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摘要：【目的】明确晚疫病菌毒素对马铃薯的毒害作用，及不同生理小种产生的毒素对不同抗病品种的毒性

差异。【方法】将马铃薯晚疫病菌培养在液体培养基（每升用黑麦粒 60 g，含 10%番茄汁）中，置于 17℃培养箱

中黑暗培养 1 个月，4层纱布过滤，滤液用(NH4)2SO4盐析，透析后的液体为毒素液。将该毒素液作为介体来测定马

铃薯 3 个品种（叶片和薯块）的抗性。【结果】接种该毒素的马铃薯的叶片和薯块产生的症状与接种马铃薯晚疫

病菌孢子囊产生的症状相似。马铃薯品种不同对不同浓度的毒素稀释液和源于不同马铃薯晚疫病菌菌株的毒素的

反应不同。推测毒素介导下马铃薯和晚疫病菌间的特异性是存在的。马铃薯的叶片和薯块对毒素的反应是不同的，

甚至是相反的。【结论】毒素介导下可能存在马铃薯和晚疫病菌间的特异性反应。  
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Abstract: 【Objective】 This study is to make clear the poisoning effect of phytophthora infestans toxins for potato, and to 
discover the toxicity different from physiological race to potato verieties.【Method】 Putative P. infestans toxins were prepared by 
culturing in liquid medium ( 60 g rye and 10% tomato juice per litre) for 1 month at 17 , filtering through 4 layers of cheesecloth, ℃

and being precipitated by ammonium sulfate. The resulted putative toxin solutions were used to examine the reactions of 3 potato 
varieties (both leaf and tuber tissues) to the putative toxins. 【Result】 The results show that potato leaves and tubers exhibit 
symptoms similar to the late blight resulted from P. infestans infection. Potato varieties reacted differentially to both the toxin 
dilutions and toxins produced by different P. infestans isolates, suggesting the presence of toxin-mediated specificities between 
potato and P. infestans. Potato leaf and tuber tissues have different and contrary reactions to the toxin. 【Conclusion】 
Toxin-mediated specificities are likely present between potato and P. infestans.   
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0  引言 

【研究意义】植物病原毒素是植物病原菌产生的

对寄主植物有毒性的代谢产物，常以微量就能迅速引

致损害，能使寄主产生特定病症反应，在植物病害的

发生、发展过程中具有明显的作用，是导致植物病害

发生的主要因素之一。研究病菌毒素能深入了解病原

菌致病机理；利用毒素作为选择压力进行品种抗病性

测定，能加速杂交组合后代和抗性突变体的筛选，进

而培育抗病品种，加速培育抗病品种的进程。为更好

地有效防治病害提供理论依据和基础研究，为马铃薯

抗病品种的选育提供新途径。【前人研究进展】马铃

薯是世界第四大粮食作物，仅次于水稻、小麦和玉米。

由致病疫霉菌（Phytophthora infestans de Bary）侵染
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引起的马铃薯晚疫病是马铃薯生产中最严重的病害，

据 CIP 估计，1996 年全球每年因马铃薯晚疫病的发生

和流行给世界粮食生产造成的直接经济损失达到 170
亿美元，晚疫病造成的危害性、防治难度及对社会影

响已超过了水稻稻瘟病和小麦锈病，被视为国际第一

大作物病害[1-5]。中国是一个马铃薯生产大国，其产量

和面积均占世界第一位，每年因马铃薯晚疫病造成的

经济损失约 80 亿元人民币[6]。马铃薯晚疫病已经成为

限制中国马铃薯生产和实现产业化的第一大障碍。自

20 世纪 40 年代发现 Helminthosporium victoriae 毒素

以来，有许多病原真菌毒素被发现。依据植物病原真

菌毒素对寄主的毒害作用，将其分为寄主专化性毒素

（host-specific toxin，HST）和非寄主专化性毒素

（non-host-specific yoxin，NHST）。到目前至少对 18
种寄主专化性毒素进行了深入研究，对致病机理、分

子结构等有了基本了解。Ciuffeet 等[7]研究了单基因编

码的毒素对小麦黄斑病形成的作用，Takeshi 等[8]研究

了 AK-toxin1 毒素的编码基因，并能形成选择性毒素，

Haring 等[9]从 Verticillium albo-atrum 和 V. dahliae 分

离提取到蛋白质多糖复合物，并确定其是马铃薯的非

专化性毒素。卵菌中产生毒素的主要是真菌，真菌中

报道了非专性寄生的疫霉（Phytophthora sp.）和腐霉

（Pythium sp.）毒素，有 P. nicotianae、P. capsici、P. 
citrophthra 和 P. drechsleri f. sp. cajani 毒素 [10]。

Giuseppe 等[11]获得 Phytophthora cactorum 毒素 PcF，
并进行 cDNA 序列测定。近年来国内对 NHST 的报道

多见于毒素培养条件及规模化生产条件的研究。谢丙

炎等[12-13]、李海燕等[14]、肖淑芹等[15]、赵伟全等[16]、

张瑞萍等[17]对辣椒疫霉（P. capsici）产生毒素的条件、

提取方法、毒素性质测定等做了系统研究，明确了辣

椒疫霉毒素的分子量大小、含糖量和等电点等[13]。张

淑珍等[18-19]对大豆疫霉（P. sojae megasperma）的产毒

条件及生物测定进行了研究。黄丽华等[20]对烟草疫霉

（P. parasitica var. nicotianae）的产毒条件进行了筛

选。P. infestans 是卵菌纲中的专性寄生菌，到目前发

现其能产生对寄主植物有毒害作用的代谢产物，

Cerato 等[21]用 P. infestans 高浓度培养液诱导体细胞无

性系，获得部分抗性诱导因子；Stolle 等[22-23]在接种

P. infestans 后的薯块中提取到用丙酮沉淀的热稳定的

大分子，并能使马铃薯的叶子及块茎发生晚疫病。程

智慧等[24-25]报道了培养条件对马铃薯晚疫病菌毒素产

生的影响，并用粗毒素进行无性系筛选。【本研究切

入点】为了明确马铃薯晚疫病菌毒素对马铃薯的毒害

作用，以及不同品种对毒素的抗性，本文以马铃薯 3
个品种为材料，开展马铃薯晚疫病菌不同浓度粗毒素

和精毒素对马铃薯的毒害作用研究。【拟解决的关键

问题】晚疫病菌毒素毒害作用对马铃薯品种抗病性的

影响，晚疫病菌不同生理小种产生的毒素的毒性差异。 

1  材料与方法 

1.1  材料[26] 
供试菌株：马铃薯晚疫病菌株 ZY15（生理小种：

0 号）、LSX18（生理小种：8.10 号）、XH05-5-4（生

理小种：2.4.8.9.10 号）。 
供试马铃薯品种：米拉（Mira，感病品种）、合

作 88（S88，高抗品种）、滇薯 6 号（PB06，水平抗

性品种）。 
培养基：黑麦培养基。 

1.2  液体培养基的制备[27]   
配制液体黑麦培养基，黑麦粒 60 g、番茄汁 100 

ml、CaCO3 1.2 g、pH 7.0、水 1 000 ml。分装于 500 ml
三角瓶中，每瓶 200 ml。 
1.3  粗毒素的提取   

将各供试菌株扩繁，待长满培养皿后，打取直径

为 0.6 cm 菌饼 3 块，分别接种于培养基中，每处理 5
次重复，置于 17℃培养箱中黑暗培养 1 个月。无菌条

件下，用 4 层纱布过滤去掉菌丝体，然后用定性滤纸

（中速）过滤，得到粗毒素备用。 
1.4  精毒素的提取    

采用(NH4)2SO4 沉淀法[28]，将盛有无菌培养滤液

的烧杯放在一装有冰水混合液的大烧杯内，置于磁力

搅拌器上缓慢搅拌，边搅拌边徐徐加入硫酸铵固体（每

100 ml 培养滤液加入硫酸铵 55.9 g）至 85%饱和度，

继续搅拌 10 min，使溶液充分混合，4℃过夜。将     
处理的样品用高速低温离心机离心 15 min，（4℃，

10 000×g），弃去上清液，将沉淀用少量无菌双蒸水

复溶，离心除去变性蛋白。将蛋白样品装入透析袋中

于 4℃下无菌双蒸水透析 24 h，其间每隔 6 h 换透析液

1 次，此提取样便为精毒素。 
1.5  染色试验    

选取 LSX18 菌株的粗毒素液 20 ml，放于 9 cm 的

培养皿中，分别接种 Mira、S88、PB06 3 个品种的复

叶 3 片，待复叶出现症状后，与健康叶片一起插入 1%
品红溶液中染色 10 min[29]。 
1.6  生物测定    

将粗毒素与精毒素母液用无菌水稀释 10、50、 
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100、150 和 200 倍，加原液共 6 个浓度梯度，用来接

种 Mira、S88、PB06 3 个品种。采用叶片和薯块接种

的方法对毒素进行生物测定。  
1.6.1  复叶接种法  在每个品种的叶片上做标记，量

取毒素液每个处理各 10 ml 于直径为 6 cm 的培养皿

中，然后把做好标记的复叶柄插入毒素中，每个处理

设 3 个重复。放入光照培养箱中，17℃，经常观察，

如有水分蒸发，补充相应的去离子水，连续观察 8 d，
2 d 纪录 1 次发病情况。 
1.6.2  薯块接种法  将新鲜马铃薯块茎洗净，用 75%
酒精做表面消毒，酒精挥发后，将薯块切成厚度一致

的薯片（0.3 cm 左右）放到 9 cm 的培养皿里，在薯片

中央滴入毒素 20 µl，以接种孢子悬浮液（孢子囊数目

2 000～4 000 个/ml，接种量 20 µl）为对照，放入黑暗

的培养箱，17℃培养 5 d，记录试验结果。 
1.7  毒素对马铃薯的毒害作用 
1.7.1  叶片接种毒素效应  试验重复进行 3 次，自己

制定病级指标（与大田判定指标相吻合，采用病害级

别）。调查叶片萎蔫坏死状况，把每片复叶的单叶总

数做分母，出现病斑的单叶数做分子，将这个分数转

换为百分数，作为严重度。根据严重度，把病级分为

10 级。分别为：0 级：无病斑；1 级：1%～14%；2
级：15%～24%；3 级：25%～34%；4 级：35%～44%；

5 级：45%～54%；6 级：55%～64%；7 级：65%～74%；

8 级：75%～84%；9 级：85%～100%。 
1.7.2  薯块接种毒素效应  试验重复进行 3 次，   
自制定病级指标，调查薯块的发病状况，病级分     
为 6 级：1 级：无坏死；2 级：有坏死，坏死面积低于

20%；3 级：坏死面积低于 30%；4 级：坏死面积低于

50%；5 级：坏死面积低于 70%；6 级：坏死面积大于

70%。 

2  结果与分析 

2.1  染色结果 
染色结束后切片观察，正常叶片染色后，在显微

镜下可以看到维管束已被染为红色；而发病叶片的维

管束上没有红色，只能看到坏死的维管束细胞。表明，

被毒素毒害的叶片，维管束已经被毒素破坏，丧失了

疏导功能，不能再输送品红，因此没有被染为红色（图

1）。 
2.2  毒素对马铃薯叶片和薯块的毒害作用 

毒素接种马铃薯叶片后，叶片上可产生类似于 P. 
infestans 侵染后产生的病斑。开始发病时，叶缘出现

水渍状病斑，之后逐渐向叶脉扩散形成大病斑。毒素

接种薯块后，出现的症状和接种孢子后出现的症状相

似，都是在接种点周围出现坏死，呈黑色晕圈，严重

时薯片中心变成泡沫状。表明所提毒素对细胞有杀伤

作用，据此可以推测在病菌感染马铃薯后，病斑的形

成与毒素有关（图 2）。 
2.3  粗毒素和精毒素对马铃薯叶片的毒害作用 

用 P. infestans的粗毒素和精毒素原样接种马铃薯

叶片后，叶片出现的症状与晚疫病菌接种后产生的症

状一致，且粗毒素和精毒素引发的症状也一致，精毒

素的毒性强于粗毒素。但毒性强弱因寄主品种和菌株

不同而有差异。3 个供试菌株的毒素都能毒害马铃薯

品种 Mira、S88、PB06。其中 LSX18 菌株的毒性最

强，XH05-5-4 次之，ZY15 最弱。Mira 受害最为严重，

S88 次之、PB06 最轻。说明毒素的毒性由菌株所属生

理小种决定，不同小种产生的毒素其毒力不同。同时，

毒素毒力受品种抗性的影响，不同抗性的品种对毒素

毒害的反应不同，感病品种 Mira 在接种 48 h 后不能

抵抗源自强致病菌株 LSX18 的粗毒素和精毒素，96 h
后不能抵抗源自 LSX18、ZY15 和 XH05-5-4 的粗毒素

和精毒素；水平抗性品种 PB06 能抵抗源自 ZY15 和

XH05-5-4 的粗毒素和精毒素，但对 LSX18 的精毒素

抵抗性减弱，在接种 96 h 后病级达到 8 级，无抵抗能

力；高抗品种 S88 在接种 192 h 前对源自 3 个菌株的

毒素均表现抗性（图 3）。 
2.4  毒素不同浓度对马铃薯叶片的毒害作用 

用不同浓度的毒素接种 3 个供试马铃薯品种，随

毒素原样稀释倍数的增加，马铃薯叶片发病率和病级

明显降低。不同浓度毒素对马铃薯不同品种的毒性存

在着差异，Mira 的平均发病率为 66%，平均病级达 4
级；PB06 和 S88 分别为 50.7%和 52.7%，平均病级均

为 2 级，水平抗性品种 PB06 和高抗品种 S88 的发病

率明显低于感病品种 Mira。说明马铃薯晚疫病菌毒素

对马铃薯的毒性与品种本身的抗病性强弱密切相关

（表 1）。因此，毒素提取液可以作为品种抗性评价

的选择压力。 
毒素原样、稀释 10 倍、50 倍处理抗、感品种不

论是抗病品种还是感病品种，叶片基部均出现维管束

变褐，叶片边缘出现水渍状病斑，但叶片还保持绿色

具有一定的生命力；处理 96 h，叶片均出现萎蔫；处

理 192 h 后，部分叶片已经腐烂。稀释 100 倍的毒素

液处理抗、感品种，抗、感品种之间的变化有一定的

差异，感病品种的叶片轻度萎蔫，叶柄维管束开始变
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a 和 c：健康组织染色；b 和 d：病组织染色；a and c: Control ; b and d: Toxicity by P.infestans 

 

图 1  马铃薯叶片染色结果 

Fig. 1  The dying results of potato leaves with fuchsin 

 

 
 

a 和 c：大田症状；b，d～f：接种症状   a and c: Symptoms in field.  b,d,e and f: Symptoms of inoculation by P. infestans 

 

图 2  马铃薯晚疫病症状 

Fig. 2  Symptoms of potato late blight 

 

 

 
图 3  不同菌株毒素的毒力差异 

Fig. 3  The difference of toxicity of toxin from different isolates 
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表 1  不同浓度的马铃薯晚疫病菌粗毒素对不同抗性品种叶片的毒害作用 

Table 1  The toxic action function of crude and precision toxin original sample of P. infestans on potato leaves 

处理时间及发病情况 Time and disease 

48 h 96 h 144 h 192 h 240 h 

 稀释浓度 
Dilution concentration 

品种 
Varieties

发病率(%) 
Incidence 

rate 

病级 
Grade of 
disease 

发病率(%) 
Incidence 

rate 

病级 
Grade of 
disease 

发病率(%) 
Incidence 

rate 

病级 
Grade of 
disease 

发病率(%) 
Incidence 

rate 

病级 
Grade of 
disease 

发病率(%) 
Incidence 

rate 

病级 
Grade of 
disease 

原样 
Original concentration 

0 0 100 3 100 5 100 8 100 8 

10× 0 0 100 2 100 4 100 8 100 8 

50× 0 0 0 0 100 4 100 8 100 8 

100× 0 0 0 0 100 2 100 2 100 4 

150× 0 0 100 4 100 4 100 6 100 7 

200× 

Mira 

0 0 0 0 0 0 0 0 100 1 

原样 
Original concentration 

0 0 67 2 67 2 100 3 100 5 

10× 0 0 67 2 67 3 67 4 67 4 

50× 0 0 67 1 100 3 100 3 100 4 

100× 0 0 0 0 0 0 0 0 33 1 

150× 0 0 0 0 100 2 100 2 100 5 

200× 

PB06 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

原样 
Original concentration 

0 0 100 4 100 4 100 6 100 9 

10× 0 0 100 3 100 3 100 6 100 6 

50× 0 0 50 1 100 2 100 2 100 2 

100× 0 0 0 0 50 1 50 1 50 1 

150× 0 0 100 2 100 2 100 2 100 2 

 

200× 

S88 

0 0 0 0 50 2 100 3 100 4 
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褐；抗病品种的叶片、叶柄维管束没有发现变化；处

理 96 h，感病品种的叶片已经出现病斑，抗病品种的

叶片虽有病斑，但是数量很少；感病品种的叶片几乎

都有病斑，且病斑面积增大，叶片深度萎蔫，抗病品

种的叶片仅在叶缘出现小面积的病斑，且数量少叶片

仍然保持绿色；处理 192 h 后，感病品种的病情进一

步加深，抗病品种也有所增加，但发展的速度缓慢。

在毒素稀释 150 倍、200 倍时，感抗品种间没有明显

差别，处理 144 h 内都没有明显的症状，之后才缓慢

发病。可见，毒素浓度的大小直接影响到毒害的效果。

在 6 种浓度处理下，原样、稀释 10 倍、50 倍的毒素

由于毒素含量相对较高，抗、感品种均发病而不能区

分出抗、感品种在抵御病害时的差别。稀释 150 倍、

200 倍的毒素由于毒素含量相对较低，抗、感均未出

现明显症状，亦无法鉴别抗、感品种的差别。在稀释

l00 倍毒素处理时，抗、感品种的反应表现了较大的差

别。由此可见，稀释 100 倍的毒素液可能是进行抗性 
评价的最佳浓度。 
2.5  马铃薯晚疫病菌毒素对薯块的毒害作用 

用 P. infestans的粗毒素和精毒素原样接种马铃薯

块茎，接种后块茎出现的症状与晚疫病菌接种后产生

的症状一致（图 2），而且粗毒素和精毒素引发的症

状也是一致的。精毒素的毒性强于粗毒素，精毒素接

种的薯块，坏死面积相对集中且较重，粗毒素接种的

薯块坏死面积比较分散，沿维管束分布，坏死程度比

精毒素轻。但毒害的程度因寄主品种和菌株不同而有

差异。其中，3 个供试菌株的毒素能毒害马铃薯品种

Mira、S88 和 PB06 的块茎，PB06 受害最严重，S88
次之，Mira 最轻，所得结果与叶片结果完全相反，表

明马铃薯对晚疫病的抗性地上部分植株和地下部分的

块茎是不同的（表 2），即地上部与其块茎的抗性表

现不一定一致，地上部分表现较好抗性的品种，其块

茎的抗性未必好。 

3  讨论 

3.1  本试验所制备的粗毒素和精毒素对马铃薯的叶

片和薯块都有明显的毒害作用，产生和大田同样的症

状，表明病原菌产生的毒素是马铃薯晚疫病发病的重

 

表 2  不同浓度的马铃薯晚疫病菌毒素对不同抗性品种薯块的毒害作用 

Table 2  Effects of different concentrations of crude and precision toxin of P. infestans on potato tuber of different resistant varieties 

稀释倍数 Dilution concentration 处理  
Treatment 

 

原样 Original concentration 10× 50× 100× 150× 200× 

X 粗 Crude 4 1 3 2 1 2 

X 精 Refined 5 5 5 2 2 5 

L 粗 Crude 5 2 2 1 2 2 

L 精 Refined 5 4 5 4 4 3 

Z 粗 Crude 5 5 _ 2 2 2 

Mira 
 
 
 

Z 精 Refined 6 5 2 2 2 3 

X 粗 Crude 5 4 3 2 3 2 

X 精 Refined 4 3 3 2 2 2 

L 粗 Crude 5 3 4 3 4 2 

L 精 Refined 6 3 3 2 2 2 

Z 粗 Crude 5 3 3 2 6 5 

S88 
 
 
 

Z 精 Refined 4 2 2 2 2 3 

X 粗 Crude 3 4 3 5 2 6 

X 精 Refined 2 4 4 2 3 5 

L 粗 Crude 3 3 4 3 4 4 

L 精 Refined 3 4 5 4 3 4 

Z 粗 Crude 5 5 5 4 4 4 

 
PB06 

 
 
 

Z 精 Refined 4 4 3 2 4 4 
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要因素，其中可能含有具生物活性的毒性物质，起到

致病力作用，且其对马铃薯的危害超出了病原菌本身

对寄主的直接危害。因此，可以用其作为选择压筛选

抗病突变体或抗性评价。在抗病育种早期，可以依据

寄主植物对毒素的敏感性，用毒素代替病原物对植物

品种个体、器官、细胞团和原生质体等进行筛选。无

论在理论上还是在应用上都有着重要的意义，这不仅

是因为它可以消除生物间互相干扰和污染的复杂情

况，而且由于方法简便、精确，极易定量等特点，为

研究提供较好的实验平台。Lynch 等[30]将 Alternaria
培养液用于大田筛选抗马铃薯早疫病试验，并能区分

抗性类型。赵海岩等[31]、柴守玺等[32]成功获得水稻、

小麦抗病性强的再生植株及其稳定后代。程智慧等[24]

用 P. infestans 的粗毒素对马铃薯的 3 个品种进行抗病

突变株筛选，获得了细胞系和再生植株，抗性再生植

株的耐病性高于对照。因此，结合细胞和组织培养技

术，利用毒素做为诱变选择剂，筛选抗病突变体是可

行的。本研究为应用病原菌毒素为选择压筛选抗病突

变体或进行抗性评价提供了又一种方法。 
3.2  试验表明，马铃薯对晚疫病的抗性地上部分植株

和地下部分的块茎是不同的，即地上部分抗性较好的

品种其块茎抗性未必好。长期以来对马铃薯抗性的研

究主要在于地上部分，而马铃薯是以地下块茎为收获

产品的作物，块茎对晚疫病的抗性决定了其在储藏、

销售过程的损失程度。因此，建议在马铃薯抗病育种

过程中既要考虑地上部分的抗性，以期在大田获得较

高的产量，同时考虑块茎的抗性，保证收获入仓的产

品能获得最大的经济效益。 
3.3  毒素的作用机理是一个复杂的问题，只有深入研

究毒素的作用机理，探明毒素在病菌致病过程中的作

用，才能全面了解病原茵与寄主的相互关系，使得毒

素的应用研究更具目标。离体条件下测定马铃薯晚疫

病菌毒素的毒害作用，仅是一个基础的探索。在此基

础上进行毒素活体接种的摸索，比较活体和离体条件

下马铃薯晚疫病菌毒素的毒害差异，毒素的作用方式

及结合位点等，是下一步工作的重点。以期通过这一

系列的工作，为探明马铃薯晚疫病的发病机理奠定基

础。 

4  结论 

植物病原菌毒素是病原菌分泌的，在生理浓度下

对寄主有毒害作用的代谢产物，在病害发生过程中加

速病害的发生发展，但不是所有的分泌物都具有毒害

作用和具有强的毒性。本试验结果表明：试验所使用

的 3 个菌株都对抗感品种产生毒害，低浓度（稀释 200
倍）也能引起症状发生，因此 P. infestans 分泌的代谢

产物对马铃薯是有毒害作用的，小种不同毒素的毒力

不同，毒素的毒力由菌株的生理小种所决定，即小种

不同产生的毒素其毒力不同。马铃薯对毒素的抵抗能

力因品种抗性不同而不同，具有高抗晚疫病的地上部

分植株或块茎对毒素的抵抗能力高于水平抗性品种和

感病品种。 
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