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摘 要：在人工气候箱内，以小麦为寄主建立了专性寄生禾谷多粘菌（!"#$%$&’()’%*+*,）的
侵染体系，使!-()’%*+*,能够快速大量繁殖，生活史缩短为%#!%(+。简化了单孢子堆分离
以及病根表面消毒等分离纯化方法，对接种菌源材料、寄主苗龄、温度、,-值及营养液成分等
影响因素进行了测定，优化完善了!-()’%*+*,的砂培条件。建立了针对小麦黄花叶病毒
（./01230445.657189:8;<7，=>?@）的稳定高效室内传毒体系。在此体系上，真菌传带病毒
的效率可达A&B，机械接种病毒后的小麦显症时间可缩短至#&+左右。
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禾谷多粘菌（!"#$%$&’()’%*+*,G0+8HI/16）为鞭毛菌亚门多粘菌属的低等专性寄
生菌，除了能够侵染大麦、小麦和水稻等多种重要农作物并可能影响植物生长以外，其重

要性在于作为介体传播植物病毒，对作物造成危害。!-()’%*+*,可传播的植物病毒至少
有%%种［%］，如小麦黄花叶病毒（=>?@）、土传小麦花叶病毒（CJ=?@）和大麦黄花叶病
毒（J1>?@）等。!-()’%*+*,休眠孢子的抗逆能力极强，病毒可在其中存活多年，在我国
长江中下游、淮河及渭河流域冬小麦种植区，由于!-()’%*+*,对于 =>?@的广泛传播
已使小麦黄花叶病的危害范围和程度不断扩大和加深，已成为小麦生产上的重要问

题［D，#］。目前对于!-()’%*+*,的研究还比较缺乏，仅有一些形态和生活史的初步观
察［’，(］，对于!-()’%*+*,的最适发育条件、影响侵染的因素以及与寄主的关系，尚存在许
多未弄清楚的问题。

本文探索在人工气候条件下，建立一套适合!-()’%*+*,快速发育、侵染寄主植物，
并能高效传播病毒的试验体系，为对真菌传播病毒的机制进行更为深入的研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! !"#$%&’(’)和病毒的来源
感染=>?@的小麦样品分别于%))#!%))A年采自河南省潢川县。经光学显微镜

检查含有!-()’%*+*,的小麦根凉干后，置于室内阴凉干燥处保藏备用。具有明显黄花
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叶症状、并经血清学试验证明含有!"#$的小麦叶片保存于%&’(冰箱中。供试小麦
为高度感病品种鄂恩)号。

!"# 培养条件
参照彭日荷等关于甜菜多粘菌（!"#$%&$）砂培的方法［*］，并进行了以下改良。选用

+’’目左右河砂，经浓,+-./处理，灭菌烘干后备用。感病小麦种子经表面消毒，播种于
砂子中，隔日浇灌经)0+稀释的营养液［1］。+2(下萌发/!23，待小麦长出4!/条+!
456长的幼嫩须根时移栽到砂培盒中，并用!"’(&)*+*,接种，所用有机玻璃砂培盒大小
为+2567)2567156，一侧有溢水孔。接种后的麦苗于光照植物生长箱（哈尔滨东联电
子技术开发公司，,89%+&’型）中培养，每日光照)*:，光照强度为&’’’;<=。

!"$ !"#$%&’(’)的分离纯化
采用两种方法分离纯化!"’(&)*+*,：（)）用田间采集的病麦根直接接种小麦幼苗，

+2(或)&(下培养+’3以上和/’3以上，待形成的休眠孢子发育成熟后，取)56根段置
于载玻片上，滴加无菌水压片，在光镜下用刀片切取或针头挑取只含!"’(&)*+*,休眠孢
子堆而不含其它杂菌的根段。然后用分离出的休眠孢子堆接种小麦，每处理接种孢子堆

不少于2’个。（+）田间采集的含!"’(&)*+*,及其它杂菌的病根，洗净后用)>的次氯酸
钠或’?)>的升汞表面消毒，无菌水漂洗三次后接种麦苗。+2(下生长+’3后镜检真菌
在根中的侵染情况。

!"% 温度和&’对!"#$%&’(’)发育的影响
将经接种的小麦幼苗分别置于4’(、+2(、)&(、)4(下生长，每处理2个重复，接种

23后，每天取麦根光镜检查!"’(&)*+*,的侵染繁殖情况。接种后每天从+2(和)&(条
件下培养的砂培盒中取营养液，在光镜下用血球计数板检测流动孢子的释放数量。

将营养液的@,值分别调至2?’，2?2，*?’，1?’，1?2，&?’，A?’，A?2，)’?2，每处理2个
重复，接种后+2(培养，+’3后光镜检查每厘米根长的休眠孢子堆数，观察不同@,对!"
’(&)*+*,侵染繁殖的影响。

!"( !"#$%&’(’)侵染小麦

!"("! 病根中!"’(&)*+*,的接种：将携带!"’(&)*+*,的干病根、新鲜病根洗净泥土后
剪碎研磨，移植麦苗的同时将病根直接埋入幼苗根部。接种43后，每天取麦根洗净后用

’?)>棉兰的乳酚油染色，在光镜下检查!"’(&)*+*,的侵染繁殖情况。

!"("# !"’(&)*+*,游动孢子的接种：取+2(或)&(下接种A3以上的幼苗，用水迅速冲
去砂子，滤纸吸干余液后，把根浸于含’?)>B-C的)02稀释的营养液中4’6DE，镜检游动
孢子释放情况并收集游动孢子。在收集游动孢子之前4!/3不浇灌营养液，以利于成熟
的游动孢子集中释放。所收集游动孢子悬浮液经4’’’F／6DE离心+6DE，取上清液再经

1’’’F／6DE离心26DE，获得浓缩的游动孢子。所得游动孢子经镜检和计数后，分别稀释至

)’’’个／6;、2’’个／6;和)’’个／6;，取)6;游动孢子液接种砂培盒中的健康小麦幼
苗，+2(下培养+’3后镜检。每处理2个重复。

!") *+,-的接种与真菌传播

!")"! !"’(&)*+*,传播!"#$：收集携带!"#$的!"’(&)*+*,，接种砂培盒中的小
麦苗，分别在恒温+2(和恒温)&(以及变温条件下（)&(!)4(、)’(或&(）培养，同时
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每隔!"!#"$续种二叶期的小麦健苗于砂培盒中，并给予%!&$的短时间高温（’()）处
理，以利于续种小麦的生长及多粘菌的发育。观察记录各种温度条件下小麦的发病情况，

并用间接酶联免疫吸附测定法（*+,-.*/0）检测根或叶片中1234的含量 ，确认传毒
效率。

!"#"$ 1234的机械接种：以新鲜或,(")冷冻保存的感病小麦叶片为材料，直接使
用研磨汁液或参照于嘉林等方法［(］对病毒进行粗提纯，然后机械摩擦接种在5")生长至
二叶期的小麦根部。接种后置于(!’")的光照培养箱中生长，待小麦显症后，用酶联法
检测病毒含量。

$ 结果和分析

$"! !"#$%&’(’)的分离纯化
在田间采集的病麦根中，除含有!"#$%&’(’)休眠孢子堆外，还含有油壶菌（*+,’-’.&

6778）、链格孢菌（/+01$(%$’%6778）或疫霉（!2304,2024$%6778）等杂菌。在5%)下用干病根直
接接种的麦苗，&$后便可检查到以上杂菌，’!$方可见多粘菌休眠孢子堆的生成。
由表’可见，孢子堆分离法对禾谷多粘菌的纯化效果最好，但此法操作较麻烦、费时。

用次氯酸钠对干根进行9":;<的表面消毒对/+01$(%$’%和!2304,2024$%的抑制效果很
好，但对同样是厚壁的*+,’-’.& 效果不好。而"=’>升汞对这几种杂菌均有很好的杀伤
效果，但当消毒时间延长至#":;<时，对!"#$%&’(’)也具有一定的杀伤作用。所以用

"=’>升汞对干病根消毒5":;<左右，可获得不含有杂菌的!"#$%&’(’)，且简便省时。
表! 多粘菌分离纯化方法的比较

?@ABC’ DE:7@F;6E<EG$;GGCFC<H:CHIE$6GEF!4+3&35%#$%&’(’);6EB@H;E<

3CHIE$ DE<HFEB
*6EB@H;E<EG

JK6HE6EF;
/HCF;B;L@H;E<AK’>M@DBN! /HCF;B;L@H;E<AK"8’>OPDB5
!":;< 9":;< 5":;< #":;<

!"#$%&’(’) #／%! %／% %／% %／% #／% 5／%
*+,’-’.&6778 #／% "／% !／% 5／% "／% "／%
/+01$(%$’%6778 #／% "／% ’／% "／% "／% "／%

!/@:7BC6;<GCJHC$AKGQ<P;／RB@<H6@66@KC$

$%$ 环境因子对!"#$%&’(’)侵染和发育的影响

$"$"! 砂培体系的基本条件：实验表明，经’S5稀释的营养液能较好地保证!"#$%&’(’)
萌发、侵染并满足小麦生长需要。接种后’!$，可镜检到!"#$%&’(’)休眠孢子堆（图

’0），而未经稀释的营养液在7O&8"时会产生大量沉淀，阻碍了!"#$%&’(’)萌发和侵
染，呈现发育滞后现象。由于!"#$%&’(’)的发育需要良好的透气性和一定的持水量，所
以培养基质河砂的粒度不宜过大或过小。

$8$8$ 温度对!"#$%&’(’)发育的影响：温度对!"#$%&’(’)的发育速度和生活史具有
明显的影响。温度升高，菌的发育速度加快，完成生活史的时间缩短，但在根中形成的休

眠孢子数量减少，而且休眠孢子发育质量差，呈不规则形状、孢子堆结构疏松（图’T）。从
表5可以看出，!"#$%&’(’)建立侵染的温度范围较宽，但其最适温度范围应在’()!
5%)之间。
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图! 砂培条件对!"#$%&’(’)孢子堆的影响
"#$%! &’’()*+’,-)./01*02(+’!"#$%&’(’)/3,*+,+2#

4%56(7+286+1+$3+’)+27-1/3,*+,+2#；9%4:)+27-1/3,*+,+2#%
表! 不同温度下!"#$%&’(’)形成休眠孢子堆的时间及其在根中的密度

5-:1(; 56(*#7(/+02,(+’!"#$%&’(’)/3,*+,+2#.(<(+87()*-).#*,.(),#*3#)#)’(/*(.2++*
-*.#’’(2()**(78(2-*02(,（/3,*+,+2#／/7）
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*(/*(.%

不同温度条件下!"#$%&’(’)释放游动孢子的时间不同，休眠孢子萌发释放初次游
动孢子在;A=下仅需!!;.，在!C=下需A!I.。!"#$%&’(’)从侵染植物到释放二次游
动孢子在;A=下需>!C.，在!C=下需!@!!J.，温度高时二次游动孢子释放虽早，但游
动孢子释放总量较少（图;）。

!"!"# 8K值对!"#$%&’(’)侵染的影响：在8K为AL?和!?LA的情况下，检查不到!"
#$%&’(’)的侵染，8K为ALA和MLA时，真菌的侵染量比8K为IL?!CLA时明显降低，所
以!"#$%&’(’)生长所需的8K范围应为IL?!CLA。在最适8K值下（>L?!>LA），每厘米
根中的平均休眠孢子堆数量可达到@?个以上，较8K为ALA或MLA时高约J倍。

!"# !"#$%&’(’)的侵染特性

!"#"$ 表根中!"#$%&’(’)对小麦的侵染和繁殖特性：不同的接种材料影响!"#$%&’+
(’)的侵染及繁殖。用携带!"#$%&’(’)的干病根、新鲜病根和麦田病土接种小麦幼苗，
定期观察比较!"#$%&’(’)的发育状况，结果表明用病土和新鲜病根接种，!"#$%&’(’)
完成生活史需!>.，而用干病根接种只需!@!!A.。用病土接种完成生活史所需时间的延
长，可能是因为土壤中复杂的根际微生物对菌的侵染有一定的拮抗作用，而新鲜病根中的
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图! 两种温度下游动孢子的发生情况比较
"#$%! &’()*+#,’-’./’’,)’+0,10203’)(0-4*4!56*-1786

!：94!56，"：94786；⋯⋯：:+#(*+;/’’,)’+0,$0+(#-*4#-$
.+’(!"#$%&’(’)<;,4’,’+##-1+#01+’’4,；—：=#,<>*+$0’.,0<?
’-1*+;/’’,)’+0,*.40+#-.0<4#’-’.!"#$%&’(’)

休眠孢子由于没有经过休眠期及干燥

后熟等过程，造成接种后休眠孢子萌

发的时间滞后。

!"#"! !"#$%&’(’)游动孢子对小麦
的侵染特性：收集到的游动孢子经稀

释后建立侵染的能力明显降低，当孢

子密度度低于7@@个／(A时便不能建
立侵染。由表B可看到，游动孢子室
温下放置C8>后，侵染能力下降，放置

D@>便失去侵染能力。而在温度较低
的条件下（786），游动孢子放置E!>
后侵染力开始降低，放置FD>才失去
侵染力，所以较低温度可延长游动孢

子存活时间。

分别在!"#$%&’(’)游动孢子接
种小麦幼苗后B@(#-、7>、7%5>、!>、

B>，用B@@!$／(A的甲霜灵浇灌小麦，杀死未侵入的游动孢子，!56下测定!"#$%&’(’)
建立侵染所需要的最短时间。结果表明，游动孢子在7>内可以建立侵染，!>后侵染产生
的休眠孢子数量不再增加，说明游动孢子完成侵染的时间为7"!>。

表# 游动孢子的体外存活时间

G*H30B IJ+2#2*33’-$02#4;’./’’,)’+0,’(*’+$,

I4’+*$04#(0H0.’+0#-’<J3*4#’-／> !C BD C8 D@ E! 8C FD

KJ(H0+,’.<;,4’,’+#)0+<0-4#(040+’.+’’4（!56） #B@ #B@ 7E @ @ L L

KJ(H0+,’.<;,4’,’+#)0+<0-4#(040+’.+’’4（786） #B@ #B@ #B@ #B@ !7 7! @

!$% &’()的接种与真菌传播

!"%"* !"#$%&’(’)对于MNOP的传播特性：经恒温和变温条件试验，所得结果证明温
度与传毒的效率关系非常密切。以携带 MNOP的!"#$%&’(’)接种小麦幼苗，!56或

786条件下恒温培养B个月以上，小麦并未显症；接种后先在786下培养75"!@1，再转
到低温（7B6、7@6和86）下继续生长，可在不同时间内表现症状。其中以经786培养后
即转于86下继续生长的小麦显症最快，低温下生长B@"C@1后出现典型的黄花叶症状，
其他变温条件处理的小麦显症的时间则在D@1以上。用间接QARI9检测!"#$%&’(’)接
种后小麦体内的MNOP，结果表明温度较高时（!56），!"#$%&’(’)也可以传播MNOP，
但病毒在寄主体内的含量较低，随着温度的降低病毒的含量随之增高。由此可见，虽然较

高的温度（如786下培养!@1左右），有利于!"#$%&’(’)萌发、侵染及传毒，但较低的温
度（如86）则更利于病毒在寄主体内增殖，在此条件下，培养盒中循环不断地产生的带毒
游动孢子侵染健麦，从而形成稳定的传毒体系。从上述传毒试验砂碚盒中随机抽取7B株
麦苗，其中7@株表现有不同程度的小麦黄花叶症状，显症率为EES，用间接酶联法检测
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病叶，证实!株已被"#$%侵染，说明!"#$%&’(’)的传毒率约为&’(（表)）。
表! 砂培盒中真菌传毒植株的酶联检测结果

*+,-.) /01234.5467"#$%89:-+945897.;4.<,=!"#$%&’(’)4>+95?855869895+9<;@-4@>.:645

2+?:-. A69. BCD ECD F G H ) I J BCD

*+)I’
3,56>,+9;. ’K’’ ’KGG FK’L ’KJ’ ’KH! ’K)I ’K)J ’KHH ’K)! ’KGG

%85@+-.548?+4869 B B EEE EE B EE EE B EE B

2+?:-. A69. BCD & L ! F’ FF FG FH BCD

*+)I’
3,56>,+9;. ’K’’ ’KGG ’KIJ ’K)F ’KHJ ’KHI ’K)F ’K)H ’K)H ’KGG

%85@+-.548?+4869 B B EE E B B E E E B

"K!K" "#$%的机械接种：在五次试验中共接种小麦FG)株，目测平均发病率为JL(，
酶联检测平均带毒率为JGMI(，但在不同处理之间发病情况差别较大。其中，两批用新
鲜病叶研磨汁液直接接种的JJ株小麦，在H’<左右便可出现黄花叶症状，酶联检测的阳
性比例分别为L’(和F’’(。而用冰冻材料或经有机溶剂处理的粗提纯病毒接种的小
麦，显症时间则一般需J’<以上，感染比率也较低。

# 讨论
通过对!"#$%&’(’)与侵染有关的生物学特性的研究，与同属真菌!",-.%-的生物

学特性相比较，证明两者的侵染、发育以及其与环境条件的相关性等各方面都基本一致。

!"#$%&’(’)的侵染繁殖受温度、酸碱度及土壤通气状况等多种环境因素的影响，其中温
度直接影响了多粘菌在寄主体内的发育速度［&］。这种现象与田间小麦秋播早，温度高，

雨水充足时，来年多粘菌侵染数量大，小麦发病严重的表现相一致。关于温度等因素是直

接影响了多粘菌的活性，还是通过对寄主植物的影响导致了对菌的影响，其中机制还不清

楚［!，F’］。另外，休眠孢子萌发条件试验表明，!"#$%&’(’)只有受鲜活小麦根分泌物诱导
时，才能大量萌发。而且不经诱导而释放的部分游动孢子接种小麦后，不能有效建立侵

染。实验中曾取经营养液浸泡FI<，已不再释放游动孢子的病根接种小麦，发现这种病根
很快又可萌发产生游动孢子，并有效侵染小麦根系。这一结果与田间经轮作多年后播种

小麦仍然发病的现象也是吻合的。这说明休眠孢子的萌发不仅受其内在因素以及水分等

必须条件的控制，而且鲜活寄主根系对它的诱导作用也是举足轻重的。由本文研究结果

可见，!"#$%&’(’)的生长发育对外界环境如温度、:N等有很宽的适应范围，而且其休眠
孢子具有很强的抗逆性，所以小麦病根中的!"#$%&’(’)休眠孢子经长期保存后仍能侵
染小麦并使小麦发病［FF］。
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