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烟草突变体筛选与鉴定方法篇： 

2. 烟草抗主要病虫害突变体的筛选与鉴定 

申莉莉 
（中国农业科学院烟草研究所，青岛 266101） 

参照烟草品种抗病性鉴定标准 GB/T 23224—2008，烟草基因组计划重大专项“烟草突变体创制、筛选

与分析”建立了烟草抗病毒病、青枯病、黑胫病、赤星病、烟蚜的高通量筛选方法，将全面开展烟草抗主

要病虫害突变体的大量筛选与鉴定工作。 

1  抗主要病虫害突变体的高通量筛选 
烟草品种抗病虫鉴定多采用温室苗期人工接种鉴定，在品种推广前再经大田成株期鉴定。面对庞大的

突变群体，选择一种快速、准确的筛选方法是获得有益抗性突变体的核心。 

1.1  病毒病 

烟草病毒病抗性筛选主要采用田间病圃系统调查和温室苗期接种两种方法。通过对常规汁液摩擦接

种、衣刷快速摩擦接种、喷枪接种和剪叶接种以及逐株调查病情、目测病情、ELISA、检测试纸条和 RT-PCR

等病毒检测方法比较发现，刷接目测病情法省时省力且能准确反应品种抗性。即用塑料衣刷蘸取病毒汁液

轻轻摩擦叶片接种，根据每批次抗感品种的病情划分病害严重度，目测每个突变材料（盘）病情。 

1.2  青枯病 
烟草青枯病抗性筛选有田间病圃筛选和室内苗期接种筛选。苗期筛选接种方法主要有伤根灌菌法、菌

液浸根法、茎部穿刺法、叶片注射法。烟草青枯病菌是从根部伤口侵入，引起微管束变褐，植株萎蔫，为

典型的微管束病害。经剪叶接种和茎枝菌液浸泡接种研究表明，茎枝菌液浸泡法发病快，幼苗抗病性与田

间抗性一致，易操作。即用手术刀垂直切取带有 3～4 片展叶的主茎，标记、浸于盛有青枯病菌菌液的容

器内 5 d，逐茎调查病情。根据抗感品种发病期和病情，划分突变材料病害严重度。 

1.3  黑胫病 
烟草黑胫病抗病性筛选有田间病圃筛选、室内接种筛选和离体叶片接种筛选 3种方法；苗期筛选又分

为根接种和茎接种，根接种的接种体有孢子悬浮液和菌谷两种。用烟草黑胫病菌粗毒素浸种，经发芽率、

根冠细胞、叶片和电解质渗透等测定法比较发现，经粗毒素浸种，种子发芽率与抗病性呈正相关，且与大

田抗性表现一致。试验占空间少，周期短（15 d）。即用无菌毒素液浸泡种子 4～8 h，选取饱满的种子置于

无菌的水琼脂培养皿平板上保湿培养，于 25 ℃培养箱中促其萌发，测定发芽率。 

1.4  赤星病 
烟草赤星病抗性筛选有大田筛选、温室筛选、离体叶片筛选和毒素筛选。根据毒素作用部位的不同，

又分为离体叶片法、幼苗浸根法、种子根处理法等。而离体叶片法又分为悬滴法、喷雾法和针刺法[1]。烟

草不同品种对毒素的敏感程度与对病原菌的敏感程度密切相关，经不同抗感品种幼苗用赤星病菌毒素浸根



2012年第 33卷                                      中国烟草科学                                        103 

 

研究发现，根长与抗病性呈正相关，与田间成株期抗性基本一致。即将每个突变材料 2～3真叶期幼苗 10～

15株放入盛有赤星病菌无菌粗毒素稀释液的容器中浸根，25 ℃培养 6 d，测量根长。 

1.5  烟蚜 
烟蚜抗性筛选有常规苗期筛选和大田成株期筛选，也可根据植株受害症状等感官特征判定抗性。不同

抗感品种苗期接蚜，通过蚜量比值法和模糊识别法研究显示，蚜量比值法能客观地比较所参试材料的抗感

差别，消除蚜虫不均匀分布带来的误差。温室苗期蚜量比值法，即温室育苗，再自然感蚜或接蚜，于烟蚜

盛发期逐株调查烟蚜数量。根据蚜量比值划分抗性，其中蚜量比值＝某突变材料的蚜量/全部观测材料的平

均蚜量。 

2  抗主要病虫害突变体的鉴定 
烟草植株的各种性状均受染色体上的基因控制。基因突变可通过田间表型、细胞组织学、生物化学、

蛋白质组学呈现，最终经基因定位鉴定突变。 

对上述通过正筛选体系获得的抗病虫突变材料，经连续 2年种植鉴定，剔除环境影响和差异不明显株

系，获得可遗传变异的突变体，以野生型中烟 100及其他抗感品种为对照，进行鉴定。 

2.1  田间表型鉴定 
结合田间（自然）和温室（人工接种），对抗病虫突变材料进行至少 2 年以上（多点）的表型抗性鉴

定。 

2.2  细胞组织学鉴定 
抗病虫突变材料经自然感病虫或人工接种，用电镜技术观察其组织病理学特征，进行细胞组织学鉴 

定[2]。 

2.3  生物化学鉴定 
通过自然感病虫或人工接种，抗病突变材料用气相色谱（GC）检测水杨酸（SA，信号调节因子）水

平，抗虫突变体用 GC 检测茉莉酸（JA，信号调节因子）或烟叶分泌物中 α,β-黑松三烯二醇（DVTS，吸

引烟蚜产卵）水平，进行生物化学鉴定[3]。 

2.4  蛋白质组学鉴定 
烟草品种的抗病虫性是一个复杂的信号转达和生理调控网络，以蛋白质差异表达的形式反馈[2]。借助

蛋白质双向电泳联用质谱技术，鉴定抗病虫突变材料与野生型及其他抗感品种的蛋白质组表达差异。 

2.5  突变基因鉴定 

2.5.1  突变体的遗传分析  突变体与野生型杂交，签定 F1抗感性以确定显隐性突变，分析 F2抗感分离规

律，确定突变基因数目[4-5]。质量性状突变符合孟德尔 3:1遗传分离规律，多由一对（单）隐性核基因控制。

数量性状突变为多基因控制，抗性突变呈连续累加效应。 

2.5.2  突变基因定位  构建 F2定位群体，利用 RFLP、SSR、RAPD、SNP 等分子标记和混合群体分组分

析法（BSA），对 F2分离群体和抗病虫突变体的目标基因（抗病虫）进行连锁分析，筛选出与目标基因紧

密连锁的分子标记。根据 F2定位群体的表型和分子标记的分离数据构建目标基因所在区域的分子标记连锁

图[6-8]。
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在连锁的分子标记附近设计新的分子标记，用高通量 DNA提取方法提取大批 F2遗传群体中的突变体

单株 DNA，对这些植株进行基因型分析，通过遗传作图、筛选基因组文库、染色体步移等获得突变基因[9]。 

2.5.3  突变基因功能互补验证  以野生型中烟 100和突变体为材料，经等位基因敲除和过表达技术，观察

抗病虫突变性状变化，最终确定某一抗病虫突变体。 
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