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摘  要: 介绍一种利用普通光学显微镜直接分离玉米大斑病病菌单孢子的方法。该方法是通过敲

打叶片先将孢子转移至水琼脂培养基上, 然后利用自制的简易挑孢针在低倍镜下直接挑取大斑单

孢子, 从而达到分离纯化的目的。结果表明, 此法虽然有一定的操作难度, 但简便易行, 污染少, 

高效快捷, 为玉米大斑病病菌生理小种鉴定、DNA 遗传多态性的进一步研究做了积极有益的基础

工作。该方法值得推广到其他种类大型孢子真菌的单孢分离工作中。 
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Abstract: This paper introduces a method for single-spore isolation of Exserohilum turcicum with gen-
eral light microscope. Spores are displaced from the corn leaf to Water Ager by tapping, single-spore of 
Exserohilum turcicum are then picked with simple homemade needle at low magnification so as to 
achieve purification. Although the method was slightly sophisticated, it was simple, practical, less con-
taminating and highly effective. The application of the method is contributive to rapid identification of 
physiological races and DNA genetic polymorphism of Exserohilum turcicum. It is more suitable for 
single-spore isolation of the pathogenic fungi with large conidiospores. 
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单孢分离是植物病理学的基本技术, 是病原真

菌分离和纯化的主要手段之一 , 是进行病原菌鉴

定、生理生化、遗传变异等方面研究的基础。要开

展玉米大斑病病菌(Exserohilum turcicum)生理小种

鉴定和 DNA 遗传多态性的研究, 首先必须掌握单孢

分离技术[1]。目前, 常用的单孢分离方法主要有平板

稀释法[2]、眉毛针挑取法[3]、微块注射法[4]、直接挑

取法[5]等。以往对玉米大斑病病菌进行单孢分离常

采用平板稀释法, 此法虽然容易被操作者掌握, 但

操作程序繁琐。为简化单孢分离过程, 笔者吸取了

国内外单孢分离方法的优点, 在直接挑取法基础上

不断改进, 总结出一套较为简单、准确、快速的单
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孢分离法, 几乎无杂菌污染, 克服了以往单孢分离

的缺点。现将该方法简要介绍如下。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 
干燥的玉米大斑病叶标样 , 医用硫酸链霉素 , 

PDA培养基, 水琼脂培养基, 无菌水, 封口膜, 手术

刀, 酒精灯, 灭菌载玻片, 自制挑孢针, 直径分别为

60 mm和 90 mm的灭菌培养皿若干, 普通光学显微

镜, 超净工作台, 培养箱。 

简 易 挑 孢 针 的 制 作 方 法 : 截 取 一 段 直 径 为

0.5 mm, 长约 5 cm 的细钢丝, 将一端弯成圆环状便

于指捏, 另一端用钳子夹平, 作为单孢分离用。注意

挑孢针不可制作太长, 否则在显微镜下观察时很容

易晃动, 不便于操作。 

1.2  单孢分离方法 
1.2.1  孢子载体的制备: 将水琼脂培养基倒入直径

为 60 mm 的培养皿内, 掌握培养基厚度 1 mm−2 mm

为宜。待培养基凝固后 , 用已消毒的手术刀将培

养基划分成等宽的 3 条 , 挑出一条置于载玻片上

待用。  

1.2.2  孢子选取: 如果病叶上孢子较多, 可以直接将

病叶背面的感病部位在孢子载体正上方 1 cm−2 cm

处轻轻敲打 2−3 次(背面腐生菌较少); 如果病叶上

孢子较少, 则需将病叶背面的感病部位在孢子载体

上轻轻蘸拭, 然后置于 4 倍物镜下观察找到尚未萌

发的单孢子, 并将单孢子移至视野中间。如果许多

孢子聚集在一起, 可以用灭菌后的涂布器蘸取少量

无菌水从孢子载体的一边至另一边反复涂抹, 直至

显微镜下可以观察到单个孢子为止, 注意切勿用力

过猛而损坏培养基表面。 

1.2.3  蘸取单孢: 用右手拇指和食指捏住挑孢针的

圆环部, 将挑孢针的顶端和中部在酒精灯外焰处烧

红灭菌。将针头插入灭菌的水琼脂平板上冷却, 然

后在显微镜下移至载玻片上的圆形聚光区域内。如

果手悬空不稳, 可以将小拇指或无名指搭在载物台

上。在目镜下观察, 将针头轻轻在物镜下晃动, 直至

观察到针尖。将针尖移至单个孢子正上方, 然后慢

慢下移, 轻轻蘸取单孢子。如果挑孢针尖端的一面

蘸不上 , 可以再用另一面 , 反复蘸试 , 直至视野下

单孢消失, 则单孢已粘到针尖上。 

1.2.4  转移单孢: 提前在直径为 90 mm 的 PDA 平板

(加入适量硫酸链霉素)上用记号笔做出 4 个标记, 

将挑孢针针尖在一个标记处轻轻划动 4−5 次, 即将

孢子转移出来。用同样方法在另外 3 个标记处接种, 
然后用封口膜将培养皿封好, 置于培养箱中 26°C 下

培养。 
1.2.5  转移大斑病菌菌落: 培养 3−5 d 后, 即可产生

单株菌落, 选取一个长势比较好的菌落转移至斜面

培养基中保存待用。 

2  结论与讨论 

玉米大斑病是由长蠕孢类病菌侵染引起的一种

严重叶枯性病害, 在我国东北、华北北部和南方冷

凉山区曾几度流行 , 严重影响玉米产量和品质 [6], 

其病原菌主要寄生在玉米叶片上, 从活体的玉米叶

片中获得必要的营养, 在人工培养基上生长相对缓

慢。近年来, 发病的叶片组织内除了含有玉米大斑

病病菌外, 往往含有大量的链隔孢(Alternaria)等腐

生菌。由于腐生菌在人工培养基上生长较快, 用常

规的叶部病原真菌分离方法分离 , 常被杂菌污染 , 

成功率低。若采用单孢分离法直接挑取单个孢子 , 

能够有效地避免病组织所带杂菌的污染, 大大提高

分离成功率。经过改进的直接挑取法为玉米大斑病

菌单孢分离提供了一种简便易行的方法。 

本文所描述的方法与其他单孢分离方法相比有

以下特点: (1) 在显微镜下直接蘸取单个孢子, 分离

到的单孢几乎无杂菌污染, 保证了单孢的正常生长

发育, 成功率达 90%以上, 同时免去了分离培养中

消毒、培养、纯化等一系列过程。通过直接敲打病

斑部位获得孢子进行分离, 免去了孢子悬浮液的制

备过程, 省时省力。该方法虽然操作上有一定难度, 

技巧性强, 但简单易学, 操作者稍加练习即可掌握。

(2) 该方法准确度高, 分离速度快, 培养时间短, 不

仅适合于玉米大斑病病菌的分离, 而且适合于许多

孢子相对较大、颜色较深的真菌, 如玉米小斑病菌

(Bipolaris maydis)、玉米弯孢菌(Curvularia lunata)、

链格孢(Alternaria alternata)等无性型真菌的分生孢

子等。由于高倍镜下观察受显微镜工作距离的限制, 

不易操作, 对于一些相对较小、颜色较浅的孢子, 如

木霉菌(Trichoderma)、镰孢菌(Fusarium)的小孢子等

分离较为困难。(3) 所需工具简单, 挑孢针完全可以
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自行制作 , 不需要特殊的设备和严格的无菌环境 , 
一般条件下均可进行操作。 

本方法的关键点是: (1) 水琼脂培养基过厚影

响透光观察, 厚度以 1 mm−2 mm 为宜, 可在平板培

养基内加 80−100 单位的医用硫酸链霉素防止细菌

污染。(2) 转移单孢时, 挑孢针避免晃动, 同时关闭

超净工作台通风设备, 以免单孢子掉落。当单孢子

长出小菌落时, 应及时转接至斜面上培养。(3) 孢子

密度是影响单孢分离效率和成功率的主要因素, 孢

子密度低则容易去除非目标孢子, 也容易选择操作

视野, 不仅单孢分离率高且分离速度快。 
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