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0 引言

稻瘟病(Pyricularia oryzae Cav.)是发生在世界各

稻区最严重的真菌性病害，在水稻的整个生育期都可

能发生，发病严重时可造成稻株半饱和穗、白穗甚至死

亡[1-2]。每年稻瘟病的流行与爆发都会导致水稻产量的

巨大损失，因此做好对该病的防治对农业生产和人民

生活至关重要。

目前对该病的防治多采用化学防治和种植抗性品

种加以控制，还没有对稻瘟病具有长期有效的抗菌

剂。化学防治只能在一定程度上减轻发病程度，且化

学药剂的施用会明显增加水稻的生产成本，造成环境

的污染。而种植抗性品种在一定程度与一定时限可以

缓解稻瘟病的发生，但由于病原菌小种的遗传多样性

和致病性快速衍变的特性，会在几年的时间内致使新

品种丧失抗性[3]。尽管如此，长期的生产实践仍然表

明，相对于化学防控，利用抗病品种来避免或减轻稻瘟

病发生是最经济、最有效、最直接的途径之一[4]。

在抗病育种中，传统育种方法周期长、人物力投入

大，且易受气候条件的限制。随着生物技术的迅速发

展，组织培养的离体筛选技术作为获得抗病突变体的

重要手段之一而被广泛地应用于各种作物[5-7]。与常规

方法相比，它具有筛选群体大、效率高、时间短、操作简

便易行、便于遗传分析等优点[8]。虽然该技术的发展

已有 30年的历史，但在水稻的抗性筛选中，粗毒素浓

度不易确定，后期所获得的抗性植株量少，遗传力较差

等难题一直困扰该技术的发展[9-10]。因此笔者对该技

术的研究进展进行综述，旨在为以后技术难题的攻克

提供参考，为生物学研究及获得抗病优良亲本应用于

基金项目：华南农业大学教育教学改革与研究项目“基于研究型的遗传学综合性实验教学改革”（JG09107）。

第一作者简介：李楠，女，1985年出生，重庆人，助理实验师，硕士，主要从事水稻遗传育种。通信地址：510642 广州市天河区五山华南农业大学公共

基础课实验教学中心，Tel：020-38634224，E-mail：linan060824@163.com.cn。

收稿日期：2011-03-28，修回日期：2011-05-25。

抗稻瘟病细胞突变体筛选技术的研究进展

李 楠，陈巧玲，李亚娟，郭海滨，罗玉容

（华南农业大学公共基础课实验教学中心，广东广州 510642）

摘 要：稻瘟病是发生在世界各稻区最严重的真菌性病害，做好对该病的防治对水稻高产与稳产至关重

要。随着生物技术的迅速发展，组织培养的离体筛选技术作为一种获得抗病突变体的高效手段而被广

泛应用于水稻抗病育种研究。综述了抗稻瘟病细胞突变体筛选中愈伤组织的诱导、粗毒素的制备及毒

素对材料抗性筛选等3个主要技术环节，并对抗病突变体在抗病育种中的应用提出问题及展望。
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Abstract: Blast is the most serious rice diseases in the world. The prevention and controlling of it is therefore
significant to the agriculture production. With the rapid development of bio-technology, an in vitro screening
technique system in tissue culture for rice (Oryza sativa L. subsp. indica) is widely applied as an effective
method to the resistant breeding of rice. We review three main aspects of this technique: the callus induction,
the preparation of crude toxin factor and the selection of toxin resistant materials. Furthermore, we introduce
questions and prospects of the application of these mutants in rice resistant breeding.
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杂交育种奠定基础。

1 水稻愈伤组织的诱导

愈伤组织的形成是植物组织培养中最关键的技

术环节。它主要是利用外植体活细胞潜在的全能

性，将植物器官、组织、细胞在一定离体培养条件下

转化为分生细胞，进而分化形成愈伤组织的一个过

程[11]。

1965年中国已开展了以水稻幼穗、幼胚、花粉粒

和花药为材料的组织培养研究，并取得较大进展，在水

稻的遗传转化、远缘杂交、种质资源离体保存、品种培

育中具有重要作用[12]。目前该技术发展虽然已经逐渐

成熟，但在愈伤诱导的研究中还是存在不少难题有待

进一步探索。首先，不同水稻品种间愈伤诱导率差异

较大。赵海岩等 [13]发现‘辽农 938’诱导率为 83.0%，

‘辽盐241’则为52.6%；李楠等[14]研究表明‘缙2B’、‘缙

恢 36’和‘缙恢 10’3 种材料诱导率分别为 58.1%、

93.3%、85.4%，差异显著。其次，对于成熟胚、幼穗而

言，花药愈伤组织的抗病性状能立刻纯合大大缩短育

种年限，但诱导率较低且易产生白化苗。研究者发现

成熟胚的愈伤诱导率一般高于 50%，而花药的愈伤诱

导率则低于20%[15-17]。再次，不同品种间愈伤组织的诱

导对培养基成分及培养条件要求不同。目前最常用

MS、N6和NB 3种基本培养基[18]，庞冬辉等[10]曾设计了

基于MS和N6的9种培养基对‘籼16’和‘白刚占’等水

稻品种进行愈伤诱导，发现不同培养基间的诱导率差

异显著，最终以MS+2,4-D 3 mg/L+蔗糖培养基诱导效

果最好。李楠等[14]曾发现相对MS、N6培养基而言，选

用经改良的NBD用于‘缙 2B’、‘缙恢 36’和‘缙恢 10’

的愈伤诱导和继代效果较好。在诱导愈伤的培养基中

除了基本成分外还加有多种激素，激素的种类及配比

对愈伤的诱导差异显著。目前普遍认为2,4-D是其中

的关键因子，能提高内源ABA的水平，促进胚性能力

的表达[19]，在一定的浓度范围内对愈伤组织具有诱导

作用[20]。但其浓度过高形成的愈伤组织结构疏松，易

长出须根，器官的分化能力较差，过低则可能诱导不出

愈伤，所以一般采用 2 mg/L的浓度 [21]；对某些材料而

言，随着2,4-D浓度从2 mg/L提高到 4 mg/L，诱导率

也会有不同程度的提高 [14]。部分学者的研究还认为

在含 2,4-D的培养基中适当加入如NAA、IAA、ABA、

6-BA、KT、细胞分裂素、蔗糖、铜元素等成分对愈伤质

量、数量及再生都有一定促进作用[16,22-23]。另外长期继

代引起的愈伤组织褐化死亡等问题也一直影响着愈伤

的诱导。

材料的基因型、外植体、培养基及条件是影响愈

伤诱导的关键因素。因此选择与研究目的相关且具

有较高愈伤诱导率的材料是关键。虽然花药的愈伤

诱导率较低，但研究发现其与成熟胚、幼穗间的愈伤诱

导率存在显著正相关，所以可以参考具有较高诱导率

的成熟胚材料进行花药愈伤诱导；同时花药培养中取

单核靠边期、进行适当低温预处理，25℃左右的暗培养

及采用液体培养基等条件对其愈伤诱导率都有一定的

提高[24-25]。另外在培养基中适当降低无机盐浓度和锰

含量，添加VC、活性炭、ABA，适当降低培养温度等对

防治愈伤组织褐化都有一定帮助[24]。由于愈伤组织的

诱导易受众多因素影响，因此研究者需要根据实验目

的，选择适当材料的外植体，参考前人的研究设计不同

的培养基及条件，确定真正适合本材料愈伤诱导的条

件，适当扩大培养的数量，为进一步的研究做好准备。

2 粗毒素的制备

在抗稻瘟病细胞突变体筛选技术中粗毒素的制备

是关键的中间环节，虽然目前毒素制备方法已经成熟，

但制备过程中易受人为操作、实验条件、菌种来源等众

多因素的影响，因此前人研究均表明粗毒素的制备和

毒素浓度的确定是一个难点。稻瘟病菌的培养时间、

培养温度、振荡频率及灭菌方式都影响稻瘟病菌的生

长和致病毒素的分泌，不同条件下制备的粗毒素液的

致病力在一定范围内呈现规律性变化 [26]。有研究发

现，一般过滤灭菌的粗毒素毒性大于高压灭菌，由菌丝

悬浮液制备的毒素比孢子悬浮液制备的毒性更强[27]；

稻瘟病菌在山口富夫培养液中培养 0~24天，其中 12

天提取的粗毒素毒性最强[28]。在毒素浓度研究中发现

适合用于抗病筛选的毒素浓度不易确定：（1）即使操作

条件和菌种来源相同，不同时间重复提取的毒素毒性

差异较大；（2）在抗病处理中若毒素浓度大，可大量淘

汰感病的体细胞，获得可靠的抗病愈伤和再生植株的

把握性较大，但植株再生率明显下降，影响选择效率。

目前毒素提取与测定缺乏统一标准和定量分析，所以

毒素浓度的界限只是相对值，随不同试验而异[29]。有

研究认为在一定范围内粗毒素浓度的增加其毒性也

将增加，但二者并非完全正比关系[3]；同时材料不同，

毒素浓度范围也有所差异[10]，因此需根据稻瘟病菌提

取液毒性的测定结果，设立 5种以上毒素浓度进行筛

选[17]。

3 粗毒素对材料的抗性筛选

利用稻瘟病菌产生的毒素作为选择压进行抗稻瘟

病材料的筛选，国外始于20世纪70年代。一些学者先

后从培养的稻瘟病菌孢子萌发液、菌丝培养液和重病

稻叶组织中分离出α-吡啶羧酸、稻瘟菌素、稻瘟醇、异
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稻瘟醇、糖肽类物质等多种稻瘟病毒素，并测定其毒

性，得到α-吡啶羧酸处理水稻后其结果与田间接种稻瘟

病相似，糖肽类物质可诱发水稻产生白穗，抗病品种对

稻瘟病菌毒素有一定抑制作用等结论[30-31]。陈璋等[32]

也得到类似结论，并表明α-吡啶羧酸所诱导产生的稻

瘟病菌变异体存在一定的小种特异性，同时稻瘟病菌

在不同小种之间的致病毒素，在组成成分上存在明显

差异。

中国最早利用粗毒素液对材料抗性进行筛选则始

于 20世纪 80年代。郑祖玲[9]、李朝灿[33]等在水稻愈伤

组织及花粉分化培养基中加入稻瘟病菌粗毒素，结果

发现粗毒素能够抑制愈伤组织的分化和形态形成，并

证明所获得的突变体花粉植株的幼苗对粗毒素的抗性

比亲本强；且具有可遗传性。王金陵等[34]研究表明不

同材料对同一菌株提取的粗毒素抗性存在差异，稻瘟

病菌粗毒素对水稻不同外植体愈伤组织的形成与分化

均有明显的抑制作用。在水稻根冠细胞研究中发现不

同致病小种之间对水稻根冠细胞死亡率差异达显著或

极显著水平[8]，采用诱导与分化培养基均含毒素的处

理方法筛选效果较好[29,35]。水稻叶部及穗部受粗毒素

的侵染与产毒菌株对水稻的致病力基本相似，产毒菌

株对品种致病力强，粗毒素对其毒性也大[36]。水稻种子

经粗毒素浸泡3天，发现种子萌发受明显抑制，且催芽

时有毒素接触比无毒素接触的种子受抑制更明显[27]。

在粳稻种的胚根、胚芽、愈伤组织成活率及分化率的研

究中发现，毒素对它们有一定抑制作用，但愈伤组织再

生植株的抗性会显著提高[37-39]。毒素对体细胞和花药

愈伤组织的诱导和植株再生有着明显的抑制作用，抑

制程度随毒素浓度的增加而增大；花药的抑制程度大

于种子胚愈伤组织，花药筛选系统的适宜毒素浓度低

于体细胞筛选系统的毒素浓度[17]。

近年来，研究者还采用了一些新的角度和方法展

开对毒素抗性研究，发现不同浓度毒素对水稻幼苗的

POD、SOD及可溶性蛋白均具有一定的诱导作用[4,28]。

高立宏等[40-41]通过直接对愈伤组织滴加不同量的粗毒

素及用毒素浸泡愈伤组织发现随着毒素量或浓度或处

理时间的增加，水稻分化受到的抑制增强，最终得到毒

素浓度在 25%~30%、浸泡 12~24 h 和滴加浓度小于

2.0 mL为最佳诱导条件的结论。周晓罡[42]、张春燕[43]

等采用液体培养基建立了悬浮细胞的培养体系，认为

悬浮细胞浸泡在处理液中，接触面大，毒素的作用力更

强。

稻瘟病菌毒素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，可

以作为抗病筛选的选择压。其可能成功诱导突变体的

原因：（1）愈伤组织细胞在培养和继代的过程中处于

不断分化状态，因此很容易受培养条件和外加压力

（如射线和化学物质）的影响而产生诱变；（2）稻瘟病菌

粗毒素是稻瘟病菌生长过程中产生的有生物毒性的代

谢产物，它能破坏寄主叶片的表皮组织，引起维管束系

统的细胞坏死或失去功能，阻碍水稻呼吸系统，导致水

稻不能正常发育，致使敏感细胞被杀死或淘汰，抗性较

强的细胞得以保留[39]。另外，粗毒素提取方法简便易

行并且可消除病原菌间干扰和污染等复杂情况。因

此，以稻瘟病菌粗提液作为外源胁迫因素，在愈伤组织

和细胞水平上进行抗病筛选，可以获得抗稻瘟病的突

变体[38]。

4 问题及展望

利用抗病品种来避免或减轻稻瘟病发生是最经

济、最有效、最直接的途径之一。目前利用组织培养的

离体筛选技术获得抗病植株的研究已进行多年，但只

有少数的抗病植株在实际中得到了利用，主要原因存

在于 3个方面：（1）粗毒素加入培养基中后，一方面改

变了培养基的成分，不利于愈伤组织生长，容易造成愈

伤组织感染及大量死亡；另一方面在继代过程中，逐步

提高粗毒素浓度，虽可提高抗性细胞变异的频率，但降

低生理适应型变异体的发生频率。（2）抗性植株获得量

少且遗传力较差，筛选出的抗粗毒素的植株不等于抗

稻瘟病的植株，有部分并不表现出抗性，这可能与植株

本身的抗性机理有一定的关系[10]。（3）多数情况下得到

的抗性植株表现为单一抗性，而病原小种却高频率变

异，间接导致植株抗性消失[32]。

因此，如何改进抗性筛选技术，提高筛选效率，以

得到真正具有可遗传的广谱抗性植株，还有待进一步

的研究。目前随着生物技术的发展，分子标记辅助选

择育种得到广泛的应用，相信将细胞离体筛选技术与

分子标记技术相结合是未来水稻抗病育种发展的新趋

势，期望更多的研究工作者能培育出优良的抗病品种，

实现将实验推向实践应用的跨越式发展。
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