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摘 要:为明确病小穗率、镰刀菌相对丰度与小麦赤霉病DON毒素累积的关系,2023年从江苏、湖北、安

徽、河南和陕西5省份11个环境中自然发病麦田采集128个小麦穗样本,统计了样本病小穗率,划分病害严

重度等级,同时利用高通量测序和LC/MS技术测定了镰刀菌相对丰度和DON毒素含量,并对三者的相关性

进行了分析。结果表明,病小穗率、镰刀菌相对丰度与DON毒素含量间均呈极显著正相关(P<0.001);严重

度为4级的样本中镰刀菌相对丰度显著高于0级和1级(P<0.05),严重度为4级的样本DON毒素平均含

量显著高于其他等级,且在严重度为1、2、3级样本间,镰刀菌相对丰度和DON毒素平均含量均无显著差异,

病小穗率比严重度等级更适合用于评估小麦穗中的镰刀菌相对丰度和DON毒素含量。经多元线性回归分

析,病小穗率和镰刀菌相对丰度对DON毒素累积的共同影响大于单一因子(R2=0.364),二者可能同时在

DON毒素含量预测模型的构建中发挥重要作用。
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CorrelationbetweentheDiseasedSpikeletRate,RelativeAbundanceof
FusariumSpecies,andAccumulationofDONToxininFusariumHeadBlight
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Abstract:Toclarifythecorrelationbetweenthediseasedspikeletrate,therelativeabundanceofFu-
sariumspecies,andaccumulationofDONtoxininFusariumheadblight,128wheatearsfromnatu-
rallyoccurringwheatfieldswerecollectedin11environmentsin5provincesofJiiangsu,Hubei,An-
hui,HenanandShaanxiin2023.Wecalculatedthediseasedspikeletrateinthesamples,classified
thediseaseseverity,andusedhigh-throughputsequencingandLC/MStechnologytodeterminethe
relativeabundanceofFusariumspeciesandDONtoxincontent,andanalyzedthetheircorrelation.
Theresultsshowedthattherewasasignificantlypositivecorrelationbetweenthediseasedspikelet
rateandrelativeabundanceofFusariumspeciesandDONtoxincontent(P<0.001).However,the
relativeabundanceoffusariumspeciesinsampleswithseveritylevel4wassignificantlyhigherthan
thatoflevel0andlevel1;theaveragecontentofDONtoxininsampleswithseveritylevel4wassignifi-
cantlyhigherthanthatofotherlevels(P<0.05),andtherewasnosignificantdifferenceintherelativea-



bundanceofFusariumspeciesandaveragecontentofDONtoxinamongsamplesbetweenseveritylevels1,

2,and3;thediseasedspikeletrateismoresuitablethanthediseaseseverityforevaluatingtherelative
abundanceofFusariumspeciesandDONtoxincontentinwheatspikes.Theresultsofmultiplelinear
regressionanalysisshowedthatthecombinedeffectofdiseasedspikeletrateandrelativeabundanceof
FusariumspeciesonDONtoxinaccumulationwasgreaterthanthatofasinglefactor(R2=0.364),

andbothfactorsmayplayimportantrolesintheconstructionofDONtoxincontentpredictionmodel.
Keywords:Wheat;Fusariumheadblight;DONtoxin;Diseasedspikeletrate;Relativeabundanceof
Fusariumspecies;Predictionmodel

  小麦赤霉病(fusariumheadblight,FHB)是
由镰刀菌属(Fusariumspp.)真菌侵染引起的一

种重要流行性病害[1],主要危害小麦穗部,导致穗

部腐烂甚至枯死,造成产量和品质下降[2]。该病害

在全球小麦种植区域内均有发生[3],温暖潮湿地区

尤为严重。近年来,受全球气候变化、农艺措施调

整等因素影响,该病害发生范围持续扩展。近五年

中国小麦赤霉病年均发生面积达450万hm2,已成

为严重影响中国小麦生产安全的重大病害[4-5]。
镰刀菌在侵染过程中会产生镰刀菌毒素,对

人畜健康造成严重威胁[6]。其中,脱氧雪腐镰刀

菌烯醇(deoxynivalenol,DON)污染最为严重。
据报道,中国主产区小麦中DON毒素检出率最

高[7],且DON毒素的累积与小麦赤霉病的发生

密切相关[8-10]。国内外多个研究团队通过田间采

样、人工接种、实时荧光定量PCR及质谱-色谱联

用等方法,证明了不论是镰刀菌含量、镰刀菌接种

浓度或小麦赤霉病发生程度均与DON毒素浓度

呈显著正相关[11-15]。但Morenocontreras等[16]研

究认为,DON毒素累积与镰刀菌菌量以及小麦赤

霉病发生程度不存在显著相关性。目前多数研究

均以气象因素作为关键变量构建DON毒素预测

模型[17-18],还有部分研究利用光谱技术实现DON
毒素预测模型的构建[19-20],少数研究结合农艺措

施等因素进行建模[21]。然而,基于病原菌相对丰

度及病小穗率等因子的DON毒素预测模型研究

较为缺乏。
现有研究虽已初步阐明小麦赤霉病发生与镰

刀菌及DON毒素的相关性,但多数研究都集中

于特定镰刀菌的绝对含量,而忽略了田间自然发

病时多种镰刀菌的相对丰度,且目前尚未有关于

病小穗率、镰刀菌相对丰度与DON毒素含量间

的相关性研究。因此,本研究在自然发病麦田中

随机采集麦穗,统计病小穗率,划分病害严重度等

级,采用高通量测序法得出镰刀菌相对丰度,结合

LC/MS技术测定DON毒素含量,通过Pearson
相关分析探讨病小穗率、镰刀菌相对丰度与DON
毒素含量间的关系,同时利用多元线性回归得出

病小穗率和镰刀菌相对丰度对DON毒素含量的

影响,以期从新的角度为构建DON毒素预测模

型奠定基础,为小麦赤霉病科学防控和食品安全

保障提供重要理论依据。

1 材料与方法

1.1 样本采集

2023年5月,在中国小麦赤霉病传统发生地

区即江苏、湖北、安徽、河南、陕西等5省11块麦

田,每块麦田随机采集发病小麦穗样本4~15个,
健康穗样本3个,用吸水纸包裹,分别装入网袋

中,记录采样信息,带回实验室后立即放于-80
℃保存备用。

1.2 样本处理

按照《GB/T15796-2011小麦赤霉病测报技

术规范》[22]进行样本病小穗率统计和病害严重度

等级划分。按照以下公式和标准计算病小穗率,
划分病害严重度等级:

病小穗率=(麦穗发病小穗数/麦穗总小穗

数)×100%。
病害严重度等级划分标准:无病,0级;病小

穗率小于25%,1级;病小穗率在25%~50%之

间,2级;病小穗率在50%~75%之间,3级;病小

穗率大于75%,4级。
将样本分别置于液氮中进行充分研磨,并将

粉状样品置于-20℃保存备用。

1.3 样品镰刀菌相对丰度测定

采用高通量测序法进行样品镰刀菌相对丰度

测定。具体步骤:取供试样品0.1g,采用CTAB
法[23]提取基因组DNA,使用真菌ITS区段通用

引物ITS5-1737F和ITS2-2043R[24]进行PCR扩

增。50μLPCR扩增体系:2×PhantaMaxMas-
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terMix25μL,dNTPs1μL,PhantaMaxPoly-
merase1μL,正反向引物各2μL,DNA 模板1

μL,ddH2O 补 足。PCR 程 序:95 ℃ 预 变 性 3
min;95℃变性15s,56℃退火15s,72℃延伸45s,
共35个循环;72℃延伸5min。扩增产物经1.2%
琼脂糖凝胶电泳验证后,使 用 HiPureGelPure
DNAMiniKit(Magen)纯化目的片段。送至北京

诺禾致源生物信息科技有限公司(NovaSeq6000
PE250)测序。

拆分测序数据并去除Barcode和引物序列,使
用FLASH[25](V1.2.11)进行序列拼接,获得Raw
Tags。利用Fastp(V0.23.1)对RawTags进行质

量控制,得到CleanTags[26]。将CleanTags与物

种注释数据库(Unitedatabasehttps://unite.ut.
ee/forITS)进行比对,去除嵌合体序列,获得Ef-
fectiveTags[27]。使用Vsearch[28]对EffectiveTags
在97%相似度水平下进行聚类并获得(operational
taxonomicunits,OTUs)。通过 QIIME[29]将代

表性OTUs序列与Unite数据库比对,完成物种

注释。

1.4 样品DON毒素含量测定

参考Juan等[30]方法并稍作修改,采用液相

质谱联用仪(LC/MS)进行样品DON毒素含量测

定。具体步骤如下:取供试样品0.2g,加入10
mL提取溶剂(乙腈∶水∶甲酸=84∶15∶1),于25
℃,200r·min-1 摇培4h。超声振荡30min,

10000r·min-1 离心10min,收集上清液,自然

风干后加入1mL有机溶剂(甲醇∶水=70∶30)
复溶,使用0.22μm细菌过滤器过滤至样品瓶

中,上机分析。流动相组成:流动相 A(0.1%甲

酸、5mmol·L-1 甲酸铵、水)和流动相B(0.1%
甲酸、5mmol·L-1 甲酸铵、甲醇)。梯度洗脱设

置:90% A0.25mL·min-1(0~2min),80%~
20% A0.25mL·min-1(2~5min),20% A0.25
mL·min-1(5~6min),20%~10% A0.25mL·

min-1(6~8min),10% A0.25mL·min-1(8~
14min),10%~0% A0.25mL·min-1(14~17
min),100% B0.35mL·min-1(17~18min),

100%~50%B0.4mL·min-1(18~21min),进
样总量为20μL,总计运行时间为21min。

1.5 数据处理与分析

利用Excel进行数据处理;运用SPSS26.0
进行Pearson相关分析和多元线性回归,将数据

对数转换后使用单因素方差分析(ANOVA)和最

小显著差异法(leastsignificantdifference,LSD)
进行数据比较。

2 结果与分析

2.1 样本采集信息及病小穗率统计

在128个蜡熟期小麦穗样本中,发病穗样95
个,健康穗样33个(表1)。其中,严重度为1、2、

3和4级的样本平均病小穗率分别为19.54%、

39.24%、63.18%和90.56%,对应的样本数量分

别为16、23、28和28个(表2)。

表1 样本采集信息

Table1 Samplesinformation

省份
Province

采样地点
Samplingsite

麦穗总样本数
Numberofwheat
spikesamples

病穗样本数
Numberofdiseased
wheatspikesamples

湖北 Hubei

江苏Jiangsu

安徽 Anhui

河南 Henan

陕西Shaanxi

襄阳市南漳县 Nanzhangcounty,Xiangyangcity 17 14

天门市 Tianmencity 10 7

泰州市姜堰区Jiangyandistrict,Taizhoucity 7 4

淮安市洪泽区 Hongzedistrict,Huai􀆳ancity 15 12

苏州市张家港市Zhangjiagangcity,Suzhoucity 8 5

苏州市太仓市 Taicangcity,Suzhoucity 8 5

合肥市庐江县Lujiangcounty,Hefeicity 8 5

淮南市凤台县Fengtaicounty,Huainancity 13 10

南阳市唐河县 Tanghecounty,Nanyangcity 15 12

渭南市蒲城县Puchengcounty,Weinancity 14 11

渭南市富平县Fupingcounty,Weinancity 13 10

总计 Totul 128 95
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表2 病小穗率及病害严重度统计

Table2 Diseasedspikeletrateanddiseaseseverity
样本总数
Numberof
samples

平均病小穗率
Averagediseased
spikeletrate/%

严重度等级
Gradeofseverity

33 0.00 0

16 19.54 1

23 39.24 2

28 63.18 3

28 90.56 4

2.2 样本镰刀菌相对丰度与病小穗率相关性

通过高通量测序分析,严重度为1、2、3级的样

本中,镰刀菌相对丰度分别为22.04%、29.40%和

28.02%,且3个等级样本间无显著差异;严重度

4级的样本镰刀菌相对丰度最高,为49.36%,显
著高于0级和1级;健康麦穗样本中也存在少量镰

刀菌,但其相对丰度仅为0.86%,显著低于其他等

级(图1A)。病小穗率与镰刀菌相对丰度间呈极

显著正相关(P<0.001),Pearson相关系数为

0.379(图1B)。这说明病小穗率比严重度等级更

适合用于评估麦穗中镰刀菌相对丰度。

2.3 样本DON毒素含量与病小穗率相关性

测定结果显示,严重度为1、2、3级的样本中,

DON毒素平均含量分别为19.95、25.69和21.79

μg·g-1,且等级间无显著差异;严重度为4级的

样本中,DON毒素平均含量最高,为53.11μg·

g-1,与其他等级差异显著;健康麦穗样本不存在

DON毒素污染(图2A);病小穗率与DON毒素

平均含量间呈极显著正相关(P<0.001),Pearson
相关系数为0.380,拟合表达式为Y=0.441X+
6.019,决定系数R2 仅为0.144(图2B)。

  图柱上不同小写字母表示各严重度等级间在0.05水平差异显著,下同。

Differentlettersabovethecolumnsindicatesignificantdifferencesamongdifferentdiseaseseveritygradesat0.05level,thesamein

below.

图1 镰刀菌相对丰度及其与病小穗率的相关性

Fig.1 RelativeabundanceofFusariumspeciesandcorrelationwithdiseasedspikeletrate

图2 DON毒素平均含量及其与病小穗率的相关性

Fig.2 AveragecontentofDONtoxinandcorrelationwithdiseasedspikeletrate
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2.4 病小穗率及镰刀菌相对丰度与 DON毒素

含量相关性

镰刀菌相对丰度与DON毒素含量间呈极显

著正相关(P<0.001),Pearson相关系数为0.592,
拟合表达式为Y=0.696X+8.251,决定系数R2

为0.350(图3)。
利用病小穗率和镰刀菌相对丰度两个因子建

立DON毒素含量多元线性回归模型:

Y=0.211DSR+0.615RAF-1.277,R2=0.364
式中,Y 为 DON 毒素含量,DSR为病小穗

率,RAF为镰刀菌相对丰度。该模型 DSR 和

RAF的VIF值均小于10(表3),说明这两个因子

之间不存在共线性,可以用于模型的建立。决定

系数R2 说明病小穗率和镰刀菌相对丰度能解释

DON毒素含量变异的36.4%。与上述结果相比,

病小穗率和镰刀菌相对丰度共同对DON毒素累

积的影响大于单一因子。

图3 镰刀菌相对丰度与DON毒素含量的相关性

Fig.3 CorrelationbetweenrelativeabundanceofFusarium
speciesandDONtoxincontent

表3 DON毒素多元线性回归模型具体信息

Table3 SpecificinformationofDONtoxininmultiplelinearregressionmodel

模型
Model

未标准化系数
Non-standardizedcoefficient

B 标准错误
Standarderror

标准化系数
Standardizedcoefficient

Beta t

共线性统计
Collinearitystatistics

容差
Tolerance VIF

常量Constant -1.277 6.244 / -0.204

DSR 0.211 0.103 0.181 2.037 0.857 1.168

RAF 0.615 0.105 0.523 5.885 0.857 1.168

3 讨论

小麦赤霉病是一种全球重大农作物病害,其
发生流行与镰刀菌侵染及其次生代谢产物DON
毒素积累密切相关。目前有部分研究聚焦于小麦

赤霉病的发生与镰刀菌侵染及DON毒素积累之

间的相关性,但研究结果存在一定差异。研究发

现,小麦赤霉病平均病害严重度与籽粒中 DON
毒素含量间呈极显著正相关[31-32],DON毒素浓度

与病小穗率和镰刀菌生物量之间呈显著正相

关[33],这与本研究结论基本一致。然而不同条件

下此方面的研究结论会存在一定差异。如,陈利

锋等[34]研究表明,DON毒素含量与发病程度的

相关性在不同抗性品种中存在差异,感病品种中

呈现显著相关,而在抗病品种中则不显著。本研

究中,病小穗率和镰刀菌相对丰度与DON毒素

含量之间均呈极显著正相关(P<0.001)。鉴于

田间普遍存在镰刀菌复合侵染现象,后续研究将

重点解析镰刀菌群落组成对病害发生及毒素积累

的影响。此外,本研究结果显示,严重度等级为

1、2、3级样本间,镰刀菌相对丰度和DON毒素平

均含量均无显著差异(P>0.05)。由此推测,基
于病小穗率进行病害严重度等级划分虽然可以为

赤霉病的发生情况提供基础评估,但此分级方法

在评估镰刀菌相对丰度和DON毒素含量方面存

在明显局限性,因此应建立多维度评估指标,细化

分级标准。
基于关键因子建立DON毒素含量预测模型

对小麦赤霉病的精准科学防控至关重要。目前多

数DON毒素含量预测模型都是基于气象因子进

行构建,尚未见关于病原菌相对丰度及病小穗率

的DON毒素预测模型的报道。本研究分别将病

小穗率和镰刀菌相对丰度与DON毒素含量进行

线性回归拟合,但R2 较低。利用多元线性回归

分析病小穗率和镰刀菌相对丰度对DON毒素含

量的影响,结果表明,病小穗率和镰刀菌相对丰度

两个因子对DON毒素累积的共同影响大于单一

因子(R2=0.364)。由此推测,二者可能同时在

DON毒素含量预测模型的构建中发挥重要作用。
但其拟合效果相对较弱,这可能因为本研究仅针
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对小麦蜡熟期的病小穗率、镰刀菌相对丰度及

DON毒素含量进行分析,未考虑气象因子等其他

关键变量,研究周期和变量选择的局限性可能影

响了模型的预测效能。在后续研究中,采样时间

应涵盖小麦多个关键生育时期,以更全面地解析

DON毒素积累的动态变化规律,同时整合气象因

子、栽培管理措施及寄主抗性等关键变量,构建多

因子协同作用的预测模型,从而为小麦赤霉病

DON毒素的风险预警和病害科学防控提供理论

依据和技术支撑。
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