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研究报告 

贵州玉米籽粒镰刀菌污染情况调查 
尚国富1,3  于欢1,3  赵雪 1,4  夏雪 1,3  刘江丽 1,3  彭晓燕 2,3  曾柱 1,2,4  胡祖权*1,2,3 
1 贵州省免疫细胞与抗体工程研究中心 贵州医科大学生物与医学工程重点实验室  贵州 贵阳  550025 
2 环境污染与疾病监控省部共建教育部重点实验室(贵州医科大学)  贵州 贵阳  550025 
3 贵州医科大学生物与工程学院  贵州 贵阳  550025 
4 贵州医科大学基础医学院  贵州 贵阳  550025 

摘  要：【背景】镰刀菌引起的作物病害在贵州省内时有发生，由于该地区低温高湿的气候特征并不

适宜镰刀菌生长，之前未系统开展镰刀菌侵染和分布情况调查。【目的】调查贵州省玉米籽粒中镰刀

菌病害的污染情况。【方法】收集贵州省 58 个县/县级市的玉米籽粒样品 78 份，利用原核表达的可用

于检测镰刀菌的 FvSG7-AP 融合蛋白对样品进行快速免疫学检测，并对部分样品进行生物学培养鉴定。

【结果】共有 67 份样品检测结果为阳性，污染率高达 85.90%，生物学培养后显微镜观察到镰刀菌菌

丝和孢子。检测出镰刀菌污染的玉米样品分布在贵州省 51 个县/县级市，其中 19 个地区检测到轻度污

染样品，20 个地区检测到中度污染样品，12 个地区检测到重度污染样品。【结论】贵州省绝大部分地

区存在不同程度的镰刀菌污染，有必要在作物耕种、收获及贮藏期间采取有效的防控措施，以保障食

品安全与人畜健康。 

关键词：镰刀菌，真菌污染，单链抗体，融合蛋白，快速免疫学检测 
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Investigation of Fusarium contamination in maize kernels from 
Guizhou Province 
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Abstract: [Background] The crop diseases caused by Fusarium spp. are a frequent occurrence in 
Guizhou Province. As the climate characteristics of low temperature and high humidity in this region are 
not suitable for the mycelial growth of Fusarium pathogens, the infection and distribution of Fusarium 
have not been systematically investigated before. [Objective] To investigate the contamination of 
Fusarium spp. in the maize kernels collected from Guizhou Province. [Methods] Seventy-eight maize 
samples from 58 counties or county-level cities were collected and subjected to rapid immunoassay 
using prokaryotic expressed FvSG7-AP fusion protein that can be used to detect the presence of 
Fusarium pathogens in cereal grains. At the same time, biological culture tests were performed on some 
samples for further identification. [Results] A total of 67 samples were ascertained to be positive and the 
contamination rate was as high as 85.90%. The typical Fusarium mycelium and conidiospores were 
observed under microscope after biological culture. The Fusarium contaminated maize samples were 
distributed in 51 counties or county-level cities in Guizhou Province. Among them, mildly contaminated 
samples were detected in 19 regions, moderately contaminated samples were detected in 20 regions, and 
heavily contaminated samples were detected in 12 regions. [Conclusion] There are different degrees of 
Fusarium contamination in most parts of Guizhou. It is necessary to take effective prevention and 
control measures during the cultivation, harvesting and storage of crops to ensure food safety and human 
and animal health.  

Keywords: Fusarium, Fungal contamination, Single-chain variable fragment, Fusion protein, Rapid 
immunoassay 

镰刀菌是一类重要的植物病原真菌，由其引起

的小麦、玉米、水稻等作物的种腐、苗腐、茎腐和

穗腐等病害严重影响植物的生长发育状况及产品

质量，对世界各国的粮食生产造成了重大的危害。

此外，镰刀菌还可产生多种真菌毒素污染粮食及饲

料，包括伏马菌素(Fumonisins，FBs)、脱氧雪腐镰

刀菌烯醇(Deoxynivalenol，DON)、玉米赤霉烯酮

(Zearalenone，ZEN)、雪腐镰刀菌烯醇(Nivalenol，
NIV)等，这些毒素不易降解，经食物链传递至动

物或人体内，对人类的健康造成严重威胁[1-2]。在

我国，镰刀菌常常出现在长江中下游流域的高湿高

热地区，同时也是东北平原、华北平原和四川盆地

的小麦、玉米种植区的主要病害之一，对我国的粮

食生产已构成了极大的威胁[3-5]。贵州属于高原山

地，气温相对较低，不属于传统的镰刀菌流行区，

研究人员对该地区镰刀菌发病情况的研究和报道

极少。近年来，一些研究发现镰刀菌在该地区引起

玉米穗腐病、半夏块茎腐烂病、烟草根腐病等植物

病害[6-8]。因此，对贵州省的镰刀菌病害进行系统

的分布情况调查，将有利于粮食作物、中药材和烟

草等在田间生产和仓储过程中采取适当的防治措

施，防止镰刀菌及其毒素的污染，在保障食品安全

方面具有重要意义，也将为后续分离高原山地的镰

刀菌优势种群以及鉴定毒素的化学型等奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料  
玉米籽粒样品来源于贵州省内 9 个地区，涵盖

贵州省 58 个县/县级市，共计 78 份。保存的重组

菌株 XL1-Blue/pDAP2/S-FvSG7 为胡祖权分离的

抗镰刀菌单链抗体(Single-chain variable fragment，
scFv)基因 FvSG7 (GenBank 登录号：KC304795)通

过重叠延伸 PCR (Splicing by overhang extension- 

polymerase chain reaction，SOE-PCR)在 3′端添加

218 连接肽[9]后，利用 Sfi I 和 Not I 酶切位点克隆

到含有碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase，AP)基因

的 pDAP2/S 载体中，构建含有 FvSG7-AP 融合基

因的重组质粒 pDAP2/S-FvSG7，转化大肠杆菌

XL1-Blue 感受态细胞后获得[10]。 

1.2  主要试剂和仪器 
Tryptone、Yeast extract，Oxoid 公司；脱脂奶

粉，武汉博士德生物工程有限公司；琼脂糖，上海

玉 博 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 对 硝 基 苯 磷 酸 二 钠

(p-Nitrophenyl phosphate，pNPP)，上海 Sigma-Aldrich

公司；氨苄青霉素(Amp)、异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside，IPTG)，北

京索莱宝科技有限公司；Ni-NTA 基质，凯杰企业

管理(上海)有限公司；Brandford 蛋白浓度测定试

剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公司。全温振

荡摇床，太仓市华美生化仪器厂；超声波破碎仪，

宁 波 新 芝 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ； 离 心 机 ，

LaboGene 公司；酶标仪，BioTek 仪器有限公司；

显微镜，奥林巴斯有限公司。 

1.3  培养基和缓冲液 
2TY 培养基(g/L)：Tryptone 16.0，Yeast extract 

10.0、NaCl 10.0，pH 7.0；PDA 培养基(g/L)：马铃

薯浸出液 200.0、葡萄糖 20.0、琼脂粉 15.0；磷酸

盐缓冲液(PBS) (g/L)：NaCl 8.0，KCl 0.2，Na2HPO4 

1.44，KH2PO4 0.24，pH 7.2−7.4；PBST(0.05)溶液：

含 0.05% Tween-20 的 PBS 溶液；PBST(0.1)溶液：

含 0.1% Tween-20 的 PBS 溶液；pNPP 显色液：含

2.00 g/L pNPP 的溶液。  

1.4  FvSG7-AP 融合蛋白诱导表达 
取 20 μL 甘油保存的重组菌株 XL1-Blue/ 

pDAP2/S-FvSG7 接种于 20 mL 含 100 μg/mL Amp
的 2TY 液体培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养

过夜后，取 10 mL 菌液接种至 200 mL 含 100 μg/mL 
Amp 的 2TY 培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培

养至 OD600 为 0.5−0.6 时，加入终浓度 0.1 mmol/L 
IPTG，置恒温摇床 16 °C、200 r/min 诱导表达 20 h[11]。

超声波破碎法提取 FvSG7-AP 融合蛋白，12 000 r/min
离心，取菌液上清液倍比稀释后，加入 100 μL pNPP
显色液，读取 OD405 检测融合蛋白的表达情况及表

达形式[11]。Ni-NTA 基质纯化融合蛋白，Brandford
法测定其浓度。 

1.5  酶联免疫(ELISA)检测样品 
研磨玉米籽粒，称取 0.2 g 样品装入离心管

中，加入 1 mL PBST(0.05)，翻转摇匀 2 h，静置

10 min 后取 100 μL 上清至 ELISA 板孔中，37 °C
水浴包被 2 h，用 PBS 洗涤 3 次；然后加入 150 μL
封闭液(含 20.0 g/L 脱脂奶粉的 PBS 溶液)，37 °C
水浴 2 h，用 PBS 洗涤 3 次；接着，加入 100 μL 
FvSG7-AP 溶液，37 °C 反应 1.5 h，用 PBST 和

PBS 分别洗涤 3 次；最后加入 100 μL pNPP 显色

液，黑暗条件下反应 40 min，酶标仪读取 OD405

数值。健康玉米和 PBS 分别作阴性对照和空白对

照，每个样品重复 3 次。计算实验样品读值与阴性

对照读值的比值 n=(样品 OD405−空白对照 OD405)/ 
(阴性对照 OD405−空白对照 OD405)。 

1.6  形态学显微鉴定  
挑选 10 份玉米籽粒样品，放入 70%酒精中浸

泡 30 s，用无菌水清洗 3 次，然后用 2%次氯酸钠

溶液浸泡 2 min，用无菌水清洗 5 次[7]。随后，接

种于 PDA 固体培养基上，28 °C 恒温培养 3−5 d，

待菌落快布满整个培养皿时，根据菌丝形态和颜色

挑取边缘菌丝转接至新鲜的 PDA 培养基上继续培
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养，经 3−4 次转接后，挑取少量菌丝涂布于载玻

片上，显微镜观察菌丝和孢子的形态。 

2  结果与分析 

2.1  FvSG7-AP 融合蛋白表达及活性检测 
FvSG7-AP 融合蛋白结构模型如图 1A 所示，

抗镰刀菌单链抗体 FvSG7 与碱性磷酸酶通过 218
连接肽[9]连接，并可利用 C 端的 His 标签纯化融合

蛋白。由于 scFv-AP 融合蛋白不仅具有单链抗体的

特异抗原结合特性，而且其中的碱性磷酸酶能够直

接催化 pNPP 底物显色，因此，通过操作简单的

AP 显色反应可快速有效地判断融合蛋白的表达情

况及表达形式，即在诱导重组大肠杆菌表达后提取

菌液上清，加入 pNPP 溶液观察显色情况[11]。图

1B 显示本实验按照优化的原核表达条件在菌液上

清中获得了大量可溶性的 FvSG7-AP 融合蛋白，可

开 展 下 一 步 蛋 白 纯 化 以 及 样 品 检 测 的 研 究 。

SDS-PAGE 检测显示纯化的 FvSG7-AP 融合蛋白在

约 80 kD 大小的位置有单一的蛋白条带(图 1C)，
蛋白浓度达到 436 ng/μL。 

 

 
 

图 1  FvSG7-AP 融合蛋白的原核表达及检测 
Figure 1  Prokaryotic expression and detection of 
FvSG7-AP fusion protein 
注：A：FvSG7-AP 融合蛋白的结构模式图；B：AP 显色检测

融合蛋白的活性；C：融合蛋白的 SDS-PAGE 电泳检测图；M：

蛋白分子量标准. 
Note: A: Structure pattern of FvSG7-AP fusion; B: Activity of 
fusion protein detected by AP coloration; C: SDS-PAGE detection 
of fusion protein; M: Protein molecular weight standards. 

2.2  ELISA 检测玉米籽粒样品 
玉米籽粒样品研磨处理后，经 ELISA 进行快

速免疫检测。如图 2 所示，78 份样品中仅 8 份

(10.26%)未检测出镰刀菌，污染水平为轻度的样品

有 28 份 (35.90%) ， 中 度 污 染 的 样 品 有 24 份

(30.77%)，而达到重度或极重度污染的样品分别为

6 份(7.69%)和 9 份(11.54%)，另有 3 份(3.84%)样品

检测时有显色反应，但与健康玉米相比 OD405 比值

未达到 2 倍，归为疑似污染样品。因此，在贵州省

内采集的玉米籽粒样品的污染率超过 85%。 

2.3  贵州省镰刀菌的污染分布情况 
贵 州 省 介 于 东 经 103°36′−109°35′ 、 北 纬

24°37′−29°13′之间，根据玉米籽粒的采集点对镰刀

菌的污染情况在贵州省地图上进行标注(图 3)。结

果显示，在采集到样品的 58 个县/县级市中，轻度

污染区占 32.76% (19 个)，中度污染区占 34.48% 
(20 个)，重度污染水平以上的地区占 20.69% (12 个)，
同时另有 2 个(3.45%)疑似污染区。因此，贵州省

大约 90%的县/县级市检测出有镰刀菌污染，而且

分布非常广泛，几乎遍布全省。 

2.4  镰刀菌形态学观察 
选取 3 份取自水城、晴隆县和安顺市西秀区的

极重度污染样品，2 份取自黎平县和铜仁市碧江区

的中度污染样品，2 份取自罗甸县和丹寨县的轻度

污染样品，1 份取自务川县的疑似污染样品，2 份

取自都匀市和麻江县的无污染样品，通过 70%酒

精和 2%次氯酸钠溶液对玉米籽粒的表面进行灭菌

处理后，接种于 PDA 固体培养基上培养。结果如

图 4A 所示，除 2 份无污染样品外，培养长出的内

生真菌菌丝具有镰刀菌的形态特征，而且疑似污染

样品中也证实存在镰刀菌污染。挑取边缘菌丝转接

纯化，培养 3 d 后形成圆形菌斑，气生菌丝棉絮状、

正面白色(图 4B)，背面呈黄褐色(图 4C)。将菌丝

涂布于载玻片，观察菌丝和孢子的形态特征，显示

菌丝有隔和分枝，分生孢子有镰刀状、纺锤形等典

型特征(图 4D−F)。 
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图 2  ELISA 检测玉米籽粒样品的镰刀菌污染情况 
Figure 2  ELISA detection for investigation of Fusarium contamination in maize kernels 
注：1：n<1.5，样品无污染；2：1.5≤n<2，疑似污染样品；3：2≤n<10，轻度污染样品；4：10≤n<30，中度污染样品；5：30≤n<50，

重度污染样品；6：n≥50，极重度污染样品；n=(样品 OD405−空白对照 OD405)/(阴性对照 OD405−空白对照 OD405). 
Note: 1: n<1.5, No contamination for samples; 2: 1.5≤n<2, Suspected contaminated samples; 3: 2≤n<10, Mildly contaminated samples; 4: 
10≤n<30, Moderately contaminated samples; 5: 30≤n<50, Severely contaminated samples; 6: n≥50, Extremely severe contaminated samples; 
n=(OD405 value of sample−OD405 value of blank control)/(OD405 value of negative control−OD405 value of blank control). 

 
3  讨论与结论 

病原真菌及其毒素的污染源和分布、毒素形

成过程及其分子调控机制、产毒菌类群和毒素化学

型与生态环境的相关性、脱毒及毒性机理、检验

检疫和检测技术、污染防控等一直是国内外的研

究重点[5-8,10,12-15]，受到社会的广泛关注。贵州地处

云贵高原，属中国亚热带高原季风湿润气候，湿度

较大，气温较低且不稳定，不属于典型的镰刀菌流 

行病区域，未有该菌引起大面积严重病害的报道。

Samapundo 等研究发现，镰刀菌在高水活性和高温

(30 °C)时表现为菌丝快速生长，而产毒的最佳温度

却是 15−25 °C[16]，这使得镰刀菌对作物的侵染常

常表现为无病症而产毒量反而更高的现象[17]。贵

州地区的气候虽不适宜镰刀菌快速繁殖，但非常适

合毒素的产生，因此，镰刀菌及其毒素污染的状况

需引起足够的重视。 
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图 3  贵州省镰刀菌污染的分布情况 
Figure 3  Distribution of Fusarium contamination in Guizhou Province 
注：●：未采集到玉米样品的区域；●：样品未检测到镰刀菌的地区；●：样品疑似有镰刀菌污染的地区；●：样品有镰刀菌轻度污

染的地区；●：样品有镰刀菌中度污染的地区；●：样品有镰刀菌重度和极重度污染的地区. 
Note: ●: No maize sample collected; ●: The samples without Fusarium detected in these regions; ●: The samples with suspected 
contamination in these regions; ●: The samples with mild contamination in these regions; ●: The samples with moderate contamination in 
these regions; ●: The samples with severe and extreme contamination in these regions. 

 
贵州喀斯特高原山区良好的土壤和气候环

境，使得该地区成为全国四大中药材产地之一，

也是全国优质烟叶和茶叶的生产基地。镰刀菌对

这些经济作物都存在不同程度的侵染，有时还是

茎腐病和根腐病的主要病原真菌[7-8,18-19]。而且，

Wang 等从贵州省玉米籽粒中分离到 Fusarium 
temperatum[6]，该菌株首次由 Scauflaire 等从比利

时玉米样品中分离得到[20]，在世界范围内的报道

一直较少，Wang 等发现的 F. temperatum 在中国

乃至亚洲为首次报道[6]。因此，对贵州省内镰刀

菌的侵染和分布情况进行全面的调查和了解，将

为保障粮食、饲料和经济作物的安全生产提供指

导，还可进一步分离贵州镰刀菌菌株进行表型和

分子鉴定，分析比较其产毒特性，有可能发现新

的镰刀菌种或亚种，同时可扩展镰刀菌生物多样

性的资源。 
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图 4  镰刀菌培养及形态学观察 
Figure 4  Culture and morphological observation of 
Fusarium pathogens 
注：A−C：污染玉米籽粒在 PDA 培养基平板上培养纯化镰刀菌；

D−F：显微镜观察菌丝和孢子形态. 
Note: A−C: Culture and purification of Fusarium by inoculating 
contaminated maize kernels on PDA medium plates; D−F: The 
morphology of mycelia and conidiospores observed under 
microscope. 

 
FvSG7 是通过噬菌体展示技术从鸡源抗体库

中筛选得到的单链抗体，可与镰刀菌菌丝和孢子表

面的细胞壁结合蛋白(Cell wall-bound proteins，

CWPs)特异性结合；FvSG7-AP 则是 FvSG7 单链抗

体与 AP 通过 218 连接肽连接形成的融合蛋白

(KD=3.69×10−8 mol/L)，对玉米籽粒中镰刀菌菌丝

的检测限达到 10−2 μg/mL，可用于玉米和小麦等镰

刀菌污染情况的快速检测[10]。本实验在前期优化

的 scFv-AP 融合蛋白构建方式以及表达条件[11]的

基础上，大量表达可溶性 FvSG7-AP 融合蛋白，对

贵州省内 58 个县/县级市收集的 78 份玉米籽粒进

行快速免疫检测，结果显示样品中镰刀菌的检出

率超过 85%，分别有 7.69% (6 份)和 11.54% (9 份)
的样品达到重度或极重度污染水平(图 2)，仅 5 个

县/县级市的样品未检测到镰刀菌污染，分布极其

广泛(图 3)。取 10 份玉米籽粒样品在 PDA 固体培

养基上接种后进行生物学检测时，观察到 ELISA
检测为阳性的样品都有镰刀菌菌丝长出，并证实疑

似污染样品中也存在镰刀菌污染，有些样品还存在

曲霉菌和细菌等病原菌污染。总之，贵州省的镰

刀菌污染状况不容乐观，加强对镰刀菌及其产毒

情况的调研和监控，在玉米、中药材、烟叶和茶叶

等粮食或经济作物耕种、收获及贮藏期间采取有效

的防治措施，对于保障食品安全和人畜健康具有重

要意义。 
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