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罗加凤 

天津海关动植物与食品检测中心研究员，从事进出境植物病害检疫工作 37 年。
从进出境植物及其产品中截获检疫性及危险性有害生物 80 余种。主持或参加 30 多
项国家级和省部级科研项目，获得国家和省部级奖励 12 项，发表真菌新种 2 种，
发表学术论文 80 余篇，出版著作 1 部，获得发明专利 7 项，制定国家标准和行业
标准 20 余项。 

 

进境美国大豆中值得关注的真菌 Diaporthe novem 

张莹 1，胡佳续 1，滕少娜 2，廖芳 1，罗加凤 1* 

1 天津海关动植物与食品检测中心，天津 300461 

2 重庆海关技术中心，重庆 400020 

 

摘  要：采用常规平板分离法，从一批进境的美国大豆样品中获得 1 株可疑的间座壳属菌株 MDD57。

经形态学观察发现，该菌株在 PDA 培养基上产生分生孢子器，且同时产生大量 α型和 β型分生孢子，

未见有性阶段。经 ITS和 tef1α基因扩增、核酸序列比对分析，发现该菌株同 GenBank 中 2 株 Diaporthe 
novem 菌株的基因序列同源性达 100%，且聚类于同一发育分支。经柯赫氏法则验证，该菌株可侵染

大豆茎部和叶片，引起典型的间座壳属病害症状。根据以上结果，确定进境美国大豆中携带有 D. 
novem，这是天津口岸首次从美国大豆中截获该危险性病菌。该病菌同大豆北方茎溃疡病菌、大豆

南方茎溃疡病菌、大豆拟茎点种腐病菌同为近似种，引起大豆茎秆溃疡及种子腐烂，危害严重。 

关键词：Diaporthe novem；形态特征；序列分析；致病性 
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A noteworthy fungus Diaporthe novem on soybean imported 
from America 

ZHANG Ying1, HU Jiaxu1, TENG Shaona2, LIAO Fang1, LUO Jiafeng1* 

1 Animal, Plant and Foodstuffs Inspection Center of Tianjin Customs, Tianjin 300461, China 
2 Technology Center of Chongqing Customs, Chongqing 400020, China 
 
Abstract: A fungal strain MDD57 was isolated from soybean seeds imported from America by 
conventional isolation and culture method. Morphological observation showed that the strain 
produced pycnidia and a lot of α-conidia and β-conidia on PDA medium, but there was no 
teleomorph stage. ITS and tef1α gene amplification and DNA sequence alignment indicated that 
the sequences of the strain were the most similar to the two sequences of Diaporthe novem 
deposited in GenBank with 100% identity, and the strain was clustered with the strain of D. 
novem. Koch’s rule verification proved that the strain infected soybean stems and leaves, forming 
typical Diaporthe symptoms. The isolate was identified as D. novem. This is the first interception 
report of D. novem from American soybean at Tianjin port. The pathogen is similar to D. caulivora, 
D. aspalathi and D. longicolla, causing stem canker and seed rot of soybean and bring about serious 
damage. 
Keywords: Diaporthe novem; morphological characteristics; sequence analysis; pathogenicity 

 
Diaporthe novem 属子囊菌门 Ascomycota，

粪 壳 菌 纲 Sordariomycetes ， 间 座 壳 目

Diaporthales，间座壳科 Diaporthaceae，间座壳属

Diaporthe，其无性阶段为 Phomopsis sp.9 (van 

Rensburg et al. 2006)。它与严重危害大豆的大豆

北方茎溃疡病菌 D. caulivora、大豆南方茎溃疡病

菌 D. aspalathi 和大豆拟茎点种腐病菌 D. 
longicolla 互为近似种，其中大豆北方茎溃疡病菌

和大豆南方茎溃疡病菌被列入我国进境植物检

疫性有害生物名录。 

D. novem 最早由 Santos et al. (2011)正式命

名，现有资料显示该病菌在智利 (Díaz et al. 
2014)、克罗地亚(Santos et al. 2011)、意大利

(Rekab et al. 2004；Dissanayake et al. 2017；

Guarnaccia & Crous 2017)、葡萄牙(Santos et al. 
2010)、南非(van Niekerk et al. 2005；van Rensburg 

et al. 2006)和澳大利亚(Thompson et al. 2018)等

国家有分布。危害大豆(Santos et al. 2011；Petrović 

et al. 2018)、向日葵(Rekab et al. 2004；Thompson 

et al. 2018)、猕猴桃(Díaz et al. 2014；Díaz et al. 
2017)、葡萄(van Niekerk et al. 2005)、金橘和青柠

(Guarnaccia & Crous 2017)等重要经济作物，引起种

子和果实腐烂，造成严重经济损失。该菌也在绣球

花(Santos et al. 2010)、南非红茶(van Rensburg et al. 
2006)、茜草科拉拉藤属(Dissanayake et al. 2017)上

有分离报道，我国尚未见报道。 

2019 年 8 月，天津海关动植物与食品检测

中心植物检疫实验室从进境美国大豆中分离

培养获得了 1 株疑似间座壳属菌株 MDD57，

对其开展了形态研究，并进行了测序和致病性

测定，确定该病菌为 D. novem，现将结果报道

如下。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
供试样品为 2019 年 8 月到岸的美国进境大

豆种子。致病性测定所用植株为栽培 3 周的健康

黄大豆幼苗。 
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1.2  方法 
1.2.1  病原菌的分离培养 

挑取皱缩、带有病斑的病豆，用 1%次氯酸

钠表面消毒 5 min，灭菌水冲洗 3 次，置 25 ℃下

保湿培养 24 h，–20 ℃冰冻 24 h，置 PDA 培养基

上，22 ℃ 12 h 黑暗/光照交替培养。5 d 后观察培

养结果，对可疑菌落用 PDA 纯化。对纯化菌落镜

检，记录菌落特征，测定分生孢子形态及大小。 

1.2.2  DNA 提取、PCR 扩增和测序 

经纯化的可疑菌落，培养 7 d 左右，取适量

菌丝块，液氮充分研磨后，用植物基因提取试剂

盒(德国 Qiagen 公司 Dneasy plant mini kit)提取

DNA。PCR 反应采用真菌通用引物 ITS4 和 ITS5

进行 ITS 片段扩增(White et al. 1990)，采用引物

EF1-728F和EF1-986R进行 tef1α片段扩增(Carbone 

& Kohn 1999)，2 对引物由生工生物工程(上海)

股份有限公司合成。具体引物序列及反应条件见

表 1。PCR 反应体系总体积 25 μL，包含：

EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (2× Premix) 
12.5 μL；ddH2O 9.0 μL；引物各 1.0 μL；DNA

模板 1.5 μL (30 ng/μL)。PCR 相关试剂由 TaKaRa

公司生产。扩增产物经 2.0%琼脂糖凝胶在 1×TAE

缓冲液中电泳，确认扩增成功后，产物送生工生

物工程(上海)股份有限公司北京测序部测序。 

1.2.3  序列比对和系统发育分析 

利用 DNAMAN 8.0 分析软件对测得的序列

进行装配；序列同源性比较分析采用 BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tools)工具(http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)；序列多重比对采用

Clustalw 程序(Thompson et al. 1994)，如果序列长

度不同，则只保留共有区段；使用 MEGA 5.0 程

序(Tamura et al. 2011)进行比对，以 Diaporthella 

corylina CBS121124 为 外 群 ， 采 用 邻 接 法

(neighbor-joining method，NJ)构建系统进化发育

树(Saitou & Nei 1987)，进行 1 000 次重抽样计算

系统树中节点的置信度。 

1.2.4  致病性测定 

将分离纯化后的病原菌转至 PDA 培养基，

于 22  12℃  h 黑暗/光照交替培养 10 d。挑取菌落

中适量的分生孢子液，用无菌水制成分生孢子悬

浮液，孢子适宜浓度约为 1×107 个/mL。 

选用栽培 3 周的健康黄大豆幼苗，用 70%酒

精对幼苗叶片及茎基部进行擦拭消毒。叶片采用

针刺法接种分生孢子悬浮液，茎基部采用创伤法

接种菌丝。用湿润的灭菌脱脂棉覆盖伤口，保湿

1 d，置于 20–22 ℃下生长观察。同时设置无菌水

空白对照。出现症状后，对发病叶片及茎基部的

病健交界组织进行病原菌再分离。 

2  结果与分析 

2.1  病菌的培养性状和形态学特征 
菌株 MDD57 在 PDA 培养基上，菌落培养初

期白色，菌丝絮状、致密，边缘不整齐。菌落生

长迅速，培养 1 周左右即可长满培养皿，此时菌

落中间呈浅棕色或橄榄色，随着培养时间的增

加，颜色逐渐加深并扩散至菌落部分区域，呈深

橄榄色或灰黑色(图 1A)。培养 2 周左右，菌落表 
 

表 1 引物序列及反应条件 
Table 1  Primer sequences and PCR conditions 
序号 

No. 

引物名称 

Primer 

引物序列 

Primer sequences (5→3) 
反应条件 

PCR conditions 

1 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 94 °C 3 min; (94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 30 s) 35 cycles;  

72 °C 5 min 

 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  

2 EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 94 °C 5 min; (94 °C 45 s, 52 °C 30 s, 72 °C 90 s) 40 cycles;  

72 °C 6 min 

 EF1-986R TACTTGAAGGAACCCTTACC  
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面可见零星分生孢子器，随着分生孢子器的成

熟，有时可见乳白色分生孢子液溢出(图 1B)。分

生孢子单胞、无色、透明。α 型孢子纺锤形，两

端稍钝，无隔膜，通常含 2 个油球，大小为 

6.0–10.0×2.0–3.0 μm，平均 7.0×2.3 μm。β型孢子

为长针状，一端常钩状弯曲，大小为 25.0–36.0× 

1.2–2.0 μm，平均 29.6×1.4 μm (图 1C)。 

 

 
 

图 1  MDD57 在 PDA 上的菌落及其形态特征 

A：PDA 培养 7 d 后的菌落；B：分生孢子液；C：

α 型分生孢子和 β 型分生孢子 

Fig. 1  Colony and morphological characteristics of 
strain MDD57 on PDA. A: Colony on PDA (7 d); B: 
Conidial drop; C: α-conidia and β-conidia.  

2.2  ITS 和 tef1α序列比对结果 
将 MDD57 的 ITS 基因序列与 NCBI 网站

GenBank 中相关序列进行 BLAST 比对。结果显

示，其与 D. novem (登录号：MH299960)和 D. 

helianthi (登录号：AJ312366)的相似度均为 99%，

通过 ITS 基因能确定 MDD57 为 Diaporthe/ 

Phomopsis 属真菌。 

菌株 MDD57 的 tef1α基因序列 BLAST 结果

显示，其与 D. novem (登录号：MH025961、

MH025962)相似度均为 100%。 

2.3  系统发育分析 
基于 tef1α基因序列构建的系统发育分析结果

见图 2，所列几个种均可形成独立分支，MDD57

与 D. novem 聚为一支。 

2.4  致病性测定结果 
MDD57 接种大豆 5 d 左右开始发病。叶片接

种部位出现浅褐色病斑，造成叶片皱缩、病斑周

围变黄；大豆幼苗茎基部接种部位变黑，出现长

条状、棕褐色病斑(图 3)。接种 15 d 后，整株枯

萎，全部幼苗死亡。根据柯赫氏法则，从茎基部

发病部位再次分离病菌，获得与 MDD57 形态和

tef1α 基因序列一致的菌株。 
 

 
 

图 2  基于间座壳属真菌 MDD57 及相关种类的 tef1α序列采用邻接法构建的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree generated from tef1α sequences of Diaporthe novem strain MDD57 and related 
species based on neighbor-joining method (NJ).  
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图 3  菌株 MDD57 接种大豆幼苗 7 d 后的症状   A，B：接种叶片皱缩病斑及对照；C，D：接种茎基

部棕褐色长条形病斑及对照 

Fig. 3  Artificial inoculation symptoms caused by Diaporthe novem strain MDD57 on soybean seedling in 
7 days after inoculation. A, B: Crinkle spot of inoculated leaves and uninfected leaves of experimental control; 
C, D: Brown streak of inoculated stem-base and the uninfected control. 

 

3  结论与讨论 

通过对美国大豆种子中可疑菌株进行分离

纯化、形态学观察、分子检测及致病性测定，最

终确定该菌株为 Diaporthe novem。间座壳属真菌

以植物病原菌和内生菌的形式存在于健康的叶

片、茎、种子和根中，或以腐生菌的形式存在于

各种寄主的腐烂组织中 (Murali et al. 2006；

Garcia-Reyne et al. 2011；Udayanga et al. 2011)。

由于分布广泛、寄主多样、病原菌危害严重，该

属中的一些种类是重要的检疫性有害生物。在

《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录》中有 5 种检疫性真菌病害与该属相关，分别

是大豆北方茎溃疡病菌 D. caulivora、大豆南方茎

溃疡病菌 D. aspalathi、向日葵茎溃疡病菌 D. 
helianthi、苹果果腐病菌 D. perniciosa 和蓝莓果

腐病菌 D. vaccinii。因此，对间座壳属不同种类

真菌进行准确地检疫鉴定非常重要。 

间座壳属引起大豆种子腐烂、茎枯病和茎溃

疡，导致大豆产量和质量显著下降，造成严重经

济损失(Backman et al. 1985；Fernández et al. 
1999)。D. novem 与其近似种大豆北方茎溃疡病菌

D. caulivora、大豆南方茎溃疡病菌 D. aspalathi
和大豆拟茎点种腐病菌 D. longicolla 的形态特征

较为相似，目前，针对几种大豆上的间座壳属真

菌近似种，形态上主要是依据菌落和分生孢子形

态来区分(表 2)。 

间座壳属真菌形态特征有限，所以利用形

态特征和培养性状难以对该属进行准确鉴定

(段维军等 2016)。本研究将来自美国的大豆样

品中分离得到的间座壳属菌株 MDD57 确定为

D. novem，分子上主要依据 tef1α基因序列分析。

在试验中，ITS 基因并没有将 D. novem 与其近

似种准确区分开来。对于待测菌株，我们可以先

考虑用 ITS 基因确定到属，再寻找合适基因进一

步鉴定到种。 
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关于 D. novem 的命名，van Rensburg et al. 
(2006)从顶梢枯死的南非红茶树中分离到 1 株

Phomopsis，由于当时没有观察到它的生殖方式，

无法将其命名，延续 van Niekerk et al. (2005)的编

号系统，将其标记为 Phomopsis sp.9。Novem 是

拉丁文数字 9，Santos et al. (2011)从克罗地亚大

豆中分离到该病菌，并提出了 Diaporthe novem 

J.M. Santos, Vrandečić & A.J.L. Phillips 的正式命

名。Petrović et al. (2018)从塞尔维亚大豆种子中

检出该病菌，由于形态特征与危害症状与 D. 
longicolla 相近，将该病害称为 D. pseudolongicolla，
并作为一种塞尔维亚大豆上的新发病害报道。 

大豆作为重要的粮油兼用作物、饲料原

料，在国内有着巨大的需求，是我国最重要的

进口农产品之一，2019 年我国大豆进口总量达

到 8 851 万 t (胡佳续等 2021)。我国口岸多次检

出 D. novem，由于该病菌不在检疫性名录内，其

危害往往容易被忽视。该病菌引起大豆茎秆溃疡

和种子腐烂(Petrović et al. 2018)，导致大豆产量

和品质下降。由受害种子生产的豆油及大豆榨油

后所得饲料、肥料及豆饼等其他产品质量低下，

不适合作为饲料使用。此外，该病菌寄主广泛，

一旦随进境大豆传入我国，将会对我国大豆及其

他农作物生产、农业生态造成难以估量的损失。

因此，口岸在对进境大豆检疫鉴定时，有必要加

强对该菌的关注。 
 

致谢：感谢沈阳农业大学植物保护学院周如军教授在拉丁

名方面的指导。 
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