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　　摘要：为建立精准的水稻纹枯病离体叶片接种鉴定技术，在实验室内完成接种鉴定相关技术因子的量化试验。结
果表明，接种后７２ｈ发病基本完全，可以进行数据调查；以菌丝块为接种体，供试水稻发病速度适中，品种间抗感性差
别明显；接种叶片长度为３０ｃｍ，各水稻品种病斑面积占比介于１３．７８％～２２．５６％，可以满足病斑扩展需求；叶片背面
接种发病偏慢，仅为同期正面接种病斑面积的２４．２８％ ～３２．０９％；接种温度３０℃最利于发病，病斑面积占比介于
１３９８％～２２．５５％；接种相对湿度８５％最利于发病，病斑面积占比介于１３．９１％～２３．０７％；接种光照时间１４ｈ最利于
发病，病斑面积占比介于１３．５２％～２２．９７％。此外，本文还应用田间嵌入接种鉴定技术对供试水稻品种的抗性进行
了复检，二者的试验结论趋势一致。
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　　黑龙江省是北方水稻生产大省，是国家粮食安
全的“压舱石”和口粮基地，国计民生意义重大。水

稻纹枯病是由立枯丝核菌（ＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＫüｈｎ）
引起的一种世界性水稻病害，也是黑龙江省水稻生

产中的主要病害之一，每年必发，常年减产５．００％～
１０．００％，严重时可达５０．００％［１－２］。水稻纹枯病属

于典型的土传病害［３－４］，在东北主要以菌核为初侵

染源，侵染水稻后也主要危害植株的中下部。喷洒

化学药剂是生产中的主要防治措施，由于药剂较难

到达靶标，防控效果经常不佳，反而污染环境、增加

成本［５］。秋季深翻和灌水、春季打捞菌核等农业措

施也对病害防控有一定的作用，但受人力缺乏、限

时给水等条件限制，经常难以完成［６］。选用抗性品

种可以在一定程度上减轻病害的威胁，且操作轻

简，关注度越来越高。虽然水稻对纹枯病的抗性属

于数量性状，缺乏免疫或高抗的品种［７］，但中抗水

平的品种还是占有一定比例，只需要通过科学的方

式将其筛选出来，也可在生产中发挥重要作用。因

此，通过何种方式对水稻品种的纹枯病抗性进行准

确、快捷的鉴定便成为一项重要工作。

关于水稻品种的纹枯病抗性鉴定方法很多，常

用的是通过田间自然感病的方式进行鉴定，如王道

泽等均进行过相关研究［８－１０］。这种方式虽操作轻

简，但耗时过长，结果易受当地菌群、气候条件的影

响，可重复性较差。相对而言，通过接种方式进行

品种抗性鉴定，其结果的科学性、准确性均要好一

些，可重复性也较好。接种鉴定的方法也很多，主

要分为两大类，第１类为田间条件下的接种鉴定，如
撒施法［１１］、捆扎法［１２］、注射法［１３］、嵌入法［１４］、外贴

法［１５］等，以成株期鉴定为主。王子斌等应用牙签嵌

入法，以纹枯病ＲＨ－９为接种体，对Ｌｅｍｏｎｔ、武育粳
３号、特青、Ｊａｓｍｉｎｅ８５和ＹＳＢＲ１等５份水稻品种的
纹枯病抗性进行了分析，结果显示，其病级均值分

别为６．９６、６．５４、５．５９、４．９６、２．４２，均彼此差异极显
著［１６］。王爱民等应用牙签嵌入法，对江苏省１０１份
水稻品种的纹枯病抗性进行了分析，结果显示，供

试水稻抗性总体偏差，抗病品种３份，占比２９７％；
中抗品种６份，占比５．９４％，其他均为中感以上品
种［１７］。罗霄凤等应用撒施法，以纹枯病 ＰＪ－１０为
接种体，对四川省１８７份水稻品种的纹枯病抗性进
行分析，结果表明，１２．３０％的品种平均病级介于
５１～６．０，７２．７０％的品种平均病级介于６．１～７０，
发病较重［１８］。田间条件下的各类接种鉴定，嵌入法

应用较为广泛，其结果的认可度也较高。第２类为
受控条件下的接种鉴定，依据接种环境的不同主要
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分为温室法鉴定［１９］、微室法鉴定［２０］、雾室法鉴

定［２１］等，以苗期鉴定［２２］为主。依据接种植株的不

同，又可分为活体鉴定［２３］、离体鉴定［２４］等。Ｎｅｌｓｏｎ
等利用“雾室接种法”与“微室接种法”接种鉴定

１９７个ＤＨ系，通过１１１个 ＳＳＲ标记检测，发现４个
抗性ＱＴＬｓ来自抗病亲本 ＭＣＲ１０２７７，总共可解释
４７％遗传变异；最大效应的 ＱＴＬ命名为 ｑｓｂｒ＿
９１［２５］。郭田等利用“雾室接种法”接种纹枯病菌
株ＧＤ－１１８，在此基础上完成ＰＳ０４菌株对水稻纹枯
病的防效分析，发现ＰＳ０４菌株发酵液对水稻苗期纹
枯病兼具保护性和治疗性，其防效分别达９３．６５％、
９２．０２％［２６］。关于离体叶片接种鉴定技术，研究和

应用的学者相对偏少［２７－２９］，对各技术因子进行量化

分析和比较的更少。马晨燕等对水稻纹枯病离体

叶片接种方法进行了改进，对接种条件进行了更精

确的控制，量化了病情调查方法，结果显示抗病品

种和感病品种相对病斑面积差异显著，与大田接种

及苗期“微室”接种结果一致［３０］。

上述各类鉴定技术互有优势，也各有局限性。

本研究力图通过相关技术因子的量化分析，改进离

体叶片接种鉴定技术，在发挥其轻简、快捷、适宜规

模化鉴定等优势的同时，提高其鉴定的准确性。同

时，本研究还应用认可度较高的田间嵌入接种鉴定

方式对离体叶片接种鉴定结果进行复评，以确保技

术真实可信。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试水稻３份，分别为五优稻４号、龙稻１８、松

粳２２，均为黑龙江省第一积温带推广品种。
供试纹枯病菌株１份，编号为１９－６２，为黑龙

江省第一积温带代表性菌株，致病力中等强度，由

黑龙江省农业科学院生物技术研究所提供。

试验时间为２０１９年５—９月；试验地点为哈尔
滨市道外区民主镇，黑龙江省农业科学院试验基地。

１．２　试验方法
１．２．１　离体叶片接种鉴定技术　在前期定性试验
的基础之上，完成相关试验因子的定量分析。本试

验中应用的离体接种鉴定技术的框架方法为铁盘

内平铺浸湿的双层面巾纸，选取充分展开的心叶

（叶龄为６叶）剪成３０ｃｍ叶段，正面朝上放置于面
巾纸上，将直径６ｍｍ的纹枯病菌丝块接种在叶片
正面的中间部位，喷水保持微环境相对湿度８５％左

右，封口膜密封，于２８℃，光照１４ｈ／黑暗１０ｈ条件
下共培养，分别于接种后２４、４８、７２、９６、１２０ｈ进行
数据调查。每个处理接种５个叶段，３次重复。

叶片黄化抑制试验，仅接种无菌水，不接种纹

枯病菌，在叶段两端切口处分别加入０．５ｍＬ供试溶
液，共设置０．００５ｇ／ｍＬ氯化钠、０．０００１ｇ／ｍＬ苯并
咪唑和清水３个处理；接种体类型筛选试验，共设置
菌核、菌悬液、菌丝块３个处理；叶片长度筛选试验，
共设置５、１０、２０、３０ｃｍ等４个处理；叶片层面筛选
试验，共设置叶片正面和叶片背面２个处理；接种最
佳温度筛选试验，共设置２２、２５、２８、３０℃等４个处
理；接种相对湿度筛选试验，共设置相对湿度６５％、
７５％、８５％、９５％等４个处理；接种光照时间筛选试
验，共设置光照时间８、１０、１２、１４、１６ｈ等５个处理。
上述所有试验，除自身设置的处理外，其他具体操

作同框架方法。

１．２．２　田间嵌入接种鉴定技术　将木质牙签剪成
０．８～１．０ｃｍ小段，均匀铺在玻璃培养皿底部，加入
ＰＤＢ液体培养基浸没牙签，灭菌后接种新鲜纹枯病
菌块，２８℃暗培养３～５ｄ，待牙签表面密布菌丝即
可用于接种。在水稻分蘖末期，用镊子将带菌牙签

嵌入水稻倒３叶叶鞘内侧，接种后叶鞘抱茎状态基
本不变。每个品种接种１０个主分蘖，３次重复，接
种后田间保持２～５ｃｍ浅水层［３１］。

１．２．３　鉴定标准　离体叶片接种鉴定标准［３２］，接

种后２４、４８、７２、９６、１２０ｈ进行发病调查，将５个接
种叶段作为１个整体调查病斑面积占比，具体分级
标准如下：０级，叶片无病斑；１级，０＜病斑面积≤
１２．５０％叶片面积；２级，１２．５０％叶片面积 ＜病斑面
积≤２５．００％叶片面积；３级，２５．００％叶片面积 ＜病
斑面积≤５０．００％叶片面积；４级，５０．００％叶片面
积＜病斑面积≤７５．００％叶片面积；５级，病斑面
积＞７５．００％叶片面积。

田间嵌入接种鉴定标准［３３］，水稻黄熟期植株发

病完全后开始调查，每个接种的主分蘖均需进行调

查，具体分级标准如下：０级，全株无病；１级，基部叶
片叶鞘发病；２级，第３叶片以下各叶鞘或叶片发病
（自顶叶算起，下同）；３级，第２叶片以下各叶鞘或
叶片发病；４级，顶叶叶鞘或顶叶发病；５级，全株
枯死。

１．２．４　数据分析　应用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软件进行统计
分析。应用ＤＰＳｖ１４．１０分析软件，以ＳＮＫ法进行样
本差异显著性分析。
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２　结果与分析

２．１　叶片黄化抑制试验
由表１可知，接种后２４、４８、７２ｈ调查，氯化钠、

苯并咪唑和清水处理无差别，叶片均未黄化。接种

后９６ｈ调查，清水处理下五优稻 ４号叶片略有黄
化，黄化面积约占接种叶片总面积的０．８７％，其他
处理叶片均未黄化。接种后１２０ｈ调查，清水处理
下五优稻４号、龙稻１８和松粳２２叶片黄化均较明
显，黄化面积占比分别为３．６６％、２．５２％、２．２９％；

氯化钠处理下五优稻４号、龙稻１８和松粳２２叶片
均略有黄化，黄化面积占比分别为１．２５％、０．９３％、
１．０４％；苯并咪唑处理下五优稻４号、龙稻１８和松
粳 ２２叶片均略有黄化，黄化面积占比分别为
１４３％、１．２２％、１．１０％。此外，差异显著性分析表
明，在０．０５水平上，接种后１２０ｈ清水处理与氯化
钠处理、苯并咪唑处理均差异显著，氯化钠处理与

苯并咪唑处理差异不显著，３个水稻品种结果一致。
综合对比，氯化钠对叶片黄化抑制效果最好。

表１　不同处理下水稻品种叶片黄化情况

调查时间

五优稻４号叶片黄化面积占比（％） 龙稻１８黄化面积占比（％） 松粳２２黄化面积占比（％）

清水
０．００５ｇ／ｍＬ
氯化钠

０．０００１ｇ／ｍＬ
苯并咪唑

清水
０．００５ｇ／ｍＬ
氯化钠

０．０００１ｇ／ｍＬ
苯并咪唑

清水
０．００５ｇ／ｍＬ
氯化钠

０．０００１ｇ／ｍＬ
苯并咪唑

２４ｈ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

４８ｈ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

７２ｈ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

９６ｈ ０．８７±０．０８ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

１２０ｈ ３．６６±０．３１ａ１．２５±０．０４ｂ１．４３±０．１１ｂ２．５２±０．２３ａ０．９３±０．１０ｂ１．２２±０．１４ｂ２．２９±０．１４ａ１．０４±０．１２ｂ１．１０±０．１２ｂ

　　注：同行数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

２．２　最佳调查时间试验
由表２可知，接种后２４、４８ｈ各水稻品种纹枯

病发病均不够完全，五优稻４号接种后２４、４８ｈ的
病斑面积占比分别为４．４３％、１０．３５％，只相当于接
种后７２ｈ病斑面积占比的１９．３５％、４５．２２％；龙稻
１８接种后２４、４８ｈ的病斑面积占比分别为３．８５％、
９．３０％，只相当于接种后 ７２ｈ病斑面积占比的
２１９７％、５３．０８％；松粳２２接种后２４、４８ｈ的病斑
面积占比分别为３．４０％、６．６９％，只相当于接种后
７２ｈ病斑面积占比的２４．５５％、４８．３０％；调查结果
误差较大，在０．０５水平上与接种后７２ｈ均差异显
著，均不是最佳调查时间。而接种后７２ｈ各水稻品
种纹枯病发病基本完全，其调查结果与接种后９６、
１２０ｈ调查结果差别很小，病斑持续扩展趋势不明
显，在０．０５水平上均差异不显著，且３个水稻品种
结果一致。综合对比，初步认为接种后 ７２ｈ调查
即可。

２．３　接种体类型筛选试验
由表３可知，以菌核为接种体，３个水稻品种发

病速度均偏慢，接种后７２ｈ逐步发病且病斑面积占
比很低，分别为 ３．５３％、３．０６％、２．７３％；接种后
１２０ｈ发病接近完全，病斑面积占比为 ２２．５７％、
１７５７％、１４．０２％。以菌悬液为接种体，３个水稻品

表２　不同调查时间下水稻品种病斑扩展情况

调查时间

（ｈ）
病斑面积占比（％）

五优稻４号 龙稻１８ 松粳２２

２４ ４．４３±０．３３ｃ ３．８５±０．３８ｃ ３．４０±０．２３ｃ

４８ １０．３５±０．３４ｂ ９．３０±０．２３ｂ ６．６９±０．３７ｂ

７２ ２２．８９±０．８８ａ １７．５２±０．８７ａ １３．８５±０．６１ａ

９６ ２３．０６±０．６０ａ １７．９８±０．５２ａ １３．８５±０．７２ａ

１２０ ２３．３４±０．５８ａ １８．１６±０．６４ａ １４．２１±０．８１ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。表

３～表４、表６～表１０同。

种发病均过重，接种后 ７２ｈ病斑面积占比分别为
５５．６８％、５３．９１％、５２．８４％，品种间几乎无差别，在
０．０５水平上差异均不显著，不利于品种的抗性鉴
定。以菌丝块为接种体，３个水稻品种发病速度适
中，接种后 ７２ｈ病斑面积占比分别为 ２２．９７％、
１７７９％、１３．９５％，品种间抗感性差别明显，在０．０５
水平上五优稻４号与龙稻１８、松粳２２均差异显著，
适宜抗性鉴定。

２．４　叶片长度筛选试验
由表４可知，接种后７２ｈ，３个水稻品种叶片长

度５ｃｍ的处理中，其病斑面积占比介于８２．７１％ ～
９７．３５％，占比均很高，病斑极有可能受到叶片长度
的限制而没有扩展完全，造成严重误差甚至错误，不
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表３　不同接种体接种后水稻品种病斑扩展情况

接种体类型
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／菌核 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ３．５３±０．３２ａ １５．９２±１．１３ ２２．５７±２．０４

龙稻１８／菌核 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ３．０６±０．３２ａ １３．６５±１．５６ １７．５７±１．２６

松粳２２／菌核 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ２．７３±０．３９ａ １０．５４±０．６４ １４．０２±１．１８

五优稻４号／菌悬液 ７．７９±０．７８ ２４．０８±１．７８ ５５．６８±４．３０ａ ６０．３６±６．０２ ６２．２９±４．０２

龙稻１８／菌悬液 ７．２５±０．５２ ２４．２６±１．３１ ５３．９１±４．６１ａ ５９．５２±３．７８ ６１．８３±３．１４

松粳２２／菌悬液 ７．５１±０．４１ ２３．９３±２．１５ ５２．８４±４．７１ａ ５９．０７±３．０２ ６０．６８±３．４８

五优稻４号／菌丝块 ４．５１±０．５２ １０．３０±０．６９ ２２．９７±３．２４ａ ２３．１７±１．７５ ２３．５４±２．２１

龙稻１８／菌丝块 ３．７６±０．３４ ９．４７±０．７３ １７．７９±１．２６ｂ １８．１３±１．６５ １８．３２±１．３５

松粳２２／菌丝块 ３．３１±０．３８ ６．７７±０．５６ １３．９５±１．８４ｂ １４．０８±１．７１ １４．３３±１．４１

表４　不同叶片长度下水稻品种病斑扩展情况

叶片长度
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／５ｃｍ ２５．７７±２．０７ ６１．５９±３．０５ ９７．３５±２．７４ａ ９８．５７±１．２６ ９８．７８±１．２６

五优稻４号／１０ｃｍ １３．７２±１．２０ ３１．２４±２．７６ ６９．３４±６．６５ｂ ６９．７２±４．０４ ７０．２６±３．２１

五优稻４号／２０ｃｍ ６．７６±０．５０ １５．１３±１．００ ３４．２６±２．９８ｃ ３４．６２±２．５５ ３５．１１±３．５３

五优稻４号／３０ｃｍ ４．２９±０．５９ １０．１８±０．９６ ２２．５６±２．５２ｄ ２２．７３±１．８７ ２３．０５±２．２３

龙稻１８／５ｃｍ ２３．２５±２．１８ ５６．０７±３．１４ ９８．０９±１．６３ａ ９８．７４±０．９３ ９９．０６±０．９３

龙稻１８／１０ｃｍ １１．７２±０．７６ ２８．１４±１．７７ ５２．７３±２．５６ｂ ５４．０８±３．０３ ５４．６９±３．１６

龙稻１８／２０ｃｍ ２２．１９±２．２１ １３．８２±１．２６ ２６．２０±１．９３ｃ ２７．１３±１．９６ ２７．３４±１．９２

龙稻１８／３０ｃｍ ３．９８±０．４５ ９．６１±１．０１ １８．０９±１．１４ｄ １８．２７±０．９５ １８．４６±２．１０

松粳２２／５ｃｍ １９．８９±１．４４ ３９．８７±２．６６ ８２．７１±５．１３ａ ８３．３６±３．３９ ８４．６８±４．２８

松粳２２／１０ｃｍ １０．４５±０．７５ ２０．３１±２．５７ ４１．８９±４．５６ｂ ４２．２２±２．７６ ４３．０９±３．８１

松粳２２／２０ｃｍ ５．２２±０．５５ １０．２６±１．２１ ２１．０３±２．１０ｃ ２１．２７±１．９５ ２１．５３±１．５７

松粳２２／３０ｃｍ ３．２４±０．４１ ６．４５±０．７８ １３．７８±１．１４ｄ １３．９７±１．４８ １４．４１±１．０２

建议应用；叶片长度１０ｃｍ的处理中，其病斑面积占
比介于４１．８９％ ～６９．３４％，结果稍好，但占比依然
偏高，也不建议应用；叶片长度２０ｃｍ的处理中，其
病斑面积占比介于２１．０３％ ～３４．２６％，基本可以满
足病斑扩展的空间需求，但鉴于试验选用菌株致病

力强度中等这一前提，也不是最佳选择；叶片长度

３０ｃｍ的处理中，其病斑面积占比介于 １３．７８％ ～
２２．５６％，可以满足病斑扩展的空间需求，初步确定
为最佳选择。此外，接种后７２ｈ，不同叶片长度各处
理在０．０５水平上均彼此差异显著，３个水稻品种结
果一致。

２．５　叶片层面筛选试验
由表５可知，３个水稻品种叶片背面接种的处

理中，发病明显偏慢，接种后４８ｈ内均不发病；接种
后７２ｈ逐步发病且病斑面积占比很低，分别为
７３２％、４．３３％、３．５９％，仅为同期正面接种各处理

病斑面积的２４．２８％ ～３２．０９％；接种后１２０ｈ病斑
扩展近完全，其病斑面积占比分别为 ２２．１４％、
１６６９％、１４．０３％，仅与正面接种７２ｈ各处理的病
斑面积占比持平或略低。综合对比，叶片正面接种

试验效果较好。

２．６　接种温度筛选试验
由表６可知，五优稻４号接种后７２ｈ，接种温度

２２、２５、２８、３０℃各处理病斑面积占比分别为
１４７６％、１８．６７％、２２．０８％、２２．５５％，接种温度
３０℃ 处理病斑面积占比最高，接种温度２８℃处理
次之，但二者差别很小；接种温度２２℃处理病斑面
积占比最低，仅为接种温度３０℃处理的６５．４５％，
在０．０５水平上与其他 ３个温度处理均差异显著。
龙稻１８接种后７２ｈ，接种温度２２、２５、２８、３０℃各处
理病 斑 面 积 占 比 分 别 为 １２．７４％、１４．９７％、
１６９２％、１７０４％，接种温度３０℃处理病斑面积占
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表５　不同叶片层面下水稻品种病斑扩展情况

叶片层面
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／正面 ４．４６±０．４７ １０．５９±０．５４ ２２．８１±１．８４ ２３．２１±２．０４ ２３．２８±２．１９

五优稻４号／背面 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ７．３２±０．６３ １３．８６±１．２２ ２２．１４±１．６０

龙稻１８／正面 ３．８９±０．２７ ９．１５±０．５９ １７．８３±１．５９ １８．１０±１．２４ １８．２６±１．４３

龙稻１８／背面 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ４．３３±０．３３ ８．９５±０．７３ １６．６９±１．２８

松粳２２／正面 ３．４８±０．３６ ６．９４±０．５２ １３．９６±１．１４ １４．１７±１．４１ １４．４２±１．４７

松粳２２／背面 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ３．５９±０．３８ ７．２７±０．９２ １４．０３±１．２３

比最高，接种温度２８℃处理次之；接种温度２２℃处
理病斑面积占比最低，仅为接种温度３０℃处理的
７４．７７％，在０．０５水平上分别与接种温度２８、３０℃
处理差异显著，与接种温度２５℃处理差异不显著。
松粳２２接种后７２ｈ，接种温度２２、２５、２８、３０℃各处
理病斑面积占比分别为９．６３％、１２．１３％、１３．８７％、

１３９８％，接种温度３０℃处理病斑面积占比最高，接
种温度２８℃处理次之；接种温度２２℃处理病斑面
积占比最低，仅为接种温度３０℃处理的６８．８８％，
在０．０５水平上与接种温度２８、３０℃处理差异显著，
与接种温度２５℃处理差异不显著。综合对比，接种
温度３０、２８℃试验效果均较好。

表６　不同接种温度下水稻品种病斑扩展情况

接种温度
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／２２℃ ２．７４±０．３２ ６．５８±０．３８ １４．７６±０．５９ｂ １４．９１±１．６１ １５．２２±１．１７

五优稻４号／２５℃ ３．８２±０．３２ ８．３９±０．７５ １８．６７±１．０１ａ １８．７３±１．７２ １９．１１±１．２２

五优稻４号／２８℃ ４．２７±０．４３ １０．０４±０．９４ ２２．０８±２．１１ａ ２２．３１±１．３１ ２２．６５±１．３５

五优稻４号／３０℃ ４．３９±０．４３ １０．２１±０．４７ ２２．５５±２．３７ａ ２２．９６±１．３３ ２３．１０±１．３６

龙稻１８／２２℃ ２．６２±０．１７ ６．３７±０．３４ １２．７４±１．２６ｂ １３．０２±１．２７ １３．２１±１．１７

龙稻１８／２５℃ ３．２１±０．２６ ８．４５±０．７７ １４．９７±１．３２ａｂ １５．１３±０．９７ １５．３３±１．３２

龙稻１８／２８℃ ３．６６±０．１９ ９．０３±０．７５ １６．９２±１．１６ａ １７．２０±１．５０ １７．４９±１．３３

龙稻１８／３０℃ ３．７１±０．３５ ９．１６±０．９３ １７．０４±１．５４ａ １７．４７±１．３１ １７．７３±１．３７

松粳２２／２２℃ ２．４９±０．３１ ４．７３±０．３５ ９．６３±０．５６ｂ １０．０５±０．９３ １０．１１±０．８２

松粳２２／２５℃ ２．９８±０．３３ ５．７７±０．５４ １２．１３±１．５７ａｂ １２．２５±０．９５ １２．４０±１．２８

松粳２２／２８℃ ３．６４±０．３４ ６．９５±０．４５ １３．８７±１．４４ａ １３．９６±０．７８ １４．２３±０．９２

松粳２２／３０℃ ３．５１±０．２３ ６．８４±０．４５ １３．９８±１．６３ａ １４．１２±１．１３ １４．３１±０．７５

２．７　接种相对湿度筛选试验
由表７可知，五优稻４号接种后７２ｈ，接种相对

湿度６５％、７５％、８５％、９５％各处理病斑面积占比分
别为３．６６％、７．２６％、２３．０７％、１４．４３％，接种相对
湿度８５％处理病斑面积占比最高，接种相对湿度
９５％处理次之；接种相对湿度６５％处理病斑面积占
比最低，仅为接种相对湿度８５％处理的１５．８６％，在
０．０５水平上与其他３个处理均差异显著。龙稻１８
接种后７２ｈ，接种相对湿度６５％、７５％、８５％、９５％
各处理病斑面积占比分别为 ２．６７％、７．１３％、
１７８６％、１２．６０％，接种相对湿度 ８５％处理病斑面
积占比最高，接种相对湿度９５％处理次之；接种相

对湿度６５％处理病斑面积占比最低，仅为接种相对
湿度８５％处理的１４．９５％，在０．０５水平上与其他３
个处理均差异显著。松粳２２接种后７２ｈ，接种相对
湿度６５％、７５％、８５％、９５％各处理病斑面积占比分
别为２．７１％、５．５７％、１３．９１％、９．７６％，接种相对湿
度８５％处理病斑面积占比最高，接种相对湿度９５％
处理次之；接种相对湿度６５％处理病斑面积占比最
低，仅为接种相对湿度８５％处理的１９．４８％，在００５
水平上与其他３个处理均差异显著。综合对比，接
种相对湿度８５％试验效果最好。
２．８　接种光照时间筛选试验

由表８可知，五优稻４号接种后７２ｈ，接种光照
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表７　不同接种相对湿度下水稻品种病斑扩展情况

接种相对湿度
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／６５％ ０．００±０．００ ０．５２±０．０４ ３．６６±０．２４ｄ ８．７５±０．５１ １６．１３±０．６８

五优稻４号／７５％ ０．００±０．００ ３．１９±０．２３ ７．２６±０．６８ｃ １１．５４±０．７２ １９．１８±０．５７

五优稻４号／８５％ ４．４９±０．４９ １０．４３±０．８９ ２３．０７±１．９８ａ ２３．１８±１．５５ ２３．５０±１．５２

五优稻４号／９５％ ２．８７±０．２７ ５．７９±０．２９ １４．４３±０．８１ｂ １９．７６±１．１４ ２０．２１±０．９８

龙稻１８／６５％ ０．００±０．００ ０．１６±０．０２ ２．６７±０．２８ｄ ５．６４±０．５０ １２．２５±０．７７

龙稻１８／７５％ ０．００±０．００ ２．８６±０．２６ ７．１３±０．５３ｃ ９．６２±０．３７ １５．３１±０．８７

龙稻１８／８５％ ３．９２±０．２８ ９．４３±０．７８ １７．８６±１．５７ａ １７．８６±１．３２ １８．０９±０．９９

龙稻１８／９５％ １．６９±０．１０ ５．８３±０．４７ １２．６０±０．５７ｂ １５．４４±０．８１ １５．７６±１．０１

松粳２２／６５％ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ２．７１±０．４１ｄ ５．２８±０．３４ ９．５０±１．００

松粳２２／７５％ ０．００±０．００ ２．４５±０．２２ ５．５７±０．６５ｃ ７．６９±０．３３ １１．２８±０．８８

松粳２２／８５％ ３．３０±０．３７ ６．５４±０．７６ １３．９１±１．６６ａ １４．０４±０．９７ １４．３２±０．８３

松粳２２／９５％ ０．９７±０．０８ ４．５５±０．５８ ９．７６±０．７２ｂ １１．５８±０．９８ １１．８９±０．９４

时间８、１０、１２、１４、１６ｈ各处理病斑面积占比分别为
２１．５０％、２１．７８％、２２．６６％、２２．９７％、２２．８４％，接种
光照时间１４ｈ处理病斑面积占比最高，接种光照时
间１６ｈ处理次之；接种光照时间８ｈ处理病斑面积
占比最低，为接种光照时间１４ｈ处理的９３．６０％，在
０．０５水平上与其他４个处理差异均不显著。龙稻
１８接种后７２ｈ，接种光照时间８、１０、１２、１４、１６ｈ各
处理病斑面积占比分别为 １７．１９％、１７．３１％、
１７５９％、１７．８３％、１７．９１％，接种光照时间 １６ｈ处
理病斑面积占比最高，接种光照时间 １４ｈ处理次
之；接种光照时间８ｈ处理病斑面积占比最低，为接

种光照时间１６ｈ处理的９５．９８％，在０．０５水平上与
其他４个处理均差异不显著。松粳２２接种后７２ｈ，
接种光照时间８、１０、１２、１４、１６ｈ各处理病斑面积占
比分别为 １２．８５％、１３．１０％、１３．２４％、１３．５２％、
１３４４％，接种光照时间１４ｈ处理病斑面积占比最
高，接种光照时间１６ｈ处理次之；接种光照时间８ｈ
处理病斑面积占比最低，为接种光照时间１４ｈ处理
的９５．０４％，在０．０５水平上与其他４个处理差异均
不显著。综合对比，接种光照时间对试验效果影响

偏小，接种光照时间１４ｈ试验效果最好。

表８　不同接种光照下水稻品种病斑扩展情况

光照时间
病斑面积占比（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ

五优稻４号／８ｈ ３．９２±０．２８ ９．６３±０．８２ ２１．５０±１．３９ａ ２１．８７±１．２８ ２２．１３±１．６７

五优稻４号／１０ｈ ４．０４±０．２０ ９．７７±０．９０ ２１．７８±１．１１ａ ２２．１５±１．２２ ２２．４６±１．８１

五优稻４号／１２ｈ ４．１５±０．４３ １０．０８±０．６０ ２２．６６±１．２９ａ ２３．０３±０．９３ ２３．１５±０．９８

五优稻４号／１４ｈ ４．３３±０．４３ １０．３９±０．５５ ２２．９７±１．１６ａ ２３．１６±１．５３ ２３．２９±１．１３

五优稻４号／１６ｈ ４．２７±０．３８ １０．５３±０．５０ ２２．８４±１．４９ａ ２３．１１±１．２９ ２３．２０±１．６５

龙稻１８／８ｈ ３．７０±０．３８ ８．８７±０．６０ １７．１９±０．５０ａ １７．１９±０．９０ １７．３４±１．０２

龙稻１８／１０ｈ ３．７３±０．４０ ９．１４±０．６２ １７．３１±０．７８ａ １７．５４±１．１８ １７．６３±０．８０

龙稻１８／１２ｈ ３．７９±０．３９ ９．２７±０．４８ １７．５９±０．９４ａ １７．９２±１．１０ １８．０６±１．１１

龙稻１８／１４ｈ ３．９６±０．３６ ９．４４±０．８０ １７．８３±０．６０ａ １８．１０±０．８６ １８．２４±１．１７

龙稻１８／１６ｈ ４．０９±０．２９ ９．３６±０．６５ １７．９１±０．６９ａ １８．２３±０．６８ １８．３７±０．９６

松粳２２／８ｈ ３．０４±０．３５ ５．９１±０．２９ １２．８５±０．６６ａ １３．１６±０．７６ １３．２９±０．３９

松粳２２／１０ｈ ３．０８±０．３８ ６．０４±０．４５ １３．１０±１．００ａ １３．２２±０．４７ １３．４７±０．５１

松粳２２／１２ｈ ３．１４±０．１８ ６．２８±０．５２ １３．２４±０．６３ａ １３．６０±０．７５ １３．８３±０．７６

松粳２２／１４ｈ ３．２６±０．３２ ６．４５±０．４５ １３．５２±０．５２ａ １３．７４±０．７７ １４．０９±０．９０

松粳２２／１６ｈ ３．１９±０．３２ ６．３８±０．６４ １３．４４±０．４５ａ １３．６０±１．０３ １３．９６±１．１６
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２．９　２种鉴定技术对比试验
综合前述各技术因子定量分析结果，初步认为

纹枯病离体叶片接种技术流程如下，选取６叶期充
分展开的心叶，长度为３０ｃｍ，正面朝上放置于面巾
纸上，将直径６ｍｍ的纹枯病菌丝块接种在叶片正
面的中间部位，不需加入黄化抑制剂，喷水保持微

环境相对湿度８５％左右，封口膜密封，于２８℃，光

照１４ｈ／黑暗１０ｈ条件下共培养，７２ｈ后进行数据
调查。由表９可知，每个处理接种５个叶段，３次重
复。在此条件下，五优稻４号、龙稻１８和松粳２２的
病斑面积占比平均值分别为 ２２．８９％、１７．５２％、
１３８５％，在００５水平上彼此差异显著。其中，松粳
２２抗性最好，五优稻４号抗性最差。从发病级别来
看，３个品种都是２级。

表９　接种后７２ｈ离体叶片接种下水稻品种发病情况

品种名称
病斑面积占比（％） 发病级别

处理Ⅰ 处理Ⅱ 处理Ⅲ 平均值 处理Ⅰ 处理Ⅱ 处理Ⅲ 平均值

五优稻４号 ２４．１２ ２２．４４ ２２．１１ ２２．８９ａ ２ ２ ２ ２

龙稻１８ １６．３４ １７．８３ １８．３９ １７．５２ｂ ２ ２ ２ ２

松粳２２ １３．２７ １３．５９ １４．６９ １３．８５ｃ ２ ２ ２ ２

　　田间嵌入接种鉴定结果显示，五优稻４号、龙稻
１８和松粳２２的平均发病级别分别为 ２．６０、２．２０、
１９０级，在０．０５水平上，五优稻４号的平均发病级

别与龙稻１８、松粳 ２２均差异显著。其中，松粳 ２２
抗性最好，五优稻４号抗性最差（表１０）。

表１０　田间嵌入接种下水稻品种发病情况

品种名称
接种主分蘖发病级别

分蘖１ 分蘖２ 分蘖３ 分蘖４ 分蘖５ 分蘖６ 分蘖７ 分蘖８ 分蘖９ 分蘖１０ 平均值

五优稻４号 ３ ２ ３ ２ ３ ３ ２ ３ ３ ２ ２．６０ａ

龙稻１８ ２ ２ ２ ３ ２ ３ ２ ２ ２ ２ ２．２０ｂ

松粳２２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ １ ２ ２ １．９０ｂ

３　讨论与结论

从叶片黄化角度分析，水稻品种间虽有一定差

别，但整体趋势一致，是否添加黄化抑制剂主要取

决于设定的调查时间，如果在接种后７２ｈ内完成数
据调查，则不需添加；如果在接种后１２０ｈ以上进行
调查，建议添加一定的氯化钠。此外，本试验是在

接种体为无菌水的前提下获得的结果，如果接种体

变为纹枯病菌，受病菌侵染影响，叶片黄化可能会

更严重一些。

从病斑相对扩展速度角度分析，在认为接种后

７２ｈ即发病完全的前提下，虽然松粳２２整体抗性最
强，但在侵染前期（接种后２４ｈ以内）病斑相对扩展
速度却最快，即接种后２４ｈ病斑面积占比与接种后
７２ｈ病斑面积占比的比值最高，本研究所有试验中
最佳处理下的数据均表现出这一趋势；依此原则，

在侵染中期（接种后２４～４８ｈ）病斑相对扩展速度
最快的是龙稻１８；在侵染后期（接种后４８ｈ以上）
病斑相对扩展速度最快的是五优稻４号。上述情况
的出现，可能与品种自身的抗性机制有一定的关

系，尚需通过各类组学研究方可得出进一步结论。

从接种体类型角度分析，菌悬液不能有效分辨

品种间的抗感性差别，明显不适用；菌核虽能分辨

品种间的抗感性差别，但发病偏慢，影响试验效率，

后期可能出现的叶片黄化也会对调查结果造成一

定干扰，易产生误差，也不是最佳的接种体；菌丝块

接种后发病速度和发病效果均较适中，是较为理想

的接种体。

从接种叶片层面角度分析，无论叶片正面接

种，还是背面接种，均可使纹枯病发病完全，理论上

均可行。但在实际操作中，叶片背面接种发病偏

慢，试验效率偏低，后期可能出现的叶片黄化也会

对调查结果造成一定干扰，易产生误差，不是最佳

选择。因此，建议叶片正面接种。

从接种温度角度分析，接种温度３０、２８℃处理
较适宜发病且二者差别很小，接种温度２２℃处理发
病较差，不建议应用。此外，依据病斑面积占比的

相对变化，在认为接种温度３０℃处理发病完全的前
提下，接种温度 ２２℃处理下五优稻 ４号仅发病
６５４５％，是３个水稻品种中最低的，也侧面说明五
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优稻４号对接种温度的变化可能最为敏感，在一定
的温度范围内，更适宜的接种温度会更明显地加速

发病；同理，龙稻１８对接种温度的变化最不敏感，松
粳２２居中。

从接种相对湿度角度分析，相对湿度８５％各处
理发病更快、发病效果最好；相对湿度６５％各处理
发病最慢，接种后４８ｈ才开始发病，接种后１２０ｈ病
斑仍在扩展；相对湿度７５％各处理发病情况与之类
似，但发病速度偏快；相对湿度９５％各处理菌丝生
长速度最快，发病速度也较快，在接种后９６ｈ发病
趋近完全。接种后７２ｈ调查，相对湿度８５％的平均
病斑面积占比分别是相对湿度６５％、７５％、９５％各
处理平均病斑面积占比的６．０４、２．７３、１．４８倍。这
一结论与王子斌等的研究结论［２３］一致。此外，依据

病斑面积占比的相对变化，侧面说明龙稻１８对接种
相对湿度的变化可能最为敏感，松粳２２对接种相对
湿度的变化最不敏感，五优稻４号居中。

从接种光照时间角度分析，光照时间各处理差

别均较小。接种后７２ｈ调查，五优稻４号和松粳２２
在光照时间１４ｈ处理下病斑面积占比最高，３个水
稻品种的平均病斑占比也最高，为１８．１１％；龙稻１８
在光照时间１６ｈ处理下病斑面积占比最高，３个水
稻品种的平均病斑面积占比较高，为１８．０６％；在光
照时间８ｈ处理下，３个水稻品种病斑面积占比均最
低，平均病斑面积占比为１７．１８％，差别同样较小。

从鉴定技术角度分析，离体叶片接种鉴定技术

和田间嵌入接种鉴定技术可以相互印证，试验结论

整体趋势一致，说明技术本身没有太大问题，这一

结论与马晨燕等的研究结论［３０］一致。但离体叶片

鉴定结果必须结合病斑面积占比进行具体分析，因

为病情分级标准划分不够精细，品种间抗性的微小

差别难以体现，这就需要在后续试验中进一步细化

分级标准，以使抗性评价更加科学、准确。
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杨　眉１，田春晖１，于凤泉１，刘欣宇２，孙富余１

［１．辽宁省农业科学院植物保护研究所，辽宁沈阳１１０１６１；２．中国农业大学有机循环研究院（苏州），江苏苏州２１５１００］

　　摘要：为明确二化螟各龄幼虫对高温环境胁迫生理指标的响应，通过室内饲养的方式获得１～６龄的二化螟幼虫，
将其分别在２８、３０、３３、３６、３９、４２℃的环境温度下进行４ｈ的处理。以高温处理后能否协调运动作为判断二化螟幼虫
存活的标准，将存活的幼虫作为生理指标测定的供试材料。分别采用烘干法、索氏抽提法、蒽酮法以及分光光度法测

定各龄幼虫的含水量、脂肪含量、总糖含量以及超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、过氧化物酶的活性。结果表明，随着环

境温度的上升，各龄幼虫的存活率均呈现出显著下降趋势（Ｐ＜０．０５），相同环境温度下，低龄幼虫的存活率低于高龄
幼虫；低龄幼虫的含水量在相同的环境温度下高于高龄幼虫，随着环境温度的上升，各龄幼虫的含水量均呈现明显下

降趋势；低龄幼虫的脂肪含量低于高龄幼虫，而总糖含量高于高龄幼虫，随着环境温度的上升，各龄幼虫的脂肪及总糖

含量均呈现先上升后下降的趋势。随着环境温度的上升，３种抗氧化酶的活性均呈现出先上升后下降的趋势，其中超
氧化物歧化酶的活性最高，其次为过氧化物酶，过氧化氢酶的活性最低。３６℃为环境温度临界点，低于３６℃时，二化
螟幼虫体内的３种抗氧化酶活性随着温度的上升而提高；高于３６℃时，３种抗氧化酶活性随着环境温度的上升而下
降。二化螟幼虫可以通过降低含水量，调节脂肪、总糖的代谢以及３种抗氧化酶的活性来应对环境高温的胁迫。
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　　温度是影响昆虫生长发育、繁殖及分布的重要
环境因素之一，同时也会诱发昆虫体内的生理反

应［１］。高于昆虫生存的最佳温度将引起生物体的

热应激反应，在热应激反应下，昆虫体内会产生过

量的活性氧（ＲＯＳ），这将对昆虫造成氧化损伤［２］。

为应对ＲＯＳ可能造成的损伤，生物体已经进化出了
复杂的ＲＯＳ清除保护机制，其中最为关键的组成部
分便是抗氧化酶［３］，主要的抗氧化酶包括超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和过氧化物酶
（ＰＯＤ）［４］。ＳＯＤ能够将ＲＯＳ催化为Ｈ２Ｏ２和Ｏ２，随
后Ｈ２Ｏ２将被 ＣＡＴ和 ＰＯＤ转化为 Ｈ２Ｏ和 Ｏ２，进而
解除ＲＯＳ对生物体可能产生的危害［５］。同样的，当

遭遇高温时，昆虫采用降低自身含水量的方式来降
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