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玉米茎腐病病原菌检测方法研究
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摘要　为提高玉米茎腐病病原菌检测结果的准确性和可信度，以组织分离法做对比，采用分子检测法，对采自田间的

１８９个玉米茎腐病病株进行真菌种类的鉴定和数量的统计。结果表明，分子检测法对腐霉犘狔狋犺犻狌犿ｓｐｐ．的检出频率为

２９．２４％，对镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．的检出频率为７３．６８％，组织分离法对腐霉的检出频率仅为０．５８％，对镰孢菌的

检出频率为６０．８２％，两方法的符合率最高仅为３５．９２％，最低为０。因此，采用组织分离和分子检测相结合的方法

可提高玉米茎腐病病原菌鉴定结果的准确性。
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　　玉米茎腐病引起的早衰和倒伏已成为制约我国

玉米持续增产和机械化进程的重要因素［１］。茎腐病

由多种病原菌单独或复合侵染［２］，导致该病的抗性

遗传规律非常复杂，这给抗病育种和病害防治工作

带来很大的困难［３］。近年来，在生产上品种抗性“丧

失”的情况时有发生，因此，明确不同玉米种植区茎

腐病的病原菌种类及其种群结构尤为重要。

玉米茎腐病是世界上玉米产区普遍发生的一种

重要土传病害［４］，其病原菌准确鉴定一直是个难题。

目前玉米茎腐病病原菌的鉴定通常采用组织分离

法，即样品从田间采回后，立即进行组织分离，并纯

化分离物，再进行形态学鉴定或分子鉴定［５］。这种

方法的优点是操作简便，对设备要求不高。然而该

方法是建立在病原菌分离培养基础上的，鉴定结果

易受采集和分离过程中许多因素的影响，其结果的

准确性和可信度常被质疑，如分离采用的培养基种

类、采集分离的时间、分离部位、病株的病级等差异

都可使茎腐病的两种主要病原菌腐霉犘狔狋犺犻狌犿

ｓｐｐ．和镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．的分离频率发生很大

的变化，从而导致鉴定结果的差异［６］。

本研究从玉米植株发病组织中直接提取基因

组ＤＮＡ，检测病样组织中真菌的种类和数量（分子

生物学鉴定方法），同时应用常规病原菌分离检测

方法进行鉴定，对比分析两种检测方法获得的结

果，以期建立一种更准确鉴定玉米茎腐病病原菌的

新方法。
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１　材料与方法

１．１　样品采集及预处理

２０１５年从河北、河南、山东、安徽和江苏５省３２

市的９１个不同地点采集了１８９株玉米茎腐病初期发

病植株，取茎基部带出田间。在地边及时将取样茎秆

表面以７０％乙醇棉擦拭并在酒精灯火焰上掠过，用消

毒的手术刀将茎纵剖两半，从其中一半中取髓部组织

分别放置在ＰＤＡ和ＣＭＡ两种培养基上，每皿４块；

同时取另一半同一部位的组织放置在１．５ｍＬ离心管

中并即刻投入液氮中保存。返回实验室后及时将初

分离物进行纯化，并于４℃保存待用。

１．２　培养基

ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂

粉２０ｇ、蒸馏水１Ｌ。ＣＭＡ培养基：玉米粉３０ｇ、琼

脂粉１７ｇ、蒸馏水１Ｌ。ＬＢ固体培养基：胰蛋白胨

１０ｇ／Ｌ、酵母提取物５ｇ／Ｌ、氯化钠１０ｇ／Ｌ、琼脂粉

１５ｇ／Ｌ，ｐＨ７．４。ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、

酵母提取物５ｇ／Ｌ、氯化钠１０ｇ／Ｌ。

１．３　主要生化试剂与设备

艾德莱真菌基因组提取试剂盒购自北京艾德莱

生物科技有限公司；β巯基乙醇、胶回收试剂盒、氨

苄青霉素钠、５０×ＴＡＥ、ＤＬ２０００等购自ＴａＫａＲａ公

司；ＰＣＲ试剂购自康为世纪；ｐＧＭＴＶｅｃｔｏｒ、ＤＨ５α

感受态细胞等试剂购自天根生化科技（北京）有限公

司；低熔点琼脂糖、胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂粉等

购自Ｓｉｇｍａ公司；ＰＣＲ引物合成及序列测定均由北

京诺赛基因组研究中心有限公司完成；其余试剂为

国产分析纯。ＥＴＣ８１１型ＰＣＲ仪购自苏州东胜兴

业科学仪器有限公司、ＤＹＹ１１型电泳仪购自北京

六一仪器厂、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像分析系统购自

美国ＢｉｏＲａｄ公司、Ｎｅｏｆｕｇｅ１５Ｒ台式高速冷冻离

心机购自上海力申科学仪器有限公司。

１．４　犇犖犃提取

刮取纯化后的菌株菌丝，液氮研磨，使用艾德莱

真菌基因组提取试剂盒基因组ＤＮＡ。用同样的方

法将保存于液氮中的玉米茎髓部组织提取其基因组

ＤＮＡ。于－２０℃保存待用。

１．５　犘犆犚扩增与序列分析

使用真菌通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增１．４中获得

的基因组ＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：ＤＮＡ１μＬ、

上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ、２×Ｅｓ犜犪狇Ｍａｓ

ｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。ＰＣＲ扩增

程序为：９５℃预变性７ｍｉｎ；９５℃变性３０ｍｉｎ；５７℃退

火４５ｓ；７２℃延伸３０ｓ，３５个循环，７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃

保存。将ＰＣＲ产物交由北京诺赛基因组研究中心进行

测序，测序结果在ＮＣＢＩ网站上进行ＢＬＡＳＴ比对。

对出现重叠峰的基因组ＤＮＡ，针对植物组织分

离中可能获得的致病相关真菌和卵菌，分别采用表

１中的引物进行扩增，将扩增得到的ＰＣＲ产物测

序，测序结果在ＮＣＢＩ网站上进行ＢＬＡＳＴ比对。以

芒孢腐霉、层出镰孢、禾谷镰孢和拟轮枝镰孢标准菌

株为阳性对照，水为阴性对照。ＰＣＲ反应体系和扩

增程序同上。退火温度依引物而定。

对未鉴定出的真菌ＤＮＡ模板采用通用引物

ＥＦ１Ｆ／ＥＦ１Ｒ扩增，扩增产物经回收试剂盒纯化

后，与ｐＧＭＴＶｅｃｔｏｒ于２４℃连接２ｈ，转化大肠杆

菌ＤＨ５α，再将成功的阳性克隆样品送至北京诺赛

基因组研究中心进行ＤＮＡ序列测定，测序结果在

ＮＣＢＩ网站上进行ＢＬＡＳＴ比对。

表１　本研究中涉及的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

退火温度／℃

犜ｍ

文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

禾谷镰孢复合种

犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿

Ｆｇ１６ＮＦ

Ｆｇ１６ＮＲ

ＡＣＡＧＡＴＧＡＣＡＡＧＡＴＴＣＡＧＧＣＡＣＡ

ＴＴＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣＴＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡ
２８０ ５７ ［７］

层出镰孢

犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿

Ｐｒｏ１

Ｐｒｏ２

ＣＴＴＴＣＣＧＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴＴＣ

ＴＧＴＣＡＧＴＡＡＣＴＣＧＡＣＧＴＴＧＴＴＧ
５８８ ５６ ［８］

拟轮枝镰孢

犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊

Ｖｅｒ１

Ｖｅｒ２

ＣＴＴＣＣＴＧＣＧＡＴＧＴＴＴＣＴＣＣ

ＡＡＴＴＧＧＣＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＴＡＴＡＴＣＴＡ
５７８ ５７ ［８］

卵菌通用引物

ＵｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｆｏｒＯｏｍｙｃｅｔｅｓ

ＤＣ６

ＩＴＳ４

ＧＡＧＧＧＡＣＴＴＴＴＧＧＧＴＡＡＴＣＡ

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
１１００ ５８ ［９］

真菌ｒＤＮＡＩＴＳ

ＵｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｆｏｒｒＤＮＡＩＴＳ

ＩＴＳ１

ＩＴＳ４

ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
５５０ ５７ ［１０］

真菌延伸因子

Ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｆｏｒｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

ＥＦ１Ｆ

ＥＦ１Ｒ

ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＡＡＧＧ

ＴＡＣＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＣ
３００ ５８ ［１１］

·０５１·
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１．６　样品检测结果分析

用检出频率和符合率评估检测方法的优劣。样

品中检出病原菌即判定该样品携带该病原菌。检出

频率（％）＝某种病原菌检出样品数／检出病原菌样

品总数×１００；符合率（％）＝两种方法检测出同种病

原菌的样品数／该种病原菌检出样品总数×１００
［１２］。

２　结果与分析

２．１　真菌种类及数量检测

采用分子检测法检测了１８９个样品。用真菌通

用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增后测序，有１４４个样品

（７６．１９％）检测到真菌，其中７８个样品检测到单一

真菌，有６６个样品出现重叠峰，表明这部分样品中

可能存在２种（含）以上真菌，分别使用特异性引物

对这６６个样品进行扩增，有６１个样品检测出含有２

种及以上真菌，在１个样品中最多检测出４种真菌；

使用特异性引物未检测成功的５个样品采用通用引

物ＥＦ１Ｆ／ＥＦ１Ｒ及克隆转化的方法得到结果。采

用组织分离法，有１４３个样品分离出真菌，共获得

１９５个菌株；有４１个样品分离出了２种（含）以上真

菌。两种方法共有１７１个样本检测出真菌（表２）。

表２　检出多种真菌的样品数量比较

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳犳狌狀犵犪犾犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔

狋狑狅犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

样品数量／个　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅ

０种

Ｚｅｒｏ

１种

Ｏｎｅ

２种

Ｔｗｏ

３种

Ｔｈｒｅｅ

４种

Ｆｏｕｒ

５种

Ｆｉｖｅ

分子检测法

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
４５ ７８ ４４ １８ ４ ０

组织分离法

Ｔｉｓｓｕｅｉｓｏｌａｔｉｏｎ
４６ １０２ ３３ ７ ０ １

分子检测法检测出９种真菌，组织分离法检测

出１３种真菌。其中分子检测法检测出的腐霉菌种

类为３种，明显多于组织分离法检测出的１种；对于

镰孢菌两种方法检测出的种类相同，均为４种；分子

检测法检测出的其他真菌的种类为２种，远少于组

织分离法检测出的８种（表３）。

２．２　主要病原菌检出频率及符合率

在我国，引起玉米茎腐病的主要病原菌普遍被认

为是镰孢属和腐霉属的真菌。本研究采用组织分离法

和分子检测法共检出１７１个真菌ＤＮＡ，其中，分子检测

法对腐霉属的检出频率为２９．２４％，明显高于组织分离

法的０．５８％；对镰孢属的检出频率为７３．６８％，也高于

组织分离法的６０．８２％；对其他真菌的检出频率较低，

仅为２．３４％，低于组织分离法的４２．１１％（表４）。

表３　检出真菌种类比较

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犳狌狀犵犪犾狊狆犲犮犻犲狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔

狋狑狅犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

真菌

Ｆｕｎｇｕｓ

种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ

组织分离法

Ｔｉｓｓｕｅ

ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

分子检测法

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

腐霉

犘狔狋犺犻狌犿ｓｐｐ．

芒孢腐霉犘．犪狉犻狊狋狅狊狆狅狉狌犿 ＋ ＋

禾生腐霉犘．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪 － ＋

棘腐霉犘．犪犮犪狀狋犺犻犮狌犿 － ＋

镰孢菌

犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．

禾谷镰孢犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 ＋ ＋

层出镰孢犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿 ＋ ＋

拟轮枝镰孢

犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊
＋ ＋

厚垣镰孢

犉．犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉狌犿
＋ ＋

其他真菌

Ｏｔｈｅｒｆｕｎｇｉ

类腐霉菌犘狔狋犺犻狅犵犲狋狅狀狕犲犪犲 － ＋

喙突脐蠕孢

犈狓狊犲狉狅犺犻犾狌犿狉狅狊狋狉犪狋狌犿
＋ －

稻黑孢犖犻犵狉狅狊狆狅狉犪狅狉狔狕犪犲 ＋ －

球黑孢犖．狊狆犺犪犲狉犻犮犪 ＋ －

枝状枝孢

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犮犾犪犱狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊
＋ －

枝顶孢菌犃犮狉犲犿狅狀犻狌犿狕犲犪犲 ＋ －

包围漆斑菌

犕狔狉狅狋犺犲犮犻狌犿犮犻狀犮狋狌犿
＋ －

毛霉犕狌犮狅狉ｓｐ． ＋ －

木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪ｓｐ． ＋ ＋

表４　对腐霉属和镰孢属真菌检出频率比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱犲狋犲犮狋犲犱犳狉犲狇狌犲狀犮狔犳狅狉犘狔狋犺犻狌犿狊狆狆．犪狀犱犉狌狊犪狉犻狌犿狊狆狆．

真菌

Ｆｕｎｇｕｓ

检出样品总数／个

Ｔｏｔａｌｓａｍｐｌｅ

ｎｕｍｂｅｒｓ

组织分离法　Ｔｉｓｓｕｅｉｓｏｌａｔｉｏｎ

检出样品数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

检出频率／％

Ｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

分子检测法　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

检出样品数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

检出频率／％

Ｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

腐霉犘狔狋犺犻狌犿ｓｐｐ． ５０ １ ０．５８ ５０ ２９．２４

镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ． １５４ １０４ ６０．８２ １２６ ７３．６８

其他真菌Ｏｔｈｅｒｆｕｎｇｉ ７５ ７２ ４２．１１ ４ ２．３４

　　从检出频率看，分子检测法对芒孢腐霉、禾生腐

霉、棘腐霉、禾谷镰孢、层出镰孢和拟轮枝镰孢的检出

频率较高，分别为２７．４９％、１．１７％、０．５８％、４３．２７％、

１９．３０％、４１．５２％，远高于组织分离法的检出频率

（表５）。

分子检测法与组织分离法检出的腐霉和镰孢菌
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的符合率存在差异。在１８９个样品中，采用组织分

离法检测出的腐霉菌只有芒孢腐霉，且只有１株，病

原菌检出频率为０．５８％；而采用分子检测法检出了

３种腐霉：芒孢腐霉、禾生腐霉和棘腐霉，检出频率

提高到２９．２４％（表４）。两种检测方法的符合率仅

为２．１３％（表５），表明分子检测法对腐霉的检测结

果优于组织分离法。

分子检测法检出的镰孢菌种类和组织分离法一

致，但不同种的病原菌检出频率和符合率存在差异。

如禾谷镰孢的检出频率相近，分别为３８．６０％和

４３．２７％，但符合率为３５．９２％，表明在１０３个检出

禾谷镰孢的样品中仅有３７个样品用两种方法同时

检测出，说明对禾谷镰孢而言，两种方法中的任何一

种均不能检出所有带菌样品。层出镰孢和拟轮枝镰

孢的检出频率虽远高于组织分离法，但符合率分别

为７．８９％和１４．２９％，也不能检出所有带菌样品。

分子检测法仅有２．９２％的样品检出厚垣镰孢，低于

组织分离法的１３．４５％，符合率为７．６９％。

对于其他真菌，分子检测法仅有２．３４％的样品

检出，而组织分离法有４２．１１％的样品检出。

表５　对病原菌检出频率及符合率比较

犜犪犫犾犲５　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱犲狋犲犮狋犲犱犳狉犲狇狌犲狀犮狔犪狀犱犪犵狉犲犲犿犲狀狋狅犳狉犲狊狌犾狋狊犳狅狉狋狑狅犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ

组织分离法　Ｔｉｓｓｕｅｉｓｏｌａｔｉｏｎ

数量／个

Ｎｕｍｂｅｒ

检出频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

分子检测法　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

数量／个

Ｎｕｍｂｅｒ

检出频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

符合样品数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｇｒｅｅｍｅｎｔ

符合率／％

Ａｇｒｅｅｍｅｎｔｒａｔｅ

芒孢腐霉犘．犪狉犻狊狋狅狊狆狅狉狌犿 １ ０．５８ ４７ ２７．４９ １ ２．１３

禾生腐霉犘．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪 ０ ０．００ ２ １．１７ ０ ０．００

棘腐霉犘．犪犮犪狀狋犺犻犮狌犿 ０ ０．００ １ ０．５８ ０ ０．００

禾谷镰孢犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 ６６ ３８．６０ ７４ ４３．２７ ３７ ３５．９２

层出镰孢犉．狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿 ８ ４．６８ ３３ １９．３０ ３ ７．８９

拟轮枝镰孢犉．狏犲狉狋犻犮犻犾犾犻狅犻犱犲狊 ２５ １４．６２ ７１ ４１．５２ １２ １４．２９

厚垣镰孢犉．犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉狌犿 ２３ １３．４５ ５ ２．９２ ２ ７．６９

其他真菌Ｏｔｈｅｒｆｕｎｇｉ ７２ ４２．１１ ４ ２．３４ １ １．３３

２．３　镰孢菌和腐霉同时被检出情况比较

用组织分离法仅分离到１株腐霉且该样本未分

离到其他真菌。用分子检测法检测到５０株腐霉，其

中有３３株与镰孢菌共同检测到，２２株与禾谷镰孢

共同被检测到。

３　讨论

玉米茎腐病又称玉米茎基腐病、玉米青枯病等，

是我国玉米上主要病害。感病植株在玉米生长乳熟

期开始叶片呈现青灰色或黄色枯萎，根系和茎基部节

位变软变空，果穗下垂，植株死亡，容易倒伏。玉米茎

腐病一般引起减产２０％，严重时可致减产５０％～

６０％
［１３］。我国研究者普遍认为，引起该病的病原菌

以禾谷镰孢和腐霉为主，二者单独或者复合侵染，其

种群结构及优势病原菌因地区而异［１４１５］。玉米茎腐

病病原菌的种类和数量受气候因子和土壤中的生物

因子等多种因素影响，地区间、年度间变化较大［１６］。

对于玉米茎腐病病原菌检测方法，最早采用组

织分离法分离纯化，然后根据分离菌株的菌落形态、

颜色、孢子大小、形状等对病原菌进行形态学鉴

定［１７］，参照《ＭｏｎｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅＧｅｎｕｓ犘狔狋犺犻狌犿》
［１８］、

《中国真菌志》［１９］、Ｋｅｙｔｏ犘狔狋犺犻狌犿
［２０］、《Ｔｈｅ犉狌狊犪狉

犻狌犿ＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭａｎｕａｌ》
［２１］和《真菌鉴定手册》［２２］。

近年来，随着分子生物学的发展，人们开始采用形态

学鉴定与分子鉴定相结合的方式［２３］，这大大提高了

病原菌鉴定的准确性。但是，因为仍然采用组织分

离法分离纯化，受到培养基、植株发病程度（与采集

时间密切相关）等的影响，因此，在各地致病菌的检

测结论方面仍有不同认识。

本研究采用分子生物学手段检测感病组织中的

病原菌，以期提高鉴定的准确性。结果表明，１８９个

样品中有１４４个样品（７６．１９％）检测到真菌ＤＮＡ，

其中采用真菌通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４从７８个样品中

扩增出单一真菌；余下的６６个样品分别使用特异性

引物进行ＰＣＲ扩增，又从６１个样品中检测出真菌；

使用特异性引物未检测出结果的样品采用真菌通用

引物ＥＦ１Ｆ／ＥＦ１Ｒ及克隆转化的方法检测到结果。

在这部分样品中由于受特异性引物数量的限制，不

能排除还存在未检出真菌。

在本研究中，对于腐霉属病原菌的检测，组织分

离法仅检出了１株腐霉，检出频率为０．５８％，而分

子检测法检出了３种腐霉，检出频率达到２９．２４％，

不仅检出种类多，而且敏感性高。因此，对于腐霉的

检测，采用分子检测法更为高效。这是因为在田间

用培养基不适合腐霉的分离，腐霉在培养基上的定

殖生长能力弱于禾谷镰孢，在腐霉菌落上，禾谷镰孢
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仍可以生长，但是在禾谷镰孢菌落上，腐霉则不能生

长［２４］。如果采用无营养成分的水琼脂培养基 ＷＡ

可能会有利于腐霉的分离。也可以将在ＰＤＡ培养

基上初步分离长出的菌落提取混合ＤＮＡ，然后用

ＩＴＳ４／ＤＣ６进行ＰＣＲ检测，有可能会分离或检测到

腐霉的存在。

对于镰孢属病原菌的检测，分子检测法检出的

种类和组织分离法一致，其中对禾谷镰孢、层出镰孢

和拟轮枝镰孢的检出频率和敏感性均高于组织分离

法，但是符合率结果表明两种方法中的任何一种均

不能检出所有带菌样品，因此在检测镰孢菌时应采

用以上两种方法相结合的方式。理论上，镰孢菌的

种特异性引物可以检测出所有存在于发病植株中的

镰孢菌，但实际结果是部分镰孢菌在组织分离法中

检出而采用该方法未检测出，这是因为真菌生长速

度快，极少的病原菌在充足的培养时间内均能够形

成菌落，而在分子检测法中，如果组织中病菌含量低

则会造成提取ＤＮＡ含量少，加之引物灵敏度低等

原因而得不到扩增结果。在分子检测法中能够检测

到病原菌，而在组织分离法中未分离得到。这可能

是由于毛霉等生长速度快，掩盖了镰孢菌的存在，致

使不能分离得到镰孢菌。

分子检测法中厚垣镰孢的检出敏感性远低于组

织分离法，是因本研究中没有找到厚垣镰孢的特异

性引物，故仅在用特异性引物未鉴定出的样品中检

出部分，导致检出的数量不全。

分子检测法对其他真菌的检出数量远远少于组

织分离法，表明这些真菌大多数情况下并非单独在

样品中存在，而是和其他病原菌并存，其是否是玉米

茎腐病病原菌或者在玉米茎腐病病原菌侵染中的作

用和地位有待进一步研究。

分子检测法的优点是克服了培养基选择性问

题［２５２６］，排除了取样分离时期、病株的病级和操作人分

类学水平等的影响，针对性强，对我国玉米茎腐病主要

病原菌腐霉和镰孢菌的检出敏感性高。缺点是，目前

研发的特异性引物只是很少的一部分，不能覆盖全部

的真菌。因此，可采用组织分离和分子检测相结合的

方法，进一步提高茎腐病病原菌鉴定结果的准确性。
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