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稻瘟菌粗提物对水稻成熟胚愈伤组织培养的影响 
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摘 要 ：以感病主栽品种C039、丽江新团黑谷为材料，观察稻瘟病病菌粗提物处理对水稻成熟胚愈伤组织培养的影响，以期筛选 

抗稻瘟病细胞突变体。试验结果表明：粗提物处理，对水稻成熟胚的愈伤组织诱导和分化都有一定的抑制作用，但愈伤组织再生 

植株的蛋白质含量显著提高。 
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Effect of Magnarprthe Grisea Crude Extraction on the Tissue 

Culture from Rice Mature Embryos 
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Abstract：Using C039 and lijiangxintuan black rice which was sensintive to rice blast as study material，the effect of Magnaporthe 

grisea cmde extraction on the tissue culture from rice mature emb~os were studied in order to screen the rice blast resistance mu— 

tants．The results indicated that the crude extraction inhibited the callus inducement and differentiation of the rice mature emb~os． 

Th e inhibition significantly increased the plant protein content in the regeneratal plan ts． 
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水稻稻瘟病又称稻热病、火烧瘟、麻叶子、刻颈 

瘟、黑节瘟等，是由子囊菌(Magnaporthe gri~ea Barr) 

引起的，是水稻的三大病害之一。稻瘟病菌是一种 

真菌，属半知菌类丛梗孢科梨孢属。在田间，水稻稻 

瘟病菌侵染水稻叶片进行繁殖并产生毒素，对水稻 

产生毒害作用，造成水稻植株的死亡，给农业生产带 

来巨大的损失。水稻抗瘟性品种的选育和利用是防 

治稻瘟病最经济、最有效、最直接的措施。而利用稻 

瘟病菌培养液提取粗毒素作为选择压，在细胞水平 

上通过组织培养途径对水稻抗瘟性进行细胞突变体 

筛选⋯，并把生物技术和常规育种技术相结合培育 

新的抗病品种的方法，程序简便、快捷，而且不涉及 

安全性问题，是抗病育种的一种新方法，并已经培育 

出一些新的水稻品种。利用稻瘟病菌粗毒素提取 
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液作为选择压，进行水稻抗瘟性筛选的尝试，在国际 

上起始于70年代初，在我国则起始于 80年代中期。 

kozaka et al等从培养的稻瘟病菌的孢子萌发液、菌 

丝培养液和重病稻叶组织中分离出多种稻瘟病毒 

素，如 a一毗吮竣酸(Picoliinic acid)、稻瘟菌素(Piric． 

ulafin)、稻瘟醇 (Pyriculd)、细交链菌酮酸 (Tenuazonic 

acid)、糖肽类物质(Glycopeptide)等，并测出分离的毒 

素对水稻的毒性_2j。郑祖玲_3 J在水稻愈伤组织及花 

粉分化培养的培养基中加入稻瘟病菌粗毒素后，发 

现毒素能抑制愈伤组织的器官分化和形态形成，并 

证明获得的突变体花粉植株的幼苗对毒素的抗性较 

其亲本强。李朝灿_4j发现粗毒素对不同的水稻品种 

愈伤组织的作用存在差异，不同生理小种的菌株所 

产生的粗毒素对同一水稻品种的愈伤组织的抑制作 

用也不同。陈启峰_5 J讨论了抗性筛选方法程序，认 

为抗感品种间差异显著，并以诱导、分化均加入毒素 

的筛选效果好，同时筛选出 13个高抗 株系。辽 

宁省的赵海岩_6j以成熟胚和花粉为外植体，在培养 

基中加入粗毒素进行筛选，得到了辽宁 2号和辽宁 
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7号等新品种。本实验利用 目前稻瘟病不同的优势 

小种菌株进行液体培养，然后提取粗毒素。利用不 

同稻瘟病菌粗提物的混合液对不含任何主效抗病基 

因的感病水稻品种成熟胚进行处理 ，研究稻瘟病菌 

粗提物对水稻组织培养的影响，为进行抗稻瘟病菌 

突变体的筛选和水稻抗病品种的选育提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 稻瘟茵的培养 

所用菌株为稻瘟菌 103、193、195，湖南农业大学 

植物病理系提供。将保存的菌种接种在 PDA固体 

培养基上，置于 28℃恒温培养箱中，培养 7～10 d 

后，将复活培养中生长良好的菌种分别接种于 PDA 

的液体培养基中。具体操作如下：利用打孔器(d=2 

cm)给培养同样天数的平板培养的病菌进行打孔定 

量 ，取下 5片同样大小的菌片置于 60 rIll培养液 中， 

每个生理小种做4个重复，在 27～30℃条件下振荡 

(160～220 r／min)培养 15 d。 

1．2 稻瘟茵粗提物的制备 

将上述的菌丝培养液混合，用几层纱布滤出菌 

丝，将菌丝于研钵中研磨成匀浆，倒回原培养液中振 

荡 10 min，再用二层纱布过滤，滤液经 4 000 r／min离 

心 30 min，取上清液，然后用过滤器做无菌过滤。滤 

液贮于冰箱中备用。 

1．3 稻瘟病菌粗提物对水稻成熟胚组织培 

养的影响 

1．3．1 供试水 稻品种 C039，丽江新 团黑谷 ，本 实 

验室保存。 

1．3．2 测定稻瘟病菌粗提物浸泡水稻成熟胚对水 

稻出芽及组织培养的影响 取成熟饱满水稻籽粒去 

壳，用 70％的酒精消毒 3 min，再用 1％的次氯酸钠 

消毒 15 min，无菌水洗净，于 26℃条件下用稻瘟病 

菌分别浸泡 0 h、8 h、24 h、48 h、72 h，然后用解剖刀 

切下种胚，接种于 MS培养基上，每皿接种 12个，共 

做 4皿，7 d后调查其出芽率；出芽后，在 28℃条件 

下暗培养28 d，统计其愈伤组织诱导率，再把愈伤组 

织转入分化培养基中培养 28 d，统计分化成苗率。 

1．3．3 稻瘟病菌粗提物浸泡水稻成熟胚后的水稻 

诱导分化苗的蛋白质含量测定 (1)蛋白质 的提取 ： 

准确称取水稻叶片 1．0 g，剪碎 ，放人研钵中，加 2～4 

ml pH7．0磷酸钠缓冲液，在冰浴上将其充分研磨成 

匀浆，在冷冻离心机上以4 000 r／min的速度离心 10 

min，上清液转入50 rIll容量瓶中，用蒸馏水定容至刻 

度，摇匀后备用。(2)测定：采用考马斯亮兰 G一250 

法测定。 

2 结果与分析 

2．1 稻瘟病菌粗提物对水稻出芽率的影响 

从表 1中我们 可以得 出，稻瘟病菌浸泡水稻成 

熟胚，粗提物对成熟胚的芽的生长有明显的抑制作 

用，其抑制程度随着处理时间的增加而增强。在处 

理时间 <8 h时，成熟胚的发芽率下降较少，在 8～ 

24 h内发芽率下降较为缓慢，>24 h时发芽率快速 

下降，处理时间超过 48h时，芽枯萎或根本不产生 

芽。不同时间的处理存在着显著性差异。 

表 1 稻瘟病菌粗提物对水稻出芽率的影响 

2．2 稻瘟病茵粗提物对水稻愈伤组织诱导 

率的影响 

表 2是稻瘟病菌粗提物浸泡水稻成熟胚对水稻 

愈伤组织诱导率的影响结果。用稻瘟病菌粗提取液 

处理后的成熟胚诱导愈伤，其愈伤组织的生长趋势 

同其发芽的趋势有完全的一致性。即经粗提物处理 

不同时间后的成熟胚之间的愈伤生长量存在着明显 

差 异，尤其是在处理时间大于24h时 ，愈伤的生长 

表 2 稻瘟病菌粗提物对水稻愈伤组织诱导率的影响 

量和胚活性明显下降。同样，C039水稻的愈伤诱导 

率在处理时间小于48 h时，其胚性愈伤明显高于丽 

江新团黑谷，说明不同水稻品种与稻瘟病菌粗毒素 

之间的作用存在着基因型间的差异。在愈伤培养 

中，胚性愈伤的发生频率比粗毒素浸泡成熟胚时的 

发芽率略有上升，有部分未发芽的成熟胚产生了愈 

伤组织，可能由于有些胚没有发芽，保存了营养，在 

去除毒素后 ，没有抑制因素，胚活性有所恢复，营养 

全部用来形成愈伤组织。 
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2．3 稻瘟病菌粗提物对水稻愈伤组织分化 

率的影响 

从表 3中可以看出，处理时间对愈伤组织分化 

有明显影响，但是处理小于 8 h的分化率较处理 24 

h的低，可能是由于前者的发芽率高，愈伤胚性不 

好，导致分化率更低。处理时间 48—72 h以上时， 

由于胚损伤较大，分化率大大降低。 

表 3 稻瘟病菌粗提物对水稻愈伤组织分化率的影响 

处理时间 诱导出愈伤组织 分化出幼苗 分化率 

(h) 的外植体数 的外植体数 (％) 

O 47 46 97．9 

8 45 43 95．6 

24 44 44 100．0 

48 l2 ll 91．7 

72 5 3 60．0 

2．4 稻瘟病菌粗提物对水稻诱导分化苗的 

蛋白质含量的影响 

从表4可以看出，在本实验中，用稻瘟菌粗提物 

表4 稻曩菌租提物对水稻诱导分化苗蛋白质含量的影响 

处理时间(h) 0 8 24 48 72 

蛋白质含量(％) 18．4 19．9 26．8 30．4 33．5 

处理水稻成熟胚的时间越长，成熟胚组培诱导的分 

化苗蛋白质含量越高，并且处理时间小于 24 h的蛋 

白质含量增加幅度更高，从 24 h到72 h，蛋白质含 

量增加幅度更低。 

3 讨 论 

稻瘟病菌粗提液处理对水稻组织培养能产生明 

显的作用。并且随着粗提液处理时间的增加，蛋白 

质含量逐渐增加，这是由于在粗毒素的逆境下水稻 

愈伤组织内各种抗病相关的酶类(如 PAL、几丁质 

酶、POD、SOD等)的活性迅速上升，水稻愈伤组织抗 

(上接第 15页)在提高稻米卫生品质和商品价值，减 

少农药残留，保护环境，解决贫困山区人民吃饭问题 

和确保干旱地区水稻高产稳产等重大问题上有新的 

突破，充分说明了“双胁迫法”筛选优良水稻品种(组 

合)是一种非常有效的方法，若与其它技术相结合， 

特别是与杂交育种技术相结合，育种效果更佳。 

本研究运用“双胁迫法”从 64个品种(组合)中 

筛选出了5个抗瘟、耐旱优良品种(组合)中86—76、 

大白谷、魔王谷、64S／大白谷和 64S／魔王谷。三个 

旱稻品种主要米质指标达到部颁二级优质米标准， 

逆性也随着上升；或是由于在粗毒素选择压的作用 

下，诱导某些沉默基因的表达。增强了愈伤组织的抗 

性。当粗提液处理时间超过48 h，愈伤组织的产量、 

质量迅速下降，甚至不产生愈伤组织或愈伤组织全 

部褐化，只是在某一块微褐化的愈伤组织上偶尔产 

生生长旺盛的白色的愈伤。推测这是在高选择压条 

件下产生了抗稻瘟病的突变体。以成熟种胚为外植 

体进行组织培养，易于诱导愈伤组织，取材不受生长 

季节的影响，是筛选抗性突变体的理想材料。稻瘟 

病菌粗提液是稻瘟病菌侵染并致使寄主发病的一个 

决定性因素，与稻瘟病原菌具有相似的致病性。同 

时 ，提取方法简便易行 ，并且可消除病原菌间干扰和 

污染等复杂情况。郑祖玲等_3j以水稻花药培养作起 

始材料，经水稻稻瘟病菌粗毒素提取液筛选出抗病 

突变体，经苗期鉴定表现明显抗性，田间试验同样具 

有抗性表达。但是其花药培养程序复杂，难度大。 

本试验在前人工作的基础上，初步获得了抗稻瘟病 

的细胞突变体筛选体系。我们将继续研究分化苗的 

抗病性，以获得新的抗病种质资源和抗性系，实现其 

在生产中的应用价值。 
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