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山西省玉米大斑病菌生理小种
结构组成与交配型分析
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摘 要：为了明确山西省玉米大斑病菌生理小种与交配型的结构组成，利用Ht单基因鉴别寄主对2022年采自

山西省11个市(30个市/区/县)的87株玉米大斑病菌进行生理小种鉴定，采用交配型鉴定特异性引物对供试菌株进

行交配型测定。结果表明，山西玉米大斑病菌生理小种结构组成十分复杂，87株病菌中共发现0、1、N、13、23、1N、

2N、3N、123、12N、13N、23N、123N共13个生理小种，123N号以22.99%分布频率成为优势生理小种，N号以16.09%分

布频率成为次优势生理小种。供试菌株对Ht1、Ht2、Ht3和HtN的毒性频率分别为56.32%、47.13%、49.43%和86.21%。

交配型测定结果显示，87株分离株中包括3种交配型，即A、a和Aa交配型，其比例分别为43.68%、51.72%和4.60%。
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Abstract: To elucidate the structure of physiological races and mating types of Setosphaeria turcica in Shanxi
province, the physiological races of 87 isolates of S. turcica collected from 30 cities/districts/counties in 11 geograph⁃
ical regions in Shanxi in 2022 were identified by using differential hosts containing Ht single resistance gene. Addi⁃
tionally, the mating type specific primers were used to determine the mating types of the tested isolates. The results
showed that the composition of physiological races of S. turcica in Shanxi was very complex, a total of 13 physiologi⁃
cal races were identified in 87 isolates, such as 0, 1, N, 13, 23, 1N, 2N, 3N, 123, 12N, 13N, 23N and 123N, in
which race 123N and race N were the dominant and sub- dominant races with the distribution frequencies of
22.99% and 16.09% , respectively. The toxicity frequency of the tested isolates to Ht1, Ht2, Ht3 and HtN was
56.32% , 47.13% , 49.43% and 86.21% respectively. The results of mating type determination showed that there
were three mating types of A, a and Aa in 87 isolates, with the proportion of 43.68%, 51.72% and 4.60%, respectively.
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玉米大斑病自1876年在意大利首次被报道后，

迅速传播至全球[1]。1899年我国首次报道了该病害

的发生，起初主要分布在东北三省(黑龙江、吉林、辽

宁)[2]。随后，该病害迅速遍及全国各地，尤其在华北

北部、东北、西北以及南方冷凉山区等玉米种植区发

病程度最为严重 [3]，该病害的发生会导致玉米一般

发生年份减产损失 15%～20%，严重发生年份感病
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品种减产高达 50%以上 [4]。2005年，齐齐哈尔玉米

大斑病暴发，发病面积达39万hm2，发病株率达85%
以上，减产30%以上[5]。2012年，玉米大斑病的发生

造成吉林省严重发生地块产量损失 24.19%～

46.15%[6]。2013-2019年，在东北三省累计发病面积

达2 005.87万hm2，累计损失达246.34万 t，占玉米所

有病害造成损失的57.63%[7]。大斑病也是影响山西

省玉米生产的主要叶部病害之一，1990-2004年，忻

州市在玉米大斑病流行年造成田间发病率100%，减

产高达40%[8]。2009-2013年，昔阳县出现有58%的

地块发病，减产 26%[9]。2011年，黎城县发病率达

60%以上，严重发病地块减产40%[10]。2015年，芮城

大斑病一般病株率为 35%～56%，最高病株率高达

86%[11]。数据表明，该病害的发生严重影响了我国

玉米产业发展。

玉米大斑病的发生流行与品种的抗病性和病原

菌生理小种的不断变异密切相关[12]。我国在20世纪

70年代首次报道0号小种存在[13]，该小种出现导致我

国北方春玉米区大斑病严重发生，减产约17亿kg[14]。

20世纪 80年代通过选育出丹 599、沈 137等抗性品

种后该病害基本得到控制[15]。2003年，我国由最初

报道的1个小种上升至11个小种[16]。2012年，我国已

经鉴定出16个生理小种，其中，0号和1号小种为优

势生理小种[17]。我国北方春玉米区、西南玉米区以

及南方丘陵玉米区在 2003-2004年及 2012-2014年
大斑病发生大暴发[18]，对我国玉米产业造成严重影

响。2007年，隗爽[19]报道山西省存在8个生理小种，

优势生理小种为 12和 12N号小种，2007-2008年连

续两年出现大斑病大发生或偏重发生[20]。2011年，

张治家报道山西省存在 3个生理小种，首次发现

123N号小种，其中，0号为优势生理小种 [21]，2011-
2014年连续4年该病害大发生或偏重发生。2018年，

吉佩 [22]报道了山西省存在 15个生理小种，其中，优

势生理小种为123N号小种，该省玉米大斑病偏重发

生，全省发生466.67万hm2左右，严重影响玉米产业

发展[23]。玉米大斑病菌为异宗配合真菌，有性生殖

受交配型基因 MAT 控制，交配型 A 和 a 分别由

MAT1-1和MAT1-2控制 [24]。有性生殖是引起大斑

病菌遗传变异的原因之一。研究发现，自然界中玉

米大斑病菌主要分为A、a交和Aa 3种交配型[25]。玉

米大斑病菌在不同年份以及不同地理区域间，交配

型的组成和比例不同，这可能与有性生殖引起遗传

变异有关[26-27]。

本研究对 2022年采自山西省玉米种植区的玉

米大斑病菌病样进行分离纯化鉴定，对菌株进行生

理小种鉴定与交配型测定，明确山西省玉米大斑病

生理小种和交配型结构组成情况，为进一步该病害

的综合防治及抗病育种提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

供试材料：2022年通过采集山西省11个市(30个
市/区/县)的玉米大斑病病叶标样，用标本纸装好后

带回实验室进行病原菌分离实验。

鉴 别 寄 主 ：A619Ht1、A619Ht2、A619Ht3、
A619HtN以及不含任何抗性基因的玉米自交系品种

A619(均由山西农业大学玉米研究所保存)。
供试培养基，包括水琼脂培养基 (WA)：琼脂

20 g，蒸馏水1 000 mL；马铃薯葡萄糖培养液(PD)：马
铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，蒸馏水 1 000 mL；马铃薯葡

萄糖琼脂培养基(PDA)：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，
琼脂20 g，蒸馏水1 000 mL。

试剂：供试 2×Taq plus Master Mix、Goldview核

酸染料和 TAE均购自于天根生化科技有限公司，

DM2000 DNA Marker和植物基因组DNA提取试剂

盒均购自于康为世纪有限公司，PCR引物均由上海

生工生物工程股份有限公司合成。

1.2 实验方法

1.2.1 病原菌分离培养

采用单孢分离法[28]从玉米大斑病病叶标样上分

离病原菌，在超净工作台中，通过敲打叶片将孢子转

移到水琼脂培养基中，使用简单的无菌自制针头在

4倍物镜下挑取单个孢子并转移到PDA培养基上，

置于25 ℃的恒温培养箱进行黑暗培养7 d，4 ℃保存

菌种。同时使用PD培养液振荡培养 3～ 5 d，进行

菌丝DNA提取。经分离培养，通过形态学、显微观

察及分子生物学鉴定确定为大斑病菌87株，其地理

来源信息见表1，菌株编号由采集市/区/县汉语拼音

首字母缩写加数字组成。

1.2.2 玉米大斑病菌DNA提取及检测

使用双层无菌纱布对振荡培养的菌液进行过

滤，将菌丝挑至2 mL的无菌离心管中，加入钢珠(直
径 5 mm)使用超精细粉碎机进行粉碎研磨 10 min
后，利用植物基因组DNA提取试剂盒提取各菌株

DNA，吸取 1 μL样品，点样于微量核酸蛋白浓度测

定仪测定OD260/OD280，分析其浓度与纯度，-20 ℃保

存备用。

1.2.3 生理小种鉴定

鉴别寄主种植：选择无虫害无机械损伤的鉴别

寄主种子，25 ℃黑暗条件下催芽2 d，将萌芽后的种



1.2.4 交配型分子鉴定

以提取的DNA为模板，参照张泗举[30]提出的玉

米大斑病菌交配型测定引物对山西省 87株病菌进

行 PCR扩增。A交配型基因MAT1-1鉴定引物为 F
(5’-ACAGGCTACTACATCACAATCC- 3’)和 R(5’-
ATAGTCGATCAATTCAGGCATG-3’)，a交配型基因

MAT1-2鉴定引物为 F(5’-CGTCCGATGAACTGCT⁃
GGATC-3’)和R(5’-ACGCAGGTGTTCTTCTTTCGC-
3’)。PCR反应体系(20 μL)：2×Power Taq PCR Mas⁃
ter Mix，10 μL；上游引物 1 μL；下游引物 1 μL；DNA
模板1 μL；ddH2O补足至20 μL。A交配型PCR反应

程序：95 ℃预变性5 min；94 ℃变性1 min，55 ℃退火

35 s，70 ℃延伸90 s，37个循环；70 ℃最终延伸10 min；
4 ℃保存产物。a交配型PCR反应程序：95 ℃预变性

5 min；94 ℃变性1 min，53 ℃退火40 s，72 ℃延伸45 s，
37个循环；72 ℃最终延伸10 min；4 ℃保存产物。PCR
扩增产物经1.0%(w/v)琼脂糖凝胶电泳检测，根据扩

增条带有无及大小确定交配类型。

2 结果与分析

2.1 玉米大斑病菌生理小种鉴定结果

生理小种鉴定结果显示，山西省玉米大斑病菌

共包括 13个生理小种，分别为 0、1、N、13、23、1N、

2N、3N、123、12N、13N、23N、123N号生理小种。其

中，123N为山西的优势生理小种，占比为22.99%；N
为次优势生理小种，占比为 16.09%；1N和 13N号生

理小种的占比均为10.34%；其余生理小种占比均低

于10%(表2)。

表1 山西省玉米大斑病病菌分离物来源地点

Table 1 The sources location of isolates of Setosphaeria turcica collected form Shanxi province
地理区域

Geographical region
长治市

运城市

晋城市

临汾市

阳泉市

吕梁市

市/区/县
City/District/County

潞州区

屯留区

上党区

盐湖区

芮城县

陵川县

泽州县

高平市

洪洞县

侯马市

尧都区

盂 县

郊 区

兴 县

汾阳市

菌株编号

Isolate number
CLZ01-CLZ03
CTL01-CTL03
CSD01-CSD02
YYH01-YYH04
YRC01-YRC02
JLC01-JLC03
JZZ01-JZZ03
JGP01-JGP02
LHT01-LHT03
LHM01-LHM03
LYD01-LYD04
YYX01-YYX03
YJQ01-YJQ03
LXX01-LXX02
LFY01-LFY03

地理区域

Geographical region
太原市

晋中市

忻州市

大同市

朔州市

市/区/县
City/District/County

阳曲县

小店区

清徐县

榆次区

寿阳县

榆社县

昔阳县

原平市

忻府区

岢岚县

浑源县

左云县

山阴县

朔城区

应 县

菌株编号

Isolate number
TYQ01-TYQ02
TXD01-TXD03
TQX01-TQX03
JYC01-JYC03
JSY01-JSY02
JYS01-JYS03
JXY01-JXY04
XYP01-XYP04
XXF01-XXF03
XKL01-XKL04
DHY01-DHY03
DZY01-DZY03
SSY01-SSY02
SSC01-SSC03
SYX01-SYX03

子播种于直径约为15 cm的花盆中，每盆播种5粒种

子，出苗后留苗3株待接种。

孢子悬浮液制备：将纯化好的玉米大斑病菌菌

株转接至PDA培养基上，置于25 ℃恒温培养箱中黑

暗条件下培养 7～10 d。用无菌水清洗培养皿中的

菌落，并用双层纱布过滤，配置成 105～106个/mL的

孢子悬浮液。为了提高分生孢子悬浮液在叶片表面

的黏附力，向悬浮液中加入吐温-20使其终浓度为

0.1%。

接种：待鉴别寄主长至 4～6叶期时，使用手持

式喷雾器将孢子悬浮液接种于鉴别寄主植株上，接

种完成后的植株分别用透明塑料布单独罩住，避免

交叉污染，每个处理3次重复，在25～28 ℃的条件下

培养 48 h后，转移到温室中正常管理。在接种 14 d
后，检查鉴别寄主叶片病斑反应类型。

鉴定标准：病斑反应类型包括两种，其中，褪绿

斑(R型)表现为发病初形成水渍状黄绿色的小斑点，

中期为中间褐色、边缘黄色晕圈梭型病斑，此类病斑

出现早，扩展慢；萎蔫斑(S型)表现为发病初期为灰

绿色水浸状病斑，中期为中间灰褐色、边缘无明显晕

圈的梭型病斑，此类病斑出现晚，扩展快。

生理小种命名：生理小种参照刘国胜[29]的新命

名法，生理小种的毒力公式为有效抗病基因/无效抗

病基因，以无效抗病基因的序号作为该小种的名称。
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2.2 不同地理区域玉米大斑病菌生理小种结构组

成及毒性频率分析

根据各市在山西省的分布位置将采集病害标样

地点划分为3不同地理区域，分别为晋南地区(包括

长治市、运城市、晋城市和临汾市)、晋中地区(包括

阳泉市、吕梁市、晋中市和太原市)和晋北地区(包括

忻州市、朔州市和大同市)。对不同地理区域玉米大

斑病菌生理小种的组成情况进行分析(表3)，结果表

明，晋南地区生理小种的组成情况最复杂，存在 12

个生理小种，出现频率较高的是 123N(25.0%)、3N
(12.5%)和 13N(12.5%)号生理小种；晋北地区生理小

种组成情况次之，存在 10个生理小种，出现频率较

高的是 123N(28.0%)、N(16.0%)和 13N(16.0%)号生理

小种；晋中地区的生理小种组成情况最少，存在9个
生理小种，出现频率较高的是 N(26.7% )和 123N
(16.7%)号生理小种，其次是1N(13.3%)和12N(13.3%)
号生理小种。1号和 123号生理小种仅在晋南和晋

北地区被鉴定到；与晋南和晋北地区相比，13和23N

表2 山西省玉米大斑病菌生理小种组成及频率

Table 2 Composition and frequency of physiological race of Setosphaeria turcica in Shanxi province

生理小种

Physiological race
0
1
N
13
23
1N
2N
3N
123
12N
13N
23N
123N
总 计

反应型 Reactive type
Ht1

R
S
R
S
R
S
R
R
S
S
S
R
S
-

Ht2

R
R
R
R
S
R
S
R
S
S
R
S
S
-

Ht3

R
R
R
S
S
R
R
S
S
R
S
S
S
-

HtN

R
R
S
R
R
S
S
S
R
S
S
S
S
-

菌株数量(株)
No. of isolates

6
1

14
2
2
9
7
5
1
7
9
4

20
87

频率(%)
Frequency

6.90
1.15

16.09
2.30
2.30

10.34
8.05
5.75
1.15
8.05

10.34
4.60

22.99
100.00

表3 山西省不同地理区域玉米大斑病菌生理小种组成

Table 3 Physiological races composition of Setosphaeria turcica in different geographical regions of Shanxi province 株

地理区域

Geographical region
晋南地区

晋中地区

晋北地区

长治市

运城市

晋城市

临汾市

总 计

阳泉市

吕梁市

晋中市

太原市

总 计

忻州市

大同市

朔州市

总 计

各生理小种菌株数量 Number of isolates of each physiological race
0
0
0
2
0
2
0
0
0
3
3
0
1
0
1

1
0
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

N
0
1
0
1
2
1
0
5
2
8
2
1
1
4

13
0
0
1
0
1
0
0
0
0
0
1
0
0
1

23
0
0
1
0
1
0
0
0
1
1
0
0
0
0

1N
0
0
1
2
3
1
2
1
0
4
0
2
0
2

2N
0
1
0
1
2
1
2
0
0
3
2
0
0
2

3N
2
0
0
2
4
0
0
0
1
1
0
0
0
0

123
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
1

12N
0
1
0
0
1
1
1
0
2
4
1
0
1
2

13N
2
2
0
0
4
0
0
1
0
1
1
0
3
4

23N
3
0
0
0
3
0
0
0
0
0
0
0
1
1

123N
1
1
3
3
8
2
0
1
2
5
3
2
2
7

总 数

Sum
8
6
8

10
32
6
5

11
8

30
11
6
8

25



2.3 山西玉米大斑病菌交配型结构组成

交配型测定结果显示，菌株扩增出 250 bp左右

的条带为 a交配型，扩增出 800 bp左右的条带为A

交配型，能同时扩增出以上两个条带为Aa交配型

(图1)。

表4 山西省不同地理区域玉米大斑病菌对Ht抗性基因的毒性频率

Table 4 Virulence frequency of Ht resistance genes with Setosphaeria turcica

in different geographical region of Shanxi province

地理区域

Geographical region

晋南地区

晋中地区

晋北地区

所有区域

无毒频率(%)
Avirulence frequency

2.30
3.45
1.15
6.90

每种Ht基因的毒力频率(%)
Virulence frequency of each Ht gene

Ht1

56.25
46.67
68.00
56.32

Ht2

46.88
43.33
52.00
47.13

Ht3

65.63
26.67
56.00
49.43

HtN

84.38
86.67
88.00
86.21

菌株数量(株)
No. of isolates

32
30
25
87

号生理小种未在晋中地区鉴定到；与晋南和晋中地

区相比，23和3N号生理小种未在晋北地区鉴定到。

根据毒力公式对 87株玉米大斑病菌进行毒性

频率分析可知(表 4)，从所有区域来看，菌株对抗性

基因 HtN的毒性频率最高，为86.21%；对Ht2的毒性

频率最低，为 47.13%。进行毒力分析发现，各区域

均鉴定出对 Ht1、Ht2、Ht3和 HtN 基因有毒力的菌

株。晋南地区和晋北地区对Ht2的毒性频率最低，

晋中地区对Ht3的毒性频率明显低于其他两个地

区，说明山西省不同地理区域的玉米大斑病菌优势

种群有所差异，为该地区玉米抗病品种的种植和推

广提供科学依据。

注：M表示DNA分子量标准；泳道1～3表示CLZ01～CLZ03；泳道4～6表示LFY01～LFY03；泳道7～8表示YYH01～YYH02；泳道9～12表示

XKL01～XKL04；泳道13～15表示SYX01～SYX03；泳道16～18表示LHM01-LHM03；泳道19～21表示YYX01～YYX03；泳道22～24表示

TQX01～TQX03。
Note: M, DL2000 Marker; Lane 1- 3, CLZ01-CLZ03; Lane4- 6, LFY01-LFY03; Lane7- 8, YYH01-YYH02; Lane9- 12, XKL01-XKL04; 13- 15,

SYX01-SYX03; Lane16-18, LHM01-LHM03; Lane9-21, YYX01-YYX03; Lane22-24, TQX01-TQX03.
图1 部分供试菌株交配型基因MAT1-1和MAT1-2电泳图谱

Fig.1 The electrophoresis results of mating type genes MAT1-1 and MAT1-2 of some rested isolates

对山西省 87个菌株进行交配型测定统计结果

显示(表 5)，A交配型共有 38株，占总数的 43.68%；a
交配型共有 45株，占总数的 51.72%；Aa交配型最

少，仅占总数的4.60%。A交配型和 a交配型的比例

接近于1∶1。

3 结论与讨论

大斑病是影响玉米产量的主要病害之一，通过

选育和种植抗病品种是减少该病害发生的重要措施

之一。近年来，由于生理小种发生变异，我国东华北
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和西南地区陆续报道了 16个生理小种[31-35]，而西北

地区出现的小种数量相对较少，仅被报道了12个生

理小种 [36-38]。目前，我国玉米产区的玉米大斑病菌

优势生理小种主要以0号和1号小种为主[39-40]，在个

别年份优势生理小种出现差异，2007-2009年，123N
号为云贵地区优势生理小种；2017-2018年，123N号

为山西省优势生理小种。本研究发现，123N号为山

西省优势生理小种，且频率有所提升，同时鉴定的生

理小种种类也有差异，表明山西省大斑病菌生理小

种类型在持续发生变异。

新的生理小种及优势小种的改变都会加重大斑

病的暴发[41]。我国东华北地区在2006年报道了12号
和123号等新的生理小种，2007-2009年主栽品种的

抗性由 100%降至 40%[42]。2012年报道 13N为优势

生理小种[43]，2012-2014年主栽品种抗性由75%降至

65%[44-45]。2010年西南地区优势生理小种以 0号为

主，该地区主栽品种在 2010-2020年对玉米大斑病

的抗病(高抗、抗、中抗)由60.00%上升至84.80%[46-47]。

2013年西北地区优势生理小种以 0号和 1号为主，

该地区主栽品种在2013-2017年对玉米大斑病的抗

病(高抗、抗、中抗)由 73.3%上升至 82.22%[48]。我国

西南西北地区主栽品种抗性均呈上升趋势，这种现

象可能是由于玉米产区中小种未出现明显分化有

关，另一方面可能与主栽品种携带较强的抗性基因

有关。

本研究中，通过对 87株菌株进行检测，发现山

西省大斑病菌存在A、a、Aa 3种交配型，其中A交配

型与 a交配型比例接近于1∶1。以上数据表明，不同

地区大斑病菌交配型的组成及比例存在差异，这种

差异可能是由于各地区间病原菌发生了有性生殖，

导致遗传变异加剧的原因，还有可能受菌株数量的

影响。本研究所采用的菌株相对较少，在今后应加

大采样数量，更全面了解山西省玉米大斑病菌的交

配型分布及比例。
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