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棉花黄姜病菌致萎毒素的初步研究
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摘 要

实验室培养棉花黄姜病菌
,

用查彼克培养基
,

在25 ℃下培养15 天是病菌致姜毒

素产生的适宜条件
。

病菌危 害棉花导致棉株凋姜死亡的毒素物质 主要是蛋 白质
,

其

组份 多为糖蛋白
,

含有17 种氛基酸
,

其中酸性氛基酸 占2 1
.

2 %
,

碱 性 氛 基 酸 占

8
.

9 %
,

电泳分离出 1 3条蛋 白质 条带
。

棉花品种中棉所10 号和 F R 一 1 棉 苗 在 病 菌

毒素稀释液内浸至 6 5, 卜时
,

病情指数分别达到 7 0
.

4 5和 4 7
.

7 3
。
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棉花黄萎病在世界各主产棉区均有发生
,

我国特别是黄河流域棉区发生较重
,

是棉花生

产上的一个严重病害
〔‘ ’。

棉花黄姜病菌为什么能导致棉花叶片失绿
、

失水
,

表现强烈 的 萎

蔫
,

严重时整株死亡
。

国外报道认为
,

棉花黄萎病菌在代谢活动中
,

分泌出有毒的物质
,

这

种物质为有毒的蛋 白质或者是一种酸性蛋白质一脂多糖的复合体
〔’ 一 ‘’ ,

国内未 见报 道
。

我们在过去研究工作的基础上
,

对棉花黄萎病菌致萎毒素的粗抽提物进行 了一些试验
,

现将 19 8 2一 1 9 8 4年的结果报道如下
。

l 材料和方法

1
。

1 材料

供试棉花黄萎病菌

得
。

生物测定所用棉苗
,

1
.

2 方法

( 扩口r t￡e‘11‘。。 〔l、: h l‘a e ) 由径阳县三渠村自 然 病圃 病 株 分 离 所

韶
:

种为感病的
r
卜棉月12 0号和抗病的 F R 一 l

。

病 菌 培 养
:
将 试 管 斜 而 棉 花 黄 姜 病 菌 转 接 到 盛 IOOm l 查 彼 克 培 养 液

( N a NO
。

2 9 , K H
Z

P O
; 2 9 ,

K C I 1 9 ,

M gS O
‘

2 9 , Fe S O
‘
0

.

0 2 9 ,

蔗糖 3 0 9 ,

蒸馏水 l0 0 0 m l )

的2 5 om l 三角瓶内
,

置摇床于25 ℃下震荡培养 15 天
,

摇床震动往复每分钟为88 次
。

粗提
:
将培养 1 5天的病菌培养液进行初步提取

。

病菌培养液倒入布氏漏斗中
,

抽气减琢
过滤

,

菌体 与滤液 分 别收 集
。

滤 液 经 1 5 0 09 离 心 15 分 钟
,

上 清 液 经 微 孔 膜 ( 孔

本 文于 1 9 8 6年 12 月 2 5 日收到 ,
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径 。
.

4 5 “m ) 超压 ( 1 k g /c m
’
) 过滤

,

滤液装入超滤器内 (超滤膜孔径比 A
。 ,

截留分 子量

1万以上 )
,

外加高纯氮气超压 ( 3 k g /
c m ’

) 过滤
,

浓缩 10 0倍
。

将超滤所得浓 缩 液经20
, 0 0 0 9

( 。℃ ) 离心 1小时
,

上清液贮存于 一 10 ℃下
,

备用
。

生物测

浸种30 分钟
彝壑独籍焦娜终礴咚拳

,

娜畔
‘

书哟等簇戮熟吻黔脚
”

后
,

播于经高压消毒的土壤内
,

棉苗长出1片真叶时
,

作 致 萎 力 测 定

热 药 水

抽粗 将

提液经2 。。。m l水透析
,

检查无沁一后
,

稀释至蛋 白浓度为。
,

lm g /创
,

每试管分装 s ml
,

供试棉苗插入试管内
,

以无离子水及未接菌的查彼克培养液作为空白对照
,

于室温 15 ~ 20 ℃下

观察记载 65 小时
,

每 8 小时记载 1次棉苗萎蔫情况
。

粗抽提液成份分析
:
¹ 菌体干重

。

将病菌培养液过滤后收集的菌 体 放入烘箱内
, 80 ℃下

烘24 小时
,

称重
。

º蛋白质含量
。

用凯氏定N 法
,

瑞典K 一 I 型半微 量 定 N 仪 测 定
,

以

牛血清白蛋白做标准
。

曲蛋 白质组份
。

用聚丙烯酞胺凝腔圆熹电泳法
。

隔 成 腔 T = 3%
,

分离

胶 T = 7
.

5% ,

电极缓冲液 p H S .

T ri s
一硼酸

,

考马斯亮兰 R 一250 作蛋 白 质 染 色
,

过 碘

酸一s chi ff试剂作搪蛋白染色
。

¼ 氨基酸分析
。

用 121M B 型氨基酸分析仪测
。

¾ 甲苯胺兰法

定性测定粘多糖
,

乙醚浸提定性测定脂类物质
。 、 , 奋 飞

2 结果与分析

2
.

1 培养条件

试验明确了棉花在黄萎病菌产生毒素物质的适宜条件 ( 表 1 )
。

衰t 林花黄美病菌不同培养条件下试验结果

卜犷村乡

林 抽 菌 体
r

蛋 白
,

质
,

千重 ( g ) 占培养液% 含t ( m ‘ ) 占绮养液%

查彼宽液 . 。7 0 0 。 6 5

0
。

0 4

0
。

0 4

0
。

0 7

11 9 。40

O

0

0

7
。

分6

:p

0

0

NuMg

Fe

块块块
同养

O曰仲了、O叮八仙1二倒了

“6508709080

不 同 培

养 天 数

5

10

15

3 。

5 。

9
。

0 。26

。

39
。

6 5

13
。

7 0

25
。

7 0

11 9
_

40

2力0

通2
。

8 0

119
。

40

139
。

00

0 犷13

2。

名5

7
。

9 6

.沙了

,弓二���口a勺八‘吞�b汽匕
.

⋯
nU‘Un�n
�

八甘�Unn.,曰自“.曰才QU

.

⋯
几01勺O甘O”

10152530

、了

养℃培‘不度同砚

注 :
供试分析菌液为 1 5。。m l

培养基成份
: 以查彼克培养液为对照

,

分别以缺 c
,

一

N 和Fe
,

M宫3 个处理培养病菌协结

果培养基中缺C
,

N 和 F e, M g的病菌生长很差
,

与对照相比
,

菌体干重 分别 减 少 加%
,

63 %和 89 %
。

在缺七
,

N 和Fe
,

M g的病菌粗抽提液中
,

均未分析到蛋白质
。

温度
:
设 10 ℃

、

15 ℃
、

25 ℃和30 ℃ 4个处理
,

结果表明
,

在30 ℃上病菌生长与2 5 ℃基本一

致
,
其他温度下生长不良

。
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培养天数 病菌培养不足 15 天者
,

生长不好
,

蛋白质产生极少
。

根据试验结果
,

棉花黄萎病菌产生毒素物质的适宜培养条件确定为查彼克 培 养液
,

25 ℃

下震荡培养 15 天
。

2
.

2 粗抽提液氮墓酸分析

取 1 m l粗抽提液加lm l 1 2N H CI
, 1 10 ℃下水解 2 2小时

,

取出后倒入蒸皿内
,

于90 ℃水溶

蒸干
,

加无离子水定容至s ml
,

用于氨基酸分析仪测定 (表 2 )
。

从粗抽提液中分析到1 7种氨基酸
,

其中酸性氨基酸占2 1
.

2%
,

碱性氨基酸 占 8二, %
。

说

明粗抽提液中的蛋 白质主要是酸性蛋白质
。

天 门冬氨酸
、

苏氨醉和丝氛酸含最较高;
一

分别占

氨基酸总量的12
.

2%
, 8

.

8% 和 7
.

9%
,

这几种氨基酸是蛋白质与糖形成共价键构成糖蛋白或

蛋 白多搪的桥梁
,

这种蛋白质有可能是一种糖蛋白
。

2
。

3 蛋白质组份电泳分析

在 Zm A / 管4℃条件下电泳2一3小时后
,

取出凝胶
,

作蛋白质和糖蛋白两种染色
、

。

蛋白质染

色在三氯乙酸中固定 1小时
,

染色过液
, 7

.

5% 冰乙酸
, 5 % 甲醇水溶液脱色

。

搪蛋白染色 在

表2 棉黄篓病菌培养液粗提物中17 种氮基酸含 t

峰 号 氨基 酸名称 分子量 含 量 ( rn M o l ) 占总盆 %

天 门冬氨酸

苏氮酸

丝氮酸

谷氮酸

脯 氨酸

甘氨酸

丙氮酸

半胧氮酸

绷氨酸

蛋氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

酪氨酸

苯丙氨酸

组氨酸

赖 氨酸

精氨酸

1 3 3

1 1 9

1 0 5

1 4 7

1 1 5

7 5

8 9

1 2 1

3
。

8 9 42

2
。 8 0 5 9

2
.

5 2 95

2
.

8 9 0 8

2
。

5 5 86

3
。

3 0 4 6

3
。

0 7 5 9

0 。 5 7 3 5

2
。

5 9 0 6

0
.

1 4 67

1
。

1 8 4 9

2
.

4 64 8

0
。

3 6 C2

0
.

6 5 3 7

1
。

1 7 6 0

1
。

0 0 2 1

0
。

6 54 3

1 2
。

2 2

8
。

8 0

7
。

9 4

9
。

Q7

8
。

0 3

1 0
_

3 7

9
。

65

1
。

80

8
。

1 3

0 。

4 6

3
。

7 2

7
。

7 3

l
。

1 5

之
.

0 5

3
。

6 9

3
。

1 4

之
。

0 5

口‘O甘11
闷月11�013RJq,工J一舀J,d00�bta

Jq尸i,土,1,卫,工1.1工,1, .1火

8

,

1 0

1 1

1 2

l 3

l 4

1 5

1 仁

1 7

40 % 乙醇
、

5 %冰 乙酸 中固定过液
,

用 0
.

1% 高碘酸处理 2 ~ 3小时
,

再用 0
.

2 %偏重亚硫酸 钠

处理2~ s’J
、时

,

放入 Sc hi ff 试 剂内染色
,

用 0
.

01 % 偏重亚硫酸钠脱色
。

由图 1看出
,

从粗抽提液中分离出13 条蛋 白质条带
,

其中与蛋 白质条带迁移率 相同的第

l
,

2
, 3 , 4 , 6 , 7 , 9 ,

10 等 8条能被过碘酸一Sch if f试剂染色
,

从而进一步证明了 粗抽提液

中多数蛋白质为糖蛋自
。
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2
.

4 蛋白质毒性测定

棉苗在棉花黄萎病菌毒素稀释液 内浸 24 小时后陆续开始出现萎蔫
,

到65 小时感病品种 中

棉所 10 号和抗病品种 FR一 1病情指数分别达到 7 0
.

4 5和 4 7
.

7 3 ,

显示出强的致萎能力 (图2)
,

但

对照组棉苗直到试验结束均未出现萎蔫
。

纂纂翼翼{纂纂黝珊翼樱黝瓣瓣黝黝
慈慈撇踢裁蒸蒸黔瓤瀚藩麟鑫黝撇夔缴巍瘾瘾

鬓鬓鬓l翼翼翼纂纂
舞舞夔粼缓器麟登缓举箱琴蓬羹夔夔愁家缭奎奎鹜髯翼羲舞纂裂费赘羹粼襄滩珊黍}{盔鑫魏龚龚

翻杀早误

一l全l
‘

习( h )

图1 粗抽提液电泳图谱

A
.

考马斯亮蓝染色
, B

。

过碘酸一S ch if f染色

图 2 棉黄萎病菌毒素对不同抗性品种 致萎力

i一 中棉所 1 0号 ; z一F R 一 z

3 讨 论
通过对病菌不 同营养

、

温度和天数的培养试验
,

明确了病菌生长和产生毒素的适宜培养

条件为
: 查彼克培养液

、

25 ℃下震动培养 15 天
。

确定了分析棉黄萎病菌毒素的粗提程序
。

初步

认为
,

棉花黄萎病菌导致棉花萎蔫的毒素物质主要是蛋白质
,

其组份多为糖蛋白
,

经稀 释后

对棉苗仍具强的致萎力
。

试验还发现
,

用 乙醚抽提定性测定
,

粗提物中还有少量脂类物质存在
。

用甲基胺兰法定

性分析正常培养病菌粗提物中没有 发 现粘多糖
,

而在培养中缺 C
,

N 或Fe
,

M g 或在短时间 (5

天 )培养时
,

其粗提物中发现有粘多糖
。

这两类物质产生的条件及是否具有致萎 作 用
,

有待

进一步研究
。
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