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　　摘要：玉米弯孢叶斑病是近几年在玉米上较普遍发生的一种真菌病害，该病害可造成玉米严重减产，防治该病害
最经济有效的措施是培育和推广抗病品种。为给抗病品种的选育提供可靠依据，应用单孢分离法和ｒＤＮＡ－ＩＴＳ分子
鉴定法，分离鉴定到３株江苏当地玉米弯孢叶斑病病菌，序列比对确定其均为新月弯孢菌（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａ）。应用当
地菌源，采用人工喷雾接种法，对２０２２年江苏省玉米区试品种进行弯孢叶斑病的抗病性鉴定。结果显示：鉴定的７３
个品种中，对弯孢叶斑病的抗性有高抗、抗、中抗、感４个级别，其中普通玉米的抗性水平高于鲜食玉米，普通玉米有６
个品种表现为高抗，占鉴定总数的８．２２％；鲜食玉米有５个品种表现为感病，占鉴定总数的６．８５％。说明此批玉米品
种抗弯孢叶斑病的能力较好，高抗品种可多年多点重复鉴定，发挥品种的抗性应用价值；抗性水平较低的鲜食玉米品

种要在种植区内提醒农户早防早治，尽量减少损失。
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　　玉米不仅是重要的粮食作物，也是重要的饲料
作物和工业原料，在我国的国民经济和农业生产中

占有举足轻重的地位。由于全球气候的异常变化，

种植结构的大幅度调整，抗病品种的单一选用及病

原菌生理小种的变化，玉米病害的发生日益严

重［１－３］。据统计，我国玉米上的病害就达 ４０多
种［４］，自２０１０年开始玉米上病虫害造成的产量损失
总量已持续超过水稻上病虫害造成的水稻产量损

失总量［５］，因此，玉米病虫害的控制刻不容缓。江

苏省处于我国东部沿海、长江下游地区，属于亚热

带季风气候，雨水充沛，温湿气候极有利于玉米叶

斑病菌的繁殖和传播，所以当地玉米叶斑病的发生

更需引起足够重视。

玉米 弯 孢 叶 斑 病 的 病 原 为 弯 孢 霉 属

（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ）真菌，危害部位主要为叶片，其次为叶鞘
和孢叶，形成圆形或椭圆形的斑点，已成为继大斑病、

小斑病后对我国玉米生产造成危害最严重的叶部

病害，２０世纪９０年代在我国东北和华北玉米产区
曾造成重大产量损失［６］，据报道，１９９６年在河北省的
中东部夏玉米种植区，该病的发病面积达２０万 ｈｍ２

以上；同年，辽宁全省因该病造成玉米减产达２５万ｔ，
目前该病在我国的２０多个省市均有发生［７］，造成玉

米产量和质量不同程度的损失，严重影响了我国的

粮食生产安全。

弯孢霉属真菌有３５个种和２个变种［８］，已有研

究表明，引起玉米弯孢叶斑病的病原菌主要有新月

弯孢（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａ）、苍白弯孢（Ｃ．ｐａｌｌｅｓｃｅｎｓ）
和斑点弯孢（Ｃ．ｍａｃｕｌａｎｓ）等６种［９］，其中危害玉米

的优势种群是新月弯孢菌。在我国，戴法超等研究

了不同省份的玉米弯孢叶斑病病原，都发现新月弯

孢菌是我国玉米弯孢叶斑病的主要致病菌，其次分

离鉴定到不草弯孢菌、不等弯孢菌、画眉草弯孢菌、

中隔弯孢菌和棒状弯孢菌［６，１０－１１］。由于生态环境和

种植结构各异，不同地区的病原菌种类和构成有所不

同，为明确江苏省玉米上弯孢叶斑病的病原菌种类和

优势种群，采集江苏省玉米主产区疑似弯孢叶斑病的

样品，单孢分离后进行形态学鉴定及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序
列分析，以期为江苏省玉米弯孢叶斑病的综合防治
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提供理论依据。同时，应用分离鉴定到的玉米弯孢

叶斑病病菌，根据中华人民共和国农业行业标准操

作方法对江苏省的玉米种质资源进行抗病性鉴定，

以弄清江苏省玉米种质资源对弯孢叶斑病的抗性

情况，为当地玉米品种的合理布局及抗病品种的选

育工作提供可参考的依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌源　２０２１年８月采集自江苏省滨海
县（１１９．８３°Ｅ，３４．０１°Ｎ；编号 ＢＨ２０２１）、丰县
（１１６５７°Ｅ，３４．７９°Ｎ；编号ＦＸ２０２１）、睢宁县（１１７．９４°Ｅ，
３３．９１°Ｎ；编号ＳＮ２０２１）３个县夏播玉米上疑似玉米
弯孢叶斑病的玉米叶片，干燥保存，带回实验室进

行分离鉴定。

１．１．２　供试玉米品种　２０２２年由江苏省种子管理
站提供，包括２０２２年度江苏省区试春播普通玉米品
种 １９份（编号 ＪＢＣ２２０１～ＪＢＣ２２０７、ＪＢＣ２２０９～
ＪＢＣ２２２０），夏播普通玉米品种１８份（编号ＪＢＸ２２０１～
ＪＢＸ２２１８），鲜食甜玉米 １５份（编号 ＪＢＴ２２０１～
ＪＢＴ２２１５），鲜食糯玉米 ２１份（编号 ＪＢＮ２２０１～
ＪＢＮ２２２１）。鉴定对照品种：齐 ３１９（抗病）、掖 ４７８
（感病）。

１．２　病原菌的分离鉴定
１．２．１　单孢分离　依据任春梅等的方法［１２］对采集

的样品进行组织分离，待２７℃恒温培养２～３ｄ后，
参考方中达的方法［１３］，显微镜下检测分生孢子生长

情况，再用无菌水将有孢子生长的部位洗下来，静

置 １～２ｍｉｎ，取适量上半部分孢悬液，均匀涂布在
ＷＡ平板上，２７℃暗培养。待出现孢子时，挑取单
个孢子，转入 ＰＤＡ培养基上（含庆大霉素），继续
２７℃ 恒温培养。待菌株长大，在新的马铃薯葡萄
糖琼脂（ＰＤＡ）培养基上转接２～３次，对菌株进行纯
化。

１．２．２　形态学鉴定　挑取纯化后的菌株置于载有
乳酚油的载玻片上，参考任春梅等的关于孢子形态

的显微镜观察方法［１２］，采用合适的倍数观察孢子、

菌丝及分生孢子梗等的形态，测量拍照，再查阅《中

国气传真菌彩色图谱》［１４］和《真菌鉴定手册》［１５］对

分离菌株进行分类鉴定。

１．２．３　分子鉴定　ＤＮＡ提取：采用 ＦｕｎｇａｌＤＮＡ
ＭｉｎｉＫｉｔ（ＯＭＥＧＡＢｉｏ－Ｔｅｋ）提取试剂盒，对分离纯
化后的菌株抽提ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

ＰＣＲ扩增：参照张艳菊等的方法［１６］，委托北京

擎科生物科技股份有限公司合成真菌扩增通用引

物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４。反应体系：上下游引物 （各
１０μｍｏｌ／Ｌ）混合物 １μＬ，２×Ｔ５ＤｉｒｅｃｔＰＣＲＭｉｘ
（Ｐｌａｎｔ）１２．５μＬ，ｃＤＮＡ模板 ２μＬ，补充 ｄｄＨ２Ｏ至
２５μＬ。根据Ｔ５ＤｉｒｅｃｔＰＣＲＫｉｔ（Ｐｌｕｓ）试剂盒的反应
程序进行。扩增完后电泳检测，回收目的条带，送

南京擎科生物科技有限公司进行测序。

序列比对及分析：应用 ＮＣＢＩ中的 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＢＬＡＳＴ进行核酸序列比对，与同源性最高的序列为
同一真菌。

１．３　种质资源的抗性鉴定
１．３．１　接种体准备　经单孢分离纯化的弯孢叶斑
病病菌，选长势良好的平板，挑取菌块置于灭过菌

的高粱粒培养基上，２７℃下暗培养６～８ｄ。然后根
据任春梅等扩大培养玉米小斑病菌的方法［１２］，准备

玉米弯孢叶斑病菌的接种体。接种体的孢子浓度

为在１００倍显微镜下２０个以上。
１．３．２　鉴定圃设计　选择江苏省农业科学院六合
动植物试验基地（１１８．８７°Ｅ，３２．０３°Ｎ）为鉴定点，此处
四面环山，鉴定时节气候温暖潮湿，可提供适宜的发

病条件。鉴定圃设置行长５ｍ，行距０．６ｍ，条播，每
份材料播１行，３次重复，植株密度４５００株／６６７ｍ２，
常规田间管理。

１．３．３　接种方法　参考 Ｄａｉ等的人工喷雾接种方
法［１７］。接种苗龄选择 １１～１３叶期，接种浓度为
１×１０５个孢子／ｍＬ，为了提高接种效果可以加入适
量Ｔｗｅｅｎ－２０。接种时间一般在夏季傍晚，接种器
械选用背负式喷雾器，将调制好浓度的孢子悬浮液

喷洒到玉米喇叭口，遇持续无雨天气，注意进行喷

灌保湿。

１．３．４　调查及分析　调查时间定在玉米乳熟后期，
调查部位为每株玉米穗部的上、下各３叶，记载每份
材料的总体病情级别，具体调查方法和标准参照

ＮＹ／Ｔ１２４８．１０—２０１６《玉米抗病虫性鉴定技术规范
第１０部分：弯孢叶斑病》。

不同类型玉米种质资源的抗性分析应用 ＳＰＳＳ
１７．０和Ｅｘｃｅｌ２０１９数据分析软件，各数据间的差异
显著性分析采用的是邓肯氏新复极差法。

２　结果与分析

２．１　病菌的形态观察
３地采集的样品，分离纯化的菌株在 ＰＤＡ培养
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基上生长情况基本一致。如图１－Ａ所示，菌落颜
色呈灰黑色，质地紧密，圆形平整，气生菌丝呈绒絮

状且灰白色。显微镜下检测孢子形态也相似，如图

１－Ｂ所示：孢子为梨形、倒卵形或广梭形，棕黑色；不

分枝有分隔，一般为３隔４个细胞，其中一个细胞膨
大造成向一侧弯曲；单个孢子大小为（１５～３５）μｍ×
（７～１０）μｍ。形态学上初步鉴定为玉米弯孢叶斑
病菌。

２．２　病菌的分子鉴定
提取ＢＨ２０２１、ＦＸ２０２１和 ＳＮ２０２１菌株的 ＤＮＡ，

以此为模板进行 ＰＣＲ扩增，得到的产物经电泳检
测，如图 ２所示，３个菌株均得到一条长度约为
６００ｂｐ的特异性片段，阴性样品未扩增到条带。

ＰＣＲ产物测序结果表明，３个菌株的片段均含
有５７０ｂｐ核苷酸。分别将３段序列导入 ＧｅｎＢａｎｋ
核酸数据库中，序列同源性比对结果显示：３个菌株
核酸 序 列 与 登 录 号 为 ＫＦ５７２４４８、ＫＵ８７７６１９、
ＫＰ６３８３４２、ＭＨ０１０９１４和ＫＴ３０９０３２的菌株同源性较

高（表１），３个菌株ＩＴＳ序列与ＣｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａＩＴＳ
序列同源性达９７％以上，所以鉴定为新月弯孢菌。

表１　３个菌株与ＧｅｎＢａｎｋ中登录菌株ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列同源性比对

菌株名称 登录号 菌种
同源性（％）

ＢＨ２０２１ ＦＸ２０２１ ＳＮ２０２１

２Ｆ１０ ＫＦ５７２４４８ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｃｒｅｐｉｎｉｉ ９５ ９４ ９６

ＷＪＦ７０ ＫＵ８７７６１９ Ｃ．ｃｒｅｐｉｎｉｉ ９６ ９５ ９５

Ｓ３－２ ＫＰ６３８３４２ Ｃ．ｌｕｎａｔａ ９７ ９８ ９９

Ｄ２５Ｂ ＭＨ０１０９１４ Ｃ．ｌｕｎａｔａ ９９ ９８ １００

ＡＲＣ１ ＫＴ３０９０３２ Ｃ．ｌｕｎａｔａ ９７ ９９ ９９

２．３　对照品种田间发病情况
在接种玉米弯孢叶斑病病菌１５ｄ后，对田间对

照品种的发病情况进行调查，结果显示：抗病品种

齐３１９分别位于鉴定圃不同位置的４个点，其穗部
及上下３张叶片上只有零星的斑点，占叶片面积不
到５％，为１级，鉴定为高抗。而感病对照掖４７８有
的穗部及上下３张叶片斑点占叶片面积６０％左右，
为７级，鉴定为感病。
２．４　区试普通玉米品种的抗性分析

２０２２年江苏省区试普通玉米３７个品种鉴定结

果如表２所示，抗性类型有高抗、抗和中抗３种，其
中高抗材料有６份，占比１６．２２％；抗性材料２４份，
占比６４．８６％；中抗材料７份，占比１８．９２％。分析
结果表明，２０２２年江苏省区试普通玉米品种对弯孢
叶斑病的抗性较好，全部表现为抗病至高抗水平，

其中６个表现为高抗性状的品种，需要结合其他病
害的抗性鉴定结果，多年多点重复鉴定，以确定品

种的推广应用价值。

２．５　区试鲜食玉米品种的抗性分析
由表３可知，在供试的３６个品种中，抗病品种

—７９—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第２４期



表２　２０２２年江苏省区试普通玉米品种对弯孢叶斑病的抗性鉴定结果

编号 病级 抗性 编号 病级 抗性

ＪＢＣ２２０１ ３ Ｒ ＪＢＸ２２０１ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０２ １ ＨＲ ＪＢＸ２２０２ ５ ＭＲ

ＪＢＣ２２０３ ３ Ｒ ＪＢＸ２２０３ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０４ ３ Ｒ ＪＢＸ２２０４ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０５ ３ Ｒ ＪＢＸ２２０５ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０６ ５ ＭＲ ＪＢＸ２２０６ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０７ １ ＨＲ ＪＢＸ２２０７ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２０９ ５ ＭＲ ＪＢＸ２２０８ ５ ＭＲ

ＪＢＣ２２１０ １ ＨＲ ＪＢＸ２２０９ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１１ ３ Ｒ ＪＢＸ２２１０ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１２ １ ＨＲ ＪＢＸ２２１１ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１３ １ ＨＲ ＪＢＸ２２１２ １ ＨＲ

ＪＢＣ２２１４ ３ Ｒ ＪＢＸ２２１３ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１５ ３ Ｒ ＪＢＸ２２１４ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１６ ３ Ｒ ＪＢＸ２２１５ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１７ ５ ＭＲ ＪＢＸ２２１６ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１８ ３ Ｒ ＪＢＸ２２１７ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２１９ ５ ＭＲ ＪＢＸ２２１８ ３ Ｒ

ＪＢＣ２２２０ ５ ＭＲ

　　注：抗性字母代表抗性水平，ＨＲ：高抗；ＭＲ：中抗；Ｒ：抗病；Ｓ：感

病。表３同。

有４份，２份糯玉米和 ２份甜玉米品种，占比
１１１１％；中抗２７份，占比７５．００％；感病５份，占比
１３．８９％。分析结果表明，２０２２年江苏省区试甜糯
玉米对弯孢叶斑病的抗性一般，仅２份甜玉米和２
份糯玉米表现为抗性水平，还有５份表现为感病的
品种，较普通玉米品种抗性弱一些。

２．６　普通与鲜食玉米品种的抗性比较
比较不同类型玉米种质资源的抗性（图３），发

现２０２２年江苏省区试玉米品种对弯孢叶斑病的抗
性水平总体较高，其中普通玉米的抗性水平要高于

鲜食玉米，有６个普通玉米品种表现为高抗水平，占
鉴定比例达８．２２％；而鲜食玉米有５个品种表现为
感病，占鉴定总数的６．８５％。可能原因：鲜食玉米
是由普通玉米的基因发生突变而形成的一种特殊

玉米类型，其对病害的敏感性更高。

３　讨论与结论

近年来，随着全球气候变暖，种植结构改变和

耕作制度改善，越来越推广玉米大面积品种的种

植，无形中增加了病害流行的危险系数，弯孢叶斑

病就是在这种条件下流行的一种玉米真菌病害。

表３　２０２２年江苏省区试鲜食玉米品种对弯孢叶斑病的抗性鉴定结果

编号 病级 抗性 编号 病级 抗性

ＪＢＮ２２０１ ５ ＭＲ ＪＢＮ２２１９ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０２ ５ ＭＲ ＪＢＮ２２２０ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０３ ７ Ｓ ＪＢＮ２２２１ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０４ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０１ ７ Ｓ

ＪＢＮ２２０５ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０２ ３ Ｒ

ＪＢＮ２２０６ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０３ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０７ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０４ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０８ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０５ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２０９ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０６ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１０ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０７ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１１ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０８ ３ Ｒ

ＪＢＮ２２１２ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２０９ ７ Ｓ

ＪＢＮ２２１３ ３ Ｒ ＪＢＴ２２１０ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１４ ３ Ｒ ＪＢＴ２２１１ ７ Ｓ

ＪＢＮ２２１５ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２１２ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１６ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２１３ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１７ ７ Ｓ ＪＢＴ２２１４ ５ ＭＲ

ＪＢＮ２２１８ ５ ＭＲ ＪＢＴ２２１５ ５ ＭＲ

有资料显示，２０世纪８０年代中后期，在我国东北地
区大面积种植了以黄早四等自交系为亲本培育的

杂交品种，暴发了玉米弯孢叶斑病。自此在我国玉

米主产区相继发生了弯孢叶斑病，张海申等２００６年
报道河南等地暴发玉米弯孢叶斑病，严重田块玉米

减产５０％［１８］；张艳菊等２０１７年也报道黑龙江等地
弯孢叶斑病大面积发生［１６］。江苏地处黄淮海地区，

在玉米生长旺季恰逢高温多雨，其温暖湿润的环境

条件极其适合弯孢叶斑病病菌的生长和传播，研究

显示在适宜的气候条件下孢子在２ｈ内就可萌发，
对玉米实现有效侵染，从而暴发玉米弯孢叶斑病。

病害一旦暴发，不仅会直接影响玉米的产量，而且

会使鲜食玉米的口感大打折扣，产生严重的经济损

失。因此，筛选和培育出适合江苏当地种植的抗性
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品种尤为重要。

目前，我国玉米主产区均有不同程度玉米弯孢

叶斑病的发生，由于各地生境和种植结构的不同，

各地病原的种类和组成也不相同［６，１０－１１］。有资料

显示，河北省玉米弯孢叶斑病病菌的病原为新月弯

孢［１９］；河南省玉米弯孢叶斑病病原菌为新月弯孢和

画眉草弯孢［２０］；四川省玉米弯孢叶斑病病菌为新月

弯孢、新月弯孢气生变种、塞内加尔弯孢、苍白弯

孢、棒弯孢和Ｃ．ｏｖｏｉｄｅａ［２１］；北京玉米弯孢叶斑病病
原菌为新月弯孢和不等弯孢［６］；黑龙江省玉米弯孢

叶斑病病原菌为新月弯孢、不等弯孢、棒状弯孢和

苍白弯孢［１６］。江苏省地处江淮和黄淮平原，属温湿

润季风气候，淮北地区是黄淮海玉米产区的重要组

成部分，常年玉米种植面积在 ５３．３３万 ｈｍ２左
右［２２］，特殊的生态环境应该会产生不一样的病原菌

种类。因此，本研究采集了江苏滨海、丰县和睢宁３
地的玉米弯孢叶斑病疑似病样，单孢分离后经显微

镜观察和ｒＤＮＡ－ＩＴＳ分子方法，鉴定出其病原也为
新月弯孢。至于是否有其他病原种类，需更大样本

量进行系统鉴定，此工作有待后续研究。

目前，绿色和可持续发展成为农业发展的目

标，这就要求在追求量的同时更要注重质的发展，

因此对各种作物的生产提出了更高的要求。江苏

省是我国重要的商品粮生产基地，玉米种植面积

大，特别是适合市场发展的鲜食玉米种植面积在逐

年增加，因此需要培育出更加适合当地种植的玉米

品种。本文应用鉴定出的江苏当地玉米弯孢叶斑

病病菌对江苏省的种质资源进行抗病性鉴定，结果

显示对弯孢叶斑病的抗性有高抗、抗、中抗、感４个
级别，其中普通玉米的抗性水平高于鲜食玉米，普

通玉米有６个高抗品种，占鉴定总数的８．２２％；鲜
食玉米有５个感病品种，占鉴定总数的６．８５％。与
其他省份的鉴定结果比较，此批玉米品种抗弯孢叶

斑病的能力较好，但是在评价品种的抗病性时，需

要兼顾其他病害的抗性，选择遗传基础宽、抗性多

样的种质［２３］。因此，鉴定出的品种需要多年多点重

复鉴定，还要对其他本地易发生病害进行抗病性鉴

定，以发挥品种的真正价值，进行大面积推广应用。

当然，对于抗性水平较低的鲜食玉米品种，需要提

醒农户早防早治，尽量将损失减到最低。
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