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我国长江流域和南方地区花生青枯菌遗传多样性分析

康彦平 雷 永 万丽云 淮东欣 晏立英* 廖伯寿*

（中国农业科学院油料作物研究所，油料作物生物学与遗传改良重点实验室，武汉 430062）

摘要：为明确不同青枯菌的遗传多样性和其在花生植株上的致病力差异，采用国际上新的青枯菌

演化型分类模式，对从我国长江流域和南方地区9个花生种植区分离的95株花生青枯菌Ralstonia

solanacearum菌株进行遗传多样性分析，基于内源葡聚糖酶基因 egl对青枯菌进行系统发育研究，

并对供试青枯菌的致病力进行测定。结果表明，所有95株菌株均属于青枯菌演化型 I型，即亚洲分

支类型。在序列变种分类上，所检测的9个花生种植区中有8个种植区的花生青枯菌菌株属于序列

变种14，仅有1个种植区（广西壮族自治区贺州市）的花生青枯菌菌株属于序列变种48，表明我国长

江流域和南方地区花生青枯菌群体遗传多样性水平较低。青枯菌致病力测定结果表明，来自赣州

市的菌株GZ-1、贺州市的菌株HZ-2和宜昌市的菌株YC接种到花生植株14 d后，花生的病情指数

分别为43.8、75.0和87.5，而来自其它6个花生种植区的菌株接种花生后，其病情指数均为100.0，表

明菌株GZ-1和HZ-2的致病力较弱，而其它7个花生种植区代表性菌株的致病力均较强。
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Abstract: To illuminate the genetic diversity and pathogenic variation of different Ralstonia sola-

nacearum strains in peanut Arachis hypogaea, the new hierarchical classification scheme of the R. sola-

nacearum species complex comprising of species, phylotypes, and sequevars was applied to analysis of

genetic diversity of 95 strains of R. solanacearum from nine peanut growing areas in Yangtze River Val-

ley and southern China. The results showed that all strains belonged to phylotype I (Asia type). The phy-

logenetic tree based on the nucleotide sequences of egl from R. solanacearum peanut strains and refer-

ence strains was generated to divide them into sequevars. R. solanacearum strains isolated from eight of

nine areas belonged to sequevar 14, only the strains obtained from Hezhou, Guangxi belonged to seque-

var 48. The results indicated that the level of genetic diversity of R. solanacearum strains from peanut

was low in Yangtze River Valley and southern China. Fourteen days after infection, the disease index of

GZ-1, HZ-2 and YC strains were 43.8, 75.0 and 87.5, respectively. The disease index of represent

strains from the other six peanut growing areas were all 100.0. The results of pathogenic tests of R. so-

lanacearum strains demonstrated that the pathogenicity of GZ-1 and HZ-2 strains were weak, while the

other represent strains isolated from seven areas showed more virulent.
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花生Arachis hypogaea L.是世界上重要的油料

作物，在油脂生产中具有重要的地位，与其它传统油

料作物相比，花生具有国际竞争力强、增产潜力大、

出油高、经济效益好、营养价值高等优势（王艳，

2013）。然而病害严重威胁着花生产业的健康发

展。其中，由茄科雷尔氏菌 Ralstonia solanacearum

引起的花生青枯病在东南亚和非洲危害严重，是花

生上最重要的细菌性病害（谈宇俊和廖伯寿，1990；

Yabuuchi et al.，1995）。

花生青枯病地理分布范围广泛，主要分布于热

带、亚热带和温带地区（Liu et al.，2009）。1905年，

花生青枯病于印度尼西亚被首次报道，随后在马来

西亚、越南、斯里兰卡、泰国、菲律宾、巴布亚新几内

亚、南非等国家均有发生（谈宇俊和廖伯寿，1990）。

20世纪 30年代，我国首次在花生上发现青枯病，随

后在长江流域及南方地区造成严重危害，尤其是福

建、广西、江西、湖北等省区病情严重，发病面积广

（廖伯寿等，1999）。我国花生受青枯病危害程度居

世界首位，发病面积约占花生播种面积的 10%以

上，造成花生产量和品质降低，严重者甚至绝收（廖

伯寿等，1999）。因此，明确不同青枯菌的遗传多样

性，分析不同地理来源的青枯菌对花生植株的致病

力差异，对花生青枯病的防控具有重要意义。

青枯菌主要以土壤传播为主，寄主范围极为广

泛，可侵染 54 科 450 余种植物（Hayward，1991；

Wicker et al.，2007）。来自不同寄主的青枯菌分离

物有不同的寄主范围、地理分布、致病性、流行特点

和生化特征（Horita & Tsuchiya，2009）。早期研究根

据寄主范围将青枯菌划分为5个生理小种（Budden-

hagen & Kelman，1964；He et al.，1983；Denny，2006），

并依据对3种双糖和3种糖醇的利用或氧化情况将

青枯菌划分为 6个生化变种（Hayward，1994；Xue et

al.，2011；Genin & Denny，2012）。这 2 种分类方法

只反映了青枯菌的寄主范围和对糖醇的分解能力，

未能反映青枯菌的遗传进化关系。Fegan & Prior

（2005）首次根据青枯菌的基因型提出了演化型分类

框架，该方法依据特异性多重PCR结果将青枯菌划

分为 4个主要的演化型，并根据内源葡聚糖酶基因

（endoglucanase gene，egl）的序列相似性进一步将其

划分为序列变种。青枯菌演化型分类框架能更加准

确地描述青枯菌的地理起源、发展过程及其种内的

遗传多样性（Prior & Fegan，2005；Remenant et al.，

2010）。目前我国已利用青枯菌演化型分类框架的

方法对烟草、马铃薯等作物青枯菌遗传多样性进行

了研究（Li et al.，2016；王丽，2016；Liu et al.，2017），

但对花生青枯菌遗传多样性尚未开展系统的演化型

分类研究。同时，由于至今仍没有一种安全有效的

花生青枯病防治药剂被登记（http://www.chinapesti-

cide.gov.cn），因此根据青枯菌遗传多样性特点选育

抗病花生品种仍然是预防该病害的重要途径（廖伯

寿等，1986；姜慧芳，2006）。本试验通过对我国长江

流域及南方地区9个花生产区分离得到的花生青枯

菌进行遗传多样性分析及致病力测定，明确其演化

型和序列变种，评价其遗传多样性，以期为花生青枯

病的防控提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：本试验所选用的95株花生青枯菌菌

株均由本实验室采集分离自 9个花生种植区（湖北

省的大悟县8份、宜昌市8份、红安县20份、竹山县8份、

湖南省安化市6份、福建省泉州市10份、江西省赣州

市6份、四川省南充市11份、广西壮族自治区贺州市

18份）的花生植株上。菌株编号按采样地区名字首

字母缩写加样品序号，如从花生病区大悟县分离得

到的花生青枯菌菌株编号分别为DW、DW-1、DW-2

等。青枯菌在含有 1% 2，3，5-氯化三苯基四氮唑

（triphenyltetrazolium chloride，TZC）的马铃薯葡萄

糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基上划线培

养，挑取典型单菌落纯化培养，-80℃保存备用。

供试花生：品种为中花 12号，由中国农业科学

院油料作物研究所花生遗传育种团队培育。

培养基：PDA培养基：马铃薯200 g、葡萄糖20 g，

蒸馏水定容至 1 000 mL，分装后加 1.5%琼脂粉；马

铃薯葡萄糖（potato dextrose，PD）液体培养基：PDA

培养基中不添加琼脂。

试剂及仪器：2×Taq PCR Mix，北京全式金生物

有限公司；PCR扩增试剂盒（10×Taq Buffer、MgCl2、

dNTP、Taq 酶）、pMD18-T 载体、T4-DNA 连接酶，宝

生物工程（大连）有限公司；其它试剂均为国产分析

纯。C1000 Thermal Cycler PCR仪、Gel Doc XR+凝

胶成像系统，美国 Bio-Rad 公司；DYCP-31DN 型电

泳仪，北京六一仪器厂；LRH-250A生化培养箱，韶

关市泰宏医疗器械有限公司；HZQ-F160 振荡培养

箱，北京东联哈尔仪器制造有限公司；Epoch超微量

微孔板分光光度计，美国Bio Tek公司。

Key words: peanut; Ralstonia solanacearum; phylotype; sequevar; pathogenic
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1.2 方法

1.2.1 供试花生青枯菌的演化型鉴定

采用CTAB法（Pastrik & Maiss，2000）分别提取

供试菌株的基因组DNA，参考Fegan & Prior（2005）

方法合成青枯菌演化型特异性多重 PCR 引物（表

1）。采用多重PCR方法对来自全国9个花生种植区

的95株青枯菌进行PCR扩增。10 µL反应体系：2×

Taq Mix 5 µL、7个引物各0.5 µL（引物Nmult-21:1F、

Nmult21:2F、Nmult22:RR 的浓度均为 7 µmol/L，

引物 Nmult22: InF、AU759f、AU760r 的浓度均为

10 µmol/L，引物Nmult23:AF的浓度为 18 µmol/L）、

25 ng/µL DNA模板 1.5 µL。扩增程序为：96℃预变

性 5 min；94℃变性 15 s，59℃退火 30 s，72℃延伸

30 s，30 个循环；最后 72℃延伸 10 min。PCR 产物

利用 2%琼脂糖凝胶进行电泳检测，DNA Marker为

DS2000。

表1 本试验中演化型特异性多重PCR鉴定的引物序列（Fegan & Prior，2005）

Table 1 Primers used for phylotype specific multiplex PCR in this study（Fegan & Prior，2005）

引物
Primer

Nmult21:1F

Nmult21:2F

Nmult23:AF

Nmult22:InF
Nmult22:RR

AU759f

AU760r

序列（5 ′-3 ′）
Sequence（5 ′-3 ′）

CGTTGATGAGGCGCGCAATTT

AAGTTATGGACGGTGGAAGTC

ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT

ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA
TCGCTTGACCCTATAACGAGTA

GTCGCCGTCAACTCACTTTCC

GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG

扩增片段分类归属
Categorization of amplified fragments

演化型 I Phylotype I

演化型 II Phylotype II

演化型 III Phylotype III

演化型 IV Phylotype IV
每种演化型配对的反向引物 Reversed primer for
amplification of each fragment of phylotype I-IV

青枯菌种特异性
Species specificity of R. solanacearum

片段大小（bp）
Fragment size

144

372

91

213
-

280

1.2.2 供试花生青枯菌的序列变种鉴定

利用 Poussier et al.（2000）报道的引物 Endo-F/

Endo-R（5ʹ -ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3ʹ，5ʹ -

GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3）́对来自 9个不

同地区的 95株青枯菌的 egl基因进行PCR扩增，并

对每个地区所有菌株的egl序列进行同源性比对，其

中同源性为 100%的序列中只保留 1株菌株作为代

表性菌株，共得到21株（大悟县的DW，宜昌市的YC，

红安县的HA-1、HA-2、HA-3、HA-4，竹山县的ZHS-1、

ZHS-2，安化市的AH-1、AH-2、AH-3，南充市的NC-1、

NC-5、NC-6，泉州市的QZ，赣州市的GZ-1、GZ-2，贺

州市的 HZ-2、HZ-3、HZ-4、HZ-7）。25 µL扩增体系：

10 × Taq Buffer 2.5 µL、MgCl2 2.5 µL、dNTP 2 µL、

100 pmol/L正反向引物各1 µL、Taq酶0.2 µL、rDNA

2 µL，ddH2O补至 25 µL。PCR扩增程序：94℃预变

性 3 min；94℃变性 15 s，55℃退火 15 s，72℃延伸

1 min，共 35 个循环；72℃延伸 7 min。PCR 产物用

2%琼脂糖凝胶进行电泳检测。对扩增得到的目标

片段进行克隆转化，选取阳性克隆，经菌液 PCR鉴

定后送至华大基因生物有限公司测序。测序结果利

用DNASTAR软件的Megalign程序与 egl已知序列

进行序列一致性比较。采用Mega 5.05软件以邻接

法构建系统发育进化树，重复检验1 000次。

1.2.3 供试花生青枯菌的致病性测定

从9个地区的青枯菌菌株中，每个地区选取1株

代表性菌株接种于感病花生品种中花 12号上进行

致病性测定。将选取的青枯菌菌株分别划线涂布在

含 1% TZC的PDA平板上，28℃培养 2 d后，挑取中

间粉红色、边缘白色的单菌落少许分别接种于4 mL

PD液体培养基中，置于28℃摇床中，220 r/min培养

4 d后，用ddH2O稀释至OD600 nm为0.1，用于接种花生

幼苗。参照晏立英等（2010）剪叶方法将青枯菌菌液

接种于6叶期健康中花12号幼苗上，所剪叶片为第

6 片完全展开的新叶。以接种 ddH2O 为对照组，接

种后于温度 30℃、相对湿度 75%条件下培养，逐日

调查并记录发病情况。病情调查标准参照He et al.

（1983）方法：0 级：无症状；1 级：1 片叶片或小叶萎

蔫；2级：2~3片叶片萎蔫；3级：4片以上叶片萎蔫；

4级：整株死亡。试验重复2次。病情指数=∑（病级

株数×代表级数）/（植株总数×最高级数代表值）×

100。

1.3 数据分析

采用 DPS 7.05 软件对试验数据进行单因素方

差分析，应用Duncan氏新复极差法进行处理间的差

异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 供试花生青枯菌的演化型鉴定

对分离自我国9个地区的95株花生青枯菌菌株

的演化型多重PCR检测结果表明：95株菌株均可同

时扩增到大小分别为144 bp和280 bp的2条特异性

条带，其中 280 bp 片段为青枯菌特异性扩增条带，
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144 bp 片段为演化型 I 的特异性扩增条带（图 1）。

表明来源于我国9个地区的花生青枯菌菌株均属青

枯菌演化型 I型，即亚洲分支菌株。

2.2 供试花生青枯菌的序列变种鉴定

在序列变种分类单元水平上，基于egl基因的部

分序列采用邻接法对来自我国不同地区的 21株青

枯菌代表性菌株构建系统发育进化树，21株代表性

菌株均聚集在亚洲分支，即演化型 I分支上，分布在

2个组，分别归属于序列变种14和48。以来源于广

东省的桑青枯菌菌株M2作为标准菌株的序列变种

48中仅包含来自贺州市的 4株花生青枯菌，而来自

湖北、四川、安徽和福建等省的 15株花生青枯菌均

属于以 PSS166 作为标准菌株的序列变种 14，来自

赣州市的2株菌株属于以PSS81作为标准菌株的序

列变种 14。说明序列变种 14为我国花生青枯菌的

优势菌系，占全部供试菌株数的81.0%。

图1 部分供试青枯菌菌株的演化型多重PCR鉴定结果

Fig. 1 Phylotype specific multiplex PCR product patterns of partial strains of Ralstonia solanacearum

M：DS2000 ladder marker；1~17：青枯菌菌株。 M：DS2000 ladder marker；1-17：different strains of R. solanacearum.

图2 基于部分egl基因序列所构建的青枯菌系统发育进化树

Fig. 2 Phylogenetic analysis of Ralstonia solanacearum based on partial egl gene nucleotide sequences
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2.3 供试花生青枯菌的致病力

在来源于9个不同地区的代表性花生青枯菌菌

株中，除来自赣州、贺州、宜昌 3个市的菌株GZ-1、

HZ-2、YC外，来自其它 6个地区的菌株均于接种第

4天时在接种叶片切口端出现褪绿症状。来自赣州

市的菌株GZ-1、贺州市的菌株HZ-2和宜昌市的菌

株YC接种到花生植株 14 d后，花生的病情指数分

别为 43.8、75.0和 87.5，而来自其它 6个地区的菌株

接种花生后其病情指数均为100.0。因此，菌株HA-1、

NC-1、QZ、DW、ZHS-2、AH-1、YC（参考标准菌株

PSS166序列变种 14）的致病力较强；GZ-1菌株（参

考标准菌株PSS81序列变种 14）和HZ-2菌株（序列

变种48）的致病力较弱，与其它7个地区的代表性菌

株（HA-1、NC-1、QZ、DW、ZHS-2、AH-1、YC）的致病

力差异显著（P<0.05）。

表2 花生青枯菌对感病花生品种中花12号的致病力

Table 2 Pathogenicity of Ralstonia solanacearum strains on susceptible variety of peanut Zhonghua No. 12

菌株

Strain

GZ-1

HZ-2

YC

AH-1

ZHS-2

DW

QZ

NC-1

HA-1

病情指数 Disease index

4 DAI

0.0±0.0 Bb

0.0±0.0 Bb

0.0±0.0 Bb

12.5±0.0 ABa

9.4±4.4 ABab

18.8±0.0 Aa

15.6±4.4 Aa

18.8±0.0 Aa

18.8±8.8 Aa

8 DAI

0.0±0.0 Cc

18.8±8.8 BCc

15.6±4.4 BCc

37.5±8.8 ABb

50.0±0.0 Aab

46.9±4.4 Aab

50.0±0.0 Aab

56.3±0.0 Aab

62.5±0.0 Aa

12 DAI

25.0±0.0 Cd

53.1±13.3 BCbc

46.9±4.4 BCcd

78.1±4.4 ABab

78.1±4.4 ABab

78.1±13.3 ABab

87.5±8.8 Aa

90.6±4.4 Aa

93.8±0.0 Aa

13 DAI

34.4±4.4 Cc

65.6±4.4 Bb

65.6±4.4 Bb

93.8±0.0 Aa

93.8±0.0 Aa

93.8±0.0 Aa

96.9±4.4 Aa

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

14 DAI

43.8±8.8 Cc

75.0±0.0 Bb

87.5±8.8 ABab

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

100.0±0.0 Aa

DAI：接种后天数。表中数据为平均数±标准误。同列不同大、小写字母分别表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.01

和P<0.05水平差异显著。DAI：Days after inoculation. Data are mean±SE. Different uppercase or lowercase letters in the same col-

umn indicate significant difference at P<0.01 or P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test，respectively.

3 讨论

花生青枯病是花生上最重要的细菌性病害（谈

宇俊和廖伯寿，1990；Yabuuchi et al.，1995），根据花

生青枯菌的遗传多样性及致病性特点选育抗病花生

品种对花生青枯病的预防十分重要。本研究针对我

国长江流域及南方地区的花生青枯菌遗传多样性开

展系统的演化型分类及青枯菌对花生的致病力研

究，发现来自我国 9个花生主产区的花生青枯菌遗

传多样性水平较低，对同一花生品种的致病力差异

显著，且与青枯菌演化型分类框架方法鉴定的序列

变种分类相关。

根据传统的青枯菌分类方法，从分类体系上很

难反应病原菌的地理起源，不能有效评价青枯菌的

遗传多样性（黎妍妍等，2015）。本研究首次在演化

型分类框架上对我国花生青枯菌菌株进行了研究，

明确了我国长江流域和南方地区花生青枯菌的遗传

多样性，来自 9个花生主产区的花生青枯菌均属于

演化型 I型。华静月等（1984）和陈本银等（2007）研

究表明，我国花生青枯菌属于生理小种1，生化型3、

4。青枯菌演化型 I型菌株主要来源于亚洲，包括生

化型 3、4、5，属于传统分类中的生理小种 1（Cook et

al.，1989；Cook & Sequeira，1994），进一步证实了利

用青枯菌演化型分类框架方法对来源于我国9个花

生主产区的花生青枯菌进行分类的科学合理性。

Anuratha & Gnananickam（1990）研究结果表明，青

枯菌具有复杂的遗传多样性。在离体条件下，拮抗

菌DZ-9、BS2004和DZ-42对青枯菌生化型 III均表

现出较显著的拮抗效果，但对生化型V却未显示明

显的作用，可见拮抗菌并非对所有生化型青枯菌都

有抑制作用，这给病害防治增加了很大的难度（苏婷

等，2010）。序列变种分类与生理小种、寄主和地理

起源相关（Horita & Tsuchiya，2009）。本试验中，来

自红安县、南充市、泉州市、大悟县、竹山县、安化市、

宜昌市、赣州市的花生青枯菌菌株均属于序列变种

14，仅有贺州市 1个地区的花生青枯菌菌株属于序

列变种 48，表明来自 9个花生主产区的花生青枯菌

遗传多样性较低，有助于抗青枯病花生品种的选育。

青枯菌不同菌株可能对同一花生品种的致病力
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有显著差异。由于各地青枯菌菌株的致病性不同，

造成不同地区同一花生品种的感病情况不同（胡宝

珏等，1981）。李文溶和段迺雄（1987）研究了中国各

地花生青枯菌的致病性，结果表明南方病区青枯菌

的致病性普遍比北方病区的强。花生青枯病在我国

长江流域及南方地区造成严重危害，本研究选取了

长江流域及南方地区的9个花生主产区分离的代表

性菌株对感病品种中花12号进行致病力测定，结果

表明所分离的来源于湖北、四川、福建、湖南 4省的

代表性菌株（属序列变种14）致病力较强，而江西省

和广西壮族自治区的代表性菌株（分属序列变种

14 和 48）致病力较弱，且与湖北、四川、福建、湖南

4省的代表性菌株致病力差异显著。因此，我国长

江流域及南方地区的花生青枯菌菌株对同一花生品

种的致病力有显著差异，且与青枯菌演化型分类框

架方法鉴定的序列变种分类相关。

花生青枯菌的侵染对花生生长发育及产量造成

显著不良影响（廖伯寿等，1997），严重制约花生产业

的健康发展。花生抗青枯病种质资源丰富（唐荣华

和周汉群，2000；Holbmok & Stalker，2003），花生对

青枯病的抗性在不同地域之间具有良好的稳定性

（Jiang，2006），因此，在明确花生青枯菌的遗传多样

性分化及其致病性的基础上，结合花生对青枯病的

抗性遗传特性，选育抗病花生品种成为最重要的防

治花生青枯病的有效途径。
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