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小麦禾谷镰刀菌毒素抗性系
的筛选及抗性特性

傅雪琳 1　何　平 2　朱庆麟 3

( 1, 3西北农业大学农学系 , 2西北农业大学基础课部 ,陕西杨陵 712100)

　　摘　要　以稳定生长的小麦 (抗盐 03× No18) F1花药愈伤组织为材料 ,小麦强致病禾谷

镰刀菌的粗毒素为选择剂 ,进行抗毒素变异细胞系的离体筛选。 结果从多步正筛选系统和一

步正筛选系统分别获得抗性变异细胞系 KNr-a和 KNr-b.抗性系的毒素抗性具有显著提高 ,

且其细胞膜透性、硝酸还原酶活性、苯丙氨酸解氨酶活性、游离氨基酸组成均发生了明显变

化。 据此提出了细胞水平上禾谷镰刀菌毒素作用的机理及抗性变异细胞系对毒素表现出一

定抗性的可能原因。
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赤霉病是小麦的重大病害 ,其危害遍及世界各小麦产区 ,严重影响其产量、品质及使

用价值 [1 ]。通过传统的育种方法选育抗赤霉病品种的工作近年来虽有一些进展 ,但未有大

的突破。近几年在细胞水平上利用毒素筛选小麦抗赤霉病突变体的研究工作已陆续展开 ,

主要集中在毒素筛选的可行性、材料及方法的研究上 ,也有对抗性遗传与表达方面的研

究 [2～ 4 ] ,但缺乏对抗性变异体生理生化特性与细胞水平上抗性机理的系统研究。本文报道

作者在这方面的研究结果。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　从小麦杂交组合 (抗盐 03×No18) F1花药诱导的愈伤组织中挑选生长旺盛、稳定、一

致的经扩繁培养 4代后 ,用作筛选材料。禾谷镰刀菌由陕西省农科院植保所提供。

1. 2　方　法

1. 2. 1　禾谷镰刀菌毒素的提取　参考文献 [5]的方法 ,按 100 g干病菌麦粒培养物加 500

m L 85%乙醇的比例 ,浸泡干麦粒培养物 700 g , 10 d后过滤浸提并浓缩成粗毒素液约 300

m L,用蒸馏水定容至 1000 mL作为母液 ,贮于冰箱备用。

1. 2. 2　毒素抗性变异细胞系的离体筛选　根据毒理试验结果 ,多步正筛选分别以 3. 5,

7. 0, 10. 5, 14. 0 g· L- 1 4个水平的毒素浓度为起始选择压 ,分别接种 118, 148, 290和 320

块大小基本一致的愈组。 4个相应的筛选程序 [以毒素浓度 ( g· L
- 1 )表示 ]为: Ⅰ . 3. 5-

7. 0- 14. 0- 21. 0- 28. 0, Ⅱ . 7. 0- 14. 0- 21. 0- 28. 0- 0. 0- 28. 0, Ⅲ . 10. 5- 17. 5-
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28. 0- 0. 0- 28. 0,Ⅳ . 14. 0- 21. 0- 28. 0- 0. 0- 28. 0.一步正筛选从近致死浓度 17. 5和

21. 0 g· L
- 1
作起始选择压 , 选择程序分别为: 17. 5- 0. 0- 28. 0- 0. 0- 28. 0和 21. 0

- 0. 0- 28. 0- 0. 0- 28. 0.每选择代挑选存活或生长相对旺盛的愈伤组织进入下代筛选。

以同步继代的无毒素正常条件下的愈伤组织作亲本系。

愈组继代和筛选用营养培养基为 MS基本培养基+ 1. 5～ 2. 0 mg· L- 1 2, 4-D+ 6-

BA0. 5 mg· L
- 1+ 3. 0 g· L

- 1蔗糖+ 7. 0 g· L
- 1琼脂。

1. 2. 3　抗性细胞系的毒素抗性鉴定　将抗性系在无选择压正常培养基上继代培养至第

3代日龄 15 d时 ,与亲本系愈组一起转入相同梯度浓度毒素培养基上培养 , 30 d后统计

愈组存活率和鲜重变化。设置的浓度梯度有 0. 0( CK) , 7. 0, 14. 0, 21. 0, 28. 0, 35. 0, 42. 0

g· L
- 1 ,每处理接种 10块愈组 ,重复 3次。

1. 2. 4　抗性细胞系的生理生化特性分析　细胞膜相对透性测定采用紫外分光光度计

法 [6 ] ,重复 2次。硝酸还原酶活性测定用磺胺显色法 [7 ] ,重复 3次。苯丙氨酸解氨酶活性测

定参考文献 [8 ]的方法 ,以消光值 O. D变化 0. 01为一个酶活性单位 ,重复 2次。游离氨基

酸组分用 121-MB型氨基酸分析仪测定。

图 1　抗性系与亲本系愈组存活率的变化

1. KNr-a; 2. KNr-b; 3. KNw (下图同 )

2　结果与分析

2. 1　多步正筛选系统

　　从继代培养的第 5代开始抗毒素变异细胞

系的离体筛选。 4个选择程序各选择代愈组

存活率 (入选率 )为: 程序Ⅰ 第 1～ 5代分别为

98. 3% , 68. 1% , 46. 9% , 48. 3%和 23. 1% ; 程

序 Ⅱ 第 1～ 6代为 66. 9% , 32. 5% , 29. 6% ,

29. 7% , 98. 5%和 39. 0% ;程序Ⅲ第 1～ 5代为

49. 3% , 41. 1% , 18. 9% , 100. 0%和 26. 0% ; 程

序 Ⅳ 为 26. 9% , 20. 5% , 22. 5% , 42. 4%和

24. 6% .说明随选择代数增加和选择压升高 ,愈

组存活率下降。 经无选择压条件缓冲培养后又

升入高选择代筛选后 ,愈组存活率又有所提高 ,

且其生长势也较好。 由于 4个程序各代入选愈

组生长状况基本相似 ,最高选择代存活愈组外

观特征相同 ,故将最高选择代入选愈组暂作为

抗性变异细胞系 ,标记为 KN
r
-a.

2. 2　一步正筛选系统

将筛选第 1代入选愈组经在无选择压和高

选择压条件轮换培养筛选后 ,在最高选择代下存活的愈组即暂作为抗性变异细胞系 ,标记

为 KN
r
-b.在此系统中 , 2个选择程序的筛选率分别达到 6. 1× 10

- 3
和 1. 6× 10

- 4
.
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表 1　抗性系与亲本系愈组鲜重增量变化

g· 块 - 1

毒素 ( g· L- 1 ) KN r-a KNr-b KNw

0. 0( CK) 1. 268 0. 869 0. 676

7. 0 1. 350 1. 196 0. 880

14. 0 1. 262 0. 707 0. 642

21. 0 0. 756 0. 451 0. 215

28. 0 0. 712 0. 361 0. 131

35. 0 0. 177 0. 156 - 0. 071

42. 0 0. 137 0. 116 - 0. 149

2. 3　抗性变异细胞系的毒素抗性鉴定

由图 1看 ,毒素对抗性系和亲本系愈组的

生长有明显影响。随毒素浓度升高 ,其愈组存活

率显著下降 ,但与亲本系相比 ,抗性系仍有较大

的存活数 ,尤其是在较高的毒素浓度水平上。若

以 35. 0 g· L
- 1
毒素浓度水平上的愈组存活率

为标准来衡量各材料的毒素抗性强弱 ,则抗性

系 KN
r -a和 KN

r -b的毒素抗性强度分别是亲

本系 KN
w的 9. 2和 8. 9倍。

从表 1也可看出 ,随毒素浓度不断提高 ,抗

性系愈组鲜重增量仍呈较大幅度的正向增长 ,而亲本系则表现出负向增大。说明了抗性系

的毒素抗性较亲本明显提高。

2. 4　抗性系细胞膜相对透性变化

将在梯度浓度毒素培养基上培养至第 12 d的抗性系和亲本系 ,进行膜透性测定的结

果表明 (图 2) ,随毒素胁迫水平提高 ,虽然抗性系与亲本系的膜透性均增大 ,但抗性系膜

透性变化较为平缓 ,且始终低于亲本系。说明抗性系对毒素的忍耐力大于亲本系。

2. 5　硝酸还原酶 ( N R)活性特点

分析抗性系 NR活性的结果表明 ,正常培养条件下 , KNr-a、 KNr -b的 NR活性分别是

2. 55, 3. 53个酶活性单位 ,比亲本系 KNw高 0. 79, 1. 77个酶活性单位 ;在 28. 0 g· L- 1的

毒素培养条件下 , KNr -a、 KNr-b的 NR活性分别为 0. 80和 0. 93,而 KNw则仅为 0. 11.可

见 ,毒素使愈组细胞内 NR活性降低 ,但解除毒素抑制后的抗性系愈组在正常条件下利用

氮素的能力较亲本系增强。

2. 6　苯丙氨酸解氨酶 ( PAL)活性特点

由图 3可见 ,无论在正常培养或毒素作用下 ,抗性系 KN
r -a、 KN

r -b的 PAL活性均高

于 KN
w ,随毒素作用浓度由低升高 ,各系材料均表现出酶活性先升高后降低 ,酶活性高峰

均出现在毒素浓度 14. 0 g· L
- 1 ;在酶活性降低过程中 ,抗性系的降幅显著低于亲本系。

图 2　抗性系细胞膜相对透性变化 图 3　抗性系 PAL活性曲线
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　　薛应龙等 ( 1991)在马铃薯晚疫病和玉米小斑病菌 T小种及大斑病对 PAL活性影响

的研究中认为 ,用病原菌毒素处理同病菌接种感染一样能刺激 PAL活性升高 ,而且毒素

的作用显得更强烈 ,一般 PAL活性与抗病性表现为正相关性。这从本研究中的抗性系

PAL活性变化特点中也能反映出来。

2. 7　游离氨基酸组分分析

由表 2看出 ,抗性系的氨基酸总量水平下降 ,从游离氨基酸组分来看 ,抗性系的天冬

氨酸、甘氨酸、缬氨酸、亮氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸的含量有所增多 ,苏氨酸+ 丝氨酸、谷氨

酸、蛋氨酸、组氨酸的含量均有不同程度的减少 ;此外 ,胱氨酸虽是 2个抗性系氨基酸组分

中含量最少的 ,但亲本系中未测出 ,胱氨酸可能属抗性系在毒素筛选中诱导产生的。故此

认为 ,抗性系的生化代谢过程发生了变化 ,导致代谢产物也发生相应的改变 ,而这种次级

代谢的变化属遗传上的变化。

表 2　抗性系的游离氨基酸组分

氨基酸
KNr-a KNr-b KNw

绝对含量
( mg· kg- 1 )

相对含量
(% )

绝对含量
(mg· kg- 1)

相对含量
(% )

绝对含量
( mg· kg- 1 )

相对含量
(% )

天冬氨酸 304. 6 15. 40 214. 1 8. 74o 209. 5 8. 22

甘氨酸 91. 8 4. 64 156. 1 6. 37 75. 1 2. 95

缬氨酸 174. 8 8. 84 222. 3 9. 07 135. 5 5. 32

亮氨酸 75. 1 3. 80 59. 1 2. 41 57. 9 2. 27

苯丙氨酸 59. 7 3. 02 70. 2 2. 87 33. 4 1. 31

酪氨酸 48. 1 2. 43 28. 1 1. 15 26. 4 1. 04

苏氨酸+ 丝氨酸 446. 8 22. 60 530. 3 21. 65 735. 0 28. 84

谷氨酸 251. 8 12. 73 164. 6 6. 72 303. 7 11. 92

蛋氨酸 22. 1 1. 12 14. 3 0. 58 26. 3 1. 03

组氨酸 32. 4 1. 64 33. 8 1. 38 41. 3 1. 62

赖氨酸 25. 5 1. 29 80. 0 3. 27 79. 5 3. 12

胱氨酸 5. 2 0. 26 1. 5 0. 06 - -

脯氨酸 120. 6 6. 10 85. 0 3. 47 157. 8 6. 19

丙氨酸 217. 6 11. 00 658. 3 26. 87 491. 8 19. 30

异亮氨酸 71. 3 3. 61 43. 2 1. 76 59. 6 2. 34

精氨酸 30. 0 1. 52 89. 2 3. 64 115. 5 4. 53

总　量 1977. 4 100. 00 2450. 2 100. 01 2548. 3 100. 00

3　结论与讨论

1)在众多的植物病害以毒素为选择压的抗病突变体离体筛选研究中 ,以生理生化指

标作为间接证据对变异体或突变体的鉴定是一个重要的鉴定指标和手段。如水稻稻瘟

病 [9 ] ,玉米小斑病 [10 ]、小麦根腐病 [11 ]、马铃薯晚疫病 [ 12]等的研究中均揭示了其生理生化代

谢途径和产物的变化与抗毒素性或抗病性间的关系 ,而且本文对小麦禾谷镰刀菌毒素抗

性变异细胞系的生理生化特性研究与以上各类作物的研究有一定程度的相似性。

2)通过抗性系生理生化特性的分析 ,初步揭示出细胞水平上禾谷镰刀菌毒素的作用

机理为:破坏细胞膜结构 ,使原生质等外漏 ,导致细胞坏死 ;减弱受害细胞 NR活性 ,使其

利用培养基中硝酸盐 (主要氮源 )的能力降低 ,生长受抑 ;较高浓度毒素为害时 ,使细胞内
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PAL活性减弱 ,从而削弱苯丙酸类物质代谢 ,影响“植保素”类物质的产生 ,降低细胞的生

活力和抗性 ;使细胞本身具有的保护系统的防御机理受损 ;毒素还影响细胞的物质代谢过

程 ,导致某些代谢产物发生变化。

3)抗性变异细胞系对毒素表现出一定抗性的可能原因是:①加强细胞膜渗透调节功

能 ,使物质外漏量减少 ,保证细胞生长所需的正常环境条件 ;②硝酸还原酶活性增强 ,使氮

代谢功能加强 ;③通过调节激活苯丙氨酸类物质的代谢 ,苯丙氨酸和酪氨酸等苯丙酸类物

质的合成与分解的酶促反应活动剧烈 ,但始终保持合成代谢强于分解代谢 ,使细胞内有较

多的苯丙氨酸、酪氨酸等 ,利于形成木质素 ,从而形成发达的导管系统 ,改善营养物质供

给 ,促进细胞旺盛代谢 ,如此次生代谢发生了遗传上的改变 ,导致细胞抗毒素性的增强。
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Selection of th e Wheat V ariant Cell Lines Resis tant to
Fusarium graminearum Toxin

Fu Xu e l i n　 He Pi ng　 Z hu Qi n gl in
(Northwestern Ag ricul tural University, Yangl ing ,Shaanxi , 712100)

A bst r ac t　 The whea t va riant cell lines resistant to Fusarium graminearum toxin,

KN r-a and KNr -b, were selected through multi-step selection system and one-step

selection system from stably-g rowing wheat ( Kangyan 03 × No18 ) F1 generation

anther. Resistance character analy sis show ed these tw o resistance lines had raised thei r

toxin resistance to Fusarium graminearum significantly. Thei r plasma membrance

permeability, N R activity, PAL activ ity, f ree amino acid contents and perox idese isozyme

bands w ere all changed. Hence, the mechanism of the toxic ef fect at cell lev el w as

primarily put fo rwa rd, explaining in some deg ree some of the reasons w hy the resistance

va riant cell lines had certain resistance to the toxin.

Ke y w ord s　Whea t, Fusarium graminearum , resistance variant cell lines, resistance

cha racter
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