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浙江省蝴蝶兰细菌性软腐病病原鉴定
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（1. 浙江省检验检疫科学技术研究院， 浙江 杭州 310012； 2. 浙江大学 生物技术研究所 农业部作物病虫分子
生物学重点开放实验室， 浙江 杭州 310029； 3. 宁波出入境检验检疫局， 浙江 宁波 315012）

摘要： 对浙江杭州地区近年来新发生的蝴蝶兰 Phaluenopsis 软腐病病原细菌进行了分离、 致病性测定、 Biolog 测定和脂
肪酸甲基酯（FAME）脂肪酸测定， 16 S 序列分析。 结果表明， 该菌与菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi 性状、 特征完全相
同， 在序列分析中能以较高的自举置信值与菊欧文氏菌标准菌株聚在一起。 因此， 可以确定， 引起杭州地区蝴蝶兰细

菌性软腐病的病原菌是菊欧文氏菌。 图 1 表 2 参 10
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Pathogen identification of bacterial soft rot in moth orchid
in Zhejiang Province

WU Zhi-yi1， FANG Yuan2， CHEN Xi1， ZHANG Hui-li3， ZHANG Ming-zhe1， LI Bin2

（1. Zhejiang Academy of Science and Technology for Inspection and Quarantine， Hangzhou 310012， Zhejiang，

China； 2. Key Laboratory of Molecular Biology of Crop Pathogens and Insects of Ministry of Agriculture， Institute

of Biotechnology， Zhejiang University， Hangzhou 310029， Zhejiang， China； 3．Ningbo Entry-Exit Inspection

and Quarantine Bureau， Ningbo 315012， Zhejiang， China）

Abstract： A causal agent of bacterial soft rot in moth orchid was isolated and identified which occured in
Hangzhou， Zhejiang Province in recent years. The pathogenicity test， Biolog test and fatty acid methyl es-
ters （FAME） test were undertaken to elucidate the precise position of the causal bacterium． The results indi-
cated that the causal agent’s characteristics were same to Erwinia chrysanthemi. And， 16S rRNA gene se-
quence analysis also showed that the pathogenic bacterium was closely related to E. chrysanthemi and well
separated from all other Erwinia species. Therefore， it could be concluded that the pathogenic bacterium
causing bacterial soft rot of moth orchid was identified as E. chrysanthemi. ［Ch， 1 fig. 2 tab. 10 ref.］
Key words： plant protection； moth orchid； bacterial soft rot； identification； Erwinia chrysanthemi

蝴蝶兰 Phalaenopsis 细菌性软腐病是国内外蝴蝶兰生产上的一大障碍， 病原学研究进一步显示假
单胞细菌 Pseudomonas sp.［1］， 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi［2］和大白菜软腐病菌 Erwinia carotovora
subsp. carotovora［3］都能引起该病害的发生。 2007年上半年， 在浙江省杭州市浙江大学华家池校区花卉
苗圃栽培的蝴蝶兰上出现的细菌病害， 初期主要危害叶片， 不论新叶或老叶都会发生， 叶片感染后出
现水浸状斑点， 随即迅速扩大， 感病部位内部组织被细菌分解成液体状态， 叶片失去支撑力而下垂。
水浸状病斑处颜色较深， 与浅绿色健康组织有明显区别。 腐烂处发出臭气， 然后病部组织崩溃， 内溶
物流出， 病叶呈纸状干枯。 高温、 高湿、 不通风的环境容易诱发该病的发生。 病部切片在低倍显微镜
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下均能观察到喷菌现象。 为明确浙江省蝴蝶兰细菌性软腐病到底是由哪一种病菌引起， 为蝴蝶兰病害
的有效治理提供切实可行的依据， 笔者对该病开展了病原鉴定研究， 现报道如下。

1 材料与方法
1.1 标准菌株与病原细菌分离
菊欧文氏菌标准菌株， Erwinia chrysanthemi ATCC11662 和 SCH-1 分别由上海市出入境检验检疫

局和浙江大学生物技术研究所提供。 其他参考标准菌株 Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola LMG
849 和 LMG5401 以及 Pseudomonas syringae pv. syringae LMG5570 和 LMG2231 均由比利时根特大学国
家菌种保藏中心提供。 首先， 镜检样本上是否有其他可见病原物， 然后取无真菌菌丝或孢子的典型病
株样本 3 份。 病部叶表经体积分数为 70%乙醇消毒后， 在肉汁胨培养基（NA）上划线分离， 平板在 28
℃下培养 3 d后于挑取代表菌落进行进一步测试。
1.2 病原的常规细菌学及 Koch假说测定
菌落形态、 培养性状、 烟草过敏性反应及 Koch 假说测定按 Klement 等 ［4］方法； 生理生化测定按

Schaad 等［5］方法。 离体致病性测定参照 Yessad 等 ［6］的方法进行。 Koch 氏病原假说测定的蝴蝶兰品种
为 “火鸟”， 将所测菌株浓度调节到 1011 个·L－1， 采用针刺法在蝴蝶兰的叶片上接种， 5 d 后开始记
录发病情况。 接种后放置 28 ℃的人工气候箱内培养。
1.3 病原的 Biolog鉴定
选取 3株有代表性的菌株， 分别命名为 H-1， H-2 和 H-3， 用 Biolog 进行证实， 在含 95 个碳源的

Biolog阴性（GN）微孔板中， 加入 150 mL·孔-1所测细菌悬浮液（吸光度值 0.3）。 在 30 ℃下培养 24 h 后
由 Biolog读数机测得反应结果， 并直接进入 Biolog专用细菌鉴定程序（4.1 版本）。 具体操作参照文献
［7－8］的方法。
1.4 病原的脂肪酸甲基酯（FAME）鉴定

FAME鉴定采用 Agilent 6890型气相色谱系统。 参照 MIDI 公司说明书及文献［7－8］的方法进行。
所有纯化的参试菌株先在 NA 培养基上于 30 ℃生长 24 h 后， 转入 TSBA 固体培养基上再培养 24 h。
然后用无菌塑料接种环挑取 1 环培养菌放入有螺帽的试管中， 提取脂肪酸。 鉴定结果通过微生物鉴
定系统软件———MIDI 公司开发的基于细菌细胞脂肪酸成分 鉴 定 细 菌 的 MIS 4.5 （microbial
identification system）和 LGS 4.5（library generation software）获得。 把结果与数据库中标准菌种的脂肪酸
信息进行比对。
1.5 16S 基因序列分析
根据已发表［9］的植物病原细菌 16S的通用引物对分离的致病细菌进行聚合酶链式反应（PCR）扩增，

正反向引物分别为 ： P1 （5’-GTTACCGACAGAATAAGCACCC-3’ ）和 P2 （5’-CCTACGGCTACCTTGT
TACGAC-3’ ）。 扩增反应体积 20.0 μL： DNA模板 1.0 μL； P1（10.0 μmol·L－1）0.5 μL； P2（10.0 μmol·
L－1）0.5 μL； 2 × Taq PCR StarMix 10.0 μL， 双蒸水补足至 20.0 μL。 反应条件为 94 ℃预变性 5 min；
94 ℃变性 25 s， 65 ℃退火 25 s， 72 ℃延伸 l min， 共 35 个循环； 72 ℃延伸 5 min； 最后 4 ℃保存。
PCR反应在 PTC-200型热循环仪上进行， 取 5.0 μL 反应液在 10.0 g·kg－1琼脂糖凝胶上进行电泳检测，
得到 1.5 kb 左右大小的条带。 将 PCR 产物送华大生物技术责任公司克隆并测序。 将得到的测序结果
在 GenBank（登录 http： //www. ncbi.nlm. nih. gov）进行 blast比对。
1.6 16S基因聚类分析
以测序得到的 3条 16S序列为材料， 利用 ClustalX软件将测得的 16S 序列与已报道的菊欧文氏菌

和相近属种的 18 条 16 S 序列进行序列对齐和同源性序列的多重排定， MEGA 3.1 构建分子系统树。
根据 Kimura双参数模型计算遗传距离， 相应的标准误差用 Bootstrap 方法（replications = 1 000）， NJ，
MP， ME 和 UPGMA 系统树通过 MEGA 3.1 软件得出 ， 系统树中节点的自举置信水平 （bootstrap
confidence level， BCL）应用自引导（bootstrap）估计， 共 1 000次循环。
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2 结果与分析
2.1 病原的细菌学特征
来自不同样品的 3 株蝴蝶兰分离菌株的革兰氏染色反应均为阴性， 菌体杆状， 具周生鞭毛 3 ～ 8

根， 能游动， 兼性厌氧， 不产生芽孢。 在 NA 培养基上于 28 ℃生长 3 d， 菌落乳白色， 扁平， 褶皱有
光泽， 大小 0.5 ~ 1.0 μm × 1.0 ~ 3.0 μm。 在 KMB（Kings Medium B Agar）培养基上不产生荧光色素。
它们与菊欧文氏菌标准菌株 Erwinia chrysanthemi ATCC11662和 SCH-1的反应基本一致。
2.2 致病性测定
将 3 株蝴蝶兰软腐病分离细菌与 2 株菊欧文氏菌标准菌株 E. chrysanthemi ATCC11662 和 SCH-1

的菌液浓度调至 1 011 个·L－1的菌悬液接种烟草 Nicotiana tabacum， 观察其过敏性反应。 结果发现，
所有菌株在接种后 24 h 后均产生明显的过敏性反应， 呈灰色晕圈， 而无菌水对照无过敏性反应。
Koch氏测定表明， 在接种后的第 3 ～ 4天， 蝴蝶兰叶片发病， 病状为水渍状病斑， 呈半透明状， 组织
软腐， 有恶臭味。 从接种发病的病叶上分离获得同样病原。
2.3 Biolog鉴定

2 个标准菊欧文氏菌菌株的 Biolog 鉴定结果与原鉴定完全一致， 其相似性分别为 0.85 和 0.76。 3
株蝴蝶兰分离菌代表菌株的 Biolog 测定结果显示， 它们均被鉴定为 Erwinia chrysanthemi， Biolog 相似
性在 0.77 ~ 0.82， 接近或超过标准菌株， 具有很高的可信度（表 1）。

2.4 病原菌的脂肪酸甲基酯（FAME）鉴定结果
FAME 鉴定结果匹配程度遵循 Buyer 等的原则： 相似性系数＜0.2， 结果不可用； 相似性系数≥

0.5， 鉴定到种。 6个标准菌株和 3 株蝴蝶兰软腐病细菌的 FAME 鉴定结果与 Biolog 鉴定完全一致（表
2）， 其中 2 株 Erwinia chrysanthemi 标准菌株的 FAME 相似度在 0.84 和 0.79， 3 株蝴蝶兰软腐病细菌
的 FAME相似度在 0.67 ～ 0.75， 均接近或超过标准菌， 表明本次 FAME鉴定结果真实可靠。
2.5 病原菌的 16S序列分析
登录 GenBank进行序列比较， 结果表明， 3 株检测菌株与 E. chrysanthemi， Dickeya dadantii 的同

源性均高达 99％。 但根据上述的细菌学特征、 Biolog和 FAME 分析鉴定及其在蝴蝶兰上的致病性测定
（后一种病原在蝴蝶兰上不致病）， 可以排除后一种病原细菌的可能性。

表 1 3株蝴蝶兰软腐病细菌与标准菌株的 Biolog鉴定结果
Table 1 Biolog identity of 3 soft rot bacteria of moth orchid and standard reference strains

菌株 原鉴定结果
Biolog 当前鉴定结果

相似度 鉴定结果

LMG2231
丁香假单胞丁香致病变种

Pseudomonas syringae pv. syringae
0.665

丁香假单胞丁香治病种

Pseudomonas syringae pv. syringae

LMG849
地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola
0.774

地毯草黄单胞菌

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola

LMG5401
地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola
0.752

地毯草黄单胞菌

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola

H-1 0.820 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

H-2 0.801 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

H-3 0.771 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

ATCC11662 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi 0.851 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

SCH-01 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi 0.760 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

LMG5570
丁香假单胞丁香致病变种

Pseudomonas syringae pv. syringae
0.880

丁香假单胞丁香治病种

Pseudomonas syringae pv. syringae

吴志毅等： 浙江省蝴蝶兰细菌性软腐病病原鉴定 637



浙 江 林 学 院 学 报 2010 年 8 月

2.6 16S基因的聚类分析
根据 Kimura双参数模型， 用 NJ法构建的的 16S rDNA基因的分子系统树（图 1）。 图 1 表明， 3株

检测菌株的 16S序列与 Erwinia chrysanthemi 标准菌株以较高的自举置信值聚在一起， 而与其他属种分
离开来。 充分说明本研究中引起蝴蝶兰软腐的病原菌是 E. chrysanthemi， 并证实了前面的实验结果。

表 2 3株蝴蝶兰软腐病细菌与标准菌株的脂肪酸鉴定结果
Table 2 FAME identity of 3 soft rot bacteria of moth orchid and standard reference strains

菌株 原鉴定结果
FAME 当前鉴定结果

相似度 鉴定结果

ATCC11662 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi 0.851 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

SCH-01 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi 0.760 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

LMG5570
丁香假单胞丁香致病变种

Pseudomonas syringae pv. syringae
0.582

丁香假单胞丁香治病种

Pseudomonas syringae pv. syringae

LMG2231
丁香假单胞丁香致病变种

Pseudomonas syringae pv. syringae
0.670

丁香假单胞丁香治病种

Pseudomonas syringae pv. syringae

LMG849
地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola
0.605

地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola

LMG5401
地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola
0.626

地毯草黄单胞菌一品红致病变种

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola

H-1 0.666 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

H-2 0.751 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

H-3 0.680 菊欧文氏菌 Erwinia chrysanthemi

图 1 蝴蝶兰细菌性软腐病菌与相近种的 16S基因分子系统树
Figure 1 Phylogenetic tree derived from the 16S rDNA gene sequences analysis between soft rot bac teria of moth orchid and related species

638



第 27 卷第 4 期

3 讨论
经过对来自不同蝴蝶兰植物样品的 3个分离菌株的主要细菌学特性、 菌落形态、 致病性、 Biolog、

FAME 鉴定， 16S 序列分析及与 2 个标准菌株的比较， 证实了在杭州市出现的蝴蝶兰软腐是由 E.
chrysanthemi引起的。 本研究未发现蝴蝶兰植物样品中有其他病原细菌的存在。
由于 Pseudomonas sp.， Erwinia carotovora sp. carotovora 和 E. chrysanthemi 都已经被报道能引起蝴

蝶兰软腐病的发生， 在植物上表现的症状也比较相似。 此时， 全面了解这 3 种病菌特别是后 2 种病菌
在菌落形态上的区别， 对于及时准确地识别到底是哪一种病菌引起的蝴蝶兰软腐病非常必要。 E.
carotovora sp. carotovora 病菌在大多数培养基上的菌落是淡灰白色至乳酪色， 光滑、 圆形， 有光泽，
轻微隆起， 在 24 h后出现肉眼可见菌落。 E. chrysanthemi 病菌虽然在大多数培养基上的菌落也呈淡灰
白色至乳酪色， 光滑、 圆形， 但边缘渐变成波状至羽毛状， 较扁平或轻微隆起， 在马铃薯葡萄糖琼脂
（PDA）上 3 ~ 6 d 后， 菌落似 “煎鸡蛋” 状， 中央突起并有波状边缘； 另外在葡萄糖碳酸钙（YDC）培
养基上培养 5 ~ 10 d后很多菌株产生深蓝色非水溶性色素。

3 株蝴蝶兰分离菌株和 2 个对照菌株的 Biolog 图谱和 FAME 脂肪酸图谱都和数据库中的 Erwinia
chrysanthemi 病菌显示了非常高的相似性， 显示了这 2 种技术都可以应用于浙江蝴蝶兰细菌性软腐病
菌的鉴定研究。 同时， 浙江蝴蝶兰细菌性软腐病菌与相近种的分子系统发育树显示 E. chrysanthemi 与
E. carotovora sp. carotovora 病菌在 16S 序列上差异明显， 这为分别设计特异性引物检测这 2 种病原细
菌提供了可能。 此外， Li 等［10］报道了 Erwinia chrysanthemi 病菌引起杭州地区石斛兰 Dendrobium 的茎
腐病， 然而笔者的研究则是第 1次发现该病菌引起浙江地区蝴蝶兰的软腐病， 究竟从不同寄主如石斛
兰和蝴蝶兰上分离的病菌间是否存在遗传多样性， 仍有待进一步研究。
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