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我国北方玉米子粒禾谷镰孢菌群
产毒素化学型检测分析
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摘 要：利用镰孢菌产毒素基因特异性引物，对分离自我国北方春玉米区玉米子粒的禾谷镰孢菌复合种群

(Fusarium graminearum clade)的43株镰孢菌菌株进行产毒素化学型检测。结果表明，我国北方玉米子粒中携带的禾

谷镰孢菌(包括F. graminearum和F.asiaticum)检测到 2种产毒素化学型，F. graminearum只产生脱氧雪腐镰孢烯醇

(Deoxynivalenol，DON)，F. asiaticum可以产生脱氧雪腐镰孢烯醇(Deoxynivalenol，DON)和雪腐镰孢烯醇(Nivalenol,
NIV)。
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Molecular Detection of Mycotoxin Chemotypes of Seeds
Borned Fusarium graminearum Clade on Maize
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Abstract: Based on specific primers of Fusarium toxin gene, of 43 Fusarium graminearum clade strains which
isolated from maize seeds of maize producing areas of north China were detected for the mycotoxin chemotypes. The
results indicated that Fusarium graminearum clade, including the species of F. graminearum and F. asiaticum were
found to produce two kinds of mycotoxin chemotypes. F. graminearum was Deoxynivalenol producer only, and F. asi⁃

aticum were Deoxynivalenol and Nivalenol producers.
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我国玉米子粒携带的真菌种类多达12属29种，

以镰孢菌为优势种群，其中禾谷镰孢菌群(Fusarium
graminearum clade)占有较大比例，为优势种群[1]。禾

谷镰孢菌可侵染多种植物，特别是侵染三大粮食作
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物小麦、玉米和水稻的穗、茎和根部等部位引起多种

病害，不仅造成严重的产量损失，且侵染谷物子粒后

产生的真菌毒素对人畜健康造成严重威胁，尤其B
型单端孢霉烯(B-trichothecene)危害最大[2～4]，包括脱

氧雪腐镰孢烯醇(Deoxynivalenol, DON)和雪腐镰孢

烯醇(Nivalenol, NIV)。关于镰孢菌毒素生物合成基

因的研究世界上已经取得重大突破，Lee[5]和Brown[6]

等研究结果表明，Tri13和 Tri7基因是 B-trichothe⁃
cene生物合成中的关键基因，也是决定生物合成最

终产物DON还是NIV的关键基因，根据这 2个关键

基因设计了Tri7F/DON、Tri7F/NIV和Tri13F/DONR、

Tri13NIVF/R等专化性引物，用于检测禾谷镰孢菌生

物合成的DON和NIV化学型。



本研究针对我国北方春玉米产区病原禾谷镰孢

菌病害日趋严重的生产实际问题，利用禾谷镰孢菌

产毒素基因特异性引物，对我国北方春玉米区收集

的玉米子粒样本中分离获得的部分禾谷镰孢菌群菌

株产毒基因进行分子检测分析，阐明其生物合成的

毒素化学类型，为我国北方玉米子粒潜在的毒素污

染风险评估、保障我国粮食安全提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 镰孢菌菌株及其来源

供试菌株为禾谷镰孢菌复合种群菌株(包括 2
个种：F. graminearum，44株和F. asiaticum，14株)共
计58株，其中从我国北方春玉米区不同地区收集的

玉米子粒样本中分别分离获得的菌株43株(辽宁省

27株，吉林省9株，黑龙江省4株，河北省3株)；从黑

龙江不同地区收集的水稻、小麦子粒上分离获得的

禾谷镰孢菌种群复合组菌株5株和4株；来源于德国

的分离自小麦子粒样本的 6株F. graminearum对照

菌株。供试菌株保存于辽宁省农业科学院植物保护

研究所。

1.2 菌体培养与DNA提取

采用马铃薯葡萄糖液体培养基(PD)培养法，供

试菌株接种于装有100 mL PD液体培养基的三角瓶

中，置于振荡培养箱(HZQ-F160)中120 r/min、25℃培

养 3～5 d，收集菌丝于 5 mL离心管中，于冷冻干燥

机-110℃冻干 2～3 d，取出后研磨成粉末。依照

Nicholson的CTAB法[7]提取DNA，并稀释于 1×TE溶

液中5℃条件下保存(-40℃条件下冷冻长期保存)。
1.3 DON，NIV引物筛选

选用已报道的与DON，NIV毒素合成密切相关

的 Tri7 和 Tri13 基 因 专 化 性 引 物 ，分 别 配 对

Tri7F/Tri7DON、Tri13F/Tri13DONR、Tri7F/Tri7NIV和

Tri13NIVF/Tri13R进行 PCR扩增检测 [8]。引物序列

及其配对见表1。
表1 引物配对、PCR反应及其扩增片段

Table 1 Primer pairs, PCR reaction and amplified fragment
引 物

Primer
Tri7F
Tri7DON
Tri13F
Tri13DONR
Tri7F
Tri7NIV
Tri13R
Tri13NIVF

引物序列

Primer sequence
TGCGTGGCAATATCTTCTTCTA
GTGCTAATATTGTGCTAATATTGTGC
CATCATGAGACTTGTKCRAGTTTGGG
GCTAGATCGATTGTTGCATTGAG
TGCGTGGCAATATCTTCTTCTA
GGTTCAAGTAACGTTCGACAATAG
TTGAAAGCTCCAATGTCGTG
CCAAATCCGAAAACCGCAG

PCR条件

PCR condition

60°C，30 s

58°C，45 s

60°C，30 s

58°C，45 s

扩增片段(bp)
Amplicon

381～445

282

465

312

毒素化学型

Mycotoxin chemotype

DON

DON

NIV

NIV

1.4 PCR扩增

PCR 反应采用 25 μL 体系：10×buffer 2.0 μL，
10 mmol/L dNTP 0.3 μL，5 U/μL Taq酶 0.2 μL，模板

DNA 1.0 μL，引物0.3 μL(10 μM)，ddH2O补足至25 μL。
PCR 反应程序：95℃预变性 2 min；94℃ 30 s，

60℃ 30 s(或 58℃ 45 s)，72℃ 30 s，35个循环；72℃延

伸 5 min，4℃保存。不同引物及其反应条件见表 1。
反应结束后取 10.0 μL 扩增产物于 2%琼脂糖凝胶

中电泳，电泳结束后在EC3凝胶成像系统下照相。

2 结果与分析

2.1 产DON禾谷镰孢菌检测分析

利用 DON 毒素特异性引物 Tri7F/Tri7DON 和

Tri13F/Tri13DONR 分别对供试的 58 个菌株进行

PCR扩增(图1)：供试43株菌株分离自我国北方春玉

米区玉米子粒携带的菌株，共有32株F. graminearum

菌株稳定地扩增出 381～445 bp和 282 bp的特异性

目的条带；有 8株 F. asiaticum菌株用 Tri7F/DON稳

定地扩增出 381～445 bp的特异性目的条带。来源

于德国的 6株F. graminearum对照菌株均稳定地扩

增出 381～445 bp和 282 bp特异性目的条带。同时

有 4株分离自我国黑龙江的小麦和水稻子粒上的

F. graminearum菌株也用Tri7F/Tri7DON稳定地扩增

出381～445 bp特异性目的条带。结果表明，我国北

方春玉米区玉米子粒携带的 F. graminearum 和

F. asiaticum均能产生DON。

2.2 产NIV禾谷镰孢菌检测分析

利用 NIV 毒素特异性引物 Tri7F/Tri7NIV 和

1276期 董怀玉等：我国北方玉米子粒禾谷镰孢菌群产毒素化学型检测分析



128 玉 米 科 学 22卷
Tri13NIVF/Tri13R分别对 58株菌株进行 PCR扩增

(图 1：A、B、C)：只有 6株 F. asiaticum稳定地扩增出

465 bp和312 bp的特异性目的条带，其中，1株分离

自辽宁的玉米子粒，而其他 5株均分离自黑龙江的

水稻和小麦子粒样本。供试的F. graminearum均未

获得特异性目的条带。结果表明，来源于我国北方

禾谷类作物子粒的F. asiaticum产生NIV，而F. gra⁃

minearumi则不产生NIV。

bp  A： M   1    2   3    4   5   6    7   8   9   10 

500 

445 

400 

 

bp  B：  M   1    2   3   4   5   6    7   8    9   10 

300 

282 

200 

 

bp  C：  M    1    2    3     4    5     6    7    8 

312 

300 

200 

 

2.3 F. graminearum和 F. asiaticum产毒素化学

型检测分析

对供试的 34 株来源于玉米子粒样本中的

F. graminearum菌株进行产毒素化学型检测，未检

测出含有产NIV基因的菌株，有 32个菌株含有产

DON基因；供试的 9株来源于玉米子粒样本中的

F. asiaticum菌株中，有 8个菌株含有产DON基因，

只有 1个菌株含有产NIV基因。由此表明，我国北

方玉米子粒中携带的F. graminearum含有产DON基

因而不含有产NIV基因，但有部分菌株即不含有产

DON基因，也不含有产NIV基因；而F. asiaticum同

时含有产DON基因或产NIV基因。源于黑龙江不

同地区水稻和小麦子粒样本中的 4 株 F. gra⁃

minearum菌株只含有产DON基因，而 5株F. asiati⁃

cum菌株只含有产NIV基因。供试菌株来源及菌株

产毒素化学类型见表2。

注：图A、图B为DON化学型检测(A：引物对Tri7F/Tri7DON，B：引物对Tri13F/Tri13DONR)
M为DNA marker(100 bp)；1为D1；2为CHG009；3为CHG012；4为CHG024；5为CHG028；6为CHG119；7为CHG002；
8为CHG135；9为CHF16；10为CHX29 。

图C为NIV化学型检测(引物对Tri13NIVF/Tri13R)
M为DNA marker(100 bp)；1为CHG004；2为CHF22；3为CHF23；4为CHF24；5为CHF25；6为CHF43；7为CHX29；8为CHG130。

Note: A＆B: PCR amplification of DON chemotypes(A: primer set Tri7F/Tri7DON, B: primer set Tri13F/Tri13DONR);
C: PCR amplification of NIV chemotypes(primer set Tri13NIVF/Tri13R), M: marker(100 bp). Strains in the table 2.

图1 产毒素化学型的PCR检测

Fig.1 Results of detection of mycotoxin chemotypes by PCR assay

表2 菌株来源及产毒素化学型检测结果

Table 2 Origin of strains and results of detection of mycotoxin chemotypes

分离菌株

Isolates
CHF13
CHF16
CHX08
CHX26
CHX29

种 类

Species
F.asiaticum

F.asiaticum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

来 源

Origin
辽宁抚顺

辽宁抚顺

河北

河北

河北

寄 主

Host
maize
maize
maize
maize
maize

毒素化学型

Mycotoxin chemo.
DON
DON
DON
DON
-

Tri7基因

Tri7DON
+
+
+
+
-

Tri7NIV
-
-
-
-
-

Tri13基因

Tri13DON
-
-
+
+
-

Tri13NIV
-
-
-
-
-



续表2 Continued 2
分离菌株

Isolates
CHG001
CHG002
CHG003
CHG004
CHG009
CHG010
CHG011
CHG012
CHG013
CHG014
CHG015
CHG016
CHG017
CHG019
CHG020
CHG021
CHG022
CHG023
CHG024
CHG025
CHG026
CHG027
CHG028
CHG029
CHG030
CHG113
CHG114
CHG115
CHG117
CHG118
CHG119
CHG120
CHG129
CHG130
CHG133
CHG134
CHG135
CHG136
D1
D2
D3
D4
D5
D6
CHF22
CHF23
CHF24
CHF25
CHF38
CHF41
CHF42
CHF43
CHF44

注：+、-表示PCR产物有扩增片段和无扩增片段。

Note: +/- indicated the presence/absence of the PCR product.

种 类

Species
F.asiaticum

F.asiaticum

F.graminearum

F.asiaticum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.asiaticum

F.graminearum

F.graminearum

F.graminearum

F.asiaticum

F.graminearum

来 源

Origin
辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁阜新

辽宁义县

辽宁义县

辽宁义县

辽宁义县

辽宁义县

辽宁义县

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁黑山

辽宁阜新

辽宁凌海

辽宁凌海

辽宁凌海

吉林省

吉林省

吉林省

吉林省

吉林省

吉林省

吉林省

吉林榆树

吉林榆树

黑龙江绥化

黑龙江绥化

黑龙江绥化

黑龙江绥化

德国

德国

德国

德国

德国

德国

黑龙江佳木斯

黑龙江佳木斯

黑龙江佳木斯

黑龙江佳木斯

黑龙江五常

黑龙江绥化

黑龙江绥化

黑龙江佳木斯

黑龙江佳木斯

寄 主

Host
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
maize
wheat
wheat
wheat
wheat
wheat
wheat
rice
rice
rice
rice
rice
wheat
wheat
wheat
wheat

毒素化学型

Mycotoxin chemo.
DON
DON
DON
NIV
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
-
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
DON
NIV
NIV
NIV
NIV
DON
DON
DON
NIV
DON

Tri7基因

Tri7DON
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
+
+
+
-
+

Tri7NIV
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-

Tri13基因

Tri13DON
-
-
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Tri13NIV
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
+
+
+
-
-
-
+
-
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3 结论与讨论

镰孢菌毒素的生物合成极其复杂，一般由多基

因控制，Kimura[9]通过对比产DON种群和产NIV种

群的基因序列，结果表明，Tri7和 Tri13基因功能的

失活或者改变都将导致产生不同的毒素。本研究采

用 Tri7和 Tri13等 2对特异性引物对我国北方春玉

米区玉米子粒携带的禾谷镰孢菌复合种群菌株产毒

素化学型进行检测，初步明确我国北方春玉米区玉

米子粒携带的禾谷镰孢菌复合种群菌株可以产生

DON和NIV毒素，其中，优势种群F. graminearum只

产生 DON毒素，而 F.asiaticum以产生 DON毒素为

主，该研究结果与国外研究基本一致[10～15]。

禾谷镰孢菌群是镰孢菌中主要的产毒菌群，其

产毒类型具有一定的地理分布特征，Zhang[16]和李

伟[17]对分离自我国小麦赤霉病上的禾谷镰孢菌群进

行研究，结果表明，我国北方地区禾谷镰孢菌群以

F. graminearum为优势种群，主要产生DON，而南方

地区则以F.asiaticum为优势种群，主要产生NIV为

主。本研究中的供试禾谷镰孢菌群菌株均分离自我

国北方地区玉米、小麦和水稻的子粒，其优势种群为

F. graminearum，其产毒素化学型均为DON，该结果

与国内学者的相关研究相同；但F.asiaticum的产毒

素化学型则出现明显差异，分离自小麦和水稻子粒

上的F.asiaticum产毒素化学型均为NIV，而分离自

玉米子粒上的F.asiaticum产毒素化学型除来源于辽

宁阜新的1株产NIV外，其余8株菌株均产生DON，

可能与菌株的寄生寄主作物不同有关，需进一步

研究。
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