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摘 要：应用纤维素吸附法对 60个稻瘟病菌株进行真菌病毒筛选，发现 14个菌株含有 dsRNA病毒。对带毒

菌株 GD45通过利巴韦林–高温结合方法得到衍生脱毒菌株 GD45–4，与带毒菌株相比，其菌丝更为饱满、菌丝

较直，在 PDA平板上菌落形态显得更为蓬松，颜色偏白。推测菌株 GD45 dsRNA病毒消除后会对其表现型产

生一定影响。 
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Abstract: In this study, we screened the presence of mycoviruses from a collection of 60 Magnaporthe oryzae (M. oryzae) 

strains using the cellulose chromatography method and found that 14 strains harbored dsRNAs. A virus–curing derivative 

strain GD45–4 was obtained from the dsRNA–infecting strain GD45 by high temperature–ribavirin combined 

virus–curing methods. When compared to the original strain GD–45, strain GD45–4 showed a more full and straight 

hypha, and a whiter and fluffier colony morphology on PDA, indicating the elimination of dsRNAs affected the 

phenotype of strain GD45. 
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真菌病毒广泛存在于植物病原真菌中[1–2]。大

部分真菌病毒对寄主表现为潜伏侵染，但有部分真

菌病毒能引起寄主表型异常，即弱毒现象，表现为

菌落形态异常、菌丝生长减缓、产孢减少、致病力

减弱等。这类真菌病毒被认为是一种潜在的生防因

子，可以用来防治植物真菌性病害。利用板栗疫病

弱毒相关真菌病毒防治欧洲板栗疫病是真菌病毒

生物防治实践应用的成功例子[3–4]。从核盘菌中首

次发现 ssDNA病毒 SsHADV–1能显著降低田间油
菜菌核病的发病率[5–7]。随着越来越多的弱毒相关

真菌病毒的发现，真菌病毒作为生物防治的新途径

显示出巨大的潜力[8–11]。  
笔者采用纤维素吸附法对 60个稻瘟病菌株进行

了 dsRNA 筛选，筛选出 14 株带毒菌株，对带毒菌
株进行脱毒处理后发现，脱毒菌株与原始菌株之间

具有表现型差异，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 供试菌株 

60个稻瘟病菌株，由植物病虫害生物学与防控
湖南省重点实验室保存。 
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1.2 方法 

1.2.1 稻瘟病菌 dsRNA 病毒检测 

利用纤维素吸附法[12]提取稻瘟病菌 dsRNA 病
毒。粗提dsRNA采用DNase I和S1核酸酶去除DNA
和 ssRNA。采用 1%琼脂凝胶进行电泳，用凝胶成
像仪观察电泳结果。 

1.2.2 带毒菌株病毒的消除 

参照 Aoki 等[13]的方法，采用利巴韦林高温尖

端脱毒结合的方法对带毒菌株病毒进行消除。将带

毒菌株接入含有利巴韦林的 PDA 培养基上，置于
33 ℃恒温箱培养。待长出新鲜菌丝，挑取菌丝尖端
置于新的含有利巴韦林的 PDA 培养基上，连续转
接 4 代。对病毒消除菌株经 3 次重复的 dsRNA 检
测验证。 

1.2.3 脱毒菌株的生物学特性观察 

1) 菌落及菌丝形态观察。将带毒菌株与病毒消
除后的衍生菌株接种于 PDA和番茄燕麦培养基上，
28 ℃恒温培养，7 d后观察菌落形态和菌丝形态。 

2) 菌丝生长速度观察。打取直径为5 mm菌饼，

接于 PDA培养基平板，28 ℃恒温培养，每间隔 24 
h 采用十字交叉法，测定记录 1 次菌落直径，每个
菌株 3次重复。 

3) 病原菌致病力测定。采用叶片离体划伤接种
法[14]。接种后的叶片置于 28 ℃、相对湿度 100%的
光照培养箱黑暗放置 1 d后，光照放置 3 d左右。
以接种燕麦片培养基的处理为对照，每个处理重复

3次。随时观察发病情况。 

2 结果与分析 

2.1 稻瘟病菌病毒 dsRNA 的筛选结果 

通过纤维素吸附法对 60 株稻瘟病菌菌株进行
病毒的初步检测，发现 14 株菌株内可能含有
dsRNA，含病毒率 23.3%，dsRNA条带大小在 1 000 
bp到 15 000 bp，如图 1所示。经多次提取发现，
菌株 GD29、GD45、GD55和 GD56的 dsRNA含量
较高，且稳定存在。为了确定 dsRNA 对稻瘟病的
影响，选取代表菌株 GD45进一步研究。 

 
图 1 稻瘟病菌真菌病毒的电泳图谱 

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of the dsRNA extractions from M. oryzae strains  
对菌株 GD45 采用采用纤维素吸附法进行

dsRNA提取，提取物经过 DNase I和 S1 Nuclease
处理去除污染的 DNA和 ssRNA后，进行琼脂糖凝
胶电泳。结果显示该菌株内病毒 dsRNA 含有 3 条
带，相对分子质量在 3 kb左右(图 2)。 

2.2 带毒菌株病毒消除结果 

采用利巴韦林高温消除法对菌株 GD45消除真
菌病毒，经过连续 4代培养发现，菌株 GD45所携
带的病毒已消除，如图 3所示，该衍生菌株被命名
为 GD45–4。 

 
图 2 菌株 GD45 的 dsRNA 电泳图谱 

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of the dsRNAs extracted from 

the GD45 strain  
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2.3 脱毒菌株的生物学特性 

GD45 菌株及 GD45–4 菌株的菌落形态及菌丝
形态如图 4 所示。GD45 菌落呈灰色至灰白色，菌
丝紧凑，气生菌丝较少；GD45–4 菌株，白色气生
菌丝较 GD45多，菌丝蓬松，在番茄燕麦培养基上
尤为明显。GD45 菌株菌丝纠结成团，而 GD45–4
菌株菌丝较直，很少纠结在一起。 

 
图 3 菌株 GD45 和 GD45–4 的 dsRNA 电泳图谱 

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of dsRNAs extracted from the 

M. oryzae strains GD45 and GD45–4  
 

   

   
1，2 GD45和 GD45–4在 PDA培养基菌落形态；3，4 GD45和 GD45–4在番茄燕麦培养基菌落形态；5 GD45菌

丝形态；6 GD45–4菌丝形态。 

图 4 GD45 与 GD45–4 菌落及菌丝形态 
Fig.4 Colony and hypha morphology of strain GD45 and GD45–4  

经测算，GD45–4菌株菌丝生长速率(7 mm/d)，
比GD45菌株(6.7 mm/d)略快，差异较小，推测GD45
菌株中 dsRNA病毒对生长速率没有影响。 

离体接种结果(图 5)表明，GD45–4的致病力强
于 GD45。推测 GD45中所含 dsRNA病毒可能引起
寄主致病力减弱。 

 

  
1 接种 GD45；2 接种 GD45–4。 

图 5 菌株 GD45 与 GD45–4 的致病力 
Fig. 5 Pathogenicity of strain GD45and GD45–4  

3 结论与讨论 

对 60株稻瘟病菌株进行了 dsRNA病毒的初步
筛选，筛选出 14 株含有真菌病毒的稻瘟病菌株，

对病毒含量和稳定性都较高的菌株 GD45通过利巴
韦林高温尖端消除法进行脱毒，脱毒菌株 GD45–4
表现型与 GD45存在一定差异，致病力更强。 
为了确定 GD45中 dsRNA病毒与寄主的关系，
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后续将对该病毒进行全基因组测序，明确其基因组

结构和分类地位，对于含有病毒粒子的病毒，拟通

过提取病毒粒子进行转染来进一步验证病毒对寄

主的作用。 
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