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摘要:【目的】研究 HMC 毒素培养滤液对玉米叶片诱导抗病性作用及抗病性相关酶的影响。【方法】以两对同

核异质玉米自交系（B37 和 C103）为试材，采用离体叶片法检测不同稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液对专化寄主玉

米叶片的致病性，从中筛选适宜诱导的有效浓度，在诱导中和接种后两个阶段分别测定防御酶活性及与抗病性相

关物质含量等生理指标。【结果】不同基因型与不同细胞质玉米都可以利用低浓度 HMC 毒素培养滤液诱导以增强其

抗性；不同处理时期，植物抗病性相关酶活性呈现不同的动态变化；不同的诱导处理均导致抗病性反应的产生，

对 C细胞质的预处理效果好于 N细胞质,且具有浓度效应。【结论】低浓度 HMC 毒素培养滤液预处理后，刺激了 POD、

PAL 酶活性提高和 MDA 含量下降，以此来启动玉米本身的防卫系统，因钝化作用而抑制侵染，当再接种高浓度 HMC

毒素培养滤液后，抗病性相关酶得到了进一步激活，使 C 细胞质玉米对 HMC 敏感性降低，从而玉米叶片呈现出抗

病性。 

关键词：玉米小斑病菌 C小种；毒素培养滤液；苯丙氨酸解氨酶；过氧化物酶；丙二醛 
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Abstract: 【Objective】The influence of filtrated culture fluid of HMC toxin on inducing disease-resistance and its related 
enzymes in specific host maize (Zea mays L.) leaves was studied. 【Method】The various pathogenicities were detected by the 
detached leaf method on the specific host maize leaves of two pairs of homokaryon (B37 and C103) inbred lines to search effective 
dilution factor for inducing, and changes of disease resistance-related enzymes were measured after inoculation. 【Result】The 
disease resistance was enhanced in different genotypes and cytoplasms induced by low concentration filtrated culture fluid of HMC 
toxin, the effect on C cytoplasm was higher than that on the N cytoplasm. Activities of disease resistance-related enzymes showed 
dynamic changes in different periods, and influences of disease-resistance were led by the different concentrations. 【Conclusion】 
POD and PAL activity were increased and MDA content was decreased after pretreatment with filtrated culture fluid (1﹕50 or 1﹕
60 ) of HMC toxin in order to start up maize defense system for itself. It played as a passivation to restrain the HMC infection. After 
inoculating by high concentration filtrated culture fluid of HMC toxin, the disease resistance-related enzymes were activated further. 
So, the sensitivity of C cytoplasm to HMC was reduced and disease resistance was represented. 
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0  引言 

【研究意义】诱导抗性是利用致病菌，弱毒小种

接种或用化学物质激发植物的防卫基因而达到防病的

效果，在实践上已有很多成功的例子[1-5]。植物诱导抗

性的研究日益增多，诱导因子的筛选越来越广泛[6]。

诱导因子的研究包括生物诱导因子、非生物诱导因子

等，它们都能诱导植物产生抗性[7-9]。化学诱导因子的

诱导抗性的研究国内外报道颇多。其中酚类物质是目

前研究较广的化合物[8]。生物诱导因子的研究始于 20
世纪 80 年代，随着对植物根际促生细菌和内生细菌的

深入研究，研究者发现它们同样可以诱发植物的抗性，

因而其业已成为植物病害生物防治研究的一个热   
点[10]。在应用研究中，它被认为是发掘植物内在的抗

性机制的一种新的病害治理对策。【前人研究进展】

玉米小斑病是全世界普遍发生的病害之一。1970 年美

国由于大面积连年使用 T 细胞质（CMS-T）玉米，引

起玉米小斑病菌 T 小种大流行，给生产造成巨大损   
失[11-12]。Smith 等[13]首次报道了玉米小斑病菌中存在 T
和 O 两个生理小种。T 小种对 T 细胞质是专化的，其

病害流行的决定因子为其病原菌所分泌的专化浸染 T
细胞质玉米的致病毒素（HMT-toxin）[14-15]，而 O 小

种对雄性不育细胞质专化性很小或没有专化性。1988
年魏建昆等[16]首次报道了中国存在玉米小斑病菌C小

种，使生理小种增加到 3 个，引起了国内外植物病理

学家和育种学家的广泛注意。 随后国内又进一步从病

理学[17-19]、形态学[20]、生理学[21]和分子生物学[22]等方

面进行了比较系统的研究，均证明 C 小种是对 C 细胞

质玉米专化浸染的生理小种，HMC 毒素属寄主专化毒

素。大量研究表明，利用毒素可以简单易行地淘汰感

病材料，筛选高抗的品系或品种。中国先后在玉米小

斑病、小麦赤霉病、小麦根腐病、水稻白叶枯病、油

菜菌核病和水稻胡麻斑病等病害的抗病育种中运用了

这一方法，并取得了成功。【本研究切入点】一些研

究表明，毒素不但可用于筛选抗病材料，而且在适当

的施用剂量下，还可作为一种外源激发子来诱导抗性

或促进植物生长。例如，麦根腐长蠕孢菌毒素高浓度

抑制植物生长，低浓度却促进叶鞘和根伸长；壳梭孢

菌毒素对胡萝卜、豌豆等有增加细胞分裂的作用等。

马春红等[23]首次利用低浓度 HMT 毒素培养滤液作为

激发子预处理，成功地诱导了 T 细胞质对 T 小种的抗

性，但能否利用低浓度 HMC 毒素培养滤液作为激发

子诱导 C 细胞质对 C 小种的抗性尚无报道。【拟解决

的关键问题】本试验研究了低浓度 HMC 毒素培养滤

液对不同基因型和不同细胞质玉米抗病性的诱导作

用，以及在抗病性产生过程中抗病性相关酶的变化规

律，以期为今后 HMC 的防治提供理论依据和有效途

径。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试品种：玉米材料基因型为 B37 的 C 型不育细

胞质（CMS-CB37）及其同核保持系 NB37，基因型为

C103 的 C 型不育细胞质（CMS-CC103）及其同核保

持系 NC103。供试菌种：玉米小斑病菌 C 小种（HMC）。
供试品种和菌种均由河北省农林科学院遗传生理研究

所提供。 
1.2  方法 

1.2.1  玉米幼苗的培养  选饱满玉米种子，用 0.1 % 
HgCl2消毒 5 min，蒸馏水反复冲洗后，在 28 ℃恒温

培养箱中浸泡 24 h，26℃催芽 2 d，待胚根长至 1 cm
左右，选取生长一致的籽粒，播种于花盆中土培。培

养温度 28℃，每天光照 12 h，用三叶一心期的幼苗作

供试材料。 
1.2.2  HMC 毒素培养滤液的制备  在 500 ml 三角瓶

中装入 250 ml Fries 液体培养基，每瓶接种用打孔器

打取直径 6 mm 的 HMC 菌片 4 个，恒温 25 ℃，黑暗

静置培养 15～20 d。经 0.45 µm 微孔滤膜抽滤获得

HMC 毒素培养滤液，存储在 4 ℃冰箱内备用[24-25]。 
1.2.3  取样和处理  用无菌水按 1﹕10、1﹕20、1﹕
30、1﹕40、1﹕50、1﹕60、1﹕100 和 1﹕200 浓度梯

度稀释 HMC 毒素培养滤液，采用离体叶片法分别检

测不同稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液的致病性[23]，

找出适宜诱导的有效浓度。以适宜诱导的有效浓度涂

抹三叶一心期玉米第 3 完全叶片的叶背，用蒸馏水作

对照，连续涂 3 d，测定诱导 1、2 和 3 d 后叶片内抗

病性相关酶的变化。3 d 后又以离体叶片法再接种高致

病浓度的 HMC 毒素培养滤液 72 h，测定接种 24、48
和 72 h 后叶片内抗病性相关酶的变化。 
1.2.4  POD 活性测定  采用 Ye 等的方法，以每分钟 
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OD470增加 0.001 所需酶量为一个酶活性单位（U）[26]。 
1.2.5  PAL 活性测定  参照文献[23]，以 OD290 变化

0.01 为 1 个酶活性单位（U）。 
1.2.6  MDA含量测定  采用TBA比色法，分别在450、
532 和 600 nm 下测吸光度值（A），MDA 含量=     
6.45（A532－A600）－0.56A450

[27]。 

2  结果与分析 

2.1  适宜诱导抗性的有效浓度的筛选 

表 1 显示，玉米叶片的感病性随 HMC 毒素培养 

滤液浓度的降低而逐渐减轻。1﹕10～1﹕40 稀释倍数

时，HMC 对 C 细胞质专化致病的 CB37 和 CC103 玉

米叶片严重感病，病斑数和病斑面积明显高于正常细

胞质的 NB37 和 NC103，滤液表现出较强的专化性；  
1﹕50、1﹕60 稀释倍数时，滤液失去了固有的对 C 细

胞质的强致病性，C 细胞质与正常细胞质之间的感病

程度几乎一致，无显著差异；而 1﹕100、1﹕200 稀释

倍数时，C 细胞质和 N 细胞质玉米叶片均未感病，表

现与其对照一致。鉴于以上结果，本试验采用 1﹕50、
1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液诱导玉米抗病 

 
表 1  不同稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液对两对同一基因型不同细胞质玉米叶片感病的影响 

Table 1  Influence on disease sensitivity of two pair of maize leaves in homokaryon B37 and C103 inbred lines treated by various 
diluttion filtrated culture fluid of HMC toxin 

致病病斑数 Number of lesion 致病病斑面积 Area of lesion (mm2) 稀释倍数 
Dilution factor CB37 NB37 CC103 NC103 CB37 NB37 CC103 NC103 

1﹕10 15** 7.2 9.6** 4.4 2.7** 1.4 2.68** 1.2 

1﹕20 13** 6.4 6.8** 3.4 1.8** 0.98 1.52** 0.84 

1﹕30 8** 5 4.8** 2.6 1.34** 0.72 1.08* 0.6 

1﹕40 7* 3.4 3.2* 2.2 0.88* 0.6 0.68* 0.42 

1﹕50 4 3.2 2 2 0.46 0.4 0.38 0.3 

1﹕60 3 3 1.6 1.6 0.38 0.38 0.26 0.26 

1﹕100 - - - - - - - - 

1﹕200 - - - - - - - - 

*, **：在 0.05 和 0.01 水平与对照差异显著。“-”：表示 C 和 N 细胞质的玉米叶片未感病 
*, **: The differences comparing with CK are significant at 5% or 1% level, respectively. “-”: The maize leaves with C and N cytoplasms are not infected 
comparing with the CK 

 
性较为适宜[23]。 
2.2  诱导作用及对抗病性相关酶的影响 

从表 2 看出，诱导作用提高了玉米叶片内 POD 的

活性。经 1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液诱导 3 
d 后，CB37、CC103、NB37 和 NC103 处理组及对照

玉米叶片内 POD 活性分别为 0.765和 0.560 µg·g-1FW、

1.136 和 0.620 µg·g-1 FW、0.551 和 0.530 µg·g-1 FW、

2.434 和 1.020 µg·g-1 FW，与对照相比，POD 活性分别

提高了 36.61%、83.27%、4.01%、138.60%；接种高浓

度滤液 24 h 后，处理组分别提高了 70.56%、11.21%、

－23.87%、－38.63%；接种高浓度滤液 72 h 后，处理

组分别提高了 126.56%、85.62%、67.38%、133.97%。 
诱导作用还提高了玉米叶片内 PAL 活性。经 1﹕

60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液诱导 3 d，CB37、
CC103、NB37和NC103处理组及对照玉米叶片内PAL
活性分别为 8 530 和 7 320 U·g-1·h-1、8 200 和 5 903 
U·g-1·h-1、10 317 和 7 850 U·g-1·h-1、8 540 和 6 623 

U·g-1·h-1，与对照相比，PAL 活性分别提高了 16.53%、

38.90%、31.42%、28.94%；接种高浓度滤液 24 h 后，

处理组分别提高了 14.60%、－41.15%、－4.93%、

7.96%；接种高浓度滤液 72 h 后，处理组分别提高了

38.30%、186.72%、43.71%、48.73%。 
诱导作用同时降低了玉米叶片内 MDA 含量。经

1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液诱导 3 d 后，

CB37、CC103、NB37 和 NC103 处理组及对照玉米叶

片内 MDA 含量分别为 0.926 和 1.021 mmol·L-1、0.578
和 0.712 mmol·L-1、0.630 和 0.365 mmol·L-1、0.699 和

0.735 mmol·L-1，与对照相比，MDA 含量分别减少了

9.34%、18.74%、－72.60%、4.87%；接种高浓度滤液

24 h 后，处理组分别减少了 38.58%、12.28%、5.59%、

24.50%；接种高浓度滤液 72h 后，处理组分别减少了

21.77%、48.35%、38.10%、31.12%。 
简言之，以上两种基因型两对同核异质体玉米叶

片之间，均可通过低浓度 HMC 毒素培养滤液的诱导
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表 2  经 1﹕50、1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液诱导后再接种 1﹕10 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液时抗病性相关酶的

变化 

Table 2  The changes of disease resistance-related enzymes treated by high concentration (1﹕10) filtrate of HMC toxin cultivation 
for 72 h after induced by the low concentration (1﹕50 and 1﹕60) for 3 d 

CK 1﹕50 1﹕60 抗病性相关

酶 DRRE 
时间 
Time CB37 NB37 CC103 NC103 CB37 NB37 CC103 NC103 CB37 NB37 CC103 NC103

1d 0.551 0.511 0.614 1.022 0.604 0.658 0.748 0.641 0.629 0.640 0.694 0.784

2d 0.538 0.510 0.608 1.007 0.664 0.608 0.668 1.071 0.618 0.619 0.599 1.298

诱导

Inducing 

3d 0.560 0.530 0.620 1.020 0.733 0.584 1.260 1.420 0.765 0.551 1.136 2.434

24h 0.578 0.854 1.383 2.110 0.748 0.593 1.965 1.270 0.985 0.650 1.538 1.295

48h 0.600 0.595 1.420 1.130 0.698 0.710 2.145 1.358 0.890 0.953 2.420 2.103

POD 
(µg·g-1FW) 

接种

Inoculating 

72h 0.400 0.583 1.113 1.185 0.870 0.863 1.575 1.625 0.906 0.975 2.065 2.773

1d 7387 7777 6070 6580 7107 7907 6270 7510 7190 7947 6660 7470 

2d 7330 7680 5870 6680 7470 7957 7460 6320 7887 8760 7647 5937 

诱导

Inducing 

3d 7320 7850 5903 6623 7837 8647 7700 7463 8530 10317 8200 8540 

24h 5753 6487 3710 5693 6860 6437 1347 5600 6593 6167 2183 6147 

48h 5300 7330 1997 6057 8150 7167 3290 5930 6710 5813 4580 6283 

PAL 
(U·g-1·h-1) 

接种

Inoculating 

72h 5640 5407 2083 4323 6777 6580 5907 5963 7800 7770 5973 6430 

1d 0.918 0.403 0.705 0.726 1.020 0.570 1.030 0.959 0.965 0.515 0.763 0.865

2d 0.968 0.408 0.716 0.711 1.098 0.660 0.714 0.799 1.085 0.550 0.915 1.140

诱导

Inducing 

3d 1.021 0.365 0.712 0.735 0.871 0.753 0.557 0.529 0.926 0.630 0.578 0.699

24h 1.161 0.775 1.238 1.288 1.077 0.920 1.000 1.008 0.713 0.732 1.086 0.973

48h 1.270 0.832 1.458 1.452 1.109 0.610 0.872 1.265 0.737 0.598 0.622 0.563

MDA 
(mmol·L-1) 

接种

Inoculating 

72h 1.567 1.422 1.783 1.564 0.903 0.982 0.839 0.996 1.226 0.880 0.921 1.077

DRRE: Disease resistance-related enzyme 

 
提前启动叶片内部与防卫反应相关的 POD、PAL 活性

的提高与 MDA 含量的下降，充实了抵御外来 HMC
再次侵害的基质，当再接种高浓度 HMC 毒素培养滤

液后，经 24、48、72 h 的动态检测，总趋势是：处理

组与对照组比较，抗病性相关酶 POD、PAL 的活性得

到进一步提高，MDA 的含量进一步下降。 
2.3  不同处理不同时期抗病性相关酶的变化 

从C不育细胞质与正常细胞质两种玉米叶片内部

抗病性相关酶的增量试验看出：（1）C 细胞质玉米叶

片内，低浓度 HMC 毒素培养滤液诱导时抗病性相关

酶的增量小于高浓度接种后的增量，如 1﹕60 稀释倍

数的 HMC 毒素培养滤液诱导的 PAL 活性增量，CB37
为 7.12%，CC103 为 26.13%，再接种高浓度后的 PAL
活性增量，CB37 为 26.42%，CC103 为 63.50%，即接

种高浓度 HMC 毒素培养滤液后进一步激发其抗病性

相关酶，使诱导作用强化，而不经预处理直接接种高

浓度，则叶片随即产生萎蔫型病斑而枯死；（2）增量

的全过程，C 细胞质玉米叶片内部抗病性相关酶的增

量大于 N 细胞质玉米叶片内部抗病性相关酶的增量，

如 1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液预处理的

CB37 玉米叶片内 PAL 活性在全过程中的增量为

15.44%，CC103 为 37.49%，而 NB37 为 9.98%，NC103
为 13.49%，这是由 HMC 对 C 细胞质寄主专化性决定

的；（3）不同的诱导处理均导致抗病性反应的产生，

具有浓度效应。如 1:50 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤

液预处理的 CC103 玉米叶片内 PAL 活性在诱导中、

接种后及全过程的增量分别是 5.16%、35.34%和

24.73%，而 1﹕60 稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液预

处理的分别为 15.95%、63.50%和 37.49%（表 3）。 

3  讨论 

HMC 毒素培养滤液诱导激发玉米的抗病性，其激

发的进程是否因用低浓度预处理后即已启动了植株本

身的防卫系统而表现出抗性，还是因为随之接高浓度 
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表 3  不同稀释倍数的 HMC 毒素培养滤液处理的玉米叶片内部抗病性相关酶在不同时期的变化 

Table 3  The changes of disease resistance-related enzymes at different stages treated by different dilution filtrated culture fluid of 
HMC toxin 

增量 Increment (%) 

诱导 Inducing 诱导后接种 Inoculating after inducing 诱导+接种 Inducing and inoculating

抗病性 
相关酶 
DRRE 

稀释倍数 
Dilution factor 

CB37 NB37 CC103 NC103 CB37 NB37 CC103 NC103 CB37 NB37 CC103 NC103

1﹕50 21.30 19.18 45.28 2.75 46.75 6.58 45.21 -3.90 33.75 12.04 45.23 -1.19POD 

1﹕60 21.99 16.68 31.91 48.10 76.31 26.89 53.83 39.44 48.55 22.47 46.82 42.97

1﹕50 1.71 5.16 20.10 7.09 30.51 4.99 35.34 8.83 14.12 5.09 24.73 7.87PAL 

1﹕60 7.12 15.95 26.13 10.38 26.42 2.74 63.50 17.34 15.44 9.98 37.49 13.49

1﹕50 2.81 68.56 7.91 5.27 -22.77 -17.06 -39.47 -24.04 -12.00 6.90 -24.19 -14.21MDA 

1﹕60 2.34 44.05 5.80 24.48 -33.06 -27.02 -41.30 -39.30 -18.15 -7.13 -26.11 -17.91

 

与低浓度共同作用后方能表现出抗性？查阅近两年

90 余篇相关文献，其中有关玉米诱导抗病性的文献没

有回答这个问题，但这对进一步探讨抗性机制是极为

重要的第一步。本试验表明：C 细胞质玉米对 HMC
产生抗病性的途径是通过适宜诱导的低浓度的 HMC
毒素培养滤液预处理后，刺激了 POD、PAL 活性提高

和 MDA 含量的变化，再接种高浓度 HMC 毒素培养

滤液后进一步激发其抗病性相关酶，以此来启动玉米

本身的防卫系统，因钝化作用而抑制侵染，使 C 细胞

质玉米对 HMC 敏感性降低，从而表现出抗病性。 
大量的研究表明，参与植物体内多种生理代谢过

程的超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、

过氧化氢酶（CAT）、多酚氧化酶（PPO）和苯丙氨

酸解氨酶（PAL）等系列保护酶，与植物的防卫反应

及抗病性密切相关[28-29]，通常用作衡量植物体内防卫

反应的重要指标。试验结果表明，低浓度 HMC 毒素

培养滤液诱导后提高了玉米叶片内与抗病性相关酶的

活性，C 细胞质玉米可能通过提高这些酶活性，从而

增强了 C 细胞质玉米抵御 HMC 侵染的能力。此外，

试验中各种保护酶的变化趋势表现不一致，活性高  
峰的出现在时间与数量上也有差异，可能是低浓度

HMC 所诱导的抗性信号传递在时间顺序与强度上的

差异所致，引起差异的分子机理有待于进一步研究和

探讨。 
用致病毒素代替病原菌是切实可行的[30]。本实验

室曾用 HMT 毒素培养的整体滤液、滤液中的提取蛋

白液及 HMT 菌丝细胞壁的提取液分别预处理 T 细胞

质玉米叶片后，再接种高浓度 HMT 培养滤液，结果

是：只有 HMT 毒素的整体滤液预处理后才能提高玉

米叶片内部 PAL 酶的活性，且在叶片表面产生抗病性

反应。但为了进一步证实 HMC 毒素的作用，定性及

定量，需将毒素纯化，找出纯毒素作为不同基因型玉

米激发子的 佳浓度。这一点是本论文的不足之处，

有待以后改进。 

4  结论 

在经低浓度 HMC 毒素培养滤液预处理的 C 细胞

质玉米叶片上发现有点状病斑形成，其过程如下：第

1 天无病情，第 2 天出现感病病斑，第 3 天病斑面积

减小，病情减轻。通过试验表明，诱导前 C 细胞质玉

米叶片内部 POD、PAL 活性较 N 细胞质低，MDA 含

量较高，诱导开始后容易被寄主专化毒素侵染进而形

成病斑，但随着诱导过程的进行，叶片内部 POD、PAL
活性升高，MDA 含量减少，产生抗性，病情减轻。 

本试验还表明，低浓度 HMC 毒素不仅能成功地

激活 CC103 叶片的酶活性，它同样在其它基因型的

CMS 试材中，例如对 CB37 也能起到很好的激活效果。

这说明，低浓度玉米小斑病菌 C 毒素的诱导抗病性作

用有一定的广谱性。从而可以确定低浓度的 HMC 毒

素培养滤液可以作为激发子来诱导并提高C细胞质玉

米的抗病性。 
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