
书书书

　!"#$% &'(!)*+# +$ 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１８ ０１３０　　　修订日期：　２０１８ ０３ ２５
基金项目：　中国博士后基金（２０１６Ｍ６０２７０５）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｓｈｕｊｉａｎｇｓｕｍｅｒ＠１６３．ｃｏｍ

杂交竹抗梢枯病诱导因子筛选及其持续期研究
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摘要　本文利用病原毒素同源异质的特点诱导杂交竹抗病潜力，筛选出抗梢枯病的最佳诱导因子并排除其对病原菌

的直接作用，经琼脂玻片萌发法测定３种诱导因子（温度灭活毒素、蛋白酶降解毒素和细胞壁成分）对杂交竹梢枯病病

原菌暗孢节菱孢菌孢子萌发的抑制作用，结果显示经过６０℃灭活毒素浓度为４０μｇ／ｍＬ处理的孢子萌发效果最为理

想。通过最佳诱导因子对杂交竹不同品种诱导持续期进行测定，采用针刺法先接种诱导因子后挑战接种病原菌，１～

４０ｄ内观察抗感品种对诱导因子响应的差异，症状上杂交竹８＃的感病程度重于３＃和６＃，４０ｄ时叶片和枝干变黄干

枯，病情指数结果表明，３个杂交竹品种接种诱导因子后感病程度降低，诱抗效果显示杂交竹６＃的诱抗指数高于３＃

和８＃。以上结果证明诱导因子使不同杂交竹品种均产生了一定的抗性且抗性越强的品种诱导抗性越好。
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　　激发子可诱导植物自身抗性，安全性好且抗性

较为稳定，持效期长，能对多种真菌、细菌和病毒病

害起到抵抗作用。生物源诱导因子是来源于寄主植

物或由病原物与寄主植物互作后产生的能激发寄主

植物防卫反应的物质，赵继红等［１］按生物化学结构

不同将其主要分为寡聚糖、蛋白类激发子、糖蛋白。

Ｙｅ等
［２］研究发现，先接种ＴＭＶ或烟草霜霉病菌

犘犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪狋犪犫犪犮犻狀犪均可提高烟草对这两种病的
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抗性。从真菌细胞壁、微生物代谢产物以及植物细

胞壁等处分离得到的激发子（ｅｌｉｃｉｔｏｒ）也能与活菌一

样诱导植物产生抗病反应。赵继红等［３］通过体外抑

菌试验及对植物幼苗活体生物测定证明了灰霉菌菌

丝体提取物的防病效果可达５５．６％。胡景江等
［４］

研究了杨树溃疡病菌细胞壁裂解物—低聚糖对杨树

细胞相关抗病指标的诱导作用。李云锋等［５］的研究

发现，接种稻瘟菌细胞壁来源的糖蛋白稻瘟菌激发

子ＣＳＢＩ能诱导亲和性与非亲和性互作品种与抗病

相关酶的活性增加。李洪连等［６］报道，从诱抗菌菌

丝细胞壁中获取的激发子，与活的诱抗菌一样能诱

导黄瓜产生对炭疽病的抗病反应。因为生物源诱导

因子与自然环境相容性好，因此是研究的热点。在

非生物源诱导因子方面，研究比较多的为水杨酸

（ＳＡ）及其衍生物、茉莉酸（ＪＡ）及其衍生物。郭红莲

等［７］用不同非生物作为诱抗剂，结果表明水杨酸的

诱抗效果最好。宾金华等［８１０］用茉莉酸甲酯作为诱

抗剂来处理烟草对抗炭疽病，明显提高了幼苗内过

氧化氢酶、苯丙氨酸解氨酶等的含量。因此这些物

质也能诱导植物产生对抗病害的能力。除此之外一

些物理因素如冷冻处理、高温处理以及紫外光照射

等都能够引起植保素的产生和累积，诱导植物产生

抗病性。Ｋｕｂｏ等
［１１］利用非生物因素高温处理作为

诱导因子使温室中黄瓜的抗病能力得到了增强。李

宝聚等［１２］通过高温（４０～５０℃）预先对黄瓜幼苗处

理１～２ｈ，不同程度地诱导了黄瓜幼苗对黑星病

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿的抗性。Ｄｅａｎ等
［１３］发

现通过机械损伤、干冰或电磁效果等方法不同程度

诱导了烟草对霜霉病的抗性。因此，诱导抗性在目

前众多植物病害控制中最具有应用潜力。

撑×绿杂交竹梢枯病是严重影响杂交竹生长的

重要病害，导致其枯死的病原为暗孢节菱孢菌犃狉

狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿 （Ｃｏｒｄａ）Ｍ．Ｂ．Ｅｌｌｉｓ。有

关竹类梢枯病的研究较多，而杂交竹梢枯病大多集

中于发病规律和症状、病原菌、培养基筛选等［１４］，对

诱导抗病性方面诱导因子的筛选及寄主植物分泌物

特性的研究较少。仅李姝江等［１５１７］以杂交竹梢枯病

菌—暗孢节菱孢菌为对象，对其毒素致病组分进行

确定，通过毒素粗提透析与浓缩以及对致病毒素进

行分离、纯化和序列分析、致病力测定等确定了纯毒

素的基本性质。本研究在此纯毒素基础上从温度灭

活毒素、毒素经不同蛋白酶降解及细胞壁成分对暗

孢节菱孢的抑制作用这三个方面来筛选最佳诱导因

子，并结合室外持续期测定病情指数及其诱抗效果，

筛选出最佳诱导因子，同时也能排除灭活毒素对病

原菌的直接影响。

１　材料和方法

１．１　供试材料

供试杂交竹品种：杂交竹３＃（中抗）、杂交竹６＃

（抗病）、杂交竹８＃（感病），栽植于四川农业大学温

室大棚。

供试真菌：暗孢节菱孢菌犃狉狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅

狊狆犲狉犿狌犿 （Ｃｏｒｄａ）Ｍ．Ｂ．Ｅｌｌｉｓ，分离于杂交竹梢枯

病竹，由四川农业大学森林保护实验室提供。

该菌株纯化毒素由四川农业大学森林保护学实

验室提供，将纯化后的蛋白毒素用无菌蒸馏水稀释

成１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ溶液。

１．２　主要试剂和仪器

苏静安泰ＳＷＣＪ２ＦＤ型超净工作台；ＬＤＺＸ

４０ＢＩ立式自动电热压力蒸汽灭菌锅；ＢＸ５１显微镜，

奥林巴斯株式会社；ＢＳＧ８００程控光照培养箱，上海

博讯实业有限公司；ＤＥＬＴＡ３２０ｐＨ计，北京联合

科力科技有限公司；“Ｕ”形玻棒；血球计数板；载玻

片；葡萄糖；琼脂。

１．３　诱导因子筛选

孢子悬浮液的制作：取２５℃培养５～７ｄ的

犃．狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿活化菌株斜面，加入５ｍＬ无菌

水，用接种环将分生孢子刮下，使其悬浮，将菌悬液

在旋涡振荡仪上振荡１０ｍｉｎ，转入三角瓶（含玻璃

珠）中，置于摇床１５０ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ，用灭菌脱

脂棉（或双层纱布）过滤得到孢子悬浮液，适量移入

１．５ｍＬ离心管中，滤液用血球计数板计数。

１．３．１　温度灭活毒素对暗孢节菱孢的抑制作用

采用玻片萌发法［１８］测定温度灭活毒素对孢子萌

发的抑制作用。纯毒素分别经２０、４０、６０、８０、１００℃处

理１５ｍｉｎ，而后分别配制毒素终浓度为１０、２０、４０、

８０μｇ／ｍＬ的病菌孢子悬浮液（孢子浓度数量级为

１０７），用１ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ至６．８。于无菌环

境中取洁净的载玻片，在灭菌并冷却至５０℃左右的

２％水琼脂培养基中蘸一下，待凝成薄层后，去掉一面

琼脂培养基，将有琼脂培养基的一面朝上，平放在培

养皿的“Ｕ”形玻棒上，再将配制的病菌孢子悬浮液涂

抹在培养基上，盖上盖玻片和培养皿。培养皿于２５～

·２８·
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２８℃保湿培养，以无菌水为对照，分别在５、１０和２４ｈ后

测定孢子萌发率，每处理观测１００～３００个孢子。

１．３．２　毒素经不同蛋白酶降解后对暗孢节菱孢的

抑制作用

　　采用玻片萌发法测定毒素经蛋白酶降解后对孢子

萌发的抑制作用。纯毒素分别经胰蛋白酶、糜蛋白酶、

羧肽酶Ａ（羧肽酶Ｂ）、蛋白酶Ｋ处理２０ｈ
［１９］（最终酶浓

度为１ｍｇ／ｍＬ），然后分别配制毒素终浓度为１０、２０、

４０、８０μｇ／ｍＬ的病菌孢子悬浮液，用１ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ

调节ｐＨ至６．８。按１．３．１方法测定孢子萌发率。

１．３．３　细胞壁成分对暗孢节菱孢的抑制作用

暗孢节菱孢菌细胞壁成分提取：菌种转管活化接

种在ＰＤＡ培养皿中，于２５℃培养箱中培养，挑取经

ＰＤＡ培养５ｄ后的菌块；打孔后接种于２００ｍＬ已灭

菌的ＰＤ培养液中，将培养７ｄ的培养液用４层灭菌

纱布在超净台中过滤得到菌丝体，然后用５０ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．０）洗涤３次，再悬浮于磷酸盐缓

冲液（含０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ１００）中，２００ｒ／ｍｉｎ匀浆３～

５ｍｉｎ，中间每隔１ｍｉｎ间歇１次；随后４０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取沉淀用乙醇洗涤，再次对其进行离心并用

去离子水洗涤，最后按１ｇ沉淀加１０ｍＬ蒸馏水的比例

将沉淀悬浮于去离子水中，于１２１℃高温水解２ｈ，冷却

后１１２００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液用０．２２μｍ微孔滤

膜过滤，收集滤液即为细胞壁成分，低温保存。

配制细胞壁成分终浓度为１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ

的病菌孢子悬浮液，１ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ至

６．８。按１．３．１方法测定孢子萌发率。

１．４　最佳诱导因子的效果

根据室内试验的筛选结果，选取最佳诱导因子进

行诱导抗病性持续期测定，比较最佳因子对不同品种

的诱导效果。设置两组处理：一组为先接种无菌水后

接种菌悬液处理（ａ），对照为先接种诱导因子后接种

犃．狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿菌悬液处理（ｂ）；另一组为先接种最

佳诱导因子后再接种无菌水处理（ｃ），对照为仅接种

无菌水处理（ｄ）。通过前人对诱导处理和挑战接种间

隔时间对诱抗效果影响的研究，确定最佳诱导效果间

隔时间为３～７ｄ
［２２］，因此选择第３天挑战接种。调节

诱导因子溶液ｐＨ至６．８，加０．０５％吐温８０备用。选

择长势均一的杂交竹上部嫩枝８条进行喷雾涂布处

理，以溶液布满嫩枝不下流为宜，套袋保湿１２ｈ，第２、

３天各重复处理１次，以确保诱导因子能够被植株有

效吸收。以无菌水为对照。每个品种分别处理１５

株，于最后一次处理后的第１、３、５天
［２０］针刺接种暗孢

节菱孢菌（针刺部位在嫩枝顶端节叉处，不刺穿为

宜），伤口处滴一滴菌液，约０．０５ｍＬ；套袋保湿，于接

种后１、３、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０ｄ调查发病情况，

按照下列方法计算病情指数及其诱抗效果［２１］。病情

分级标准：０级：无枯萎；１级：２５％以下枝枯；２级：

２５％～５０％（包含２５％和５０％）枝枯；３级：５０％～

７５％枝枯（包含７５％）；４级：７５％以上枝枯
［１５］。

病情指数＝［Σ（各病级数×病枝数）／（总枝数

×发病最重的病级数）］×１００；

诱抗效果＝［（对照病情指数－处理病情指数）／

对照病情指数］×１００％。

２　结果与分析

２．１　杂交竹梢枯病病害症状及病原菌形态特征

暗孢节菱孢菌犃狉狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿 （Ｃｏｒｄａ）

Ｍ．Ｂ．Ｅｌｌｉｓ为杂交竹梢枯病的病原菌，感病的杂交

竹竹梢的某一节或某一枝条的节杈处出现褐色舌形

或菱形病斑且在枝干上生成分生孢子器。该病原菌

在ＰＤＡ培养基上气生菌丝发达，棉絮状，初为白色，

后逐渐变为灰白色，菌落底部可呈褐色。显微镜下

该病原菌的孢子为暗褐色，分生孢子单细胞，圆形、

椭圆形或透镜状（橄榄形），以圆形为多，而透镜状

（橄榄形）分生孢子中间有１条无色的发芽缝。

图１　杂交竹梢枯病症状和病原菌形态特征

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犅．狆犲狉狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊×犇．犵狉犪狀犱犻狊犫犾犻犵犺狋犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犃狉狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿
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２．２　诱导因子的筛选

通过玻片萌发法对３种诱导因子处理后的孢子

萌发进行不同时间段观察，以清水作为对照，发现５ｈ

时对照和经过诱导处理的孢子萌发存在一定的差

异，且２４ｈ时差异较明显。分生孢子在清水中５ｈ

已经开始萌发，且萌发力较强。萌发时孢子端略开

口，从各个端口长出菌丝状的芽管甚至有３～４条芽

管的，在２４ｈ已基本萌发完全。而处理组在５～

１０ｈ也开始萌发但萌发较慢，２４ｈ清水中和温度灭

活的孢子芽管均较长且开始分叉（图２）。

图２　暗孢节菱孢菌的孢子萌发形态

犉犻犵．２　犜犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犵犲狉犿犻狀犪狋犲犱狊狆狅狉犲狊狅犳犃狉狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿

２．２．１　温度灭活毒素对暗孢节菱孢菌的抑制作用

毒素经过不同温度灭活后设置梯度浓度，在５、

１０ｈ和２４ｈ观察孢子萌发率。由表１可见，毒素在

经过６０℃及以上温度处理后，几个梯度浓度下的孢

子５ｈ时均已萌发，甚至部分处理萌发率达到了

５０％，１０ｈ时已经萌发约７０％，２４ｈ萌发率为７０％～

８４．３％；而毒素经过４０℃及以下温度处理后，５ｈ时

仅有３０％左右的孢子萌发，１０ｈ时萌发约５０％～

６０％，２４ｈ达到５６．３％～８２．０％。毒素在２０℃和

４０℃处理下不同浓度作为诱导因子对孢子萌发均有

明显的抑制作用，８０μｇ／ｍＬ的浓度抑制效果突出。

毒素在１００℃灭活下不同浓度作为诱导因子孢子萌

发率均与对照相近，且不同处理孢子萌发率不存在

显著差异。在６０℃处理下２０、４０μｇ／ｍＬ均与对照

萌发率接近，特别是４０μｇ／ｍＬ的５、１０ｈ和２４ｈ孢

子萌发率分别为５１．３％、７０．６％和８４．３％与对照仅相

差０．８、１．９和１．２百分点，５ｈ时萌发率甚至高于对照。

而１０、８０μｇ／ｍＬ浓度下抑制作用较大，孢子萌发率

低于４０μｇ／ｍＬ，因此选用最佳因子为毒素在６０℃

下灭活且浓度为４０μｇ／ｍＬ。

表１　纯毒素经不同温度灭活后对孢子萌发的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲狆狌狉犻犳犻犲犱狋狅狓犻狀狊犻狀犪犮狋犻狏犪狋犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊狅狀狊狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀

２０℃灭活毒素Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｔ２０℃ ４０℃灭活毒素Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｔ４０℃

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （２８．３±１．５）ｃＣ （６０．０±３．０）ｃＢ （７８．３±２．５）ｃＡ １０ （３２．０±２．６）ｃＣ （５２．３±２．５）ｃＢ （６１．７±４．７）ｂＡ

２０ （３３．０±２．６）ｂＣ （６１．７±２．９）ｂｃＢ （８２．０±４．０）ｂＡ ２０ （３４．０±２．０）ｂｃＣ （５９．０±１．７）ｂＡ （５６．３±３．５）ｃＢ

４０ （２８．３±２．１）ｃＣ （６４．０±３．６）ｂＢ （７７．３±３．１）ｃＡ ４０ （３８．０±２．０）ｂＣ （６２．３±４．６）ｂＡ （６０．０±４．６）ｂＢ

８０ （３２．０±２．０）ｂＣ （５６．０±２．７）ｄＢ （５８．０±３．５）ｄＡ ８０ （２９．７±１．５）ｄＣ （４９．３±４．６）ｄＢ （６４．７±３．８）ｂＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

·４８·
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

６０℃灭活毒素Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｔ６０℃ ８０℃灭活毒素Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｔ８０℃

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （４２．０±４．０）ｂＣ （６４．７±３．０）ｂＢ （７０．０±３．０）ｂＡ １０ （５２．０±３．６）ａＣ （６８．３±１．５）ｂＢ （７７．７±３．１）ｂＡ

２０ （４９．７±３．５）ａＣ （６９．３±３．８）ａＢ （８１．６±４．７）ａＡ ２０ （４８．０±２．０）ｃＣ （７１．０±１．０）ａＢ （７３．６±３．２）ｂｃＡ

４０ （５１．３±４．２）ａＣ （７０．６±２．１）ａＢ （８４．３±３．２）ａＡ ４０ （４８．７±２．１）ｃＣ （６６．３±４．５）ｃＢ （７０．０±１．７）ｃＡ

８０ （４４．０±２．６）ｂＣ （６５．３±２．１）ｂＢ （７３．３±２．１）ｂＡ ８０ （４６．３±３．５）ｃＣ （６８．０±２．６）ｂＢ （７１．０±１．７）ｃＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ ＣＫ （５０．５±３．３）ｂＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

１００℃灭活毒素Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｔ１００℃

毒素浓度／μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （５４．０±３．０）ａＣ （７１．３±３．２）ａＢ （７６．７±３．８）ａＡ

２０ （５２．７±４．０）ａＣ （７０．７±２．１）ａＢ （８２．０±２．０）ａＡ

４０ （４８．０±４．０）ａＣ （７３．３±２．１）ａＢ （８２．０±２．７）ａＡ

８０ （５０．０±３．５）ａＣ （６７．７±０．６）ａＢ （８３．７±３．８）ａＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

　１）ＣＫ：清水培养。表中萌发率均为６次重复的平均值，同列数据后不同小写字母表示同一时间不同浓度在犘＜０．０５水平上差异显著；同行

数据后不同大写字母表示同一浓度不同时间在犘＜０．０５水平上差异显著（ＬＳＤ测验）。下同。

ＣＫ：Ｓｔｅｒｉｌｅｗａｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ．Ｄａｔａａｒｅｔｈｅｍｅａｎｏｆｓｉｘｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅ（犘＜０．０５）ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＬＳＤｔｅｓｔ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＬＳＤｔｅｓｔ．

２．２．２　毒素经不同蛋白酶降解后对暗孢节菱孢的

抑制作用

　　由表２可见，毒素经过４种不同蛋白酶处理后

在同一时间段不同浓度处理与对照有显著差异，且

随着浓度的升高抑制效果更加明显。毒素经过胰蛋

白酶、Ｋ蛋白酶、羧肽酶处理作为诱导因子配制梯度

浓度，均为浓度２０μｇ／ｍＬ的孢子萌发效果较好，尤

其在１０ｈ时胰蛋白酶处理的与对照仅差５．２百分

点，但在２４ｈ时差距达到了１０．２百分点。而糜蛋

白酶处理下浓度１０μｇ／ｍＬ的孢子萌发效果较好，

２４ｈ时孢子的萌发率高于其他３种酶处理下的，但

也只达到７６．０％，与对照８５．５％差异显著。

表２　纯毒素经不同蛋白酶降解后对孢子萌发的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱狋狅狓犻狀狊犱犲犵狉犪犱犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉狅狋犲犪狊犲狊狅狀狊狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀
胰蛋白酶处理Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｓｄｅｇｒａｄｅｄｂｙｔｒｙｐｓｉｎ Ｋ蛋白酶处理ＰｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｓｄｅｇｒａｄｅｄｂｙＫｐｒｏｔｅａｓｅ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （４２．３±３．５）ｃＣ （６４．３±２．５）ｂＢ （７３．３±２．９）ｂＡ １０ （４２．０±２．０）ｂＣ （６４．７±４．６）ｂＢ （７０．７±１．２）ｂＡ

２０ （４０．０±４．０）ｃＣ （６７．３±２．３）ｂＢ （７５．３±２．３）ｂＡ ２０ （４３．０±４．４）ｂＣ （６４．０±４．０）ｂＢ （７２．７±１．２）ｂＡ

４０ （４４．０±２．０）ｂＣ （６２．３±２．１）ｂｃＢ （６８．３±３．１）ｂｃＡ ４０ （３９．３±０．６）ｃＣ （６７．３±３．１）ｂＢ （７２．０±３．５）ｂＡ

８０ （４３．３±３．１）ｂｃＣ （６０．７±１．２）ｃＢ （６６．３±２．９）ｃＡ ８０ （３８．７±１．２）ｃＣ （６２．０±２．０）ｃＢ （６７．７±２．５）ｃＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

羧肽酶处理Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｓｄｅｇｒａｄｅｄｂｙｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ 糜蛋白酶处理Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｘｉｎｉｓｄｅｇｒａｄｅｄｂｙｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

毒素浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （４２．０±２．０）ｃｄＣ （６２．０±２．０）ｂｃＢ （６８．７±３．１）ｂｃＡ １０ （４２．０±４．４）ｂｃＣ （６１．３±２．３）ｃＢ （７６．０±３．６）ｂＡ

２０ （４３．０±１．０）ｂｃＣ （６５．０±３．０）ｂＢ （７２．７±４．２）ｂＡ ２０ （４８．０±２．０）ｂＣ （６２．３±４．０）ｂＢ （７２．０±２．０）ｂｃＡ

４０ （４４．０±１．０）ｂＣ （６０．０±３．０）ｃＢ （６７．０±２．６）ｃＡ ４０ （４２．７±３．２）ｂＣ （６４．７±２．３）ｂＢ （７４．７±４．０）ｂＡ

８０ （４１．３±２．５）ｄＣ （５６．７±２．９）ｄＢ （６２．３±２．１）ｄＡ ８０ （３８．０±４．０）ｂｃＣ （６１．７±２．９）ｂｃＢ （７１．７±２．９）ｃＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

·５８·
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２．２．３　细胞壁成分对暗孢节菱孢的抑制作用

从表３可以看出细胞壁成分对孢子萌发的影

响，随着时间的延长孢子萌发率的差异越来越明

显。２０μｇ／ｍＬ处理相比其他浓度萌发效果较好，

在１０ｈ和２４ｈ时萌发率分别达到６０．０％、６９．３％，与

对照７２．５％、８５．５％相差１２．５百分点和１６．２百分

点，且同一时间段随着浓度的提高孢子萌发率显著

降低。

表３　不同浓度细胞壁成分对孢子萌发的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犲犾犾狑犪犾犾犲狓狋狉犪犮狋狊狅狀狋犺犲

狊狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犃狉狋犺狉犻狀犻狌犿狆犺犪犲狅狊狆犲狉犿狌犿

处理浓度／

μｇ·ｍＬ
－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｃｅｌｌｗａｌｌｅｘｔｒａｃｔｓ

孢子萌发率均值／％

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

５ｈ １０ｈ ２４ｈ

１０ （４３．０±３．０）ｂＣ （５８．３±２．１）ｂＢ （６７．０±３．６）ｂＡ

２０ （４０．０±４．０）ｂＣ （６０．０±１．０）ｂＢ （６９．３±１．５）ｂＡ

４０ （３３．０±３．０）ｃＣ （５１．７±４．９）ｃＢ （６０．０±３．５）ｃＡ

８０ （３７．０±４．６）ｃＣ （５１．３±０．６）ｃＢ （５９．７±３．８）ｃＡ

ＣＫ （５０．５±３．３）ａＣ （７２．５±４．８）ａＢ （８５．５±３．５）ａＡ

通过玻片萌发法观察诱导因子对病原菌暗孢节

菱孢菌孢子萌发的影响，发现３种诱导因子对孢子

萌发均有一定的抑制作用。在毒素经过温度灭活作

为诱导因子组中，萌发效果较好的为经过６０℃灭

活、毒素浓度为４０μｇ／ｍＬ处理，其２４ｈ时的萌发率

为８４．３％。在毒素经过４种蛋白酶降解作为诱导

因子组中，萌发效果较好的为糜蛋白酶处理下毒素

浓度１０μｇ／ｍＬ，２４ｈ时的萌发率为７６．０％。在细

胞壁成分作为诱导因子组中２０μｇ／ｍＬ的孢子萌发

效果较好，２４ｈ时的萌发率为６９．３％。

从以上结果可以看出，不同蛋白酶对毒素处理

和细胞壁提取物不同浓度处理对病原菌暗孢节菱孢

菌的孢子萌发均有抑制作用，温度灭活处理８０℃和

４０℃及以下温度对孢子萌发也有抑制作用，而

１００℃温度处理孢子萌发与对照不存在显著差异。

因此，最终选择经过６０℃灭活毒素，浓度为４０μｇ／ｍＬ

作为最佳诱导因子。

２．３　室外持续期病情指数和诱导效果比较

２．３．１　杂交竹不同品种诱导后的症状

通过图３得出，接种后，经过４０ｄ持续观察，

３个不同杂交竹品种的症状表现均不同。对于３个

不同杂交竹品种，杂交竹８＃的感病程度高于其他

两个品种。从ａ组来看杂交竹８＃的叶片几乎全部

变黄枯萎枝干也全部干枯，３＃叶片大多数变黄枯萎

但枝干仅干枯少部分，而６＃仅有少数叶片变黄枝

干未见干枯。ｂ和ｃ组病情指数均有降低，但８＃的

叶片变黄枯萎程度依然高于３＃和６＃。

图３　３个杂交竹品种不同处理的症状图

犉犻犵．３　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狋犺狉犲犲犅．狆犲狉狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊×犇．犵狉犪狀犱犻狊狏犪狉犻犲狋犻犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊
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２．３．２　杂交竹不同品种不同处理诱导后的病情

指数

　　从图４中变化动态得知，ＣＫ２组上升的趋势高

于处理组１、ＣＫ１和ＣＫ３，１～１０ｄ缓慢上升，１０～

３０ｄ上升的幅度变大，３０～４０ｄ上升的幅度又开始

减缓。ＣＫ２中杂交６＃的病情指数在４０ｄ时增加到

了３７．６９，而杂交３＃增加到了４８．３８，杂交８＃增加

的最高，达到了６３．１５。图中也看出ＣＫ２ ８整个观

察时间段折线一直处于最高。３＃、６＃和８＃对应的

折线变化趋势与ＣＫ１ ３＃、ＣＫ１ ６＃和ＣＫ１ ８＃相

近，１～３０ｄ有缓慢的上升趋势，３０～４０ｄ趋于稳定。

３＃、６＃、８＃在４０ｄ时病情指数分别为２５．４２、１９．７１

和３２．４３，相比ＣＫ２低了１７．９８、２２．９６、３０．７２。

ＣＫ１的３个杂交竹品种４０ｄ时与ＣＫ２相比病情指

数也分别低了１６．８８、２２．２６和２９．９。而ＣＫ３整个

时间段变化不明显波动，幅度也不大，病情指数也最

低，３＃、６＃和８＃分别为１３．４６、９．０８和１９．４９。

图４　不同杂交竹品种不同处理后的病情指数变化动态

犉犻犵．４　犇狔狀犪犿犻犮狉犲狊狆狅狀狊犲狊狅犳犱犻狊犲犪狊犲犻狀犱犲狓犲狊犻狀狋犺狉犲犲

犅．狆犲狉狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊×犇．犵狉犪狀犱犻狊狏犪狉犻犲狋犻犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

２．３．３　杂交竹不同品种诱导后的诱抗效果

通过图５可看出１０～２５ｄ期间３条直线都是

升高趋势，２５～４０ｄ趋于稳定，这可能是开始病原菌

对寄主植物造成一定的伤害，后诱导激发了寄主植

物自身的抗性，增强了对抗逆境的能力。抗性品种

的诱抗指数折线图整个时间段一直高于感病品种。

从６＃的诱抗效果动态变化来看，１～１０ｄ折线先降

低，１０～２０ｄ有缓慢的上升趋势，２０～４０ｄ稳定，此

时的诱抗指数稳定在４９．２３％左右。３＃诱抗指数

在１～５ｄ从４６．９７％降到了３８．１２％，５～２５ｄ又升

高到了４６．９９％，３０～４０ｄ稳定在４８．５３％左右。８

＃在１～５ｄ诱抗指数稳定于２６．９２％左右，１０～

３５ｄ有较大幅度的上升，平均值达到了４７．１０％。总

之，杂交６＃的折线在整个时间段均高于杂交３＃和

杂交８＃，而杂交８＃相对于杂交６＃、杂交３＃两个

品种折线波动幅度变化更大，尤其在５～２５ｄ呈直

线上升趋势，杂交６＃诱导处理后变化幅度最小。

图５　不同杂交竹品种诱抗效果变化动态

犉犻犵．５　犇狔狀犪犿犻犮狉犲狊狆狅狀狊犲狊狅犳犻狀犱狌犮狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋犻狀狋犺狉犲犲

犅．狆犲狉狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊×犇．犵狉犪狀犱犻狊狏犪狉犻犲狋犻犲狊

通过图４病情指数比较得知，３个不同杂交竹

品种在４种不同处理方式中均呈现ＣＫ３植株的病

情指数最低，ＣＫ２的病情指数最高。处理组１的病

情指数低于ＣＫ２，表明诱导因子使植株抗性增加。

而图５诱抗效果比较得出，杂交竹６＃整个时间段

的诱抗平均值达到了５０．１６％，高于杂交竹３＃和８

＃，说明抗性品种对诱导因子的响应更明显。

３　结论与讨论

３．１　不同诱导因子对病原菌孢子萌发影响不同

诱导因子又称为诱抗剂、激发子，是靠诱导物获

得抗性。它与自然获得抗性具有相同的抗病谱，且

诱导产生的抗性与自然产生的抗性和机理是相同

的，诱导物本身对病原物没有直接杀伤作用，是能够

诱发植物产生抗病防卫反应的物质［２２］。葛银林、李
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洪连、李开本等［２３２７］的研究表明，激发子是能够诱导

植物产生抗病反应（或植保素）的特殊物质，而Ｍａｙ

ａｍａ、Ｅｈｒｅｎｓｈａｆｔ、Ｍｏｕｓｓａｔｏｓ、章元寿、董金皋等
［２８３２］

的研究结果说明毒素可以作为激发子增加植物体内

的抗病物质，起着与受体间相互识别的作用。本试

验选用温度灭活的毒素、经过不同蛋白酶处理的毒

素和病原菌细胞壁成分作为３种诱导因子，对诱导

因子设置不同浓度梯度，采用玻片萌发法［１８］观察其

对病原菌孢子萌发的影响。经过细胞壁成分处理的

孢子在５ｈ时平均萌发率为１６．２５％，经过蛋白酶处

理毒素后的孢子平均萌发率为１８．２９％，经过温度

灭活处理毒素的孢子萌发率为１９．０９％，与对照相

比孢子萌发率均低于清水中的萌发率，但经过温度

灭活处理毒素的孢子萌发率更接近清水中孢子萌发

率，而相比５ｈ时细胞壁成分对病原菌有明显的抑

制作用。１０ｈ同样温度灭活毒素与清水中孢子萌发

率接近，因此最佳诱导因子选用温度灭活的毒素。

确定选用温度作为最佳诱导因子后，对温度设

置梯度２０、４０、６０、８０、１００℃分别对毒素灭活，进而

观察不同温度灭活后对病原菌孢子萌发的影响。由

表１可知１００℃灭活毒素后观察病原菌孢子萌发率

均与清水对照差异不显著，可能毒素已经全部失活，

２０、４０、８０℃灭活毒素孢子萌发率与清水存在显著差

异，而６０℃灭活毒素在２０、４０μｇ／ｍＬ的浓度下孢子

萌发率与清水不存在显著差异，孢子萌发效果较好，

毒素浓度１０、８０μｇ／ｍＬ处理孢子萌发率与清水存

在显著差异，因此选用６０℃作为最佳温度。

对纯毒素经过６０℃灭活后设置梯度浓度１０、２０、

４０、８０μｇ／ｍＬ，观察不同浓度对病原菌孢子萌发的作

用。在这４个不同浓度梯度中４０μｇ／ｍＬ与清水对照

不存在显著差异且萌发效果最好，因此４０μｇ／ｍＬ为

最佳浓度处理。

综上所述，选出的最佳诱导因子为纯毒素经过

６０℃灭活处理、毒素浓度为４０μｇ／ｍＬ。

３．２　不同杂交竹品种诱导抗病性存在差异

Ｄｅａｎ、Ｏｋｕｎｏ、冉隆贤、蔡新忠、李红玉等
［１３，３３３７］

的研究表明，在一定的浓度范围内诱导因子与抗性

寄主植物的诱导抗病性效果存在正相关关系，抗性

越强的品种诱导抗性越好。刘亚光［３８］等研究认为

灰斑病菌和粗毒素对抗病品种诱导作用强于感病品

种。王敬文等［３９］研究ＰＡＬ在抗马铃薯晚疫病中的

作用发现，无论病原菌还是病原菌毒素处理，ＰＡＬ

的活性大小与品种抗病性呈正相关。因此对于大多

数情况而言，在最佳诱导因子的诱导作用下，抗性品

种的诱导抗性要高于感病品种且在一定的时间段

后，诱导效应不再增强而趋于稳定。然而对于不同

的寄主植物诱导抗病性也存在差异，前人的研究大

部分都是针对农作物、经济作物等的幼苗期进行诱

导处理的，本试验所选定的研究对象是禾本科植物

杂交竹。

本试验用室内试验筛选的最佳诱导因子作用于

不同杂交竹品种，观察接种后１～４０ｄ的病情指数

和诱抗效果。从不同杂交竹品种病情指数和诱抗指

数的变化图（图４、５）可看出，经过最佳诱导因子诱

导后，各品种病情指数和诱抗效果存在差异。３个

不同抗性品种在１～４０ｄ的诱抗指数平均值分别为

杂交竹６＃５０．１６％，杂交竹３＃４４．７７％，杂交竹

８＃３８．６４％，结果与前人的研究相似
［１８，３１３５］。杂交

竹６＃和３＃在诱导后１～５ｄ诱抗指数有降低的趋

势，５ｄ之后开始上升，２５～４０ｄ趋于稳定，此时诱抗

指数为４８．４５％。杂交竹８＃对诱导因子反应较为

缓慢，１～５ｄ没有变化，５ｄ之后迅速呈直线上升，最

终稳定时的诱抗指数为４７．５４％。杂交竹８＃感病

品种呈直线上升可能是因为诱导因子对某些生化物

质的诱导速度快于抗病品种，但最终的诱抗效果依

然是抗病品种高于感病品种。
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