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一种玉米新型细菌性褐腐病的病原鉴定
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（南京农业大学植物保护学院，华东作物有害生物综合治理农业部重点实验室，南京　２１００９５）

摘要　本研究从河北省武邑、献县、阜城和永年采集感病玉米植株。病株症状为叶梢枯死卷曲，叶脉产生黄色病斑，

茎秆处黄褐色干腐。从发病植株中分离得到了１０株疑似病原细菌菌株，经过回接验证和１６ＳｒＤＮＡ和犵狔狉犅基因

的序列分析，结果表明，引起该病害的病原物为菠萝泛菌（犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊）和分散泛菌（犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪）。这是

国内首次报道菠萝泛菌和分散泛菌引起玉米细菌性病害。

关键词　玉米病害；　犵狔狉犅基因；　菠萝泛菌；　分散泛菌
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　　我国是玉米生产和消费大国，玉米播种面积以

及产量都位居世界第二。近年来，由于玉米播种面

积扩大、气候条件变化、新品种的推广以及耕作制度

的改变，玉米病害的发生呈上升趋势，给农业生产以

及食品安全带来了严重危害。迄今全世界报道的

１３６种玉米病害中，细菌性病害仅有１３种
［１］，所以

人们给予细菌性病害的关注也较少，但近年来玉米

细菌性病害在局部地区发生严重，而且，由于缺乏有

效的防控手段，玉米细菌性病害给农业生产带来的

损失往往十分严重［２］。河北是玉米种植大省，无论

种植面积还是产量均居华北地区首位，玉米病害是

影响河北地区玉米产量与品质的主要原因。近年来

在河北局部地区大规模暴发一种新的疑似玉米细菌

性病害，症状表现为叶梢枯死卷曲，叶脉产生黄色病

斑，茎秆处黄褐色干腐，给河北地区农业生产带来了

较大的损失。

本研究对河北地区大规模发生的新的疑似玉米

细菌性病害样品进行病原物分离鉴定，并对所分离

的病原细菌进行了形态观察和致病性测定，同时，结

合细菌１６ＳｒＤＮＡ和犵狔狉犅基因序列分析对其进行

了鉴定，旨在为该病害的防治提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌体来源

用于病原菌分离的玉米病害样本采自河北省武

邑、献县、阜城和永年等县处于灌浆期的夏玉米，采

集时间为２０１４年８月。

１．２　病原菌的分离纯化以及保存

在病原菌分离前对研钵进行高温灭菌处理，用

灭菌刀切取发病玉米植株茎秆或者叶片组织病健交
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界处，用７０％乙醇表面消毒１５ｓ，再用３０％次氯酸

钠消毒２ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗３～５遍。之后将

处理过的组织用灭菌剪刀剪碎，放在无菌研钵中加

入适量无菌水充分研磨，静置约１０ｍｉｎ。吸取悬浮

液上清于离心管中，依次稀释１０１、１０２、１０３、１０４、

１０５、１０６倍。将稀释１０４、１０５、１０６ 倍的悬浮液涂布

于ＬＢ平板上，３０℃培养２４～４８ｈ。观察并记录菌

落形态特征，选取具有分离优势的单菌落接种于ＬＢ

液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养。吸取过

夜培养的菌液５００μＬ加到含５００μＬ灭菌的６０％甘

油中，－２０℃保存。采用此方法共分离到１０株细

菌，分别命名为 ＷＹＪ１、ＷＹＹ２、ＸＸＪ１、ＸＸＹ２、ＦＣＪ１、

ＦＣＹ２、ＦＣＹ３、ＹＮＪ１、ＹＮＹ２和ＹＮＹ３。

１．３　分离菌株的致病性测定及再分离

玉米种子（品种为‘中科１１’）经７０％乙醇表面

消毒３０ｍｉｎ后，用无菌水冲洗３～５遍，之后用３０％

次氯酸钠消毒２０ｍｉｎ，并用无菌水冲洗３～５遍，于

５０℃下放置４ｄ。玉米在温室中生长４周后，备用。

将分离菌株接种到ＬＢ液体培养基中，过夜振荡培

养。采用针刺接种和剪叶接种两种方法，针刺接种：

用注射器针头蘸取菌液，在玉米叶片上划出伤口，以

无菌水作对照。剪叶接种：剪刀先在酒精灯上灭菌，

之后蘸取菌液，直接剪去叶片，无菌水作对照。接种

后将植株保湿７ｄ，随后置于２８℃下培养。每个菌

株每种接种方法在相同条件下做５个重复，１０ｄ后

统计发病情况。在植株发病后将与样本发病情况相

似的叶片进行表面消毒之后，采用上述方法进行再

分离培养。

１．４　分离细菌１６犛狉犇犖犃和犵狔狉犅基因序列的测定

与分析

　　１６ＳｒＤＮＡ的 扩增引物为２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和１４９２Ｒ：５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ

ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′；犵狔狉犅 的扩增 引 物 为 Ｆ１：５′

ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧ

ＮＡＡＲＴＴＹＧＡ３′和Ｒ１：５′ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴ

ＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ３′
［３］。引

物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。ＰＣＲ扩

增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６５℃退

火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环３０次；分别取３μＬ

ＰＣＲ产物经过１％的琼脂糖凝胶电泳检测，电泳结

束后，拍照记录电泳结果。ＰＣＲ产物送至南京金斯

瑞生物科技有限公司进行测序，用ｈｔｔｐ：∥ｂｌａｓｔ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ的ＢＬＡＳＴ程序进行

同源性比较，并用软件ＭＥＧＡ４．０构建基于犵狔狉犅

基因序列的系统树。

２　结果与分析

２．１　玉米田间发病情况

河北省武邑县、献县、阜城县和永年县的玉米田

中发病较为严重的玉米表现为茎秆表面呈现黄褐色

干腐，沿叶脉产生黄色病斑，叶梢枯死卷曲。

２．２　病原细菌形态特征

切取植株病健交界处组织研磨后使用无菌水稀

释菌悬液在ＬＢ培养基上涂板，置于恒温培养箱中

培养。观察并记录菌落的形态特征，选取具有分离

优势的１０株分离菌分别命名为 ＷＹＪ１、ＷＹＹ２、

ＸＸＪ１、ＸＸＹ２、ＦＣＪ１、ＦＣＹ２、ＦＣＹ３、ＹＮＪ１、ＹＮＹ２和

ＹＮＹ３。菌落圆形，淡黄色或乳白色，微微凸起，边

缘光滑整齐。显微镜下观察细菌形态发现细胞呈短

杆状，大小为（０．５～１）μｍ×（１～３）μｍ（图１）。

图１　主要分离菌的菌落和细胞形态

犉犻犵．１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊

２．３　分离菌株的致病性测定

将所分离到的１０株病原菌接种到玉米叶片上

进行致病性测定，１０ｄ后观察植株的发病情况，试验

发现这１０株分离菌所造成的玉米病害症状与田间

的发病症状相似（图２）。对于接种病原菌后观察到

与田间相似病症的玉米植株，按照上述方法在ＬＢ

培养基上进行分离菌的再分离，分离到的菌株菌落

形态与接种菌一致。

２．４　病原菌的１６犛狉犇犖犃基因和犵狔狉犅基因序列

测定

　　采用１６ＳｒＤＮＡ的通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ对分

离得到的１０株细菌基因组进行ＰＣＲ扩增，其扩增

片段均在１．５ｋｂ左右（图３）。ＰＣＲ产物经纯化并测

序分析，并与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的１６ＳｒＤＮＡ序列进

·８８·
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行同源性比较。ＢＬＡＳＴ结果表明，与这１０株分离

菌同源性较高的细菌都属于泛菌属，相似度都大于

９８％。进一步使用犵狔狉犅基因的通用引物Ｆ１／Ｒ１对

１０株分离菌的犵狔狉犅基因进行ＰＣＲ扩增，结果表

明，其犵狔狉犅 扩增片段均在１．２ｋｂ左右（图４），

ＢＬＡＳＴ结果表明，与这１０株分离菌同源性较高的

细菌都属于泛菌属，相似度都大于９９％，选择与这

１０个菌株相似度较高菌株的犵狔狉犅基因序列，构建

系统发育树（图５）。鉴定结果表明，ＸＸＹ２、ＷＹＹ２、

ＹＮＹ３和ＦＣＹ３为菠萝泛菌（犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊），

ＦＣＹ２、ＹＮＪ１、ＦＣＪ１、ＹＮＹ２、ＸＸＪ１和 ＷＹＪ１为分散

泛菌（犘．犱犻狊狆犲狉狊犪）（表１），对２．３试验中所得到的再

分离菌进行１６ＳｒＤＮＡ和犵狔狉犅基因分析表明，再

分离菌和接种菌的分类地位完全相同。

图２　分离菌株回接玉米后的发病症状

犉犻犵．２　犛狔犿狆狋狅犿狊狅狀犮狅狉狀犾犲犪狏犲狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犫狔狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

图３　分离菌株１６犛狉犇犖犃犘犆犚扩增结果

犉犻犵．３　１６犛狉犇犖犃犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲狊

图４　分离菌株犵狔狉犅犘犆犚扩增结果

犉犻犵．４　犵狔狉犅犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲狊

图５　基于犵狔狉犅基因的菌株系统发育树

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪狀犪犾狔狊犻狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲

犵狔狉犅犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

３　讨论

泛菌属细菌广泛存在于植物表面、种子、土壤和

水及动物和人的伤口、血液和尿液中，人们对泛菌属

是否含有植物致病菌存在许多争议，一般认为该菌

是一种腐生菌或植物病斑上的次生菌［４］。但现在许

多研究表明，泛菌属细菌对很多植物都存在致病性，

而其所引起的玉米细菌性病害也同样引起人们的广

泛关注。例如犘．狊狋犲狑犪狉狋犻犻可引起玉米细菌性枯萎，

由于其所具有的危害性，目前已将该病害列为我国

进境检疫对象［５７］。犘犪狀狋狅犲犪犪犵犵犾狅犿犲狉犪狀狊可引起玉

米叶疫病、维管束枯萎病［８］和玉米细菌干茎腐病［９］；

犘．犪狀犪狀犪狋犻狊则会引起玉米细菌性褐腐病
［１０］；犘．

犪狀犪狀犪狋犻狊和犘．狊狋犲狑犪狉狋犻犻也是加州高粱叶斑病的病

原［１１］，但目前还未报道由分离到的犘．犱犻狊狆犲狉狊犪引起

的植物病害。近年来，国外报道由泛菌属菠萝泛菌

（犘．犪狀犪狀犪狋犻狊）所引起的细菌性病害发生面积和危害

程度逐渐增大，引起人们的广泛关注［１２１６］，但在我国
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有关菠萝泛菌（犘．犪狀犪狀犪狋犻狊）所引起的细菌性病害报 道与研究则相对较少。

表１　玉米细菌性病害病原物分离鉴定结果

犜犪犫犾犲１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿狋犺犲犱犻狊犲犪狊犲犱犮狅狉狀

采集地

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ

分离菌鉴定结果

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

河北武邑 Ｗｕｙｉ，Ｈｅｂｅｉ 中科１１Ｚｈｏｎｇｋｅ１１ ＷＹＪ１ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＷＹＹ２ 犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊

河北献县Ｘｉａｎｘｉａｎ，Ｈｅｂｅｉ 圣瑞９９９Ｓｈｅｎｇｒｕｉ９９９ ＸＸＪ１ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＸＸＹ２ 犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊

河北阜城Ｆｕｃｈｅｎｇ，Ｈｅｂｅｉ 浚单２０Ｊｕｎｄａｎ２０ ＦＣＪ１ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＦＣＹ２ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＦＣＹ３ 犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊

河北永年Ｙｏｎｇｎｉａｎ，Ｈｅｂｅｉ 改良型富有１６Ｆｕｙｏｕ１６ ＹＮＪ１ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＹＮＹ２ 犘犪狀狋狅犲犪犱犻狊狆犲狉狊犪

ＹＮＹ３ 犘犪狀狋狅犲犪犪狀犪狀犪狋犻狊

　　本研究中，对采集到的河北４个地点（武邑县、

献县、阜城县、永年县）发病玉米植株的病原菌进行

分离后，得到１０株分离细菌，采用基于１６ＳｒＤＮＡ

和犵狔狉犅基因检测技术对分离得到的１０株细菌进

行鉴定。比对结果鉴定病原菌为犘．犪狀犪狀犪狋犻狊和

犘．犱犻狊狆犲狉狊犪。根据科赫氏法则在温室进行犘．犪狀犪狀犪

狋犻狊和犘．犱犻狊狆犲狉狊犪的致病性初步验证，发现犘．犪狀犪狀犪狋犻狊

和犘．犱犻狊狆犲狉狊犪在温室条件下，可以引起与田间相似

的病害症状，确定犘．犪狀犪狀犪狋犻狊和犘．犱犻狊狆犲狉狊犪对玉米

具有致病性，为河北地区发生的玉米新型细菌性病

害的病原菌，这是国内首次报道的由犘．犪狀犪狀犪狋犻狊和

犘．犱犻狊狆犲狉狊犪所引起的玉米细菌病害。研究将为该玉

米新型细菌性病害的防治提供理论基础。
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