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摘 要：为了给玉米穗腐病的田间大规模抗性鉴定提供简便、易行、准确的人工接种方法，本研究采用不同的方法分别人

工接种拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢菌，对不同接种方法的致病效果进行比较研究。结果表明，在分别人工接种拟轮枝镰孢

菌和禾谷镰孢菌后，采用玉米孢子液和绿豆孢子液接种玉米的接菌方法，穗腐病发病效果优于其他接菌方法（单牙签、双

牙签、带菌玉米粒和伤口-带菌玉米粒）的发病效果。另外，该次鉴定的 10份供试玉米自交系中，承 351、丹 598和吉 V203
同时对拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢菌引起的玉米穗腐病表现为抗病，而 PHTD5、吉 V023和 KX对两种病原菌引起的玉米穗

腐病表现为感病。以期为玉米穗腐病抗性鉴定工作和抗性遗传改良提供一定的参考依据。
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Abstract：In order to provide a simple, feasible and accurate artificial inoculation method for large-scale resistance
identification of corn ear rot in the field, different methods were used to artificially inoculate Fusarium verticilloide
and Fusarium graminearum respectively and the pathogenic effects of different inoculation methods were compared.
The results showed that after inoculating Fusarium verticilloide and Fusarium graminearum, the inoculation effect of
corn spore solution and mung bean spore solution were better than that of other inoculation methods. In addition,
among the 10 tested maize inbred lines, Cheng351, Dan598 and JiV203 showed resistance to the ear rot caused by
Fusarium verticilloide and Fusarium graminearum, while PHTD5, JiV023 and KX showed susceptibility to the two
pathogens. This study aims to provide a reference for the identification of ear rot resistance and the genetic improve⁃
ment of resistance.
Key words：Maize; Ear rot; Pathogen; Inoculation methods

玉米是我国重要的粮食作物，而玉米病害一

直是影响玉米产量提高和品质改善的限制因素。

玉米穗腐病（ear rot），是世界玉米产区普遍发生
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的一类真菌性病害 [1-5]，且呈现日趋严重的趋势。

我国一般年份玉米穗腐病的发病率为 10%～
20%，严重年份可达 30%～40%，感病品种的发病

率高达 50%左右 [6-8]。玉米穗腐病不仅能引起果

穗腐烂而导致直接减产，而且有些病原菌还能产

生大量的有害毒素，严重威胁人类和动物的健康

和生命安全 [9-10]。玉米穗腐病在玉米生长后期及

收获后储藏期均有发生，发病部位包括籽粒、苞

叶和穗轴等。病原菌主要通过籽粒的伤口进行侵

染，有些病原菌还可以通过疏导组织由根或茎传

到穗轴 [11]。鉴于玉米在全世界广为种植，在不同
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的国家和地区引发穗腐病的致病菌有所不

同 [12-14]，在我国引起玉米穗腐病的主要致病菌为

拟轮枝镰孢菌（Fusarium verticillioides）和禾谷镰

孢菌（Fusarium graminearum）[10,15-16]。玉米穗腐病

的病原菌主要在发病的种子和病残体上越冬，成

为下一季的初始侵染源[17]。病菌孢子借助风雨传

播，主要从玉米的伤口和花丝侵入，通过气流和雨水

进一步传播和扩散。玉米穗粒腐病通常发生在生长

后期，从吐丝到收获的过程中均有可能发病，但是发

病的盛期为吐丝到吐丝后的3周内[18]。

在生产中，由于穗腐病发生在玉米生长中后

期，田间防治的难度较大，通常难以针对穗腐病

进行专门防治。穗腐病的致病菌类型比较复杂，

侵染途径多样，病害发生受到气候影响，这些因

素导致喷施药剂难以达到理想的防治效果 [19-20]。

因此，筛选抗病自交系、选育抗病品种是控制和

预防玉米穗腐病的最根本和最有效的措施。在筛

选抗病品种过程中，玉米种质资源和品种的抗病

性鉴定与筛选工作必不可少，进行抗性鉴定的首

要问题是寻找快速、准确、简便的病原菌接种方

法。本研究针对我国玉米穗腐病两种主要致病

菌，通过比较抗性鉴定中不同接种方法的致病效

果，以期为玉米穗腐病抗性大规模鉴定筛选出稳

定、简便、易行、准确的田间人工接种方法。

1 材料与方法

1.1 待鉴定玉米

供试玉米自交系 10 份，分别为吉 K298、
DG186-1、DMYF2-186、承 351、丹 598、吉 V203、掖
81162、吉 V023、KX和 PHTD5。每份自交系种植

22行，行长 5 m，行距 60 cm，株距 25 cm，每行接种

21株。每种接种方法接种 2行，田间试验于吉林

省农业科学院公主岭基地进行。

1.2 供试培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）制法：将马

铃薯去皮、洗净、称取 200 g，切成小块，加入 1 000
mL蒸馏水，煮沸 20 min，用纱布过滤，去除残渣，

将滤液定容至 1 000 mL，再加入 20 g葡萄糖和 15 g
琼脂粉，溶化后分装，121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。
另外，用少量乙醇溶解 0.1 g氯霉素，加入 1 000 mL
培养基中 [1-2]。

绿豆煎汁液体培养基制法：称取 40 g饱满的

绿豆，加入 1 000 mL蒸馏水，煮沸 30 min，用纱布

过滤，去除残渣，加入蔗糖 20 g，磷酸二氢钾 1 g。
玉米籽粒培养基：取适量健康饱满的玉米籽

粒在开水中煮 30 min，冷却后装入锥形瓶中，每瓶

装 1/3～1/2瓶，121 ℃高压蒸汽灭菌 30 min，冷却

后放入 4 ℃冰箱待用。

1.3 病原菌的培养和接种方法

1.3.1 注射接种法

（1）病原菌的培养

拟轮枝镰孢菌：向高压蒸汽灭菌后的 PDA培
养基中加入氯霉素，使其终浓度达到 0.1 g/L。将

菌块接种到培养基平板上，在暗培养箱中 28 ℃培

养大约一周，待菌丝长满平板，4 ℃保存待用。

禾谷镰孢菌：向高压蒸汽灭菌后的 PDA培养

基中加入氯霉素，使其终浓度达到 0.1 g/L。将菌

块接种到培养基平板上，在暗培养箱中 25 ℃培养

大约一周，待菌丝长满平板，4 ℃保存待用。

（2）接种液的制备

方法一：在接种前 10～15 d取适量健康饱满

的玉米籽粒在开水中煮 30 min，装入锥形瓶，每瓶

装 1/3～1/2瓶，121 ℃高压灭菌 30 min。在超净工

作台中将平板培养基上长好的菌种接种到锥形瓶

内，封好瓶口，室温培养 15 d。在接种前 1 d，用无

菌蒸馏水将锥形瓶内培养好的病原菌洗脱下来，

配制成浓度为 5×106个/mL孢子悬浮液。在孢子

悬浮液中加入表面活性剂吐温-80，吐温-80在孢

子悬浮液中浓度为 2 µl/mL，混匀。

方法二：在灭菌的超净工作台上打开培养好

的病原菌固体培养基，用灼烧灭菌的小刀将固体

培养基划成边长为 1 cm左右的小立方块，将菌块

接种到 5%绿豆煎汁液体培养基中（500 mL绿豆

煎汁液体培养基中接种平板 1/2体积的含菌固体

培养基），适宜温度（拟轮枝镰孢菌 28 ℃，禾谷镰

孢菌 25 ℃）150 r/min震荡培养 2 d，过滤菌丝，收

集孢子置于 4 ℃冰箱保存备用。在接种前一天，

用无菌蒸馏水配制成浓度为 5×106 个/mL的孢子

悬浮液。在孢子悬浮液中加入表面活性剂吐温-
80，吐温-80在孢子悬浮液中浓度为2 µl/mL，混匀。

（3）人工接种

接种时间：玉米吐丝后 15 d接种。

拟轮枝镰孢菌：用注射器将制备的孢子悬浮

液注射到玉米雌穗的中部，深以不损伤果穗为

宜。每果穗注射接菌量为 2 mL，接菌后用手指轻

捏伤口处,防止菌液外流。

禾谷镰孢菌：用注射器将制备的孢子悬浮液

注入玉米苞叶内的花丝丛中，深以不损伤果穗为

宜。每果穗注射接菌量为 2 mL，接菌后用手指轻

捏花丝丛，使菌液均匀粘着于花丝上。
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空白对照组：将 2 mL的无菌水注射到玉米雌

穗的中部和玉米苞叶内的花丝丛中。

1.3.2 牙签接种法

（1）病原菌的培养

拟轮枝镰孢菌：向高压蒸汽灭菌后的 PDA培
养基中加入氯霉素，使其终浓度达到 0.1 g/L。将

菌块接种到培养基平板上，在暗培养箱中 28 ℃培

养大约一周，待菌丝长满平板，4 ℃保存待用。

禾谷镰孢菌：方法同拟轮枝镰孢菌，暗培养箱

温度为 25 ℃。
（2）带菌牙签的制备

选用软木质牙签，水煮 2～3次，每次煮 1 h，
煮后用清水冲洗 2～3次，晾干后将牙签尖部向下

装入培养瓶中，倒入 PDA培养基，使牙签露出约

2/3长，用含有封口膜的瓶盖封口，高压灭菌 30
min，晾凉后供接菌用。将扩繁的病原菌接入灭菌

的培养瓶培养基中，25 ℃下黑暗恒温培养，使病

原菌从培养基向牙签上蔓延生长，经 4周左右，当

露出培养基的牙签被病原菌覆盖至尖部后 ,即可

用于田间玉米接种。

（3）人工接种

方法一：单牙签接种法。

拟轮枝镰孢菌：接种于玉米果穗吐丝后 1周，

花丝已完全萎蔫为接种适期。选择适宜接种果

穗，将带菌牙签插入果穗中，深度达果穗籽粒与

穗轴之间,以不穿入穗轴为宜，每孔接牙签 1根。

禾谷镰孢菌：方法同拟轮枝镰孢菌，深度达玉

米果穗顶端的玉米籽粒处。

方法二：双牙签接种法。

拟轮枝镰孢菌：接种于玉米果穗吐丝后 1周，

花丝已完全萎蔫为接种适期。选择适宜接种果

穗，为防止用牙签插入时附着在牙签上的病原菌

脱落，先在果穗中部用大号注射针头穿洞，深度

达果穗籽粒与穗轴之间，以不穿入穗轴为宜，再

将带菌牙签插入果穗接孔中，每孔接牙签 2根。

禾谷镰孢菌：接种于玉米果穗吐丝后 1周，花

丝已完全萎蔫为接种适期。选择适宜接种果穗，

为防止直接用牙签插入时附着在牙签上的病原菌

脱落，先在果穗顶部用大号注射针头穿洞，深度

达果穗顶端籽粒处，以不穿入穗轴为宜，然后将

带菌牙签插入果穗接孔中，每孔接牙签 2根。

1.3.3 颗粒接种法

（1）病原菌的培养

拟轮枝镰孢菌：向高压蒸汽灭菌后的 PDA培
养基中加入氯霉素，使其终浓度达到 0.1 g/L。将

菌块接种到培养基平板上，在暗培养箱中 28 ℃培

养大约一周，待菌丝长满平板，4 ℃保存待用。

禾谷镰孢菌：向高压蒸汽灭菌后的 PDA培养

基中加入氯霉素，使其终浓度达到 0.1 g/L。将菌

块接种到培养基平板上，在暗培养箱中 25 ℃培养

大约一周，待菌丝长满平板，4 ℃保存待用。

（2）带菌玉米粒的制备

接种前 10～15 d，在超净工作台中将平板培

养基上长好的菌种接种到玉米籽粒培养基中，封

好瓶口，室温培养 10 d。
（3）人工接种

方法一：直接接种。

拟轮枝镰孢菌：先在待接种玉米的中部将其

苞叶剥开，然后将带菌的玉米籽粒直接接种到已

剥开的玉米果穗中部的苞叶下。

禾谷镰孢菌：方法同拟轮枝镰孢菌，接种位置

是果穗顶部的苞叶下。

方法二：先制造伤口再接种。

拟轮枝镰孢菌：先在待接种玉米的中部将其

苞叶剥开，并用大号注射针头给露于外面的玉米

籽粒制造伤口，然后将带菌的玉米籽粒直接接种

到已剥开的玉米果穗中部的苞叶下。

禾谷镰孢菌：方法同拟轮枝镰孢菌，接种位置

是果穗顶部的苞叶下。

1.4 性状调查方案

在玉米成熟期进行田间发病调查。将各接种

处理的玉米果穗剥去苞叶 ,逐个调查记载果穗发

病情况，计算平均发病级别。性状调查采用病情

评级标准（《玉米抗病虫性鉴定技术规范 NY∕T
1248.8-2016》）。
2 结果与分析

2.1 病原菌的初培养

从图 1可以看出，拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢

菌在培养基平板上生长状况良好，第 3天再观察

发现菌丝的扩散面积就超过平板的 1/2，第 7天菌

丝已布满整个平板。病原菌在培养的过程中有色

素的分泌，拟轮枝镰孢菌分泌紫黑色色素，禾谷

镰孢菌分泌红色色素。

2.2 拟轮枝镰孢菌的人工接种结果分析

玉米吐丝 10 d后用 6种方法（玉米孢子液、绿

豆孢子液、单牙签、双牙签、带菌玉米粒、伤口-带
菌玉米粒）在玉米果穗中部进行拟轮枝镰孢菌的

人工接种，在玉米成熟期（9月 25日调查）进行玉

米穗腐病发病情况的田间调查。10个玉米自交
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系采用 6种不同的方法人工接种拟轮枝镰孢菌后

均有不同程度的穗腐病发病表现，发病症状为玉

米果穗包裹有白色菌丝和分泌物。

分别对每个玉米自交系在不同方法下的拟轮

枝镰孢菌的穗腐病抗性进行单株调查（共 42株），

然后取平均值作为平均病情级。结果见表 1。
与注射无菌水的空白对照相比，在人工接种

拟轮枝镰孢菌后，采用绿豆孢子液接菌的玉米穗

腐病发病效果最好，玉米孢子液接菌的发病效果

次之，采用单牙签、双牙签、带菌玉米粒和伤口-
带菌玉米粒的方法接菌的发病效果相当（表 1、图
2）。田间试验结果显示，注射无菌水的空白对照

组内，各玉米自交系对拟轮枝镰孢菌的抗性结果

和自交系本身的抗感性一致，无菌水不会引起各

表1 不同方法接种拟轮枝镰孢菌的抗性鉴定结果

玉米自交系

吉 K298
DG186-1
DMYF2-186

承 351
丹 598
吉 V203
掖 81162
吉 V023
KX

PHTD5

不同接种方法的平均病情评级数

无菌水

0
0
0
0
0
0
1.32
3.05
5.52
5.02

玉米孢子液

3.00
4.20
3.92
1.15
1.00
1.28
3.96
8.16
6.55
5.15

绿豆孢子液

5.15
4.87
4.86
1.10
3.24
1.90
5.40
8.61
4.25
6.79

单牙签

3.40
4.37
3.95
1.00
1.67
1.69
1.00
5.17
3.31
6.76

双牙签

3.54
1.47
3.38
1.10
1.62
1.53
1.27
4.67
4.71
8.16

带菌玉米粒

2.08
3.00
2.36
1.13
2.64
1.28
2.27
6.48
4.60
7.31

伤口-带菌玉米粒

3.25
3.31
2.00
1.00
3.95
1.33
1.86
7.24
6.33
6.64

自交系抗感差异的变化，因此实验组内各接种方

法的水含量的差异对实验结果造成的误差在允许

的范围之内。所以，对于拟轮枝镰孢菌引起的玉

米穗腐病的抗性鉴定，可优先采用绿豆孢子液接

菌的方法。另外，该次鉴定结果表明，10份供试

玉米自交系中，承 351、吉 V203和丹 598对拟轮枝

镰孢菌引起的玉米穗腐病有较好的抗性，而

PHTD5、吉 V023和 KX对拟轮枝镰孢菌引起的玉

米穗腐病的抗性较差。该结果可为拟轮枝镰孢菌

引起的玉米穗腐病的抗性遗传改良和功能位点的

挖掘提供一定的参考依据。

2.3 禾谷镰孢菌的人工接种结果分析

玉米吐丝 10 d后用 5种方法（玉米孢子液、绿

豆孢子液、单牙签、双牙签、带菌玉米粒）在玉米

 

A 拟轮枝镰孢菌 B 禾谷镰孢菌

图1 病原菌的初培养

 
图2 不同方法接种拟轮枝镰孢菌的抗性评价热图
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表2 不同方法接种禾谷镰孢菌的抗性鉴定结果

玉米自交系

吉 K298
DG186-1
DMYF2-186

承 351
丹 598
吉 V203
掖 81162
吉 V023
KX

PHTD5

不同接种方法的平均病情评级数

无菌水

0
0
0
0
0
0
1.03
3.28
5.61
5.33

玉米孢子液

4.29
2.37
3.71
1.00
1.08
1.77
2.91
6.75
6.33
8.70

绿豆孢子液

3.88
2.24
2.89
1.00
1.40
1.36
2.20
8.29
5.89
8.27

单牙签

1.55
1.17
2.00
1.27
1.13
1.13
1.08
3,82
4.33
6.25

双牙签

1.77
1.40
2.26
1.00
1.30
1.55
1.20
3.00
3.00
7.33

带菌玉米粒

1.00
2.18
1.86
1.00
1.00
1.18
1.08
3.29
2.20
8.65

 
图3 不同方法接种禾谷镰孢菌的抗性评价热图

果穗顶端花丝通道部位进行禾谷镰孢菌的人工接

种，在玉米成熟期（约 10月上旬）进行玉米穗腐病

发病情况的田间调查。10个玉米自交系采用 5种
不同的方法人工接种禾谷镰孢菌后均有不同程度

的穗腐病发病表现，发病症状为玉米果穗包裹有

粉色至红色的菌丝和分泌物。

分别对每个玉米自交系在不同方法下的禾谷

镰孢菌的穗腐病抗性进行单株调查（共 42株），然

后取平均值作为平均病情级。结果见表 2。
与注射无菌水的空白对照实验结果相比，在

人工接种禾谷镰孢菌后，采用玉米孢子液接菌的

玉米穗腐病发病效果最好，绿豆孢子液接菌的发

病效果次之，采用单牙签、双牙签和带菌玉米粒

的方法接菌的发病效果相当（表 2、图 3）。田间试

验结果显示，注射无菌水的空白对照组内，各玉

米自交系对禾谷孢的抗性结果和自交系本身的抗

感性一致，无菌水不会引起各自交系抗感差异的

变化，因此试验组内各接种方法水含量的差异对

试验结果造成的误差在允许的范围之内。所以，

对于禾谷镰孢菌引起的玉米穗腐病的抗性鉴定，

可优先采用玉米孢子液接菌的方法。另外，该次

鉴定结果表明，10份供试玉米自交系中，承 351、
丹 598和吉 V203对禾谷镰孢菌引起的玉米穗腐

病有较好的抗性，而 PHTD5、吉 V023和 KX对禾谷

镰孢菌引起的玉米穗腐病的抗性较差。该结果可

为禾谷镰孢菌引起的玉米穗腐病的抗性遗传改良

和功能位点的挖掘提供一定的参考依据。

3 讨 论

人工接种拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢菌后，采

用玉米孢子液和绿豆孢子液接菌的玉米穗腐病发

病效果优于其他接菌方法（单牙签、双牙签、带菌

玉米粒和伤口-带菌玉米粒）的发病效果。由于

玉米孢子液和绿豆孢子液中都含有大量水分，单

牙签、双牙签、带菌玉米粒和伤口-带菌玉米粒中

水分较少，而玉米穗腐病致病菌的侵染和扩展需

要一定的水分。虽然水分在致病菌侵染玉米的过

程中起着不可忽视的作用，但是通过设置注射无

菌水的空白对照试验结果显示，无菌水对各玉米

自交系对镰孢菌穗腐病的抗性效果几乎没有差
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异，因此说明水分本身不会对各玉米自交系的抗

性造成影响。只有在含致病菌的时候，水分才在

病原菌侵染玉米的过程中起着不可或缺的作用，

所以采用玉米孢子液和绿豆孢子液接菌的玉米穗

腐病发病效果优于其他接菌方法的发病效果可能

是水分差异所致，玉米孢子液和绿豆孢子液中的

水分为病原菌的侵染和扩展提供了非常有利的条

件，而其他方法中水分的缺乏不利于病原菌的侵

染和扩展。另外，对于同一个玉米自交系，采用

玉米孢子液和绿豆孢子液接菌的玉米单株之间的

穗腐病发病效果差异较小，而采用其他接菌方法

（单牙签、双牙签、带菌玉米粒和伤口－带菌玉米

粒）的玉米单株之间的发病效果差异较大。原因

可能是在实际的接种过程中，采用单牙签、双牙

签、带菌玉米粒和伤口-带菌玉米粒的方法接种

过程受到的可变因素较多，如苞叶阻力差异、牙

签和带菌玉米粒的菌量和不同操作人员的操作手

法差异等，所以会造成更多的鉴定误差。因此牙

签法和带菌玉米粒的方法不太适于大规模的穗腐

病抗性鉴定工作。注射无菌水的空白对照田间试

验结果显示，水分在病原菌侵染玉米的过程当中

是充分不必要条件。在实际的大规模接种过程

中，控制接种的病原菌含量和活性是影响田间接

种效果的最重要因素。同时结合实践的操作过

程，包括病原菌的制备和田间人工接种的可行性

分析。综合各种因素，采用玉米孢子液和绿豆孢

子液接种拟轮枝镰孢菌和禾谷镰孢菌的发病效果

均较好，均可用于玉米材料的大规模抗病性鉴定

和筛选。但是玉米孢子液更适于禾谷镰孢菌的人

工接种，而绿豆孢子液更适于拟轮枝镰孢菌的人

工接种。在孢子液的制作阶段，玉米孢子液的制

备相较于绿豆孢子液程序更加复杂，培养周期

长，而绿豆孢子液的培养周期只需要 3 d，接种时

可准确控制孢子浓度和接种量 ,但接种物培养后

需立即使用。因此可以根据需进行抗性鉴定的玉

米材料的数量和时间安排，在玉米孢子液和绿豆

孢子液之间进行适当的选择。

另外，该次鉴定的 10份供试玉米自交系中，

承 351、丹 598和吉 V203对拟轮枝镰孢菌和禾谷

镰孢菌引起的玉米穗腐病均具有较好的抗性。在

玉米穗腐病的抗性遗传改良工作中，可利用以上

3个自交系中的抗性位点。在玉米穗腐病的抗性

位点挖掘工作中，可将以上 3个自交系作为抗源

和抗性亲本，为镰孢菌引起玉米穗腐病的抗性遗

传改良和功能位点的挖掘提供一定的参考依据。
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