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根肿菌 Williams 系统中各单孢生理小种的获得

与鉴定 
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（沈阳农业大学园艺学院，辽宁省十字花科蔬菜遗传育种重点室验室，沈阳 110866） 

摘  要：将根肿菌单孢分离技术和 Williams 生理小种鉴定方法结合，对中国 9 个大白菜主要产区的

根肿菌进行单孢分离及生理小种鉴定。共获得 281 个单孢菌株，通过 Williams 鉴定，这些单孢菌株分别

属于该系统中除 5 号生理小种之外的 15 个生理小种类型。其中 4 号生理小种所占比例最大，共 191 个，

占 67.97%，9 个地区的优势生理小种均为 4 号小种。 
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Obtaining and Identification of Single-spore Physiological Races of 
Plasmodiophora brassicae in Williams System 
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Abstract：We combined the single spore isolation technology and Williams identification method to 

isolate single spores of Plasmodiophora brassicae from nine major Chinese cabbage producing areas in 

China and identify their physiological races，to obtain more types of single-spore physiological races. A 

total of 281 single-spore stains were obtained and identified by Williams identification，these single spores 

belong to 15 types of physiological races other than No. 5 physiological race in the system. Among them，

191 single-spores were of the No. 4 physiological race accounting for 67.97%. The dominant physiological 

race in the 9 regions was No. 4. 

Keywords：Cruciferae vegetable crop；Plasmodiophora brassicae；single spore isolation technology；

identification of physiological races 

 

近年来，十字花科蔬菜根肿病在中国东北、西南、山东及长江中上游等地区均有发生，严重影

响产业的发展（周娜 等，2018）。芸薹根肿菌在自然情况下以生理小种混生状态侵染十字花科作物

使其发病，但是存在着优势生理小种（Honig，1931）。根肿菌休眠孢子萌发和侵染的最适土温为 
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18 ~ 25 ℃，土壤持水量 70%，pH 5.4 ~ 6.5。至今各文献中涉及的根肿菌生理小种鉴定系统有两种，

Williams 生理小种鉴定系统和欧洲根肿菌生理小种鉴定系统（European clubroot differential set，

ECD）。ECD 鉴定系统是选用白菜型油菜（Brassica campestris）、甘蓝型油菜（B. napus）和甘蓝品

种（B. oleracea）中的 15 个鉴别寄主，生理小种的序号需要和鉴别寄主的发病程度相对应，并换算

成二进制和十进制才能得出最终结果，由于 ECD 法鉴别寄主种类多，需鉴定菌株数较多，鉴别工作

较为繁琐，且标准难以衡量。而 Williams 生理小种鉴定系统仅有 2 个结球甘蓝寄主 Badger Shipper

（BS）和 Jersey Queen（JQ）和 2 个芜菁甘蓝寄主 Laurentian（LT）和 Wilhelmsburger（WB），根据

Williams（1966）的生理小种鉴别寄主表与调查的实际发病情况相结合以确定生理小种。经 Williams

生理小种系统鉴别寄主种类少，操作较为简便，故在目前多数研究中使用。 

病原菌的分离纯化经常使用单孢分离技术。例如玉米大斑病病菌、水稻稻瘟病病菌等病原菌一

般利用单孢分离技术提取纯化后的分离物，再通过鉴别寄主确定单孢小种的种类，进而实现有针对

性地防御，为抗病育种研究提供重要依据（杨耿斌，2014）。但目前对于根肿菌单孢分离技术的报道

较少。Jones 等（2010）将单孢分离技术与 ECD 鉴定系统结合使用，用于根肿菌的生理小种鉴定并

得到 4 个小种。李茜等（2012）将前人研发的微管吸附法与 Williams 鉴定系统相结合进行生理小种

鉴定，发现辽宁省新民市优势种群为 4 号，四川彭州和西昌地区优势种群为 10 号。在前期研究中，

刘一凡等（2017）发展了一种更为快速精准的根肿菌单孢分离技术，并利用该技术结合 Williams 鉴

定系统对辽宁省沈阳市的根肿菌进行单孢分离，获得 4 个生理小种，其中 4 号小种为优势小种。 

按照 Williams 鉴定系统理想化条件可以获得 16 种单孢，但目前这些单孢尚未收集完全。本次

试验采用了前期研究中发展的根肿菌单孢分离技术对中国 9 个大白菜主产区的根肿菌进行单孢分

离，并采用 Williams 鉴定系统对分离到的单孢进行生理小种鉴定，为后续十字花科作物抗病育种的

系统研究提供重要资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料为沈阳农业大学十字花科蔬菜遗传育种重点实验室的大白菜感病品种‘SN742’和

Williams 生理小种鉴定系统的寄主材料结球甘蓝品种 Jersey Queen（JQ）和 Badger Shipper（BS）、

芜菁甘蓝品种 Laurentian（LT）和 Wilhelmsburger（WB）。根肿菌来源于湖北利川、内蒙古通辽、

陕西太白、山东青岛、北京、河南南阳、辽宁大连、沈阳以及云南昆明等 9 个地区的大白菜根肿病

肿根。 

1.2 ‘SN742’种子消毒催芽及菌液制备 

将‘SN742’种子放在 50 ℃的温水中浸泡 30 min，用无菌水冲洗 2 次，两层滤纸剪成适合催

芽盒格孔大小并充分浸湿铺于孔底，将种子放入格孔后在 25 ℃的暗环境下催芽 24 h。 

分别称取各地区大白菜发病肿根 1 g，无菌水冲洗后用研钵研磨至根部组织破碎，加入适量无菌

水混匀，用 8 层纱布过滤后 3 100 r · min -1 离心 15 min，弃上清液。此步骤重复 2 ~ 3 次。加入 50%

蔗糖溶液充分混匀后再离心，取上清液，于干净的试管中加无菌水，4 000 r · min -1 离心 5 min。将

沉淀溶于 5 mL 的无菌水中，通过血球计数板计算所得孢子悬浮液的浓度（刘一凡 等，2017），将

孢子悬浮液浓度稀释为 2 000 个 · mL -1。 
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1.3  各地区根肿菌单孢分离及培养 

将大白菜‘SN742’2 日龄幼苗进行单孢接菌（刘一凡 等，2017）。将 1%的琼脂糖溶液滴在载

玻片上凝固后，分别将各地区根肿菌孢子悬浮液滴在琼脂糖块上，在显微镜下观察，直至发现单个

根肿菌游动孢子处于视野中央，用小刀将含单个孢子的琼脂糖切成 0.5 mm 方形小块，放在幼苗根

毛上。在日温 25 ℃、夜温 16 ℃、湿度 60%的生长箱中暗培养 4 d，然后将幼苗转移到盛满蒸馏水

的 2 mL 离心管中，管口用海绵轻轻包裹幼苗茎部。光照培养箱中培养 1 ~ 2 d 后，至 1/2Hongland

营养液培养，待显微观察幼苗根系被侵染（Ji et al.，2014）后，进行无菌基质过渡培养，植株长到

5 ~ 6 片真叶且根系较发达后，转至无菌土培养直到发病，统计成活植株数和发病植株数。收集病

根，冷冻保存。 

1.4  根肿菌单孢菌株的扩繁 

将 20 粒大白菜‘SN742’种子催芽后，播种于无菌土的穴盘中，日温 25 ℃，夜温 10 ℃左右。

2 d 后用无菌注射器将发酵好的各地区根肿菌单孢菌液注入穴盘中，每穴注入 2 mL。将各穴盘单独

放入一个托盘中，防止相互污染。按时浇水，使土壤湿度在 80% ~ 90%，待 60 d 左右植株发病后收

集扩繁的各单孢菌株。 

1.5  生理小种鉴定 

将扩繁的各根肿菌单孢菌株制备悬浮液并发酵。将 Williams 鉴定系统中 4 个鉴定寄主（JQ/ BS/ 

WB/ LT）的种子催芽后，播种在无菌土穴盘中。参照彭莎莎等（2013）的方法对植株进行发病调查。

每个寄主分别调查 30 株，重复 3 次。据 Williams（1966）报道的根肿菌生理小种鉴定标准（表 1）

确定生理小种。病情指数 < 10 为抗病，病情指数 ≥ 10 为感病。病情指数 = ∑[（各级发病植株

数 × 相对级数）/（调查总株数 × 5）]× 100。 

 
表 1  Williams 根肿病生理小种鉴别寄主及小种划分标准 

Table 1  Host to Plasmodiophora brassicae races in Williams system 

鉴别寄主 
Differential bost 

生理小种 Race 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
JQ（Jersey Queen） + + + + – + + – – + – + – – – – 
BS（Badger Shipper） – + – + – – + – – + + – + + + – 
LT（Laurentian） + + + + – – – + + – + – + – – – 
WB（Wilhelmsburger） + – – + – – – – + + + + – + – + 

注：+ 代表感病；–代表抗病。 

Note：+ represents susceptible reaction；–represents resistant reaction. 

2  结果与分析 

2.1  各地区根肿菌单孢的获得 

来源于 9 个地区的根肿菌单孢菌株各接菌 100 株，经水培—基质过渡—无菌土培养长到 5 ~ 6

片真叶且根系较发达时，统计成活植株数。 
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结果（表 2）显示，接菌不同地区根肿菌单孢后，成活植株数在 37 ~ 72 株之间，差异较大。成

活的植株中选取根部发病的植株（图 1）进行单孢菌的扩繁，每株发病植株即为 1 个单孢菌株。各

地区根肿菌中最终获得的单孢菌株数各不相同，湖北利川最少（20 个），山东青岛最多（48 个）。 
 

 

表 2  各地区根肿菌分离的单孢接菌植株成活和发病情况 

Table 2  Survival and diseased state of plants inoculated by single-spore isolated from P. brassicae of each area 

地区 
Area 

成活植株数 
Number of surviving plants 

发病植株数（单孢菌株数） 
Number of diseased plants（single-spore strains） 

陕西太白 Taibai Shaanxi 43 40 

河南南阳 Nanyang Henan 37 27 

辽宁大连 Dalian Liaoning 41 25 

云南 Yunnan 43 26 

湖北利川 Lichuan Hubei 43 20 

北京 Beijing 46 27 

内蒙古通辽 Tongliao Inner Mongolia 53 29 

辽宁沈阳 Shenyang Liaoning 67 40 

山东青岛 Qingdao Shandong 72 48 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  根肿菌单孢接菌后获得的发病植株 

Fig. 1  Diseased plants inoculated by single-spores of P. brassicae 

 

2.2  各地区根肿菌单孢的 Williams 生理小种鉴定 

根据 Williams 鉴定标准调查寄主抗病及感病情况，结合本试验结果（表 3）发现：山东青岛分

离出的 48 个单孢鉴定到 9 个生理小种；陕西太白分离到的 40 个单孢鉴定到 6 个生理小种；河南南

阳分离出的 27 个单孢鉴定到 5 个生理小种；云南地区分离到的 26 个单孢鉴定到 8 个生理小种；湖

北利川地区分离到的 20 个单孢鉴定到 7 个生理小种；内蒙古通辽、辽宁沈阳、辽宁大连和北京地区

均分别鉴定到 4 个单孢生理小种。在 9 个地区的单孢生理小种中均以 4 号数量最多，占比最大，为

优势小种。但是 5 号生理小种单孢尚未获得，可能由于 5 号生理小种单孢致病性较弱等原因未能存

活，具体结论还有待后续探究。 
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表 3  各地区根肿菌生理小种鉴定统计汇总表 

Table 3  Statistical summary of identification of physiological races of P. brassicae from different areas 

地区 
Area 

JQ BS LT WB 
生理小种号 
Code of physiological 
race 

单孢数 
Single-spore 
number 

所占比例% 
Proportion 

山东青岛 
Qingdao，Shandong 
 

+ – + + 1 1 2.08 
+ + + – 2 3 6.25  
+ + + + 4  21 43.75  
– – + – 8 1 2.08  
– – + + 9 2 4.17  
– + + + 11 16 33.33  
– + + – 13 2 4.17  
– + – – 15 1 2.08  
– – – + 16 1 2.08  

陕西太白 
Taibai，Shaanxi 
 

+ – + + 1 6 15.00  
+ + + – 2 2 5.00  
+ + + + 4 27 67.50  
– – + – 8 1 2.50  
+ + – + 10 2 5.00  
– + – – 15 2 5.00  

辽宁沈阳 
Shenyang，Liaoning 
 

+ + + + 4 23 57.50  
– – + – 8 1 2.50  
– – + + 9 3 7.50  
– + + + 11 13 32.50  

内蒙古通辽 
Tongliao， 
Inner Mongolia 
 

+ – + + 1 2 6.90  
+ – + – 3 2 6.90  
+ + + + 4 22 75.86 
– + + + 11 3 10.34  

河南南阳 
Nanyang，Henan 
 

+ + + – 2 1 3.70  
+ + + + 4 22 81.48  
+ + – + 10 1 3.70  
– + + + 11 2 7.40  
– + – + 14 1 3.70  

北京 
Beijing 
 

+ + + – 2 1 3.70  
+ + + + 4 24 88.89  
+ + – + 10 1 3.70  
+ – – + 12 1 3.70  

云南 
Yunnan 
 

+ + + – 2 1 3.85  
+ + + + 4 19 73.08  
+ + – – 7 1 3.85  
– – + + 9 1 3.85  
+ + – + 10 1 3.85  
– + + + 11 1 3.85  
+ – – + 12 1 3.85  
– + – – 15 1 3.85  

辽宁大连 
Dalian，Liaoning 
 

+ + + + 4 22 88.00  
+ – – – 6 1 4.00  
+ + – – 7 1 4.00  
+ – – + 12 1 4.00  

湖北利川 
Lichuan，Hubei 
 

+ – + + 1 1 5.00  
+ + + + 4 11 55.00  
+ + – – 7 1 5.00  
+ + – + 10 2 10.00  
– + + + 11 2 10.00  
+ – – + 12 2 10.00  
– + – + 14 1 5.00  

注：+ 代表感病，–代表抗病。 

Note：+ represents susceptible reaction；–represents resistant reaction. 
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对 4 个寄主进行 Williams 生理小种鉴定，将每类单孢小种选出代表发病菌根洗净拍照（图 2），

在根部形成白色肿大部分且须根也有膨大即为发病植株，将根肿分级统计并计算病情指数，发现 9

个地区 191 个 4 号生理小种其病情指数均不小于 10（寄主病情指数普遍在 10 ~ 57.48），全部感病，

故判定 4 号为优势小种。 

 

 

图 2  根肿菌生理小种 1 ~ 4、6 ~ 16 号在 Williams 鉴定系统 4 个寄主（BS、JQ、LT 和 WB）上的发病情况 

Fig. 2  The graph of diseased state of P. brassicae physiological races 1–4 and 6–16 in four Williams hosts（BS，JQ，LT and WB） 

 

2.3  获得 15 种 Williams 生理小种单孢 

综合 9 个地区根肿菌单孢分离及生理小种鉴定结果，共获得 281 个根肿菌单孢菌株，它们分别

属于 Williams 根肿菌鉴定系统中除 5 号生理小种之外的 15 个生理小种。其中 4 号小种最多，有 191

个单孢，占 67.97%；11 号小种仅次于 4 号小种，有 37 个单孢，占 13.17 %；1 号小种有 10 个单孢，

占 3.56%；其余单孢小种数均不足 10 个（表 4）。 
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表 4  分离获得的根肿菌各单孢生理小种统计结果 

Table 4  Statistical summary of physiological races of P. brassicae single-spores isolated in this research 
生理小种号 
Code of physiological 
race 

单孢数 
Single-spore number 

所占比例% 
Proportion 

生理小种号 
Code of physiological
race 

单孢数 
Single-spore number 

所占比例% 
Proportion 

1 10 3.56 9 6 2.14 
2 8 2.85 10 7 2.50 
3 2 0.71 11 37 13.17 
4 191 67.97 12 5 1.78 
5 0 0 13 2 0.71 
6 1 0.36 14 2 0.71 
7  3 1.07 15 4 1.42 
8 3 1.07 16 1 0.36 

3  讨论 

由于根肿菌生理小种混杂、分化较多，致使根肿病较难防御，对根肿菌进行系统研究较为重要。

进行根肿菌单孢分离获得全部根肿菌单孢将对后续有针对性地防御根肿菌、培育抗病材料提供重要

依据（杨耿斌，2014）。 

目前，刘一凡等（2017）利用单孢分离技术从辽宁沈阳地区分离出 4、8、9、11 号单孢小种。

但根肿菌单孢种类尚较少。本项研究中通过分离 9 个地区的根肿菌单孢并鉴定，已获得 Williams 15

个类型的生理小种单孢，但是 5 号生理小种单孢尚未获得，分析其原因发现 Williams 的 4 个寄主对

该小种都不发病，可能成活但未发病的单孢菌株即为 5 号生理小种。相关结论有待通过后续试验进

行验证。后续将进一步进行单孢分离，通过显微观察，收集侵染但未发病的单孢进行鉴定，努力集

齐 Williams 的 16 个生理小种。 

前期在混生根肿菌的鉴定中，很多专家发现 4 号生理小种为优势小种。沈向群等（2009）利用

Williams 生理小种鉴定方法，确定吉林乌拉街、梨树，辽宁大连、丹东，山东青岛、苍山，四川郫

县等地区混生根肿菌的优势小种为 4 号生理小种。随后，多个地区的混生菌都被证明其优势小种为

4 号生理小种。如黑龙江南城、宁安，辽宁新民、抚顺等地区（赵杨 等，2013）、四川省通海、嵩

明等地区（刘峰 等，2013）、湖北长阳、当阳、枝江、宣恩、鹤峰等地区（吴健雄，2013）和云南

魏山、盘龙、玉溪，四川郫县、彭州、什邡，辽宁大连、山东青岛、陕西太白、重庆武隆、上海嘉

定、湖北长阳等地区（丁云花 等，2013）。但通过单孢分离鉴定，确定优势小种的报道较少。刘一

凡等（2017）通过单孢分离技术与 Williams 生理小种鉴定法，在中国沈阳地区的根肿菌根中分离出

4、8、9、11 号小种，确定 4 号小种为优势小种。本研究中对中国 9 个地区的根肿菌进行单孢分离，

对获得的 281 个单孢鉴定，发现属于 4 号生理小种的单孢有 191 个，占总单孢数的 67.97%，进一步

通过单孢分离证实了中国根肿菌的优势小种为 4 号生理小种。 

在各地区根肿菌单孢分离及扩繁过程中，发现在接种各地区植株中，成活植株数在 37 ~ 72 株，

究其原因可能是植株从水培到基质培养过程中由于操作不当致使根部受伤，或者从基质培养到土培

过程中，灭菌土的配制比例不规范等人为因素所致。在后续研究中需要注意规范操作。 
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