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摘  要：小麦受镰刀菌的感染会导致赤霉病、真菌毒素污染和减产，镰刀菌对粮食安全有着严重

威胁。通过对小麦中镰刀菌株进行分离鉴定，分离出的三种菌株 N1、N2、N3 分别属于禾谷镰刀

菌属、亚洲镰刀菌属和高秆镰刀菌属。利用产毒基因检测和真菌毒素检测对三株菌株玉米赤霉烯

酮、呕吐毒素和伏马毒素的产毒情况进行分析，结果一致显示 N1 和 N3 能产生玉米赤霉烯酮和呕

吐毒素，均含有 PSK 和 Tri5 两种产毒基因，而 N2 不产生这三种毒素。进一步通过臭氧和二氧化氯

进行气体熏蒸，探究气体熏蒸对分离出的三株菌株的影响，通过观察孢子形态、菌丝体长度、菌

丝形态，结果表明二氧化氯熏蒸能有效抑制菌丝生长和孢子萌发，低浓度二氧化氯（300 mg/L）处

理 0.5 h，可明显抑制菌丝的生长。而臭氧只能抑制孢子萌发，对菌丝的生长没有明显的抑制作用。 
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Abstract: Fusarium infection of wheat can lead to scab, mycotoxin contamination and yield reduction. 

Fusarium is a serious threat to food security. In this study, the Fusarium strains in wheat were isolated and 

identified. The three strains N1, N2 and N3 belonged to Fusarium graminearum, Fusarium asiaticum and 
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Fusarium culmatum, respectively. The production of zearalenone, vomitoxin and fumonisin by the three 

strains was analyzed by toxin-producing gene detection and mycotoxin detection. The results showed that N1 

and N3 could produce zearalenone and vomitoxin, but did not produce fumonisin, while N2 did not produce 

these three toxins. In this study, ozone and chlorine dioxide were further used for gas fumigation to explore 

the effect of gas fumigation on the three strains isolated. By observing the spore morphology, mycelium 

length and mycelium morphology, the results showed that chlorine dioxide fumigation could effectively 

inhibit the growth of mycelium and spore germination, while ozone could only inhibit spore germination and 

had no obvious inhibitory effect on the growth of mycelium. 

Key words: Fusarium oxysporum; virulence; mycotoxin; chlorine dioxide; ozone; fumigation 

小麦是世界主要粮食作物，也是我国主要粮

种之一，小麦生产的可持续性及储藏的安全性，

对保障国家粮食安全及社会稳定具有重要意义。

小麦在种植期间极易遭到病虫害的侵染，其中最

常见的是小麦赤霉病，小麦赤霉病是影响中国小

麦可持续发展的关键因素。小麦赤霉病病害由禾

谷镰孢菌复合种（Fusarium spp. complex）引起[1]。

其中，禾谷镰刀菌属（Fusarium graminearum）种

群是公认的引起小麦赤霉病的重要种属，该病菌

发病率较高且侵袭性较强[1]，可导致小麦严重减

产，可产生脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）、玉米

赤霉烯酮（ZEN）、雪腐镰刀菌烯醇（Nivalenol，

NIV）等真菌毒素，污染小麦籽粒，威胁人类的

健康[2]。尽管收获后一些物理除杂方法如鼓风机

强风吹、筛分处理等，可除去部分赤霉病粒，但

其病原菌仍然存在于小麦籽粒上，对后期储藏期

间的粮食安全带来隐患。储藏过程中，有害微生

物的活动是造成谷物品质下降和变质的主要原

因。且在粮食加工、包装、销售和储存过程中，

霉菌毒素会继续产生，在适宜的温湿度下可产生

真菌毒素[3]。 

大多数真菌毒素的化学性质和热稳定性都较

强，食品加工过程中通常无法被破坏[4]。真菌毒

素的降解方法一直是研究的热点问题。近年来，

大量研究表明，二氧化氯（ClO2）和臭氧（O3）

这两种强氧化性气体可以以气态或水态形式用于

食品卫生消毒和食品储存中[5-6]。臭氧是一种强氧

化剂，其本身的强氧化性可以改变微生物细胞膜

的通透性，从而达到抑菌的效果。Diana De Santis

等研究了气态臭氧处理对大蒜贮藏过程中腐败真

菌的抑制作用，结果表明，臭氧处理不会影响大

蒜储藏期间的气味，并且可以有效抑制大蒜在储

藏期间的腐败现象[7]。ClO2 是一种应用广泛且安

全高效的杀菌剂，具有强力的抗菌效力，在杀菌

保鲜等领域有着广泛的研究基础，目前已被我国

批准使用到瓜果蔬菜的保鲜中[8]。一些研究表明，

ClO2 对霉菌有一定的杀灭作用。马骏等以气体二

氧化氯作为杀菌防霉剂，对接种于谷物上的黄曲

霉进行研究，结果表明气体二氧化氯对黄曲霉菌

的杀灭效果显著。8.5 mg/L 的气体二氧化氯作用

于甜荞表面 30 min，杀菌率达到 98.4%；4.5 mg/L

的气体二氧化氯作用于苦荞表面 10 min，杀菌率

达到 99.9%[9]。气体杀菌剂在瓜果蔬菜保鲜杀菌

方面有广泛的研究基础，但鲜有文章研究气体杀

菌剂对感染小麦赤霉病真菌的抑制作用。 

本研究通过分离致使小麦感染赤霉病的镰刀

菌菌株，并纯化筛选找到致使其发病的优势菌株，

测定其产毒能力，并在实验室条件下模拟、验证

其产毒能力，而后将臭氧和 ClO2 作用于致病菌

上，比较臭氧和 ClO2 对致病菌株的抑制作用，为

小麦赤霉病的防治提供一个新思路。 

1  材料与方法 

1.1  样品的准备及优势菌株的分离鉴定 

小麦样品采集自中国安徽，约 10 kg。采集的

样品在运往实验室的途中被保存在无菌塑料袋

中。按照 GB 1351—2008 《小麦》标准，从采

集的小麦样品中选出感染赤霉病的麦粒，并将其

分为粉红粒和白粒两种。分离后的样品用无菌水

清洗，将洗涤液涂布于马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）
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培养基上，同时添加链霉素（25 mg/L）以防止杂

菌污染。部分样品经无菌水清洗后直接接种于

PDA 上，剩余样品粉碎后用无菌水洗涤接种于

PDA 上，将接种后的培养基放置于 28 ℃的培养

箱中培养 3~5 天。将分离出的单菌落转移到新的 

PDA 平板上培养，直至获得单个纯菌落。 

1.2  试剂与设备 

0.1%无菌吐温 80：默克公司，澳大利亚。 

粉碎机：KN 295 Knifetec、FossAnalytical；

高压灭菌锅：HIRAYAMA，日本；ClO2 气体发生

器：WAERTE，China；臭氧发生器：DAHUAN，

China；扫描电子显微镜：FEI，美国。 

1.3  病原真菌的鉴定 

按照 Burgess 等[10]和 Nirenberg[11]等的方法

进行形态学鉴定。利用 DNA 提取试剂盒（Vazyme 

Biotech Co.，Ltd）对培养于 25 ℃、7 天的真菌基因

片段进行提取，ITS 区域的扩增选择真核生物通用

扩增引物 ITS1：5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′；

ITS4：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′；翻译

延 长 因 子 (EF-1α) 基 因 扩 增 引 物 为 ： EF1 ：

5′-ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3′ ； EF2 ：

5′-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3[12-13] 。 PCR

的扩增条件为 94 ℃ 10 min，55 ℃退火 40 s，72 ℃

延伸 1 min，共 35 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。

PCR 扩增采用 50 µL 反应体系，刮取 100 ng 新鲜

菌丝体作为 DNA 模板，加入 2×mix 25 µL，上下

游引物各 10 µM，剩余加入 ddH2O，配制成 50 µL

的体系。1.5%琼脂糖凝胶在 120 v 20 min 条件下

电泳检测 PCR 扩增产物[14]。将纯化后单克隆 PCR

产物交由生物公司进行测序。获得的核苷酸在

GenBank 数据库和镰刀菌属数据库，进行比对分析。

最后利用 MEGA 5 建树分析，建立系统发育树[15]。  

1.4  孢子制备 

将活化后的镰刀菌株接种到羧甲基纤维素钠

（CMC）液体孢子培养基，在 25 ℃、180 rpm/min

的条件下培养 5 天。培养基用单层 Miracloth 过

滤器过滤。然后将孢子悬浮液在 5 000 rpm 转速下

离心 15 min，弃去上清液，洗涤时加入 0.1%无菌

吐温 80。孢子悬浮液的初始浓度是通过测量血球

计数器测定，调整孢子的最终浓度为 106 孢子/

毫升。 

1.5  毒力基因的检测 

对镰刀菌分离物进行分子鉴定后，对产生

DON (Tri5)、ZEN (PSK)和 FB (FUM1)的霉菌毒

素的基因片段进行分析。所用引物如表 1 所示。

PCR 系统与上述相同，反应程序为 94 ℃ 10 min，

5 个循环 94 ℃ 40 s、52 ℃ 45 s、72 ℃ 1 min，进

行 35 个循环：94 °C 40 s、55 ℃ 45 s和 72 °C 1 min，

最后在 72 ℃扩展 10 min。生成的 PCR 产物用 

1.2%琼脂糖凝胶染色，并观察。 

1.6  镰刀菌体外分离株产毒能力研究 

选择颗粒饱满完整、无霉变和腐烂的 1 kg 玉

米、小麦和糙米样品，加入无菌水将水分活度调

节至 30%，密封于 4 ℃的冰箱中过夜。用粉碎机粉

碎，混匀后，取 20 g 粉碎后的样品分装到 250 mL

锥形烧瓶中。每个样品制备三个重复样。用高压

灭菌锅在 121 ℃下灭菌 20 min。每个锥形瓶中加

入 5 mL 稀释的孢子悬浮液，再加入 5 mL 无菌水。

对照组同样加入 5 mL 无菌水。样品在 25 ℃、60%

相对湿度的黑暗环境中培养 7 天。每天对样品进行

混匀处理，使真菌均匀分散到整个谷物样品中、

并避免结块。谷物培养物在 50 ℃下烘干，并于 4 ℃

下储存，直至进行真菌毒素分析。 

 
表 1  用于检测致毒基因的引物 

Table 1  Primers used to detect virulence genes 

引物 序列（5′-3′） 片段大小/bp 温度/℃ 毒素类型 参考文献 

Tri5-F ACTTTCCCACCGAGTATTTT 

Tri5-R CAAAAACTGTTGTTCCACTGCC 
525 53 DON [16] 

PSK-F AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT 

PSK-R GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT 
480 55 ZEN [17] 

Fum-F GTCGAGTTGTTGACCACTGCG 

Fum-R CGTATCGTCAGCATGATGTAGC 
846 58 FB [18] 
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1.7  霉菌毒素分析 

采用胶体金技术快速定量测定伏马菌素含量[19]。

脱氧雪腐镰刀菌烯醇的测定方法依照 GB 5009.111—

2016《食品安全国家标准 食品中脱氧雪腐镰刀菌

烯醇及其乙酰化衍生物的测定》第二法进行，并

稍作修改。将 50 mL dd H20 加入装有 20 g 样品的

锥形瓶中，在4 ℃冰箱中浸泡过夜，第二天在25 ℃、

200 rpm 转速下摇匀 30 min，过滤后备用。后续

操作同上述国标法。玉米赤霉烯酮的提取方法是

GB 5009.209—2016《食品安全国家标准 食品中

玉米赤霉烯酮的测定》中的第一法，并稍作修改。

提取液为 50 mL、80%的甲醇，加入装有 20 g 样

品的锥形瓶中。在 4 ℃的冰箱中浸泡过夜，第二

天在 25 ℃、200 rpm/min 的条件下搅拌 30 min，

过滤后备用。后续操作同上述国标法。 

1.8  两种强氧化性气体熏蒸 

将 20 μL 孢子悬浮液点在添加了链霉素的

PDA 培养基平板中央。然后，将接种有孢子的培

养基直接用气体熏蒸剂处理，以研究其对孢子萌

发的影响。为了研究抑制菌丝生长的情况，首先

要将气体处理过的平板在 28 ℃下继续培养 24 h，

菌丝长度每天测量一次，并记录结果。培养 2 d

后进行计数。 

ClO2 的制备采用 ClO2 气体发生器，臭氧的制

备利用臭氧发生器，具体制备过程见下图 1。 

实验在一个改装过的装置中进行（图 2），分

为对照组（无熏蒸）和处理组（有熏蒸剂）。用

ClO2（300 mg/L）或 O3（400 mg/L 或 1 400 mg/L）

熏蒸。处理组分别暴露 30、60、90 和 120 min。

气态熏蒸剂从进气口进入反应器底部，多余的空

气从玻璃反应器顶部排出[20-21]。为了安全起见，

废气用饱和硫代硫酸钠水溶液中和[22-23]。 
 

 
 

注：（A）气态 ClO2 是通过混合制造商说明中提到的溶液

A 和溶液 B 产生的。（B）臭氧气体是通过电离空气中的氧气产

生的。 

Note: (A) Gaseous ClO2 is produced by mixing Solution A 
and Solution B as mentioned in the manufacturer's instructions. (B) 
Ozone gas is produced by ionizing oxygen in the air. 

图 1  气态熏蒸剂生成原理 

Fig.1  Principle of gaseous fumigant generation 
 

1.9  镰刀菌的分析 

刮取一小块用臭氧和二氧化氯熏蒸过的镰刀

菌菌丝体，放入 1.5 mL 离心管中。用 500 μL 4%

多聚甲醛固定样品。离心收集沉淀，用磷酸盐缓

冲盐溶液（PBS）冲洗两次，每次 5 min。用 4%

蔗糖溶液洗涤一次，每次 5 min。用 30%、50%、

70%、80%、90%、95%、100%酒精进行洗脱，每

个梯度 10 min。加入 100%酒精重新悬浮后，少

量悬浮的液滴被吸收并加入玻璃中。将玻璃轻轻

粘在导电胶上，在临界点处干燥，然后真空喷涂。

最后，用扫描电子显微镜观察其形态变化。 

2  结果与分析 

2.1  镰刀霉菌属的分离和鉴定 

从观察到的实验结果来看，粉色赤霉病小麦中

镰刀菌较多，白色赤霉病小麦中曲霉菌较多，总体

菌落差异不明显。采用洗涤涂布法分离小麦表面的

真菌，研磨法用于分离小麦内部的真菌如图 3。由

基因测定结果可知，研磨法更适合分离镰刀菌。 

 

 
 

图 2  简单气体熏蒸处理系统示意图  

Fig.2  Schematic diagram of simple gas fumigation treatment system 
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注：粉红色的赤霉病粒（FHB）种子中含有较多的镰刀菌，

而白色的种子中含有较多的曲霉。 

Note: Pink FHB seeds contained more Fusarium spp. while 
white seeds contained more Aspergillus spp. 

图 3  镰刀菌属的分离  

Fig.3  Isolation of Fusarium spp.  

 

实验中分离出三种典型的镰刀菌株分别命名为

N1、N2 和 N3。为了进行系统进化分析，分别对 ITS

区序列和 EF1-α 基因序列进行分析。扩增片段的大

小符合预期。将扩增结果进行测序，并与基因库

（NCBI，核酸数据库）和 MLST 数据库中的基因

进行比对，结果显示与先前描述的镰刀菌属同源性

为 95%至 100%。根据 ITS 和 EF1-α 基因序列构建

系统发生树。结果表明，N1 与禾谷镰刀菌相同，

N2 与亚洲镰刀菌相同，N3 与高秆镰刀菌相同。 

2.2  体外致毒基因和致毒能力的检测  

对与真菌毒素生物合成有关的基因进行了 

PCR 检测。基因结果表明，菌株 N2 不含三种产

毒基因，而 N1 和 N3 均含有蛋白丝氨酸激酶

（PSK）和 Tri5 两种产毒基因，表明这些分离物，

在适当条件下可能产生 ZEN 和 DON。霉菌毒素的

本底含量如表 2 所示。以三种天然谷物为培养基，

培养的三种菌株产生的真菌毒素如表 3 所示。其中，

N1 和 N3 能在体外产生 ZEN 和 DON，但不产生伏

马毒素（FBs），而 N2 菌株不产生这三种毒素中的

任何一种。这与分子生物学鉴定出的产毒基因片段

一致。此外，两株菌株在三种不同的天然培养基上

产生的霉菌毒素含量不同。 

2.3  气体熏蒸剂对镰刀菌菌株的影响  

在 PDA 上利用气态熏蒸剂分析对所分离镰

刀菌菌株的影响，结果显示真菌孢子的萌发在熏

蒸气体处理 30 min 后被完全抑制。从图 4 的显微

镜下可以观察到熏蒸过的分生孢子细胞由透明变

为浑浊，外衣结构被破坏，孢子失去活性。 
 

表 2  谷物培养基中真菌毒素的本底含量 

Table 2  Background content of mycotoxins in cereal media         
μg/kg 

真菌毒素(±SD)a 
培养基类型

DON FBs ZEN 

小麦 136.37±8.70 951.71±38.30 ND 

玉米 234.21±10.20 1 642.71±50.40 ND 

稻谷 ND 787.67± 28.50 ND 

注：a 三个重复的平均值；ND，未检测到（低于检测限）。 

Note: a Average of three replicates; ND, not detected (below 
detection limit). 

 

表 3  谷物培养基中分离出的镰刀菌的产毒能力 

Table 3  Toigenic capacity of Fusarium isolated in cereal media                           μg/kg 

真菌毒素 (±SD)a 
分离出 培养基类型 

DON FBs ZEN 

小麦 112.29±7.2 925.37±29.6 ND 

玉米 198.34±8.9 1 429.52±46.3 ND 控制组 

稻谷 ND 736.21±22.9 ND 

小麦 5 520.6±258.4 930.25±27.3 41 148.0±499.2 

玉米 33 309.6±492.5 1 572.41±43.7 34 103.2±372.1 N1 

稻谷 16 808.4±312.6 802.37±25.2 38 572.1±403.7 

小麦 143.1± 8.5 961.37±28.2 ND 

玉米 212.42±9.1 1 433.61±44.6 ND N2 

稻谷 ND 745.70±32.1 ND 

小麦 47 125.0±529.1 922.11±25.4 12 458.2±294.6 

玉米 7 796.7±297.3 1 407.24±43.1 9 663.1±287.3 N3 

稻谷 11 379.0±302.2 792.41±24.7 4 872.7±215.9 

注：a 三个重复的平均值；ND，未检测到（低于检测限）。 

Note: a Average of three replicates; ND, not detected (below detection limit). 
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2.4  抑制镰刀菌菌丝生长 

在无菌条件下，将在 28 ℃下培养 36 h 的平

皿放入反应器中，并进行熏蒸。实验开始后，每

天在同一时间测量菌丝长度。实验结果表明，O3 

对菌丝的抑制作用很小（图 5），即使在 1 400 mg/L

的浓度下熏蒸 2 h（数据未显示），也没有特别明

显的抑制作用。从扫描电子显微镜的结果也得出

了同样的结论，熏蒸后的菌丝体表面与对照组一 

 

 
 

注：（A）显微镜下观察 N1 菌株的孢子形态，呈镰刀状，表面光滑，细胞透明，有明显的横隔膜。用 O3（B）和 ClO2（C）处

理 30 分钟后观察孢子形态。表面凹凸不平，细胞浑浊，胞内隔膜消失。 

Note: (A) Microscopic observation of the spore morphology of strain N1, which was sickle-shaped with a smooth surface, hyaline cells 
and a distinct septum. The spore morphology was observed after treatment with O3 (B) and ClO2 (C) for 30 min. The surface was uneven, the 
cells were turbid, and the intracellular septum disappeared. 

图 4  抑制孢子萌发 

Fig.4  Inhibition of spore germination 
 

 
 

注：(A) O3 熏蒸后平板培养 4 天的菌丝生长结果；(B) 培养过程中菌丝长度的测量结果；(C) O3 处理不同时间后 N1 菌丝的扫

描电镜观察。 

Note: (A) Mycelial growth of plates incubated for 4 days after O3 fumigation; (B) Measurement of mycelium length during incubation; 
(C) Scanning electron microscope observation of N1 mycelium after different times of O3 treatment. 

图 5  O3 对菌丝生长的影响 

Fig.5  Effect of O3 on mycelial growth 
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样光滑。而 ClO2 对菌丝生长的影响与 O3 不同，

ClO2 熏蒸 0.5 h 后，菌丝在接下来的四天中不再

继续生长。扫描电镜也显示同样的结果，菌丝表

面变得粗糙和萎缩，菌丝出现老化或死亡(图 6)。

从以上结果可知，二氧化氯对镰刀菌的菌丝生长

有明显的抑制作用。 
 

 
 

注：（A）ClO2 熏蒸后平板培养 4 天的菌丝生长结果；（B）培养过程中菌丝长度的测量结果；（C）ClO2 处理不同时间后 N1 菌

丝的扫描电镜观察。 

Note: (A) Mycelial growth of plates incubated for 4 days after ClO2 fumigation; (B) Measurement of mycelium length during 
incubation; (C) Scanning electron microscope observation of N1 mycelium after different times of ClO2 treatment. 

图 6  ClO2 对菌丝生长的影响 

Fig.6  Effect of ClO2 on mycelial growth 

 

3  讨论与结论 

在本研究中，从感染小麦赤霉病的颗粒中分

离出了 3 个典型的镰刀菌株，分别命名为 N1、N2

和 N3。利用内部转录间隔（ITS）基因和延伸因子

1-α 基因（EF1-α）进行系统发育分析，确定三种菌

株分别为禾谷镰刀菌属（Fusarium graminearum）、

亚洲镰刀菌属（Fusarium asiaticum）和高秆镰刀

菌属（Fusarium culmorum）。此外，检测了分离

菌株的致毒基因及其体外致毒能力。利用胶体金

技术的快速定量法检测 FBs 和基于免疫亲和层析

的方法检测 DON 和 ZEN，结果发现产毒菌株均

含有产毒基因。最后，检测了 ClO2 和 O3 在体外

不同暴露时间下对镰刀菌生长的控制效果。商用 

气体发生器产生的臭氧和二氧化氯都能在短时间

内杀死真菌孢子，经熏蒸处理的孢子即使在连续

培养 7 天后也不会增殖。平板培养结果与显微镜

结果一致。但它们对镰刀菌菌丝生长的抑制作用

却不同。低浓度二氧化氯（300 mg/L）处理 0.5 h，

可明显抑制菌丝的生长，即使再培养也不再生长。

但即便是高浓度臭氧（1 400 mg/L）处理 2 h 对菌

丝生长亦无明显抑制作用。菌丝的生长数据与扫

描电镜结果一致。本研究与史健阳等的研究结果

一致，史健阳等利用气态 ClO2 研究其对黄曲霉菌

丝生长、孢子萌发，以及黄曲霉菌产毒能力的抑

制作用，结果表明 ClO2 对黄曲霉菌丝生长、产毒

能力、孢子萌发都有强烈抑制作用，对抑制高水 
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分玉米中黄曲霉菌孢子萌发也有显著效果[24]。杨

莎等也对气态 ClO2 对黄曲霉的抑制作用进行过

研究，结果表明气体二氧化氯对黄曲霉的抑菌效

果显著，最佳抑菌条件为：当霉菌载体为苦荞时，

气体二氧化氯浓度为 4.5 mg/L，抑菌时间为

40 min，抑菌率可达 99.99%[25]。 

气态 ClO2 还被广泛用于控制新鲜果蔬的食

源性或收获后微生物污染[26]。ClO2 熏蒸可有效杀

灭对磷化氢敏感和抗性的贮藏产品昆虫种类，而

且不会对储存的稻米造成严重的化学残留[27]。Yu 

等指出 AFB1可被气态 ClO2成功分解为对人体无

毒的物质。这对将 ClO2 应用于霉菌毒素降解中具

有重要的指导意义[28]。 

综上所述，本研究的结果表明，与霉菌毒素

生物合成有关的基因，可用于快速预测真菌的毒

性。镰刀菌属是小麦中的主要污染物，ClO2 气体

在低浓度下能有效控制镰刀菌属的生长。因此，

气态 ClO2 可作为一种潜在的绿色熏蒸剂，用于

控制霉菌，并将该技术应用于谷物储藏期间的真

菌毒素降解。 
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