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对西花蓟马的增效机制还有待深入研究。
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稻粒黑粉病、稻曲病、恶苗病病原真菌的

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定规范化条件研究
周莉质１，２，宗　凯１，李云飞１，姚　剑１，檀根甲２

（１．安徽出入境检验检疫局，安徽合肥２３００２２；２．安徽农业大学植物保护学院，安徽合肥 ２３００３６）

　　摘要：采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，简称ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）技术对水稻作物的３种主要病原真菌进行分析，以获得稳定的指纹图谱。从菌
物预处理方法、基质、点样方法等３个方面进行比较，对影响ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果的主要因素进行优化。结果
表明，菌物预处理方法对检测结果的影响最大，热处理法在细胞壁较厚的真菌样品处理中可以获得较完整的生物信

息；构建稻粒黑粉病病菌（Ｔｉｌｌｅｔｉａｈｏｒｒｉｄａ）、稻曲病病菌（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ）、恶苗病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）的
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定规范化方法，扩充ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ指纹图谱数据库，可简便、快速、准确地对细胞壁加厚的
真菌样品进行鉴定。

　　关键词：ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ；稻粒黑粉病；稻曲病；恶苗病；鉴定；指纹图谱
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基金项目：国家质检总局公益性科研专项（编号：２０１４１００７６）。
作者简介：周莉质（１９９０—），女，云南普洱人，硕士研究生，主要从事
植物病理学研究。Ｔｅｌ：（０５５１）６２８５６３８８；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｏｕｌｉｚｈｉ０１１２＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：姚　剑，博士，研究员，主要从事植物检疫及森林保护研
究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｓｙａｏ＠１２６．ｃｏｍ；檀根甲，博士，教授，主要从事农作
物病害流行与预测预报研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｇｊ６３＠１６３．ｃｏｍ。

　　水稻真菌病害大多是由病原菌的分生孢子、厚垣孢子以
种子、土壤带菌或空气水流传播的方式流行［１］。近年来由于

新型超级稻的推广，稻粒黑粉病、稻曲病、恶苗病的真菌病害

逐渐上升为水稻的主要病害。基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ
ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，简称ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）技术可借助
基质对非挥发性和热不稳定性等生物大分子进行解吸电离，

脉冲激发后离子云电离粒子真空向上通过飞行管探测器，产

生１个频谱图被认为是该微生物的指纹图谱［２］。

植物病原真菌各生长阶段营养体差异较大，表达的蛋白

种类和表达量有一定变化，与细菌相比，真菌孢子细胞壁含多

糖和固醇类物质，在ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定中没有单一的方
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法被作为常规处理方法使用，其结果常出现因培养条件不同

而导致鉴定结果不准确的情况［３－５］。基于 ＤＮＡ序列的鉴定
方法受 ＰＣＲ引物探针特异性、测序成本和时间等因素的制
约。本研究对稻粒黑粉病病菌（Ｔｉｌｌｅｔｉａｈｏｒｒｉｄａ）、稻曲病病毒
（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ）和恶苗病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）的
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定从预处理方法、适用基质、点样方法
等３个方面进行优化［１，６］，对病原真菌建立标准规范化的

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定方法并进行稳定性重复分析，为植物
病原真菌的ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定方法提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用菌种分离自水稻带菌种子中，由安徽出入境检

验检疫局植物检疫实验室保存。

ＰＤＡ培养基：２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡萄糖、１８ｇ琼脂，加入
１０００ｍＬ蒸馏水中加热搅拌溶解，灭菌后待冷却至５５～６０℃
倒平板。

察氏培养基：３．００ｇ硝酸钠、１．００ｇ磷酸氢二钾、０．５０ｇ
硫酸镁、０．５０ｇ氯化钾、０．０１ｇ硫酸亚铁、３０．００ｇ蔗糖、
１８．００ｇ琼脂，加入１０００ｍＬ蒸馏水中加热搅拌溶解，灭菌后
待冷却至５５～６０℃ 倒平板。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析系统，购自日

本岛津公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ参数　线性操作模式，延迟提取，
分析离子带正电荷，基质抑制偏转模式，加速电压为２０ｋＶ，
提取电压为１８．６ｋＶ，脉冲离子提取时间为３５００ｎｓ，质荷比
范围为１５００～２００００，激光点击数为每张图谱８０～１００次，
激光频率６０．０Ｈｚ。使用大肠杆菌ＡＴＣＣ８７３９作为外标校准
物质。

１．２．２　病原真菌的培养　稻曲病病菌的培养：将纯化保存的
菌株接种于ＰＤＡ平板中，２８℃活化培养７ｄ。

恶苗病病菌的培养：将纯化保存的菌株接种于察氏培养

基平板中，２８℃活化培养７ｄ。
稻粒黑粉病病菌厚垣孢子的获得：病粒在７５％乙醇中浸

泡５ｍｉｎ后夹出，在滤纸上晾干，再用无菌水漂洗病粒２次，
夹出病粒用滤纸吸干水分，用刀切开病粒将厚垣孢子抖入装

有无菌水的培养皿中，用擦镜纸过滤得到稻粒黑粉病菌的厚

垣孢子。

１．２．３　样品的预处理方法选择　用接种针各挑取２０ｍｇ（湿
质量）稻曲病病菌、恶苗病病菌菌体和稻粒黑粉病病菌厚垣

孢子，采用７５％乙醇法、热处理法、液氮研磨法、载玻片挤压法、
氧化锆珠匀浆法等５种方法分别对３种真菌进行破壁预处理。
７５％乙醇法：向２０ｍｇ菌体（厚垣孢子）中加入３００μＬ无

菌水摇匀，再加入９００μＬ预冷的无水乙醇涡旋混匀，超声处
理 ３ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物于
室温晾５ｍｉｎ［６］。

热处理法：向２０ｍｇ菌体（厚垣孢子）中加入３００μＬ无菌
水摇匀，沸水水浴加热３０ｍｉｎ，取出冷却后加入１ｍＬ无水乙
醇，摇匀静置３ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ。弃去上清液，
沉淀物于室温晾５ｍｉｎ。

液氮研磨法：将菌体（厚垣孢子）用液氮研磨后，加入

３００μＬ无菌水并移入１．５ｍＬ离心管内，加入９００μＬ预冷的
无水乙醇涡旋混匀，静置３ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃
去上清液，沉淀物于室温晾５ｍｉｎ。

载玻片挤压法：将菌体（厚垣孢子）用２片载玻片用力挤
压，在显微镜下观察到孢子破裂即可。用３００μＬ无菌水将挤
压的菌体洗入１．５ｍＬ离心管中，加入９００μＬ预冷的无水乙
醇涡旋混匀，静置３ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃去上清
液，沉淀物于室温晾５ｍｉｎ。

氧化锆珠匀浆法：向 ２０ｍｇ菌体（厚垣孢子）中加入
３００μＬ无菌水摇匀，加入１００ｍｇ氧化锆珠（直径０．５ｍｍ），
研磨棒匀浆５ｍｉｎ，加入９００μＬ预冷的无水乙醇涡旋混匀，静
置３ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物于室
温晾５ｍｉｎ［７］。

向５种方法提取的沉淀物中加入３０μＬ７０％甲酸，将沉
淀打散混匀，再加入３０μＬ乙腈，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取上
清液进行ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。
１．２．４　基质的选择　采用“１．２．３”节中选出的最佳样品预
处理方法分别对病原真菌进行预处理，基质溶剂为水、乙醇、

乙腈（体积比为１∶１∶１）的混合溶液，分别以 α－氰基 －４－
羟基肉桂酸（ＣＨＣＡ）、２，５－二羟基苯甲酸（ＤＨＢ）、芥子酸
（ＳＡ）为基质进行ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。
１．２．５　点样方法的选择　采用“１．２．３”节中最佳的样品预
处理方法对病原真菌进行预处理，选用“１．２．４”节中最佳的
基质。试样的点样方法直接影响基质对生物信息物质的离子

化程度，对有效基质的溶剂和点样包被方法进行筛选可有效

提高ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ检测结果的有效性［６］。点样方法有

以下３种。
覆盖干燥法：将 １μＬ真菌提取物点加到飞行质谱

（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，简称 ＭＡＬＤＩ）靶
板上，室温条件下晾干，再点加１μＬ基质溶液覆盖于样品点
上，室温条件下晾干用于ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。

夹心点样法：将１μＬ基质溶液点加在ＭＡＬＤＩ靶板上，室
温晾干形成种子层，然后在种子层上覆盖１μＬ样品，室温晾
干，再点加１μＬ基质溶液覆盖于样品点上，室温条件下晾干
用于ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。

混合干燥法：将样品上清液与基质溶液等体积混合，取

１μＬ混合液点加在 ＭＡＬＤＩ靶板上，室温条件下晾干用于
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。
１．２．６　重复性试验　为确定稻粒黑粉病、稻曲病、恶苗病病
原真菌的ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定条件的稳定性，对这３种病
原真菌的鉴定进行重复性试验。采用“１．２．３”节中最佳样品
预处理方法对病原真菌进行预处理，选用“１．２．４”节中最佳
基质和“１．２．５”节中最适的点样方法进行重复性试验。同一
样品的重复性试验：每个样品重复点样１０次，进行 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ分析。批间样品的重复性试验：对病原真菌进行３
次重复培养、预处理提取、点样等工作。

２　结果与分析

２．１　样品预处理方法的确定
稻粒黑粉病、稻曲病、恶苗病病原真菌的预处理提取物以
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ＣＨＣＡ为基质的ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果分别如图１、图
２、图３所示。７５％乙醇法对真菌类细胞壁过厚的样品不适
用，稻粒黑粉病病菌和恶苗病病菌未得到特征峰谱图或强度

过低，稻曲病病菌在质荷比小于４０００的小分子肽段部分背
景噪音过高；液氮研磨法和氧化锆珠匀浆法对真菌细胞破碎

程度过高，使蛋白特征峰过低；载玻片挤压法造成细胞破碎不

完全，特征蛋白没有完全释放；热处理法操作简便，所得蛋白

提取物的离子峰背景噪音最低，特征峰数量最多，离子激发强

度适中且峰谱明显。因此，选用热处理法作为样品预处理的

最适方法。

２．２　最适基质的确定
基质ＣＨＣＡ多用于多肽及小分子样品的分析，ＤＨＢ多用

于糖类及小分子样品的分析，ＳＡ多用于大于１００００ｕ的蛋白
及大分子样品的分析。由图４至图６可知，３种植物病原真
菌胞内提取物中ＤＨＢ包被的糖类小分子成分无法激发出特
征成分；ＳＡ背景噪音较高，并无特征峰谱。基质筛选试验表

明，稻粒黑粉病病菌、稻曲病病菌、恶苗病病菌的细胞悬液提

取物中特征成分主要为在质荷比小于１００００位置出现的多
肽和小分子，以ＣＨＣＡ为基质获得的图谱较稳定，为最佳基质。
２．３　点样方法的确定

由图７至图９可知，稻粒黑粉病病菌混合干燥法只得到
质荷比３８４７、６８２９、７４９７等３个特征峰且２次平行点样重
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复性较差，夹心点样法在质荷比２６１５、３８１４位置出现非特异
性峰且背景噪音较高；稻曲病病菌混合干燥法在质荷比４０００
之前背景噪音过高无法辨识特征峰，夹心点样法只能激发到

质荷比４４１４、８８２３等２个最强的峰值，其他强度不高的小峰
不明显；恶苗病病菌混合干燥法出峰凌乱无规律，夹心点样法

几乎未检测到特征物质且背景噪音较高。点样方法试验结果

表明，覆盖干燥法中基质对特征蛋白的离子化程度较高，特征

蛋白峰谱较清晰，并能有效降低ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ背景的干扰。
２．４　标准试验方法重复性试验

由图１０至图１２可知，同一样品重复１０次所得的特征峰
谱一致，说明本试验所选的样品预处理方法、基质、点样方法

稳定可行。３种病原真菌分别进行３次重复培养和预处理提
取、点样等工作的 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果分别如图
１３至图 １５所示，该方法从病原真菌的纯培养条件到
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定的各个步骤所得的特征蛋白的指纹
图谱一致、特征峰谱一致，说明病原真菌的鉴定结果可靠，重

复性较好，特征峰谱数量多且丰度高。采用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－
ＭＳ自带专业分析软件 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ分别对稻粒黑粉病、稻曲病、
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恶苗病病原真菌图谱进行分析，得到病原真菌标准指纹图谱

的特征峰信息如表１所示，在ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ鉴定方法相
同并选用同种电离基质时，３种病原真菌在质荷比对应的位
置应有的特征峰均出现。

表１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析特征峰信息

病原菌 特征峰的质荷比（ｍ／ｚ）
稻粒黑粉病菌 １５２３．７６、１５５２．１２、１５９７．４６、１６５２．７５、１６８０．４５、１７０８．８０、１８３７．２８、２６１４．２７、２９１１．９２、５４３５．１５、６１２２．４７、７０７４．６３

稻曲病菌 ２８３７．４１、３５６２．０３、３７９３．１９、４１７０．２２、４４１６．１７、４７７３．６６、５１７３．８７、５６７４．１０、６１８１．４７、７１５９．９７、７４９２．２８、８３３６．６２、
８８２９．９７、１１３７２．２４、１４３１１．３５

恶苗病菌 １５３６．０２、１５５９．８３、１６１５．１０、１６５３．２５、１８０３．７４、３２７８．４７、４０２９．７９、４７６５．８５、５３７９．０３、５７８８．７７、６１０７．７２、６７３１．６６、
７０３３．２５、７２７３．４６、９５３７．０９

３　结论与讨论

在没有提取、分离和扩增的情况下，蛋白质作为最具特征

性的物质可用于微生物的鉴定，而植物病原真菌的 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ鉴定准确性主要影响因素为预处理方法的差
异［８－９］。预处理使用的 ７５％乙醇法常用于破裂细菌细胞
膜［１０］，但该方法对真菌的厚垣孢子类细胞壁加厚的样品并不

能达到破裂效果。Ａｄａｍｓ等将病原菌经过７５％乙醇破裂后
再进行匀浆和超声处理［３］，该方法在本试验中并未得到相似

的结果，超声处理后细胞内蛋白小分子结构松散，不利于与基

质结合。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ技术在植物病原菌的鉴定和研
究应用中要依靠病原菌指纹图谱数据库，建立足够种类的已

知病原菌指纹图谱库才能实现最有效、最真实的鉴定结

果［８］，且应对病原菌进行归类，建立不同的预处理方法和标

准基质以得到最稳定的结果，提高指纹图谱数据库比对的准

确性。

本试验对３种水稻病原真菌进行细胞内含物粗提取，沸
水水浴３０ｍｉｎ细胞壁破裂较完全，所得细胞内含物主要为胞
内小分子粗蛋白，蛋白与基质ＣＨＣＡ所得ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ
图谱背景较低，特征峰数量多且丰度高，经过多次重复试验，

培养条件相同的情况下所得的蛋白指纹图谱重复性良好，该

方法可用于细胞壁加厚类真菌样品的蛋白提取和 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ分析。
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