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玉米穗腐病样本中温和镰孢菌的
鉴定及其生物学特性
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河北省农业有害生物综合防治工程技术研究中心，河北 保定 071000)

摘 要：为明确引起玉米穗腐病的一种不常见镰孢菌病原菌及其生物学特性，对采集的镰孢菌穗腐病样本进

行病原菌分离和纯化，并通过柯赫氏法则(Koch’s Rule)、形态学特征和分子生物学技术对菌株进行鉴定。结果表

明，分离到的菌株ZBSF002为温和镰孢菌(Fusarium temperatum)，是玉米穗腐病的致病菌。对其生物学特性研究表

明，温和镰孢菌的最适碳源是可溶性淀粉，最适氮源是酵母浸粉，生长温度范围为10℃～35℃，最适温度为30℃。在

pH值为4～11的培养基上均能生长和产孢，在pH 值7～10培养基上菌丝生长较快且产孢量较大。光照对菌丝生长

和产孢量影响不显著，菌株在光照、黑暗、交替光照 3种培养条件下均能生长和产孢，连续光照条件下菌丝生长较

快，且产孢量较大。病原菌菌丝和分生孢子致死温度为65℃、10 min。
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Identification and Biological Characteristics of
Fusarium temperatum Causing Maize Ear Rot
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Abstract: In order to confirm an uncommon Fusarium sp. causing maize ear rot and its biological characteris⁃

tics, the isolation ZBSF002 was isolated and purified from Fusarium species maize ear rot, and the pathogenicity
was identified based on the Koch’s rule, morphological characteristics, and molecular biological techniques. The re⁃
sults showed that ZBSF002 was Fusarium temperatum that causing maize ear rot. Biological characteristics showed
that the optimum carbon and nitrogen sources of the isolate ZBSF002 were soluble starch and yeast extract, respec⁃
tively. The temperature range of mycelial growth and sporulation was 10℃-35℃, and the optimum temperature was
30℃. The isolate could grow and produce conidia at pH 4-11, but the optimum pH for hyphae growth and sporula⁃
tion was 7-10. The isolate could grow and produce conidia in continuous illumination, darkness and alternate dark⁃
ness(12 h), and illumination(12 h), but hyphae grows fastest and spores produce the largest in continuous illumina⁃
tion. The lethal temperature for the mycelia and conidia was 65℃ for 10 minutes.
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玉米是全世界广泛分布的粮食作物之一，同时

也是重要的饲料作物、工业原料和能源植物 [1]。中

国是世界上仅次于美国的第二大玉米生产国，随着

食品工业和饲料产业的发展，玉米作为主要食品和

饲料作物的地位也日益上升[2～4]。玉米穗腐病是玉

米生长后期的主要病害[5，6]，已报道的引起玉米穗腐

病的病原菌种类已达到四十余种 [7]。近年来，随着

耕作制度、气候等环境的变化，引起玉米穗腐病的病
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原菌种类也随之增多，因此，加强对新病原菌的研究

至关重要。

镰孢菌是引起玉米穗腐病的主要病原菌[8，9]，还

可引起玉米根腐病、茎基腐病、鞘腐病和顶腐病等，

导致农作物减产而造成经济损失[10]，且镰孢菌产生

的毒素等次生代谢产物可引起人畜中毒，严重时甚

至造成死亡[11]。引起玉米穗腐病的镰孢菌主要有拟

轮枝镰孢菌(Fusarium verticillioides)、层出镰孢菌(F.
proliferatum)、禾谷镰孢菌(F. graminearum)、木贼镰孢

菌(F. equiseti)、亚黏团镰孢菌(F. subglutinans)等[12，13]。

镰孢菌是真菌类群中最难鉴定的属之一[14]。根据大

小型分生孢子的形状、培养性状、产孢细胞和分生孢

子梗的形态等对镰孢菌进行鉴定。随着分子生物学

的发展，Guadet等[15]将分子系统学方法引入镰孢菌

种的鉴定。ITS区序列变异大于种内变异，一般仅

能鉴定到复合种水平，对于亲缘较近的种难以分

辨。EF-1α和 β-tubuli基因则相对保守，可以较好

地将镰孢菌鉴定到种[16]。

对 2015年春玉米区玉米穗腐病病原菌进行分

离，将分离到的镰孢菌用拟轮枝镰孢菌、层出镰孢菌

和禾谷镰孢菌特异性引物进行鉴定，筛选出非上述

镰孢菌，认定为不常见镰孢菌。采用EF-1α和β-tu⁃

buli序列分析与形态学相结合的方式对分离到的不

常见镰孢菌进行鉴定和致病性测定，并从最适碳源、

氮源、温度、pH值、光照和致死温度等方面对该菌进

行研究，为该病原菌引起玉米穗腐病的流行、传播、

防治和抗性品种选育提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：2015年春玉米区穗腐病病原菌分离

所得。培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)：马
铃薯200 g，葡萄糖20 g，琼脂粉20 g，蒸馏水1 000 mL。
查氏培养基(Czapek)：硝酸钠 3 g，磷酸氢二钾 1 g，硫
酸镁 (MgSO4·7H2O) 0.5 g，氯化钾 0.5 g，硫酸亚铁

0.01 g，蔗糖 30 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1000 mL。康乃

馨培养基(CLA)[17]：将新鲜康乃馨叶片用自来水冲洗

干净，切成小片，大小约 5 mm×5 mm，置于干燥箱

中，于70℃干燥约3～4 h直至叶片干燥且不失绿，用

γ-射线灭菌2 h。将灭菌叶片置于灭菌培养皿中，倒

入45℃ 2%的水琼脂，接种时靠近叶片处。

主要试剂：真菌基因组DNA提取试剂盒，北京

艾德莱生物科技有限公司；2×Es Taq MasterMix(含染

料)北京康为世纪生物科技有限公司；Biowest Aga⁃
rose G-10，南京生兴生物技术有限公司；pMD18-T

载体，宝生物工程(大连)有限公司；感受态大肠杆菌

DH5α，天根生化科技(北京)有限公司；引物由上海

生工生物工程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 病原菌分离

将样本病健交界处的子粒用 2.0%次氯酸钠消

毒3 min后，再用75%乙醇消毒3 min，然后用无菌水

冲洗 3遍后用灭菌滤纸吸干子粒表面水分，置于

PDA培养基中 28℃培养 3 d后挑取新长出的菌丝接

种到新的PDA培养基上进行培养。

1.2.2 致病性测定

将在PDA上28℃培养7 d的菌株制成1×106个/mL
的孢子悬浮液，采用花丝通道接种法[18]接种至授粉

3～5 d的获白、掖 478、黄早 4、X178、自 330、昌 7-2、
Mo17、丹340等不同血缘自交系和郑单958、先玉335
杂交种玉米的果穗上，注射无菌水作对照。收获期

对样本进行病原菌分离。

1.2.3 病原菌鉴定

将菌株接种至 PDA培养基和 CLA培养基上，

28℃黑暗培养 10 d后，观察并描述菌落形态、颜色，

大小分生孢子的有无、大小及形状等。刮取PDA培

养基上培养10 d的菌株菌丝，用艾德莱真菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 DNA,用引物 TEF-F/TEF-R
(5’-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’/5’-GGARG⁃
TACCAGTSATCATGTT-3’) [19]和 Bt1a/Bt1b(5’-TTC-
CCCCGTCTCCACTTCTTCATG- 3’/5’- GACGAGA⁃
TCGTTCATGTTGAACTC- 3’) [20] 分 别 对 病 原 菌 的

EF-1α和 β-tubuli基因进行PCR扩增。PCR反应体

系为25 uL，DNA 1 uL、10 umol/L上游引物和下游引

物各0.5 uL、Taq Mix 12.5 uL，加ddH2O补足至25 uL。
PCR反应程序：95℃预变性 10 min；95℃变性 1 min；
53℃退火30 s(退火温度视引物而定)，72℃延伸45 s，
38个循环，72℃延伸 10 min，4℃保存扩增产物。产

物在1%的琼脂糖凝胶上电泳，染色，拍照，胶回收，

将回收产物与pMD18-T载体连接，转入到大肠杆菌

DH5α中，将阳性克隆(至少 3个)交由北京诺赛基因

组研究中心测序，测序结果提交GenBank获得登录

号 并 在 NCBI 网 站 上 进 行 BLAST 比 对 。 利 用

MEGA5.2软件采用邻近法(Neighbor-Joining)构建系

统发育树。

1.2.4 生物学特性

碳源对病原菌菌落生长速度和产孢能力的影

响：用查氏培养基作为基础培养基，分别用麦芽糖、

果糖、半乳糖、葡萄糖、可溶性淀粉等量置换其中的

蔗糖，配成 6种碳源培养基，25℃黑暗培养 6 d后采



用十字交叉法测量菌落直径，记录不同培养基上的

菌落长势，然后在离心管中加入5 mL无菌水，用1 cm
打孔器打取菌饼后放入无菌水中，剧烈震荡制成孢

子悬浮液，采用血球计数板法测定产孢量，每个处理

3次重复。

氮源对病原菌菌落生长速度和产孢能力的影

响：用查氏培养基作为基础培养基，分别用牛肉膏、

蛋白胨、酵母浸膏、尿素、氯化铵、硝酸铵等量置换其

中的硝酸钠，配成7种氮源培养基，25℃黑暗培养6 d
后测量菌落直径和产孢量，每个处理3次重复。

温度对病原菌菌落生长速度和产孢能力的影

响：选用PDA培养基，设5℃、10℃、15℃、20℃、25℃、

30℃、35℃、40℃共8个温度的培养条件，黑暗培养6 d
后，测量菌落直径和产孢量，每个处理3次重复。

pH值对病原菌菌落生长速度和产孢能力的影

响：选用PDA培养基，用HCl和NaOH调节pH值，配

成 pH值分别为 4、5、6、7、8、9、10、11共 8种培养基。

将病原菌接种到不同培养基上25℃黑暗培养6 d后，

测量菌落直径和产孢量，每个处理3次重复。

光照对病原菌菌落生长速度和产孢能力的影

响：选用PDA培养基，24 h连续光照、24 h连续黑暗、

12 h光照+12 h黑暗交替 3种光照条件下，25℃恒温

培养，6 d后测量不同处理的菌落直径和产孢量，每

个处理3次重复。

病原菌菌丝和分生孢子致死温度测定：将5 mm
菌饼接入灭菌15 mL离心管中，每管5 mL无菌水，5
个菌饼，分别在 40℃、45℃、50℃、55℃、60℃、65℃、

70℃的恒温水浴锅中处理 10 min，处理时缓慢摇动

试管使之受热均匀。将处理后的菌饼移植到 PDA
平板中央，25℃黑暗培养 6 d，观察菌丝生长情况。

将孢子悬浮液装入离心管中，分别置于 40℃、45℃、

50℃、55℃、60℃、65℃、70℃水浴锅中恒温处理10 min，
冷却后将孢子悬浮液涂布到PDA培养皿上，25℃黑

暗培养6 d后，观察生长情况。

2 结果与分析

2.1 致病性测定

将分离菌株ZBSF002通过花丝通道接种法接种

至授粉3～5 d的玉米果穗上，在丹340、掖478、昌7-2、
郑单958和先玉335上均引起子粒腐烂，呈褐色，表

面覆盖灰白色霉层(图1)，对照未发病。对发病子粒

进行病原菌分离，分离到与接种菌株培养性状相同

的病原菌。在获白和黄早 4上有发病症状，未分离

到与接种菌株相同的病原菌，在 X178、自 330 和

Mo17上未见发病症状，5个品种是否对该菌株具有

抗性还需进行回接验证。

图1 温和镰孢菌引起玉米穗腐病的症状

Fig.1 Symptoms on ears inoculated with Fusarium temperatum

2.2 病原菌鉴定

该菌在PDA培养基上产生白色絮状菌丝，随着

时间增长菌丝颜色变为粉白色，培养基背面颜色由

无色到橘黄色，再到深紫色，产生大量透明的卵形或

椭圆形小型分生孢子，以假头状着生于分生孢子梗

上，孢子大小 (2.81～7.05)μm× (0.42～1.98)μm；在

CLA培养基上产生透明的镰刀型大型分生孢子，有

1～4 个隔膜，孢子大小 (17.71～49.48)μm×(3.15～

5.77)μm(图 2)，不产生厚垣孢子。根据该菌形态特

征，鉴定为亚黏团镰孢菌(Fusarium subglutinans)或
温和镰孢菌(Fusarium temperatum)。

用EF-1α和 β-tubuli基因分别扩增出 1条约为

700 bp和 530 bp的片段，将测序结果提交给 Gen⁃
Bank，获得登录号MH013344和MH013343。将分离

菌株的 EF-1α基因序列与GenBank上已有的温和

镰孢菌(KC964112.1、KC179825.1、KX432282.1)和亚

1791期 孙 华等：玉米穗腐病样本中温和镰孢菌的鉴定及其生物学特性
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黏团镰孢菌(AF160289.1、HM067691.1、KM213994.1)
基因序列进行比对。结果表明，分离菌株与温和镰

孢菌的同源性达99%。以层出镰孢菌F. proliferatum

为外群，利用MEGA5.2软件，采用邻近法构建的系

统发育树，菌株ZBSF002与温和镰孢菌聚在一起，而

层出镰孢菌则处在系统发育树的外围(图 3)。因此

鉴定该菌株ZBSF002为温和镰孢菌。

注：A代表在PDA上的菌落；B代表大型分生孢子；C代表小型分生孢子。

Note: A, Colony in appearance on PDA; B, Macroconidium; C, Microconidium.
图2 病原菌的形态特征

Fig.2 The morphological characteristics of the pathogen
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 图 3 

图3 分离菌株ZBSF002和相关菌株EF-1α序列系统发育树

Fig.3 Phylogenetic tree of isolate ZBSF002 and its related strains based on EF-1α and gene sequences

表1 碳源对菌丝生长和产孢量的影响

Table 1 Effect on mycelia growth and sport number with different carbon sources
碳 源

Carbon
蔗 糖

葡萄糖

麦芽糖

半乳糖

果 糖

可溶性淀粉

注：“+”表示菌丝比较稀薄；“++”表示菌丝疏密适中，长势一般；“+++”表示菌丝生长良好。小写字母表示在0.05水平上差异显著。下

表同。

Note:“+”indicated that the mycelium is relatively thin;“++”indicated that the mycelium is dense and moderate, and the growth is normal;
“+++”indicated that the mycelium is growing well; Lower case letters indicated significant differences at the 0.05 level. The same below.

菌落直径(mm)
Colony diameter
61.50±0.72 c
64.00±1.03 d
64.83±0.70 d
35.83±0.31 a
55.80±0.87 b
54.83±0.40 b

菌落长势

Colony growth
++
++
++
+

+++
+++

产孢量(×105个/mL)
Spore number
9.33±0.44 a
9.83±0.6 a
8.50±0.87 a

11.83±0.6 a
9.67±0.73 a

15.83±2.62 b

2.3 生物学特性 2.3.1 碳源对病原菌营养生长和产孢量的影响



菌株在 6种碳源上均能生长，在半乳糖上生长

最慢，培养6 d菌落直径为35.83 mm；在葡糖糖和麦

芽糖培养基上生长最快，培养 6 d菌落直径分别为

64.00 mm和 64.83 mm，菌落长势一般；在果糖和可

溶性淀粉培养基上的菌落直径略小于葡糖糖和麦芽

糖培养基，菌丝生长良好，且在可溶性淀粉上的产孢

量最大，表明可溶性淀粉为该菌的最适碳源(表1)。

2.3.2 氮源对病原菌营养生长和产孢量的影响

菌株在 7种氮源上均能生长，且差异较显著。

在含牛肉膏的培养基上生长最快，6 d菌落直径为

60.17 mm。在酵母浸粉上的菌落直径虽然小于牛肉

膏培养基，菌落长势和产孢量均显著大于其他培养

基。因此，酵母浸粉为该菌的最适氮源(表2)。

表2 氮源对菌丝生长和产孢量的影响

Table 2 Effect on mycelia growth and sport number with different nitrogen sources
氮 源

Nitrogen
硝酸钠

尿 素

硝酸铵

氯化铵

牛肉膏

蛋白胨

酵母浸粉

菌落直径(mm)
Colony diameter
44.67±0.21 a
46.67±0.21 c
45.67±0.21 b
44.83±0.17 a
60.17±0.17 e
50.83±0.17 d
50.33±0.21 d

菌落长势

Colony growth
++
+
++
++
++
++
+++

产孢量(×105个/mL)
Spore number
9.17±0.17 c
1.83±0.08 a
2.53±0.23 ab
4.10±0.10 b
9.33±0.30 c
7.70±0.78 c

50.42±1.10 d

2.3.3 温度和 pH值对病原菌营养生长和产孢量的

影响

菌株在 10℃～35℃均能够生长，在 30℃时菌丝

生长速度最快且产孢量最大，培养 6 d菌落直径为

79.00 mm，产孢量为 8.07×106个/mL；在 35℃时菌丝

生长和产孢量均受到抑制，培养 6 d菌落直径仅为

66.80 mm，产孢量为 2.01×106个/mL；在 40℃时菌丝

不生长且不产孢。因此，该菌的最适生长温度为

30℃(图 4)。菌株对酸碱度适应范围较广，在 pH值

为7～10上菌丝生长较快且产孢量较大，培养6 d后
平均菌落直径为 66.17～72.83mm，平均产孢量为

3.14×106～4.32×106个/mL(图4)。

图4 温度、pH值对菌丝生长和产孢量的影响

Fig.4 Effect of temperature and pH values on mycelium growth and spore numbers
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2.3.4 光照对病原菌营养生长和产孢量的影响

菌株在光照、黑暗、交替光照培养条件下均能生

长，在连续光照条件下菌丝生长较快，且产孢量较

大，分别达70.00 mm和11.03×106个/mL，完全黑暗条

件下菌丝生长最慢，产孢量最小，分别为 60.33 mm
和7.75×106个/mL(表3)。综合分析表明，连续光照有

利于该病原菌的培养。

2.3.5 病原菌菌丝和孢子致死温度

菌株在水温40℃～60℃经10 min处理的菌丝和

孢子在PDA培养基上均能生长，在65℃～70℃、10 min
处理的菌丝和孢子不再生长，表明该菌菌丝和孢子

的致死温度均为65℃、10 min。
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3 结论与讨论

玉米穗腐病是世界玉米产区普遍发生的真菌性

病害，在玉米生长后期、收获期和贮存期造成玉米果

穗或部分子粒的腐烂，造成玉米的直接产量损失，而

且带菌种子发芽率和幼苗成活率均降低，造成进一

步损失[21]。镰孢菌和曲霉菌等病原菌产生的毒素不

仅降低玉米质量，也给食品和饲料安全带来重大隐

患，威胁人畜健康。

国内外许多研究表明，在大多数国家和地区，镰

孢菌是玉米穗腐病的主要病原菌，其中，拟轮枝镰孢

菌和禾谷镰孢复合种是引起玉米穗腐病的优势病原

菌，其他镰孢菌如黄色镰孢菌、弯角镰孢菌、新知镰

孢菌、温和镰孢菌等相继被报道。由温和镰孢和拟

轮枝镰孢菌、亚黏团镰孢菌、藤仓镰孢菌等组成的藤

仓赤霉复合种[22]，不仅在引起玉米穗腐病症状上极

为相似，而且其 ITS区的基因序列也基本一致，无法

鉴定到亚种。因此，对于镰孢菌引起的玉米穗腐病

多采用病原菌分离、形态学与EF-1α基因序列相结

合的方法对病原菌进行鉴定。本团队于 2015年在

我国春玉米区穗腐病病原菌调查过程中发现一种不

常见病原菌，经鉴定确定为温和镰孢菌。

温和镰孢菌不仅能引起玉米穗腐病，还能引起

玉米苗枯病和茎腐病 [23]。近年来，比利时、塞尔维

亚、美国、阿根廷和法国等国家先后对温和镰孢菌引

起玉米穗腐病进行报道[24～26]，且在比利时是玉米穗

腐病 5大致病菌之一 [27]。在我国，王建华等在贵州

和湖北的玉米穗腐病样本上分离到温和镰孢菌[28]。

2011年、2012年郭聪聪等[29]在甘肃分离到温和镰孢

菌。2013年，张昊等在吉林省的玉米穗腐病样本上

分离到温和镰孢菌[30]。2015年，本团队分别在内蒙

古、吉林和黑龙江分离到该病原菌。温和镰孢菌在

我国引起的玉米穗腐病不断在新的省份被发现。温

和镰孢菌不仅能造成玉米减产，而且能产生多种毒

素，如串珠镰刀菌素、白僵菌素和伏马毒素FB1等，

其中，伏马毒素B可导致猪肺水肿并发症、马脑白质

软化症、大鼠肝癌等疾病，可诱发人类食道癌，还能

导致神经管缺陷，严重威胁人畜的健康。因此，应加

强对温和镰孢菌的研究，为该病原菌引起病害的防

治提供理论依据。

通过对温和镰孢菌生物学特性进行研究，结果

表明，温和镰孢菌的最适碳源是可溶性淀粉，最适氮

源是酵母浸粉，生长温度范围为10℃～35℃，最适温

度为30℃，菌丝在pH值为7～10的培养基上生长较

快，连续光照有利于该病原菌的培养，病原菌菌丝和

孢子致死温度为 65℃、10 min。运用柯赫氏法则对

温和镰孢菌进行致病性测定，发病子粒呈褐色，表面

覆盖白色霉层，证实了温和镰孢菌是玉米穗腐病的

致病菌之一。

温和镰孢菌的最适碳源为可溶性淀粉，淀粉是

玉米子粒的主要成分，为温和镰孢菌的生长繁殖提

供丰富的碳源。玉米穗腐病是玉米生长后期的主要

病害，多发生在 9月份，气温多为 25℃～30℃，且昼

长夜短，利于病原菌的生长。温和镰孢菌的最适pH
值为7～10，因此，中性和碱性环境利于病原菌的生

长。明确温和镰孢菌生物学特性，为进一步研究温

和镰孢菌引起玉米穗腐病的发生规律及制定有效防

治措施提供理论依据，同时对温和镰孢菌在其他作

物上的病害防治提供参考。
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