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病原菌毒素在作物抗病育种中的应用
 

—毒素的制备、活性测定及筛选方法

邹继军　杨庆凯

(东北农业大学大豆研究所 )

植物病原菌毒素是病原菌产生的 ,不属于酶类的代谢产物。它能够使寄主产生特定病症反

应 ,在植物病害的发生、发展过程中有明显的致病作用。目前 ,一个十分明显的趋势是把毒素研

究与组织培养技术相结合 ,进行作物品种抗病性鉴定和抗性材料离体筛选。离体筛选与田间选

择相比有很多优点: ( 1)不受时间的限制 ,可以在任何季节进行 ; ( 2)可以人为地创造严格的培

养条件 ; ( 3)可以避免田间或温室条件下可能出现的灾害 ; ( 4)大大缩小选择所用的时间和空

间。为更好的利用这些优点 ,使毒素得到更广泛应用 ,本文将对毒素的制备、活性测定及离体筛

选方法等加以综述。

1　植物病原菌毒素的制备

病原菌经一段时间培养后 ,经过滤即可得到全毒培养液。全毒培养液或病菌的其它培养物

浸提液经萃取和初步层析后可得到粗提毒素。由于萃取层析过程中消除了许多其它成分 ,粗毒

素所含成分就相对简单多了 ,但它仍不是纯而单一的毒素 ,很可能是多种有毒成分的混合物。

粗毒素再经薄层层析或高效液相层析等方法进一步分离纯化即可得到更纯的毒素。现在组织

培养抗性筛选中最常利用的还是粗毒素。 现列举几种毒素制备方法以供参考。

1. 1　玉米小斑病 T小种毒素制备 (谢建敏等 , 1991)　菌种接种于 PDA斜面→ 25℃培养 7天

→改进的 Fries3号培养液→ 26℃ ,振荡培养 7天→ 15 000g。 30′离心→上清液经 0. 45μ微孔滤

膜抽滤→粗毒素。

1. 2　水稻白叶枯病菌毒素制备　己烷提取白叶枯病菌振荡培养 , 28℃ , 5～ 7天→ 10 000rpm /

s离心→上清液 ,调 pH= 3→加入等量的乙酸乙酯 (重复 3次 )→①水相→加入 3倍 95%乙醇

或丙酮→ 8 000rpm /s离心→取沉淀加水稀释→水相毒素 ;②酯相→抽提→取干物质加无水乙

醇→毒素粗提物。

1. 3　小麦赤霉病毒素 ( DON)制备　粗粉样品 20克 (病菌接种于灭菌麦粒 , 25℃培养 7天 ,烘

干粉碎 )→乙醇: 水 ( 3∶ 1= V∶ V ) 150m l→振荡提取 ( 30分钟 ) ,过滤→取 50ml滤液→正己烷

( 25ml)提取→下层提取液 ,加适量乙醇 ( 3～ 5m l)→减压浓缩至干 ( 50℃ )→残留物 ,加入乙醇

( 5ml , 2+ 2+ 1)→ Florisil柱 ( 10克 ,正己烷饱和 )→ 100ml正己烷洗脱 ,去掉洗脱液→ 100ml三

氯甲烷: 甲醇 ( 9∶ 1= V∶ V)洗脱 ,收集洗脱液→减压浓缩至干 ( 50℃ )→残留物 ,加 2ml乙醇

→ DON提取液→生物测定 ,气相色谱分析或气质连谱分析。

2　植物病原菌毒素的活性测定方法

利用毒素进行抗性筛选 ,一个急待解决的问题就是它的使用剂量。如剂量高 ,死亡率高 ,易
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于导致一些抗病材料的丧失 ;如剂量低 ,选择压力小 ,则不易选出高抗材料。 所以 ,在培养基上

施用毒素前 ,要确定它的生物活性 ,进而选择适宜的剂量。毒素生物活性测定方法已有很多 ,但

不同方法有时却可能得出不同的结果 ,在测定过程中 ,有必要选择抗性材料和感病材料为对

照 ,这不但便于不同方法之间的比较 ,而且可在一定程度上减少不纯毒素制剂的影响。

现列举几种常用的、简便易行的测定方法。

2. 1　根生长测定法　 Luke和 Wheeler( 1955)利用含 HV毒素 (维多利亚长蠕孢毒素 )制备的

一系列稀释液 ,进行了改进的根生长测定 ,在润湿纸上萌发并选择均匀一致的燕麦幼苗 ,放在

含有毒素溶液的培养皿中培养。 72小时以后 ,测量每个幼苗最长的根 ,确定使根延长受到抑制

达 50%的稀释浓度。制剂的相对活性以毒性单位和毫单位表示 ,毫单位是一毫升内可降低感

病幼苗根长达 50%的毒素制剂。 Pring le和 Braun( 1957)把根长受到完全抑制的最大稀释浓度

作为参比点。选择这一终点是因为经过几个数量级的稀释都能使根长受到相似的 (部分 )抑制。

在后来的研究中 ,又求出测试终点的稀释液中毒素的干重 ,用来估计某一制剂的相对活性。

Luduig ( 1967)用 5ml毒素稀释液浸 25粒大麦种子 4到 8小时后移到垫有湿滤纸的培养皿上 ,

3天后记载种子萌发率 ,以 3种浓度 ( 100% , 50% , 25% )毒素抑制种子萌发的平均值为毒素指

数。

2. 2　根冠细胞测定法　浸种 24hr→消毒 ( 0. 01升汞 0. 5h r)→无菌滤纸 (湿 )催芽 , 28℃ , 2～ 3

天芽长 2cm左右→ (方法 1)直接置根于毒素中 , 30℃ , 2～ 4hr→放在玻片上→中性红 5分钟→

伊斯兰 , 5分钟→切下根冠细胞敲碎镜检→兰色 ,为死亡细胞 ,红色 ,为活性细胞。 (方法 2)取 2

～ 3条根 ,加 2m l毒素→振荡 10分钟后离心 ( 8 000rpm /s)→脱落根冠细胞→ 0. 05%中性红染

色 5分钟→ 0. 02%伊斯兰+ 1滴中性红 , 5分钟→ 1滴伊斯兰 , 5分钟→观察。

2. 3　叶片测定法　 Pring le等 ( 1957)在研究菊池链格孢菌毒素过程中设计出叶片测定法。 他

们用针刺破高度感病的“二十世纪”梨的新叶表面 ,每一伤口施用 1微滴含有毒素的溶液 ,然后

将叶片置于湿室内培养。 24小时后测量施用点周围发展的黑斑面积。结果表明这种测定方法

是有效的 ,适用于多种类型的试验。 康绍兰等 ( 1991)利用玉米小斑病菌毒素涂抹玉米叶片 ,发

现叶片上出现典型的小斑病症状。

2. 4　电解质渗漏测定法　以毒素导致电解质渗漏为依据的测定 ,原为 Wheeler和 Black

( 1963)提出 ,后由 Damann等 ( 1974)加以改进 ,叶片样品用毒素加以短暂处理后 ,根据周围溶

液电导率的变化测定电解质的渗漏。这种测定可以是定量的 ,因为毒素导致的渗漏率对一定浓

度的毒素在 3小时或更长时间内是线性的 ,而且是恒定的。这种方法在较短时间内 ( 3～ 5小

时 )就可得到结果 ,克服了根生长测定时间较长 (需要几天 )对某些不稳定毒素制剂定量研究的

不利影响。

3　筛选方法

Chaw la和 Wenzel ( 1987)最先报道用麦根腐毒素做筛选剂 ,通过组织培养来筛选抗毒素

愈伤组织 ,并再生出抗病植株。 他们从未成熟胚诱导愈伤组织 , 3～ 4个月后用毒素进行筛选 ,

采用连续法和间歇法。连续法是连续地将未被杀死的愈伤组织移到含毒素的培养基上 ,每 3周

为 1次 ,共 4个周期。 间歇法在第 2个或第 3个周期后让愈伤组织在无毒培养基上生长一次 ,

经过选择留下来的愈伤组织有一部分再生植株 ,经人工接种鉴定 ,得到具有抗病反应的植株。

抗病植株经电泳进行生化鉴定发现 ,经毒素选择的愈伤组织比未经选择的愈伤组织多一条蛋

白谱带 (高必达 , 1991)。

筛选方法应根据实际情况而定 ,例如 ,可以在诱导培养基、继代培养基、分化培养基中加同

295期　　　　　　邹继军等:病原菌毒素在作物抗病育种中的应用 -毒素的制备、活性测定及筛选方法



浓度的毒素 ,也可以把毒素从低到高成一定梯度加入 ;还可以选用胚性愈伤组织 ,打碎成 1～

2mm大小 (为加大与毒素接触面积 ) ,在液体培养基中振荡后继续培养 ,选出抗性愈伤组织 ,然

后分化成再生植株进行接种鉴定。

4　应用展望

大量研究表明 ,利用毒素可以做为一件简单易行的淘汰感病材料 ,筛选高抗的品系或品

种。我国先后在玉米小斑病、小麦赤霉病、小麦根腐病、水稻白叶枯病、油菜菌核病和水稻胡麻

斑病等病害的抗病育种中运用了这一方法 ,并取得了成功。

随着研究的深入 ,还会有新的毒素被发现 (如近年提取到的大豆灰斑病菌毒素 ) ,并在毒素

的性质、作用机制、生物合成等方面取得更大的进展。最近的一些研究表明 (章元寿 , 1995) ,毒

素不但可用于筛选抗病材料 ,而且在适当的施用剂量下 ,还可作为一种外源激发子来诱导抗性

或促进植物生长。 例如 ,麦根腐长蠕孢菌毒素高浓度抑制植物生长 ,低浓度却促进叶鞘和根伸

长 ;壳梭孢菌毒素对胡萝卜、豌豆等有增加细胞分裂的作用等。这必将促进毒素在作物抗病育

种上的进一步应用。
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