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利用组织培养技术筛选辣椒 
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[摘 要] 选用“2001”，“2056”，“2031”3个辣椒品种作为试材，以其子叶作为外植体诱导愈伤组织，以辣椒疫 

病病原菌培养滤液制取粗毒素作为筛选剂，筛选辣椒抗疫病细胞变异系。结果表明，辣椒疫病病原菌粗毒素对辣椒 

子叶愈伤组织的诱导、生长及不定芽的分化具有显著的抑制作用，抑制作用随着粗毒素浓度的增加而增加，且不同 

辣椒品种愈伤组织对毒素的忍耐力不同。 
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辣椒疫病是危害辣椒生产的主要病害之一，在 

世界许多国家都有发生。该病害是由辣椒疫病病原 

菌(Phytophthora capsici)引起的一种毁灭性土传病 

害，对苗期、成株期辣椒均有伤害，茎、叶和果实均能 

发病，且其传播速度极快，常致使发病田绝产，造成 

严重的经济损失。利用化学药剂对植株地上部进行 

喷施防治的传统方法，不仅污染产品和环境，而且防 

治效果较差。但是采用常规育种和杂交育种技术进 

行辣椒抗疫病育种工作，也具有育种周期较长、难以 

在短时间内获得优质抗病品种的缺点。因此，寻求一 

种新的，效果好、周期短的抗病育种途径，已成为辣 

椒高产优质抗病育种研究的重点。 

近年来，植物离体培养筛选细胞突变体技术迅 

速发展，国内外已建立了较为完善的利用组织培养 

技术，离体筛选抗逆种质的新方法，并在植物抗病、 

抗除草剂、耐盐胁迫、抗金属离子、雄性不育和作物 

品质改良等方面取得了可喜成就，获得了大量的突 

变体材料 。如何诱导并成功筛选出辣椒的抗疫病 

体细胞变异无性系在国内外尚未见报道。基于此，本 

试验建立和完善了辣椒抗疫病体细胞变异无性系诱 

导筛选体系，并在此基础上获得了抗疫病的体细胞 

变异株系，这对于加速辣椒抗疫病新品种的选育和 

推广，及对农业可持续性发展具有重要的理论和实 

践意义。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

选取“2001”，“2056”和“2031”3个辣椒 品种 

(系)作 为试材，其 中品种“2001”为市售种，品系 

“2056”和“2031”由西北农林科技大学园艺学院辣椒 

种质资源与育种课题组提供。3个供试材料均为辣 

椒疫病感病品种(系)。 

辣椒疫病病原菌为陕西杨凌本地分离菌株。辣 

椒愈伤组织诱导分化培养基(MS+质量分数 3 蔗 

糖+质量分数 0．6 9／6琼脂+5．0 mg／L BA+0．5 

mg／I IAA)用 1 mol／L NaOH或 1 mol／L HCI调 

pH为 5．8，并在 0．10～0．15 MPa压力和 121～126 

C高温下灭菌 20 min，用于愈伤组织的诱导及不定 

芽的分化。 

1．2 方 法 

1．2．1 辣椒无茼苗的获得 精选后的辣椒种子经 

55 C温水浸泡 2 h，体积分数 70％酒精浸泡 40 s， 

质量分数 2％次氯酸钠溶液消毒 30 min，无菌水漂 

洗 3～4次，接种到MS+质量分数 3 蔗糖+质量 

分数 0．6％琼脂培养基上(pH一5．8)，置于光照 

2 000 Lx(14 d)，白天 26 C、晚上 20 C条件下发芽 

并培育成苗。 

l_2．2 辣椒疫病病原茼粗毒素的制备 辣椒疫病 
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病原菌(Phytophthora capsici Leonian)在进行液体 

培养前 7 d接种至 PDA固体培养基一k进行繁殖和 

鉴定。挑取 5块直径 8 mm的单菌菌落接种于 100 

mL胡萝 b汁培养液中(CFB)，置 27 C黑暗条件 

下，110～120 r／min振荡培养 18 d。用双层灭菌滤 

纸滤去菌丝体，滤液经 4 000 r／min离心 20 min，上 

清液煮沸过滤即为辣椒疫病病原菌粗毒素。 

1．2．3 辣椒疫病病原茵粗毒素对辣椒子叶愈伤组 

织诱导的影响 分别选取 3个辣椒品种 12 d苗龄 

幼苗的子叶，接种在粗毒素体积分数分别为 0 ， 

10 ，20 ，30 9／6，40 ，50 9／6和 60 的筛选培养 

基上，每处理 50个外植体。接种时外植体伤口与培 

养基表面充分接触。无菌苗的生长条件为：温度20～ 

25 C，光照 2 000 Lx，14 h光／10 h暗。愈伤组织的 

诱导、继代与分化培养条件为：温度20～25 C，光照 

2 000 Lx，14 h光／lo h暗。20 d后分别统计各试验 

材料愈伤组织诱导率及发育状态。 

1．2．4 辣椒疫病病原茵粗毒素对辣椒愈伤组织增 

殖的影响 分别选取 3个辣椒品种 l2 d苗龄幼苗 

的子叶接种在分化培养基上，每处理 100个外植体。 

接种时外植体伤口与培养基表面充分接触，培养条 

件同 1．2．3 培养 20 d后将愈伤组织从外植体伤口 

处切下，转接至粗毒素体积分数为 1O 的筛选培养 

基上继代筛选培养，用精确度为 0．001 g的天平称 

量不同处理各个材料愈伤组织鲜重。培养 20 d后， 

选择 3个品种未褐化且生长明显的愈伤组织，转接 

至粗毒素体积分数为 20 9／6的筛选培养基 k进一步 

继代筛选培养，用精确度为 0．001 g的天平称量各 

个材料愈伤组织鲜重，20 d为 1个粗毒素浓度筛选 

周期，愈伤组织筛选的粗毒素体积分 数最高 为 

60 。在每个粗毒素筛选周期，观察各个材料各个 

处理的愈伤组织的生长状态，并称量其愈伤组织鲜 

重，计算愈伤组织增殖率，计算公式如下： 

愈伤组织增殖率／Yo一((培养后愈伤组织量一 

转入愈伤组织量)／转入愈伤组织量)×100 。 

1．2．5 辣椒疫病病原茵粗毒素对辣椒愈伤组织分 

化的影响 方法同 1．2．4，在每个粗毒素体积分数 

筛选周期，均统计不同材料各个处理的不定芽分化 

率、每个愈伤组织的存活率和不定芽生长状态。 

1．2．6 抗性细胞系的筛选与稳定性鉴定 分别将 

3个品种在粗毒素体积分数为 6O 筛选培养基上 

生长的愈伤组织，转接至无毒素胁迫的MS培养基 

上继代增殖 4次，以淘汰对粗毒素嗜好的适应细胞。 

再分别将“2001”、“2056”、2031”抗性变异系及其对 

照系，转接至粗毒素体积分数为 6O 的筛选培养基 

上进行培养，研究抗性无性系的抗毒素特性。并统计 

各处理的愈伤组织存活率及愈伤组织增殖率。 

1．2．7 抗性细胞系的植株再生 将抗性愈伤组织 

分化的不定芽丛分割，转入芽伸长培养基上。培养条 

件同 1．2．3，14 d继代 1次 不定芽叶片开展，同时 

有苇间伸长。待不定芽长至 2～3 cm时，将其从基部 

切下。插入生根培养基中诱导生根，待其长成发达根 

系后，移人盛有菜园土和蛭石(质量比为 1：1)的营 

养钵中保湿培养。 

2 结果与分析 

2．1 辣椒疫病病原菌粗毒素对辣椒子叶愈伤组织 

诱导的影响 

由表 1可以看出，辣椒愈伤组织诱导率随着辣 

椒疫病病原菌粗毒素浓度的升高而降低。当辣椒疫 

病病 原菌粗毒 素体 积分数为 l0 时，“2001”、 

“2056”和“2031”的愈伤组织诱导率分别为 90 9，6， 

88％和 86 。当粗毒素体积分 数为 60 时， 

“2001”、“2056”的愈伤组织诱导率分别为 4 和 

2 ，而“2031”在粗毒素体积分数为 5O 9，6时就已无 

愈伤组织产生，这说明辣椒疫病病原菌粗毒素对辣 

椒愈伤组织有强烈的毒害作用。除了粗毒素体积分 

数为 0 处理外，在粗毒素体积分数相同的条件下， 

“2001”的愈伤组织诱导率明显高于“2031”，这说明 

不同辣椒品种愈伤组织对毒素有不同的忍耐力， 

“2001”对粗毒素的忍耐力最强，“2031”最弱。本试验 

还发现，生长在含有粗毒素培养基上的为 3个辣椒 

品种，其愈伤组织均出现了不同程度的褐化，且粗毒 

素体积分数越高，褐化现象越严重。 

2．2 辣椒疫病病原菌粗毒素对辣椒愈伤组织增殖 

的影响 

由表 2可知，用辣椒疫病病原菌粗毒素筛选辣 

椒愈伤组织时，随粗毒素体积分数的升高，愈伤组织 

受到抑制的程度增强。当粗毒素体积分数为 10 

时，“2001”、“2056”和“2031”的愈伤组织生长状况良 

好，新鲜均匀疏松，淡绿色，愈伤组织的增殖率分别 

为 89．6 。88．9 9，6和86．2 。当粗毒素体积分数 

为 6o 时，仅有个别愈伤组织存活，“2001”、“2056” 

和“2031”愈 伤组织 的增 殖 率分 别为 l6．7 9／6， 

15．3 和 11．6 
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裹 1 不同体积分数粗毒素对辣椒于叶愈伤组织诱导的影响 

Table 1 Effect of crude toxin on inducement of callus of pepper 

No．of No．ofVariet 嚣 微 外蓿 敬 Crude toxin Variet 嚣 外藿 数 c
．

onc
．

ell- explants ca11us ：儿 ‘ c．on．c．en explants ca11us ． ：̈u I 

2001 50 5O 100 2001 50 l1 22 

0 2056 50 49 98 40 2056 5O 7 14 

2031 5O 5O lO0 2031 50 5 l0 

2001 5O 45 90 200l 50 5 10 

l0 2056 5O 44 88 50 2056 5O 3 6 

203l 50 43 86 2031 50 l 0 

2001 50 34 68 2001 5O 2 4 

2O 2056 5O 3O 6O 6O 2056 50 1 2 

2031 50 28 56 2031 50 0 0 

2001 5O 25 50 

30 2056 5O 20 40 

2031 S0 17 34 

衰 2 辣椒疫病粗毒素对辣椒愈伤组织增殖的影响 

Table 2 Effect of crude toxin on growth of callus of pepper 

． ．

粗毒素 愈伤组织 愈伤组织的 粗毒素 愈伤组织 愈伤组织的 
体积分数／ 品种 增殖率／ 生长状态 体积分数／ 品种 增殖率／ 生长状态 
Crude toxin Variety Rate of growth Growth (3rude toxin Variety Rate of growth Growth 

c0ncentrations of callus slale concentrations of callus state 

2001 96．5 + + + + + 2001 34．5 + + + 

0 2056 94．3 +++ ++ 40 2056 32．6 +++ 

2031 93．6 + ++ + + 2031 30．8 + + 

2001 89．6 + ++ + + 2001 20．9 + + 

10 2056 88．9 + ++ + + 50 2056 l 9
． 8 + + 

2031 86．2 + + + + 2031 1 5．9 + 

2001 69．6 + + + + 2001 1 6．7 + 

20 2056 68．1 + + + + 6O 2056 l5
． 3 + 

203I 63．4 + + + 2031 l1
． 6 + 

2001 50．2 + + + 

30 2056 48．6 + + + 

203l 40．9 + + + 

注：+++++．愈伤组织健康。新鲜均匀疏松，淡绿色l++++．愈伤组织质量较好．较新鲜疏松，黄绿色；+++．]／3愈伤组织质量差． 

黄色l++．1／2愈伤组织质量差，致密．黄褐色I+．大部分愈伤组织褐化死亡，只有个别存活 

Note：+++ ++．means callus growswell·light green~++++．means callus grows good，yellow—green‘+++
． means 1／3 callus grows 

in had condition·yellowI++．means I／2 callus grows in bad condition．yellow—brownI+．means most of callus died． 

2．3 辣椒疫病病原菌粗毒素对辣椒愈伤组织分化 

的影响 

由表 3可知，辣椒疫病病原菌粗毒素能显著抑 

制辣椒子叶愈伤组织分化不定芽，且随着粗毒素体 

积分数的升高，愈伤组织存活率降低，不定芽的分化 

率也显著降低。当粗毒素体积分数为 lO 时， 

“2001”、“2056”和“2031”愈伤组织不定芽的存活率 

分别为 88．5 9／6，85．6 和 81．8 ，分化率分别为 

84．2 ，82．3 和 78．6 ，此时不定芽生长基本 

正常，长势较对照稍弱。当毒素体积分数为6O％时， 
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“2001”、“2056”和“2031”愈伤组织不定芽的存活率 个品种，说明粗毒素对不同辣椒品种不定芽具有不 

分别为 15．8 9／6，14．5 和 8．6 ，分化率分别为 同的毒害作用。以上结果均表明，辣椒疫病病原菌粗 

lo．2 ，8．1 和 4．3 ，此时不定芽枯黄甚至死 毒素对辣椒不定芽的分化和生长有强烈的毒害作 

亡。粗毒素对“2031”不定芽的毒害作用强于其他 2 用。 

裹 3 不同体积分数粗毒素对辣椒愈伤组织分化的影响 

Table 3 Effect of crude toxin on differentiation of callus of pePPer 

粗毒素体积分数／ 
Crude toxin 

concentrati0ns 

品种 
Variety 

愈伤组织分化率／ 
Rate of 

differentiation 

of callus 

愈伤组织 
不定芽存活率／ 
Rate of living 

eallUS 

愈伤组织的生长状态 
Growth state 

of caIlus 

100．0 

1 00．0 

98．0 

88．5 

分化 
Strong differentiation 

分化 
Strong differentiation 

分化 
Strong differentiation 

分化弱 
Weak differentiation 

分化弱 
Weak differentiati0n 

分化弱 
Weak differentiation 

停止分化 
No differentiation 

停止分化 
No differentiation 

停止分化 
No differentiation 

基部出现褐化 
Basilar tissue appeared bruising 

基部出现褐化 
Basilar tissue appeared bruising 

基部褐化 
Basilar tissue bruised totally 

基部褐化 
Basilar tissue bruised totally 

基部褐化 
Basilar tissue bruised totally 

芽尖褐化 
ToD of buds bruised totally 

芽尖褐化 
ToD of buds bruised totally 

芽尖褐化 
Top of buds bruised totally 

枯黄、死亡 
Perished and died 

枯黄、死亡 
Perished and died 

枯黄、死亡 
Perished and died 

跏 撼、 

2．4 抗性细胞 系稳定性分析 

抗性细胞系稳定性分析结果见表 4。由表 4可 

知，辣椒抗疫病愈伤组织变异系与其对照系在含有 

相同体积分数粗毒素的培养基上培养时，两者的存 

活率和增殖率存在明显差异。在体积分数为6O 的 

粗毒素培养基中培养时，抗性愈伤组织仍有一定的 

生长量，而对照则受到很强的抑制，“2001”，“2056” 

和“2031”抗性愈伤组织的存活率分别为 85．3 ， 

83．8 和 80．9 ，对照愈伤组织的存活率分别为 

8．9 9／5，6．8％和 3．8 。“2001”、“2056”和“2031” 

抗性愈伤组织 的增殖率分别32．8 ，30．3 和 

25．1 ，对照愈伤组织的增值率分别为 5．3 ， 

4．8％和 4．3 。以上结果均表明，经粗毒素连续筛 

选得到的抗性细胞变异系对辣椒疫病病原菌粗毒素 

具有稳定的抗性。但这种抗性是否能够稳定遗传及 

抗性细胞系的再生植株能否抗病，还需进一步研究 

1  3  5  2  3  6  6  l  8  4  3  9  8  5  7  6  8  4  2  l  3  

∞ ， 跎 ∞ ∞ 弘 弘  ̈ m 8 4 

叭 邓 叭 叭 毗 弘 叭 叭 叭 弘 引 加 加 加 加 加 
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品种 Variety 

愈伤组织增殖率／ Rate of growth of callus 

变异系 Treatment 对照系 CK 

愈伤组织存活率／ Rate of living callus of pepper 

变异系 Treatment 对照系 CK 

2．5 抗性细胞系植株的再生 

本试验获得辣椒品种“2001”抗疫病再生植株 

l5株，获得辣椒品种“2056”抗疫病再生植株 12株， 

获得辣椒品种“2031”抗疫病再生植株 8株，对辣椒 

抗疫病再生植株的抗病性鉴定还有待进一步研究。 

3 讨 论 

体细胞无性系变异几乎可以发生在植物所有的 

器官、组织、细胞及愈伤组织上。许多利用组织培养 

进行植物育种的研究发现。在组织培养过程中可以 

发生丰富的变异，特别是处于去分化状态的愈伤组 

织，本身就是体细胞无性系变异的主要原因。组织培 

养是一个新的、非常丰富的遗传变异源泉。因此，本 

试验在筛选方法上只是将愈伤组织接种于选择培养 

基上，而未对原始材料进行任何其他诱变处理。植物 

病原毒素是病原菌产生的毒性代谢产物，在寄主植 

物病害的发生、发展过程中起明显的致病作用。研 

究 表明，毒素不仅对植物的组织、器官有毒害作 

用，还对植物离体培养细胞也有明显的毒害作用，可 

将毒素作为选择剂对愈伤组织进行抗性筛选，以获 

得抗性细胞变异系。赵晓明等 将番茄愈伤组织转 

接于含番茄早疫病粗毒素的培养基上发现，随毒素 

浓度的增加，愈伤组织增殖率明显降低，褐化现象加 

重。刘进平等 报道，辣椒疫霉培养滤液对胡椒茎尖 

和丛生芽的存活和生长均有抑制作用，且随滤液浓 

度的升高，茎尖和丛生芽的存活率和生长率均下降。 

马龙彪等口 报道，甜菜褐斑病培养滤液对愈伤组织 

的诱导率和再生苗率均有一定的抑制作用。本研究 

则发现，辣椒疫病病原菌粗毒素对辣椒愈伤组织的 

诱导及增殖有明显的抑制作用，且抑制作用随粗毒 

素体积分数的增加而增强。由此可见，病原菌粗毒素 

对离体细胞的确有毒害作用。 

在抗病育种中，利用毒素进行抗性筛选时的关 

键问题是确定毒素使用的浓度与处理方法。如果毒 

素浓度过高，则材料死亡率大，选择时易导致 些抗 

性材料丢失；如果浓度过低，选择压力小，又不易选 

出高抗材料。赵晓明等_7 报道，用早疫病粗毒素筛选 

番茄抗早疫病突变体时，3O 9／6毒素浓度为最佳筛选 

浓度。刘进平等_8 在用辣椒疫霉培养滤液体外筛选 

胡椒抗瘟病无性系时，选择粗毒素浓度为 5o 作为 

选择剂压力上限，筛选出了抗瘟病胡椒再生植株。吴 

志凤等Elo]认为，在组织培养中选择存活率为 5 9，6时 

的毒素浓度较为合适。本试验以辣椒疫病粗毒素对 

愈伤组织的毒害作用为基础，结合辣椒疫病粗毒素 

生物活性测定，综合评定认为，粗毒素合适的筛选浓 

度为体积分数 6O 9／6。 

在筛选过程中，愈伤组织的存活率会随着筛选 

次数的增加和毒素浓度的增加而减少。为了在后期 

能获得较多的存活愈伤组织再生植株 ，本试验接种 

了大量外植体，这在一定程度上增加了试验成本。本 

试验中，在存活愈伤组织很少的情况下，为了进一步 

鉴定其抗病性，从存活的愈伤组织上切取部分愈伤 

组织扩大再繁殖，取得了良好的效果。 

此外，对筛选出的抗性愈伤组织进行抗性稳定 

性鉴定也是非常必要的。一方面是由于在一定的选 

择压力下，有部分连续筛选多次的愈伤组织细胞仅 

仅是生理适应的细胞，而非遗传变异细胞，当其转入 

正常培养基并培养数代后，其抗性就会随之消失。另 

外愈伤组织通常从复杂的多细胞类型的外植体上诱 

导产生，因而其初始生理和遗传具有不一致性；愈伤 

组织内部的生理特性可使一些细胞为邻近细胞所缓 

冲，从而逃脱选择压；另一方面是由于内部的敏感细 

胞可能被抗性细胞所包围，在体外选择中存活下来， 

并产生不具抗性的植株，甚至有可能在敏感细胞和 

抗性细胞问通过胞间连丝传递某些具有抗性作用的 

化合物，这些表型隐蔽作用增加了体外选择的复杂 

性。虽然在一定程度上可通过连续转接克服这些缺 

点，但对愈伤组织进行抗性稳定性鉴定，则有助于进 
一 步确定筛选得到的愈伤组织为抗性细胞系。本研 

究将筛选得到的抗辣椒疫病细胞变异系在无毒素培 

养基上继代 4次后，转接到含有体积分数6O 9／6粗毒 

素的筛选培养基上发现，抗性愈伤组织仍有一定的 
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生长量，而对照的生长则完全受到抑制，这说明经粗 

毒素连续筛选得到的抗性细胞系对辣椒疫病病原菌 

粗毒素具有稳定的抗性。 

总之，利用植物体细胞突变系进行抗性育种，缩 

短了育种年限，并可广泛获得具各种不同优良性状 

的突变系。目前在体细胞突变体筛选和利用方面，国 

[1] 

[23 

[3] 

[4] 

[53 

[6] 

内外已经展开了广泛研究，并有一批具有优良性状 

的品种(系)gff用于杂交育种和生产之中。随着细胞 

工程研究的深入，利用组织培养的方法诱发变异，筛 

选突变体，无论在理论和实践上都具有广阔的前景 

和深远的意义 。 
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Stydy on the selection of cell mutant lines resistant to 

Phytophthora capsici in pepper 

QI Fei。GONG Zheng—hut·HUANG Wet 

(College ltorti~ultare。Northwest A 8 ’University。Yangling，Shaanxi 712100，China) 

Abstract：In this study we selected some cell mutant lines by using the cotyledons of three pepper cul— 

tivars“2001”。“2056”。“2031”as explants induced the callus and the filtrate of Phytophthora capsici(crude 

toxin)as the selective agent．The experimental results showed that the crude toxin of尸hytophthora capsici 

inhibited the inducement。the growth of callus，and the differentiation frequency and the growth of buds． 

The inhibition increased with the increase of concentration of crude toxin．The experiment also found that 

different cultivars had different resistance tO Phytophthora capsici． 

Key words：pepper；Phytophthora capsici；crude toxin；cell mutant line；callus 
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