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摘　要　应用ＦＴＩＲ－ＡＴＲ光谱技术与多元统计分析相结合的方法对镰刀菌、立枯丝核菌、核盘菌、瓜果腐
霉菌和辣椒疫霉菌等重要的土传致病真菌进行鉴别。对测得的ＦＴＩＲ光谱进行了归一化和二阶求导处理，选
择了适合于真菌分类识别的１４个光谱特征波段。在此基础上，采用典型判别分析和系统聚类分析对不同菌
株进行了识别。结果表明，不同菌种间识别准确率达到１００％，而镰刀菌种内不同菌株间识别准确率为

９５．５６％，说明傅里叶变换红外光谱技术在植物病原真菌分类识别方面具有较大的应用潜能。
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引　言

　　植物病原真菌是引起农作物病害的重要致病菌，病害的
发生经常导致作物大面积减产和品质下降，快速、准确地对
病原菌进行鉴定是有效防治的重要环节。真菌化学组分主要
由其本身的细胞结构和生长过程中产生的毒素决定，真菌细
胞主要由蛋白质、碳水化合物、核酸、脂质及其他生物大分
子构成，毒素的化学成分包括蛋白质、萜类、酸类、醇类等
大分子［１］。这些化学组分的敏感波段大多集中在红外波段区
域，因此利用红外光谱法可以定性或定量地测定不同真菌。

２０世纪５０年代开始出现将红外光谱技术应用于微生物
检测方面的报道［２］，然而直到１９８８年Ｎａｕｍａｎｎ等报道将傅
里叶变换红外光谱应用到微生物检测后［３］，该技术才逐步开
始广泛应用。目前，傅里叶变换红外光谱技术已成功应用于
细菌［４，５］、真菌［６，７］、酵母菌［８，９］、放线菌［１０］等微生物的识
别，不仅可以进行不同属的鉴定，而且可以实现种，甚至亚
种的识别［１１，１２］。

本研究利用衰减全反射傅里叶变换红外光谱技术（ＦＴ－
ＩＲ－ＡＴＲ）对镰刀菌、立枯丝核菌、核盘菌、瓜果腐霉菌和辣
椒疫霉菌等土传病害的致病真菌进行识别，选择了适合于真
菌分类的光谱特征波段，用于测试真菌的判别分析和聚类分
析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
实验选择了五株镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ），分别为串珠镰刀菌

（Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ　ＢＨ０８０５０６０１）、半裸镰刀菌（Ｆ．ｓｅｍｉｔｅｃｔｕｍ
ＨＧ０６１１０９０３）和尖孢镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ＨＧ５０４２８１）各一
株 及 茄 病 镰 刀 菌 ［Ｆ．ｓｏｌａｎｉ　ＨＧ０９０３１５０１０２ （ａ），

ＨＬＢ０８０７１５０１（ｂ）］两株。此外，还选择了立枯丝核菌（Ｒｈｉ－
ｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｉ　ＳＤＨＧＬＫ０６０４）、核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉ－
ｏｒｕｍ ＨＧ０８０３２２０４）、瓜果腐霉菌（Ｐｙｔｈｉｕｍ　ａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ
ＨＧ０８０９２２０１）和 辣 椒 疫 霉 菌 （Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｃａｐｓｉｃｉ
ＬＪ０８１１１５０１）等四株土传病害的真菌。以上所有菌株根据形
态学特征鉴定到种，并保存于中国农业科学院蔬菜花卉研究
所菜病综防课题组病菌资源库。

１．２　真菌培养
采用马铃薯葡萄糖培养液（ｐｏｔａｔｏ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ｂｒｏｔｈ，ＰＤＢ）

培养真菌。２５０ｍＬ三角瓶装入１００ｍＬ培养液，接种经活化
的菌株，每个菌株分别接种三瓶，设为三次重复。在往复式
摇床上振荡培养５～１０天，往复频率为１２０次·ｍｉｎ－１，培养
温度为（２６±１）℃。待菌丝生长充足后，对马铃薯葡萄糖发
酵液进行抽滤，并用０．９％生理盐水洗涤三次，收获菌丝。收
集的菌丝用锡箔纸包好，真空冷冻干燥２４ｈ后，研磨成粉
末，装入２ｍＬ　ＥＰ管中，然后置于４℃保藏备用。

１．３　ＦＴＩＲ光谱测量



光谱测定采用Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ公司的Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　１００傅里
叶变换红外光谱仪与衰减全反射ＡＴＲ附件，中红外检测器。

ＡＴＲ数据从配有ＺｎＳｅ晶体的变角衰减全反射附件上取得，

光线入射角为４５℃。将研细的样品粉末平铺在ＺｎＳｅ晶体的
凹槽中，压紧，即可测其红外光谱。光谱测量范围４　０００～
８００ｃｍ－１，分辨率４ｃｍ－１。扫描信号累加３２次，自动平滑处
理。扫描时实时扣除水和ＣＯ２ 的干扰。设不放入任何样本的
空扫描作为背景。光谱仪系统由Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　６．０软件控制。

１．４　数据分析
将测得的原始光谱数据应用Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　６．０软件进行归

一化处理和１３点平滑的二阶导数求导处理，选择适合于真
菌分类的光谱特征波段，然后利用选择的特征波段对测试真
菌进行典型判别分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）和聚
类分析（Ｃｌｕｓｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）。数据分析采用ＳＡＳ　９．０软件。

２　结果与分析

２．１　真菌ＦＴＩＲ光谱分析
尖孢镰刀菌、立枯丝核菌、核盘菌、瓜果腐霉菌和辣椒

疫霉菌的傅里叶变换红外光谱图如图１所示。由图可见，不
同菌种的红外光谱之间存在较明显的差异。不同属真菌的红
外光谱受其细胞组分影响，在峰型、峰的数量、峰位及特定
峰的相对透射强度上存在较大差别。

Ｆｉｇ．１　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｆｕｎｇａｌ　ｓｐｅｃｉｅｓ

　　镰刀菌种内不同菌株的红外光谱图如图２所示，可以看
出，镰刀菌不同菌株间的红外光谱较为相似，难以直接从谱
图上区分不同的菌株。这里采用二阶求导处理的方法，使镰
刀菌不同菌株原始谱图中的差异放大。图３为茄病镰刀菌和
串珠镰刀菌的原始谱图及其二阶导数谱图。可以看出，经二
阶求导处理后，ＦＴＩＲ谱图的差异更容易分辨。如原始谱图
中，茄病镰刀菌和串珠镰刀菌在１　７５０和１　０００ｃｍ－１附近存
在细微差异，而经过二阶求导处理后，１　７５０和１　０００ｃｍ－１处
差异放大，可以很明显地看出。

２．２　光谱特征波段的选择
对测得的所有菌株原始光谱进行归一化处理和１３点平

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｆｕｓａｒｉｕｍ

Ｆｉｇ．３　ＦＴＩＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｆｕｓａｒｉｕｍ
（ａ）：Ｔｈｅ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ；（ｂ）：Ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

滑的二阶导数求导处理，结合真菌ＦＴＩＲ谱图及其二阶导数
谱图，分析谱图峰位、峰型等特征差异，选择可以识别不同
菌株的光谱特征波段。表１列出了测试菌株透射峰位置的平
均波数值，取平均得到了２　９２４，２　８５４，１　７４５，１　６４１，１　５４７，

１　４６６，１　４０６，１　３７６，１　３０６，１　２４０，１　２０１，１　１５２，１　１０９，

１　０２８ｃｍ－１等１４个ＦＴＩＲ光谱特征波段，用于菌株的识别和
分类。

２．３　不同菌种的红外光谱分类
利用选择的１４个光谱特征波段，对尖孢镰刀菌、立枯丝

核菌、核盘菌、瓜果腐霉菌和辣椒疫霉菌进行典型判别分
析，第一典型变量（Ｃａｎ１）和第二典型变量（Ｃａｎ２）的贡献率分
别为５９．４０％和３６．９８％，前两个典型变量的累积贡献率达
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Ｔａｂｌｅ　１　Ｗａｖｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｅａｋｓ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｇｒｅａｔｅｓｔ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｔｅｓｔｅｄ

ν１ ν２ ν３ ν４ ν５ ν６ ν７ ν８ ν９ ν１０ ν１１ ν１２ ν１３ ν１４
尖孢镰刀菌 ２　９２６　 ２　８５１　 １　７４６　 １　６３８　 １　５４７　 １　４６８　 １　３９５　 １　３７７　 １　３０９　 １　２４３　 １　２０１　 １　１５６　 １　１１０　 １　０３０
串珠镰刀菌 ２　９２４　 ２　８５５　 １　７４４　 １　６４２　 １　５４７　 １　４６４　 １　４０３　 １　３７９　 １　３０４　 １　２３０　 １　２０１　 １　１５２　 １　１１０　 １　０３４
半裸镰刀菌 ２　９２４　 ２　８５５　 １　７４６　 １　６３６　 １　５４７　 １　４６５　 １　４０２　 １　３７７　 １　３０４　 １　２４１　 １　２０１　 １　１５２　 １　１１０　 １　０２７
茄病镰刀菌（ａ） ２　９２３　 ２　８５４　 １　７４５　 １　６４８　 １　５５０　 １　４６５　 １　４０１　 １　３７８　 １　２９９　 １　２３７　 １　２０２　 １　１５２　 １　１１０　 １　０２４
茄病镰刀菌（ｂ） ２　９２４　 ２　８５１　 １　７４５　 １　６３５　 １　５４８　 １　４６８　 １　４１０　 １　３７９　 １　３０２　 １　２２８　 １　２０１　 １　１４９　 １　１０６　 １　０２３
立枯丝核菌 ２　９２５　 ２　８５４　 １　７４５　 １　６３８　 １　５４７　 １　４６８　 １　４０８　 １　３７５　 １　３０９　 １　２４４　 １　２０２　 １　１５１　 １　１１０　 １　０２４
核盘菌 ２　９２５　 ２　８５６　 １　７４６　 １　６４０　 １　５４７　 １　４６６　 １　４０４　 １　３７６　 １　３０８　 １　２４０　 １　２０２　 １　１４９　 １　１０８　 １　０２６
瓜果腐霉菌 ２　９２４　 ２　８５５　 １　７４５　 １　６４７　 １　５４４　 １　４６６　 １　４０９　 １　３７２　 １　３１１　 １　２４８　 １　２０２　 １　１５５　 １　１０６　 １　０３６
辣椒疫霉菌 ２　９２３　 ２　８５４　 １　７４４　 １　６４７　 １　５４８　 １　４６７　 １　４２１　 １　３７１　 １　３１３　 １　２４９　 １　２０１　 １　１５５　 １　１０９　 １　０３２
均值 ２　９２４　 ２　８５４　 １　７４５　 １　６４１　 １　５４７　 １　４６６　 １　４０６　 １　３７６　 １　３０６　 １　２４０　 １　２０１　 １　１５２　 １　１０９　 １　０２８
均方根误差 ０．９２　 １．６９　 ０．７４　 ４．７５　 １．４９　 １．４２　 ７．０１　 ２．７８　 ４．３７　 ６．９８　 ０．５２　 ２．４１　 １．６２　 ４．４８

到９６．３８％，显示了相当好的分类拟合度，因此这里选择前
两个典型分量构建判别函数，对五种真菌的ＦＴＩＲ光谱进行
分类识别。结果显示，五种真菌的判别准确率达到１００％。

图４为利用前两个典型变量对五个不同菌种进行分类的结果
散点图，说明该方法可用于不同种真菌的鉴别与分类研究。

Ｆｉｇ．４　Ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｆｉｖｅ　ｆｕｎｇａｌ　ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆｉｇ．５　Ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｆｕｓａｒｉｕｍ

２．４　镰刀菌种内不同菌株的光谱分类
利用选择的１４个光谱特征波段，对串珠镰刀菌、半裸镰

刀菌、尖孢镰刀菌和茄病镰刀菌（菌株ａ和ｂ）进行典型判别
分析，前两个典型变量的累积贡献率达到９１．１４％（图５）。利
用前两个典型分量构建判别函数，对镰刀菌五个菌株的ＦＴ－
ＩＲ光谱进行分类识别，结果见表２，可以看出，串珠镰刀菌、

半裸镰刀菌和尖孢镰刀菌的判别准确率都达到１００％，除了
两个茄病镰刀菌菌株ａ与菌株ｂ之间各有一个重复相互判错
外，其他菌株均得到正确归类，总体识别准确率为９５．５６％。

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｆｕｓａｒｉｕｍｓｔｒａｉｎｓ

半裸

镰刀菌

串珠

镰刀菌

茄病镰

刀菌（ａ）
茄病镰

刀菌（ｂ）
尖孢

镰刀菌

正确率

／％

半裸镰刀菌 ９　 ０　 ０　 ０　 ０　 １００．００
串珠镰刀菌 ０　 ９　 ０　 ０　 ０　 １００．００
茄病镰刀菌（ａ） ０　 ０　 ８　 １　 ０　 ８８．８９
茄病镰刀菌（ｂ） ０　 ０　 １　 ８　 ０　 ８８．８９
尖孢镰刀菌 ０　 ０　 ０　 ０　 ９　 １００．００

　　上述结果也可从其聚类分析结果图中表现出来，图６为
所有测试菌株的聚类分析结果图。从图中可以看出，两个茄

Ｆｉｇ．６　Ｃｌｕｓｔｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｆｒｏｍ　ｆｕｎｇａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｔｅｓｔｅｄ

‘１’，‘２’，‘３’ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｔｒａｉｎ
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病镰刀菌菌株Ｆ．ｓｏｌａｎｉ（ａ）和Ｆ．ｓｏｌａｎｉ（ｂ）被直接归为一类，
而不是各自成一类后再聚类，说明这两个菌株的ＦＴＩＲ光谱
相似，其化学组分也最为相似。然而，在此基础上，所有镰
刀菌菌株都被正确地归为一类，说明镰刀菌种内不同菌株间
的光谱差异性小于其与其他菌株间的光谱差异性。另外，辣
椒疫霉菌与瓜果腐霉菌被归为一类，这与根据形态学分类得
到的结果一致，二者都属于卵菌。从图中还可以明显地看
出，两个不同菌种间的类平均距离远远大于种内不同菌株间
的距离，说明红外光谱结合聚类分析可以较好地完成不同真
菌菌种鉴别。

３　结　语

　　文章利用傅里叶变换红外光谱和多元统计分析方法对五

株镰刀菌和立枯丝核菌、核盘菌、瓜果腐霉菌及辣椒疫霉菌
等其他土传病害致病真菌进行分类识别，得到了１４个适合
土传真菌分类的光谱敏感特征波段。对测试真菌进行判别分
析的结果显示，不同菌种间识别准确率达到１００％，而镰刀
菌种内不同菌株间识别准确率为９５．５６％，说明傅里叶变换
红外光谱在真菌菌种分类识别方面存在较好的潜能。

对镰刀菌不同菌株进行判别分析，结果两个茄病镰刀菌
菌株Ｆ．ｓｏｌａｎｉ（ａ）和Ｆ．ｓｏｌａｎｉ（ｂ）相互间发生错判；进行聚类
分析时，两个茄病镰刀菌菌株也被直接归为一类，而没有各
自首先归为两个亚类，说明这里选择的方法可以较好地完成
不同菌种的鉴别，而如何利用ＦＴＩＲ红外光谱法及其特征波
段实现真菌种内、甚至亚种的分类还需要进一步研究。
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