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摘要：【目的】明确在中国发生的梨花枯和芽枯的确切病原菌。【方法】用普通细菌学方法、电镜观察、Koch

氏病原假说测定、Biolog、脂肪酸分析、PCR 及与标准对照菌株的比较。【结果】从 16 个病样中分离获得 12 菌

株，6株代表菌株显示出与 Pseudomonas syringae pv. syringae 3 株标准对照菌株相似的致病反应，它们的 Biolog

和脂肪酸分析的相似度分别为 0.57～0.86 和 0.58～0.81，PCR 和序列测定结合上述结果证实了 P. syringae pv. 

syringae 为该病的病原菌。【结论】首次证实了中国梨树上的花枯和芽枯可由 P. syringae pv. syringae 引起。  
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Identification of Pseudomonas syringae pv. syringae Causing Pear 
Blossom and Bud Blast in China 
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Abstract: 【Objective】This study was made to determine the causal organism of pear blossom and bud blast in China. 
【Method】 The causal organism was identified by bacteriological test, electro- microscopic observation, Koch’s postulation test, 
Biolog, fatty acid methyl esters (FAMEs) and PCR test and compared with the standard strains.【Result】Six representative strains out 
of 20 pathogenic bacterial isolates from 16 diseased samples showed characteristics similar to 3 standard strains of Pseudomonas 
syringae pv. syringae from Belgium. They were identified as P. syringae pv. syringae with Biolog similarity of 0.57-0.86 and 
FAMEs similarity of 0.58-0.81. The bacterium was reisolated from symptomatic plants and blossoms. Identification as P. syringae 
pv. syringae was confirmed by using PCR primers and sequences test and combined with the above results. 【Conclusion】 It has 
been confirmed that the pear blossom and bud blast in China may caused by P. syringae pv. syringae.  

Key words: Pear blossom blast; Pear bud blast; Pseudomonas syringae pv. syringae; Confirmation  
 

0  引言 

【研究意义】Erwinia amylovora 引起的梨火疫病

是世界上第一个被报道的植物细菌病害，而且也是果

树上迄今为止最严重的病害之一，中国和许多国家都

把它列入植物检疫名单，纷纷开展该病的检测与防控

研究[1,2]。然而，梨火疫病的一些初期症状与梨树上的

另一种细菌性病害—花枯病（pear blossom blast）很相

似。到目前为止，中国有记载的梨细菌性病害只有 3

种，即由 Agrobacterium tumefaciens 引起的梨根癌病、

Erwinia spp.引起的锈水病和梨果腐病，尚无确切的梨

火疫病发生报道，但存在梨花枯和芽枯病症状，而有

关花枯病的病原国内至今尚无研究。【前人研究进展】

Barker 等首次在英国发现并描述了梨花枯病[3]，以后相

继在意大利、法国、西班牙、美国、加拿大、智利、

南非、新西兰、澳大利亚等地有报道[4,5]。梨花枯病原

Pseudomonas syringae pv. syringae 引起的症状较多，

除了梨花枯和芽枯外，还有芽枯、叶斑和溃疡等[6,7]。
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由于梨花枯病和梨火疫病症状易混淆，英美等国曾开

展不少有关症状鉴别和病原的鉴定研究[5~8]。中国存在

的梨花枯和芽枯病是否也由该病原引起，有待明确。

【本研究切入点】2006 年春，笔者在杭州郊区一果园

发现梨花枯和芽枯，经对嫩枝的显微镜观察，发现有

喷菌现象，被确证为细菌病害，其初期症状很象梨火

疫病，但未发现梨病枝上典型的梨火疫病症状“牧羊

鞭”。【拟解决的关键问题】本研究拟通过植物病原

细菌的细菌学特征、电镜观察、Kock 氏病原假说测定、

分子生物学测定，明确中国首次发现的梨花枯和芽枯

病病原。 

1  材料与方法 

1.1  标准菌株 
Pseudomonas syringae pv. syringae 标准菌株

LMG5570，LMG2230 和 LMG 2231 均由比利时根特

大学国家菌种保藏中心 Swings J 教授等提供；番茄青

枯病标准菌株 Ralstonia solanacearum Rp-1 由福建省

农业科学院刘波研究员提供。其它试验材料来自本所

植物细菌实验室。 
1.2  样本采集与病原细菌分离 

从病区获得花枯和芽枯样本 16 份，对镜检有喷菌

现象的嫩枝，首先用自来水冲洗表面，用消毒吸水纸

吸干，然后用 70%酒精表面消毒，将嫩枝切碎后放入

等量消毒无菌水中浸泡 30 min，在 NA 培养基上划线

分离，平皿于 30℃下培养 3 d，挑取代表性单菌落，

在KMB培养基上纯化后置 365 nm波长紫外光下观察

菌落是否产生荧光。 
1.3  病原的常规细菌学及 Koch 氏病原假说测定 

菌落形态、培养性状及烟草过敏性反应测定按

Klement 等[9]方法；生理生化测定按 Schaad 等[10]方法。

离体致病性测定参照 Yessad 等[5]的方法进行。Koch
氏病原假说测定的梨品种为“翠冠”，将所测菌株浓

度调节到 108 cfu·ml-1，采用针刺法在梨苗的小枝上接

种，10 d 后开始记录发病情况；花和叶的接种采用喷

雾法，3 d 后观察病情。接种后放置 26℃的人工气候

箱内培养。冰核活性测定采用小液滴冻结法[11]，在  

－2、－3、－4 和－5℃下进行。 
1.4  病原的电镜观察 

将培养24 h的病原细菌用无菌水制成菌悬液并过

滤，在滤液中加入几滴固定液（pH 7.2，0.15%的戊二

醛磷酸缓冲液），离心收集菌体，制成菌悬液，加几

滴新鲜的戊二醛，在 4℃冰箱内固定过夜，次日离心，

收集菌体，再用无菌水制成菌悬液，并调整菌液浓度

为 108 cfu·ml-1。取等量的最终菌悬液与等量的 2%的锇

酸水溶液混合染色，制成混合菌染色液。用无菌毛细

吸管吸取混合菌悬液滴在铜网膜上，经 4 min 后，用

滤纸吸去余水，待样品干燥后，置透射电子显微镜

（TEM，KYKY-1000B，Japan）下观察。 
1.5  病原的 Biolog 鉴定 

选取 6 株有代表性的菌株，用 Biolog 进行证实，

在含 95 个碳源的 Biolog 阴性（GN）微孔板中，每孔

加入 150 µl 所测细菌悬浮液（OD 值 0.3）。在 30℃
下培养 24 h 后由 Biolog 读数机测得反应结果，并直接

进入 Biolog 专用细菌鉴定程序（4.1 版本）。具体操

作参照谢关林[12]的方法。 
1.6  病原的脂肪酸（FAME）鉴定 

FAME 鉴定采用美国 Agilent 6890 型气相色谱系

统。参照 MIDI 公司说明书及 Xie[13]的方法进行。所

有纯化的参试菌株先在 NA 培养基上于 30℃生长 24 h
后，转入 TSBA 固体培养基上再培养 24 h。然后用无

菌塑料接种环挑取一环培养菌放入有螺帽的试管中，

提取脂肪酸。鉴定结果通过微生物鉴定系统软件-美国

MIDI 公司开发的基于细菌细胞脂肪酸成分鉴定细菌

的 MIS4.5（microbial identification system）和 LGS4.5
（library generation software）获得。把分析结果与数

据库中标准菌种的脂肪酸信息进行比对。 
1.7  病原的 PCR 分析与 ITS 序列测定 

根据已发表的植物病原细菌 ITS 区的通用引物[14,15]

对分离的致病细菌进行 PCR 扩增，正反向引物分别

为：P1（5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3'）和 P2
（5'-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'）。扩增反应

体积 20 µl[DNA 模板 1 µl；P1（10 µmol·L-1）0.5 µl；
P2（10 µmol·L-1）0.5 µl；2×Taq PCR StarMix 10 µl，
双蒸水补足至 20 µl]。反应条件为 94℃预变性 5 min；
94℃变性 25 s，65℃退火 25 s，72℃延伸 1 min，共

35 个循环；72℃延伸 5 min。最后 4℃保存。PCR 反

应在 PTC-200 型热循环仪上进行，取 5 µl 反应液在

1.0%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测，得到 1.5 kb 大小

的条带。将 PCR 产物送上海泽衡生物技术责任公司克

隆并测序。将得到的测序结果在 GenBank（登录 http：
//www.ncbi.nlm.nih.gov 网址）进行 blast 比对。 

2  结果与分析 

2.1  病原形态与培养性状 

6 个梨树分离菌的菌体均为短杆状，能游动，好 
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气性，不产生芽孢。菌体大小为 0.8～1.5 µm×1.5～
4.0 µm，着生 2～4 根极生鞭毛，在电镜下观察到的菌

体多为 3 根鞭毛（图 1-A），但也发现两极各生 1 鞭

毛的菌（图 1-B）。这表明该菌的鞭毛着生具有

Pseudomonas 属的典型特征。可由蔗糖形成果聚糖，

能液化明胶，产丁香霉素和细胞色素氧化酶，在 KMB
培养基上产生荧光色素。在 41℃下不能生长，淀粉水

解、硝酸盐还原、β-葡糖苷酶反应为阴性（表 1）。

表明该菌具有典型的 P. syringae 种的特征。在所测的

6 株菌株中有 3 株表现出冰核活性。

 

 
 

图 1  梨花枯病菌的形态及鞭毛着生位置（透射电镜图，A 为 20000 倍，B 为 40000 倍） 

Fig. 1  Morphology and flagellum type of the bacterial pathogen of pear blossom blast (transition electro-microscope images. 

A=200000x, B=40000x) 

 
表 1  梨细菌性花枯病原与标准菌株的主要细菌学特性比较 

Table 1  The major bacteriological characteristics of causal organism of pear blossom blast compared with the standard strains 

标准菌株 1)  Standard strains 测试菌株 2)  Strains tested  细菌学测定   
Bacteriological test  1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 

革兰氏染色 Gram staining - - - - - - - - - - 

明胶液化 Gelatin liquefaction + + + + + + + + + + 

41℃下生长 Growth at 41℃  - - - - - - - - - - 

细胞色素氧化酶 Cytochrome oxidase + + + w + + + + + + 

淀粉水解 Starch hydrolysis - - - - - - - - - - 

硝酸盐还原 Nitrate reduction - - - - - - - - - - 

精氨酸双水解酶 Arginine dihydrolase + + + + + + + + + + 

β-葡糖苷酶 β-glucosidase - - - - - - - - - - 

由蔗糖形成果聚糖 Levan formation from sucrose + + + - + + + + + + 

荧光色素产生 Fluorescent pigment + + + - + + + + + + 

冰核活性 Ice-nucleation-active + + - - + + - - + - 

产丁香霉素 Syringomycin production + + + - + + + + + + 

1) “+, -, W”分别表示阳性、阴性和弱阳性。标准菌株分别为 LMG5570、LMG2230、LMG 2231 和 R. solanacearum Rp-1；2) 测试菌株分别为 L1-L6 
1) “+, -, W”means positive, negative and weak, respectively. Reference strains are LMG 5570、LMG2230、LMG 2231 and R. solanacearum Rp-1; 2) Strains 
tested are L1-L6   

 

2.2  病原菌的致病性 

将 6株花枯和芽枯的分离细菌、3株P. syringae pv. 
syringae 标准菌株及 1 株青枯标准菌株的菌液浓度调

至 108 cfu·ml-1的菌悬液接种烟草，观察其过敏性反应。

结果发现所有菌株在接种后24 h均产生明显的过敏性

反应，呈灰色晕圈，而无菌水对照无过敏性反应。 
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Koch 氏测定表明，该病在梨花上的枯萎症状始于

萼片、花梗和花托的表面，枯斑可在整个花簇中蔓延

直至枝梢，最终导致整个枝梢枯死。花的离体接种

（26℃）发病时间在 3～4 d，因不同菌株而异（图 2）。
在果实形成时期，如果坏死斑扩展，则整个果实及花

梗将会变黑褐色，许多未成熟的梨果因此脱落，部分

残留在树上的梨果也带有凹陷的坏死斑。梨果的离体

发病时间在 7～9 d（图 3），因不同梨品种和不同菌

株有所差异。当梨树幼叶被病原菌侵染时，叶表面会

出现细小，不易发现的叶斑和穿孔，严重时可以导致

全叶枯死。被感染的枝条表面可出现树皮疱斑状的溃

疡斑，在离体接种枝条上产生溃疡斑在 10 d 左右。 
 

 
 
1-4 分别为 P. syringae pv. syringaeLMG5570、无菌水、L4 和 L1 
1-4 are P. syringae pv. syringae LMG5570, sterilized distilled water, L4 and 
L1, respectively 

 

图 2  梨花枯病菌接种梨花离体发病 5 d 后症状 

Fig. 2  Pear blossom blast symptoms induced by spraying 

inoculation in vitro 5 days after inoculation 

 

2.3  Biolog 鉴定结果 

Biolog 测定结果显示，3 株 P. syringae pv. syringae
标 准 菌 的 Biolog 相 似 度 在 0.463 ～ 0.880 ， R. 
solanacearum Rp-1 在 0.871。6 株梨花枯代表菌株均被

鉴定为丁香假单胞菌丁香致病种（P. syringae pv. 
syringae），它们的 Biolog 相似度接近或超过标准菌，

具有很高的可信度（表 2）。 
2.4  病原菌的脂肪酸（FAME）鉴定结果 

FAME 鉴定结果匹配程度遵循 Buyer 等[16]的原则：

相似性系数＜0.2，结果不可用；相似性系数≥0.5，鉴

定到种。4 个标准菌株和 6 株梨花枯致病细菌的 FAME
鉴定结果与 Biolog 鉴定完全一致（表 3），其中 3 株

P. syringae pv. syringae 标准菌株的 FAME 相似度在

0.582～0.671，6 株梨花枯致病细菌的 FAME 相似度在 

 
 
1-4 分别为无菌水、P. syringae pv. syringaeLMG5570、L1 和 L4 
1-4 are sterilized distilled water, P. syringae pv. syringae LMG5570, L1 and 
L4, respectively 

 

图 3  梨花枯病菌接种梨果离体发病 8 d 后症状 

Fig. 3  Symptoms of pear blossom blast induced by needle 

inoculation on Pear fruit in vitro 8 days after inoculation 

 
表 2  6 株梨花枯致病细菌与标准菌的 Biolog 鉴定结果 

Table 2  Biolog identity of 6 pathogenic bacteria of pear and 
the standard reference strains 

Biolog 当前鉴定结果 
Biolog identify at present 

菌株  
Strain 

原鉴定结果 
Original Identity 

相似度 
Similarity 

鉴定结果  
Identify 

LMG5570 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
0.880 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
LMG2230 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
0.463 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
LMG2231 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
0.665 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
Rp-1 茄劳尔氏菌 

R. solanacearum 
0.871 茄劳尔氏菌 

R. solanacearum 
L1 - 0.639 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
L2 - 0.710 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
L3 - 0.839 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
L4 - 0.740 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
L5 - 0.644 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae
L6 - 0.644 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

 
0.584～0.701，均接近或超过标准菌，表明本次 FAME
鉴定结果真实可靠。 
2.5  病原菌的 PCR 鉴定 

登录 GenBank 进行序列比较，结果表明，6 株检

测菌株与 P. syringae pv. syringae、P. syringae pv. glycinea 
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表 3  6 株梨花枯致病细菌与标准菌的脂肪酸鉴定结果 

Table 3  FAME identity of 6 pathogenic bacteria of pear and 
the standard reference strains 

FAME 当前鉴定结果 
FAME identify at present 

菌株  
Strain 

原鉴定结果 
Original identity 

相似度 
Similarity 

鉴定结果 
Identify 

LMG5570  丁香假单胞丁香致病种 
P. syringae pv. syringae 

0.582 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

LMG2230 丁香假单胞丁香致病种 
P. syringae pv. syringae 

0.671 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

LMG2231 丁香假单胞丁香致病种 
P. syringae pv. syringae 

0.670 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

Rp-1 茄劳尔氏菌 
R. solanacearum 

0.690 茄劳尔氏菌 
R. solanacearum 

L1 - 0.645 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

L2 - 0.678 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

L3 - 0.701 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

L4 - 0.616 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

L5 - 0.584 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

L6 - 0.663 丁香假单胞丁香致病种

P. syringae pv. syringae

 
（P. savastanoi pv. glycinea，大豆细菌性疫病菌）、

P. syringae pv. phaseolicola（P. savastanoi pv. phaseolicola，
菜豆晕疫病菌）等的同源性均高达 99%，但根据上述

的细菌学特征、Biolog 和 FAME 分析鉴定及其在梨树

上的致病性测定（后两种病原在梨树上不致病），可

以排除后两种病原细菌的可能性。 

3  讨论 

笔者的研究表明，发生在浙江杭州的梨花枯和芽

枯是由 P. syringae pv. syringae 引起。病原接种后在梨

上可产生花枯、芽枯、叶斑、梨果腐烂和枝条溃疡斑。

特别是其初期的花枯、芽枯症状很象由 E. amylovora
引起的梨火疫病[17]，两者镜检均可见喷菌现象；但发

病后期后者的梨嫩枝条上会产生典型的“牧羊鞭”症

状，湿度较高时病斑处会溢出菌脓[18]，而前者就没有

这种特征。然而，两种病原均可产生溃疡斑，只是梨

火疫病的较常见，而前者所产生的溃疡斑较少见[19]。

笔者在梨枝干上接种 P. syringae pv. syringae，发现溃

疡斑的产生受多种因素影响[20]，首先是接种浓度和接

种方法，以 108 cfu·ml-1浓度和伤口接种最佳，浓度低

于 106 cfu·ml-1 和喷雾接种不产生溃疡斑，其次是接种

部位，靠近芽部梨枝干处接种易产生溃疡斑。然而，

在果园自然发病情况下，溃疡斑的发生与梨的品种及春

季受冻关系密切[6,7]，同时伤口感染也起了很大作用。 
国外的研究表明，P. syringae pv. syringae 除引起 

的梨的多种症状外[21]，还可引起苹果的细菌性树皮疱

斑病（bacterial blister bark of apple），但病原在致病

性上有所不同，目前苹果疱斑病只在南非有报道[22]。

笔者报道的梨花枯和芽枯病原，是否也能感染苹果或

产生苹果疱斑病有待明确。国内方中达等[23]报道 P. 
syringae pv. syringae 是引水稻细菌性褐斑病的病原, 
病斑主要发生在叶片上，叶鞘、穗茎及谷粒均可受害，

该病主要在东北发生，但由于该病的病原研究是在

1960 年，而且国内尚无保存该病原。致使笔者研究的

梨花枯和芽枯病原无法与它作一比较，而且国外也未

见这方面的报道。但国外报道 P. syringae pv. syringae
具有广泛的生态多样性，它可附着在其它果树上，一

些菌株具有冰核活性，在有霜冻的早春可使果园遭受

严重损失[24]，并象其它病原细菌一样在土壤和非寄主

上渡过不良环境[25]，由 P. syringae pv. syringae 引起的

梨花枯和芽枯病在中国的侵染循环及病菌的来源有待

深入研究。 

4  结论 

4.1  通过分离和Kock氏病原假说测定从梨花枯和芽

枯的样本上获得病原细菌。 
4.2  经表型和分子鉴定证实了中国的梨花枯和芽枯

是由 P. syringae pv. syringae 引起。 
4.3  这一新发现为鉴别中国尚未发生的外来危险性

有害生物梨火疫病提供了有用的诊断信息。 
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试验、比利时根特大学 Swings J 及福建省农业科学院刘波
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