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摘要　小麦网腥黑穗病是由小麦网腥黑粉菌犜犻犾犾犲狋犻犪犮犪狉犻犲狊引起，会导致小麦严重减产。为了获得小麦网腥黑穗病

较高的发病率，本研究利用穗部接菌、土壤接菌、根部接菌３种方法进行温室内人工接种小麦。结果表明，利用穗部

接菌及土壤接菌发病率分别为５２．５％和１０％，而根部接菌发病率仅有４％。利用穗部接菌可以获得更多的发病植

株，为更好地研究寄主与病原的互作关系奠定了基础。
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　　小麦腥黑穗病是世界性病害，在春小麦及冬小

麦上都有发生，遍布世界小麦种植区［１］。在我国常

见的是犜犻犾犾犲狋犻犪犮犪狉犻犲狊（ＤＣ．）Ｔｕｌ．＆Ｃ．Ｔｕｌ．引起

的小麦网腥黑穗病和犜犻犾犾犲狋犻犪犳狅犲狋犻犱犪（Ｗａｌｌ．）Ｌｉｒｏ

引起的小麦光腥黑穗病。小麦网腥黑穗病主要发生

在江苏、山西、山东、河南等地，被黑龙江、山东、河

南、天津等多省市列为补充植物检疫性有害生物［２］。

在小麦成熟期，病穗中几乎都是呈籽粒状的孢子团

（菌瘿），成熟的孢子团全部由冬孢子组成并被薄且

修饰过的子房壁包被形成典型的菌瘿，菌瘿比正常

小麦的籽粒圆、大［３］。小麦成熟末期，干燥的菌瘿呈

近球形，破碎后的冬孢子呈块状［４６］。感染腥黑粉菌

之后的小麦麦粒散发臭鱼腥味，并且释放出有毒的

三甲胺类物质，严重影响小麦品质，给小麦生产带来

巨大损失［７９］。目前国内对于小麦网腥黑穗病的研

究较少，探究温室条件下人工接种获得发病植株的
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方法，对于研究该病菌的致病性及与寄主的互作机

理具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　供试材料

小麦网腥黑粉菌及供试小麦品种‘东选３号’由

中国农业科学院植物保护研究所提供。

１．２　小麦网腥黑粉菌冬孢子的萌发培养

干燥的病穗于室温条件下保存。于病穗采集后

２０、３０ｄ和４０ｄ分别进行萌发试验。冬孢子的萌发

率均超过９０％，表明冬孢子活性良好。将４～６个

小麦网腥黑粉菌菌瘿（视菌瘿大小而定）放入一个

２ｍＬ的离心管中，加入２ｍＬ灭菌水并经１５０目纱

布过滤掉杂质，制成冬孢子悬浮液。浸泡２４ｈ后将

冬孢子悬浮液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ去上清液，

加入２ｍＬ０．２５％ＮａＣｌＯ溶液消毒５ｍｉｎ，不定时轻

摇以保证处于混匀状态。离心后弃上清液并加入

２ｍＬ无菌水，重复洗涤３次获得最终的悬浮液。利

用血球计数板在光学显微镜（ＬｅｉｃａＳ６Ｄ，德国）下测

定并计算冬孢子悬浮液的浓度，适当稀释后将冬孢

子浓度调节至１０６个／ｍＬ的数量级备用
［１０］。

按１％的比例在冷却至４０～５０℃的水琼脂培

养基（规格为２０００ｍＬ的烧杯中加入１６ｇ琼脂，

加蒸馏水定容至１Ｌ，分装后１２１℃高压蒸汽灭菌

２０ｍｉｎ）中混入青霉素、链霉素双抗并倒板，每个培

养皿中加２００μＬ１０
６个／ｍＬ冬孢子悬浮液，用灭菌

的涂布棒涂布均匀并封口。所有平板置于１６℃、光

照３００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）、相对湿度５０％的人工培养箱

（ＭＬＲ３５２Ｈ，日本）中培养。

１．３　供试小麦的春化处理

将小麦种子浸泡催芽２４ｈ，用３０％的ＮａＣｌＯ溶

液表面消毒１～５ｍｉｎ，以杀灭种子表面携带的病原

菌，然后用灭菌水冲洗小麦种子直至无味。将过夜催

芽的种子置于玻璃培养皿中，用湿润的纱布覆盖保

湿，用锡纸包裹于４℃光照培养箱（ＨＹＣ３６０，海尔中

国）中避光春化４周，直至胚芽鞘长至１～３ｃｍ。

１．４　供试小麦的种植

将春化好的麦苗种于盛有灭菌土的直径２０ｃｍ

的花盆中，深度约３ｃｍ，每盆种１０株，置于超低温

植物生化培养箱（ＬＴ３６ＶＬ，Ｐｅｒｃｉｖａｌ，美国）中２４ｈ

全光照培养，光照强度为３００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）。种苗

初期，培养箱内的温度控制在１０～１２℃，７ｄ后，待

幼苗稳定后温度可调整为１５～１７℃，当小麦苗生长

至孕穗期时生化培养箱内的温度可调节为２０～

２５℃，每天保持水分供应，防止低温和干旱对小麦穗

部发育的影响，定时观察麦苗的长势。

１．５　小麦网腥黑粉菌室内人工接种方法研究

１．５．１　穗部接菌法

制备菌丝悬浮液：将培养７ｄ的犜．犮犪狉犻犲狊平板置

于全自动倒置研究级显微镜（ＩＸ８３，ＯＬＹＭＰＵＳ，日

本）下观察冬孢子萌发情况。挑取长出侵染菌丝的平

板，每个培养皿加入５ｍＬ灭菌水刮取菌丝，在６００ｎｍ

波长下检测溶液ＯＤ值，用蒸馏水调整ＯＤ６００为０．１

～０．２，用于接菌
［１１］。

穗部接种：待小麦苗孕穗期开始时，即小麦旗叶

叶片全部从倒二叶叶鞘内伸出时用注射器将１ｍＬ

菌丝悬浮液注射入小麦植株旗叶与幼穗之间的空腔

内，连续接种５ｄ，共接菌４０株小麦，待小麦成熟后

统计发病率。

１．５．２　土壤接菌法

种植已春化的麦苗，种植３ｄ后用注射器吸取

犜．犮犪狉犻犲狊菌丝悬浮液（菌丝悬浮液的制备同穗部接

菌法）注射到小麦苗根部土壤中，对４０株小麦进行

土壤接菌，每天注射２ｍＬ，连续注射５ｄ，待小麦成

熟后统计发病率，每株小麦无论主穗或分蘖穗发病

均视为该株小麦成功发病，主穗及分蘖穗均未发病

则视该植株未发病。

１．５．３　根部接菌法

用３０％的ＮａＣｌＯ溶液对浸泡催芽的小麦种子

消毒后，于无菌操作台中将４０粒小麦种子分４组置

于有７０％犜．犮犪狉犻犲狊冬孢子萌发的平皿上，将胚芽鞘

一面与菌丝充分接触，每个平皿放１０粒种子，进行

根部接菌，密封好后置于４℃条件下边侵染边春化。

４周后将春化好的小麦苗种在灭过菌的土壤中，待

小麦成熟后统计发病率（统计方法同土壤接菌法）。

２　结果与分析

２．１　小麦网腥黑粉菌的人工接种体系

通过扫描电镜确认该菌为小麦网腥黑粉菌（图

１ａ）。小麦网腥黑粉菌冬孢子在水琼脂培养基上进

行培养，２ｄ后利用全自动倒置显微镜观察其萌发过

程，发现培养３ｄ后冬孢子萌发产生先菌丝（图１ｂ），

然后在先菌丝顶部长出大量伞状的初生担孢子（图

１ｃ），形成密集的一束，随后相反交配型的初生担孢

子融合形成“Ｈ”体（图１ｄ），致病的双核期开始。

“Ｈ”体产生大量的腊肠状次生担孢子（图１ｅ），随后

·６６１·
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次生担孢子萌发产生大量侵染菌丝（图１ｆ），此时的

侵染菌丝致病力较强，收集该时期的菌丝用于接种

小麦（图１ｇ），小麦成熟后可观察到整个籽粒充满了

黑色冬孢子（图１ｈ）。

图１　小麦网腥黑粉菌的侵染循环

犉犻犵．１　犐狀犳犲犮狋犻狅狀犮狔犮犾犲狅犳犜犻犾犾犲狋犻犪犮犪狉犻犲狊

　
２．２　室内人工接种方法的研究

人工接种后发病的小麦植株高度同正常植株相

比无明显变化，菌丝成功侵染后小麦子房呈现深绿

色，而健康的子房呈浅绿色，发病植株颖壳外张，露出

黑色的籽粒（图１ｈ），小麦籽粒组织被黑粉取代形成菌

瘿，菌瘿碾碎后散发出鱼腥味。不同的接种方法植株

的发病率不同，利用穗部接菌法可以获得５２．５％的发

病植株，利用土壤接菌法和根部接菌法分别获得了

１０％和４％的发病植株（表１）。因此，通过穗部注射

菌丝悬浮液可以获得更多的发病植株。

表１　３种方法接种小麦网腥星粉菌后的发病率

犜犪犫犾犲１　犇犻狊犲犪狊犲犻狀犮犻犱犲狀犮犲狅犳狑犺犲犪狋犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺

狋犺狉犲犲犿犲狋犺狅犱狊犪犵犪犻狀狊狋犜犻犾犾犲狋犻犪犮犪狉犻犲狊

人工接种方法

Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

发病率／％

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

穗部接菌法Ｔａｓｓｅｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ５２．５

土壤接菌法Ｓｏｉｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ １０

根部接菌法Ｒｏｏｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ４

３　讨论

小麦网腥黑粉菌萌发的最佳温度范围为１４～

１６℃，最适宜温度为１６℃，在此条件下４ｄ就可以萌

发，温度太高或太低、湿度太大或太小都会对冬孢子

的萌发产生影响［１２］。姚卓等通过室内接菌成功获

得了小麦矮腥黑粉菌的发病植株，并研究出小麦矮

腥黑粉菌萌发最适的冬孢子悬浮液浓度为１×

１０６个／ｍＬ
［１０］。本试验以上述条件作为参考，在短

时间内获得了犜．犮犪狉犻犲狊的菌丝悬浮液，提高了试验

效率。国内学者从土壤湿度［１３］、温度敏感性［１４］、无

积雪条件下发病状况［１５］等方面，研究并确定了影响

小麦矮腥黑粉菌萌发和生长的环境条件。国外学者

研究发现深播条件下普通腥黑穗病（由小麦光腥黑

粉菌和小麦网腥黑粉菌引起的黑穗病统称普通腥黑

穗病）发病率明显高于浅播；播种在温暖的土壤中，

普通腥黑穗病的发病率会显著降低［１６１７］。试验中土
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壤接菌时选择在苗期进行，是因为在其生长前期根

未扎深时菌丝与小麦根部能够充分接触。

本试验土壤接菌法仅获得了１０％的侵染率，可

能是由于土壤的ｐＨ、湿度等条件限制菌丝的活性，

导致菌丝未能侵染到小麦的生长点；或者菌丝的侵

染期与小麦的感病期不一致，导致菌丝无法成功侵

染；有研究表明，在植株分蘖开始时或者仅有几个分

蘖时对小麦矮腥黑粉菌最敏感［１８］，本试验土壤接菌

法侵染率低的原因可能是随着小麦的生长，根深扎

在土壤中，而用注射器接菌时菌液注入在土壤表层

无法深入。根部接菌法侵染率较低的原因可能是菌

丝与根的接触面积不够，根在平板上生长过程中会

伸到琼脂下层，导致琼脂表面的菌丝无法与根接触，

从而无法成功侵染。而穗部接菌法采用的是在孕穗

期注射菌丝悬浮液，使得穗部组织与菌丝能充分接

触，摆脱了土壤条件对菌丝侵染的限制，从而获得了

较高的发病率。

传统的方法是将小麦种子与冬孢子粉混合，加

入甲基纤维素溶液增加冬孢子黏性来接种；Ｇａｕｄｅｔ

等将冬孢子与土壤混合（４ｇ冬孢子／１００ｃｍ３土壤），

每米行长施用４ｃｍ３，然后在该土壤上种植小麦进行

接种［１９］。以上接菌方法易受土壤条件的限制，导致

冬孢子萌发率低，从而降低了菌丝的侵染率。本试

验的穗部接种法菌丝与穗部直接接触，摆脱了土壤

环境对冬孢子萌发的限制，获得了更多的发病植株。

因此，利用穗部接菌法可以提高接种的发病率，且操

作简便易行，需要的菌量明显少于土壤接菌法，可减

少工作量，缩短试验周期。本文结果为更好地研究

寄主与病原的互作关系奠定基础，对揭示病原物致

病性的遗传基础和深入了解致病基因的表达方式有

十分重要的意义。
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