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摘要：为鉴定引起四川盆地地区核桃黑斑病的病原菌，采用组织分离法对病原菌进行分离，利用柯赫氏法则验证其致病性,

依据菌株形态学和基于 16S rDNA 基因序列分析对病原菌进行鉴定；同时，利用分离的菌株对 18 个栽培品种(无性系)进行抗

病性评价。结果表明，分离菌株的菌落形态与黄单胞杆菌属(Xanthomonas)相似，其 16S rDNA 序列与树生黄单胞杆菌(X. arbo- 

ricola)的(登录号为 KP340804.1)同源性高达 99%，因此，将引起四川盆地地区核桃黑斑病的病原菌鉴定为树生黄单胞杆菌。

18 个核桃栽培品种(无性系)的田间侵染发病率和病情指数分别为 35.07%~78.57%和 17.71%~51.96%，变异系数分别为 17.62%

和 28.78%，并以此为基础评价出 5 个高抗病品种(无性系)。这为核桃黑斑病致病机理研究和抗病新品种的选育奠定基础。 

关键词：核桃黑斑病；黄单胞杆菌；病原菌；抗病性 
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Abstract: In order to identify the pathogens of walnut blight in Sichuan Basin Area, the pathogens was isolated 

by using tissue isolation method, and the pathogenicity was tested using Koch’s postulates. The pathogen was 

identified based on morphological characteristics and sequence analysis of 16S rDNA, and the resistance of 18 

cultivars (clones) of Juglans regia was evaluated through field infection using the isolated strain. The results 

showed that the morphology of isolated pathogen were similar with Xanthomonas, which sequence of 16S rDNA 

showed 99% similarity with X. arboricola (GenBank No. KP340804.1). Therefore, X. arboricola was identified as 

the pathogen caused the walnut blight in Sichuan basin area. The incidence and disease index of 18 walnut 

cultivars (clones) were ranged from 35.07% to 78.57%, and 17.71% to 51.96%, with the coefficient of variation of 

17.62% and 28.78%, respectively. Based on the resistance evaluation, five highly resistance cultivars (clones) 

were selected. Therefore, these would provide basis for pathogenesis mechanism of walnut blight and resistance 

breeding. 

Key words: Walnut blight; Xanthomonas arboricola; Pathogen; Resistance evaluation 
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核桃黑斑病，又名核桃黑腐病，几乎是世界上

所有核桃主要产区最严重的地上部分病害[1–3], 导

致落果严重，严重时落果率达 60%以上，开花前后

发生的感染可以使产量损失达到 80%[4–6]。核桃细

菌性黑斑病病原菌是专化寄生胡桃属(Juglans)病原

细菌 [7–8]。我国有关核桃黑斑病菌大都命名为

Xanthomonas camperstris pv. juglandis，后来又被命

名为 X. arboricola pv. juglandis，也有部分报道为 X. 

juglandis[6,9–10]。陈善义等[11]对北京地区核桃黑斑病

病原菌 16S rDNA 序列进行分析，认为其病原菌为

X. campestris。美国加州核桃细菌性黑斑病菌株的

dnaK 和 rpoD 基因分析表明，致病菌的基因序列与

X. arboricola 非常接近，rDNA 基因分析结果表明与

X. arboricola、X. gardneri 和 X. vesicatoriajie 均接

近[12]。Stefania 等[13]采用 AFLP 分子标记技术，对

法国、英国和意大利等 8 个国家的 66 个核桃黑斑

病致病菌鉴定为 X. arboricola pv. pruni、X. arboricola 

pv. corylina、X. campestris pv. campestris、X. fraga- 

riae、X. hortorum 和 X. axonopodis pv. vesicatoria。 

目前，任何核桃品种(无性系)对黑斑病都不具

有完全免疫[14]。采用化学防治，存在无法掌握杀菌

剂最佳使用时间及其对环境和自然生态系统的影

响等问题，因此，使用抗病育种方法获得抗性栽

培品种仍是最为有效和可靠的核桃黑斑病防治方

法[1,15–16]。Soltani 等[17]对 16 个核桃基因型接种病原

菌 X. arboricola pv. juglandis 进行抗病性试验，筛选

出最抗病基因型 94 和最感病基因型 69。Botu 等通

过对 550 个英国核桃无性系进行田间测试和形态学

特征，筛选出 3 个(Valcor、Valmit 和 Valrex)抗黑斑

病的无性系[18]。我国西南地区核桃产区高湿高热环

境为病原菌的侵染提供了良好的先决条件，加之引

进的北方品种展叶较早，黑斑病十分普遍并持续发

生，已成为影响该地区核桃产业发展的主要限制因

素[19]。本研究对引起四川盆地地区核桃黑斑病的病

原体进行分离和致病性测定，依据病原菌形态学,

并结合 16S rDNA 基因序列构建系统发育树，确定

病原菌的种类；同时，通过田间人工接种分离的病

原物，对收集的四川 18 个核桃栽培品种(无性系)进

行抗病性鉴定，以期为核桃黑斑病的准确识别、抗

病机理研究和抗病新品种选育提供科学依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

用于抗性评价的 18 个核桃(Juglans regia)栽培

品种(无性系)信息见表 1, 均保存于四川农业大学

崇州现代农业研发基地(103°67ʹ E，30°63ʹ N)，基地

位于四川省崇州市, 属典型亚热带季风性湿润气

候，年均温 15.9℃, 年均日照时数 1 161.5 h，年均

降雨量 1 000 mm 以上，且主要集中在夏季，试验

 

表 1 用于抗病评价的核桃品种(无性系) 

Table 1 Cultivars (clones) used for resistance evaluation 

品种(无性系) Cultivar (clone) 收集地 Collection site 种 Species 

Shujiang1 四川绵阳 Mianyang, Sichuan 核桃 ×铁核桃 Juglans regia ×J. sigllata 

Panhe1 四川攀枝花 Panzhihua, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

Chuanzao1 四川遂宁 Suining, Sichuan (核桃 ×铁核桃)×核桃 (J. regia ×J. sigllata)×J. regia 

Chuanzao2 四川遂宁 Suining, Sichuan (核桃 ×铁核桃)×核桃 (J. regia ×J. sigllata)×J. regia 

Yanyuanzao 四川凉山 Liangshan, Scihuan 铁核桃 J. sigllata 

Xiangling 山东济南 Ji’nan, Shandong 核桃 J. regia 

Shuoxing 四川广元 Guangyuan, Sichuan 核桃 J. regia 

Qingxiang 河北石家庄 Shijiazhuang, Hebei 核桃 J. regia 

Liaohe 河北昌黎 Changli, Hebei 核桃 J. regia 

64 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

65 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

71 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

86 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

91 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

92 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

100 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

199 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 

200 四川马边 Mabian, Sichuan 铁核桃 J. sigllata 
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地能充分代表四川盆地的气候特点。 

用于病原菌分离的寄主材料取自四川盆地地

区核桃林，采集表现出黑斑病症状的当年生幼嫩叶

片、幼果共计 36 份，用湿纱布擦洗干净放入自封

袋中，做好标记并装入冰袋带回实验室保存于

-20℃冰箱中备用。2 a 生健康核桃苗用于回接试验，

进行致病性测定。 

 

1.2 病原菌的分离纯化与回接试验 

对采集的试验材料进行拍照、整理和编号，然

后对疑似黑斑病的叶片、幼果进行病原菌的分离和

纯化。用平板划线法分离病原菌[20]：将具有典型症

状的核桃病叶用无菌水清洗干净，自然晾干后剪成

10 个 5 mm×5 mm 的小块病组织；75%酒精浸泡 5 s,

立即用无菌水清洗 3 次；放入 0.1%的升汞溶液中浸

泡 1 min，无菌水清洗 3 次；将病叶组织置于灭菌

的载玻片上，滴加无菌水，并用灭菌的玻璃棒充分

研碎；用灭菌移植环蘸取研碎的组织液于 NA 平板

上划线培养，每份材料重复 3 次；最后将平板翻转

并做好标记，将其置于 28℃、12 h/12 h 光暗交替

的恒温培养箱中培养。将分离得到的病原菌放到LB

平板上进行纯化培养，纯化后的菌落转移到 LB 液

体培养基中扩大培养，-80℃保存备用[21]。 

采用针刺涂抹法和柯赫氏法则进行回接试验。

将保存的菌株划线转移至 LB 平板，28℃活化培养

3~4 d，然后挑取单菌落进行扩大培养，配制成

108 CFU/mL 的菌体悬浮液。选取健康的 2 a 生核桃

苗，采取针刺涂抹法于叶背面接种(先用灭菌束针轻

刺叶片，再用毛笔刷蘸取少量菌液，涂抹于叶背面

进行接种)，接种后覆上一层保鲜膜，保湿培养 24 h

后去掉保鲜膜，并设置空白 LB 液体接种叶片作为

对照。每处理接种 6 片叶，重复 3 次。7~10 d 后记

录发病情况，根据柯赫氏法则，待病原菌接种部位

表现典型的黑斑病症状时，对发病的组织重新进行

病原菌的分离与鉴定，并观察分离出的病原菌形态

特性是否与之前的相同，初步确定核桃黑斑病的病

原菌，再根据其发病率和严重度确定病原细菌的致

病力大小。 

 

1.3 病原菌形态学鉴定 

将黑斑病病原菌活化培养于 LB 平板培养基上, 

28℃培养 3 d 后在 OLYMPUS 光学显微镜下观察菌

落的形态特征，包括菌落表面(颜色、形状、大小、

质地和光泽度)、是否隆起、边缘和透明度等重要的

鉴别特征。 

 

1.4 病原菌分子鉴定 

利用天根细菌总 DNA 提取试剂盒提取代表菌

株 28-2 基因组 DNA，稀释 10 倍备用。以 DNA 为

模板，采用细菌通用引物 27F/1492R (正向: 5ʹ-AG- 

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ；反向: 5ʹ-GGTTAC- 

CTTGTTACGACTT-3ʹ)进行 PCR 扩增。PCR 扩增体

系为25 μL：DNA模板1 μL，Taq聚合酶(2×) 12.5 μL, 

正反向引物各 1 μL，去离子水补足至 25 μL。反应

程序为：95℃预变性 5 min，94℃变性 45 s，55℃

退火 45 s，72℃延伸 45 s，35 个循环，最后 72℃延

伸 10 min，4℃保存。扩增产物用 1%琼脂糖凝胶进

行电泳检测，然后将菌株 28-2 的 PCR 产物送上海

擎科生物技术公司进行 16S rDNA 测序。 

将测序获得的序列在 NCBI 基因数据库中进行

比对，并于 GenBank 已登录的相似序列进行同源性

比对，利用 MEGA X 软件采用邻接法(neighbor- 

joining method)构建系统发育树，分析其亲缘关系。

将病原菌的亲缘关系分析结果与其形态特征、培养

性状及致病性结合起来对其进行鉴定。 

 

1.5 抗病性评价 

将菌株 28-2 活化后配置 107 CFU/mL 菌体悬浮

液。选取健康且长势一致的核桃品种(无性系)各 13

株，10 株用于接种，3 株为对照，从外围枝的顶叶

上选取从外往里数长势良好的第二对小叶(12片 /株), 

并做好标记，采用针刺涂抹法接种，接种植株均为

1 a 生嫁接苗。以接种无病原菌的 LB 液为对照。接

种后覆层保鲜膜，保湿培养 48 h 后揭除，10 d 之后

统计每株叶片的发病情况。 

调查品种(无性系)的发病率(%)=发病的点数 /

调查总点数×100%，采用十字交叉法测量黑斑病的

病斑直径，并进行分级[22], I 级病斑症状不明显甚至

无症状；II 级病斑直径≥ 2.0 mm；III 级病斑直径

2.1~4.0 mm；IV 级病斑直径 4.1~6.0 mm；V 级病

斑直径≥6.1 mm。参照盛宝龙等[23]的方法计算病情

指数(%)=∑(病点数 ×病级)/(调查总点数 ×最高病

级)×100%，并将核桃品种(无性系)对黑斑病的田间

抗性分为 4 级：高抗(HR)的病情指数为 0.00~24.00，

抗病(R)的病情指数为 24.01~31.00，感病(S)的病情

指数为31.01~40.00，高感(HS)的病情指数≥ 40.01。 
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2 结果和分析 
 

2.1 病原菌的分离、纯化和致病性测定 

对从四川各地采集的 36 份核桃病叶、病果进行

病原菌分离纯化，获得单菌落的菌株 18 株，经形态

学初步鉴定，主要分为 4 类：黄单胞杆菌属(Xan- 

thomonas)、短小杆菌属(Curtobacterium)、泛菌属

(Pantoea)和金黄杆菌属(Chryseobacterium)，分离

率分别为黄单胞杆菌属 (33.33%)> 短小杆菌属 

(27.78%)>泛菌属(22.22%)>金黄杆菌属(16.67%)。

从叶片分离的菌落较纯, 且分离率较高，而从果实

上分离的菌落比较杂乱, 说明核桃果实更容易受到

多种病菌的复合侵染。对分离的 4 类菌株进行回接

试验，接种 7 d 后, 只观察到黄单胞菌属菌株能引

起植株发病。分离回接试验感病组织病原菌，其菌

落形态与原分离的病原菌菌落形态相一致，确定该

病菌与病样分离获得的病原菌为同一病菌, 符合柯

赫氏法则，说明黄单胞杆菌属(Xanthomonas)是四川

盆地核桃黑斑病的病原菌。 

 

2.2 病原菌的形态特征及分子鉴定 

筛选获得的 6 个黄单胞杆菌属菌株形态特征基

本相同，均表现为圆形、光滑、隆起，前期颜色

为乳白色，后期均发展为浅黄色，质地均较粘稠

(图 1: A)。显微镜下观察，6 个菌株的单个菌体均呈

短杆状，菌体大小为(0.3~0.8) μm×(1.0~2.4) μm, 革

兰氏染色反应为阴性(图 1: B)。将分离获得的菌株

回接到健康 2 a 生核桃植株叶片上，均能产生典型

的黑斑病病斑。再次分离并挑取单菌落纯化，经组

织培养和菌体形态学观察比较，再分离的病原菌与

最初用于接种分离的菌株无差异，说明致病菌与接

种菌为同一种菌，符合柯赫氏法则。 

从分离的菌株中选取代表病原菌株 28-2 进行基

因组 DNA 提取，以提取的基因组 DNA 为模板，使

用通用引物 27F/1492R 扩增得到长度约为 1 446 bp

的 16S rDNA 片段(图 2: A)。将获得的 16S rDNA 序

列在 GenBank 中进行 BLAST 比对分析，结果表明，

其与树生黄单胞杆菌(Xanthomonas arboricola) (登

录号：KP340804.1)的相似性高达 99%。系统发育

树分析结果表明菌株 28-2与黄单胞杆菌的亲缘关

系最近，位于系统发育树的同一分支(图 2: B)。因

此，结合致病性测定的结果、病原菌形态学特征和

序列分析，将菌株 28-2 鉴定为树生黄单胞杆菌，初

步确定四川盆地地区核桃细菌性黑斑病的病原菌

为树生黄单胞杆菌。 

 

2.3 抗病性评价 

接种后，所有测试品种(无性系)的叶片均不同

程度感病，接种后 2~3 d 开始出现小病斑，第 7 天

病斑大量出现，但整体发病程度较轻(图 3: A)。因

此，本次田间抗性调查在接种后的第 10 天进行。

供试的18个核桃品种(无性系)中未发现对黑斑病免  

 

 

图 1 黑斑病病原菌落(A)和菌体(B)形态 

Fig. 1 The morphology of colony (A) and thallus (B) of walnut blight pathogen 
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图 2 菌株的 16S rDNA PCR 扩增电泳图和基于 16S rDNA 基因序列构建的系统发育树 

Fig. 2 PCR amplification of 16S rDNA, and phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences  

 

疫的品种，均不同程度发病，发病率为 35.07% 

(Shujiang1)~78.57% (Yanyuanzao)，变异系数为

17.62%，其中 14 个品种(无性系)发病率在 50.00%

以上(图 3: B)。病情指数为 0.18% (Shujiang1)~  

0.24% (Yanyuanzao)，变异系数为 0.29%，变化趋势

与发病率基本一致(图 3: C)。根据抗病性评价标准, 

筛选出抗病品种(无性系)共 10 个(5 个 HR 品种、5

个 R 品种)，其中本地优良无性系 6 个，占抗病品

种的 60.00%；感病品种(无性系)中，栽培品种占

5 个(4 个 S 品种，1 个 HS 品种)，占感病品种(无

性系)的 62.50%，说明本地优良无性系总体的抗性

要强于栽培品种。 

 

 

图 3 田间植株叶片侵染情况和品种抗病评价 

Fig. 3 Leaf infections in field and resistance evaluation of walnut cultivars (clones) 
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3 结论和讨论 
 

我国对核桃细菌性黑斑病的相关研究主要集

中在病害诊断、预测与防治等方面[6]。为进一步明

确我国核桃黑斑病病原菌分类地位，本文对引起四

川盆地地区核桃黑斑病的病原菌进行分离和鉴定, 

并通过柯赫氏法则验证分离病原菌的致病性，为从

形态和分子上进行病原菌鉴定和分类提供了数据。

同时采用田间接种评价方法，对四川省 18 个核桃

栽培品种(无性系)进行抗病性评价。 

本研究对黑斑病病原菌的形态进行观察，结果

表明，此病原菌的菌落、菌体等形态和培养特征与

已报道的核桃细菌性黑斑病病原菌黄单胞菌属细

菌相似[11,24–25]。本试验通过病原菌的形态学观察不

能将其鉴定到黄单胞菌属中具体的种，因此，需要

通过分子生物学手段进行进一步鉴定。而关于核桃

黑斑病病原菌的命名存在争议，最早官方公认名称

为 X. campestris pv. juglandis (Pierce) Vauterin, 后命

名为 X. arboricola pv. juglandis (Pierce) Vauterin，最近

有提议更名为 X. juglandis (Pierce) Dowson[10,26–27]。 

Adaskaveg 等根据 dnaK、rpoD 和 rDNA 基因分析, 

认为美国加州核桃细菌性黑斑病致病菌与 X. Arbo- 

ricola、X. gardneri 和 X. vesicatoriajie 接近。Daiva

等[28]通过 fyuA、gyrB 和 rpoD 基因序列分析，认为

立陶宛和波兰区核桃黑斑病病原菌为 X. arboricola 

pv. juglandis。陈善义等[11]报道北京郊区核桃黑斑

病病原菌的16S rDNA序列与X. campestris和X. arbo- 

ricola 的某些变种相似性为 99%, 但具体病原菌的

鉴定还需进一步研究。王瀚等[25]采用形态学鉴定和

16S rDNA 序列分析，将甘肃陇南核桃黑斑病病原

菌鉴定为 X. campestris。曲文文[29]采用形态鉴定和

ITS 序列分析，将山东省核桃黑斑病病原菌鉴定为 X. 

arboricola。因此，采用形态学与分子生物学相结合

的方法能够对致病病原菌进行准确鉴定。为此, 本

研究根据16S rDNA基因序列构建了系统发育树, 对

病原菌进行鉴定，结果表明病原菌的 16S rDNA 基因

序列与已登录的 X. arboricola (登录号: KP340804.1)

亲缘关系最近，相似性高达 99%。结合病原菌形态

学特征，本研究将四川盆地地区核桃黑斑病病原菌

鉴定为变形菌门(Proteobacteria)假单胞菌科(Pseudo- 

monadaceae)树生黄单胞菌属细菌 X. arboricola。四

川省 2000-2008 年栽培核桃主要为北方引进品种,

这可能是四川盆地区与山东省核桃黑斑病为同一

致病病原菌的原因之一。同时，与其他地区核桃黑

斑病病原菌种存在差异，也表明我国不同生态环境

下引起核桃黑斑病病原菌的多样性，对探索核桃细

菌性黑斑病的发病规律、准确识别和有效防治技术

研究具有重要的理论和指导意义。 

四川省近年来实施退耕还林，为促进山区农村

经济发展，大范围推广核桃栽培，并从其它核桃主

产区调运苗木，但由于四川高湿热的环境条件，引

进的北方早实核桃受到黑斑病害困扰造成大面积

减产或死亡及品质的下降，已成为影响四川核桃产

业发展的主要因素[19]。近年来，随着一大批本地选

育优良核桃种质在生产中的使用，对四川核桃产业

的健康发展起到一定的促进作用[30]。在调查中发现

四川盆地区本地核桃种质材料发病率较低，说明本

地优良的核桃种质材料可能对核桃黑斑病有一定

的抗性。因此，本研究采用田间接种的方法对四川

栽培品种和收集的本地优良无性系进行黑斑病抗

性评价，其中 Shujiang1、Qingxiang、Panhe1、91

和 86 号被评价为高抗品种，病情指数为 17.71%~ 

23.88%；Yanyuanzao 和 200 号为高感病品种，病情

指数分别为 51.96%和 40.10%。这些被病原菌感染

但表现出较强抗性的表型在育种中被认为可能获

得持久和广泛的抗性，这些材料可作为进一步抗病

品种选育的优良材料[31]。Jiang 等[32]采用田间调查

法、室内离体叶片接种法进行核桃黑斑病抗性调

查，结果表明，Shujiang1 属于易感病品种，与本研

究结果不一致，可能原因一是试验材料的差异，本

试验材料为 1 a 生嫁接苗，而 Jiang 等采用的 8 a 生

结果树，叶片结构的差异可能导致抗病性结果出现

偏差；二是病原菌接种方法不同可能导致病原菌侵

染能力的差异；三是环境条件不同也可能导致病原

菌致病性的不同。在病害最流行时期和植株最易感

病时期进行感病情况调查，能够较真实地反映材料

的抗性水平。因此，可采用田间调查和田间接种相

结合的方法对核桃黑斑病抗病性进行准确评价，为

抗病品种(无性系)的初步筛选和后续的抗病相关机

制研究提供基础。 
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