休眠孢子的萌发率随着植株腐烂处理时间的增加而

增加.在甘蓝不同生育时期接种病原菌悬液,随接种浓度的升高,根肿病发病率和病情指数

整体呈上升趋势,随接种时期的推后,发病率和病情指数整体呈下降趋势,接种菌液浓度

达106 个/mL时病害将严重发生.病菌侵染时间越早,对甘蓝长势影响越大,而且环境中病

菌浓度越高,影响越严重,接种菌液浓度达105 个/mL就能对甘蓝长势造成严重影响.该研

究结果为重庆市甘蓝根肿病防治提供了理论依据.
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Abstract:Cabbageclubroot,causedbythefungusPlasmodiophorabrassicaeWoron.,isasoil-
bornedisease.Thediseaseisdistributedinmostprovinces,causingseriousdamageandthreat-
eningthesustainabledevelopmentofthecabbageindustry.Topreliminarilyunderstandthe
typesandbiologicalcharacteristicsofthephysiologicalracesofcabbageclubrootpathogenin
Chongqing,thisstudycollectedsomesamplesofcabbageclubrootinChongqing,andusedPCR
amplificationtopreliminarilyidentifythephysiologicalracesofpathogen.Theresultsshowed
thatthephysiologicalraceNo.4wasthemainraceofP.brassicaeinallofcollectedsamples.
Theresultsofstudyonbiologicalcharacteristicsofthisstrainindicatedthat:TheoptimumpH
forthegerminationofdormancysporesofP.brassicaewas6.5,thelethaltemperaturewas48
℃forthepathogen.Thegerminationrateofsporeswasincreasedwiththeincreaseofrootrot
treatmenttime.Theincidenceanddiseaseindexofcabbageclubrootincreasedwiththeincrease
ofinoculationconcentration,anddecreasedwiththepostponementofinoculationtime,andthe
diseaseoccurredseriouslywhentheinoculationconcentrationreached106spores/mL.Theearli-
erofthepathogeninfectiontime,thegreateroftheimpactonthecabbage’sgrowth.Thehigh-
ertheconcentrationofpathogensintheenvironment,themoreseriousoftheimpact.Theinoc-
ulationconcentrationof105spores/mLcanhaveaseriousimpactonthegrowthofcabbage.The
resultsofthisstudyprovideatheoreticalbasisforthepreventionandcontrolofcabbageclubro-
otinChongqing.
Keywords:cabbageclubroot;physiologicalraces;dormancyspores;biologicalcharacteristics

  十字花科根肿病又称根瘤病,是由芸薹根肿病菌(PlasmodiophorabrassicaeWoron.)引起

的一种土传病害,该菌专门为害十字花科植株根部[1],在白菜、甘蓝、花菜等蔬菜上为害严重,

甚至会导致蔬菜大面积绝收,被称为十字花科蔬菜的癌症[2].根肿病的休眠孢子具有极强的生

命力,在土壤中存活20年后仍能有侵染能力[3].根肿病菌侵染植株根部,初期外观症状不明

显,侵染40~60d后根部出现形状、大小不一的肿瘤.主根上的肿瘤大而少,侧根上的肿瘤小

而多,肿瘤一般呈纺锤形、圆筒形、手指形等.发病初期植株生长缓慢、矮小,晴天中午出现萎

蔫现象,后期地上部分叶片会变枯黄,严重时不生长甚至死亡[4].根肿病在全世界范围内均有

发生.解放前我国极少有关于该病的信息报道,1955年,黄齐望等在福州地区发现了该病[5],

目前,我国大部分省(市、区)都有蔬菜根肿病的发生,特别在我国西南地区、长江中上游地区等

为害严重[6].据统计,根肿病一般发生年份为害面积占十字花科种植区总面积的近1/3,大流行

年份甚至可达3/4[7].重庆地区十字花科蔬菜种植产业也深受根肿病的困扰,以蔬菜种植产业

为主的武隆区的仙女山片区进行的调查结果显示,仅2011年7月,白菜根肿病的发病率占蔬

菜发病率的45%,其中发病较重地块占80%[8].2021年11月至2022年11月,武隆区选取4个

乡镇的12个村开展了十字花科蔬菜根肿病发生情况调查,据不完全统计,武隆区因根肿病造

成的直接经济损失每年高达6000万元以上[9],严重影响蔬菜种植的积极性.
根肿病一直是国内外学者研究的热点,近几十年来,在抗病育种、生物防治、病原菌的检

测、致病性分化、发生条件、流行规律等方面有不少的研究报道.对重庆地区根肿病的研究多

集中在抗性种质、综合防治方面,少有报道根肿病菌的生理小种及其生物学特性.本研究对重
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庆市内甘蓝种植区及发生根肿病的5个区县进行采样,对样品进行检测分析,以期初步了解重

庆市甘蓝根肿病病原菌的生理小种及其生物学特性,为解决重庆市甘蓝根肿病成灾的问题提供

理论依据.

1 材料与方法

1.1 样品采集

2023年9—10月对重庆市内甘蓝根肿病发生严重的5个区县进行样品采集,具体采样地点

详细信息如表1所示.每个采样点取6~10株发病甘蓝根际土壤和根肿组织:根际土壤于阴凉

处风干后备用;根肿组织病样带回实验室及时清洗干净,晾干表面水分后装入自封袋中,标明

采样编号、地点,存入—20℃冰箱备用.

表1 甘蓝根肿病样品采集地点信息

编号 地点 作物 海拔/m 纬度/(°) 经度/(°)

WX1 重庆市巫溪县红池坝经济开发区西流溪 甘蓝 2008.6 31.64 108.92
WX2 重庆市巫溪县红池坝经济开发区 甘蓝 1764.7 31.55 109.03
FL1 重庆市涪陵区大木乡宣王村 甘蓝 1222.1 29.60 107.63
FL2 重庆市涪陵区大木乡武陵村 甘蓝 1483.0 29.57 107.64
WL1 重庆市武隆区双河乡木根村 甘蓝 1223.4 29.51 107.66
WL2 重庆市武隆区双河乡木根村宝坨组 甘蓝 1392.4 29.50 107.66
NC1 重庆市南川区南城街道双河场村 甘蓝 713.5 29.12 107.16
FJ1 重庆市奉节县兴隆镇梅花村 甘蓝 1509.0 30.61 109.38

1.2 重庆部分地区甘蓝根肿菌生理小种初步鉴定

研究报道目前我国十字花科蔬菜根肿病菌以4号生理小种为主[10-11],受试验材料限制,本

研究参考易春霖等[12]通过转录组测序筛选出的特异鉴定根肿病菌4号生理小种的方法来初步

鉴定采集的重庆市甘蓝根肿病是否以4号生理小种为主要生理小种.具体方法如下:

采用高效植物基因组DNA提取试剂盒,天根生化科技(北京)有限公司生产(DP350),对

根肿组织总DNA进行提取.本试验以4号生理小种(由西南大学天然产物农药研究室提供[13])

为阳性对照(CON1),以采集的健康甘蓝根部组织为阴性对照(CON2),以清水为空白对照

(CON3).设计4号生理小种分子标记基因PBRA-000030的特异性引物,以提取的DNA样本

为模板采用常规PCR技术,利用Phanta􀆿 MaxSuper-FidelityDNAPolymerase(南京诺唯赞

生物科技股份有限公司,P505-d1)试剂进行扩增检测.

1.3 甘蓝根肿病菌生物学特性测定

1.3.1 试验材料

供试根肿病菌:根据生理小种鉴定结果和采样点地理信息综合考量选择 WX2、WL1两个

根肿样品.
供试试剂:蔗糖、Hoagland营养液、1%地衣红染色液,0.5%伊文思蓝染色液.

1.3.2 试验方法

1)孢子悬浮液配制.采集的甘蓝根肿组织用自来水冲洗干净后再用无菌水冲洗3次.将组

织加无菌水磨成匀浆,16层纱布过滤,弃沉淀.将滤液移入50mL离心管中,4℃3000r/min
离心20min,弃上清液,沉淀重悬于40mL无菌水,4℃3000r/min离心20min,重复上述步
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骤2~3次.弃上清液,在沉淀中加入5mL50%蔗糖溶液,混匀后,4℃3000r/min离心

10min,将上清液轻轻移入50mL离心管,加入30mL灭菌水,4℃3000r/min离心10min,

弃上清液,沉淀重悬于30mL灭菌水,4℃3000r/min离心10min,最后沉淀悬于40mL灭

菌水.通过血球计数法稀释根肿病滤液至终浓度1×108 个/mL.

2)病原孢子萌发测试[14].病原孢子萌发测试主要采用伊文思蓝染色法和地衣染色法.
伊文思蓝染色:吸取一滴孢子悬浮液于载玻片上,在常温下烘干,0.5%伊文斯兰染液染色

约10min,无菌水冲洗干净,盖上盖玻片,显微镜下观察孢子的染色情况.依据活性的细胞对

伊文斯兰具有排斥作用不易着色的原理,故染成深蓝色的是已经丧失活性的休眠孢子,而未染

色的则是具有活性的休眠孢子.染色情况如图1A所示,说明伊文思蓝染色方法可行,可用此方

法对休眠孢子活性率计数.
地衣红染色:吸取一滴孢子悬浮液于载玻片上,在常温下烘干,用1%地衣红染色10~15s,

无菌水冲洗干净,盖上盖玻片,在显微镜下观察孢子的染色情况.已萌发的休眠孢子不染色,

没有萌发的休眠孢子被染成红色.染色情况如图1B所示,说明地衣红染色方法可行,可用此方

法对休眠孢子萌发率计数.

a处为丧失活性的休眠孢子,b处为具有活性的休眠孢子.

图1 休眠孢子的伊文思兰染色和地衣红染色情况

1.3.3 试验设计

1)培养体系pH条件对休眠孢子萌发的影响[14].将休眠孢子悬浮液用过滤灭菌的 Hoag-

land营养液稀释至浓度为103 个/mL(显微镜下的每个视野100~200个孢子),然后用1mol/L

NaOH和1mol/LHCl溶液分别将孢子悬浮液调至pH值依次为4、4.5、5、5.5、6、6.5、7、

7.5、8、8.5、9(pH值用pH计测定),置于24℃、黑暗条件下培养,7d后镜检观察休眠孢子萌

发情况.

2)致死温度的测定.将孢子悬浮液用无菌水稀释,取200μL于灭菌的离心管(北京兰杰柯

科技有限公司,1.5mL微量离心管,透明聚丙烯制成)中,置于水温分别为42℃、45℃、

48℃、51℃、54℃的水浴锅中,水浴处理10min;每隔2min摇晃一次,保证孢子悬浮液受热

均匀,将水浴处理过的孢悬液放置于24℃、黑暗条件下培养;24h后用伊文斯兰对孢子进行染

色,丧失活性的孢子被染成深蓝色,未丧失活性的孢子不着色,镜检孢子的死亡率.每处理3次

重复,每重复观察4个视野.

3)根肿腐烂与未腐烂处理对休眠孢子萌发的影响.在自然条件下发病的肿根容易在田间腐

烂,为了明确肿根腐烂与否是否会对休眠孢子寿命及其萌发率产生影响,设定新鲜肿根与腐烂
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肿根两种处理的对比试验,方法如下:

将冷冻的甘蓝肿根组织置于24℃、黑暗条件下腐烂处理,将处理2d、3d、4d、5d、6d与

未进行腐烂处理的肿根组织分别制成孢子悬浮液,用过滤灭菌的 Hoagland营养液将孢子悬浮

液稀释至103 个/mL,取5mL置于灭菌的离心管中,在24℃、黑暗条件下培养,每隔24h镜

检一次,观察休眠孢子萌发情况,连续观察5d.

1.4 不同侵染时期及浓度对甘蓝根肿病发生情况的影响

1.4.1 试验材料

供试根肿病菌:采集的 WL1根肿样品作为病原.用自来水冲洗干净后,再用无菌水冲洗

3次,冷冻根肿组织置于25℃、黑暗条件下腐烂处理5d,根据1.4.2的方法制成孢子悬浮液.
通过血球计数法稀释根肿病滤液至终浓度1×105 个/mL、1×106 个/mL、1×107 个/mL和

1×108 个/mL,即得根肿病病原菌悬液.
供试寄主:京丰一号甘蓝(高感品种).

1.4.2 试验方法

甘蓝种子直播于育苗基质进行播种,播种后置于温度(25±1)℃、相对湿度60%~70%、

光照∶黑暗为16h∶8h温室条件下培养,以播种后不同时间点接种芸薹根肿病菌模拟甘蓝幼

苗(种子)在不同时期接触病原菌.本试验设置了根肿病菌接种时期和接种浓度两种因素,共有

13个处理,即分别于幼苗第一片真叶出现后0d、10d、20d用浓度为1×105 个/mL、1×106 个/mL、

1×107 个/mL和1×108 个/mL菌悬液进行接种,以接种无菌水作为空白对照(CK).每个处理

10盆(即20株幼苗),采用灌根法接种病原菌悬液,接种量为10mL.同上述温室条件下培养,

每天定时补充水分,接种病原菌后共培养45d.每处理重复3次.

1.4.3 调查方法

1)病情调查统计.在病原菌接种45d后调查发病情况,参照周金华[15]的分级标准,确定甘

蓝根肿病发病等级,根据病情调查结果计算发病率(%)及病情指数.

病级 分级标准

0 根部无肿大

1 侧根有小根肿

3 主根肿大,其直径小于2倍茎基部

5 主根肿大,其直径是茎基部的2~3倍

7 主根肿大,其直径是茎基部的3~4倍

9 主根肿大,其直径是茎基部的4倍以上或肿大的根部变黑

寄主植株发病率(%)及病情指数计算公式如下:

发病率(%)=
病株数

调查株数×100%

病情指数=
∑(各级病株数×相对级数值)

调查总株数×9 ×100

2)甘蓝长势调查.调查病情后,每处理随机选取10株调查统计甘蓝株高、有效叶片数、根

质量、地上部鲜质量.
利用Excel2016进行试验数据的基本处理及作图.
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2 结果与分析

2.1 重庆部分地区甘蓝根肿菌生理小种鉴定结果

5个地区8个样品PCR扩增检测结果如图2所示.PCR扩增出特异条带,标记基因PBRA-
000030的特异性引物均存在于 WL1、WL2、WX1、WX2、FL1、FL2、NC1、FJ1这8个样品

中,表明所采集的样品均以4号生理小种为主要的生理小种.

CON1为4号生理小种阳性对照,CON2为健康甘蓝根组织阴性对照,CON3为空白对照

图2 甘蓝根肿病样品PCR检测

2.2 甘蓝根肿病菌生物学特性测定结果

2.2.1 培养体系pH条件对休眠孢子萌发的影响

由图3可以看出,油菜根肿病菌休眠孢子在弱酸性溶液中萌发较好,pH值为4~9时休眠

孢子萌发率呈先升高后降低的趋势;在pH值6.5时萌发率最高,WL1和 WX2的萌发率分别

为49.34%和38.36%;pH值在6.5之前萌发率逐渐增加,大于6.5后逐渐下降,大于8后迅速

下降.

图3 pH值对休眠孢子萌发的影响

2.2.2 致死温度的测定结果

42℃水浴处理10min后 WL1、WX2的休眠孢子活性率分别为6.75%和6.14%,45℃处
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理下可见少量孢子未着色,孢子活性率分别为1.5%和1.11%,48℃、51℃、54℃处理后,休

眠孢子全部着色,表明致死温度为48℃(表2).

表2 不同温度下休眠孢子的活性率 %

样品编号 42℃ 45℃ 48℃ 51℃ 54℃

WL1 6.75 1.5 0 0 0

WX2 6.14 1.11 0 0 0

2.2.3 根肿腐烂与未腐烂处理对休眠孢子萌发的影响

对 WL1和 WX2两个甘蓝根肿组织进行不同时长(2d、3d、4d、5d、6d)的腐烂处理,并

在不同时间点(培养的第2d、3d、4d、5d)对休眠孢子进行地衣红染色.结果发现,腐烂处理

能显著促进根肿菌休眠孢子的萌发,如表3所示.WL1和 WX2未腐烂的根肿菌休眠孢子在培

养后的第2天有少数的孢子萌发,萌发率仅为2.02%和2.39%,培养5d后的孢子萌发率分别

为20.92%和17.36%;腐烂处理2d、3d、4d、5d、6d的休眠孢子在培养第5d的萌发率分别

为24.40%和20.82%、26.88%和25.74%、31.57%和29.01%、37.57%和35.80%、36.07%和

36.23%,均高于未腐烂处理组.在培养天数相同的情况下,随着腐烂处理时间的增加,根肿菌

休眠孢子的萌发率呈上升的趋势,这些均表明,对甘蓝肿根进行腐烂处理能显著增加根肿菌休

眠孢子的萌发率(表3).

表3 腐烂处理对甘蓝根肿菌休眠孢子萌发率的影响

腐烂天数/d 样品编号 培养2d/% 培养3d/% 培养4d/% 培养5d/%

0

2

3

4

5

6

WL1 2.02 6.55 16.64 20.92
WX2 2.39 8.56 14.97 17.36
WL1 10.87 18.78 21.45 24.40
WX2 11.33 15.96 18.24 20.82
WL1 14.20 20.61 24.61 26.88
WX2 16.48 19.50 23.37 25.74
WL1 20.53 22.57 26.63 31.57
WX2 19.17 22.84 27.83 29.01
WL1 23.91 25.56 29.07 37.57
WX2 23.74 25.74 28.78 35.80
WL1 25.78 28.14 32.24 36.07
WX2 24.41 26.11 30.38 36.23

2.3 不同侵染时期及浓度对根肿病发生的影响

2.3.1 病原菌接种时期及浓度对根肿病发病的影响

对不同时期接种4个浓度甘蓝根肿菌后的发病率和病情指数进行调查统计发现,随接种浓

度的升高,发病率和病情指数整体呈上升趋势,随接种时期的推后,发病率和病情指数整体呈

下降趋势.真叶出现0d和10d接种病菌,低浓度(105 个/mL)处理的根肿病发病率最低,而

106 个/mL、107 个/mL和108 个/mL菌液处理间发病率没有显著性差异;真叶出现第20d接

种病菌,低浓度(105 个/mL)处理的根肿病发病率最低,其次为106 个/mL浓度处理,107 个/mL

75第3期       王丹,等:甘蓝根肿病菌生理小种鉴定及生物学特性研究



和108 个/mL菌液处理间发病率最高(如图4a).如图4b所示,第一片真叶出现后0d、10d和

20d接种病菌后,低浓度(105 个/mL)处理的病情指数最低,而106 个/mL、107 个/mL和

108 个/mL菌液处理间没有显著性差异.试验结果说明病菌侵染时间对根肿病的发生程度有显

著影响,侵染时间越早,病害发生越重,环境中病菌浓度越高,病害发生越严重,106 个/mL是

病害严重发生的关键浓度.

图上小写字母不同表示差异显著(p<0.05),大写字母不同表示差异极显著(p<0.01).

图4 病原菌接种时期与浓度对甘蓝根肿病发生的影响

2.3.2 病原菌不同接种时期及浓度对甘蓝长势影响

对不同时期接种4个浓度甘蓝根肿菌后甘蓝的株高、叶片数、地上部鲜质量和根质量进行

调查统计,结果如图5所示.病菌接种浓度越高对甘蓝株高、叶片数的影响越大;随着接种时期

的推后,同一接种浓度对甘蓝株高和叶片数的影响越小.就地上部鲜质量而言,随着接种时间

的推后,病菌接种对甘蓝地上部鲜质量的影响越大,产生此结果可能与甘蓝本身的生长速率变

化也有关.第2次取样(真叶出现10d接菌处理)和第3次取样(真叶出现20d接菌处理)间隔期

间空白对照的地上部鲜质量增加量为0.96g,较第一次(真叶出现0d接菌处理)与第2次取样

期间快速(增加量为0.25g),同时加上病原菌侵染的影响,对地上部鲜质量的影响就越严重.随

着病菌接种时间的延后,对甘蓝根部鲜质量的影响越小,根据病情指数调查结果可知0d接种

病菌后甘蓝根部肿大较10d、20d严重,因此根部质量较空白对照增加显著.试验结果说明病

菌侵染时间越早,对甘蓝长势影响越大,而且环境中病菌浓度越高,影响越严重,环境中病菌

浓度为105 个/mL时就能对甘蓝长势造成严重影响.

3 结论与讨论

蔬菜根肿病难以防治,主要原因之一就是根肿病菌的生理分化小种较多,了解根肿病菌生

理小种分化的情况,才可以有针对性地进行有效防治.本研究采集了重庆甘蓝根肿病发生严重

的5个区县的根肿样品,室内进行病菌生理小种分类试验,从结果来看,所有病菌均以4号生

理小种为主要生理小种,这与目前中国各地区报道的优势生理小种一致[16-18],所以从抗病育种

方面而言,需要以抗4号生理小种作为育种的目标.但是本研究受试验材料限制,仅仅初步验

证了所采集样品是否是以4号生理小种为主要生理小种,是否存在其他生理小种仍需进一步系

统验证.

85 植 物 医 学        http://xbbjb.swu.edu.cn       第3卷



图上小写字母不同表示差异显著(p<0.05),大写字母不同表示差异极显著(p<0.01).

图5 病原菌不同接种时期及浓度对甘蓝农艺性状的影响

本研究还对采集的根肿病菌生物学特性进行了测定,结果表明甘蓝根肿休眠孢子萌发率随

pH值的增加呈先上升后下降的趋势,且在pH值6.5时达到最大值,说明在酸性条件下根肿病

更易发生.土壤pH值是土壤的重要化学性质,有研究表明土壤pH值影响着根肿病菌休眠孢

子的萌发、根毛感染、根肿胀病发生和根肿胀形成等,土壤酸性条件根肿病的发病率会显著高

于碱性土壤[19-20].重庆大部分地区的土壤酸化严重[21-22],这可能也是蔬菜根肿病为害较重的原

因之一,根据本研究结果,在甘蓝实际生产中,可施用土壤调理剂来改良土壤的酸性,提高土

壤的pH值,从而降低甘蓝根肿病的发生率.研究结果还发现随根肿组织腐烂处理时间的增加,

根肿菌休眠孢子的萌发率呈上升的趋势,因此田间发生甘蓝根肿病时,要及时清除病株并集中

销毁,避免根肿在田间腐烂,增加土壤中带菌含量,进而增加发病的可能.当然也可以在夏季

高温时用塑料膜覆盖种植地块进行高温消毒,起到杀死休眠孢子的作用.土壤pH值、养分、水

分等与孢子萌发之间存在复杂的相互关系,应根据土壤具体情况,减少化肥的施用,改用有机肥

配以土壤改良剂、微生物菌剂等改善土壤状况[23-24],有效抑制病原菌生长,预防根肿病的发生.
通过不同接种时期接种不同浓度根肿病菌试验发现,随接种浓度的升高,根肿病发病率和

病情指数整体呈上升趋势,接种菌液浓度达106 个/mL时病害将严重发生,这一结果与发病率

随着接种浓度的增加而增加的研究结果一致[25].而随接种时期的推后,发病率和病情指数整体

呈下降趋势,与榨菜移栽时期越早,根肿病越严重[13]研究结果一致.病菌接种时期越早,对甘

蓝长势影响越大,接种菌液浓度达105 个/mL能严重影响甘蓝长势.因此,在甘蓝实际生产中,

要尽可能延缓根肿病发病时期,减少土壤中带菌含量,从而降低发病率,尽量降低根肿病发病

带来的损失.
综上所述,本研究初步鉴定了重庆部分地区甘蓝根肿病菌以4号生理小种为主要生理小

种,并测定了休眠孢子最适萌发pH值为6.5,致死温度为48℃,根肿腐烂时间越长,休眠孢子

萌发率越高,病原菌接种越长浓度越高,甘蓝根肿病发病越严重.这些结果在一定程度上为重
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庆市种植户采取调节土壤酸碱度、改善农艺措施等防治方法来有效降低蔬菜根肿病发生率提供

了理论依据.
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