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淫羊藿叶枯病病原菌鉴定、生物学特性及防治杀菌剂筛选
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［摘要］ 目的：明确引起重庆市万州区淫羊藿叶枯病的病原菌种类、生物学特性及其有效防治杀菌剂，为生产提供理论依

据。方法：利用组织分离法分离病原菌，基于柯赫氏法则进行致病性测定，结合形态学和多基因联合系统发育分析鉴定病原

菌，菌丝生长速率法测定生物学特性和杀菌剂筛选。结果：病原菌菌落圆形，菌丝中央稀疏灰褐色，边缘浓密白色；进化树与

Diaporthe hongkongensis 聚为一支，支持率 100%，结合形态学特征，确定引起重庆市万州区淫羊藿叶枯病的病原菌为

D. hongkongensis；在培养基为玉米粉琼脂培养基（CMA）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）和燕麦琼脂培养基（OA），温度

28 ℃，光暗交替和全黑暗，pH 6.0，碳源为可溶性淀粉，氮源为胰蛋白胨时菌丝生长最快；6 种化学杀菌剂中，45% 咪鲜胺 ME 抑

菌效果最好，半数效应浓度（EC50）为 0.040 mg·L-1，5 种生物杀菌剂中，0.3% 四霉素 AS 抑菌效果最好，EC50为 0.819 mg·L-1。结

论 ：该 研 究 报 道 由 D. hongkongensis 引 起 的 淫 羊 藿 叶 枯 病 ，化 学 杀 菌 剂 45% 咪 鲜 胺 、生 物 杀 菌 剂 0.3% 四 霉 素 对

D. hongkongensis具有较强抑制作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To identify the pathogen species responsible of Epimedium leaf blight in Wanzhou， Chongqing， 

investigate its biological characteristics， and screen effective fungicides， thereby providing a theoretical basis for disease control in 

production. Methods：： The pathogen was isolated through the tissue isolation method. Pathogenicity was verified according to 

Koch's postulates. The pathogen was identified based on morphological observation and multi-gene phylogenetic analysis. The 

biological characterization of the pathogen and fungicide screening were conducted based on the mycelial growth rate method. 

Results：： The pathogen formed circular colonies， with sparse gray-brown mycelia in the center and dense white mycelia at the edge. 

Multi-gene phylogenetic analysis showed that the pathogen clustered in the same clade as Diaporthe hongkongensis， with a support 

rate of 100%. This result， combined with morphological characteristics， identified the pathogen causing the leaf blight of 

Epimedium in Wanzhou District of Chongqing as D. hongkongensis. The mycelia grew the fastest in the corn meal agar， potato 

dextrose agar， and oatmeal agar with soluble starch as the carbon source and peptone as the nitrogen source at 28 ℃ ， light-dark 

alternation and total darkness， and pH 6.0. Among the six chemical fungicides， prochloraz 45% ME had the best inhibitory effect， 
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with an median effective concentration（EC50） of 0.040 mg·L-1. Among the five biological fungicides， tetramycin 0.3% AS had the 

best inhibitory effect， with an EC50 of 0.819 mg·L-1. Conclusion：： This study is the first to report that D. hongkongensis causes the 

leaf blight of Epimedium. Chemical fungicides such as 45% prochloraz and biological fungicides such as 0.3% tetramycin have 

strong inhibitory effects on D. hongkongensis.

［［Keywords］］ Epimedium； Diaporthe； leaf blight； biological characteristics； fungicide screening

淫羊藿（Epimedium sagittatum）为小檗科淫羊

藿属多年生草本植物，又名仙灵脾、三枝九叶草，为

我国传统中药材，以干燥叶入药，性辛、甘、温，收载

于 2020 年版《中华人民共和国药典》［1］。淫羊藿富

含淫羊藿苷、淫羊藿次苷、朝藿定 A~C 等多种黄酮

类化合物及多糖、多酚、生物碱等成分，具有补肾壮

阳的作用，也可以用于治疗类风湿关节炎、骨质疏

松［1-5］等疾病。近年来，淫羊藿市场需求逐年增长，

人工种植面积显著扩大，病害发生日益普遍，成为

影响药材产量与品质的关键因素。

目前，已报道的淫羊藿病害有叶枯病［6］、叶腐

病［7］、根茎腐病［8］和炭疽病［9-10］等。其中，叶枯病是

叶部病害中的一类重要病害，病原菌种类繁多，炭

疽 属（Colletotrichum spp.）［11-12］ 、间 座 壳 属

（Diaporthe spp.）［13］、链格孢属（Alternaria spp.）［14-15］、

Nothophoma 属［16］和瑟氏腔菌属（Sydowia）［17］均可侵

染植物叶片导致叶枯病。

淫羊藿叶枯病初期叶片出现带褐棕色边缘的

白色斑块，后期蔓延至整个叶片导致枯萎，病原菌

鉴定为 Alternaria alternata［6］。2023 年，在重庆市万

州区淫羊藿种植基地发现一种叶枯病，严重田块发

病率 40%~50%、病情指数可达 47，导致淫羊藿品质

下降、产量降低。该病初期出现褪绿深褐色不规则

病斑，病斑中间呈灰白色，后期灰白色扩增边缘有

黄色晕圈，至整张叶片呈灰白色枯萎状，最终叶片

脱落，症状与文献报道发现的叶枯病不同，不能确

定致病病原菌种类。本研究采集具有典型叶枯病

症状的淫羊藿叶片分离鉴定病原菌，并对病原菌进

行生物学特性测定和有效杀菌剂筛选，以期鉴定出

引起重庆万州淫羊藿叶枯病病原菌种类，筛选出抑

菌效果良好的化学杀菌剂和生物杀菌剂，相关研究

结果将进一步丰富淫羊藿叶枯病的研究，并为淫羊

藿叶枯病的科学防控提供参考。

1 材料

1.1　供试材料     2023 年，在重庆市万州区淫羊藿种

植基地（30°40.2′N；108°40.8′E）采集具有叶枯病典

型症状的叶片样品，拍照记录采样信息，装入无菌

保鲜袋用于病原菌分离。采集淫羊藿健康植株于

重庆三峡科技大学植物保护实验室移栽管理，供致

病性测定使用。

1.2　供试培养基     根据《植病研究方法》［18］和《植物

病理学实验技术》［19］制备培养基：马铃薯葡萄糖琼

脂培养基（PDA）、马铃薯蔗糖琼脂培养基（PSA）、查
氏培养基（CDA）、胡萝卜培养基（CA）、玉米粉琼脂

培养基（CMA）、燕麦琼脂培养基（OA）、水琼脂培养

基（WA）、绿豆粉琼脂培养基（BA）。
1.3　供试仪器及试剂     SW-CJ-1FD 型超净工作台

（上海跃进医疗器械有限公司）；S9 Series 型显微镜

（德国徕卡公司）；BXM-30R 型高压蒸汽灭菌锅（上

海东亚压力容器制造有限公司）；HPX-80 型生化培

养箱（上海跃进医疗器械有限公司）；MA-96 型聚合

酶链式反应（PCR）仪（苏州雅睿生物技术有限公

司）；TG16-WS 型湘立高速离心机（湖南湘立科学仪

器有限公司）；DYY-7C 型电泳仪（北京六一生物科

技有限公司）；2015F382-32 型微量电子天平［上海

越平科学仪器（苏州）制造有限公司］；HSY-26 型电

热恒温水浴锅（上海跃进医疗器械有限公司）；BC-

210KGM 型医用冷藏箱（合肥美的电冰箱有限公

司）。硫酸链霉素（合肥中龙神力动物药业有限公

司，批号 20250103）；DNA 提取试剂盒、PCR Master 

Mix（2×）、ddH2O［天根生化科技（北京）有限公司，批

号分别为 DP305、K1071、R0581］；无水葡萄糖、琼脂

粉（上 海 伊 卡 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

G0212、EQ1001）；乙醇、三氯甲烷、次氯酸钠等均为

国产分析纯；6 种化学杀菌剂和 5 种生物杀菌剂见表

1、表 2。

2 方法

2.1　病害调查     2023 年利用 5 点取样法在万州淫

羊藿种植基地对淫羊藿叶枯病发病率及病情指数

进行调查。叶部病级分级标准：0 级，无病斑；1 级，

病斑面积占整个叶片面积的 0~10%；2 级，病斑面积

占整个叶片面积的 11%~25%；3 级，病斑面积占整个

叶片面积的 26%~50%；4 级，病斑面积占整个叶片

面积的 50% 以上。

2.2　病原菌鉴定     

2.2.1　病原菌的分离纯化     通过组织分离法［18］

分离致病菌。选取淫羊藿叶片病健交界处组织，用

无菌手术刀裁取 5 mm×5 mm 的组织块，在 75% 乙
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醇中消毒 30 s，5% 次氯酸钠处理 3 min，分别用无菌

水漂洗 3 次后置于无菌干燥的滤纸上，将干燥好的

组织块转接至含 50 mg·L-1链霉素的 PDA 培养基表

面，25 ℃黑暗条件下恒温培养 2~3 d。

2.2.2　致病性测定     采用针刺法对淫羊藿植株离

体叶片进行致病性试验。取健康完整的淫羊藿叶

片，75% 乙醇表面消毒后用无菌水冲洗。用灭菌接

种针在叶片主脉进行穿刺处理，随后将 5 mm 菌块

接种于创伤处，接种等体积无菌 PDA 培养基为对

照，每个处理 3 次重复。

接种后的植株叶片放入培养箱中控温控湿培

养（25 ℃，相对湿度 80%），定时记录并观察病害发

生情况。当接种后的叶片再次出现相同病症时，同

2.2.1 项方法再次分离病原菌。若分离获得的病原

菌与接种菌株一致，则可判定接种菌株为淫羊藿叶

枯病的致病菌。

2.2.3　形态学鉴定     将病原菌菌株接种于 PDA 培

养基上，25 ℃恒温培养 60 d，观察记录菌落形态特

征并进行拍摄。使用光学显微镜（Olymeus，BX51）
观察菌丝、孢子及孢子梗的形态，并测量孢子尺寸

（n=50），参 考《真 菌 鉴 定 手 册》［20］与《中 国 真 菌

志》［21］，确定病原菌的种类。

2.2.4　分子生物学鉴定     使用 DNA 提取试剂盒提

取菌丝体中的 DNA。分别用引物内转录间隔区

（ITS）1/ITS4、TEF1-728F/TEF1-986R、Bt2a/Bt2b、

CAL-228F/CAL-2Rd 对菌株中的核糖体转录间隔区

序列（rDNA-ITS）、翻译延伸因子（tef1-α）、β-微管蛋

白（β-tubulin）和钙调蛋白（Calmodulin）基因进行扩

增。PCR 扩增所用引物序列见表 3［22-25］。PCR 扩增

体 系 总 体 积 为 20 μL，其 中 2×Taq Master Mix 

10 μL、DNA 模 板 2 μL、上 下 游 引 物 各 0.3 μL 和

ddH2O 7.4 μL。PCR 反应程序见表 4。扩增产物经

1% 琼脂糖凝胶电泳检测合格后，由生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序。测序结果进行

BLAST 同源性比对分析，下载同源性较高序列和部

分标准菌株序列，在 MEGA11.0 中排列剪切整齐用

PhyloSuite 软 件 按 ITS-TEF1-TUB-CAL 顺 序 串 联 ，

MEGA11.0 软 件 最 大 似 然 法（maximum likelihood 

method）构建系统发育树，重复值设置 1 000 次，建

树所用序列登录号见增强出版附加材料。

2.3　病原菌生物学特性     用 5 mm 无菌打孔器从培

养 4 d 的病原菌菌落边缘获取菌饼，将菌饼分别接

种于不同培养基，不同温度、不同光照、不同 pH、不

同碳源和不同氮源的平板中，在上述条件下培养

5 d，采用十字交叉法测定菌落直径。所有处理设

3 次重复，处理条件见表 5。实验数据利用 SPSS 

26.0 进行统计分析，P<0.05 为差异有统计学意义，用

Origin 2022 作图。

表  1　化学杀菌剂及相关浓度梯度

Table 1　Chemical fungicides and relevant concentrations

化学杀菌剂

咪鲜胺

啶酰·咯菌腈

咯菌腈

戊唑·多菌灵

苯醚·甲环唑

克菌·戊唑醇

剂型

45%ME

30%SC

20%SC

30%WP

10%WG

400 g/LSC

生产厂家

深圳诺普信农化股份有限公司

深圳诺普信农化股份有限公司

郑州领先化工有限公司

深圳诺普信农化股份有限公司

深圳诺普信农化股份有限公司

安道麦马克西姆有限公司

批号

20231211ME01X.R

20240111SC01X.R

20230806

20240114WP01X.B

20231127WG01X.R

P1018292N1

有效质量浓度梯度/mg·L−1

0.225、0.113、0.056、0.029、0.014

0.600、0.300、0.150、0.075、0.038

0.200、0.100、0.025、0.013、0.003

2.000、1.000、0.250、0.128、0.064

10.000、5.000、1.250、0.320、0.160

40.000、20.000、10.040、5.000、1.280

注：ME 为微乳剂，SC 为悬浮剂，WP 为可湿性粉剂，WG 为水分散粒剂

表 2　生物杀菌剂及相关浓度梯度

Table 2　Biological fungicides and relevant concentrations

生物杀菌剂

四霉素

蛇床子素

中生菌素

申嗪霉素

多抗霉素

剂型

0.3%AS

1%EW

3%WP

1%SC

10%WP

生产厂家

辽宁微科生物工程有限公司

内蒙古清源保生物科技有限公司

深圳诺普作物科学股份有限公司

湖北天泽农生物工程有限公司

日本科研制药株式会社

批号

20240516

20240410

20231101WP01X.B

20240902

202402151830

有效质量浓度梯度/mg·L−1

1.500、0.750、0.384、0.192、0.096

2.000、1.000、0.500、0.256、0.128

90.000、45.000、22.500、5.760、2.880

80.000、40.000、20.000、10.000、5.100

100.000、50.000、25.200、12.800、6.400

注：AS 为水剂，EW 为水乳剂，WP 为可湿性粉剂，SC 为悬浮剂
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2.4　室内杀菌剂筛选     采用菌丝生长速率法，评估

6 种化学杀菌剂和 5 种生物杀菌剂对病原菌的抑菌

活性。将各化学杀菌剂和生物杀菌剂按预设浓度

梯度用无菌水依次配制母液并稀释，每个浓度设

3 次重复。在菌落边缘处选取直径为 5 mm 的菌饼，

将菌丝面朝下置于含杀菌剂的 PDA 平板中心，以未

添加药剂的 PDA 培养基作为对照。25 ℃恒温培养

5 d。采用十字交叉法测定菌落直径，计算各杀菌剂

浓度对菌丝生长的抑制率。

在 Excel 2010 软件中将药剂浓度对数设为横坐

标，抑菌率几率值设为纵坐标，得到各杀菌剂的毒

力回归方程和相关系数（r）。使用 SPSS 26.0 软件用

有效浓度和抑制率计算半数效应浓度（EC50）。

3 结果与分析

3.1　淫羊藿叶枯病田间调查     在重庆万州，淫羊藿

叶枯病多始发于春季，夏季 6—8 月为病害高发期，

严重田块发病率 40%~50%、病情指数可达 47。淫

羊藿叶枯病主要出现在叶缘和叶尖，发病初期，叶

片出现褪绿深褐色不规则病斑，病斑中间呈灰白

色；发病后期，随着侵染加重，灰白色区域向外扩

增，部分病变边缘有黄色晕圈，整张叶片呈灰白色

枯萎状，并最终导致叶片脱落。见增强出版附加

材料。

3.2　淫羊藿叶枯病病原菌鉴定     

3.2.1　病原菌分离与致病性测定     从典型发病叶

片中分离出 80 个菌株，共 3 种菌落形态，分离率分

别为 55%、20% 和 25%。将纯化后的 3 种菌株接种

表 3　PCR 扩增所用引物及引物序列

Table 3　Primers for molecular identification

目的基因

ITS

TEF1

TUB

CAL

长度/bp

558

345

484

717

引物名称

ITS1

ITS4

728F

986R

Bt2a

Bt2b

228F

2Rd

序列（5'-3'）
TCCGTAGGTGAACCTGCGG

TCCTCCGCTTATTGATATGC

CATCCAGAAGTTCGAGAAGG

TACTTGAAGGAACCCTTACC

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC

ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC

TGRTCNGCCTCDCGGATCATCTC

碱基数/个

19

20

20

20

24

24

22

23

表 4　基因 PCR 扩增反应程序

Table 4　Parameter for genes PCR reaction procedure

基因

ITS

TEF1

TUB

CAL

预变性温度时间

94 ℃，5 min

94 ℃，5 min

94 ℃，3 min

94 ℃，5 min

变性、退火、延伸温度/时间

94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，35 循环

94 ℃变性 46 s，55 ℃退火 46 s，72 ℃延伸 1 min，38 循环

94 ℃变性 31 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 循环

94 ℃变性 46 s，55 ℃退火 46 s，72 ℃延伸 1 min，35 循环

终延伸温度和时间

72 ℃，10 min

72 ℃，10 min

72 ℃，10 min

72 ℃，10 min

表 5　生物学特性的处理条件

Table 5　Treatment conditions for biological characteristics

因素

培养基

温度/℃

光照

pH

碳源

氮源

处理条件

供试培养基 PDA、PSA、CDA、CMA、BA、CA、OA 和 WA

5、10、15、20、25、28、30、35 ℃

24 h 全光照、24 h 全黑暗、光暗交替（12 h 光照 12 h 黑暗）
5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0

     CDA 培养基为基础培养基。等量的葡萄糖、果糖、麦芽糖、乳糖、可溶性淀粉替换蔗糖，制成不同碳源的培养基，不加蔗糖的

Czapek 培养基为对照

    CDA 培养基为基础培养基。以等量的牛肉浸膏、胰蛋白胨、甘氨酸、氯化铵、尿素（Urea）替换硝酸钾，制成不同氮源的培养基，

不加硝酸钾的 Czapek 培养基为对照
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于健康的淫羊藿叶片上，培养 7 d 后，接种分离率为

55% 菌株的叶片出现棕褐色病斑，病斑中间出现枯

萎状灰白色区域，与田间自然感染症状相符，而对

照组未出现病变。对接种患病叶片进行二次分离

鉴定，与原接种菌株一致，表明接种菌株为淫羊藿

叶枯病的致病菌。见增强出版附加材料。

3.2.2　形态学鉴定     菌落圆形，中央菌丝稀疏呈灰

褐色，边缘菌丝浓密呈白色，25 ℃培养 5 d 后菌落直

径可达 8.0 cm。菌落背面与正面形态基本一致。

60 d 后有深褐色或黑色子实体出现在培养基表面或

半浸没，球形至近球形，孤立或聚集，并产有乳白色

至黄色的分生孢子角。挑取子实体压碎制作显微

镜玻片，可见子实体内生的分生孢子梗。有两种形

态不同的分生孢子，分别为 β型分生孢子和 α型分

生孢子。β型分生孢子透明、丝状、直或略弯，（长×

宽）（14.849~26.594） μm×（4.13~1.29） μm，平均值为

（19.091±2.314） μm×（2.156±0.712） μm，n=50；α 型

分生孢子单细胞、透明、梭形、两端锐尖，（4.695~

9.302） μm×（4.079~1.442） μm，平 均 值 为（7.037±

1.059） μm×（2.404±0.61） μm，n=50。见增强出版附

加材料。

3.2.3　分子生物学鉴定     对典型菌株 YYH10 和

YYH15 提取 DNA 后进行 PCR 扩增测序，测序结果

在 NCBI 中对比下载相同源性高的序列和部分模式

菌株序列，进行分子系统发育分析，使用最大似然

法结合 ITS-TEF1-TUB-CAL 多位点基因串联建立系

统 发 育 树 ，YYH10 和 YYH15 与 Diaporthe 

hongkongensis（CBS115448，HT-1）聚为一支，支持率

为 100%。结合形态学鉴定，确定导致万州区淫羊

藿叶枯病的致病病原菌为 D. hongkongensis。见增

强出版附加材料。

3.3　淫羊藿叶枯病病原菌生物学特性     

3.3.1　培养基对菌丝生长的影响     在玉米粉琼脂

培养基、马铃薯葡萄糖琼脂培养基和燕麦琼脂培养

基上 D. hongkongensis菌丝生长快，菌落直径分别为

71.83、70.33、68.17 mm，三者差异无统计学意义，但

显著高于其他培养基。菌落在 WA 培养基上几乎不

生长。表明 D. hongkongensis 菌丝生长最适培养基

为 CMA、PDA 和 OA 培 养 基 。 见 增 强 出 版 附 加

材料。

3.3.2　 温 度 对 菌 丝 生 长 的 影 响     温 度 对

D. hongkongensis 菌丝生长影响显著，在温度为 5 ℃

时菌丝不生长，10~15 ℃时生长缓慢，28 ℃时菌丝

生长最快，菌落直径 76.55 mm，温度在 28~35 ℃时，

菌落直径逐渐变小。表明 D. hongkongensis 菌丝生

长最适温度为 28 ℃。见增强出版附加材料。

3.3.3　光周期对菌丝生长的影响     在光暗交替和

全黑暗条件下 D. hongkongensis菌丝生长较快，菌落

直径分别为 74.13 mm 和 73.17 mm，生长速率差异

不显著，全光照条件下的菌落直径为 66.33 mm，与

光暗交替和全黑暗条件差异显著（P<0.05）。表明

D. hongkongensis 菌丝生长最适光照环境为光暗交

替和全黑暗。见增强出版附加材料。

3.3.4　pH 对菌丝生长的影响     D. hongkongensis 在

pH 为 5.0~12.0 均能生长，其中 pH 为 6.0 时菌丝生长

最快，菌落直径为 48.00 mm，显著高于其他 pH 条件

下的菌落直径；pH 为 5.0 条件下菌丝生长最慢，菌落

直径为 21.40 mm。表明 D. hongkongensis 菌丝生长

的最适 pH 为 6.0。见增强出版附加材料。

3.3.5　碳源对菌丝生长的影响     D. hongkongensis

在碳源为可溶性淀粉培养基上长势最快，显著高于

其他碳源，菌落直径为 45.83 mm，其次为麦芽糖、葡

萄糖、乳糖、果糖和甘露醇，在无碳源的条件下，菌

丝不生长。表明 D. hongkongensis 菌丝生长最适碳

源为可溶性淀粉。见增强出版附加材料。

3.3.6　氮源对菌丝生长的影响     D. hongkongensis

在氮源为胰蛋白胨培养基上菌丝生长最快，菌落直

径为 53.02 mm；其次为牛肉浸膏、甘氨酸、氯化铵；
当 氮 源 为 尿 素 时 生 长 最 慢 ，菌 落 直 径 仅 为

15.37 mm，与 其 他 氮 源 差 异 显 著；在 无 氮 源 的

Czapek 培 养 基 上 ，菌 丝 不 生 长 。 表 明

D. hongkongensis 菌丝生长最适氮源为胰蛋白胨。

见增强出版附加材料。

3.4　室内杀菌剂筛选     

3.4.1　化学杀菌剂筛选     化学杀菌剂中，EC50 值由

大到小依次为 400 g·L-1克菌·戊唑醇 SC>10% 苯醚·

甲环唑 WG>30% 戊唑·多菌灵 WP>20% 咯菌腈 SC>

30% 啶酰·咯菌腈 SC>45% 咪鲜胺 ME。其中 45%

咪鲜胺 ME 杀菌效果最强，EC50为 0.040 mg·L-1。表

明 D. hongkongensis 对化学杀菌剂 45% 咪鲜胺 ME

敏感度最高。见增强出版附加材料。

3.4.2　生物杀菌剂筛选     生物杀菌剂中，EC50 值由

大到小依次为 10% 多抗霉素 WP>1% 申嗪霉素 SC>

3% 中生菌素 WP>1% 蛇床子素 EW>0.3% 四霉素

AS。其中 0.3% 四霉素 AS 杀菌效果最强，EC50 为

0.819 mg·L-1。表明 D. hongkongensis 对生物杀菌剂

0.3% 四 霉 素 AS 敏 感 度 最 高 。 见 增 强 出 版 附 加

材料。
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4 讨论

本研究通过分离鉴定，确定引起重庆万州区淫

羊 藿 叶 枯 病 的 致 病 病 原 菌 为 Diaporthe 

hongkongensis，这是 D. hongkongensis 引起淫羊藿叶

枯病的首次报道。

D. hongkongensis 为子囊菌门（Ascomycota）类
売菌纲（Sordariomycetes）间座壳目（Diaporthales）间
座 壳 科（Diapoithaceae）间 座 壳 属（Diaporthe）真

菌［26］，GOMES 等［27］最初在香港杜鹃果实上采集并

分离鉴定，可引起枝枯病［28］，胴枯病［29］，叶枯病［30］、

果腐病［31-32］和茎灰枯病［33］等病害。

关于 D. hongkongensis 生物学特性研究少有报

道，本研究结果表明 D. hongkongensis的最适培养基

为玉米粉琼脂培养基（CMA）、马铃薯葡萄糖琼脂培

养基（PDA）和燕麦琼脂培养基（OA），温度 28 ℃，光

暗交替和全黑暗，pH 为 6.0，碳源为可溶性淀粉，氮

源为胰蛋白胨时菌丝生长最快。CHEN 等［28］研究发

现樱桃树干病原菌 D. hongkongensis 的最佳生长温

度 为 30 ℃ ，但 淫 羊 藿 叶 枯 病 病 原 菌

D. hongkongensis 在 28 ℃菌丝生长最快，这可能与

寄主本身及寄主所在环境有关。本研究结果中，菌

丝生长速度在 5~35 ℃呈现出先增加再下降的趋势，

在 28 ℃时达到峰值。淫羊藿通常在高山林下种植，

这一生长温度响应特征与田间观察到的病害发生

规律高度吻合，即病害多发于春季，随着气温升高

逐渐加重，并在夏季 6—8 月达到高发期。

化学杀菌剂作用范围广、经济效益高，当病害

发生严重时，是最有效的方法。在本研究中，化学

杀菌剂结果表示，D. hongkongensis 对 45% 咪鲜胺

ME 敏 感 度 最 高（EC50 <1 mg·L-1）。 咪 鲜 胺

（prochloraz）被首次报道，由 Boots 公司开发（现为

BayerCorpScience）［34］，属于甾醇生物合成抑制剂

（SBIs），其通过抑制病原菌内麦角甾醇的合成过程

中 C-14 脱甲基反应，破坏细胞膜结构的完整性，抑

制病原菌的侵染和繁殖［35］。咪鲜胺在我国生产中

有长久的使用历史，具有广阔的应用前景，多用于

防治小麦赤霉病和茎基腐病［36］。生产上可选用咪

鲜胺 ME 以有效防治由 D. hongkongensis 引起的淫

羊藿叶枯病。

与化学杀菌剂相比，生物杀菌剂具备环保优

势，能够促进作物健康生长，其低毒性和无残留特

性，使其在药用植物病害防控领域备受青睐［37-38］。

根据本研究生物杀菌剂筛选结果，D. hongkongensis

对 0.3% 四霉素 AS 敏感度最高（EC50<1 mg·L-1），抑

制作用最强。四霉素又称梧宁霉素，主要通过破坏

细胞壁和细胞膜来抑制病原菌生长，同时诱导并激

活植物的防御酶系统增强其抗病性［39］，是一种广谱

且高效低毒的农用抗生素类杀菌剂，能作为射干眼

斑病［40］、草莓茎基腐病［41］和马缨杜鹃炭疽病［42］的防

治药剂。因此，在生产过程中可选择使用四霉素 AS

防治由 D. hongkongensis引起的淫羊藿叶枯病。

本研究中，化学杀菌剂复配药剂 30% 啶酰·咯

菌腈 SC、20% 咯菌腈 SC 和 30% 戊唑·多菌灵 WP 及

生 物 杀 菌 剂 1% 蛇 床 子 素 EW 同 样 对

D. hongkongensis 表 现 出 较 强 的 抑 制 作 用（EC50<

1 mg·L-1），在生产中可以考虑交叉使用，以减轻抗

药性。

本 研 究 通 过 室 内 毒 力 测 定 筛 选 出 对

D. hongkongensis 抑制效果较强的化学杀菌剂咪鲜

胺 ME 和生物杀菌剂四霉素 AS，由于仅对杀菌剂进

行室内筛选，无法验证其在复杂田间环境下的实际

防效、持效期及对淫羊藿的安全性，只能作为杀菌

剂的初步筛选结果，田间实际防治效果仍需进一步

深入研究。

研究分离鉴定了导致重庆万州淫羊藿叶枯病

的病原菌，明确病原菌菌丝生长条件，室内筛选到

对 D. hongkongensis 抑制效果好的化学杀菌剂和生

物杀菌剂，可为淫羊藿叶枯病识别和防控提供理论

依据与技术参考。
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