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稻瘟病菌致病毒素的活性测定及其影响条件*
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摘　要　稻瘟病菌 90-2菌株系是从大田水稻雄性不育细胞质 ( CM S )上分离的对野败型 (W )CM S

专化致病的生理小种。研究表明, 该菌株产生的毒素在致病过程中起着一定作用。本试验测定了此

菌株在不同 pH 培养基中培养对毒素产生的影响、毒素的热稳定性及 pH值变化对毒素活性的影

响等。 离体叶片法测定毒素活性发现毒素使离体叶段褪绿和细胞坏死,珍汕 97A 褪绿程度大于珍

汕 97B,进一步测定了毒素对W 珍汕 97A、 97B叶绿素总含量的影响和对W 珍汕 97A、 97B呼吸作

用的影响, 初步测定了粗毒素的致病作用。 用根冠细胞法测定了 90-2菌株毒素对一套 4种同核异

质 CM S材料的致病力,表明稻瘟病菌 90-2菌株是 CM S野败型的专化生理小种。

关键词　水稻　稻瘟病菌　毒素　雄性不育细胞质

水稻杂种优势的利用为水稻增产带来巨大潜力。目前,杂交稻制种主要依赖于利用水稻雄

性不育细胞质 (CM S)。但我国至今仍以“野败”胞质杂交稻为主,占杂交稻的 90% 。这种单一胞

质的大面积连年使用有可能导致某种病虫害的发生和流行。 例如 70年代初,美国由于大面积

种植 T -cm s玉米杂交种,导致玉米小斑病菌 T 小种的流行,使美国的杂交玉米生产遭受严重

损失
[1 ]
。这一深刻教训使得遗传育种与植物病理等多学科学者致力于作物胞质感病性的研究。

稻瘟病是严重危害水稻的一种真菌性病害, 其病原菌变异快,致病力强,常给农业生产造成重

大损失。近年我们发现从大田中分离鉴定的稻瘟病菌 90-2菌株对“野败型 (W )”雄性不育细胞

具有专化致病性
[2, 3 ]
。试验在明确稻瘟菌素在致病过程中起作用的基础上,进一步对该菌株毒

素的性质、致病力和致病机制进行初步分析。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　供试菌株　稻瘟病菌 (Pyricu laria oryzae) 90-2菌株 (属中 B15), 系从 W 不育系叶片

上采集分离的单孢菌系,接种在高粱粒培养基 ( 12g粉碎成颗粒状的高粱粒加上蒸镏水 20m l,

高压灭菌 ) 26℃下,黑暗培养 25d。



1. 1. 2　供试寄主　W 珍汕 97A,珍汕 97B;一套同核异质材料W 珍汕 97A, D珍汕 97A, G珍

汕 97A, T珍汕 97A, 珍汕 97B (湖南杂交水稻研究中心罗崇善提供 )。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　粗毒素的制备和活性测定　单孢菌系接种在 F rie s液体培养基中 (内装 300m l), 26℃

黑暗静止培养 25d,过滤获得毒素滤液。后减压浓缩 8倍, 三次等体积乙酸乙酯萃取得水相和

有机相,合并有机相,减压浓缩至粘稠状,加蒸馏水至原体积后分别测水相和有机相的活性。

1. 2. 2　 pH值对滤液毒性的影响　 90-2菌株的毒素滤液用 1m o lN aOH或 1m o lHC l分别调

pH值至 2、 4、 6、 8、 10, 均用乙酸乙酯萃取 3次,得水相和有机相,然后分别减压浓缩,加入蒸馏

水至原滤液体积, 回调 pH至 6后进行活性测定。

1. 2. 3　培养基 pH值对毒素产生的影响　F ries液体培养基分别调 pH 值为 4、 6、 8、 10,接种

后在 26℃下暗培养 25d,过滤液均调至 pH 6后用于毒素活性测定。 按上述方法粗提后测毒素

活性。

1. 2. 4　毒素的热稳定性　滤液煮沸 8m in,冷却后加蒸馏水至原体积,测毒性变化。

1. 2. 5　毒素活性测定方法　采用根冠细胞死亡 [4 ]和离体叶段褪绿或组织死亡法测定。离体叶

段法用二叶期幼苗, 截取第二叶片中部同一位置约 1cm 长的叶段,平放在已铺有滤纸并加有

3m l粗毒素的培养皿中 (直径 5cm ),盖上皿盖,置 26℃光照培养箱中光照处理 14h,观察叶段

的病变情况, 以蒸馏水处理作对照。

1. 2. 6　毒素处理对离体叶段叶绿素总含量的影响　取 0. 1g二叶期叶片,分别用毒素处理 (方

法同上 ) 24h、 36h后取出叶片, 滤纸吸干, 于装有 10m l丙酮∶无水乙醇= 1∶ 1的试管中常温

下萃取 24h, 之后在 722分光光度计上测定 OD 663、OD 645, 并按 C t= 8. 02 OD 645+ 20. 2

OD 663计算叶绿素总含量 [5 ],以蒸镏水作对照。

1. 2. 7　毒素对呼吸作用的影响　培养滤液用乙酸乙酯萃取后得到的水相和有机相样品即为

粗毒素样品, 将W 珍汕 97A、珍汕 97B拔节期 ( 5叶期 )展开的顶叶中部位置切成 2mm 宽的片

段,放入直径 5cm铺有滤纸的平皿中并加入 3m l粗毒素样品,分别在 20℃下 0、 4、 16、 20、 24h

用氧电极法
[5 ]
测定其呼吸变化。

2　结果与讨论

2. 1　培养基 pH值对产毒的影响

不同 pH条件下的培养物经滤纸过滤的培养滤液,活性测定采用根冠细胞死亡率法 (表

1), 从表 1中看出,培养基的 pH 值对稻瘟菌毒素的产生有一定影响, pH 4时产生的毒素活性

最强, W 珍汕 97A和 97B的根冠细胞死亡率均出现最大值。 此时对 97A的损害显著高于

97B,其他 pH值处理也出现类似情况。

表 2为不同 pH培养基培养的滤液经乙酸乙酯萃取后的水相对水稻根冠细胞死亡的影

响, W 珍汕 97A根冠细胞死亡率以 pH值 4. 0处理的最高,表明 pH 4有利于毒素产生。
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表 1　培养基 pH值对产毒的影响

培养基

( pH 值 )

根冠细胞死亡率 (% )

W 珍汕 97A 珍汕 97B

4. 0 66. 7( 100. 0) 32. 7( 100. 0)

6. 0 40. 0( 60. 0) 31. 9( 97. 6)

8. 0 33. 3( 49. 9) 12. 5( 38. 2)

10. 0 37. 2( 56. 2) 12. 9( 39. 5)

注:对照蒸馏水处理根冠细胞死亡率为 3% ～ 5%。

表 2　不同 pH值水相的毒素活性

处理条件
根冠细胞死亡率 (% )

W 珍汕 97A 珍汕 97B

pH 4 48. 8 30. 4

pH 6 38. 5 16. 0

pH 8 23. 8 12. 7

pH 10 36. 8 18. 3

2. 2　加热对毒素活性的影响

为明确毒素的热稳定性, 将粗毒素加热

8m in, 再用根冠细胞法测毒素的致病活性, 结

果见表 3。 发现稻瘟菌 90-2菌株产生的毒素

对热高度稳定, 加热后毒性不变甚至有所提

高,原因有待进一步研究。

表 3　加热对毒素活性的影响

处理条件
根冠细胞死亡率 (% )

W 珍汕 97A 珍汕 97B

滤液 50. 00 18. 75

滤液加热 8m in 50. 00 43. 90

注:表 2、表 3蒸馏水处理根冠细胞死亡率 3% ～ 5%。

2. 3　pH 值对毒素活性的影响

测定 (观察时间二叶期为

24h, 抽穗期旗叶为 60h )结果见

表 4。

从表 4看出: ①旗叶比幼叶

感病慢,病情轻。 经测定,不论毒

素来自水相或有机相, 不论 pH

值从酸性到碱性, W珍汕 97A与

珍汕 97B之间在旗叶上的褪绿

程度差异不显著。 ②幼叶对不同

pH 条件下萃取的毒素反应, 水

相与有机相之间有很大的差异,

例如 pH 2水相毒素使 W 珍汕

97A的幼叶全部变黄,而 pH 2有

机相毒素仅使其叶片的 20%变

表 4　pH值变化对粗毒素活性的影响

粗毒素　
二叶期

W 珍汕 97A　珍汕 97B

旗　叶

W 珍汕 97A 珍汕 97B

pH 2水相 + + + + + + + + + + + -

pH 2有机相 + + + + +

pH 4水相 + + + + + + + + -

pH 4有机相 + - - + -

pH 6水相 + + + + + + + + -

pH 6有机相 + - + + +

pH 8水相 + + + + + + - -

pH 8有机相 + + + + + + + +

pH 10水相 + + + + + + -

pH 10有机相 + - + - -

对照 (水 ) - - - -

注: + + + + + 全变黄; + + + + 约 80%变黄; + + + 约 60%变黄; + + 约

40%变黄; + 约 20%变黄; -正常。

黄。③一般说,碱性毒素的活性低于酸性毒素。 pH 4的水相毒素使W 珍汕 97A的幼叶全部变

黄,而珍汕 97B的幼叶仅 20%的叶片变黄, 不育细胞质与正常细胞质之间差异极显著。

用离体叶段法对 90-2菌株产生的毒素进行测定,发现叶段褪绿。 为定量分析毒素对野败

型不育系及其保持系的影响,进一步测定了粗毒素处理前后叶绿素总含量的变化 (图 1)。结果

发现粗毒素处理后 24hW 珍汕 97A叶绿素总含量比水处理 (对照 )下降 0. 53m g /g,珍汕 97B

下降 0. 38m g /g, 36h后两品种分别下降 0. 44mg /g和 0. 34m g /g,毒素处理后W 珍汕 97A的

叶绿素总含量下降大于珍汕 97B。
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2. 4　毒素对同核异质体的致病力

　　试验用 pH 4 F ries液体培养基培养的滤液用根

冠细胞法测定对同一核背景下不同细胞质的致病性

(表 5)。此试验采用了同一核背景下 4种不同 CM S

及其正常细胞质材料, 结果更具可比性。 90-2菌株

毒素处理的水稻野败型 CM S的根冠细胞死亡率最

高,达 38. 6%,而保持系珍汕 97B为 26. 1% ,两者差

异极显著 (P= 0. 01); D珍汕 97A和 T 珍汕 97A的

根冠细胞死亡率较低。

表 5　毒素对水稻同核异质体的致病力比较

细　胞　质 根冠细胞死亡率 (% )

CM S　W 珍汕 97A 38. 6± 1. 50* *

CM S　D珍汕 97A 15. 9± 1. 22　

CM S　G珍汕 97A 29. 1± 1. 26　

CM S　 T珍汕 97A 14. 8± 1. 40　

N珍汕 97B 26. 1± 1. 38　

注:对照蒸馏水处理根冠细胞死亡率为 3% ～ 5% ; *

* 表示差异达 1%水平。

图 1　毒素处理对叶绿素总含量的影响　　　　图 2　毒素处理对呼吸作用的影响

　　采用氧电极法测定了毒素处理W 珍汕 97A和珍汕 97B前后呼吸消耗 O 2量的变化 (图

2)。从图 2可见, W珍汕 97A、珍汕 97B拔节期顶叶的离体叶片用粗毒素处理后, 呼吸作用有

明显变化。 W 珍汕 97A受刺激后呼吸作用反应敏感, 4hO 2利用比对照增加 4. 84μl· g
- 1
·

m in
- 1
; 珍汕 97B较不敏感,幅度小 (为 0. 692μl· g

- 1
· m in

- 1
) ; 16h时 W 珍汕 97A比对照下

降达 9. 96μl· g
- 1· m in

- 1, 而珍汕 97B比其对照高 3. 768μl· g
- 1· m in

- 1; 24h后二者 O 2的利

用几乎丧失。 W 珍汕 97A的呼吸作用对毒素敏感,变化幅度大,下降快,可能其离体叶段线粒

体受到破坏或某些呼吸酶类活性丧失大于珍汕 97B所致。

从一系列活性测定结果可以看出, 90-2菌株产生的致病毒素是多种成分的混合物。乙酸

乙酯萃取后的水相和有机相都有毒性,且不同 pH值处理后活性不同。90-2菌株粗毒素引起水

稻离体叶段褪绿, 并对细胞呼吸有明显的抑制作用。推测该毒素在致病过程中起重要作用。且

引起的病理变化是多方面的。

稻瘟病菌变异性很强, 60年代以来我国的许多地区, 稻瘟病的优势小种已更替 3～ 4

次
[6 ]
,且各地区出现的生理小种与当地种植品种之间有密切的关系

[7 ]
。植物病原菌产生毒素在

植物体内可引起多种毒害反应, 如生物膜膨胀破裂、细胞坏死、褪绿等。国外亦有文章论述关于

稻瘟菌毒素的分离纯化或病理测定 [8～ 11 ]。 此毒素是水溶性的, 且对热稳定,但不具小种特异

性 [11 ]。
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另据文章介绍
[12 ]
已证明毒素致病的病原物有数十种, 其中不少是生产上的重要问题, 如

稻瘟病、棉花黄萎病、水稻白叶枯病、小麦赤霉病、玉米小斑病等。 其中分寄主专化性毒素和非

寄主专化性毒素两类, 对作物雄花不育细胞质专化致病的病原菌已报道的有:①玉米小斑病菌

T小种 (B. mayd is race T )与玉米黄斑病菌 (P. m ayd is)均侵染玉米的 T -CM S, ②玉米小斑病

菌 C小种 (B. m ayd is race C )侵染玉米的 C-CM S,③S. g ram in icola侵染珍珠粟的 S-CM S, ④

稻瘟病菌 (Pyricu laria oryzae) 90-2菌株侵染水稻的野败 -CM S。 B. m ayd is race T 产生的专化

性毒素的结构及其专化性致病机制已经弄清
[13 ]
,寄主特异性植物病原真菌毒素都是极其重要

的天然有机化合物,它们在主要作物病害的发生与发展过程中作为致病因素起关键作用。因而

对它们进行研究在理论上、实践上都有重大意义。

从水稻不育系上分离得到的稻瘟菌 90-2菌株,属于中 B15, 一系列试验 [2, 3 ]及本研究都证

实此菌株对目前我国生产上使用的野败型不育细胞质致病力强于其正常细胞质。我们认为,在

长期大面积种植单一野败型不育细胞质杂交种的情况下,如环境条件合适,有可能造成病害大

流行,对此应引起重视。
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1

( 1 A g ro-phy sics, P lan t Phy sio log y and B iochem istry In stitute,

H ebe iA cadem y o f A g ricu ltu ra l and Fo re stry S ciences, Sh ijiazhu ang　 050051)

( 2 A g ronom ic Depar tm en t, N an jing Ag ricu ltu ra lU n ive rsity, N an jing　 210095)

Abstract　Pyricu laria ory zae 90-2 st ra in w h ich is iso lated f rom r ice CM S in fie ld is se lect ive-

ly pa thogenic to rice W -CM S. T he st ra in p roduces to x in tha t p lay s an im po rtant ro le in

pa thogen ic proce ss. T h is paper repo r ts hea t-stab ility o f the to x in and e ffects o f pH on tox in

p roduct ion. T he exper im en ts show tha t tox in from 90-2 st ra in is hea t-stab le and va ria tion s

o f pH va lue to certa in ex ten t af fects the activ it ies o f to x in. T he change o f pH va lue o f m ed i-

um a lso alte rs the act iv it ies o f th e tox in. W e obse rved tha t the tox in lead to the yel low ing o f

leaves and cel l necro sis. T he deg ree o f y el low ing o fW Zhenshan 97A leaves is la rg er than

tha t o f Zhenshan 97B. T he exper im en ts de tected the in fluence o f the tox in on to ta l con ten t o f

ch lo rophy ll and re sp ira t ion o fW Zhenshan 97A and 97B respec tive ly. In add ition, w e de tect-

ed the pa thogen icity o f the tox in to one se t o f rice m a te ria ls w ith hom ocary on u sing the

m ethod o f ro o t cap ce lls b ioassay. T he experim en t con firm s tha t 90-2 st rain is specia l suscep-

t ibility to ricew ithW -CM S.

Keywords:　R ice; Pyricu laria ory zae; T ox in; M ale-ste rile cy top lasm.
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