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摘要：【目的】赤霉病是危害大麦、小麦生产的世界性病害，研究病原菌的致病过程对于病害的控制有重要

意义。【方法】本研究利用绿色荧光蛋白（GFP）标记的禾谷镰刀菌回复突变体以单花滴注方法进行人工接种研究

不同突变体的致病力差异及其在小麦穗部的侵染过程。【结果】269 株回复突变体的致病力存在明显分化。接种 6 d

后，致病力明显降低的突变体，只有接种小穗发病，致病力明显增强的突变体，病症可扩展至 5 个小穗。GFP 荧

光信号检测表明，弱致病突变体在接种后仅在接种小穗内生长、延伸，并终止于小穗基部的致密组织处。而强致

病力突变体在接种小穗内生长 2 d 后，即能够通过小穗基部的致密组织到达小麦穗轴，并沿着穗轴内部微管束组

织和皮层组织向上和下延伸，侵入邻近小穗。【结论】病原菌在接种小穗中生长后，沿着柱头、子房或内、外稃

内表面，经过靠近穗轴的致密组织，侵入邻近小穗，感染整个麦穗，直至到达茎秆。 
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Abstract: 【Objective】Fusarium head blight, caused by Fusarium gramiearum, is a very serious disease in wheat and barley 
production area. Understanding the infection mechanism of F. gramiearum plays an important role for the disease control. 
【Method】In present study, virulence and infection process of 269 green fluorescence protein (GFP)-tagged revertant mutants were 
evaluated by single floret injection and GFP screening. 【Result】 Results showeds distinct difference among virulent revertants. 
When a wheat spike was inoculated by the mutants with reduced virulence, only the injected spikelet showed symptom at 6 days past 
inoculation (dpi). On the contrast, the diseased spikelets were up to 5 at 6 dpi when the spike was inoculated by the mutants with 
increased virulence. GFP signals indicated that mutant with reduced virulence colonized only in the inoculated spikelet and stop at 
the compact tissue of rachis at 6 dpi while mutant with increased virulence extended through compact tissue to rachis and infected to 
the adjacent spikelets by spreading upward and downward to adjacent florets inter- and intra- cellularly in vascular bundles and 
cortical tissue of the rachis. 【Conclusion】It could be concluded that F. graminearum geminated in the inoculated spikelets, grew on 
the top of stigma and ovary or between lemma and palea, and extended towards and through rachis to the adjacent spikelets to infect 
the whole spike. 
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0  引言 

【 研 究 意 义 】 禾 谷 镰 刀 菌 （ Fusarium 
graminearum）侵染大、小麦穗部引起赤霉病（Fusarium 
head blight）。赤霉病不仅造成大、小麦严重减产，而

且其产生的毒素污染大、小麦籽粒，严重影响面粉制

品和啤酒加工品质与人畜健康[1~3]。国内外十分重视赤

霉病及其防治研究，已在赤霉病的病原鉴定、病害流

行规律、品种抗性遗传、抗病品种选育以及病害防治

等方面开展了大量工作，并取得了一系列进展[4~8]。但

人们对赤霉病菌的致病机理及寄主的抗病机制至今仍

缺乏全面的了解。病原菌的致病机制研究，主要集中

于赤霉病菌的次生代谢物及其它物质与病原菌致病性

的关系，对病原菌的侵染机制和致病机理尚缺乏系统

研究[9]。【前人研究进展】国内外学者曾对赤霉病菌

在小麦穗部的侵染过程进行了研究，但所获结论并不

一致。Dickson 等[10]，Pugh 等[11]通过组织学观察，认

为病菌通常先侵染花药，随后经花药蔓延到达子房、

颖片和穗轴，因此认为花药在发病中起着重要的作用。

但 Schroder[12]的研究认为，病菌可从小麦穗部的任何

部位侵入，而不必经由花药。康振生等[13~15]采用扫描

和透射电镜技术观察禾谷镰刀菌在小麦穗部的侵染过

程证实，分生孢子在任何部位均可萌发，在寄主体表

生长扩展后产生入侵菌丝，以直接入侵方式侵入寄主

组织体内，这一发现也证明病菌可不经由残留花药而

直接侵染小麦穗部组织引致病害。【本研究切入点】

近年来发展起来的绿色荧光蛋白标记系统与荧光显微

技术为微生物研究提供了有效手段[16~18]，可以对病原

菌和寄主的相互作用进行长期监测。同样，病原菌突

变体也是研究病原菌致病机理的重要手段之一。【拟

解决的关键问题】本研究利用 Dufresne 等[19]获得的来

源于以荧光蛋白标记的禾谷镰刀菌野生型菌株

Fg820-GFP 的 269 株回复突变体，通过人工接种方法

研究突变体的致病力变异及其在小麦穗部的侵染过

程，以期为阐明禾谷镰刀菌的致病机理提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验于 2006 年在荷兰国际植物研究所进行。 
1.1.1  植物材料  研究所用的小麦品种为荷兰春小

麦品种 Lavett。 
1.1.2  病原菌  研究所用的禾谷镰刀菌回复突变体

为 Fg820-nia6-tr11-GFP 突变体（简称突变体），共 269

株，由法国Paris-Sud大学提供，野生菌株为Fg820-GFP
（简称 Fg820），由荷兰国际植物研究所保存。 
1.2  试验设计 

每个麦穗接种 3 朵小花，每个突变体接种 3 个   
麦穗，随机区组设计。同时每 24 个突变体接种 1 次

Fg820 和液体培养基作为试验对照，共分别接种 36 个

麦穗。 
1.3  突变体致病力鉴定 

1.3.1  接种鉴定  赤霉病接种鉴定采用单花滴注接

种方法。具体方法为取当天开花的麦穗，接种 3 个位

点，即以麦穗自下至上接种第 3、8、13 个小穗的第 1
朵小花（简称第 3、8、13 朵小花）。每朵小花接种

500 个病原菌分生孢子，麦穗置于 20℃ 80%湿度的恒

定条件下离体培养，于第 6 天进行调查统计。 
1.3.2  数据调查  以接种小麦的病小穗数作为突变

体致病力调查指标，每个重复取各接种点病小穗数的

平均数。 
1.3.3  GFP 荧光检测  接种麦穗经纵向切开后，置于

莱卡 MZ FLⅢ荧光体式显微镜下（荧光过滤镜片

GFP2），观察荧光信号并照相记录。 
1.4  数据分析 

所有数据采用 SAS 软件 9.0 进行方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  禾谷镰刀菌突变体致病力测定结果 

接种 3 d 后在接种部位开始出现病症，此后由接

种点向周围扩展。接种 6 d 后，269 个突变体平均病小

穗数从 1 到 3.89 不等，呈连续性分布（图 1），突变

体群体平均病小穗数为 2.25，而野生菌株 Fg820 的平 
 

 

 

图 1  不同突变体接种 6 d 后的病小穗数 

Fig. 1  Infected wheat spikelets at 6 days after revertants 

inoculation 
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均病小穗数为 2.33（表 1）。其中 209 株（78%）突

变体致病力接种后的表现与野生菌株表现一致，接种

6 d 后接种小穗病症明显，病原菌已扩展到邻近小穗，

平均病小穗数为 2～3。突变体之间致病力变异较大，

达到极显著水平（P＜0.001）（表 2）。突变体 83，
157，236 致病力显著减弱，调查时只有接种小穗呈现

病症，鲜有菌丝产生，平均病小穗数仅为 1（图 2，表

3），另有 11 个突变体平均病小穗数小于 1.25，致病

力也明显降低。突变体 22、144、G4、G12、G13 致

病力明显增强，接种后平均病小穗数超过 3.5，并生长

浓密菌丝（图 2，表 3）。 
利用同一突变体接种，麦穗不同部位对发病的小 

穗数也有显著差异 （表 2）。接种于第 3 朵小花的病

小穗数明显低于第 8 朵和第 13 朵小花处的病小穗数，

这说明麦穗的不同部位抗扩展性存在明显差异。 
2.2  禾谷镰刀菌侵染机理 

根据 GFP 信号追踪病原菌侵染途径，所有突变体

的孢子以及野生菌株 Fg820，滴注于接种小穗内部后，

均能在小穗内部正常萌发生长。禾谷镰刀菌孢子主要

着陆于柱头、子房顶部或者内、外稃内表面，而在内、

外稃外表面直至接种后第 6天也很难检测到GFP信号

（图 3-A，B，E）。同样也很少在花药表面或内部发

现 GFP 信号（图 3-A，C，H），表明病原菌主要侵染

小麦子房与内、外稃内表面。弱致病力突变体在接种 
  
表 1  突变体接种 6 d 后的病小穗数平均值及其变化范围 

Table 1  Infected spikelets of revertants at different locations at 6 dpi of revertants 

  平均病小穗数 
Mean infected spikelets 

接种位点 1 
Location 1 

接种位点 2 
Location 2 

接种位点 3 
Location 3 

平均 Mean 2.25 1.64 2.45 2.65 

最低值 Mininum 1.0 1.0 1.0 1.0 

突变体 
Revertant 

最高值 Maximum 3.89 4.33 5.0 5.0 

平均 Mean 2.33 2.0 2.33 2.67 

最低值 Minimum 2.0 2.0 2.0 2.0 

Fg820 
Wild type 

最高值 Maximum 2.67 2.0 3.0 3.0 

 

表 2  病小穗数的方差分析 

Table 2  ANOVA of infected spikelets 

变异来源 Variation source DF 方差和 SS  均方 MS F 值 Pr＞F 

突变体 Revertant 268 883.487 3.297 3.49 ＜0.0001 

接种位点 Injected location  2 454.014 227.007 240.45 ＜0.0001 

重复 Repeat 2 1.195 0.597 0.63 0.5312 

突变体×接种位点 Revertant×injected location 535 620.333 1.160 1.23 0.0015 

 

 
A：培养基接种               B：Fg820-GFP 接种                C：弱致病力突变体接种           D：强致病力突变体接种 

A: Inculated by medium          B: Inculated by Fg820-GFP             C: Inculated by revertant with         D: Inculated by revertant with  
reduced virulence (RRV)             increased virulence (RIV) 

 

图 2  禾谷镰刀菌突变体的致病力表现 

Fig. 2  Pathogeneicity of F. graminearum revertants 
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表 3  部分突变体对小麦的致病力 

Table 3  Pathogenicity of some revertants on wheat 

突变体 
Revertant 

病小穗数 
Infected  
spikelets 

差异显著性 
Significant difference 

(P＜0.05) 

突变体 
Revertant 

病小穗数 
Infected 
spikelets 

差异显著性 
Significant difference 

(P＜0.05) 

突变体 
Revertant 

病小穗数 
Infected  
spikelets 

差异显著性 
Significant difference 

(P＜0.05)  

144 3.89 A 124 3.44 ABCDE 239 1.11 RS 

G13 3.78 AB 133 3.33 ABCDEF 158 1.11 RS 

G12 3.78 AB G1 1.44 OPQRS 83 1 S 

G4 3.67 ABC 242 1.33 PQRS 236 1 S 

22 3.56 ABCD 152 1.22 QRS 157 1 S 

 

 
 
A：突变体侵染子房顶部（接种后 2 d）；B：突变体在小穗内生长（接种后 6 d）；C：突变体未侵染花药（接种后 6 d）；D：弱致病力突变体侵染

柱头（接种后 2 d）；E：弱致病力突变体在内、外稃内表面生长（接种后 6 d）；F：弱致病力突变体终止于致密组织处（接种后 6 d）；G：强致病

力突变体穿越致密组织（接种后 2 d）；H：强致病力突变体侵染穗轴及邻近小穗（接种后 6 d） 
A: Revertant infected top of ovary at 2 dpi; B: Revertant colonized in spikelet at 6 dpi; C: Revertant didn’t infect anthers at 6dpi; D: RRV infected stigma at 2 
dpi; E: RRV grew between lemma and palea at 6 dpi; F: RRV stop at rachis at 6 dpi; G: RIV past through rachis at 2 dpi; H: RIV infected adjacent spikelet at 6 dpi 

 

图 3  突变体在麦穗内的侵染途径 

Fig. 3  Infection process of revertants on wheat spikes 

 
2 d 后，开始着陆于小穗内部，在接种 6 d 后，病原菌

仍只在接种小穗内生长、延伸，并终止于小穗基部的

致密组织处（图 3-D，E，F）。强致病力突变体在接

种小穗内生长 2 d 后，病原菌即能够通过小穗基部的

致密组织到达小麦穗轴（图 3-G），并沿着穗轴内部

微管束组织和皮层组织向上和下延伸，侵入邻近小穗，

接种 6 d 后已延伸至整个小穗（图 3-H）。 

3  讨论 

病原菌突变体是研究赤霉病致病性和致病机理的

重要手段之一。Jenczmionka 等[20]通过去除了 Gpmk1 
MAP 激酶的突变体研究病原菌侵染寄主的机制，揭示

禾谷镰刀菌在早期侵染过程中依赖于细胞壁降解酶的

分泌。姚红燕等[21]对禾谷镰刀菌 Tri12 基因敲除突变

体的致病力进行了鉴定，研究表明 Tri12 的敲除导致

病菌产生的毒素不能被泵出体外毒害寄主，进而在病

菌体内积累抑制自身生长和毒素的进一步产生，从而

降低病菌的致病力。但这些突变体只是针对某一个特

定基因，缺乏研究的系统性。胡广淦等[22]利用紫外线

等方法，获得营养突变体，并发现 nit 突变株的致病

力强弱与其所属生理表现型没有相关性。Kim 等[23]通

过限制酶介导的整合（REMI）技术获得 2 株营养缺陷

型突变体，并证明其致病力降低与编码乙酰基合成酶

的 ARG2 基因及编码磷酸核糖胺-氨基乙酸连接酶的

ADE5 基因相关。为了系统研究禾谷镰刀菌基因组上

不同基因的作用，Dufresne 等[19]利用 mimp1/impala 双

因子系统，通过剪切-粘贴机制在全基因组范围内构建

了禾谷镰刀菌回复突变体，与传统的诱变方法相比，
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该技术可以通过引入插入突变标记使得突变基因容易

被鉴定和克隆出来，在植物病原真菌的基因克隆上有

着明显的优势。本研究对该突变体库中的 268 个突破

体进行鉴定，结果表明，不同突变体间的致病力有极

显著差异，接种 6 d 后平均病小穗数从 1 到 3.89 不等，

呈连续性分布，试验鉴定出了 3 个致病力明显减弱及

5 个致病力明显增强的突变体。目前禾谷镰刀菌基因

组测序已经完成，可以通过 TAIL-PCR 或者 IPCR 等

技术，寻找致病力变异突变体被插入基因位点，再通

过测序及 Blast 等方法，鉴定并克隆病原菌致病性相

关基因。 
本研究同时发现，在麦穗不同部位接种赤霉病菌，

其出现病症的小穗数有明显差异，接种于麦穗第 8 朵

和第 13 朵小花处的发病小穗数明显高于接种于第 3
朵小花的。推测这与不同部位的小穗的生长发育状态

有关。 第 8 朵和第 13 朵小花位于麦穗的中上部，中

部小穗在接种当天处于扬花期，小花的张开为病菌与

颖片、外稃、内稃内表面和子房部位的接触提供了良

好的机会。第 3 朵小花位于麦穗基部，在接种当天小

穗所处的生育期相对于中部小穗较迟，并不适合病原

菌的侵入与生长。因此在采用单花滴注对赤霉病进行

人工接种鉴定时应该注意接种部位的统一。 
病原菌侵染寄主植物和在寄主体内繁殖扩展，与

病原菌的侵染特性、寄主植物的生长发育特性及病原

菌-寄主互相作用的特点都有着密切的联系。早期的研

究结果表明，病菌通常先侵染残留在小穗内的花药，

随后病菌经由花药蔓延到子房、颖片和穗轴，因而认

为花药在发病中起着重要作用[10,11]。然而 Schroeder[12]、

康振生等[13]的研究表明，赤霉病菌可不必经过残留花

药而直接入侵小麦穗部组织导致病害。结果的不一致

可能与小麦花器官结构复杂及观测手段不同有关。

GFP 作为标记物具有检测方便、荧光稳定、通用性好、

分子量小以及对细胞无毒害、可进行活细胞实时定位

观察等优点，目前已广泛应用于植物病原体研究、蛋

白质定位、移动及相互关系、及信号转导研究[24,25]。

本研究利用 GFP 追踪病原菌的侵染过程，结果表明，

接种 6 d 后，绝大部分赤霉病菌分生孢子已侵染子房

和颖片，但没有侵染小穗内花药。在接种后 48 h、96 h
左右，也很少在小穗内的花药上观察到 GFP 信号。证

明病原菌可不经由花药而直接侵染小麦穗部，花药并

不是病原菌致病的必需因素。病菌对小麦穗部的入侵

部位具有选择性，入侵主要发生于小麦外稃和内稃的

内表面，以及子房的顶部。这种侵染差异性与小麦穗

部不同部位的理化特征和形态结构特征密切相关。而

外稃和内稃的内表面及子房等部位，蜡质层较薄，着

落在外稃、内稃内表面和子房顶部的病菌孢子可顺利

地萌发生长、产生侵染结构，进而引起病害。因此，

小麦外稃、内稃的内侧和子房往往易受病菌侵染，这

一结果与康振生[13]等采用扫描和透射电镜技术观察

的禾谷镰刀菌侵染过程较一致。荧光显微观察还发现，

不同致病力突变体在小麦组织内侵染和扩展能力不

同，弱致病力突变体只能在接种小穗内生长、延伸，

并终止于小穗基部的致密组织处。而强致病力突变体

在接种小穗内生长 2 d 后，病原菌即能够通过小穗基

部的致密组织到达小麦穗轴，并沿着穗轴内部微管束

组织和皮层组织向上和下延伸，侵入邻近小穗。 

4  结论 

269 株绿色荧光蛋白（GFP）标记的禾谷镰刀菌

回复突变体致病力存在明显分化。致病力增强的病原

菌在接种小穗中生长后，沿着柱头、子房或内、外稃

内表面，通过小穗基部的致密组织到达小麦穗轴，并

沿着穗轴内部微管束组织和皮层组织向上和下延伸，

侵入邻近小穗，感染整个麦穗，直至到达茎秆。而弱

致病突变体在接种后仅在接种小穗内生长、延伸，并

终止于小穗基部的致密组织处。 
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