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　　摘要：赤霉病是我国小麦重要病害之一，禾谷镰刀菌是其主要致病因子。赤霉病菌在侵染小麦过程中会在籽粒中
产生脱氧雪腐镰刀菌烯醇毒素（ＤＯＮ）。维生素Ｅ的抗氧化作用在一定程度上能降低 ＤＯＮ的毒性，ＨＧＧＴ（尿黑酸?
牛儿基?牛儿基转移酶）是维生素Ｅ生物合成的关键限速酶。为了揭示ＨＧＧＴ基因与小麦赤霉病及ＤＯＮ毒素积累的
关系，本研究克隆ＨＧＧＴ基因的全长，并开发了基因特异标记，在３１份小麦品种中进行标记分析，明确了该基因的分
布。同时采用双花滴注法在扬花期对３１份小麦品种进行赤霉病接种和抗性鉴定，成熟期利用ＬＣ－ＭＳ法测定籽粒中
ＤＯＮ毒素含量。结果表明，ＨＧＧＴ基因与赤霉病抗性相关，携带ＨＧＧＴ基因的小麦品种病小穗率及籽粒毒素含量显著
（Ｐ＜０．０５）低于不携带该基因的品种，说明ＨＧＧＴ基因可以用于改良小麦赤霉病抗性，并降低籽粒毒素含量。
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　　小麦赤霉病是由禾谷镰刀菌引起的一种麦类
真菌病害。赤霉病抗性类型主要分为抗侵染、抗扩

展、籽粒抗性和抗毒素积累。小麦赤霉病多发生在

温暖多雨和气候湿润地区［１］，近年来，我国小麦赤

霉病发生区域由长江流域向黄淮流域不断北移［２］，

主要发生在长江中下游麦区和东北春麦区［３］。禾

谷镰刀菌侵染小麦后造成穗部组织褐化坏死，籽粒

干瘪，导致小麦产量和品质下降［４－５］，造成严重的经

济损失。小麦赤霉病的另一大危害是感病籽粒中

积累的毒性次级代谢产物脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（ＤＯＮ）［６－７］，人畜中毒后会出现胃部不适，恶心眩
晕、头痛［８］，故又称呕吐毒素，还会造成神经危害，

抑制机体免疫反应［９］。小麦赤霉病不仅造成粮食

减产，还在侵染过程中积累毒素，造成严重的食品安

全隐患［１０］。因此赤霉病引起的食品和饲料污染问题

引起了人们的极大关注。我国卫生和标准管理部门

规定，小麦和玉米中ＤＯＮ含量超过１ｍｇ／ｋｇ、小麦赤
霉病病粒含量超过４％时则禁止食用［１１］。

维生素Ｅ是一种重要的抗氧化剂，可分为生育
酚和生育三烯酚两大类［１２］。小麦中的生育酚主要

存在于胚中，生育三烯酚存在于果皮和胚乳中［１３］。

维生素Ｅ的生物合成途径包括：（１）亲水性头部的
合成。（２）ＨＧＡ的植基化。ＨＧＡ分别在尿黑酸植基
转移酶（ＨＰＴ）和尿黑酸?牛儿基?牛儿基转移酶
（ＨＧＧＴ）的催化下生成生育酚和生育三烯酚的前体
物［１４］。（３）ＭＰＢＱ（２－甲基 －６－植基 －苯醌）和
ＭＧＧＢＱ（２－甲基－６－?牛儿?牛儿基 －苯醌）的
甲基化。（４）环化反应［１５］。ＨＧＧＴ基因定位于质体
中，主要在小麦胚乳中表达。ＨＧＧＴ是维生素 Ｅ生
物合成的关键酶基因［１６］，Ｃａｈｏｏｎ等于２００３年第一
次从大麦和水稻种子中克隆得到 ＨＧＧＴ序列［１７］。

小麦籽粒积累 ＤＯＮ毒素后，活性氧（ＲＯＳ）含量提
高，抗氧化能力下降，诱导机体发生氧化应激反应，

最终导致机体和细胞的脂质过氧化和 ＤＮＡ氧化损
伤［１８］。维生素Ｅ是一种强自由基清除剂，能及时清
除活性氧，防止脂质过氧化的产生［１９］。在饲料中添

加维生素Ｅ能降低ＤＯＮ的毒性作用，在膳食中使用
维生素Ｅ能缓解 ＤＯＮ引起的急性中毒［２０］，但维生

素Ｅ对ＤＯＮ的降毒机制尚不清楚。ＨＧＧＴ是生育
三烯酚合成的第一个限速关键酶，也是维生素 Ｅ合
成的第一个分支点［２１］。本试验的主要目的是在３１
份小麦品种中扩增 ＨＧＧＴ基因，接种赤霉菌鉴定病
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小穗率，并测定籽粒中的毒素含量，解析ＨＧＧＴ基因
与小麦赤霉病抗性、病小穗率及毒素含量的关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
３１份小麦材料为：ＮＩＬ－７、Ｒ７５、ＮＩＬ－８、Ｓ９８、

Ｒ２２Ｗ、台湾小麦、Ｓ２２Ｖ、苏麦３号、宁７８４０、望水白、
Ｃｌａｒｋ、黄方柱、海盐种、Ｎ５５３、Ｓ４２、ＣＨＯＫＷＡＮＧ、黄
蚕豆、中 国 春、安 农 ８４５５、Ｗｈｅａｔｏｎ、宁 玉 白、
Ｂｏｂｗｈｉｔｅ、Ｔｏｋａｉ６６、Ｊａｇｇｅｒ、白三月黄、科龙 １９９、
Ｗ７９８４、菜籽黄、扬麦１５８、Ｆｉｅｌｄｅｒ、ＮＰ１６０。所有材料
均于２０１８年１０月种植于扬州大学试验田，每个品
种播种６行，每行１５株。
１．２　小麦基因组ＤＮＡ提取

苗期取３１份材料的嫩叶，采用 ＣＴＡＢ法［２２］提

取各材料的基因组 ＤＮＡ。用超微量分光光度计检
测出的 ＤＮＡ浓度均在 ６００ｎｇ／μＬ左右，Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ处于１．７～２．０之间。
１．３　ＨＧＧＴ基因引物设计及扩增

通过ＧｅｎＢａｎｋ网站找到 ＨＧＧＴ基因的序列信
息，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 ＨＧＧＴ基因的
特异扩增引物（由华大基因公司合成）。

以上述提取获得的小麦基因组 ＤＮＡ为模板，
Ｓｅｑ４００．６－２Ｆ／Ｓｅｑ４００．６－Ｒ为引物进行 ＰＣＲ扩
增，以鉴定ＨＧＧＴ基因在小麦赤霉病不同抗性品种
中的分布。ＰＣＲ反应采用５０μＬ体系：上下游引物
各１μＬ，ＤＮＡ模板 １０μＬ，２×ＧｆｌｅｘＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ，ＴＫｓＧｆｌｅｘ酶 １μＬ。ＰＣＲ反应在
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＣ１０００ＴｏｕｃｈＰＣＲ仪上进行，程序如
下：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸２１０ｓ，３７个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ，
４℃ 保存。取５μＬＰＣＲ产物进行１％的琼脂糖凝
胶电泳检测带型，以确定其基因型。

１．４　ＰＤＡ培养基的配制
称取４０ｇ马铃薯琼脂糖（ＰＤＡ）培养基于１Ｌ烧

杯中，加入１Ｌ的 ｄｄＨ２Ｏ，用玻璃棒搅拌均匀，置于
微波炉中加热１５ｍｉｎ完全溶解至透明状，双层纱布
过滤至锥形瓶中，高温高压灭菌锅 １２１℃灭菌
２０ｍｉｎ，待温度降至５５℃时，于无菌操作台下倾注
平板，配制２５ｍＬ的等量 ＰＤＡ培养基于９ｃｍ直径
的无菌培养皿中，待 ＰＤＡ培养基完全凝固后置于
２５℃ 培养箱贮藏备用。
１．５　试验用菌株及其菌液制备

本试验所用禾谷镰刀菌菌株为 Ｆ１３１２（江苏省

农业科学院陈怀谷研究员提供）。利用灭菌后的接

种环挑取纯菌株斜面上的禾谷镰刀菌边缘菌体，接

种于ＰＤＡ培养基上，置于２５℃恒温培养５～７ｄ，用
灭菌后直径７ｍｍ的圆形打孔器从经过活化的禾谷
镰刀菌菌株ＰＤＡ培养基上，取８块菌块放入８０ｍＬ
经过灭菌的绿豆汤培养基，然后置于摇床上，在

１８０ｒ／ｍｉｎ、２６℃下振摇７２～１２０ｈ，吸取１μＬ孢子
液，滴到血球计数板上，置于显微镜下测定孢子浓度，

然后稀释或浓缩到接种需要的浓度（１×１０５个／ｍＬ）。
１．６　赤霉病接种及鉴定

采用双花滴注法（ｂｉｌａｔｅｒａｌｆｌｏｒｅｔｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ，ＢＦＩ），在小麦扬花期将制备好的菌液注射到
倒５小穗双侧小花的内外颖之间，每行接种１０个穗
子，记载接种日期，接种后２１ｄ鉴定感病小穗数，计
算病小穗率（ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃｓｐｉｋｅｌｅｔｓ，
ＰＳＳ）：ＰＳＳ＝感病小穗数／总小穗数。
１．７　籽粒中ＤＯＮ含量的测定
１．７．１　实验仪器　液质联用仪（ＴＳＱ－Ｖａｎｔａｇｅ，
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ，美国）。
１．７．２　 标 准 液 　 制 备 毒 素 原 液 ＤＯＮ
（ＦＥＲＭＥＮＴＥＫ，以色列）用 １０％乙腈水配制成
１００μｇ／Ｌ混标。
１．７．３　样品前处理　前处理方法参照靳梦瞳等的
方法［２３］。利用磨样机将麦粒磨碎，称取２ｇ样品于
５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ乙腈／水溶液，振荡后
超声３０ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ后吸 ２ｍＬ上清于新的
１０ｍＬ离心管，加入１５０ｍｇ无水硫酸镁，振荡吸上
清至新的１０ｍＬ离心管。加入１ｍＬ正己烷脱脂，离
心去除正己烷层，氮气吹干剩余上清液，最后乙腈／
水溶液定容至１ｍＬ。涡旋过０．２２μｍ尼龙滤膜后，
进样ＬＣ－ＭＳ分析。
１．７．４　色谱及质谱条件　色谱及质谱条件参照靳
梦瞳等的方法［２３］，略有改进。主要参数如下：

色谱条件：色谱柱选用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３
（２．１×１００ｍｍ，１．８μｍ），柱温 ４０℃，样品温度
５℃。流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，进样体积为５μＬ。采用流
动相Ａ（甲醇）和流动相 Ｂ（乙酸铵）组成的流动相
进行梯度洗脱。洗脱程序：０ｍｉｎ２０％ Ａ－８０％ Ｂ，
１ｍｉｎ２０％ Ａ－８０％ Ｂ、５．５ｍｉｎ９０％ Ａ－１０％ Ｂ，
６５ｍｉｎ９０％ Ａ－１０％ Ｂ、７ｍｉｎ２０％ Ａ－８０％ Ｂ。

质谱条件：选择反应监测模式（ＭＲＭ）检测。曲
线脱溶剂管（ＣＤＬ）温度２５０℃，雾化气体和干燥气
体均为氮气，流速分别为３．０、１５Ｌ／ｍｉｎ。碰撞气为
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高纯氩气，碰撞诱导解离压力为２３０ｋＰａ。

２　结果与分析

２．１　ＨＧＧＴ基因的扩增
本研究通过 ＢＡＣ克隆（登录号：ＫＵ６４１０２９）获

得ＨＧＧＴ基因，ＨＧＧＴ基因序列包含２个外显子和１

个内含子。其编码区包含２７３个碱基，编码８０个氨
基酸。转录起始位点位于４０２５３２ｎｔ，第１外显子分
布在４０１７１５～４０１８２８ｎｔ，共１１４个碱基，第２外显
子分布在４００８２０～４００９７５ｎｔ，共１５６个碱基，ＰｏｌｙＡ
信号位点位于４００６２０ｎｔ（图１）。

　　为了鉴定ＨＧＧＴ基因在小麦赤霉病不同抗性品
种中的分布，根据 ＨＧＧＴ基因的序列设计特异性引
物，进行了ＰＣＲ扩增。通过１％的琼脂糖凝胶电泳

检测ＰＣＲ产物的带型，结果如图２所示：１７份携带
ＨＧＧＴ基因的品种都能扩增２０００ｂｐ目的条带，其
余１４份品种中没有扩增条带。

２．２　不同小麦材料赤霉病病小穗率及籽粒 ＤＯＮ
含量

测定不同小麦材料的病小穗率及籽粒中的

ＤＯＮ含量，结果（表１）表明，携带 ＨＧＧＴ基因的１７
份材料高抗赤霉病，不携带ＨＧＧＴ基因的１４份材料
高感赤霉病。

２．３　２种基因型下的病小穗率及籽粒 ＤＯＮ含量的
差异

方差分析结果表明，携带 ＨＧＧＴ基因与不携带
ＨＧＧＴ基因的品种之间病小穗率存在差异，Ｐ＝０００＜
０．０５；携带ＨＧＧＴ基因与不携带 ＨＧＧＴ基因的品种
之间的籽粒ＤＯＮ存在差异，Ｐ＝０．００＜０．０５（表２）。
说明携带ＨＧＧＴ基因与不携带ＨＧＧＴ基因的品种之
间的病小穗率和籽粒毒素含量均存在差异。

３　讨论与结论

本试验根据ＨＧＧＴ基因序列，设计特异性标记，

在３１份不同赤霉病抗性小麦品种中利用基因扩增
技术扩增目的基因，确定 ＨＧＧＴ在不同赤霉病抗性
品种中的分布。在扬花期进行赤霉病接种抗性鉴

定，后续测定籽粒中积累的 ＤＯＮ毒素含量，结果表
明，ＨＧＧＴ基因只在高抗赤霉病品种中扩增出，在感
病品种中未扩增出目的条带，且携带 ＨＧＧＴ基因的
小麦品种病小穗率及籽粒毒素含量较低，与不携带

ＨＧＧＴ基因的小麦品种病小穗率及籽粒毒素含量存
在显著差异（Ｐ＜０．０５），这也从侧面说明了籽粒中
ＤＯＮ毒素积累的前提是赤霉菌在穗部侵染。说明
ＨＧＧＴ基因与赤霉病扩展抗性有关，在一定程度上
阻止病原菌在穗部的扩展并降低籽粒中积累的

ＤＯＮ毒素含量，可以用于改良小麦赤霉病抗性。
ＨＧＧＴ基因是维生素Ｅ生物合成途径的一个关键酶
基因，我们推测维生素 Ｅ对赤霉病的降毒效应，很
有可能是受ＨＧＧＴ基因调控的作用，后续将进一步
研究ＨＧＧＴ基因相关的功能以及ＨＧＧＴ基因对赤霉
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表１　３１份小麦材料的平均病小穗率和籽粒ＤＯＮ含量

编号 名称 病小穗率
ＤＯＮ含量
（μｇ／ｋｇ） 抗病性 ＨＧＧＴ基因

１ ＮＩＬ－７ ０．１７ ５５９．１４ ＨＲ ＋

２ Ｒ７５ ０．１７ ４３０．００ ＨＲ ＋

３ Ｒ２２Ｗ ０．２５ ３７８．６７ ＨＲ ＋

４ 台湾小麦 ０．１４ ６３３．４１ ＨＲ ＋

５ 苏麦３号 ０．１０ ４１１．３３ ＨＲ ＋

６ 宁７８４０ ０．０５ ４９０．９３ ＨＲ ＋

７ 望水白 ０．０７ ５６０．００ ＨＲ ＋

８ 黄方柱 ０．１０ ６１６．４１ ＨＲ ＋

９ 海盐种 ０．１３ ４８８．４３ ＨＲ ＋

１０ Ｓ４２ ０．１５ ６３７．１２ ＨＲ ＋

１１ ＣＨＯＫＷＡＮＧ ０．３０ ４６６．４７ ＨＲ ＋

１２ 黄蚕豆 ０．３７ ７３１．０３ ＨＲ ＋

１３ 宁玉白 ０．１３ ５１０．７１ ＨＲ ＋

１４ Ｔｏｋａｉ６６ ０．０５ ８４７．８６ ＨＲ ＋

１５ 白三月黄 ０．０５ ５３３．００ ＨＲ ＋

１６ 菜籽黄 ０．１４ ６６７．８９ ＨＲ ＋

１７ ＮＰ１６０ ０．１８ ３８８．７６ ＨＲ ＋

１８ ＮＩＬ－８ ０．７８ ２３５５．０２ ＨＳ －

１９ Ｓ９８ １．００ ２４５６．５６ ＨＳ －

２０ Ｓ２２Ｖ ０．８９ ３０８２．１５ ＨＳ －

２１ Ｃｌａｒｋ ０．８９ １９５５．９６ ＨＳ －

２２ Ｎ５５３ １．００ ２４７５．３１ ＨＳ －

２３ 中国春 ０．７８ ２３７９．４９ ＨＳ －

２４ 安农８４５５ ０．８３ ２１８１．７０ ＨＳ －

２５ Ｗｈｅａｔｏｎ ０．９１ ２６８７．２１ ＨＳ －

２６ Ｂｏｂｗｈｉｔｅ ０．７７ ２５３７．５５ ＨＳ －

２７ Ｊａｇｇｅｒ ０．９３ ３３０２．１０ ＨＳ －

２８ 科龙１９９ ０．５２ １８９０．００ ＨＳ －

２９ Ｗ７９８４ ０．９８ ３６９２．４２ ＨＳ －

３０ 扬麦１５８ ０．６５ ２２８１．９０ ＨＳ －

３１ Ｆｉｅｌｄｅｒ ０．５３ １８５３．９９ ＨＳ －

表２　３１份小麦材料病小穗率和籽粒ＤＯＮ含量的方差分析

项目 是否携带ＨＧＧＴ基因 平均值±标准误 Ｐ值

病小穗率 ＋ ０．１５±０．０２ ０．００

－ ０．８２±０．０４

ＤＯＮ含量 ＋ ５５０．０７±３０．８９ ０．００

（μｇ／ｋｇ） － ２５０９．３８±１４２．８１

病的抗性机制。赤霉菌在扬花期和抽穗期都会侵

染小麦，会在籽粒中积累ＤＯＮ毒素。本研究结果证
明了携带ＨＧＧＴ基因的小麦品种病小穗率及籽粒毒
素积累量较低，说明 ＨＧＧＴ基因具有赤霉病抗性作
用，丰富了ＨＧＧＴ基因功能的认识，为小麦赤霉病病
小穗率及ＤＯＮ毒素防控提供新的方向，对解析扩展
抗性的机制和 ＤＯＮ毒素方面的研究具有重要的参

考价值。
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ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）的分离鉴定及生物学特性

雷娇娇，田　力，袁　伟，杨　瑞，于　存
（贵州大学林学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为明确贵阳花溪久安茶树炭疽病的病原菌，利用组织分离法和柯赫氏法则对病原菌进行分离与验证，利用
形态学与ｒＤＮＡ－ＩＴＳ对致病菌进行鉴定，同时对致病菌的生物学特性进行系统研究。结果表明，引起久安茶树炭疽
病的病原菌为胶孢炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｎｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）；生物学特性测定结果表明，Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ适宜生长条件：
在温度为２８℃的条件下，以ＯＡ培养基和ＳＮＡ培养基作为培养基，半光照，ｐＨ值为５～７，以乳糖作碳源，以牛肉膏作
氮源。通过本研究明确了花溪久安茶炭疽病病原，可以为该地区茶树炭疽病病害流行及防控提供理论依据。
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　　近年来，贵州省大力发展茶产业，至２０１９年茶
树种植面积约已达５０万ｈｍ２［１］。而且随着２０１９年
两会代表孙志刚在审议政府工作报告中提到“要喝

没有污染的茶到贵州来”，可见茶叶产业在贵州经

济发展及扶贫攻坚中起到了重要的作用。在贵州

省的茶树集中连片栽植过程中，有大量病虫害发

生，对茶产业造成严重的威胁。贵州省茶树主要病

虫害包括茶饼病、茶白星病、茶圆赤星病、茶轮纹叶

枯病、茶轮斑病、茶煤病、茶炭疽病等［２－３］。其中，茶

叶炭疽病是茶树重要的叶部病害之一，该病害的发

生可引起茶叶部坏死、影响茶的光合作用、严重者

导致其死亡。以往的报道中有关茶树炭疽病病原

菌的种类主要包括山茶刺孢菌 （Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｎ
ｃａｍｅｌｌｉａｅ）、雕刻刺盘孢菌（Ｃ．ｃａｒｖｅｒｉ）、马尤斯刺盘
孢菌（Ｃ．ｍａｊｕｓ）、壳皮炭疽菌（Ｃ．ｃｒａｓｓｉｐｅｓ）、胶孢炭
疽菌 （Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）、果 生 刺 盘 孢 菌 （Ｃ．
ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ）、暹罗刺盘孢菌（Ｃ．ｓｉａｍｅｎｓｅ）、尖孢炭疽菌
（Ｃ．ａｃｕｔａｔｕｍ）、河南刺盘孢菌（Ｃ．ｈｅｎａｎｅｎｓｅ）、江西
刺盘孢菌（Ｃ．ｊｉａｎｇｘｉｅｎｓｅ）等［４］。不同病原菌在引起

植物发病的过程中受温度、湿度、ｐＨ值、碳源、氮源
等环境因素的影响，明确病原菌的生物学特性，可

为防治该病害采取有效措施奠定基础［５］。

贵州省贵阳市花溪区久安乡位于黔中腹地，久

安乡土壤呈酸性，有机成分含量高，非常适合茶树

生长，是适宜生产优质有机生态茶叶的地方［６］。

２０１３年，久安乡生态精品茶示范园区被列入“５个
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