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摘要 　分别采用低浓度玉米小斑病菌 Helminthos poli um may dis T 小种毒素 ( HM T 毒素)和玉米小斑病菌

T 小种培养滤液中的提取蛋白及菌丝细胞壁的提取液 ,预处理不同玉米品种 3 叶期叶片后再接种高浓度 HM T

毒素 ,在无菌条件下培养 5 d 后测量叶片病斑大小 ,并测定玉米叶片内苯丙氨酸解氨酶 ( PAL) 活性变化。结果

表明 :只有纯化的低浓度 HM T 毒素能够作为激发子诱导玉米获得系统性广谱抗性 ,但不同玉米品种所需的最

适合浓度有差异 ; TC103 以质量浓度 0. 025μg/ mL 毒素预处理效果最好 ,PAL 活性最高 ; TB37 和 TMo17 2 个

自交系 ,以质量浓度分别为 0. 025μg/ mL 和0. 050μg/ mL的毒素预处理效果最好。
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　　植物品种自身的抗病性与苯丙氨酸的代谢途径

有密切关系。植物受病原菌侵染后 ,抗病品种的苯

丙氨酸解氨酶 (p henylalanine ammonia lyase ,PAL)

活性提高比感病品种提高的幅度大 ,并能迅速合成

与抗病有关的生化物质 ,如生物碱、植物保卫素、木

质素等 ,有效地阻止了病原菌的扩展 ,因而 PAL 的

活性测定可作为鉴别植物抗病性的生化指标之

一[124 ] 。有研究表明 , PAL 活性与水稻品种的抗稻

瘟病性[5 ] 、与低浓度玉米小斑病菌 C 小种毒素
( HMC 毒素)的诱导玉米抗病性[ 628 ] 、与抗马铃薯晚

疫病[ 9 ]以及与番茄叶霉病抗性[10 ]等均呈正相关。

目前已知的诱抗剂可分为生物来源和非生物来

源 2 大类。生物来源的诱抗剂包括真菌、细菌、病毒

等 ;非生物来源的诱抗剂包括由物理因子 ,如机械损

害、电磁、射线和高温、低温、湿度等处理以及许多化

学因子诱导植物产生的抗病反应物质[122 ] 。生物激

发子是指植物在防御过程中为抵抗微生物感染而产

生的物质 ,主要包括分生孢子、降解细胞壁的酶类、

有机体的细胞壁碎片、有机体产生的代谢物以及培

养物滤液中的成分[11212 ] 。

笔者用系列低浓度玉米小斑病菌 T 小种毒素

( HM T 毒素)以及从毒素液中提取的蛋白质液与玉

米小斑病菌 T 小种菌丝细胞壁的提取液作为生物

激发子 ,分别处理玉米叶片并测定其相关 PAL 活

性 ,旨在探讨激发子与玉米抗病性的关系 ,为玉米抗

病机理的研究提供科学依据。

　材料与方法

　供试材料

玉米 : C103 的 T 型不育细胞质 (CMS2TC103)

及其同核保持系 NC103 , Mo17 的 T 型不育细胞质

(CMS2TMo17)及其同核保持系 NMo17 , B37 的 T

型不育细胞质 (CMS2TB37)及其同核保持系 NB37 ,

均由河北省农林科学院遗传生理研究所提供。

菌株 :玉米小斑病菌 ( Helmi nt hos pol i um m ay2
dis) T 小种 ( HM T) ,由笔者所在实验室保存。

　纯化毒素的制备

将玉米小斑病菌 T 小种接种在 Fries 培养液
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中 ,25 ℃恒温黑暗静止培养 15 d。过滤获得毒素滤

液 ,将滤液与等体积的氯仿混合 ,充分摇匀后静置分

层 ,然后用分液漏斗收取氯仿相 ,并在 30～40 ℃条

件下用真空旋转蒸发器蒸干 ,获得褐色粘稠油状物

(毒素粗品) 。

将毒素粗品过硅胶柱层析 ,用氯仿甲醇梯度洗

脱 (V / V ,氯仿 ∶甲醇 = 10 ∶1 ,9 ∶1 ,4. 5 ∶1 ,3 ∶1) ,

分部收集 ,将活性最高的收集液混在一起 ,重新蒸

干 ,获得纯化毒素。然后用少许甲醇溶解 ,并用蒸馏

水稀释配制成质量浓度梯度 0. 001μg/ mL 、0. 005

μg/ mL 、0. 025μg/ mL 、0. 050μg/ mL 。同时 ,在蒸

馏水中加入与上述毒素溶液等量的甲醇作为对照。

　毒素致病性的检测

采用离体叶片法观察玉米叶片的病斑反应。剪

取 5 叶期幼苗的第 4 叶片 ,在离叶缘 3 mm 处针刺 ,

每穴刺 3 个针眼 ,穴距 1 mm ,取 T 毒素液 0. 04 mL

滴于小棉球上 ,然后依次置于各穴上 ,恒温 25 ℃保

湿培养 24 h ,观察毒素的致病情况 ,即病斑形成过

程[13 ] 。

　毒素培养滤液中蛋白的提取

将玉米小斑病菌 T 小种接种到 Fries 培养液并

培养 15 d 后 ,参照张正光等的方法获得无菌滤

液[14 ] 。向滤液中缓慢加入 (N H4 ) 2 SO4 至质量分数

为 70 % , 置于 4 ℃过夜后 ,在 4 ℃,12 000 r/ min 的

条件下离心 20 min ,收集沉淀 ,并重悬于 25 mL 的

10 mmol/ L Tris ·HCl (p H 7. 4) 中 ,获得 HM T 毒

素的胞外粗蛋白液。

　病菌菌丝细胞壁粗提液的提取

将玉米小斑病菌 T 小种接种于 Fries 培养液

中 ,25 ℃培养 15～20 d 后用纱布和滤纸过滤 ,获得

菌丝 ,并用双蒸水冲洗菌丝 2 次 ,使其浓度相当于原

Fries 培养液。再用超声波粉碎机破碎 15 min ,其间

每隔 30 s 停 15 s ,整个过程在冰浴中进行。镜检菌

体应破碎完全为宜 ,然后在 4 ℃,3 000 r/ min 的条

件下离心 5 min ,除去破碎的细胞和杂质。上清采

用 4 ℃,17 000 r/ min 离心 30 min 获得粗细胞壁提

取液。将提取液按比例 (V / V ) 1 ∶5、1 ∶10、1 ∶20、

1 ∶30、1 ∶40、1 ∶50 稀释备用。

　毒素的预处理

分别将质量浓度为 0. 001 μg/ mL 、0. 005

μg/ mL 、0. 025μg/ mL 、0. 050μg/ mL 的 HM T 毒

素预处理 4 叶 1 心期的玉米第 3 叶片 ,即将不同浓

度的稀释液用毛笔刷分别涂抹在玉米叶背面 ,每

24 h涂抹1 次 ,连续涂 2 d 后分别把相应处理的同位

置叶片剪为大小一致的 3 段 ,并置于铺有湿滤纸

(12 cm ×12 cm)的培养皿内。2 d 后再以离体叶片

法 ,叶片正面向上 ,针刺 3 处 ,每穴 3 个点 ,接种高致

病浓度的 HM T 毒素 (1 ∶20) 72 h ,每穴接种量为 20

μL ,放置在 27 ℃、光照 12 h 的人工气候培养箱内

培养5 d ,用蒸馏水作对照 ,观察并记录。分别测定

接种 24 h、48 h、72 h、96 h 后叶片内抗性相关酶的

变化。

　毒素蛋白液和菌丝细胞壁粗提液的提取

将 HM T 毒素培养滤液中的胞外粗蛋白液按

1 ∶2、1 ∶4、1 ∶8、1 ∶320、1 ∶360、1 ∶400 的比例

(V / V )稀释 ,将菌丝细胞壁粗提液按 1 ∶5、1 ∶10、

1 ∶20、1 ∶30、1 ∶40、1 ∶50 的比例 (V / V )稀释 ,然

后分别使用不同稀释倍数的溶液处理 4 叶期玉米第

3 叶片。用蒸馏水作对照。具体操作步骤按本文

“1. 6”中的方法进行。

　苯丙氨酸解氨酶 ( )活性的测定

称取玉米叶片 0. 15 g ,用液氮研磨 ,然后加

5 mL硼酸缓冲液 (p H 6. 5) (内含 5 mmol/ L 的巯基

乙醇 ,4 % PV P)匀浆后。在 4 ℃10 000 r/ min 离心

15 min ,取上清获得酶粗提液。取 1 mL 的酶液加

入1 mL 0. 02 mol/ L 的 L2苯丙氨酸和 2 mL 蒸馏

水 ,在 30 ℃恒温水浴中反应 0. 5 h 后 ,用 752 分光

光度计测定 290 nm 处吸光度 ,以每小时吸光度变

化0. 01 OD 值所需的酶量为 1 个单位 (U) [13 ] 。

　结果与分析

　毒素诱导处理玉米叶片的病斑反应

经质量浓度为 0. 001μg/ mL 、0. 005μg/ mL 、

0. 025μg/ mL 、0. 050μg/ mL 的 HM T 毒素预处理

TC103 叶片的病斑面积为 (9. 0 ±2. 0) ～ (20. 0 ±

3. 0) mm2 ;而未经预处理的对照叶片病斑面积为

(64. 0 ±2. 0) mm2 。经 t 检验 ,各处理与对照比差

异达极显著水平 ( P < 0. 0 1) ,说明 TC103 叶片经低

浓度毒素预处理后可以显著提高对高浓度毒素的抗

性。在另一组试验中 , 经过预处理的 NC103 玉米

叶片 ,与对照比较病斑大小无显著差异 ( P > 0. 05) 。

此外 ,经预处理后的 TC103 叶片的病斑面积略小于

未经预处理的、自身高抗小斑病菌的 NC103。

经低浓度 HM T 毒素预处理的 CMS2TMo17 和

CMS2TB37 叶片病斑面积分别为 (13. 0 ±4. 0) mm2

和 (17. 0 ±4. 0) mm2 ,对照处理的病斑面积分别为
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(65. 0 ±2. 6) mm2和 (68. 0 ±3. 0) mm2 ;各处理与

相应对照比较 ,差异均达到极显著水平 ( P < 0. 01) 。

对于 NMo17 和 NB37 而言 ,经预处理的各叶片和对

照之间差异不显著 ( P > 0. 05) 。

　病菌蛋白提取液对玉米抗病性的影响

经玉米小斑病菌 T 小种培养滤液中提取的蛋

白质液稀释后预处理的 TC103 叶片病斑面积为

(89. 0 ±6. 0) mm2 ,而对照为 ( 64. 0 ±2. 0) mm2 。

表明玉米小斑病菌 T 小种培养滤液中的蛋白不能

作为激发子来提高玉米诱导抗病性。

　病菌细胞壁提取液对玉米抗病性的影响

经稀释的玉米小斑病菌 T 小种菌丝细胞壁提

取液预处理的玉米叶片病斑面积为 (118. 0 ±10. 0)

mm2 ,与对照玉米病斑面积 (64. 0 ±2. 0 ) mm2 比较

并未减小。这说明 T 小种菌丝细胞壁的提取液也

不是 T 小种培养滤液中能作为激发子的组分。

　 活性的测定

经不 同 质 量 浓 度 0. 001 μg/ mL 、0. 005

μg/ mL 、0. 025μg/ mL 、0. 050μg/ mL HM T 毒素

预处理后再接较高浓度毒素处理 ,在 0～96 h 内 ,

TC103 玉米叶片中 PAL 的活性均高于未经低浓度

毒素预处理的对照 (图 1) 。其中经质量浓度 0. 025

μg/ mL 毒素预处理的效果最好 , PAL 活性提高幅

度最大 ,0 h比对照提高了 19. 7 % ,24 h 比对照提高

了68. 9 % ,96 h比对照提高了 52. 1 %。这说明低浓

度 HM T 毒素预处理可以提高 PAL 活性。

图 1 　HMT毒素处理 TC103 细胞质玉米叶片

PAL 活性的变化

Fig. 1 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2 toxin

pretreatment in variety TC103 of maize

低浓度 HM T 毒素预处理 NC103 玉米叶片后 ,

PAL 活性有所提高 ,但是不如 TC103 玉米叶片明

显 (图 2) 。

　　试验结果表明 ,在预处理 0～96 h ,经低浓度

HM T2T 毒素预处理的 CMS2TMo17 玉米叶片 ,其

图 2 　HMT毒素处理 NC103 细胞质玉米叶片

PAL 活性的变化

Fig. 2 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2toxin

pretreatment in variety NC103 of maize

PAL 活性均高于未经预处理的对照 (图 3) 。除了

0. 001μg/ mL 预处理的玉米叶片在 48 h 时 PAL 活

性达到高峰外 ,其它 3 种处理均在 24 h 时 PAL 活

性达到最高峰 ,随后保持平稳。

试验结果还表明 ,0. 050μg/ mL HM T2T 毒素

预处理的效果最好 , PAL 活性提高幅度最大 , 其活

性在 0 h、48 h、96 h 时比对照处理分别提高了

35. 5 %、87. 7 %和102. 5 %。

经不同低浓度 HM T2T 毒素预处理的 CMS2
TB37 玉米叶片的 PAL 活性变化比较平稳 ,没有出

现明显的峰值 ,在 0～96 h , PAL 活性一直高于对

照 ,其活性始终保持在一定水平 ,且在接高浓度

HM T2T 毒素后 ,也未呈现明显下降趋势 (图 4) 。

试验结果还表明 ,0. 025μg/ mL HM T2T 毒素

预处理效果最好 , PAL 活性在 0 h 为 6 460

U/ (g ·h) ,对照为 6 522 U/ (g ·h) ; 24 h 为 7 115

U/ (g ·h) ,较对照提高了 24. 6 % ; 48 h 为 6 946

U/ (g ·h) ,较对照提高了 90. 6 % ; 96 h 为 6 493

U/ (g ·h) ,较对照提高了 161. 9 %。0～96 h 内 ,

PAL 活性较对照平均提高了 83. 2 %。

经预处理的 TB37 玉米叶片 PAL 活性虽没有

大幅度提高 ,但低浓度 HM T2T 毒素显著缓和了叶

片中 PAL 活性下降的趋势。用低浓度 HM T2T 毒

素预处理 CMS2TMo17 和 CMS2TB37 叶片 ,同样可

以提高玉米叶片中的 PAL 活性。

另外 ,采用相同的方式处理 NMo17 玉米叶片 ,

其 PAL 活性也有所提高 ,但不如在 TB37 叶片中显

著 ,其 PAL 的活性变化在 0～96 h 时一直比较平稳

(图 5) 。NB37 叶片中 PAL 活性也只是保持在一定

水平上 ,没有下降的趋势 (图 6) 。
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图 3 　HMT毒素处理 TMo17 不育细胞质玉米

叶片 PAL 活性的变化

Fig. 3 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2toxin

pretreatment in leave s of CMS2TMo17 line of maize

图 4 　HMT毒素处理 TB37 不育细胞质玉米

叶片 PAL 活性的变化

Fig. 4 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2toxin

pretreatment in leaves of CMS2TB37 line of maize

图 5 　HMT毒素处理 NMo17 细胞质玉米

叶片 PAL 活性的变化

Fig. 5 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2toxin

pretreatment in leave s of NMo17 line of maize

图 6 　HMT毒素处理 NB37 细胞质玉米叶片

PAL 活性的变化

Fig. 6 　Fluctuation of PAL activity influenced by HMT2toxin

pretreatment in leave s of NB37 line of maize

　讨　论

激发子 (elicitor)是植物抗病生理过程中诱发植

物产生植物抗毒素和引起植物过敏反应 ( hypersen2
sitive reaction ,亦称抗性反应或自身防御反应 self2
defense reaction)的因子 ,包括侵染植物的微生物及

植物细胞内的分子都可能具有激发子的作用。激发

子在植物与微生物的相互作用中 ,能快速、高度专一

性地诱导特定基因的表达。

HM T 毒 素 是 一 种 线 性 多 聚 酮 类 ( linear

polyketol) ,主要破坏 CMS 玉米细胞质中线粒体膜

的完整结构和正常功能 , 但是有关 HM T 毒素是否

可以作为激发子来诱导玉米的抗病性 ,以前的研究

较少。本试验采用 HM T 毒素滤液和从滤液中提取

的蛋白质液分别预处理玉米叶片后 ,在以玉米叶片

对小斑病菌的抗性鉴定作为宏观依据的基础上 ,测

定了与植物抗病性密切相关的苯丙氨酸解氨酶

( PAL)的生理指标 ,结果表明植株体内 PAL 的活性

增高 ,同时观察到植株对病害的抗性大幅度提高。

但最终证明只有 HM T 毒素本身能够作为激发子提

高玉米叶片的抗病性。

低浓度玉米小斑病菌 T 毒素诱导抗病性作用

具有一定的广谱性 ,其依据就是它不仅能显著提高

TC103 叶片的 PAL 活性 ,而且对其它基因型玉米

的 T 细胞质 ( TMo17、TB37) 也产生类似的作用。

此外 ,不同玉米品系中所需激发子的最适宜浓度有

差异 , TC103 以 0. 025μg/ mL 处理效果最好 , PAL

活性最高 ,达到 8 765 U/ (g ·h) ; TMo17 以 0. 050

μg/ mL 处理效果最好 , PAL 活性最高 ,达到 9 141

U/ (g ·h) ; TB37 以 0. 025μg/ mL 处理效果最好 ,

PAL 活性最高 ,达到 7 115 U/ (g ·h) 。
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Effect of Inducement by HMT2Toxin to PAL Activity in Maize Leaves
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　　Abstract 　The maize leaves were p ret reated respectively by low concent raion Hel mi nt hos pol i um

m ay dis T2toxin ( HM T2T) ,p rotein and cell2wall , which were ext racted f rom cultivating filt rate at t he

stage of t hree2leaf , and t hen t hese leaves were t reated by high concent ration HM T2T and cultivated 5 d.

The dimension of spot s in infected leaves was calculated and p henylalanine ammonia lyase ( PAL) activity

determined. The result showed that only t he HM T2T could act as elicitor in t he cultivating filt rate. The

suitable concent ration of HM T2T was different for various varieties. As to TC103 the suitable concen2
t ration of toxin was 0. 025μg/ mL and the PAL activity of maize leaves reached it s maximum degree in

t his case. The right concent ration of TB37 and TMo17 were 0. 025μg/ mL and 0. 050μg/ mL respective2
ly.

Key words 　Helmi nt hos pol i um m ay dis T ( HM T) ; toxin ; elicitor ; p henylalanine ammonia lyase

( PAL)
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