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摘  要：2022 年在海南无核荔枝上发现一种僵果病，与海南常见的荔枝病害炭疽病、酸腐病等病症差别明显，主要为

害幼果，发病时幼果果实外观无明显变化，但无核荔枝完成疏果后，果实长至蚕豆大小时，发病果实的外果皮颜色变

暗，剖开后内果皮发生不规则褐变，果实不再膨大，形成僵果，易造成严重的经济损失。本研究对该病害的病原菌进

行分离和鉴定，对入侵途径和快速检测技术进行研究。结果表明：通过形态学鉴定、ITS、RBP2 和 TEF1 基因序列分析，

鉴定引起无核荔枝新型僵果病的病原菌为伯氏镰刀菌（Fusarium pernambucanum）。无核荔枝幼果期果实果皮受农事操

作、风、刺吸性昆虫为害等损伤后，易受到病原菌的入侵发病，而果实表面无伤口时不发病。病原菌入侵主要集中在

果实纵经 3.2~4.8 mm 的幼果期，随着果实的生长、果皮保护组织的增加和伤口的减少，病原菌难以入侵，果实发病率

快速降低。基于 TUB 基因序列，以伯氏镰刀菌及其他分离获得的镰刀菌属菌株基因组 DNA 为模板进行扩增测序，根

据序列信息设计筛选出一对伯氏镰刀菌的特异性引物，构建了基于普通 PCR 的快速高效分子检测方法，该检测方法灵

敏、高效，可用于指导无核荔枝僵果病的早期诊断与预防。 
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Abstract: In 2022, a stiff fruit disease was found on seedless litchi in Hainan, which was obviously different from the 

common litchi diseases in Hainan, such as anthracnose and acid rot. It mainly damaged young fruits. There was no sig-
nificant change in the appearance of young fruits when the disease occurred. When the fruit was broad bean, the outer 

peel of the diseased fruit became darker, and the inner peel became irregularly brown after dissection. The fruit no 
longer expanded, forming fleshless stiff fruit, which was easy to cause serious economic losses. In this study, the 

pathogen of the disease was isolated, identified, invasion way and rapid detection techniques were studied. The patho-
gen was identified as Fusarium pernambucanum by morphological identification, ITS, RPB2 and TEF1 gene sequence 

analysis. The pericarp of seedless litchi fruit at young fruit stage was susceptible to pathogen invasion after being dam-
aged by farming operations, wind, piercing-sucking insects, while the fruit surface was not diseased without wounds. 

The main invasion period of the pathogen was 3.2-4.8 mm in the longitudinal direction of the fruit. After the fruit was 

bigger than 9.8 mm, the probability of pathogen invasion gradually decreased. Based on the TUB gene sequence, the 
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specific primers for rapid detection of F. pernambucanum were obtained, and a rapid and efficient molecular detection 

method based on ordinary PCR was constructed. The detection method is sensitive and efficient, and would provide 
support for early diagnosis and prevention of seedless litchi stiff fruit disease. 
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荔枝（Litchi chinensis Sonn.）是原产于我国的

重要的热带果树之一。无核荔枝是海南选育的地方

特色品种，其果大皮红，果肉晶莹、口感清脆无渣，

食用时不吐核，备受消费者喜爱。随着荔枝栽培技

术的提高，并蒂双生的无核荔枝成为无核荔枝生产

的主流，在果实长至花生米大小时，通过疏除单果、

有核果实，保留并蒂成对的无核果实，实现并蒂双

生无核荔枝的生产，其售价高，是单果售价的 2~4

倍，经济效益显著[1-3]。近年来无核荔枝上发生了一

种为害果实的新病害，与荔枝常见的果实病害，如

炭疽病、霜疫霉病、酸腐病引起的果皮褐变，在树

上或者采后果实腐烂不同，这种新病害主要为害幼

果，果实长至蚕豆大小时，发病果实的外果皮局部

颜色变暗，剖开后变暗部位内果皮发生不规则褐

变，果实不再膨大，形成无肉僵果，命名为无核荔

枝僵果病。该病害仅导致幼果发育停止、内果皮呈

灰褐色，褐变位置多发生在果实纵茎中间位置，较

少发生在果柄和果顶端部位，这种蚕豆大小的僵果

一直维持到果实成熟期不腐烂，果皮比正常果实提

前 3~7 d 变红。如果并蒂双生无核荔枝果实中有 1

个果实发生这种病害，其经济价值将显著降低。

2019—2021 年本课题组调查该病害的发病率在

5%~15%之间，严重影响并蒂双生果实的生产，造

成严重的经济损失。该病害的症状与 GAO 等[4]报

道的桂花香荔枝变红镰刀菌（Fusarium incarnatum）

果腐病的症状相似，不同的是变红镰刀菌果腐病的

症状为果实外观无明显病变表现，近果柄处果皮变

硬，剖开后内果皮果柄周围呈灰褐色褐变，发病部

位在果柄处或近果柄处居多，变红镰刀菌果腐病不

影响桂花香荔枝果肉的正常生长和食用品质，果实

可以正常成熟。而目前国内外均未见无核荔枝僵果

病的报道。本研究对无核荔枝僵果病的病原菌进行

分离、鉴定，并研究其入侵途径和分子快速检测、

诊断技术，为该病的鉴别和高效防治提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

无核荔枝果实（感病果实和健康果实）采自

海南澄迈无核荔枝基地。 

1.2  方法 

1.2.1  病原菌的分离   采回感病无核荔枝果实

后，参照胡美姣等[5]的方法进行病原菌分离。从

PDA 培养分离物中挑取菌丝置于 28 ℃恒温条件

下培养 2~3 d，长出菌丝后在菌落边缘用无菌镊子

剪取形态单一的小菌丝块接种至 PDA 培养基进

行纯化。培养 6 d 待菌落长出孢子后采用标记法

获得单孢分离物，用于后续致病性试验、病菌鉴

定和检测等研究。 

1.2.2  致病性测定  致病力测定方法参考胡美姣

等[6]的方法，选取果实纵经约 1 cm，大小一致（约

花生米大小）的健康果实，采用无刺伤接种和昆

虫针刺伤果面接种 2 种方式。用打孔器将培养 7 d

的单孢分离菌株 PDA 培养基打成直径为 5 mm 的

菌饼，菌丝一面贴到荔枝果皮上，用脱脂棉保湿，

24 h 后去除脱脂棉，每个菌株接种 12 个果实，3 d

后统计发病情况，共接种 64 株单孢分离物，以空

白 PDA 培养基琼脂饼为对照（CK）。 

1.2.3  病原菌鉴定  （1）形态学鉴定。培养 7 d

后，在徕卡生物显微镜下观察病原菌分生孢子和

产孢结构，根据形态学进行病原菌鉴定。（2）分

子鉴定。使用 CATB 法提取病原菌 DNA[7]，进行

ITS、RPB2、EF-1α 扩增。ITS 扩增引物序列参照

WHITE 等[8]设计的真菌 rDNA-ITS 序列，PCR 条

件参考胡美姣等[5]的方法。RPB2、EF-1α 基因的

引物序列及 PCR 条件参照 WANG 等[9]的方法。

凝胶电泳检验合格后将产物送生工生物工程（上

海）股份有限公司测序，基于 ITS 测序结果在

NCBI 上进行比对，确定病原菌的属，再从 NCBI

上下载相关属种的序列及外群序列，基于 RPB2、

EF-1α 构建系统发育树，确认病原菌的生物学种

类[10]。 

1.2.4  病原菌的侵染途径试验  田间幼果经农事

活动碰伤、自然风力较大擦伤以及昆虫口器刺伤

等伤害后，果皮受伤部位会流出明显的黑色汁液。

选取纵径为 10 mm 的 3 串健康果实，每串 4 个果

实，共 12 个流黑汁的果实进行侵入途径试验。接
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种方法和发病统计同 1.2.2。以 15 cm×20 cm 大小

的纱网套住果穗，每个纱网放入 5 只荔枝蝽，24 h

后选择果皮变黑的果实接种病原菌，以表面无损

伤的果皮接种病原菌为对照（CK），探究病原菌

的侵染途径。 

1.2.5  病原菌的分子检测  以伯氏镰刀菌和分离

获得的其他镰刀菌属真菌基因组 DNA 为模板，

利用镰刀菌属通用引物 TUB2F/TUB2R 对其进行

PCR 扩增，PCR 产物委托生工生物工程（上海）

股份有限公司进行纯化和测序。根据测序获得的

序列信息，采用 MEGA 11 软件进行序列比对，找

到伯氏镰刀菌和其他镰刀菌基因序列的差异性位

点，利用 NCBI 设计检测伯氏镰刀菌的特异性引

物序列，选用契合度最高的一对引物 F1D/R1D 进

行 PCR 扩增，根据凝胶电泳结果判断引物的特异

性。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。为了进一步鉴定筛选获得的伯氏镰刀菌检

测引物的特异性，以分离获得的所有菌株为测试

对象，进行 PCR 检测，根据凝胶电泳结果判断引

物的特异性；从盛花期后第 10 天开始取样（不同

生长期共取 9 次样，编号为 1~9），每个时期取样

18 个单果，表面经 75%酒精消毒 30 s，用灭菌滤

纸吸干水分，单果包装置于–80 ℃保存备用。以

不同时期的单果 DNA 为检测目标进行 PCR 检测，

使用 Plant Genomic DNA Kit 试剂盒[天根生化科

技（北京）有限公司]进行果实 DNA 的提取，根

据扩增结果判断病原菌入侵情况。 

1.3  数据处理 

试验数据采用 Excel 软件进行统计分析，用

SAS 9.1 软件进行差异显著性分析（P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌的分离、纯化与致病性测定 

从发病无核荔枝果实中分离获得 64 株菌株，

根据形态特征分为 14 种，每种菌株接种 1 株，所

有菌株均未能侵染无刺伤果实，导致刺伤果实发

病的共有 8 株，分为 3 个种类，菌株编号分别为

SLZ-1-2、02、32。其中致病性最强的病原菌株为

SLZ-1-2，发病症状与自然发病果实症状一致（图

1）。从刺伤接种发病果实中，再次分离获得的菌

株与 SLZ-1-2 一致，表明菌株 SLZ-1-2 为本研究

的主要致病菌。 

2.2  病原菌的形态学鉴定 

病原菌菌株 SLZ-1-2 在 PDA 平板培养基上生 

 
 

A：田间自然发病果实；B：发病果实内部； 

C：刺伤接种发病果实。 
A: Natural diseased fruits in the field; B: Inside the diseased fruit; 

C: Stab inoculation diseased fruit. 

图 1  果实田间发自然发病及刺伤接种发病症状 
Fig. 1  Symptoms of field natural disease and stab inocula-

tion disease of fruit 
 

长的菌丝密集，气生菌丝呈淡黄色，菌落背面呈

淡棕色（图 2）。分生孢子的形态呈镰刀型，整体

稍弯曲，1~5 个分隔。根据培养特征和形态特征，

鉴定该病原菌为镰刀菌（Fusarium）。 
 

 
 

A：PDA 培养基上培养 7 d 后的菌落形态（左是正面，右是背面）；

B、C：分生孢子梗；D、E：分生孢子。 
A: Colonial morphology on PDA medium after 7 days of culture 

(left is the front, right is the back); B, C: Conidiophore;  
D, E: Conidium. 

图 2  病原菌形态 
Fig. 2  Pathogen morphology 

 

2.3  病原菌的分子鉴定 

将病原菌菌株 SLZ-1-2 的 RPB2 和 TEF1 序列

与 GenBank 中下载的 27 个菌株的相关基因序列

进行同源性比对，以 PhyloSuite 进行拼接，用

Cipres 以伯氏镰刀菌（F. pernambucanum）为外群

构建系统发育树（图 3）。本研究致病菌株 SLZ-1-2

与伯氏镰刀菌以 100%的高支持率聚为一支，支持

形态学鉴定结果，因此，基于形态学和分子生物

学特征，将该致病菌株鉴定为伯氏镰刀菌（F. 

pernambucanum）。 
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图 3  基于 RPB2和 EF1-α基因的系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree based on RPB2 and EF1-α genes 

 

2.4  病原菌的入侵途径 

在田间无刺伤接种病原菌时，果实不发病，

机械损伤接种后发病率为 92.24%；刺吸式害虫为

害后，发病率为 82.27%（图 4）。因此，无核荔枝

果实表面出现损伤时病原菌能入侵致病。 

2.5  伯氏镰刀菌引物的特异性验证 

用 F1D（5-CCTGGCAGGAGTGATGAAAC- 

3）/R1D（5-AATCAGACCGGTCAGTGCGT-3）
对伯氏镰刀菌和分离获得的其他镰刀菌属真菌及

非镰刀菌属真菌进行 PCR扩增以验证引物的特异

性，结果表明，仅伯氏镰刀菌基因组 DNA 可以

扩增出 1 条 220 bp 左右的特异性片段，与预期目

标条带大小一致，而从无核荔枝上分离供试的 3

种镰刀菌属真菌和其他非镰刀菌属真菌无目的条

带出现，CK 也无目的条带出现（图 5，图 6），试

验结果验证了该对引物的特异性，可用于田间检

测病原菌。 

2.6  发病果实的分子检测 

在田间随机采集无核荔枝僵果果实，利用特

异性引物 F1D/R1D 对其进行 PCR 扩增，结果显

示，僵果均可以扩增出目标条带，而 CK 无条带

产生。说明该特异性引物可以用于生产中无核荔

枝僵果病病原菌及病果的快速检测（图 7）。 

2.7  病原菌入侵时期 

从表 1 可以看出，无核荔枝幼果期带菌率较

高，特别是果实纵径小于 10 mm 时，果实带菌率

比较高，随着荔枝果实的生长，果实角质层逐渐

增厚，带菌率逐渐降低。分别以田间随机采集的

果实和伯氏镰刀菌基因组 DNA 为模板，利用特

异性引物 F1D/R1D 对其进行 PCR 扩增，结果显 
 

    
 

A：无刺伤接种不发病；B：机械损伤接种发病；C：荔枝蝽为害；D：荔枝蝽为害后接种发病。 
A: No disease without stab wound vaccination; B: Mechanical injury inoculation; C: Licheestink bug damage;  

D: Inoculation after damage of licheestink bug. 

图 4  病原菌的入侵途径 
Fig. 4  Pathogen invasion pathway 
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M: DL2000 DNA marker; 1: SLZ-1-2; 2: F. oxysporum f. sp. 
Cubense, Foc1; 3: F. oxysporum f. sp. Cubense, Foc4;  

4: F. guilinense; CK: ddH2O. 

图 5  F1D/R1D 引物对镰刀菌属的特异性验证 
Fig. 5  F1D/R1D primer specificity verification  

in Fusarium 
 

 
 

M: DL2000 DNA marker; 1: SLZ-1-2; 2: Alternaria sp.; 3: Curvu-
laria sp.; 4: Cladosporium sp.; 5: Nigrospora sp.; 6: Corynespora 

sp.; 7-9: Colletotrichum sp.; 10: Stemphylium sp.;  
11-13: Botryosphaeria sp.; 14: Lasiodiplodia sp.; 15: Graphium sp.;  

16: Talaromyces sp.; 17: Xylaria sp.; CK: ddH2O. 

图 6  F1D/R1D 引物对非镰刀菌属的特异性验证 
Fig. 6  F1D/R1D primer specificity verification  

out Fusarium 
 

示，部分无症状幼果可以扩增出目标条带，其中

以果实纵径为 3.2~4.8 mm 时期检出率最高，说明

此阶段为病原菌的主要入侵时期，果实大于 9.8 mm

后，病原菌入侵逐渐降低。 

3  讨论 

镰刀菌属真菌病害是造成植物发生病害的主

要病原之一，如枯萎、腐烂和枯死[11-15]。OMAR

等[16]报道了由伯氏镰刀菌（F. pernambucanum）

引起的马来西亚芒果叶斑病。GUO 等[17]报道了由 

 
 

M：DL2000 DNA marker；1：SLZ-1-2；2~9： 

单个僵果果实编号；CK：ddH2O。 

M: DL2000 marker; 1: SLZ-1-2; 2-9: No. of single  
stiff fruit; CK: ddH2O. 

图 7  带病果实快速检测 
Fig. 7  Rapid detection of diseased fruit 

 
伯氏镰刀菌引起的我国芒果的叶斑病。ZHANG

等[18]报道了由伯氏镰刀菌引起的甜瓜僵果病，发

病部位呈灰褐色、水渍状，发病后期可导致整个

果实腐烂，果实表面布满白色至玫瑰红色的霉层。

LU 等[19]报道了由伯氏镰刀菌引起的李叶枯病，发

病叶片边缘或尖端出现不规则的棕色斑点，发病后

期，整个叶片枯萎褐变、卷曲或脱落。本研究发现

引起无核荔枝的新型僵果病的病原菌为伯氏镰刀

菌。该病原菌主要为害幼果，发病时幼果果实外观

无明显变化，但无核荔枝完成疏果后，果实长至蚕

豆大小时，发病果实的外果皮变暗，剖开后内果皮

发生不规则褐变，果实不再膨大，形成僵果。 

GUO 等[17]的研究表明，由伯氏镰刀菌引起的

芒果叶斑病在叶片表面存在伤口时才能入侵致

病。本研究中也发现，通过农事操作，如打药、

施肥等人工擦伤，大风后机械摩擦损伤，荔枝蝽

为害等方式，在荔枝果实表面造成伤口时，伯氏

镰刀菌则入侵致病，果皮无伤口时不致病。经过

全面的田间调查，未发现该病原菌为害无核荔枝

的嫩梢和叶片。 
 

表 1  不同生长期果实带菌率快速检测 
Tab. 1  Rapid detection of fruits in different growth periods 

生长期 Growth stages 指标 
Index 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

果实纵径/mm 3.20 4.80 6.30 8.70 9.80 12.60 18.40 23.50 32.20 

带菌率/% 22.22 22.22 16.67 16.67 11.11 5.56 5.56 0.00 0.00 

 

分子检测技术以其高效、灵敏、简便的特点，

已广泛应用于植物病害的检测 [20]。李亭潞等 [21]

利用环介导等温扩增（LAMP）技术建立了荔枝

霜疫霉和炭疽病的快速检测技术。而利用 PCR 或

qPCR（quantitative real-time PCR）技术可检测到

的植物病原已达 50 余种[22]。本研究根据伯氏镰

刀菌的序列信息，利用 MEGA 11 软件与其他镰刀

菌进行序列比对，找到差异性位点，合成引物

F1D/R1D 进行 PCR 扩增，对带致病菌果实的检测

率达到 100%。 

无核荔枝是海南本地选育的优良品种，其独

特的品质和生产模式，以及高价值的经济效益已

经成为海南重要的农产品地理标志产品。无核荔

枝新型僵果病果实的果皮受伤后，由伯氏镰刀菌
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入侵为害，该菌主要通过农事操作、风、刺吸口

器昆虫造成荔枝果皮伤口后侵入感染，果实纵径

为 3.2~4.8 mm 时为病原菌的主要入侵时期。本研

究建立的无核荔枝僵果病的快速检测方法，不仅

灵敏度高，能区分其他属病原菌，也能区分亲缘

关系较近的镰刀菌属真菌。可为僵果病的早期预

防，遏制病害的发生和传播提供技术保障。但该

病原菌是否为害叶片，以及是否入侵如蒂蛀虫等

其他因素造成的幼果伤口有待进一步研究。 
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