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摘　要：为优化稻绿核菌的分离方法，筛选防控稻曲病的有效药剂，采用孢子敲落法和火焰灼烧法分别分离不同

成熟度的稻曲球，从形态学、致病性、ｒＤＮＡＩＴＳ序列等方面对 ＨＰ７菌株进行鉴定，并通过菌丝生长抑制法测定了

ＨＰ７菌株对７种杀菌剂的敏感性。结果表明，采用孢子敲落法分离鲜黄色稻曲球成功率最高，达９８．３３％，将 ＨＰ

７菌株的ｒＤＮＡＩＴＳ序列在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比对，菌株 ＨＰ７与稻绿核菌相似度达９９％，结合形态学特征分

析确定 ＨＰ７为稻绿核菌。离体试验表明，戊唑醇和嘧菌酯对稻绿核菌的菌丝生长抑制作用最强，其犈犆５０值分别

为０．１０９１、０．１５８５ｍｇ·Ｌ
－１。其结果可为稻绿核菌的分离鉴定及稻曲病防控提供理论参考。
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　　稻曲病是由半知菌亚门稻绿核菌犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪

狏犻狉犲狀狊（Ｃｏｏｌｅ）Ｔａｋａｈａｓｈｉ侵染水稻颖花引起的真菌

性病害［１］。稻绿核菌侵染后，导致水稻颖花上形成

体积数倍于正常稻谷的球状菌落，即稻曲球［２］。近

年来，由于我国高产杂交稻大面积推广，耕作方式

的改变及稻田肥水水平不断提升，该病发生面积逐

年扩大，已成为我国各稻区普遍发生的重要病害。

稻曲病不仅导致水稻大面积减产，稻绿核菌产生的

高浓度环状寡肽毒素能够抑制动物细胞的有丝分裂

和微管蛋白的组装，严重影响着大米的品质与食用

安全［３］。

稻曲球是稻绿核菌分离的主要材料［４］。但由于

稻曲球自身营养物质丰富，加之其表面存在大量孔

隙，极易被杂菌污染；且稻绿核菌在人工培养条件

下生长极慢，从而加大了稻绿核菌的分离难度［５］。

迄今，水稻生产中仍缺乏相应的抗性品种，药剂防

治依旧是防控稻曲病的主要措施，但由于单一药剂

的累年使用，加之施药水平高，极易导致稻绿核菌

产生抗药性，从而影响稻曲病的防控效果［６］。鉴于

此，笔者明确了不同成熟度稻曲球的适宜分离方

法，提高了稻绿核菌分离成功率，并对分离到的

ＨＰ７菌株进行了鉴定，通过菌丝生长速率抑制法

测定了７种杀菌剂对 ＨＰ７菌株的室内毒力，旨在

为稻绿核菌的分离鉴定及稻曲病的田间防控策略的

制定提供理论参考。

１　材料与方法

１１　材料

１１１　分离材料　２０１６年８月于贵州黄平试验基

地采集新鲜稻曲球置于冰箱保鲜备用。

１１２　培养基　ＰＳＡ培养基：马铃薯２００ｇ，蔗

糖１５～２０ｇ，琼脂１８～２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

１１３　供试药剂　９５％甲基硫菌灵原药 （安徽广

信农化股份有限公司）、９７％戊唑醇原药 （盐城利

民农化有限公司）、６０％井冈霉素原药 （浙江省桐

庐汇丰生物科技有限公司）、９７％苯醚甲环唑原药

（江苏耕耘有限责任公司）、９７．３％嘧菌酯原药 （安

徽华星化工有限公司）、９５％己唑醇原药 （江苏七

州绿色化工）、９８％多菌灵原药 （江苏江阴凯江农

化有限公司）、利福平胶囊 （成都锦华药业有限责

任公司）。

１１４　接种体　菌丝孢子混合液：将稻绿核菌单

孢菌株移植到 ＰＳＡ 培养基中，２８℃及１３０ｒ·

ｍｉｎ－１的条件下振荡培养，１５ｄ后用研钵将菌丝充

分研碎，即可得到菌丝孢子混合液作为接种体。

１２　方法

１２１　稻绿核菌的分离　孢子敲落法
［７］：用无菌镊

子夹住稻曲球，将孢子粉抖落在无菌滤纸片上，再将

孢子粉稀疏撒落在含利福平ＰＳＡ培养基上，恒温培

养３～４ｄ，若观察到ＰＳＡ培养基上产生白色点状菌

落，将白色菌落挑到新鲜的ＰＳＡ培养基上，１０ｄ后观

察菌落形态。火焰灼烧法：将稻曲球用无菌镊子夹

住，置于７５％的酒精中浸泡，待稻曲球表面完全湿润

后取出，在酒精灯外焰来回过几下，迅速用无菌水浸

泡１５ｓ后，切成小块挑至含利福平ＰＳＡ培养基上。

１８ｄ后观察菌落生长情况。采用２种方法分别分离

鲜黄色、黄绿色、墨绿色的稻曲球，每次分离２０颗，３

次重复，并统计每次分离的成功率。

１２２　接种试验　２０１６年９月在贵州大学农学院

教学试验基地稻田进行稻绿核菌致病性鉴定。在水

稻破口前７ｄ，于１６：００用无菌注射器吸取接种

液，从穗苞侧面注入至接种液溢出，然后喷水套袋

保湿２４ｈ，２１ｄ后观察发病情况
［８］。

１２３　稻绿核菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析　参照陈

吉良等［９］的方法提取病原菌ＤＮＡ。引物为ＩＴＳ１与

ＩＴＳ４。２０μＬ ＰＣＲ 反应体系包括：ＤＮＡ 模板

１．５μＬ，ＩＴＳ１和ＩＴＳ４各１μＬ，５Ｕ·μＬ
－１犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶０．１μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓＭｉｘｔｕｒｅ１．６μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．８

μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变

性１ｍｉｎ，５４℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５

循环；最后７２℃１０ｍｉｎ。对ＰＣＲ产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测，回收目的片段后进行连接转化，送

上海生工生物工程有限公司测序，在ＢＬＡＳＴ软件

中对测序结果进行同源性比对，并借助 ＭＥＧＡ６．０

软件构建系统发育树。

１２４　室内毒力测定　采取菌丝生长速率抑制

法［１０］对稻绿核菌的进行室内毒力测定。菌丝生长

速率 抑 制 法：将 ７ 种 药 剂 都 配 制 成 １００００

ｍｇ·Ｌ
－１母液，依据预试验结果将母液稀释成５个

质量浓度梯度的药液，其质量浓度分别为：戊唑醇

０．０３１２５、 ０．０６２５０、 ０．１２５００、 ０．２５０００、

０．５００００ ｍｇ·Ｌ
－１；甲 基 硫 菌 灵 ０．０５、０．１０、

０．２０、０．４０、０．８０ ｍｇ·Ｌ
－１；嘧菌酯和己唑醇

０．１２５、０．２５０、０．５００、１．０００、２．０００ｍｇ·Ｌ
－１；

多菌灵和苯醚甲环唑 ０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、

０．８０ ｍｇ·Ｌ
－１；井冈霉 素 １２．５、２５．０、５０．０、

１００．０、２００．０ｍｇ·Ｌ
－１，并将稀释后的药液加入

ＰＳＡ培养基中制成含药平板，以无菌水为对照。

于菌落边缘打取直径为５ｍｍ稻绿核菌菌饼，接种
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于含药ＰＳＡ平板中央，每个处理重复４次，２８℃

恒温培养。２０ｄ后，采用十字交叉法测量菌落直

径，并借助ＤＰＳ数据处理系统分析所得数据。

２　结果与分析

２１　分离结果

通过孢子敲落法和火焰灼烧法分别分离鲜黄

色、黄绿色、墨绿色３种不同成熟度的稻曲球。结

果 （表１）表明，采用孢子敲落法分离时，平均分

离成功率：鲜黄色稻曲球 （９８．３３％）＞黄绿色稻

曲球 （１．６６％）＞墨绿色稻曲球 （０％）；采用火焰

灼烧法分离时，平均分离成功率：鲜黄色稻曲球

（６３．３３％）＞黄绿色稻曲球 （３１．６６％）＞墨绿色

稻曲球 （５％）。由此可知，采用孢子敲落法分离鲜

黄色稻曲球成功率最高，黄绿色稻曲球应采用火焰

灼烧法分离，墨绿色稻曲球不适合作为分离材料。

表１　２种分离方法分离不同成熟度的稻曲球的分离效果

犜犪犫犾犲１　犜狑狅犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉狊犲狆犪狉犪狋犻狀犵狉犻犮犲狊犿狌狋狊狆狅狉犲狊犪狋

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犪狋狌狉犪狋犻狅狀狊狋犪犵犲狊

分离方法 稻曲球
分离成功

率／％

分离成功

率／％

分离成功

率／％

平均成功

率／％

孢子敲落法 鲜黄色 ９５ １００ １００ ９８．３３

黄绿色 ５ ０ ０ １．６６

墨绿色 ０ ０ ０ ０

火焰灼烧法 鲜黄色 ７０ ５５ ６５ ６３．３３

黄绿色 ４０ ３５ ２０ ３１．６６

墨绿色 ０ ５ １０ ５

从分离到的菌株可以看出，菌落呈圆形，中央

凸起，外观形态酷似帽子，菌丝白色，绒毛状，菌

落背面鲜黄色，后期墨绿色 （图１）。镜检发现该

菌生长后期菌丝粗大、呈念珠状、分支多，有明显

隔膜，厚垣孢子为橘黄色或黄褐色，球形或近椭圆

形 （图２），与陈丽等
［１１］报道一致。

图１　稻绿核菌的菌落形态

犉犻犵．１　犆狅犾狅狀狔犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犝．狏犻狉犲狀狊

注：Ａ为正面，Ｂ为背面。

图２　稻绿核菌的菌丝 （Ａ）和厚坦孢子 （Ｂ）

犉犻犵．２　犎狔狆犺犪（犃）犪狀犱犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉犲（犅）狅犳犝．狏犻狉犲狀狊

２２　致病性鉴定

用注射法将菌丝孢子混合液回接到健康的水

稻稻穗上，接种３周后产生特征明显的鲜黄色稻曲

球，稻曲球后期逐渐变成墨绿色 （图３），症状与

田间自然发病的植株无异，表明所分离到的菌株有

较强的致病能力。将发病病样进行分离，纯化培

养，其菌落形态特征与接种菌株一致。

图３　稻曲病的发病症状

犉犻犵．３　犛狔犿狆狋狅犿狅犳犳犪犾狊犲狊犿狌狋犱犻狊犲犪狊犲狅狀狉犻犮犲

注：Ａ、Ｂ、Ｃ分别为鲜黄色、黄绿色和墨绿色稻曲球。

图４　稻绿核菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列ＰＣＲ扩增产物

犉犻犵．４　狉犇犖犃犐犜犛犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犲犱狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犝．狏犻狉犲狀狊

２３　病原菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析

用通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４ 对 ＨＰ７ 菌株进行

ＰＣＲ扩增，从琼脂糖凝胶电泳图 （图４）可以看

出，ＩＴＳ长度在５００～７５０ｂｐ，与标准菌株 （ＵＶ
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８ｂ）长度一致，并对扩增产物进行测序，将测序

结果在ＮＣＢＩ上用ＢＬＡＳＴ软件进行同源性比对发

现，ＨＰ７菌株与稻绿核菌犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻狉犲狀狊

相似度达９９％。从系统发育树 （图５）可知，ＨＰ

７菌株同犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻狉犲狀狊 （ＫＸ２４３２７３．１）处

同一分支，进化距离最近，可确定分离到的 ＨＰ７

菌株为稻绿核菌。

图５　ＨＰ７菌株基于ｒＤＮＡＩＴＳ序列的系统发育树

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳

犎犘７狊狋狉犪犻狀

２４　不用药剂对稻绿核菌的抑制作用

７种供试药剂对稻绿核菌的室内毒力测定结果

（表２）表明，稻绿核菌对７种供试药剂的敏感性

存在差异。其中，稻绿核菌对戊唑醇和嘧菌酯的敏

感性最高，其 犈犆５０ 值分别为０．１０９１、０．１５８５

ｍｇ·Ｌ
－１；对苯醚甲环唑和己唑醇的敏感性次之，

犈犆５０值分别为０．２０７１、０．２７９２ｍｇ·Ｌ
－１；对多菌

灵与甲基硫菌灵的敏感性相对较低，犈犆５０值分别为

０．９１３７、２．１８８１ｍｇ·Ｌ
－１；对井冈霉素的敏感性

最差，犈犆５０值高达４９．６７７３ｍｇ·Ｌ
－１。回归方程

的斜率值（犽）在一定程度反映病原菌对杀菌剂的敏

感性。依据斜率（犽）可将供试药剂分成２类：戊唑

醇、苯醚甲环唑、嘧菌酯、己唑醇，犽＞２，是供试原药

中斜率值（犽）较大的，说明稻绿核菌对这３种药的敏

感性相对较高；井冈霉素、甲基硫菌灵、多菌灵，犽＜

２，是供试原药中斜率值（犽）较小的，说明稻绿核菌对

这３种农药的敏感性相对较低。

表２　７种杀菌剂对绿核菌的室内毒力

犜犪犫犾犲２　犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狋狅狓犻犮犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅狀７犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊犪犵犪犻狀狊狋犝．狏犻狉犲狀狊

药剂
供试药剂质量浓度

／（ｍｇ·Ｌ－１）
毒力回归方程（狔）

相关系数

（狉）
犈犆５０／

（ｍｇ·Ｌ－１）

戊唑醇 ０．５ ０．２５ ０．１２５ ０．０６２５ ０．０３１２５ 狔＝６．９６８９＋２．０４５４狓 ０．９６４４ ０．１０９１

井冈霉素 ２００ １００ ５０ ２５ １２．５ 狔＝２．５９８９＋１．４１５７狓 ０．９８９６ ４９．６７７３

苯醚甲环唑 １．６ ０．８ ０．４ ０．２ ０．１ 狔＝６．４６３４＋２．１３９７狓 ０．９８４９ ０．２０７１

甲基硫菌灵 ０．８ ０．４ ０．２ ０．１ ０．０５ 狔＝４．６５０７＋１．０２７２狓 ０．９８５２ ２．１８８１

嘧菌酯 ２ １ ０．５ ０．２５ ０．１２５ 狔＝６．９３６８＋２．４２１３狓 ０．９９７４ ０．１５８５

己唑醇 ２ １ ０．５ ０．２５ ０．１２５ 狔＝６．４２６３＋２．５７４４狓 ０．９９７３ ０．２７９２

多菌灵 １．６ ０．８ ０．４ ０．２ ０．１ 狔＝５．０７６８＋１．９４２６狓 ０．９８１６ ０．９１３７

３　讨论与结论

稻曲球营养物质丰富，极易污染杂菌，给稻绿

核菌的分离带来了极大的困难。本研究在刘明霞

等［１２］的基础上，明确了不同成熟度稻曲球的适宜

分离方法，提高了稻绿核菌的分离成功率。试验结

果可知：采用孢子敲落法分离稻绿核菌的成功率

为：鲜黄色稻曲球 （９８．３３％）＞黄绿色稻曲球

（１．６６％）＞墨绿色稻曲球 （０％）；火焰灼烧法分

离稻绿核菌的成功率为鲜黄色稻曲球 （６３．３３％）

＞黄绿色稻曲球 （３１．６６％）＞ 墨绿色稻曲球

（５％）。表明鲜黄色稻曲球为稻绿核菌分离的最佳

材料，墨绿色稻曲球不宜作为分离材料，鲜黄色稻

曲球和黄绿色稻曲球分别适合采取孢子敲落法与火

焰灼烧法进行分离。

通过致病性鉴定发现，ＨＰ７菌株具有较强的

致病能力，接种到健康的稻穗后能够引起稻穗发

病，其症状与田间自然发病植株无异，并对回接发

病的稻穗进行分离，得到形态一致的菌株，其形态

特征与张君成等［１３］一致。结合ｒＤＮＡＩＴｓ序列分

析，确定 ＨＰ７菌株为稻绿核菌。

室内毒力测定试验结果表明，７种药剂对稻绿

核菌的菌丝生长均有一定抑制作用，稻绿核菌对７

种药剂的敏感性大小为：戊唑醇＞嘧菌酯＞苯醚甲

环唑＞己唑醇＞多菌灵＞甲基硫菌灵＞井冈霉素，

其中戊唑醇对稻绿核菌菌丝生长的抑制作用最强，

犈犆５０为０．１０９１ｍｇ·Ｌ
－１；嘧菌酯、苯醚甲环唑、

己唑醇、多菌灵的效果较好；井冈霉素的抑制效果

最差，犈犆５０为４９．６６７３ｍｇ·Ｌ
－１。稻绿核菌对甲

基硫菌灵的敏感性较低，可能是由于生产上累年使
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用，或与不同稻区的稻绿核菌对甲基硫菌灵敏感性

存在差异有关，而井冈霉素为生物农药，相较于化

学农药抑制效果稍差。室内药剂筛选结果可以看出

供试药剂对菌丝均有较好的抑制效果，该结果可为

水稻生产上防治稻曲病时药剂的选择提供理论参

考。但田间防治受众多因素的影响，因此，在筛选

防控稻曲病的有效药剂时，需田间试验进一步验

证，找出安全、高效的药剂来减少农药用量，预防

稻绿核菌抗药性的产生及降低农药对稻田的污

染［１４］。
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