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　　摘要：为了解２０１８年江苏省田间水稻苗期和成株期的恶苗病病菌组成，应用可特异性识别藤仓镰孢、层出镰孢、
拟轮枝镰孢和Ｆｕｓａｒｉｕｍａｎｄｉｙａｚｉ的环介导等温扩增技术检测疑似水稻恶苗病样本４７份。结果表明，苗期与成株期检
测到的恶苗病病菌组成不同，２９份苗期样本中检测到藤仓镰孢、层出镰孢 ２种水稻恶苗病病菌的检出率分别为
８９６６％、２７．５９％；１８份成株期样本中４种恶苗病菌均有检出，藤仓镰孢、拟轮枝镰孢、层出镰孢和Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ的检出
率分别为８８．８９％、５０．００％、２７．７８％、１６．６７％。结果表明，藤仓镰孢是江苏省水稻苗期与成株期恶苗病病原菌的优
势种。
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　　水稻恶苗病是水稻重要的病害之一，对世界各
地的水稻均造成了不同程度的危害，严重可造成水

稻减产５０％［１］。水稻恶苗病对我国水稻也造成了

不容忽视的危害，江苏省水稻种植区在不同年份均

发生过恶苗病大流行［２］。水稻恶苗病在整个发育

期均可发生，其中苗期和成株期是最易发病的２个
时期。苗期受害的典型症状为秧苗徒长、茎细长、

叶片褪绿、须根不发达，有些受害秧苗表现为褪绿

或矮化，受害严重的出现整株枯死。成株期水稻受

害后症状与苗期相似，也会表现徒长，有些在茎间

或节间倒生不定根，根部和茎基部腐烂，严重的整

株枯死［３］。水稻恶苗病病原菌主要通过种子传

播［４］。由于我国尚未发现对恶苗病高抗的水稻品

种，因此，目前有效的防治手段是使用化学药剂进

行防治，处理的最佳时期为播种前浸种［５］。

在已知的４种水稻恶苗病病原菌中，对水稻致
病力最强的是藤仓镰孢（Ｆｕｓａｒｉｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉ），其次是
层出镰孢 （Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）、拟轮枝镰孢 （Ｆ．
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｄｅｓ）、Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ［６］。它们的寄主非常广
泛，包括水稻、玉米、高粱、大豆等重要作物［７－９］。上

述病原菌可分泌次生代谢物，如赤霉素、镰孢菌素

和伏马菌素等。赤霉素为促生长素，可促进细胞快

速伸长、细胞间隙增大，使植株节间伸长表现徒长

现象；其他代谢物可引起叶片褪绿、植株矮化、死苗

等症状［１０］。在上述４种病原菌中，藤仓镰孢菌引起
的水稻恶苗病为系统侵染，病菌在发病水稻全株组

织内均有分布，其他３种病原菌为局部侵染，仅在发
病植株的根部和茎基部有分布［１１］。

水稻恶苗病在江苏省稻区广有发生，但对在田

间引起该病的病原菌组成及发生频率知之甚少。

本研究应用笔者所在实验室研发的可特异性识别

藤仓镰孢、层出镰孢、拟轮枝镰孢、Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ的环
介 导 等 温 扩 增 （ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）检测技术对 ２０１８年来自江苏
省不同地区采集的水稻苗期和成株期恶苗病疑似

发病样本进行检测，以期了解当前江苏省水稻苗期

和成株期引起水稻恶苗病的病原菌组成及其出现

频率。旨在为该病的防治提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试样本
２０１８年６月从江苏省淮安、盐城、南通、镇江、

南京、常州、无锡和苏州等地采集水稻恶苗病疑似

发病样本２９份（表１），２０１８年９—１０月从江苏省盐
城、淮安、南通、南京、镇江、无锡、常州和苏州等地

采集水稻成株期疑似恶苗病样本１８份（表３）。将
收集来的样本装袋，记录信息并进行编号。
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１．２　病组织ＤＮＡ的提取
在每份疑似稻田发病样本中选取１０株发病症

状明显的植株剪取其根茎部，长度为５ｍｍ左右，放
进无菌培养皿内混匀，其中一半病组织用来提取

ＤＮＡ，另一半用来分离病原菌。将植物组织放进灭
菌的研钵中，用液氮研磨后，参照 ＤＮＡ提取试剂盒
说明的步骤进行ＤＮＡ提取，采用天根生化科技（北
京）有限公司的新型植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
ＤＮＡｓｅｃｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ。提取好的ＤＮＡ放－２０℃冰箱
保存。

１．３　水稻恶苗病病菌的ＬＡＭＰ检测
采用笔者所在实验室研发的４个分别可特异性

检测藤仓镰孢、层出镰孢、拟轮枝镰孢和Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ
的环介导等温扩增检测技术［１２－１４］，以从疑似恶苗病

组织提取的ＤＮＡ为模板进行检测。
ＬＡＭＰ反应体系为 ２．５μＬ１０×ＴｈｅｒｍｏＰｏｌ

Ｂｕｆｆｅｒ［０．１％ Ｔｒｉｏｎ－Ｘ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）ＳＯ４，ｐＨ值 ＝
８８］，４μＬＭｇＳＯ４（５０ｍｍｏｌ／Ｌ），４μＬ甜菜碱
（５ｍｏｌ／Ｌ），３．５μＬｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），内引物ＦＩＰ
和 ＢＩＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ）各 ２μＬ，外引物 Ｆ３和 Ｂ３
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５ μＬ，环 引 物 ＬＦ和 ＬＢ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，２μＬＨＮＢ（２．４ｍｍｏｌ／Ｌ），
１μＬＢｓｔＤＮＡ聚合酶（８Ｕ／μＬ）以及２μＬ模板（从
恶苗病组织中提取）ＤＮＡ。由反应结束后的颜色直
接判定结果，蓝色为阳性，紫色为阴性。

１．４　水稻恶苗病病原菌的分离与验证
为进一步验证水稻恶苗病病菌的ＬＡＭＰ检测结

果，选取部分ＬＡＭＰ结果呈阳性的水稻恶苗病样本
的根茎部进行病原菌分离。用７０％乙醇消毒 ３０ｓ，
２％次氯酸钠消毒２．５ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，用灭菌
滤纸片吸去表面自由水后放置于马铃薯葡萄糖琼

脂培养基（ＰＤＡ）培养基平板上，在２５℃黑暗条件
下培养４８ｈ。从长出的菌落边缘切取２ｍｍ×２ｍｍ
菌丝块移至新的 ＰＤＡ培养基上纯化。纯化后的分
离物根据形态和碱基序列比对进行鉴定。分离物

ＤＮＡ提取采用天根生化科技（北京）有限公司的新
型植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒，通过扩增ＴＥＦ－１α
基因序列及序列比对进行恶苗病病菌菌种的鉴定。

２　结果与分析

２．１　苗期水稻疑似恶苗病样本的ＬＡＭＰ检测结果
４个ＬＡＭＰ检测体系对来自苏州市凤凰镇的武

运粳３０稻苗的疑似发病样本的检测结果如图１所
示。结果表明，可特异性识别藤仓镰孢（４号反应
管）和层出镰孢（５号反应管）的 ＬＡＭＰ检测结果呈
阳性，判定武运粳３０稻苗发病样本中包含藤仓镰孢
和层出镰孢２种水稻恶苗病病菌，说明该样本混合
有由藤仓镰孢或层出镰孢侵染发病的病苗，或是由

两者复合侵染引起的。其他２种病原菌（２号和３
号反应管）的 ＬＡＭＰ检测结果呈阴性，表明武运粳
３０的样本中不含拟轮枝镰孢和Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ。

　　供试２９份苗期水稻恶苗病疑似样本的检测结
果（表１）显示，有２６份检测到藤仓镰孢，检出率达
８９．６６％；８份样本检出层出镰孢，检出率为
２７５９％；有３份未检测出恶苗病病菌。

在上述２６份阳性样本中，有１８份仅检测到藤
仓镰孢，说明上述发病样本是由该病原菌单独侵染

的；另有８份样本同时检测到藤仓镰孢和层出镰孢，
说明这８份发病样本由两者复合侵染引起。结果表
明，藤仓镰孢是２０１８年江苏省水稻苗期恶苗病的优
势病原菌。

２．２　苗期样本的病原菌分离
为验证苗期 ＬＡＭＰ检测结果的可靠性，选择５

份ＬＡＭＰ检测阳性的秧苗样本进行分离，包括武运
粳３０、２份来自苏州市不同地域的南粳５０５５、南京
市的１个未知品种，以及１份未检测到恶苗病病菌
的武运粳３０稻苗样本（表２）。分离结果表明，与
ＬＡＭＰ的检测结果一致，说明本研究的 ＬＡＭＰ检测
结果是可靠的。

２．３　成株期疑似水稻恶苗病样本的 ＬＡＭＰ检测结
果与分离

由表３可知，有１６份样本检测出藤仓镰孢，检
出率达 ８８．８９％；拟轮枝镰孢、层出镰孢和 Ｆ．
ａｎｄｉｙａｚｉ的阳性样本数分别为９、５、３份，检出率依次
为５０．００％、２７．７８％、１６．６７％。与苗期样本的检出
率相比，拟轮枝镰孢、层出镰孢、Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ的检出
率有所升高。
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表１　苗期水稻恶苗病样本的ＬＡＭＰ检测结果

编号 水稻品种　　 来源地 检测到的病原菌 编号 水稻品种　　 来源地 检测到的病原菌

１ 南粳９１０８ 盐城市 Ｆｆ，Ｆｐ １６ 武运粳３１ 常州市 Ｆｆ，Ｆｐ

２ 南粳９１０８ 盐城市 Ｆｆ １７ 软玉 常州市 Ｆｆ，Ｆｐ

３ 苏秀８６７ 淮安市 Ｆｆ １８ 南粳４６ 无锡市 Ｆｆ

４ 南粳９１０８ 淮安市 — １９ 南粳４７ 无锡市 —

５ 南粳９１０８ 淮安市 Ｆｆ ２０ 武运粳３０ 苏州市 Ｆｆ

６ 淮稻５ 淮安市 Ｆｆ ２１ 南粳４６ 苏州市 Ｆｆ

７ 淮稻６号 淮安市 Ｆｆ ２２ 南粳４６ 苏州市 Ｆｆ

８ 淮稻５号 南通市 Ｆｆ，Ｆｐ ２３ 武运粳３０ 苏州市 Ｆｆ，Ｆｐ

９ 南粳９１０８ 南通市 Ｆｆ，Ｆｐ ２４ 南粳４６ 苏州市 Ｆｆ

１０ 南粳５０５５ 南通市 Ｆｆ ２５ 南粳５０５５ 苏州市 Ｆｆ

１１ 镇糯２０ 镇江市 Ｆｆ ２６ 武运粳３０ 苏州市 —

１２ 武运粳３５ 镇江市 Ｆｆ，Ｆｐ ２７ 南粳５０５５ 苏州市 Ｆｆ

１３ 邵糯９７１４ 镇江市 Ｆｆ ２８ 南粳４６ 苏州市 Ｆｆ

１４ 武运粳３０ 南京市 Ｆｆ ２９ 常农粳８号 苏州市 Ｆｆ，Ｆｐ

１５ 不详 南京市 Ｆｆ

　　注：Ｆｆ表示藤仓镰孢；Ｆｐ表示层出镰孢；—表示没有检测到，下表同。

表２　ＬＡＭＰ检测呈阳性的水稻恶苗病秧苗样本的分离结果

编号 水稻品种 来源地 ＬＡＭＰ检测到的病原菌 分离到的病原菌

１ 武运粳３０ 苏州市凤凰镇 Ｆｆ，Ｆｐ Ｆｆ，Ｆｐ

２ 南粳５０５５ 苏州市 Ｆｆ Ｆｆ

３ 武运粳３０ 苏州市塘桥镇 — —

４ 南粳５０５５ 苏州市 Ｆｆ Ｆｆ

５ 不详 南京市 Ｆｆ Ｆｆ

　　在１６份ＬＡＭＰ检测阳性样本中，有７个样本仅
检测出藤仓镰孢，说明这７份样本是由藤仓镰孢单
独侵染引起发病。另有９份样本中检测出２种或２
种以上水稻恶苗病病菌，占总样本的５０．００％，表明
这些发病样本可能是由２种及２种以上恶苗病病菌
复合侵染引起。在上述９份样本中有２份样本检出
４种恶苗病病菌，４份样本中检出３种恶苗病病菌
（其中检出藤仓镰孢、层出镰孢、拟轮枝镰孢的样本

有３份，检出藤仓镰孢、拟轮枝镰孢、Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ的
有１份），３份样本检测出２种恶苗病病菌（均为藤
仓镰孢和拟轮枝镰孢）。在供测的所有样本中，未

发现由层出镰孢、拟轮枝镰孢或 Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ单独侵
染发病的样本。

进一步对检测阳性样本进行病原菌分离，有１４
份样本分离出藤仓镰孢，７份样本分离出层出镰孢，
１份样本分离出 Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ，所有样本均未分离到
拟轮枝镰孢。需要指出的是，７份分离出层出镰孢
的样本亦同时分离出藤仓镰孢。病原菌分离与鉴

定结果表明，藤仓镰孢是江苏省水稻成株期引起水

稻恶苗病的优势种，其他３种恶苗病病菌亦有不同
程度出现，但仅起辅助作用。关于拟轮枝镰孢检出

率较高（５０．００％）而分离率为零的原因尚不清楚。
可能原因之一为藤仓镰孢为强势致病菌株，而拟轮

枝镰孢可能仅起伴随侵染作用，并在发病组织中处

极弱势地位。

３　结论与讨论

对２０１８年采集自江苏省８个不同地区的４７份
水稻恶苗病疑似样本进行 ＬＡＭＰ检测的结果表明，
已知的４种恶苗病病菌在江苏省均有分布，其中藤
仓镰孢是当前江苏省稻区引起水稻恶苗病的优势

种，其他３种恶苗病病菌也有检测到，但罕有单独侵
染引起恶苗病的病例，而似多与藤仓镰孢复合侵染

引起发病，提示上述３种病原菌在江苏省水稻恶苗
病的发生中可能起辅助作用。本研究结果对了解

当前江苏省稻区水稻恶苗病病原菌组成具有重要
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表３　成株期水稻恶苗病样本的ＬＡＭＰ检测结果

编号 水稻品种 来源地 ＬＡＭＰ检测到的病原菌

１ 南粳９１０８ 盐城市 Ｆｆ

２ 淮稻５号 盐城市 —

３ 淮稻２６８ 盐城市 Ｆｆ，Ｆｐ，Ｆｖ

４ 淮稻２６８ 淮安市 Ｆｆ

５ 南粳５０５５ 南通市 —

６ 南粳９１０８ 南通市 Ｆｆ

７ 盛泰优 南京市 Ｆｆ，Ｆｖ

８ ７９－１ 镇江市 Ｆｆ，Ｆｖ

９ 淮稻１１ 镇江市 Ｆｆ，Ｆｐ，Ｆｖ，Ｆａｎ

１０ 武运粳２４ 镇江市 Ｆｆ，Ｆｐ，Ｆｖ

１１ 武运粳３０ 镇江市 Ｆｆ

１２ 宁粳８号 镇江市 Ｆｆ

１３ 武运粳３１ 无锡市 Ｆｆ，Ｆｖ

１４ 苏秀粳３号 无锡市 Ｆｆ，Ｆｖ，Ｆａｎ

１５ 武运粳２３ 常州市 Ｆｆ，Ｆｐ，Ｆｖ

１６ 软玉 常州市 Ｆｆ，Ｆｐ，Ｆｖ，Ｆａｎ

１７ 南粳４６ 苏州市 Ｆｆ

１８ 武运粳３０ 苏州市 Ｆｆ

　　注：Ｆｖ表明拟轮枝镰孢；Ｆａｎ表示Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ。

价值，也可为该病的防治提供参考。

ＬＡＭＰ检测技术是２１世纪初建立的一种快速
分子检测技术，与传统 ＰＣＲ方法相比，该检测技术
特异性更强、灵敏度更高（是传统 ＰＣＲ的１０～１００
倍）、检测所需时间更短（完成１个样本的检测仅需
２ｈ左右）。该检测技术不需要昂贵的仪器设备，对
模板ＤＮＡ的质量要求不高，可以从发病组织提取的
ＤＮＡ中特异性识别目标病原菌的靶标序列，因此可
以在快速诊断病害的同时完成病原菌的鉴定［１５］。

本研究采用的４个恶苗病病菌的ＬＡＭＰ检测技术体
系，不仅可以用于恶苗病的快速诊断，也可用于种

子携带恶苗病病菌的检测和土壤带菌检测［１１］。

种子携带恶苗病病菌是该病的重要传播途径。

有报道指出，水稻种子主要携带藤仓镰孢和层出镰

孢［１６］，本研究对发病秧苗的检测结果与袁咏天等的

研究结果［１６］基本一致。该病在大田成株期的病原

菌组成较苗期复杂，提示拟轮枝镰孢和 Ｆ．ａｎｄｉｙａｚｉ
的主要侵染可能来自秧苗移植后的稻田田间。
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