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抗、感大豆品种对尖镰孢根腐病菌侵染及毒素的反应
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摘要　为了进一步明确大豆抗感品种对根腐尖镰孢的抗病机制，通过透射电镜和形态观察分析了尖镰孢（Ｍ３８）侵染

及产生的毒素对抗感大豆品种的影响。研究表明大豆幼苗胚根经粗毒素处理后，抗病品种‘东农５６’幼苗胚根生长没

有显著差别，但显著抑制了感病品种‘黑农５３’胚根的伸长和侧根的生长；尖镰孢毒素高浓度和低浓度（犞粗毒素∶犞无菌水＝

１∶０和１∶１５）对抗感品种的致萎能力无显著差异，高浓度处理平均萎蔫指数为１００，低浓度处理为１７．９～１８．１左右；但中等

浓度（犞粗毒素∶犞无菌水＝１∶１，１∶５，１∶１０）对于感病品种的致萎作用更大；同时，发现尖镰孢侵染感病大豆品种根内侵染量要明

显多于抗病品种，且感病品种组织中菌丝的直径明显大于抗病品种，都出现很明显的质壁分离和细胞壁加厚的现象。
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　　大豆镰孢根腐病是大豆主要病害之一，而尖镰

孢犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿是大豆根腐镰孢菌的优势

种群之一，是一种有较强寄生能力、毁灭性强和分布

广泛的土壤习居菌，给我国大豆生产带来了严重

威胁［１］。

研究者普遍认为毒素是尖镰孢主要致病因子之

一，其中对镰刀菌酸（ｆｕｓａｒｉｃａｃｉｄ，ＦＡ）的研究居多。

ＦＡ可以损伤寄主植物根系，致使其水分吸收受阻

及生长受到抑制，并产生萎蔫［２３］。Ｍａｒｒｅ等和

Ｂｏｕｉｚｇａｒｎｅ等研究认为ＦＡ可抑制植物根部的生

长［４５］。李赤等研究香蕉枯萎病菌毒素时认为ＦＡ

是引起香蕉枯萎症状的主要物质，其毒害作用随其

浓度升高而增强［６］，而曹永军等认为ＦＡ也是导致

香蕉枯萎病菌致病力出现分化的主要原因之一［７］。

经粗毒素处理的棉花和香蕉苗，均出现了胶状物或

侵填体堵塞导管的维管束病理变化，产生叶片黄化、
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倒垂、维管组织褐变等典型枯萎病病害症状［８９］。而

在大豆尖镰孢根腐病的研究中，台莲梅等和宋以星

等研究认为尖镰孢毒素能够抑制大豆胚根生长，对

大豆幼苗有致萎作用［１０１１］。但大豆镰孢根腐病的抗

感品种根尖镰孢毒素的致萎反应是否有差别，还未

见报道。

关于尖镰孢侵入途径和扩展方面的研究中，有

研究者认为尖镰孢可能是从伤口或侧根形成点侵

入，在根皮层细胞间生长或者通过木质部纹孔侵入

导管［１２］。Ｌａｇｏｐｏｄｉ等用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）基因

标记番茄尖镰孢，发现菌丝先扩展到根毛，从根毛侵

入根部并大量繁殖，随后进入维管束，形成分生孢

子，导致根出现腐烂现象［１３］。Ｒａｍｉｒｅｚ等用尖镰孢

接种苜蓿，２ｄ病菌侵入须根，３～４ｄ侵入皮层，并沿

着根轴向茎部生长，９～１０ｄ到茎中心，在导管中扩

展，皮层和茎部充满菌丝［１４］。

尖镰孢的研究报道虽然较多，在根腐尖镰孢侵

入及毒素对抗感大豆品种根系的影响仍缺少相关报

道，这些对于我们进一步了解大豆品种对尖镰孢的

抗病机制是十分必要的。因此，本文拟运用透射电

镜及形态观察对根腐尖镰孢侵入及毒素对抗感尖镰

孢根腐病的大豆品种根系等进行抗病机制方面的

研究。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株：尖镰孢（Ｍ３８）由本课题组分离并

鉴定。

供试品种：抗病品种 ‘东农５６’和感病品种‘黑

农５３’由大豆省部共建生物学教育部重点实验室提

供，经过本课题组鉴定确定其对尖镰孢（Ｍ３８）的抗

感反应［１］。

１．２　大豆尖镰孢（犕３８）毒素的提取及毒性测定

１．２．１　尖镰孢（Ｍ３８）毒素的提取与纯化

大豆尖镰孢毒素的提取与纯化采用炭吸附

法［１５］。将菌株接种在ＰＳＡ培养液（１００ｍＬ／５００ｍＬ

三角瓶）中，共接３瓶，置２５～２８℃，培养１５ｄ后过

滤。于培养液中加５％的活性炭置于５～６℃冰箱内

过夜，用滤纸过滤炭末，然后将炭末浸泡于１０倍体

积的热甲醇中，去除不溶物的氯仿沉淀，移出黄色不

溶物，剩下甲醇氯仿溶解液蒸发至干，加入１００ｍＬ

无菌水即获得粗毒素液，备用。

１．２．２　粗毒素对大豆发芽及胚根生长的影响

‘东农５６’和‘黑农５３’种子经７０％乙醇表面消

毒后，置于清水中浸泡４～５ｈ，摆于铺有无菌滤纸的

磁盘内（３５ｃｍ×２５ｃｍ），置于２５℃恒温箱内培养３ｄ，

取整齐一致的幼根，洗净，表面消毒，然后将幼苗根

系浸入犞粗毒素∶犞无菌水＝１∶３的粗毒素溶液中，４８ｈ后

取样，测量胚根的长度，主根和须根生长状态。‘东

农５６’和‘黑农５３’分别设毒素处理与不处理的对

照，共４个处理，每个处理５株，３次重复，对照用无

菌水处理，分析尖镰孢（Ｍ３８）毒素对大豆抗、感品种

胚根生长的影响，以及对毒素的反应是否存在差别。

参照陆仕华等［１６］报道的抑制胚根生长的测定法，测

定其对胚根生长的抑制率。

胚根抑制率（％）＝（对照胚根平均长度－处理

胚根平均长度）／对照胚根平均长度×１００。

１．２．３　粗毒素液对不同品种幼苗的致萎作用

取粗毒素溶液，按体积比分别稀释成犞毒素∶

犞无菌水为１∶０、１∶１、１∶５、１∶１０、１∶１５等５个梯度浓度，

分别处理‘东农５６’和‘黑农５３’生长一致的株高为

１０ｃｍ的幼苗，管口用ｐａｒａｆｉｌｍ封口膜封住，以防水

分流失，每管１２ｍＬ放１株幼苗，每个浓度处理１５

株，设无菌水为对照，在常温通风下培养１０ｄ观察

活体幼苗的萎蔫程度，参照兀旭辉［１７］报道的方法测

定并计算萎蔫指数。

萎蔫指数＝∑（萎蔫级株数×萎蔫级数）／（试验

总株数×最高萎蔫级数）×１００。

萎蔫分级标准：０级，叶面无症状；１级，叶片出

现失水状，但不萎蔫；２级，叶片出现失水状，但不萎

蔫；３级，部分叶片萎垂；４级，叶片均呈暗绿色或暗

褐色萎垂；５级，部分叶片枯死。

１．３　大豆尖镰孢（犕３８）侵染大豆根部后侧根组织

结构变化

　　利用分生孢子悬浮液灌根法（１０６个孢子／ｍＬ）

接种生长至约１０ｃｍ的幼苗根部，对照不接种，每处

理５株，３次重复。培养５ｄ后取大豆植株侧根组

织，样品经戊二醛锇酸双固定，磷酸缓冲液冲洗，丙

酮系列脱水，Ｅｐｓｏｎ８１２包埋，制成５０ｎｍ超薄切片，

再经醋酸铀和柠檬酸铅染色后，透射电子显微镜Ｈ

７６５０拍片。对样品的侧根细胞壁、细胞及亚细胞结构

等进行观察，分析尖镰孢侵染大豆根部后侧根组织结

构上的变化及尖镰孢在组织中的侵染情况。
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２０１７

１．４　数据分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，应用Ｄｕｎｃａｎ

法进行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　尖镰孢粗毒素对大豆幼苗胚根生长的影响

尖镰孢粗毒素对于大豆抗、感品种的胚根生长都

具有一定的抑制作用，抑制率分别为１７．３９％和

２９．６１％（表１）。用Ｄｕｎｃａｎ法进行差异显著性分析表

明，犞粗毒素∶犞无菌水＝１∶３粗毒素溶液处理后，抗病品种

‘东农５６’幼苗胚根生长与对照相比没有显著差异，但

感病品种‘黑农５３’与对照相比，２５％粗毒素明显抑

制了‘黑农５３’胚根的伸长和侧根的生长（图１）。

表１　尖镰孢粗毒素对大豆胚根生长的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犮狉狌犱犲狋狅狓犻狀狊狅犳犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿狅狀

狊狅狔犫犲犪狀狉犪犱犻犮犾犲犵狉狅狑狋犺

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

抗感类型

Ｔｙｐｅｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

胚根长度／ｃｍ
Ｒａｄｉｃｌｅｌｅｎｇｔｈ

胚根抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

‘东农５６’对照
‘Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６’ＣＫ
‘东农５６’处理
‘Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６’ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

抗病Ｒ

（１．８４±０．１２）ａ

（１．５２±０．１０）ａ
１７．３９

‘黑农５３’对照
‘Ｈｅｉｎｏｎｇ５３’ＣＫ
‘黑农５３’处理
‘Ｈｅｉｎｏｎｇ５３’ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

感病Ｓ

（１．５２±０．１６）ａ

（１．０７±０．１４）ｂ
２９．６１

　１）表中数据为平均值±标准误，同列数字后不同小写字母表示经
邓肯法检验在犘＜０．０５水平差异显著。下同。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎ±ＳＥ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌｂｙＤｕｎｃａｎ’ｓｔｅｓｔ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

图１　尖镰孢粗毒素对大豆幼苗根部生长的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犮狉狌犱犲狋狅狓犻狀狊狅犳犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳狊狅狔犫犲犪狀狊犲犲犱犾犻狀犵狉狅狅狋狊

表２　粗毒素液对大豆幼苗的致萎作用

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犮狉狌犱犲狋狅狓犻狀犳狉狅犿犉狌狊犪狉犻狌犿

狅狓狔狊狆狅狉狌犿狅狀狊狅狔犫犲犪狀狊犲犲犱犾犻狀犵狑犻犾狋犻狀犵

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

粗毒素溶液浓度

（犞粗毒素∶犞无菌水）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎ

萎蔫指数

Ｗｉｌｔｉｎｇｉｎｄｅｘ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ １∶０ （１００．０±０．０）ａ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ １∶０ （１００．０±０．０）ａ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ １∶１ （８６．２±１．３）ｃ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ １∶１ （９１．６±１．８）ｂ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ １∶５ （６９．１±１．１）ｅ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ １∶５ （８０．２±２．３）ｄ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ １∶１０ （３７．７±２．０）ｇ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ １∶１０ （４４．６±１．２）ｆ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ １∶１５ （１７．９±２．４）ｈ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ １∶１５ （１８．１±０．７）ｈ

东农５６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５６ ０ （０．０±０．００）ｉ

黑农５３Ｈｅｉｎｏｎｇ５３ ０ （０．０±０．００）ｉ

２．２　尖镰孢粗毒素对大豆幼苗的致萎作用

将尖镰孢粗毒素配制成一定浓度，处理大豆抗、

感品种幼苗。从表２可以看出，随着浓度的增加，粗

毒素溶液对大豆幼苗的致萎作用逐渐增强，高浓度

和低浓度（犞粗毒素∶犞无菌水＝１∶０和１∶１５）的致萎能力

在抗、感品种之间无显著差异，萎蔫指数分别为１００

和１７．９～１８．１；但犞毒素∶犞无菌水１∶１、１∶５、１∶１０对感

病品种的致萎作用明显大于抗病品种（表２）。

２．３　大豆尖镰孢接种大豆植株后侧根组织结构的

变化

　　利用电镜对接种与未接种尖镰孢的大豆抗、感

品种植株的侧根细胞壁、细胞和亚细胞结构及尖镰

孢菌丝的侵染情况进行观察。从图２～３可以看出，

感病品种‘黑农５３’侧根受侵染后的含菌量远高于

抗病品种‘东农５６’，且抗病品种中的菌丝直径明显
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比感病品种的细，均出现了明显的质壁分离和细胞

壁加厚的现象，被侵染的侧根组织细胞壁发生形变，

细胞内部结构紊乱。同时，在未接种的抗感品种中

也出现在少量的菌丝，可能为内生真菌的侵染造成

的，但总体上能看得出在尖镰孢侵染前后，抗感品种

中菌丝侵染和扩展方面有明显差别。

图２　接种尖镰孢后‘东农５６’的侧根形态

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅狀犳犻犫狉狅狌狊狉狅狅狋狊狅犳‘犇狅狀犵狀狅狀犵５６’犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

图３　接种尖镰孢后‘黑农５３’的侧根形态

犉犻犵．３　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅狀犳犻犫狉狅狌狊狉狅狅狋狊狅犳‘犎犲犻狀狅狀犵５３’犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

３　讨论

尖镰孢和寄主植物之间的互作是一种十分复杂

的机理，贯穿病菌与寄主之间的识别、病原菌的入

侵、定殖，寄主产生的防御反应及病原菌克服防御机

制等整个过程，涉及组织、细胞、生化、分子等水平及

许多复杂因子的共同调控［１８］。

本研究提取大豆根腐尖镰孢（Ｍ３８）的粗毒素，

并测定其对抗感大豆品种的致病作用，发现尖镰孢

粗毒素对大豆抗、感品种的胚根生长都有明显的抑

制作用，这与台莲梅等和宋以星等认为尖镰孢毒素

能够抑制大豆胚根的生长，损伤大豆根部细胞，对大

豆幼苗有一定的致萎作用的研究结果是一致

的［１０１１］。但本研究中也显示，２５％的粗毒素溶液对

大豆抗病品种‘东农５６’的幼苗根系没有影响，而对

感病品种‘黑农５３’影响较大，明显抑制了胚根的伸

·９７·
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长和侧根的生长（图１）。在致萎方面的测定中，随

着粗毒素溶液浓度的增加，粗毒素溶液对大豆幼苗

的致萎作用逐渐增强，当尖镰孢毒素溶液为高浓度

和低浓度（犞粗毒素∶犞无菌水＝１∶０和１∶１５）时，对大豆抗

感品种幼苗的致萎能力基本一致，这两个浓度在实

际尖镰孢侵染过程中是达不到的，而犞毒素∶犞无菌水为

１∶１、１∶５、１∶１０时对感病品种的致萎作用明显大于

抗病品种（表２），这说明尖镰孢侵染达到一定量，就

可分泌足够多的毒素使抗感品种表现出不同反应。

这验证了易海艳等建议用镰刀菌酸筛选抗枯萎病品

种的方法是可行的［２０］，但仍需要做大量工作去把这

项工作具体化。从本研究可以看出，毒素仅影响到

根系的生长和植株出现的萎蔫，没有出现明显的根

腐症状，也就是说，毒素仅是尖镰孢致病因素之一。

Ｌａｇｏｐｏｄｉ等和ＲａｍíｒｅｚＳｕｅｒｏ等分别对番茄和

苜蓿接种尖镰孢后进行了根部细胞侵染位置的观

察，在根部表皮细胞、维管束、木质部、皮层和茎部均

发现了菌丝大量侵入和聚集的现象［１３１４］。而本研究

对接种尖镰孢后经电镜样品处理的大豆植株侧根样

品组织，进行侧根细胞壁、细胞、亚细胞结构及尖镰

孢菌丝的侵染位置的观察，发现大豆侧根细胞间和

细胞内都有尖镰孢菌体的侵入，而且使细胞内部发

生严重的质壁分离现象。这与马立功等［１９］的研究

基本是一致的，他认为大豆幼根细胞膜对尖镰孢毒

素较为敏感，随着毒素浓度的增加，对细胞膜的破坏

作用也随之增强，从而导致细胞内电解质离子的异

常外渗、质膜内陷、局部断裂、膜周围出现电子密集

的沉淀物、细胞发生质壁分离、细胞膜破裂和电解质

外流等现象。虽然这方面有研究报道，但针对大豆

根腐尖镰孢抗感品种对比这方面的差异未见报道。

本研究表明抗病品种与感病品种侵入菌丝的量相差

较大，感病品种有大量菌丝侵入，菌丝较粗大，而抗

病品种菌丝相对较少，菌丝较细，这也是抗病品种发

病较轻的主要原因之一。这与上述毒素处理后，当

毒素达到一定程度后，抗感品种表现的萎蔫反应出

现差别的原因相吻合，因为感病品种菌丝侵染量大，

大量菌丝产生的毒素量自然也就增大，导致感病品

种比抗病品种更容易、更快地表现出萎蔫。

综上所述，本研究综合评价了大豆根腐尖镰孢

的侵染及产生的毒素对大豆抗感品种根系的影响，

为进一步揭示大豆抗、感品种对根腐尖镰孢的抗性

机理提供了依据。
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