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辽宁省玉米镰孢穗腐病病原菌的鉴定与分布
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摘要：为明确辽宁省玉米镰孢穗腐病的病原菌种类及其分布特征，采用形态学与分子生物学鉴定

方法，对2015年9月采自辽宁省13个地区的84份玉米穗腐病样品进行分离鉴定，同时依据镰孢菌

分离频率确定其在辽宁省玉米生态区的分布特征。结果表明，从辽宁省84个玉米穗腐病样分离物

中鉴定出 3 个种，即拟轮枝镰孢菌 Fusarium verticillioides、禾谷镰孢菌 F. graminearum 和层出镰孢

菌F. proliferatum，分别为67、9和8株，占79.77%、10.71%和9.52%。按照柯赫式法则，验证了3种镰

孢菌代表菌株FV-39、FG-1和FP-2是玉米品种郑单958穗腐病的致病菌。拟轮枝镰孢菌为辽宁省

玉米镰孢穗腐病的优势致病菌，广泛分布于辽东、辽南、辽中、辽北和辽西5个玉米生态区，分别占

16.67%、11.90%、21.42%、10.72%和19.05%；禾谷镰孢菌主要分布于辽西地区，层出镰孢菌主要分布于

辽中和辽北地区。
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Abstract: In order to understand the Fusarium species of maize ear rot in Liaoning Province, 84 kernel

samples were collected from 13 regions in Liaoning Province in September of 2015, and were identified

with morphology and species-specific molecular detection. The distribution characters of Fusarium spe-

cies were clarified. The results showed that three species of Fusarium were identified from 84 isolates,

including 67 isolates of F. verticillioides (79.77%), nine isolates of F. graminearum (10.71%) and eight

isolates of F. proliferatum (9.52%). The pathogenicity of FV-39, FP-2 and FG-1 isolates was tested on

maize variety Zhengdan 958 respectively according to Koch’s Postulate. Fusarium verticillioide distrib-

uted in eastern, southern, central, northern and western ecological zones of Liaoning Province, isolates

of frequency were 16.67%, 11.90%, 21.42%, 10.72% and 19.05%. Fusarium proliferatum distributed in

western Liaoning, and F. graminearum in central and northern Liaoning.
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玉米穗腐病（maize ear rot）又称穗粒腐病，是世

界玉米产区的主要穗部病害。我国各玉米产区均报

道过有穗腐病发生，但以北方春玉米区、黄淮海夏玉

米区和西南山地玉米区 3大种植区为主发区（李洪

连等，1999；张婷等，2011；张小飞等，2012）。40 多

种病原菌单独或复合侵染均可引发玉米穗腐病，包
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括镰孢菌 Fusarium spp.、青霉菌 Penicillium sp.、曲

霉菌 Aspergillus spp.、蠕孢菌 Bipolaris sp.、木霉菌

Trichoderma sp.、丝 核 菌 Rhizoctonia sp.、枝 孢 菌

Cladosporium sp.、毛霉菌 Mucor sp. 和链格孢菌 Al-

ternaria sp. 等（张婷等，2011；秦子惠等，2014)。其

中镰孢菌是玉米穗腐病的主要致病菌，但不同国家

和地区的致病种和优势种不同（Logrieco et al.，

2002）。

我国已报道引起穗腐病的镰孢菌有拟轮枝镰孢

菌F. verticillioides、禾谷镰孢复合种F. graminearum

species complex、尖镰孢复合种F. oxysporum species

complex、茄镰孢复合种F. solani species complex、层

出镰孢菌 F. proliferatum、黄色镰孢菌 F. culmorum、

木贼镰孢菌F. equiseti、半裸镰孢菌F. semitectum、克

鲁克威尔镰孢菌 F. crookwellense 和弯角镰孢菌 F.

camptocera等（张婷等，2011；秦子惠等，2014），拟轮

枝镰孢菌和禾谷镰孢复合种是我国广泛分布的优势

致病种类，其中拟轮枝镰孢菌主要分布在黑龙江、吉

林、辽宁、内蒙古、北京、河北、河南、山东、安徽、四

川、湖南和湖北等省（市、区），禾谷镰孢复合种则主

要分布于山西、陕西、甘肃、云南和贵州等省，东北地

区与黄淮地区也有较多分布，其中禾谷镰孢菌复合

种内的禾谷镰孢菌分布最广泛（秦子惠等，2014）。

目前，从全国范围研究玉米镰孢穗腐病致病菌

种类及分布受到采样点和样本数量的限制，不能全

面反应出所涉省份玉米镰孢穗腐病菌的种类与分

布，而从各省或省内范围对玉米镰孢穗腐病菌的研

究多数集中在单一优势种鉴定及其分布（郭成等，

2014）。拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢菌一直被认为是

辽宁省玉米镰孢穗腐病的优势种（秦子惠等，2014），

但盖晓彤等（2015）从东北地区玉米穗腐病样品中分

离出45株层出镰孢菌，约占镰孢菌的35.4%，为该地

区第 2大镰孢菌优势种。因此，为明确和掌握辽宁

省玉米镰孢穗腐病主要致病菌群及其动态变化规

律，本研究对从辽宁省主要玉米种植区采集的穗腐

病样本进行致病菌分离，通过形态学和分子生物学

鉴定，明确辽宁省玉米穗腐镰孢菌的种类构成及其

在各地区的分布特征，以期为制定该地区玉米镰孢

穗腐病的防控策略提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料：2015年9月从辽宁省沈阳（14）、新民

（6）、辽阳（3）、抚顺（5）、大连（5）、瓦房店（8）、阜新

（4）、丹东（7）、凤城（6）、锦州（7）、铁岭（8）、昌图（6）

和辽中（5）13个市县共采集 84份玉米穗腐病样品，

将采集样品分装在牛皮纸袋中带回实验室，放置在

常温通风处。供试玉米品种为郑单 958，由河南秋

乐种业科技股份有限公司提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 15 g、琼脂

粉 20 g，蒸馏水定容至 1Ｌ；马铃薯葡萄糖（potato

dextrose，PD）液体培养基：PDA培养基中不添加琼

脂；合成低营养琼脂（spezieller nahrstoffarmer agar，

SNA）培养基：KH2PO4 1.0 g、KNO3 1.0 g、MgSO4·

7H2O 0.5 g、KCl 0.5 g、蔗糖 0.2 g、葡萄糖 0.5 g、琼脂

20.0 g，蒸馏水定容至1 L。

试剂及仪器：PCR 扩增试剂盒、2 × Taq PCR

Mix、DNA提取试剂盒均购自北京康润诚业生物科

技有限公司；其它试剂均为国产分析纯。DYY-10C

型电泳仪，北京六一仪器厂；UVP凝胶成像系统，美

国UVP公司；2720 Thermal Cycler PCR仪，美国Ap-

plera公司；GDN-2500-4型光照培养箱，宁波市乐电

仪器制造有限公司；B-380 型光学显微镜，意大利

Optika公司。

1.2 方法

1.2.1 玉米穗腐病病原菌的分离鉴定

从每一个病穗上随机挑取籽粒 20粒，在 5%的

NaClO中浸泡表面消毒5 min，取出后放入无菌水中

浸泡片刻后取出，放置于加有链霉素的 PDA 平板

上，然后于25℃恒温光照培养箱内12 h光照与12 h

黑暗交替培养，待菌丝长出后挑取菌丝先端进行纯

化培养（张婷等，2011）。挑取部分菌丝置于装有

1.0 mL无菌水的 2.0 mL灭菌试管中，稀释 10倍，用

血球计数器计测 20 个孢子/格，再稀释 10 倍，配制

成浓度为 1 个/μL 的孢子悬浮液，吸取 30 μL 置于

SNA平板上，涂板后于25℃培养48 h，选取单菌落置

于SNA平板上再培养4~5 d，即获得单孢纯培养（张

昊等，2008）。观察分离物菌落、分生孢子梗和分生

孢子形态特征，依据《真菌鉴定手册》（魏景超，1979）

进行初步鉴定。

1.2.2 病原菌的形态学鉴定

将经1.2.1步骤鉴定到的镰孢属真菌纯培养后，

取其菌丝体接种于直径 9 cm 的 PDA 和 SNA 平板

上，于25℃恒温光照培养箱内12 h光照与12 h黑暗

交替培养，3 d后测量菌落直径并观察颜色变化，在

光学显微镜下观察分生孢子和厚垣孢子的形状与着

生方式，测量分生孢子大小，至少测量100个分生孢
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子。参考Booth（1971）关于镰孢菌分类依据的描述

进行形态学鉴定。

1.2.3 病原菌的分子生物学鉴定

在形态学鉴定的基础上进行分子生物学鉴定。

选取经形态学鉴定为拟轮枝镰孢菌的代表菌株FV-

1、FV-8、FV-20、FV-33、FV-38和FV-39，层出镰孢菌

代表菌株FP-2、FP-3、FP-6、FP-7和FP-16，以及 1个

禾谷镰孢菌菌株FG-1，用PDA平板培养至满皿后用

解剖刀柄刮取菌丝体备用。利用禾谷镰孢复合种特

异性引物 Fg16NF/Fg16NR（5′- ACAGATGACAA-

GATTCAGGCACA- 3′，5′- TTCTTTGACATCTGTT-

CAACCCA-3′）（Nicholson et al.，1998）和延伸因子

TEF- 1α 基 因 引 物 TEF- F/TEF- R（5′- ATGGGTA-

AGGARGACAAGAC-3′，5′-GGARGTACCAGTSA-

TCATGAA-3′）（Schaafsma et al.，2008）、拟轮枝镰孢

菌特异性引物 VER1/VER2（5′- CTTCCTGCGAT-

GTTTCTCC- 3′，5′- AATTGGCCATTGGTATTATAT-

ATCAT-3′）（Mulè et al.，2004）和层出镰孢菌特异性

引物 PRO1/PRO2（5′-CTTTCCGCCAAGTTTCTTC-

3′，5′- TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG- 3′）（Mulè

et al.，2004）进行 PCR 扩增。20 μL PCR 反应体系：

2×Taq PCR Mix 10.0 μL、基因组 DNA 模板 1.0 μL

（100 ng）、10.0 μmol/L上下游引物各0.8 μL、重蒸水

7.6 μL。PCR 扩增条件：94℃预变性 5 min；94℃变

性 30 s，57℃/55℃/53℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，

35个循环；72℃ 10 min，4℃保存。PCR扩增产物送

生工生物工程（上海）股份有限公司测序，并将其与

GenBank数据库中其它拟轮枝镰孢菌、禾谷镰孢菌

和层出镰孢菌等的相关基因序列进行比对。利用

Mega 5.0软件采用邻接法（neighbour-joining，NJ）构

建系统发育树。

1.2.4 病原菌的致病性测定

基于 1.2.2~1.2.3部分的鉴定结果，将轮枝镰孢

菌FV-39、禾谷镰孢菌株FG-1和层出镰孢菌FP-2于

PDA 平板上培养 7 d 后备用；水煮软木质牙签 2~3

次，晒半干后尖部向上倒置装入广口瓶中，倒入

PDA 培养基，使牙签露出约 1/4，灭菌；将扩繁后的

上述菌株接入装有牙签的广口瓶培养基中，25℃黑

暗培养 10~14 d，当牙签被病原菌覆盖至尖部后，即

可用于田间接种。在玉米吐丝后 10 d，按照王丽娟

等（2007）描述的双牙签法将病原菌接种于健康的郑

单958果穗上，发病后取病穗病健交界处的籽粒，于

PDA培养基上分离和纯化后，观察分离菌株与接种

菌株的形态特征是否一致。

1.2.5 镰孢菌的分布特征

根据84份病果穗上真菌分离鉴定结果，统计镰

孢菌数量并计算不同镰孢菌在辽宁省各生态区所占

比例，即分离频率。分离频率=不同镰孢菌菌株数/

镰孢菌总数×100%。

2 结果与分析

2.1 玉米病穗籽粒上真菌的分离鉴定

从84份玉米穗腐病样品中共分离获得6属153株

真菌，包括镰孢菌属Fusarium spp.、青霉属Penicilli-

um sp.、曲霉属 Aspergillus spp.、木霉属 Trichoderma

sp.、丝 核 菌 属 Rhizoctonia sp. 和 粉 红 聚 端 孢 菌

Trichothecium roseum，各得到84、32、18、14、3和2株

真菌，分别占所分离获得真菌总数的54.9%、20.9%、

11.7%、9.2%、2.0%和1.3%。

2.2 镰孢菌的形态学鉴定结果

FV-1等 6株菌株在PDA和SNA培养基上气生

菌丝白色卷毛状，后变成灰紫色，背面从无色素、灰

黄色至灰紫色、深紫色至近黑色，不易产大型分生孢

子，小型分生孢子棒槌形，被初步鉴定为拟轮枝镰孢

菌；FG-1菌株在 PDA和 SNA培养基上气生菌丝白

色棉絮状，背面红色，大型分生孢子较直，3~5个隔

膜，不易产生小型分生孢子，被初步鉴定为禾谷镰孢

菌。FP-1等 5株菌株在PDA和SNA培养基上菌丝

白色毛絮状，菌落边缘稀疏，后转变为紫色，大型分

生孢子具2~5个隔膜，小型分生孢子长卵形、梨形或

肾形，被初步鉴定为层出镰孢菌。

2.3 镰孢菌的分子生物学鉴定结果

根据形态学鉴定结果，对 FV-1 等 6 株菌株和

FP-1等 5株菌株的基因组DNA进行PCR扩增后测

序，将序列在 GenBank 中比对后，确定 FV-1 等 6 株

菌株、FP-1等 5株菌株分别为拟轮枝镰孢菌和层出

镰 孢 菌 ，与 GenBank 中 登 录 的 拟 轮 枝 镰 孢 菌

（KU158868.1）和层出镰孢菌（KJ410033.1）亲缘关

系最近，同源性均达 100%，且分别与亲缘关系最近

的拟轮枝镰孢和层出镰孢位于系统发育树的同一分

支，聚为一类（图1）。以Fg16NF/Fg16NR为引物，对

菌株FG-1的基因组DNA进行PCR扩增，测序后将

序列在GenBank中比对，与禾谷镰孢菌 1号染色体

部分序列同源性为 99%。在此基础上以TEF-1α基

因引物TEF-F/TEF-R进行PCR扩增，测序后将TEF-

1α序列在 GenBank 中比对后，确定菌株 FG-1 为禾

谷 镰 孢 菌 ，与 GenBank 中 登 录 的 禾 谷 镰 孢 菌

（JX118857.1）亲缘关系最近，同源性达 100%，亦与
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以上亲缘关系最近的禾谷镰孢菌位于系统发育树的 同一分支，聚为一类（图1）。

图1 基于特异性序列的镰孢菌和相关菌种的系统发育进化树

Fig. 1 Phylogenetic tree of Fusarium spp. and its related species based on specific sequences

2.4 镰孢菌致病性鉴定结果

接种轮枝镰孢菌，初期在接种部位产生白色小

斑点，病斑逐步扩展，呈腐烂状，籽粒间布满白色菌

丝体；层出镰孢菌接种后籽粒变为褐色，周围产生白

色霉层，湿度大时霉层可布满果穗；禾谷镰孢菌接种

后接种点变色，籽粒皱缩，产生粉红色霉层。3种镰

孢菌接种后表现出的症状与自然发病的田间病穗症

状相同，且全部发病，接种点病穗率为100%，而对照

未发病。对接种病穗进行病菌分离，分离到与供试

菌株培养性状相同的病原菌，表明分离到的 3种镰

孢菌确为玉米镰孢穗腐病的致病菌。

2.5 辽宁省玉米镰孢穗腐病菌的分布

根据镰孢菌大型分生孢子、小型分生孢子和产

孢结构以及在PDA和SNA等培养基上的菌落形态

特征，结合镰孢菌特异性引物PCR扩增后序列分析

结果，共鉴定出84株镰孢菌，其中拟轮枝镰孢菌、禾

谷镰孢菌、层出镰孢菌分别为67、9和8株，分别占分

离到的镰孢菌的79.77%、10.71%和9.52%，是镰孢菌

穗腐病的主要致病种群，广泛分布于辽宁省各玉米

种植区。

辽东地区（抚顺市、丹东市和凤城市）共分离得

到镰孢菌 16株，轮枝镰孢菌、禾谷镰孢菌和层出镰

孢菌分别为14、1和1株，分离频率为16.67%、1.19%

和 1.19%；辽南地区（大连市和瓦房店市）共分离得

到镰孢菌 12株，轮枝镰孢菌、禾谷镰孢菌和层出镰

孢菌分别为10、1和1株，分离频率为11.90%、1.19%

和1.19%；辽中地区（沈阳市、新民市、辽阳市和辽中

县）共分离得到镰孢菌22株，轮枝镰孢菌、禾谷镰孢

菌和层出镰孢菌分别为 18、2 和 2 株，分离频率为

21.42%、2.38%和 2.38%；辽北地区（铁岭市和昌图

县）共分离得到镰孢菌14株，轮枝镰孢菌、禾谷镰孢

菌和层出镰孢菌分别为 9、1 和 4 株，分离频率为

10.72%、1.19%和 4.76%；辽西地区（阜新市和锦州

市）共分离得到镰孢菌 20株，轮枝镰孢菌和禾谷镰

孢菌分别为 16 株和 4 株，分离频率为 19.06%和

4.76%（表1）。

3 讨论

穗腐病是玉米收获期和贮藏期的常见病害，由

多种病原菌侵染引发。世界各玉米种植国家以及中

国各玉米种植区的优势穗腐病菌各不相同，如美国、

加拿大和阿根廷玉米穗腐病的主要致病菌为镰孢菌

（Schaafsma et al.，2008；Sampietro et al.，2011），我国

大部分地区如山东、河南、四川、辽宁及甘肃等省玉

米穗腐病的致病优势菌也为镰孢菌，但山西省的优

势菌为蠕孢菌，四川省的优势菌除了镰孢菌外还包

括木霉菌（李新凤等，2012；张小飞等，2012）。本研

究结果表明镰孢菌是辽宁省玉米穗腐病的优势菌，
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与张婷等（2011）和秦子惠等（2014）的研究结果相

同。综上所述，镰孢菌是世界上大多数玉米种植区

的优势穗腐病菌。

表1 辽宁省玉米穗腐镰孢菌的分布

Table 1 Distribution of Fusarium in Liaoning Province

生态区

Ecological zone

辽东Eastern Liaoning

辽南Southern Liaoning

辽中Central Liaoning

辽北Northern Liaoning

辽西Western Liaoning

合计Total

轮枝镰孢菌

F. verticillioides

株数

No. of

isolates

14

10

18

9

16

67

分离频率

Frequency

（%）

16.67

11.90

21.42

10.72

19.06

79.77

禾谷镰孢菌

F. graminearum

株数

No. of

isolates

1

1

2

1

4

9

分离频率

Frequency

（%）

1.19

1.19

2.38

1.19

4.76

10.71

层出镰孢菌

F. proliferatum

株数

No. of

isolates

1

1

2

4

0

8

分离频率

Frequency

（%）

1.19

1.19

2.38

4.76

0.00

9.52

总数

Total

isolates

16

12

22

14

20

84

秦子惠等（2014）研究表明我国大部分地区玉米

穗腐病的优势病原菌为拟轮枝镰孢和禾谷镰孢复合

种，但河南省南阳市的优势菌为层出镰孢菌（卢维宏

等，2011），甘肃省的优势菌为拟轮枝镰孢菌和黄色

镰孢菌（郭成等，2014）。张婷等（2011）认为辽宁省

的优势病原菌为半裸镰孢菌，拟轮枝镰孢菌次之；

盖晓彤等（2015）分离结果表明，东北地区玉米镰孢

穗腐病优势种为拟轮枝镰孢菌、层出镰孢菌和禾谷

镰孢菌。本研究结果表明，拟轮枝镰孢菌、禾谷镰

孢菌和层出镰孢菌为辽宁省的优势致病菌，分离频

率占镰孢菌的 79.77%、10.71%和 9.52%，与张婷等

（2011）和盖晓彤等（2015）结果不完全相同，推测可

能与取样数量、地点及年份有关。由此可见，在我

国大部分玉米产区拟轮枝镰孢菌均是穗腐镰孢优

势种之一。

本研究结果显示拟轮枝镰孢菌广泛分布于辽宁

省各玉米生态区，而禾谷镰孢菌主要分布于辽西地

区，层出镰孢菌主要分布在辽中和辽北地区，由于受

采样地点和样本数量的限制，层出镰孢菌和禾谷镰

孢菌的分布区域研究还不够完善，由于还未见辽宁

省各地区穗腐镰孢菌分布的报道，因此无法比较。

镰孢菌分布广泛、寄主范围宽，除造成小麦、玉米等

主要农作物罹病，导致减产和品质下降，该属真菌还

能产生多种真菌毒素，对人类健康和畜牧业的可持

续发展构成严重威胁。辽宁省玉米栽培区气候和土

壤类型多样，在已有研究的基础上，下一步有必要针

对不同生态类型玉米栽培区开展穗腐病优势病原菌

遗传多样性等方面的研究。
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