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摘      要 ：【目的】  明确江苏省蚕豆叶斑病的病原种类和病原菌生物特性，筛选适用于防控该病的化学药剂。

【方法】 通过组织分离法获得病原菌株，结合致病性测定、形态学观察和多基因（ITS、GAPDH）序列联合分析对

分离出的菌株进行鉴定，并测定病原菌生物学特性和对 10种杀菌剂的敏感性。【结果】 蚕豆叶斑病的病原菌为链

格孢（Alternaria alternata），最适生长条件：温度 25 ℃，pH 6.0～9.0，连续光照或 12 h光暗交替，以麦芽糖或葡萄

糖为碳源，以酵母膏或牛肉膏为氮源，马铃薯葡萄糖琼脂或燕麦琼脂培养基。10种杀菌剂中苦参碱和氟啶胺对

A. alternata 抑菌作用最强，EC50 值分别为 0.022 0、0.630 9 mg·L−1。【结论】  本研究鉴定出江苏南通蚕豆叶斑病病原

菌为链格孢（A. alternata），并明确其生物学特性，苦参碱和氟啶胺对该病原菌的毒力较高，可用于防控链格孢引

起的蚕豆叶斑病。
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Abstract: 【Objective】  Pathogen  that  caused  the  leaf  spot  disease  on Vicia  faba  in  Jiangsu  Province  was  identified,  its

biological  characteristics  studied,  and  effective  germicide  determined. 【Method】    Suspected  pathogens  of  the  leaf  spot

disease  were  collected  by  tissue  isolation  culture,  and  subsequently,  identified  by  a  pathogenicity  test,  morphological

observations, and a phylogenetic analysis based on ITS and GAPDH sequence. Biological characteristics and sensitivity to 10

fungicides of the identified pathogen were determined. 【Results】  Alternaria alternata was identified as the pathogen that

infected V.  faba  in  Jiangsu.  It  grew  optimally  on  a  potato  dextrose  agar  or  an  oatmeal  agar  medium  containing  maltose  or

glucose for carbon source and yeast or beef extract for nitrogen at 25 ℃ and pH 6.0—9.0 under continuous light exposure or 12

h alternating light and dark conditions.  Among the 10 fungicides tested,  sophocarpidine and fluazinam exhibited the greatest

inhibition  on  the  growth  of  the  isolate  at  EC50  of  0.0220  mg·L
−1  and  0.6309  mg·L−1,  respectively. 【Conclusion】    The

pathogen of the leaf spot disease on V. faba in Nantong, Jiangsu was identified to be A. alternata. Its biological characteristics

and high in vitro toxicity by sophocarpidine and fluazinam were determined.
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0    引言

【研究意义】蚕豆（Vicia faba L.）别名胡豆、罗

汉豆等，属于豆科（Leguminosae）、蝶形花亚科（Papi-
lionoideae）、野蚕豆族（Viceae）、巢菜属（蚕豆属

Vicia L.）下唯一的栽培种[1]，是重要的粮、蔬、饲兼

用作物，有较高的固氮能力[2]。我国是世界上蚕豆生

产大国，同时也是消费大国之一。我国蚕豆种植主

要分为秋播和春播，其中秋播蚕豆主要分布在云

南、四川和长江流域一带[3]。蚕豆作为江苏省特别是

南通市重要的越冬作物之一，在种植业结构调整中

起着重要作用。随着气候变化以及人类活动等影

响，蚕豆病虫害问题越发严重，造成巨大损失。在

蚕豆的栽培过程中，尤其在温湿度较高及重茬连作

条件下，叶部病害的发生尤为严重，导致产量大幅

减少。蚕豆作为江苏南通地区传统“四青”作物之

一，种植历史悠久，深受省内外居民喜爱，也带动

了当地村民增收致富，但 2022年以来，多处种植基

地发生蚕豆叶斑病，给种植户造成严重经济损失，

因此明确蚕豆叶斑病的病原菌及其生物学特性，筛

选适合该病防治的药剂，对防治该病具有重要意

义。【前人研究进展】目前有关蚕豆叶斑病的病原

鉴定及其防治药剂筛选的研究报道较少，蚕豆叶部

病害主要有赤斑病（Botrytis fabae、B. cinerea 和 B. fabi-
opsis）、锈病（Uromyces viciae）、褐斑病（Ascochyta
fabae）、霜霉病（Peronospoora viciae）等 [4]，其中危

害最广的是锈病，在亚洲、欧洲、美洲及非洲均有

发生。【本研究切入点】本团队调查了当地蚕豆种

植基地蚕豆病害发生情况，明确了叶斑病对当地蚕

豆造成的影响，迫切需要明确引起该病的病原菌种

类及其生物学特性，筛选适合该病防治的药剂，从

而制定有效的防控措施。【拟解决的关键问题】通

过分离纯化病原菌，观察形态学、分析系统发育以

及测定生物学特性，明确病原菌的特征特性，对病

原菌的室内防治药剂进行筛选，以期为研究蚕豆叶

斑病的发生规律奠定基础，也为该病在生产上的防

控提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

供试样品：在江苏省南通市采集病样，拍照后

置于 4 ℃ 冰箱保存备用。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar,

PDA）培养基、察氏（czapek dox agar, CZ）培养基、燕

麦琼脂（oat meal agar, OMA）培养基、水琼脂（water

agar, WA）培养基。

试剂及仪器：真菌基因组 DNA提取试剂盒，北

京索莱宝科技有限公司；其他试剂均为国产分析

纯。TL3200B光学显微镜，南京泽洋生物科技有限

公司；RTOP-310Y人工气候箱，浙江托普云农科技

股份有限公司。

供试化学药剂：50%多菌灵可湿性粉剂，江苏

蓝丰生物化工股份有限公司；72%霜脲·锰锌可湿性

粉剂，河北中保绿农作物科技有限公司；75%百菌

清可湿性粉剂，利民化工股份有限公司；10%苯醚

甲环唑水分散粒剂，先正达南通作物保护有限公

司；500 g·L−1 氟啶胺悬浮剂，山东邹平农药有限公

司；24%腈苯唑悬浮剂，美国陶氏益农公司；3%甲

霜·噁霉灵水剂，山东东合生物科技有限公司；450 g·L−1

咪鲜胺水乳剂，江西红土地化工有限公司；2%苦参

碱水剂，北瑞宝德生物化学有限公司；甲霜·噁霉灵

原药，上海嘉利康生物科技有限公司。 

1.2    方法 

1.2.1   蚕豆叶斑病病原菌的分离纯化

采用组织分离法分离病原菌，将采集的蚕豆病

样用清水冲洗后晾干，在病健交界处剪取 5 mm见方

的组织。75%乙醇消毒 45 s，3% NaClO溶液消毒 35 s，
无菌水清洗 2～3次，灭菌滤纸吸干水分，放置在

PDA培养基上，每个培养基放置 5片。25 ℃ 黑暗条

件下培养约 5 d，挑取新长出的菌落边缘菌丝转接至

新的 PDA培养基上进行纯化 6次，获得纯化菌株[5]。 

1.2.2   蚕豆叶斑病病原菌的鉴定

形态学鉴定：从纯化的菌落边缘打取直径 9 mm
的菌饼，接种于 PDA培养基上， 25 ℃ 黑暗培养

5～15 d，观察菌落的生长速度、大小、颜色等特

征。挑取产生孢子的菌丝进行制片，在光学显微镜

下观察菌株形态特征，对孢子的性状、大小、颜

色、隔膜数进行记录[6]。

分子生物学鉴定：从 PDA培养基上挑取培养约

7 d的菌丝，提取病原菌的 DNA。用通用引物对病原

菌 DNA的 rDNA-ITS、 3-磷酸甘油醛脱氢酶基因

（GAPDH）进行 PCR扩增，引物见表 1。扩增产物

进行测序，将获得的序列在 NCBI（https: //blast.ncbi.
nlm.nih.gov）进行 BLAST检索分析，下载病原菌属

内各近缘种模式菌株和参考菌株的 ITS、GAPDH 序

列，采用MEGA 11.0进行比对，利用 PhyloSuite v1.2.2
将下载的序列按照 ITS-GAPDH 顺序进行拼接，使用

MrBayes进行同质性检验，通过 MEGA 11.0用邻接

法（neighbor-Joining, NJ）构建系统发育树，确定病

原菌的种类[7−8]。
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表 1    扩增目的基因所用引物

Table 1    Primers used for target gene amplification

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence

ITS1 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′

ITS4 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′

GAPDH-1 5′-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3′

GAPDH-2 5′-GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-3′

  

1.2.3   蚕豆叶斑病病原菌的致病性测定

根据柯赫氏法则，打取直径 9 mm的菌饼，接种

于蚕豆幼苗刺伤叶片上，以接种空白 PDA作为对

照，每个处理接种 10片叶片，重复 3次，25 ℃ 条件

下进行黑暗培养，喷水保湿，每隔 24 h观察记录叶

片发病情况。待接种叶片发病后，再次分离病原

菌，比较其与原菌株是否一致[9]。 

1.2.4   蚕豆叶斑病病原菌的生物学特性测定

打取直径 9 mm的菌饼接至培养基中央，设置以

下处理。温度处理：配制 PDA培养基，在 5、10、

15、20、25、30、35、40 ℃ 条件下黑暗培养 [10]。pH

处理：配制 pH分别为 5、6、7、8、9、10的 PDA

培养基，25 ℃ 黑暗培养 [11]。光照处理：设置 24 h

连续光照、12 h光照+12 h黑暗和 24 h连续黑暗，在

PDA培养基上 25 ℃ 培养[12]。碳、氮源处理：配制碳

源为蔗糖、葡萄糖、乳糖和麦芽糖的察氏培养基，

氮源为酵母膏、牛肉膏、硫酸铵、氯化铵、甘氨酸

和蛋白胨的察氏培养基，以无碳源和氮源的察氏培

养基作为对照，25 ℃ 条件下黑暗培养[13]。培养基处

理：配制 PDA、CZ、OMA和 WA培养基，25 ℃ 条

件下黑暗培养[14]。以上处理培养 5 d后，采用十字交

叉法测量菌落直径，每个处理重复 3次。 

1.2.5   蚕豆叶斑病防控药剂的筛选

防控药剂初筛：配制 10种化学药剂的含药

PDA培养基，药剂有效成分为 1 000 mg·L−1。打取直

径为 9 mm的菌饼接种至含药 PDA培养基，以接种

等 体 积 无 菌 水 作 为 对 照 ， 25 ℃ 黑 暗 培 养 。 5  d

后测量菌落直径，每个处理重复 3次。观察病原菌

生长是否受到抑制，选择有抑制效果的化学药剂开

展进一步的浓度筛选试验。

防控药剂复筛：将对病原菌有抑制效果的化学

药剂进行梯度稀释，配制不同药剂不同浓度的

PDA培养基，药剂有效成分为 250、 100、 10、 1、

0.1 mg·L−1。接种菌饼，以接种等体积无菌水为对

照，25 ℃ 黑暗培养。5 d后测量菌落直径，每个处

理重复 3次。计算毒力回归方程、抑制中浓度

（EC50）及相关系数[15−16]。 

2    结果与分析
 

2.1    病原菌的菌落特征、显微形态及致病性测定

在江苏省南通市发现蚕豆大面积发生病害，感

病叶片起初出现褐色小点，逐渐蔓延至整张叶片

（图 1A）。采集病样对病原菌进行分离纯化，命名

为 VFL10。在 PDA培养基上，VFL10菌落呈圆形，

边缘整齐，菌丝致密（图 1D~F）。菌丝初期为白

色，之后呈现淡黄色，最后变成褐色。分生孢子梗

单生或簇生，不分枝，直立或稍弯曲，淡褐色至褐

色，具有隔膜。分生孢子为倒棍棒形、椭圆形或卵

形，颜色褐色，具有横、纵隔膜，隔膜处缢缩，单

生或串生（图 1B）。通过观察分离的 VFL10形态特

征及其分生孢子等显微形态，可以初步判断蚕豆叶

斑病的病原菌为链格孢属（Alternaria）。

蚕豆叶片进行活体接种后，发现蚕豆叶片形成

黑色的病斑，病斑逐渐扩大至叶片边缘，最终叶片

变黑，枯萎死亡（图 1C）。从接种 VFL10的蚕豆病

叶中再次分离纯化病原菌，观察到其与 VFL10具有

一致的形态学结构。因此，判定 VFL10为江苏地区

蚕豆叶斑病的致病菌。 

2.2    病原菌的基因序列分析

根据 VFL10的形态学鉴定结果，进一步采用分

子生物学手段鉴定其具体种类。设计引物对菌株

VFL10的核糖体转录间隔区序列（ITS）、GAPDH
基因进行 PCR扩增。通过测序得到目的基因序列，

上传至 GenBank中进行比对，结果表明 VFL10的

ITS、GAPDH 基因序列与链格孢（A. alternata）菌株

对应的序列具有很高的相似性。以麦根腐平脐蠕孢

为外群构建多基因系统发育树，菌株 VFL10与链格

孢（A. alternata）菌株紧密聚类在一起（图 2）。根

据 VFL10的回接蚕豆致病情况、PDA培养基上菌落

形态特征以及显微观察到的分生孢子形态结构等，

再结合其与链格孢属菌株的多基因序列联合分析，

确定侵染蚕豆造成其叶部病斑病的病原菌为链格孢

（A. alternata）。 

2.3    病原菌的生物学特性 

2.3.1   不同温度对病原菌生长的影响

不同温度对菌株 VFL10菌丝生长有显著影响

（图 3A）。在 5～35 ℃ 的温度范围内，菌丝均能生

长，但不同温度条件下的生长速率有所差异。在 25 ℃
时，菌丝生长速率最快，菌落平均直径为 48.33 mm，

显著高于其他处理（P ＜ 0.05），说明 VFL10最适生

长温度为 25 ℃。在 5 ℃ 时菌丝生长缓慢，温度达 40 ℃
时菌丝停止生长，表明 VFL10属于中温型病原菌。 
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2.3.2   不同 pH对病原菌生长的影响

不同 pH对菌株 VFL10菌丝生长有明显的影响

（图 3B）。菌株 VFL10在 pH 5.0～10.0的培养基上

均能生长，但是在 pH 6.0～9.0时生长较好，菌落平

均直径显著高于 pH为 5.0和 10.0的，表明过酸或过

碱的环境均不利于 VFL10的生长。 

2.3.3   不同光照对病原菌生长的影响

3种光照条件下，菌株 VFL10的菌丝均能生长

（图 3C）。在连续光照和 12  h光暗交替条件下，

VFL10菌丝生长无显著差异，菌落平均直径分别为

 

A B

20 μm

C

D E F

 
A：蚕豆田间发病症状；B：分生孢子形态；C：蚕豆接种 VFL10后发病症状；D：菌株 VFL10在 PDA培养基 25 ℃ 培养 5 d后的菌落；

E：菌株在 PDA培养基 25 ℃ 培养 10 d后的菌落；F：菌株在 PDA培养基 25 ℃ 培养 15 d后的菌落。

A: symptoms of leaf spot disease on V. faba in the field; B: conidia of VFL10; C: symptoms on V. faba after VFL10 inoculation; D: colony of VFL10 on
PDA at 25 ℃ in 5 d; E: colony of VFL10 on PDA at 25 ℃ in 10 d; F: colony of VFL10 on PDA at 25 ℃ in 15 d.

图 1    蚕豆叶部病斑病原菌的分离与接种

Fig. 1    Isolation and inoculation of pathogen
 

尼泊尔链格孢 Alternaria nepalensis CBS 118700

赫德链格孢 Alternaria hedjaroudei ABRII 10150

异型链格孢 Alternaria heterospora CBS 123376

直链格孢 Alternaria indefessa CBS 536.83

白花菊链格孢 Alternaria leucanthemi CBS 421.65
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苦苣菜链格孢 Alternaria sonchi CNUH1001
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千日红链格孢 Alternaria gomphrenae AC81

 链格孢 Alternaria alternata AC67

万寿菊链格孢 Alternaria tagetica CBS 117217

大戟链格孢 Alternaria euphorbiicola CBS 119410

芫荽链格孢 Alternaria petroselini CBS 112.41

丹尼斯链格孢 Alternaria dennisii CBS 110533

罂粟链格孢 Alternaria papavericola 10S_1G

笔状链格孢 Alternaria penicillata CBS 116607

木茼蒿链格孢 Alternaria argyranthemi YZU 171067

葡萄孢链格孢 Alternaria botrytis CBS 197.67

辣椒链格孢 Alternaria capsici-annui CBS 504.74

厚垣孢链格孢 Alternaria chlamydospora CBS 491.72

灯芯草链格孢 Alternaria junci-acuti FCCUU 1389

倒棒链格孢 Alternaria obclavata CBS 124120

鸭梨链格孢 Alternaria ventricosa WDK4

三角链格孢 Alternaria triglochinicola CBS 119676
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图 2    基于 rDNA-ITS、GAPDH 的多序列联合聚类分析

Fig. 2    Phylogenetic analysis based on rDNA-ITS and GAPDH
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55.2、54.0 mm。在连续黑暗条件下，菌株生长明显

受到抑制，生长较慢，菌落平均直径为 49.0 mm，比

其他两种光照条件下的菌落直径减少约 10%。 

2.3.4   不同碳源对病原菌生长的影响

在 5种碳源培养基上，菌株 VFL10的菌丝均能生

长，但生长速率差异较大（图 3D）。在以麦芽糖和葡

萄糖为碳源的培养基上，菌丝生长较快，菌落平均直

径分别为 31.33、30.83 mm，显著高于其他处理，表明

麦芽糖和葡萄糖可以促进 VFL10的生长。培养基按

照其上的菌落直径从大到小排序，依次是以蔗糖、无

碳、乳糖为碳源的培养基，其中以乳糖为碳源的培养

基上 VFL10菌落直径最小，表明乳糖是其不良碳源。 

2.3.5   不同氮源对病原菌生长的影响

在 7种氮源培养基上，菌株 VFL10的菌丝均可

以生长，与不同碳源处理的结果相似，其生长速率

也有较大的差异（图 3E）。在以酵母膏和牛肉膏为

氮源的培养基上，菌丝生长较快，菌落平均直径分

别为 37.03、36.67 mm，显著高于其他处理。而以氯

化铵和甘氨酸为氮源的培养基明显抑制了 VFL10菌

丝生长，菌落平均直径均为 23.67 mm，说明氯化铵

和甘氨酸是该病原菌的不良氮源。 

2.3.6   不同培养基对病原菌生长的影响

在 4种培养基上，菌株 VFL10的菌丝均能生长

（图 3F）。在 PDA培养基上的菌丝生长速率最快，

菌落平均直径为 50.50 mm，其次为 OMA培养基，菌

落平均直径为 48.83 mm，与 PDA培养基无明显差

异，但显著高于其他 2种培养基上的菌落直径。

VFL10的菌丝在WA培养基上生长速率最慢。 

2.4    不同杀菌剂对病原菌的室内毒力测定

室内毒力测定表明不同杀菌剂对菌株 VFL10的

抑菌效果有明显差异（表 2），其中 2%苦参碱悬乳

剂的抑制作用最好，EC50 值为 0.022 0 mg·L−1，其次

为 500 g·L−1 氟啶胺悬乳剂、450 g·L−1 咪鲜胺悬乳剂、

10%苯醚甲环唑可湿性粉剂，EC50 值分别为 0.630 9、
2.461 6、4.031 5 mg·L−1，24%腈苯唑悬乳剂、72%霜

脲锰锌可湿性粉剂、3%甲霜噁霉灵悬乳剂、甲霜噁
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不同小写字母表示差异显著（P ＜ 0.05）。
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图 3    不同条件下病原菌的菌丝生长情况

Fig. 3    Mycelial growth of pathogen under different condition
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霉灵原药、 75%百菌清可湿性粉剂抑菌效果差，

50%多菌灵可湿性粉剂几乎无抑制作用。

 
 

表 2    10 种杀菌剂对菌株 VFL10 的抑制作用

Table 2    Inhibition effects of ten fungicides against VFL10

药剂

Fungicide
毒力回归方程

Toxicity regression equation
R2 EC50/(mg·L

−1)

50%多菌灵

50% carbendazim y=1.005 2 x +1.310 8 0.998 3 4 678.592 8

72%霜脲·锰锌

72% cymoxanil-mancozeb y =0.920 5 x +3.712 8 0.990 6 25.024 9

75%百菌清

75% chlorothalonil y =0.468 1 x +3.663 2 0.998 4 717.190 9

10%苯醚甲环唑

10% phenylimidazole y =0.482 8 x +4.707 7 0.986 1 4.031 5

500 g·L−1
氟啶胺

500 g·L-1 fluazinam y =0.578 4 x +5.115 7 0.979 0 0.630 9

24%腈苯唑

24% fenbuconazole y =0.443 2 x +4.424 4 0.960 7 19.895 7

3%甲霜噁霉灵

3% methyrime dioxin y =1.074 7 x +2.824 9 0.996 6 105.653 9

450 g·L−1
咪鲜胺

450 g·L−1 prochloraz y =0.732 7 x +4.713 4 0.990 6 2.461 6

2%苦参碱

2% sophocarpidine y =0.190 4 x +5.627 7 0.978 5 0.022 0

甲霜噁霉灵原药

Methyrime dioxin y =0.952 5 x +3.045 8 0.993 9 112.640 4

  

3    讨论与结论

本研究表明造成蚕豆叶部病斑的病原菌为链格

孢（A. alternata），与重庆地区蚕豆叶部病斑上分离

的致病菌一致 [17]，为江苏地区首次报道由该菌引起

的蚕豆病害。前人研究表明，链格孢属真菌的寄主

范围十分广泛，能够侵染谷物、油料作物、蔬菜水

果和观赏植物等 [18]。病害的流行造成了巨大的损

失，如烟草赤星病、小麦黑胚病叶斑病、马铃薯早

疫病、番茄早疫病、甜瓜的黑斑病等 [19−24]。本研究

分离的链格孢侵染植物会引起荷花叶斑病、圆锥铁

线莲叶斑病、彩叶草叶斑病等 [25−27]，参考链格孢侵

染植物致病的病害描述，以及国外研究发现链格孢

属细极链格孢（A. tenuissima）引起的蚕豆病害 [28]，

建议将链格孢侵染蚕豆的病害命名蚕豆叶斑病。

针对蚕豆叶斑病的研究较少，对其致病菌开展

生物学特性研究有利于了解病原菌与环境之间的关

系，从而为病害的防控提供理论支撑。本研究结果

表明该病原菌在 5～35 ℃、pH 5.0～10.0条件下均可

生长，最适碳源为麦芽糖或葡萄糖，氮源为酵母膏

或牛肉膏，且对光照不敏感，这与陈宸等 [29] 和刘俏

等 [11] 的研究结果基本一致，但在最适碳源和氮源方

面的结论有所差异，可能是由于菌株在不同的生长

环境及侵染物种导致其产生这种差异。蚕豆叶斑病

病原菌在温度高于 5 ℃ 时即可生长，设施栽培及春

天气温开始上升时应提前做好防控措施，以降低病

害发生率。

蚕豆病害的防治一般采用农业防治、生物防

治、物理防治和化学防治等 4种措施，目前使用杀

菌剂是主要的防治措施。本研究测定了 10种杀菌剂

对蚕豆叶斑病病原菌 VFL10的室内抑菌效果，结果

表明苦参碱、氟啶胺的抑菌作用最强。王渊等 [30] 研

究表明多菌灵对链格孢菌有明显抑制作用，但本研

究中发现多菌灵对 VFL10抑制效果较差，分析可能

是由于供试的 VFL10对多菌灵产生抗性所致。调查

发现病样采集地长期以多菌灵为主施用杀菌剂来防

控病害，因此在农药的选择压力下，敏感菌株逐步

消失，而耐药菌株成为优势菌群，从而导致本研究

出现了多菌灵对 VFL10的抑菌活性较差的情况。本

研究结果表明，苦参碱对病原菌的离体抑菌活性较

好，能够抑制病原菌生物合成。前人研究表明苦参

碱能够影响病原菌的生物氧化过程，可以有效防治

小麦赤霉病、水稻稻瘟病和芍药红斑病、炭疽病

等，而且苦参碱是植物源类杀菌剂，具有易降解无

残留、对环境安全友好等优点，符合绿色农业的发

展要求 [31]，但本试验仅为离体试验，其对蚕豆叶斑

病的实际防控效果要进一步进行田间实验验证。
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