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甘肃省玉米茎基腐病病原菌的分离
鉴定及药剂毒力测定

汪亮芳，马金慧，常 浩，吴之涛，李文学，徐志鹏，杨小龙，任宝仓，杨克泽
(甘肃省农业工程技术研究院/甘肃省玉米病虫害绿色防控工程研究中心/武威市玉米病虫害绿色防控技术创新中心，甘肃 武威 733006)

摘 要：针对甘肃部分地区的玉米茎基腐病进行样本的采集、病原菌分离鉴定、致病性测定和室内药剂毒力测

定。通过形态学和分子生物学结合，确定分离到的玉米茎基腐病病原为芳香镰刀菌(Fusarium redolens)，该病原菌为

甘肃地区目前报道的玉米茎基腐病的新病原。室内毒力测定结果表明，10%叶菌唑悬浮剂对病原菌有较好的抑制

作用，EC50为0.000 9 mg/L；其次是20%氟唑菌酰羟胺和30%丙硫菌唑，EC50分别为0.001 7 mg/L和0.035 8 mg/L；其他

6种供试药剂25 g/L咯菌腈、25%氰烯菌酯、25%吡唑醚菌酯、70%噁霉灵、噻呋酰胺和苯甲嘧菌酯对病原菌也有一定

程度的抑制作用，EC50值分别为0.051 7、0.059 9、0.106 5、0.306 8、0.378 0和0.439 0 mg/L。
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Abstract: In this study, sample collection, pathogen isolation and identification, pathogenicity determination

and indoor fungicide toxicity determination were carried out for maize stalk rot in some areas of Gansu. The patho⁃
gen of maize stalk rot was identified as Fusarium aromaticum by morphological and molecular biology methods. The
pathogen was a new pathogen of maize stalk rot reported in Gansu province. The results of indoor toxicity test
showed that 10% myclobutanil SC had a better inhibitory effect on pathogenic bacteria, with an EC50 of 0.000 9 mg/L,
followed by 20% fludioxonil and 30% prothioconazole, with EC50 of 0.001 7 mg/L and 0.035 8 mg/L, respectively.
Additionally, the other six tested fungicides, 25 g/L fludioxonil, 25% phenamacril, 25% pyraclostrobin, 70% hymex⁃
azol, thifluzamide and azoxystrobin, also had a certain degree of inhibitory effect on the pathogen. The EC50 values
were 0.051 7, 0.059 9, 0.106 5, 0.306 8, 0.378 0, and 0.439 0 mg/L, respectively.
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玉米是我国播种面积最大的作物，在我国粮食

安全中具有重要地位。茎基腐病是一种系统性侵染

土传病害，对玉米的生长发育和产量形成有严重影

响[1-2]，并且有逐年加剧趋势。

玉米茎基腐病是一种全生育期侵害的病害，通

常在灌浆期开始发病，乳熟期到蜡熟期集中暴发，主

要引起玉米根系和茎基部腐烂，导致植株早衰甚至

倒伏 [3]。发病后，由于地上部分运输水分和营养物

质功能受阻，导致玉米叶部表现出青枯、黄枯或青黄
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枯3种症状[4]。植株茎基部逐渐变软，最终整株萎蔫

死亡，严重时植株倒伏，果穗下垂，有些甚至子粒干

瘪变色、凸尖严重，易造成穗长、行粒数和千粒重降

低，导致玉米减产。目前已报道玉米茎腐病致病菌

有20余种，这些病原菌单独或复合侵染导致玉米茎

腐病的发生，优势病原菌则因年份、地理环境和气候

的差异而有所不同[5]。国内玉米茎基腐病大多数是

由镰刀菌、腐霉菌或复合侵染所致，其中，由镰刀菌

引起的玉米茎基腐病在甘肃玉米种植区造成了严重

危害。

甘肃处于中国西北，地处黄土高原、青藏高原和

内蒙古高原交会处，地形地貌复杂，气候多样，玉米

种植面积逐年增加。近年来，玉米茎基腐病在甘肃

各生态区都有发生，由于耕作制度的改变和重茬连

作等原因发生程度有加重趋势，尤其是 2022年，在

玉米乳熟期遇高温高湿气候，玉米茎基腐病发生面

积大而重，90%以上的玉米因发生茎基腐病而青枯

或黄枯，最终导致玉米提前死亡，造成了严重的经济

损失。由于甘肃特殊的多样性气候条件，玉米茎基

腐病的病原不尽相同。目前，该病的防治主要采用

播种前的种子包衣和后期的药剂喷雾防治，因此，理

清不同生态区域玉米茎基腐病的病原类型非常重

要。对甘肃省玉米茎基腐病的发生进行调查发现，

采自甘肃省张掖市平原堡镇的玉米茎腐病样品病原

菌为芳香镰刀菌(Fusarium redolens)，在甘肃省属于

玉米茎基腐病新病原。本文对该菌进行形态学与分

子生物学鉴定，并进行致病性测定和室内防治药剂

筛选，为该病原引起的玉米茎基腐病的田间防效提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 玉米茎基腐病样品

玉米茎基腐病根茎病样于 2017年采自甘肃省

张掖市平原堡镇。

1.1.2 供试培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)：马铃薯200 g、
葡萄糖20 g、琼脂18 g，蒸馏水1 000 mL。
1.1.3 供试药剂

10%叶菌唑悬浮剂(安徽久易有限公司)、30%丙

硫菌唑可分散性悬浮剂(通州先正大农药化工有限

公司)、25%吡唑醚菌酯悬浮剂(河北成悦化工有限公

司)、25 g/L咯菌腈悬浮种衣剂(先正达南通作物保护

有限公司)、20%氟唑菌酰羟胺悬浮剂(先正达投资有

限公司)、70%噁霉灵可湿性粉剂(天津市绿亨化工有

限公司)、25%氰烯菌酯悬浮剂(江苏省农药研究所股

份有限公司)、30%肟菌戊唑醇悬浮剂(德国拜尔股份

有限公司)。
1.2 试验方法

1.2.1 病原菌的分离纯化

采用常规组织分离法[5]。用无菌水冲洗玉米茎

基部组织，晾干后在病健交界处切取3 mm×3 mm大

小的组织块，70%酒精浸泡消毒10～60 s，再用0.1%
的升汞表面消毒1～3 min，无菌水冲洗3次，无菌滤

纸吸干表面水分后置于含 50 μg/mL链霉素的 PDA
平板上，于25 ℃恒温培养箱黑暗培养3 d，待形成菌

落后，挑取菌丝进行纯化培养。

1.2.2 病原菌致病性测定

病原菌的致病性测定采用茎基部注射法和根埋

法。菌株在PDA培养基上产生大量菌丝后，在超净

工作台内将菌丝刮断，于28 ℃恒温培养箱光照培养

至产生大量孢子，无菌水冲洗得到孢子悬浮液，再用

纱布过滤备用。播种时用芳香镰刀菌分生孢子悬浮

液(1×107个/mL)与成膜剂拌种接种，播种时将菌液埋

到植株根部，无菌水为对照。在玉米 6叶期采用茎

基部注射法在玉米茎基部用注射器将菌液注射到组

织中，无菌水作为对照，保鲜膜覆盖伤口保湿，定期

观察直至出现发病症状，从发病部位再分离病原菌，

并与初接病原菌进行比较。

1.2.3 病原菌的鉴定

形态学鉴定：纯化的菌株接种到 PDA平板上，

于25 ℃黑暗培养3～7 d，观察菌丝形态、颜色、小型

分生孢子。待菌丝大量生长至菌落直径接近培养皿

边缘，在超净工作台内用折弯的无菌枪头将菌丝刮

断，于 28 ℃光照培养 5 d，显微镜下观察孢子形态，

在多个视野下测量孢子大小并进行显微镜下拍照，

然后参考《常见镰刀菌鉴定指南》进行形态学坚定。

分子生物学鉴定：将 PDA培养基上 25 ℃培养

5～7 d的菌株，刮取菌丝装于 2.0 mL离心管中，用

CTAB 法提取菌株基因组 DNA，以提取的病原菌

DNA为模板，采用 ITS基因分析方法进行菌种鉴定，

选用引物 ITS1(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)
和 ITS4(5′- TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3′ ) 进 行

PCR扩增，引物由擎科生物公司合成。PCR反应体

系 (25 μL)：模板 DNA 2 μL，TEF1 和 TEF2 引物各

1 μL，Mix 12.5 μL，加 ddH2O补足至 25 μL。PCR反

应程序：95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 25 个循环；72 ℃延伸

10 min[6]。产物送擎科生物公司测序。核苷酸序列

在NCBI上进行BLAST同源性分析，选取近缘模式



菌株与供试菌株进行系统发育分析，使用MEGA7.0
软件，构建系统发育树。

1.2.4 室内药剂毒力测定

采用菌丝生长速率法测定杀菌剂对病原菌的毒

力。根据预试验结果，每种杀菌剂按有效成分分别

稀释为5个浓度梯度，按照体积比1∶9的比例加入到

灭菌冷却至50 ℃的PDA培养基中，充分混匀后倒入

9.0 cm的灭菌培养皿中，制成含药培养基平板，每个

处理 3次重复，以加入无菌水的 PDA培养基为对

照。采用菌饼接种法，将直径为6 mm的菌饼接种至

培养基中央，于25 ℃恒温培养箱培养5 d，采用十字

交叉法测量不同浓度药剂处理菌落直径，与对照比

较计算各药剂处理对菌丝生长的抑制率，分析比较

不同杀菌剂对供试病菌菌丝生长的影响。

菌丝生长抑制率=(对照菌落直径-处理菌落直

径)/(对照菌落直径-菌饼直径)×100%。

1.3 数据处理与分析

通过Microsoft Excel和 IBM SPSS Statistics 26软
件，以杀菌剂浓度的对数值为自变量，抑菌率换算成

抑制几率值为因变量，分析获得毒力回归方程、相关

系数 r及EC50值。

2 结果与分析

2.1 病害田间症状

玉米茎基腐病田间自然发病植株，首先是根系

发病，局部产生淡褐色水渍状病斑，逐渐扩展到整个

根系，最后根变空心，根毛稀少，植株易拔起；侵染初

期，叶片可见青灰色干枯，后期玉米植株叶片自上而

下逐渐变黄，茎基部中空并软化致整株倒伏，根和茎

基部逐渐变褐色，植株易拔起，果穗下垂并且秃尖严

重；子粒干瘪，无光泽，千粒重下降。

2.2 病原菌分离和鉴定

2.2.1 病原菌的分离及致病性

对玉米茎基腐病发病组织样品进行病原菌分离

纯化后获得的菌株命名为YM2017029。接种到健

康玉米 15 d后，玉米植株开始叶片干枯，茎基部变

软，根部变黑褐色，与采集到的玉米茎基腐病田间自

然发病症状一致，而对照无变化(图1)。对发病组织

再分离、纯化，获得了与接种菌株相同的病原菌，满

足柯赫氏法则，证实分离获得的菌株为玉米茎基腐

病病原菌。

注：A为玉米茎基腐病植株症状；B为玉米茎基腐病根部症状。

Note: A, Plant symptoms of maize root rot; B, Root symptoms of maize root rot.
图1 致病性测定

Fig.1 Pathogenicity determination
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2.2.2 病原菌的形态学鉴定

如图2所示，菌株在PDA培养基上25 ℃黑暗培

养 3 d时菌落直径为 3.5～4.4 cm，菌落为边缘较规

则的圆形，菌落白色、淡黄色或浅粉色，菌落背面可

见浅土黄色晕圈，产生浅土黄色或棕红色色素；气生

菌丝白色毛绒状或毡状，小型分生孢子单孢，肾形或

椭圆形，0～1 分隔，(5.0～17.5)μm× (2.5～4.5)μm；

PDA培养基上将菌丝刮断培养 3～7 d，产生大型分

生孢子，美丽型，两端较钝，顶孢稍弯，2～5个隔，比

尖孢镰刀菌大孢子稍宽，(27.5～32.5)μm× (3.5～
5.0)μm；产孢细胞为长筒形的单瓶梗状，75%的分离

频率(图 3)。初步鉴定为芳香镰刀菌(Fusarium redo⁃

lens)。

1094期 汪亮芳等：甘肃省玉米茎基腐病病原菌的分离鉴定及药剂毒力测定



110 玉 米 科 学 33卷

图2 病原菌形态特征

Fig.2 Morphological characteristics of pathogenic bacteria

 

 

 

 

 

 

 

A：病原菌菌落正面                         B：病原菌菌落背面 
  A, Frount of pathogenic bacteria community        B, Back of pathogenic bacteria community 

 

 

图 2 

图3 产孢结构的形态特征

Fig.3 Morphological characteristics of sporogenic cells
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图 3 
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2.2.3 病原菌的分子生物学鉴定

图4 基于rDNA-ITS序列以邻接法构建镰刀菌及其相关菌株的系统发育树

Fig.4 The phylogenetic tree of Fusarium spp. and related strains based on rDNA-ITS sequences by neighbor joining method 

 

 

图 4 

 KU350708.1 Fusarium redolens

 2017029

 Fusarium thapsinum KF813067.1

 Fusarium proliferatum MG543734.1

 Fusarium tricinctum MN907441.1

 Fusarium solani KY379645.1

 Fusarium oxysporum KU321541.1

 Fusarium verticillioides MN652651.1

 Fusarium chlamydosporum MT134989.1

 KP726897.1 Fusarium pseudograminearum

 Fusarium graminearumKY272801.1



引物 ITS1/ITS4对菌株 2017029的基因组DNA
进行PCR扩增，测序获得的核苷酸序列与GenBank
中提交的核苷酸序列进行同源性比对，病原与芳香

镰刀菌 (Fusarium redolens)的同源性最高。利用

MEGA5.0软件将其与参考基因进行比对，图 4系统

发育树显示，其和登录号为KY272801..1的 Fusari⁃

um redolens聚为一枝。结合形态学特征和分子生物

学结果，将菌株 2017029鉴定为芳香镰刀菌(Fusari⁃
um redolens)。
2.2.4 不同药剂对病原菌的室内毒力测定

由表1可以看出，9种药剂在5个选定的浓度下

对芳香镰刀菌具有较好的抑制效果。10%叶菌唑对

芳香镰刀菌的抑制效果显著优于其他药剂，其EC50

值为 0.000 9 mg/L；其次是氟唑菌酰羟胺，其EC50值

为0.001 7 mg/L；其余7种供试药剂抑制样本菌落的

毒力由强到弱依次为30%丙硫菌唑、25 g/L咯菌腈、

25%氰烯菌酯、25%吡唑醚菌酯、70%噁霉灵、噻呋酰

胺、苯甲嘧菌酯，EC50 值分别为 0.035 8、0.051 7、
0.059 9、0.106 5、0.306 8、0.378 0和0.439 0 mg/L。与

10%叶菌唑相比，抑制中浓度显著增加，增加约40～
488倍。

表1 不同杀菌剂对芳香镰刀菌的室内毒力测定结果

Table 1 Ineoor toxicity test results of different fungicide on F. oxysporum

药 剂

Fungicide
10%叶菌唑

30%丙硫菌唑

25%吡唑醚菌酯

25g/L咯菌腈

20%氟唑菌酰羟胺

70%噁霉灵

25%氰烯菌酯

苯甲嘧菌酯(阿米妙收)
噻呋酰胺

毒力回归方程

Toxicity regression equation
y=0.593 4x+6.814 5
y=0.642 9x+5.929 7
y=0.599 9x+5.583 4
y=1.255 0x+6.614 4
y=0.830 5x+7.295 2
y=0.897 8x+5.460 7
y=0.785 8x+5.960 6
y=-5.319 2x+3.163 5
y=-0.916 6x+4.562 1

抑制中浓度(mg/L)
EC50

0.000 9
0.035 8
0.106 5
0.051 7
0.001 7
0.306 8
0.059 9
0.439 0
0.378 0

相关系数(r)
Correlation coefficient

0.913 9
0.954 7
0.934 1
0.915 6
0.948 9
0.958 4
0.953 0
0.923 6
0.917 6

3 结论与讨论

玉米茎基腐病是危害玉米的主要土传病害之

一，对玉米产量造成严重威胁。近年来，玉米茎基腐

病在甘肃的一些主要种植区普遍发生，危害程度也

逐年加重。玉米茎基腐病的致病菌种类繁多，多种

致病真菌引起的症状相似，容易混淆，对病害防治带

来一定的困难，因此，正确鉴定玉米茎基腐病的病原

菌及筛选防治药剂对田间防治病害有重要的指导意

义。目前国内外研究表明，玉米茎基腐病的致病菌

包括腐霉菌和不同种类的镰刀菌，北方玉米种植区

以镰刀菌为优势病原菌[7]。

通过对甘肃省玉米茎基腐病病原菌的分离、纯

化、鉴定及致病性回接试验，明确芳香镰刀菌引起的

玉米茎基腐病为甘肃地区首次发现，这一结果为进

一步研究甘肃省玉米茎基腐病的流行规律、发病机

制及抗病育种等方面提供了可靠的理论依据。

目前，对于玉米茎基腐病的防治仍然以化学防

治为主，主要通过种子包衣、田间喷雾等防治方法。

本研究通过菌丝生长速率法，筛选出毒力效果较好

并且作用方式不同的药剂供生产中轮换使用。室内

毒力测定试验结果表明，供试的 9种杀菌剂对芳香

镰刀菌均具有较好的抑制效果，EC50值均在1.0 mg/L
以下。10%叶菌唑对芳香镰刀菌抑制效果最强(EC50

值为 0.000 9 mg/L)[8]。与其他传统三唑类杀菌剂相

比，虽然作用机理与其他三唑类杀菌剂一样，但叶菌

唑在低剂量下杀菌活性较高，而且对几种镰刀菌都

具有较好抑制作用。氟唑菌酰羟胺和30%丙硫菌唑

效果也较为理想，其 EC50 值分别为 0.001 7 和

0.035 8 mg/L。其中，氟唑菌酰羟胺是作用于琥珀酸

脱氢酶的新型吡啶酰胺类杀菌剂，通过干扰呼吸链

复合体Ⅱ，阻止能量合成，抑制病原菌生长，且不易

与其他类型杀菌剂产生交互抗性；丙硫菌唑是一类

三唑类广谱杀菌剂，具备较好的防病增产效果，且安

全性较高[9]。其余 6种供试药剂抑制样本菌落的毒

力由强到弱依次为 25 g/L咯菌腈、25%氰烯菌酯、

25%吡唑醚菌酯、70%噁霉灵、噻呋酰胺、苯甲嘧菌

酯，EC50值分别为 0.051 7、0.059 9、0.106 5、0.306 8、
0.378 0和 0.439 0 mg/L。咯菌腈通过抑制在渗透感

应传输过程中具有信号作用的蛋白质致活酶PK-Ⅲ
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(kinasePK-Ⅲ)，从而导致非磷酸化调节蛋白质浓度

的增加，进而使渗透敏感的细胞分裂剂活化蛋白酶

分泌失常，最终导致病菌死亡。氰烯菌酯属2-氰基

丙烯酸酯类杀菌剂，是一种结构新颖、作用方式独

特、具有自主知识产权的新型杀菌剂，能有效控制由

镰刀菌引起的小麦赤霉病、水稻恶苗病和西瓜枯萎

病等多种植物病害，在玉米茎基腐病防治上目前尚

未见报道 [10]。吡唑醚菌酯是德国巴斯夫公司于

1993年发现的一种兼具吡唑结构的甲氧丙烯酸甲

酯类广谱杀菌剂，是一种线粒体呼吸抑制剂，不仅毒

性低，对非靶标生物安全，而且对使用者和环境均安

全友好[11-12]。

综上，几种杀菌剂不仅对芳香镰刀菌毒力效果

较好，而且作用机理不同，在生产中可以交替轮换使

用，以降低病原菌对其产生抗药性。同时，几种杀菌

剂无交互抗性，今后可以将其进行复配，以延缓病菌

抗药性的产生，扩大抗菌谱，提高药效，降低用药量，

降低成本，达到更好的防治效果。本结果限于室内

毒力测定，抑菌效果不等同于田间防治效果，需对其

田间防治效果进一步地验证。
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