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摘要：【目的】真菌性病害是西红花 Crocus sativus 的主要病害。分离鉴定西红花茎腐病致病菌可为西红花茎腐病科学防

控及特效杀菌剂开发提供科学依据。【方法】以‘番红花 1 号’C. sativus ‘Saffron No. 1’为供试材料，采用组织分离

法从感病球茎中分离获得致病真菌。通过 PCR 扩增、测序与进化树构建对真菌保守内部转录间隔区序列 (ITS) 和

RNA 聚合酶 Ⅱ 亚家族 (RPB2) 基因序列进行同源性比对与进化分析。对感病球茎进行致病菌再分离并回接到植株，验证

真菌在种球种植模式下的致病特性。【结果】所分离获得的球茎致病真菌与黑曲霉 Aspergillus niger 的形态特征高度相

似；候选致病真菌的 ITS 和 RPB2 保守序列与其他植物来源的黑曲霉同一 DNA 序列同源性高达 99.6%，与黑曲霉处在同

一进化分支上；基质种植模式下，接种黑曲霉菌液极显著 (P＜0.01) 增加了西红花球茎的发病率。【结论】黑曲霉是引起

西红花种球腐烂的真菌病害之一。图 7 参 32
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Isolation and identification of pathogenic fungi of stem rot in Crocus sativus

WU Jiening，GUI Siqi，CAO Jiajia，DU Xue，LI Junbo，LI Xiujuan，KAI Guoyin，ZHOU Wei

（School of Pharmacy, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 311402, Zhejiang, China）

Abstract: [Objective] This study, with an investigation into the identification and isolation of the rot disease
pathogen of Crocus sativus, the main disease of which is fungal disease, is intended to provide scientific basis
for the prevention and control of saffron stem rot and the development of special fungicides. [Method] First,
the pathogenic fungi were isolated from infected corms by tissue separation method using ‘Saffron No. 1’ as
the test material. Then an analysis was made of the sequences of conserved internal transcribed spacer (ITS) and
RNA polymerase Ⅱ subfamily (RPB2) by PCR amplification, sequencing and phylogenetic tree construction.
At  last,  pathogenic  bacteria  were  isolated  from  infected  corms  and  grafted  back  to  plants  to  verify  the
pathogenic  characteristics  of  fungi  under  the  planting  mode  of  saffron.  [Result]  The  morphological
characteristics  of  the  corm-pathogenic  fungi  isolated  were  highly  similar  to  those  of Aspergillus  niger.  The
conserved  sequences  of  ITS  and  RPB2  of  the  candidate  pathogenic  fungi  had  99.6%  homology  to  the  same
DNA  sequence  of A.  niger  from  other  plants  with  the  same  evolutionary  branch.  In  the  soil  planting  mode,
inoculation  with A.  niger  solution  significantly  increased  the  incidence  of  corm (P＜0.01). [Conclusion] A.
niger is one of the fungal diseases that cause the rot of saffron bulbs. [Ch, 7 fig. 32 ref.] 
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西红花 Crocus sativus 为鸢尾科 Iridaceae番红花属 Crocus 多年生草本植物，又称藏红花、番红花，

为新“浙八味”之一。西红花柱头是其主要药用部分，具活血祛瘀、凉血解毒、解郁安神等功效[1]，西

红花花丝富含藏红花素、藏红花甙等成分，对心脑血管以及神经性疾病都有较好的预防和治疗效

果[2−3]。西红花是三倍体植物，只能够通过球茎来繁种。生产上，种球芽过多会分散营养运输，不利用

单个种球膨大为成品种球。因此，种植前抹芽是西红花种球田间复壮的常规操作。常年无性繁殖，产生

的抹芽伤口使得病害入侵并逐年累积，病害高发年份部分产区的茎腐病发病率可达 40%[4]，使得西红花

产量急剧降低，很大程度上制约了西红花产业的发展。目前已知的药用植物病害中，真菌性病害占比高

达 80%[5]，真菌性病害也是导致西红花发生球茎腐烂的主要病害。张国辉等[6] 从贵州西红花茎腐病病害

样本中分离鉴定出尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum 和炭疽菌 Anthracnose sp.等 2种真菌，证实西红花球

茎腐烂病由两者共同感染所致。吴李芳[7] 发现浙江西红花茎腐病的致病真菌为尖孢镰刀菌 的 ZJU-1菌株

和茄病镰刀菌 F. solani 的 ZJU-2菌株。ZHANG等[8] 采用组织分离法从浙江西红花中分离鉴定得到离生

青霉菌 Penicillium solitum，认为这是一种新的能导致西红花茎腐病的致病真菌。可见不同品种西红花感

染的致病真菌是不同的。‘番红花 1号’C. sativus ‘Saffron No. 1’是目前西红花在浙江省的主栽品

种，具有一定的抗茎腐病抗性，对引起该品种球茎茎腐病的致病真菌的分离与鉴定工作报道不多。本研

究以浙江建德产‘番红花 1号’球茎为材料，分离并鉴定引起其该品种茎腐病的病原菌，以期为完善西

红花茎腐病致病菌数据，也为西红花茎腐病科学防控和特效杀菌剂的开发提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    供试材料

健康及具有典型球茎腐烂病病症的西红花‘番红花 1号’种球均采自浙江省建德市三都西红花专业

合作社同一区块种植基地。离生青霉菌由浙江中医药大学药学院分离并保存，已研究证实具有球茎腐烂

致病性[8]。 

1.2    病原真菌的分离与纯化

采用组织分离法对西红花球茎腐烂病的病原真菌进行分离。腐烂球茎去种皮，流水冲洗后用体积分

数 75% 的乙醇消毒浸泡 1 min，再用体积分数 5% 次氯酸钠溶液浸泡 2 min，无菌水彻底冲洗后控干。无

菌条件下切取球茎病健交界处组织块约 2 mm3，接种于马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA)培养板中，25 ℃ 恒温

培养。待组织边缘长出菌落后，挑取不同颜色或形态差异明显的菌落接种于新鲜 PDA培养板上，继续

培养 5~7 d。采用梯度稀释划线法对菌落进行 3轮纯化，直至挑取的单菌落生长速度相近、边缘清晰，

即可初步判定该真菌已纯化完全。纯化的真菌菌株保存于新鲜 PDA培养板上，4 ℃ 倒置保存备用。 

1.3    病原真菌致病性检测

将分离纯化得到的致病真菌回接至健康球茎和植株，验证其致病性；以离生青霉菌为致病性检测的

阳性对照，无菌水为空白对照。 

1.3.1    健康球茎回接    取健康球茎，依据 1.2方法进行表面消毒，并用无菌解剖刀切出表面积约 1 cm2

的浅伤口。将已纯化的致病真菌接种到 PDA培养板上，于 25 ℃ 恒温培养 7 d后，使用打孔器在致病真

菌菌落边沿打取直径为 1 cm的菌饼，接种至球茎伤口处，并将切开的球茎组织小块放回原位。回接后

的球茎 25 ℃ 恒温培养，定期观察并拍照记录种球的生长状况和病变特性。 

1.3.2    健康植株回接    将已纯化的致病真菌接种于 PDA培养板，25 ℃ 恒温培养 7 d，逐步稀释配制成

孢子密度为 106 个·mL−1 的悬浮液。取健康球茎，依据 1.2方法表面消毒后用无菌解剖刀沿球茎外圈划细

浅伤口，球茎种植于灭菌基质中，并浇灌孢子悬浮液。置于 20 ℃，8 h·d−1 光照下培养，每 7 d浇灌

1次。培养至 30 d时挖出种球，分别观察拍照，并按病情分级标准将球茎进行分级，统计发病率。病情

分级标准：0级，无病斑；1级 (轻症)，腐烂面积占整个球茎≤20%；2级 (中症)，20%＜腐烂面积＜

40%；3级 (重症)，腐烂面积≥40%。发病率=(腐烂球茎个数/处理球茎个数)×100%[9]。

各处理生物学重复 3次，采用 t 检验法进行差异显著性分析[10]。 
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1.4    病原真菌的形态学观察 

1.4.1    菌落形态观察    将已纯化完全的病原真菌接种于 PDA培养板上，25 ℃ 恒温培养 5~7 d，观察并

记录菌落的生长形态、大小、边缘、颜色、光泽、生长速度、质地等基本特征。 

1.4.2    分生孢子形态观察    采用改良透明胶带法[11]，粘取适量已分离纯化的致病真菌菌丝，制片，光学

显微镜下观察并测定分生孢子形态大小、菌丝附着胞及产孢结构等显微特征。 

1.5    病原真菌的分子生物学鉴定

采用改良的十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB)法 [12] 提取纯化致病真菌总基因组 DNA，用通用引物

ITS1/ITS6、ITS4R、rPB2-5F、rPB2-7CR分别对真菌核糖体基因内部转录间隔区 (ITS)序列、RNA聚合

酶Ⅱ亚基 (RPB2)序列进行 PCR扩增[5, 7]。产物经琼脂糖凝胶电泳法检测，切胶回收后送至浙江尚亚生物

技术有限公司测序，测序结果在美国国家生物技术信息中心 (NCBI)网站 (www.ncbi.nlm.nih.gov)进行

BLAST相似性比对分析。 

2    结果与分析
 

2.1    病原真菌的分离与致病性测定

与无腐烂症状的球茎相比 (图 1A)，患球茎腐烂病的西红花地上部分叶片逐渐枯黄，球茎腐烂严重

(图 1B)。采用组织分离法从田间感病西红花种球中分离纯化获得真菌 115株。选取 1株菌落表型相对一

致且检测频率占主要优势的菌斑，经 3轮分离纯化，获得生长速率一致、边际清晰的纯化菌斑。由图 1C~
E可见：该真菌菌液接种到带有小伤口的健康种球上培养 7 d，种球出现感病症状，其腐烂症状与离生

青霉菌阳性回接的阳性对照相似，而无菌水处理的阴性对照未产生明显症状。统计不同处理下的球茎腐

烂率，由图 2可知：处理组球茎腐烂率高达 97.3%，阳性对照为 93.7%，均极显著高于阴性对照

(P＜0.01)。推测分离得到的真菌是引起西红花球茎腐烂的主要病害之一。
  

A B C D E

A. 田间无病症球茎; B. 田间腐烂球茎; C. 水处理球茎 (阴性对照); D. 离生青霉菌回接球茎 (阳性对照); E. 候
选致病真菌回接检测的球茎

图 1    西红花种球田间发病症状与球茎致病性检测
Figure 1    Field symptoms and pathogenicity examination of the corm in C. sativus

  

2.2    病原真菌的形态学鉴定

将纯化后的病原真菌接种于 PDA平板上 25 ℃
恒温培养。培养 3 d为淡黄色圆形菌落，周围呈绒

毛状分布；5 d时菌落中间出现褐黑色的颗粒状孢

子；7 d时形成圆形褐黑色厚绒状菌落，表面粗糙，

外围包裹环状白色绒毛，中心为褐黑色颗粒状，背

面为淡黄色，颜色较浅 (图 3A和 3B)。光学显微镜

下，该菌顶囊呈大球形，双层小梗呈放射状着生于

顶囊表面，长度一致，较为整齐；分生孢子呈褐黑

色球形或椭球形 (图 3C)。就形态特征而言，该菌与

曲霉属 Aspergillus 黑曲霉 A. niger 高度相似，初步

鉴定该菌为黑曲霉[5]。 

2.3    病原真菌的分子生物学鉴定

为进一步明确所分离所得到的真菌菌株，用通用引物对该真菌核糖体 ITS和 RPB2序列进行 PCR扩
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图 2    西红花球茎致病真菌种球回接的发病率
Figure 2    Statistics  on  the  morbidity  of  corm  after  mother  plant

inoculated with pathogenic fungus in saffron
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增和电泳检测 (图 4)，对阳性菌落的 PCR扩增产物进行测序。NCBI比对结果显示：扩增获得的

RPB2和 ITS扩增序列都与不同物种来源的黑曲霉同源性最高，达 99.6% 以上。此外，将从西红花中扩

增获得的 ITS序列分别与其他物种组织中分离到的黑曲霉、乔治亚青霉 P.  georgiense、臭曲霉 A.
foetidus 以及曲霉属菌株进行序列进化亲缘关系分析，结果显示 (图 5)：扩增获得的真菌 ITS序列 A.
niger Z2与其他物种组织中获得的黑曲霉 ITS序列聚在同一分支上；RPB2序列与黑曲霉亲缘关系较近。

基于以上结果，推测本研究从西红花中分离纯化的致病真菌为黑曲霉。 

2.4    西红花致病真菌感病球茎再分离与植株致病性检测

为进一步验证黑曲霉对西红花生长期间植株的致病特性，将分离纯化的黑曲霉接种到生长期为

1.5个月、生长势较好、带叶片的西红花育苗箱中，每周 1次用黑曲霉稀释菌液浇灌。培养 1个月后发

现 (图 6和图 7)：水浇灌阴性对照西红花种球正常生长，仅有 15.3% 的轻症和 21.3% 的中度腐烂症状，

无重度腐烂种球。离生青霉菌浇灌阳性对照所有种球均无法正常生长， 其中轻症、中症和重症比例分别

为 31.0%、50.3% 和 21.7%；测试组茎腐病发病率同样为 100%，其中轻症比例为 14.3%、中度腐烂种球

为 44.7%，重度腐烂种球为 41.0%。进一步证实黑曲霉是引起该品种西红花球茎腐烂的致病真菌

之一。
  

ck PC

ck. 水处理阴性对照; PC. 离生青霉菌阳性对照

黑曲霉接种植株

图 6    西红花致病真菌黑曲霉植株感病验证
Figure 6    Verification of plant susceptibility to A. niger, a pathogenic fungus of saffron 

 

A B C

50 μm

A. 黑曲霉菌落正面; B. 黑曲霉菌落反面; C. 黑
曲霉分生孢子盘

图 3    西红花茎腐病致病真菌培养 7 d 的形态特征
Figure 3    Morphological  characteristics  of  the  pathogenic  fungi  of

saffron stem rot after 7 days of culture
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图 4    西红花病原真菌的 PCR 扩增
Figure 4    Identification  of  pathogenic  fungus  A.  niger  in  saffron  by

PCR amplification
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★ 为西红花病原真菌

图 5    西红花病原真菌的进化分析
Figure 5    Evolutionary analysis of pathogenic fungus A. niger in saffron
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3    讨论与结论
本研究从浙江省建德市一西红花种植基地患病

西红花球茎中分离纯化得到 1株病原真菌；形态

学、分子生物学和致病性试验鉴定可知：该菌为黑

曲霉，是引起该基地西红花球茎腐烂的致病真菌。

黑曲霉为半知菌亚门 Deuteromycotina丝孢纲

Hyphomycetes丛梗孢科 Moniliaceae曲霉属常见种，

能引起植物落花或导致多汁果实腐烂[13]，抑制植物

苗和根的生长[14]，产生果实采后病害[15] 等。本研究

分离得到的黑曲霉可在 PDA培养基上快速生长，培

养 5 d的菌落呈圆形，淡黄色至黑色，与张倩 [16]、

畅引东等[17] 报道的黑曲霉培养初期呈白色的结果存

在差异，这可能是所用材料不同所致。光学显微镜

下，从‘番红花 1号’中分离到的黑曲霉分生孢子呈球形，分生孢子梗壁光滑，顶囊较大，呈球形，产

孢梗双层，与黄勋娟等[18] 观察到的黑曲霉结构相似。

黑曲霉菌是一种腐生性真菌，通常在有伤口或坏死的植物组织上定殖引起植物组织坏死或是腐烂。

田间生产中常用种植前抹芽的方式对西红花种球进行复壮，抹芽产生的伤口极有利于黑曲霉的感染。本

研究采用横断面切割产生的伤口接种黑曲霉，证实黑曲霉极容易感染西红花种球，种球腐烂病发生率显

著上升。因此，建议种球复壮生产上的抹芽操作最好放在种植前半个月，待伤口愈合后再种植，以减少

黑曲霉感染的概率；或是用生防菌剂处理种球后再种植，以减少黑曲霉等腐生性真菌的感染[19]。

细菌、真菌、病毒等微生物都能引起西红花病害，以真菌引起的病害最为常见，造成的经济损失也

最为严重 [20]。目前已报道从腐烂种球中分离获得的西红花致病真菌包括尖孢镰刀菌、巴西曲霉 A.
brasiliensis[21−22]、桔青霉菌 Penicillium citrinum[23]、链格孢菌 Alternaria alternata[22]、离生青霉菌[8]、茄病

镰刀菌[7]、炭疽菌[6]、红棕孔韧革菌 Porostereum sp.[24]、齐整小核菌 Sclerotium rolfsii[25] 等。以上研究表

明：导致西红花球茎腐烂的致病真菌具有种属多样性。各种致病菌之间是否存在相互作用使球茎腐烂症

状加剧以及侵染西红花球茎的机制，还有待进一步研究。

此外，西红花球茎核心致病真菌的分离与鉴定工作也能为球茎腐烂病生防菌剂的开发与精准防控应

用提供科学依据。生防菌是存在于土壤或根系表面的微生物，抑制病原菌的作用机制复杂，如拮

抗[26]、溶菌、营养和空间竞争[27]、提高植物抗性[28]、促进植物生长[29]、产生抗生素或刺激植物防御反应

等都可一定程度抑制病原菌。生产上，生防菌可有效替代化学药剂，降低西红花的发病率，但对环境和

寄主却无显著的损伤作用。目前以主要致病菌为功能验证菌株，已成功鉴定的生防真菌包括假单胞菌

Pseudomonas[30]、木霉菌 Trichoderma[31] 和芽孢杆菌 Bacillus[32] 等，通过离体和平板对峙等实验中证实其

在致病真菌的防控中起显著的拮抗作用。因此，西红花球茎核心致病真菌的分离与鉴定的工作将为特效

生防菌剂的开发提供鉴定靶标，具有重要的理论和生产意义。
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