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　 　 摘要：　 以灰霉菌毒素为选择剂，利用多步筛选法筛选番茄抗性愈伤组织突变体，结果显示，毒素对番茄愈伤

组织的诱导、生长具有抑制作用，且随毒素浓度的升高而增强；获得的抗性愈伤组织在不同浓度毒素胁迫下，其增

殖率均高于原始型愈伤组织，并在离开选择因子继代培养 ２ 代后，仍保持获得的抗性。 研究毒素处理后过氧化物

酶（ＰＯＤ）、苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ） 的活性变化发现，无论有无毒素胁迫，抗性愈伤组织突变体

及其再生植株的酶活性均高于原始型愈伤组织和原始植株（对照）；随着毒素胁迫浓度的增大，抗性愈伤组织突变

体及再生植株的 ３ 种酶活性有相同的变化趋势，即先升高后降低，且均比对照升高幅度大，其中 ＰＡＬ 和 ＰＰＯ 酶活性

的下降速度较对照慢，说明抗性突变体通过增强与抗病性相关的酶活性，增强植物的防卫能力。
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　 　 番 茄 灰 霉 病 是 由 葡 萄 孢 属 的 灰 葡 萄 孢

（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ）侵染引起的一种严重病害，在番

茄产区普遍流行，对产量影响很大，严重时可减产

４０％ ～５０％，甚至绝产［１］ 。 长期以来，对该病以化

学防治为主，易造成病菌抗药性增强及果实农药

残留等问题，种植抗病品种是解决该病害为害最

根本有效的途径［２］ 。 虽然从 １９７６ 年国内外就进

行了抗病资源的筛选［３］ ，并取得一定的进展，为番

茄抗灰霉病育种展示了良好的前景，但是叶部、茎
部、果实之间抗性相关性较小或无相关性在一定

程度上限制了抗源材料的有效利用［２，４⁃６］ 。 迄今为

止还未有利用已有抗病材料育成抗灰霉病品种的

报道。
灰霉菌能够引起寄主程序性细胞死亡［７］，具有

复杂的代谢系统，可产生毒素［８］、细胞壁降解酶、脱
落酸［９］、多糖［１０］、漆酶［１１］等多种代谢产物。 而灰霉

菌之所以能成功侵染植物很大程度上依赖其产生的

毒素［７］。 毒素在侵染过程中起到对寄主的识别作

用，同时也参与调控植物生理生化反应，影响植物超

微结构，最终导致整个植株在生理、生化和形态结构

上发生异常变化［１２］。 同时灰霉菌毒素有很高的生

物活性，不仅能从培养基中分离到，而且从受病菌侵

染的植物组织中也能分离到［１３］。
以毒素为选择压筛选抗病突变体是迄今为止在

抗病性离体筛选体系中发展比较成熟，且最为成功

的一种体系［１４⁃１５］，为高效、定向提高番茄优良品种

的抗病性提供了新的方法。 目前中国已在小麦赤霉

病［１６］、水稻纹枯病及稻曲病［１７⁃１８］、茄子黄萎病［１５］ 等

作物上成功筛选到抗病植株。
有研究结果表明灰霉菌毒素能诱导拟南芥体内

与防御反应有关的酶活性变化，这些酶活性变化与

寄主的抗病性有一定关系［１２］。 为此，本研究利用灰

霉菌毒素为选择剂，对番茄愈伤组织进行胁迫和筛

选，旨在获得稳定的抗灰霉病细胞突变体及再生植

株，同时研究其体内过氧化物酶（ＰＯＤ）、多酚氧化

酶（ＰＰＯ） 和苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活性的变化，以
探讨其生理生化方面的抗病机制，为抗灰霉病育种

奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

番茄灰霉病菌菌株 ＢＣ⁃９ 由江苏省农业科学院

蔬菜研究所和植物保护研究所分离、鉴定并保存。
番茄材料为苏粉 ９ 号，由江苏省农业科学院蔬菜研

究所提供。
１．２　 方法

１．２．１　 培养基　 病原菌活化培养基（ＰＤＡ 培养基）：
马铃薯２００ ｇ＋蔗糖 ２０ ｇ＋琼脂 ２０ ｇ，用蒸馏水定容

到１ ０００ ｍｌ。
病原菌产毒培养液（ＰＤ 培养液）：马铃薯 ２００ ｇ＋

蔗糖 ２０ ｇ，用蒸馏水定容到１ ０００ ｍｌ。
愈伤组织诱导和分化培养基 （ＭＳ 培养基）：

ＭＳ＋６⁃ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ＋ ＮＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ＋蔗糖 ３０ ｇ＋琼脂 ８
ｇ＋蒸馏水１ ０００ ｍｌ，用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 或 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ
调 ｐＨ 至 ５􀆰 ８。

筛选培养基：毒素溶液按一定的体积比加入到

ＭＳ 培养基，用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 或 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 调 ｐＨ
至 ５􀆰 ８。

生根培养基：ＭＳ＋ ＮＡＡ ０􀆰 ５ ｍｇ ＋蔗糖 ３０ ｇ＋琼
脂 ８ ｇ ＋ 蒸馏水 １ ０００ ｍｌ，用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 或 １
ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ５􀆰 ８。
１．２．２　 毒素液的制备　 将菌株 ＢＣ⁃９ 在 ＰＤＡ 培养基

上活化培养 ３ ｄ，然后用直径 ５ ｍｍ 的打孔器打取长

势均匀的菌饼 １２ 块，接种到 ３００ ｍｌ ＰＤ 培养液中，
２４ ℃下连续黑暗静置培养 ２０ ｄ，４ 层纱布过滤，除去

菌丝体，滤液经４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 后，即得到

粗毒素（简称毒素）。
１．２．３　 番茄无菌苗的获得 　 番茄种子用 ７５％酒精

消毒 ３０ ｓ，无菌水冲净 ２ ～ ３ 次，再用 １０％次氯酸钠

消毒 ２０ ｍｉｎ，无菌水冲洗 ３ ～ ５ 次后播种于 ＭＳ 培养

基。 培养温度（２５±１）℃，光照度１ ６００ ｌｘ，光照时间

１６ ｈ ／ ｄ。
１．２．４　 愈伤组织的诱导　 选取 １０ ｄ 苗龄无菌苗的

下胚轴，切成长度为 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｃｍ 的切段，接种于

ＭＳ 培养基上，培养 ２０ ｄ，将诱导出的愈伤组织继代

培养 ２ 次，逐渐变为颗粒状绿色胚性愈伤组织。 培

养温度 （ ２５ ± １）℃，光照度 １ ６００ ｌｘ，光照时间 １６
ｈ ／ ｄ。
１．２．５　 毒素对愈伤组织生长的影响　 将在 ＭＳ 培养

基上形成的愈伤组织切成小块转接到毒素浓度（体
积比）为 ０、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％的筛选

培养基上，每处理接种 １５ 块，重复 ３ 次，２０ ｄ 后观察

各处理愈伤组织的生长状态，统计成活率，并在培养

前后称量愈伤组织鲜质量，计算愈伤组织增殖率。
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确定最大毒素选择压。
愈伤组织成活率（％）＝ （成活的愈伤组织块数 ／

接种的愈伤组织块数）×１００％；
愈伤组织增殖率（％）＝ （培养后愈伤组织鲜质

量－原鲜质量） ／原鲜质量×１００％。
１．２．６　 抗性突变体的获得

１．２．６．１　 抗性愈伤组织的筛选　 采用多步选择法进

行筛选，将在 ＭＳ 培养基上形成的愈伤组织切成小

块接种到毒素浓度为 １０％的筛选培养基上，２０ ｄ 后

选择未褐化且明显生长的愈伤组织，转接于毒素浓

度为 ２０％的筛选培养基上进一步继代筛选，２０ ｄ 为

一个筛选周期，直至最大选择压筛选浓度。 将最后

筛选得到的愈伤组织转到 ＭＳ 培养基上继代 ２ 次，
再将增殖得到的愈伤组织转接到最大选择压筛选培

养基上，培养 ２０ ｄ，培养温度 （ ２５ ± １）℃，光照度

１ ６００ ｌｘ，光照时间 １６ ｈ ／ ｄ。
１．２．６．２　 抗性愈伤组织稳定性分析　 将在 ＭＳ 培养

基上继代培养 ２ 代的抗性愈伤组织突变体和原始型

愈伤组织（对照，未经处理的愈伤组织）分别转接到

毒素浓度为 ０、２０％、４０％、６０％、８０％的筛选培养基

上培养，每处理接种大小均等的 ８ 块愈伤组织，重复

３ 次，２０ ｄ 后统计各处理愈伤组织成活率，并计算愈

伤组织增殖率，通过愈伤组织的成活率和增殖率比

较抗性。
１．２．６．３　 植株再生　 将抗性愈伤组织接种到毒素浓

度为 ４０％的分化培养基上，诱导不定芽的产生，待
不定芽长至 ２～３ ｃｍ 时，将其从基部切下，插入生根

培养基中诱导生根。
１．２．７　 愈伤组织的处理 　 将抗性愈伤组织突变体

与对照愈伤组织切成均匀小块，分别浸泡在毒素浓

度为 ２０％和 ４０％的溶液中，设无菌水为对照，整个

过程均在无菌条件下进行。 每隔 １２ ｈ 取样 １ 次，每
处理 ４ 块愈伤组织，重复 ３ 次。
１．２．８　 植株的处理 　 筛选出的抗性再生植株和原

始型植株（对照，未经处理的番茄植株）长至 ４～５ 片

叶时，洗净根部，放入盛有 ３００ ｍｌ 毒素（浓度为 ５０％
和 １００％）的烧杯中，设无菌水为对照，置于室温下，
每隔 １ ｄ 取样 １ 次，每处理 ３ 个植株，重复 ３ 次。
１．２．９　 酶的测定　 称适量样品置于预冷研钵中，加
一定量 ｐＨ ７􀆰 ８ 的磷酸缓冲液（含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 巯基乙

醇），研磨成匀浆并用磷酸缓冲液冲洗残留部分，全
部转入离心管，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，上清液即

为酶粗提液，用于酶活性测定。
１．２．９．１ 　 ＰＯＤ 活性测定 　 反应体系：２􀆰 ９ ｍｌ ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液、１􀆰 ０ ｍｌ ２％ Ｈ２ Ｏ２、１􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 愈创木酚和 ０􀆰 １ ｍｌ 酶液，用加热煮沸的酶液

为对照。 反应体系加入酶液后，立即于 ３７ ℃水浴中

保温 １５ ｍｉｎ，然后加入 ２􀆰 ０ ｍｌ ２０％三氯乙酸终止反

应，４７０ ｎｍ 波长下测定吸光度，以每分钟内吸光度

变化 ０􀆰 ０１ 为 １ 个酶活性单位（Ｕ） ［１９］。
１．２．９．２　 ＰＰＯ 活性测定　 反应体系：２􀆰 ０ ｍｌ ｐＨ ６􀆰 ０
的 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液，０􀆰 ２ ｍｌ 酶液，１􀆰 ０ ｍｌ １􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 邻苯二酚溶液，对照以 １􀆰 ０ ｍｌ 蒸馏水代替

邻苯二酚溶液，摇匀后于 ３０ ℃水浴中保温 ３０ ｍｉｎ，
立即用 ２０％的三氯乙酸终止反应，４２０ ｎｍ 下测定吸

光度，以每分钟吸光度变化 ０􀆰 ０１ 为 １ 个酶活单位

（Ｕ） ［１９］。
１．２．９．３　 ＰＡＬ 活性测定 　 酶活性测定的反应体系：
１􀆰 ０ ｍｌ ｐＨ ８􀆰 ８ 的磷酸缓冲液（含 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 苯丙

氨酸），０􀆰 ２ ｍｌ 酶液，２􀆰 ０ ｍｌ 蒸馏水，总体积 ４􀆰 ０ ｍｌ。
用加热煮沸的酶液为对照，反应液置恒温水浴 ３０ ℃
下反应 ３０ ｍｉｎ，加 ０􀆰 ２ ｍｌ ６ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 终止反应，
２９０ ｎｍ 波长下测定吸光度，以每分钟吸光度变化

０􀆰 ０１ 为 １ 个酶活性单位（Ｕ） ［２０］。

２　 结果与分析

２．１　 毒素对番茄愈伤组织生长的影响

番茄愈伤组织在不含毒素的培养基上长势良

好，体积迅速增大。 在含有毒素的培养基上番茄愈

伤组织生长受到抑制，部分或褐化死亡，或边缘开始

呈灰色，变软，最后逐渐变黑死亡。 由表 １ 可知，随
着毒素浓度的增加愈伤组织死亡率升高，当毒素浓

度为 １０％时，愈伤组织的存活率为 ８７􀆰 ７８％，增殖率

为 １１４􀆰 ３０％，生长受到抑制小，愈伤组织可保持较

新鲜的绿色，大量非抗性细胞存活；当毒素浓度为

２０％时，生长进一步受到抑制，开始出现褐化，生长

越来越弱，直至逐渐死亡；毒素浓度为 ３０％时，生长

很缓慢，死亡数量逐渐增多，褐化时间提前；毒素浓

度为 ４０％时，转接后第 ６ ｄ 部分愈伤组织呈现黄褐

色，随着培养时间的延长，褐化程度越来越重最终逐

渐死亡，但在它们边缘有一些绿色、瘤状、致密的细

胞体长出。 当毒素浓度为 ５０％ ～ ６０％时，生长基本

停滞，褐化时间提前至转接后第 ２～４ ｄ，至观察时大

部分愈伤组织呈现黑色，基本已全部死亡。 这说明
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在利用毒素筛选细胞无性系的过程中，毒素浓度过

大和过小都影响筛选效果。 从毒素浓度和愈伤组织

成活率（表 １）可以看出，毒素浓度为 ４０％时，愈伤组

织死亡约 ５０％，即番茄愈伤组织毒素浓度的半致死

量为 ４０％，结合愈伤组织在各浓度下的生长状态，
确定毒素浓度 ４０％为灰霉病抗性突变体的最大筛

选压。

表 １　 不同浓度毒素对番茄愈伤组织生长的影响

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｘｉｎ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ
ｃａｌｌｉ ｇｒｏｗｔｈ

粗毒素浓度（％） 愈伤组织成活率（％） 愈伤组织增殖率（％）

０ １００．００ １４５．７３Ａ

１０ ８７．７８ １１４．３０Ｂ

２０ ７４．４４ ９１．３４Ｃ

３０ ６１．１１ ７０．６４Ｄ

４０ ４５．５６ ４３．２６Ｅ

５０ １７．７８ １４．７６Ｆ

６０ ３．３３ １．２２Ｇ

同一列数据后不同大写字母表示在 ０．０１ 水平差异显著。

２．２　 抗性愈伤组织突变体的筛选

采用多步正选择法筛选抗灰霉病细胞突变体，
随毒素浓度增大，愈伤组织的成活率及增殖率呈下

降趋势（表 ２）。 在毒素浓度为 １０％时，愈伤组织生

长速度较快，生长状态较好，为浅绿色，疏松状；挑选

长势良好的愈伤组织转到浓度为 ２０％的筛选培养

基上，部分愈伤组织边缘变软，但成活率较高，愈伤

组织生长速度尽管有所下降，但仍然较快，与 １０％
毒素浓度时的生长速度相比，差异达到显著，但未达

到极显著；挑选存活的愈伤组织转到毒素浓度为

３０％的培养基上，生长速度下降更快，愈伤组织增殖

率与 ２０％浓度相比，达到极显著差异；挑选存活的

愈伤组织转接到毒素浓度为 ４０％的培养基上，愈伤

组织缓慢生长，说明经逐步筛选得到的愈伤组织具

有一定的抗性。 由此还可以看出，当粗毒素浓度≤
２０％时，毒素对愈伤组织生长的抑制较小，当浓度＞
２０％时，毒素对愈伤组织生长的抑制效应明显加强。
最后将筛选出的 ６０ 块生长状态良好的愈伤组织在

ＭＳ 培养基上进行增殖培养 ２ 次，再将增殖得到的愈

伤组织转接到毒素浓度为 ４０％的筛选培养上，去除

生理性适应细胞，这样获得的愈伤组织认为是抗性

愈伤组织突变体。

表 ２　 多步正选择法筛选番茄抗性愈伤组织突变体过程中愈伤组织

的生长情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｘｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｃａｌｌｉ
ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ⁃ｓｔｅｐｐｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

粗毒素浓度（％） 愈伤组织成活率（％） 愈伤组织增殖率（％）

０ １００．００ １３８．４２ａＡ

１０ ９０．７８ １１９．２４ｂＢ

２０ ８６．７５ １１３．８０ｃＢ

３０ ７５．９７ ８９．１４ｄＣ

４０ ６５．５４ ６０．５０ｈＥ

０ ８４．４２ ７４．８４ｅＣ

０ ８７．３１ ８３．２１ｆＤ

４０ ６９．２４ ６８．６１ｇＤ

同一列数据后不同大、小写字母分别表示差异达 ０􀆰 ０１ 和 ０􀆰 ０５ 显著
水平。

２．３　 抗性愈伤组织突变体稳定性分析

抗性愈伤组织突变体和原始型愈伤组织随着毒

素浓度的增大，成活率和增殖率逐渐下降（表 ３）。
在 ＭＳ 培养基上培养时，抗性愈伤组织突变体和对

照存活率都保持较高水平，不存在明显差异，但是抗

性愈伤组织由于毒素长期作用，生长缓慢，增殖率较

对照低。 抗性愈伤组织在毒素浓度为 ２０％、４０％、
６０％时，增殖率分别为对照的 １􀆰 ０６、１􀆰 ８４ 和 １４􀆰 ３２
倍。 当毒素浓度为 ６０％时，对照几乎停止生长，而
抗性愈伤组织增殖率为 ２５􀆰 ６４％；当毒素浓度为

８０％时，对照全部死亡，而抗性愈伤组织仍然有

８􀆰 ３３％的 成 活 率， 并 很 缓 慢 地 生 长， 增 殖 率 为

４􀆰 ３２％。 说明经毒素连续筛选得到的抗性细胞变异

体对番茄灰霉菌毒素具有一定的抗性，在无毒素培

养基上继代 ２ 次抗性仍存在，细胞系的抗性相对

稳定。
２．４　 毒素对愈伤组织酶活性的影响

２．４．１　 ＰＯＤ 活性　 如图 １ 所示，毒素处理前，抗性

愈伤组织与原始型愈伤组织 ＰＯＤ 活性相差不大，毒
素处理后愈伤组织 ＰＯＤ 发生明显变化，随着毒素处

理时间的延长均呈先升后降的趋势。 ２０％毒素液处

理后，ＰＯＤ 活性均上升，而抗性愈伤组织活性高于

原始型愈伤组织，且活性峰值均出现在处理后 ２４ ｈ，
原始 型 愈 伤 组 织 ＰＯＤ 活 性 峰 值 为 ４０１􀆰 ３３
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），抗性愈伤组织突变体活性峰值为

４４５􀆰 ３３ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），之后活性迅速下降；４０％毒素

液处理后，愈伤组织 ＰＯＤ 活性变化与 ２０％毒素液处
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表 ３　 番茄抗性愈伤组织稳定性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｃａｌｌｉ

愈伤组织类型
毒素浓度

（％）
愈伤组织存活率

（％）
愈伤组织增殖率

（％）

抗性愈伤组织 ０ ９１．６７ ８８．６４Ａ

２０ ８７．５０ ８４．３２Ａ

４０ ８３．３３ ７７．８５Ｂ

６０ ２９．１７ ２５．６４Ｃ

８０ ８．３３ ４．３２Ｄ

原始型愈伤组织 ０ １００．００ １２７．２０Ａ

（对照） ２０ ７５．００ ７９．４２Ｂ

４０ ４１．６７ ４２．３４Ｃ

６０ ４．１７ １．７９Ｄ

８０ ０ ０Ｄ

同一列数据后不同大写字母表示在 ０．０１ 水平差异显著。

理基本一致，只是原始型愈伤组织活性峰值为

４４１􀆰 ００ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），抗性愈伤组织突变体 ＰＯＤ 活

性峰值为 ４９２􀆰 ００ Ｕ ／ （ ｇ·ｍｉｎ），均大于 ２０％毒素处

理愈伤组织 ＰＯＤ 活性峰值。 在整个毒素处理时间

内抗性愈伤组织突变体 ＰＯＤ 活性均高于原始型愈

伤组织，说明毒素可诱导愈伤组织 ＰＯＤ 活性，抗性

愈伤组织突变体上升幅度较大。 高浓度毒素诱导愈

伤组织 ＰＯＤ 活性效果更好。

图 １　 毒素处理后番茄突变体和原始型愈伤组织 ＰＯＤ 活性的

变化

Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ
ｏｒｉｇｉｎａｌ ｃａｌｌｉ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ａｆｔｅｒ ｔｏｘｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４．２　 ＰＰＯ 活性 　 如图 ２ 所示，毒素处理前，抗性

愈伤组织突变体 ＰＰＯ 活性略大于原始型愈伤组织。

毒素处理后，抗性愈伤组织 ＰＰＯ 活性快速上升，明
显高于原始型。 其中 ２０％毒素液处理后，愈伤组织

于 ２４ ｈ 左右达到 ＰＰＯ 活性高峰，原始型愈伤组织

活性峰值为 ９３􀆰 ６７ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），抗性愈伤组织突变

体活性峰值为 １０６􀆰 ３３ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ）；４０％毒素液处

理后，愈伤组织 ＰＰＯ 活性分别于毒素处理 １２ ｈ 和

３６ ｈ 左右达到活性高峰，第 １ 个活性高峰值大于第

２ 个峰值，抗性愈伤组织上升幅度大于原始型愈伤

组织。 对照处理 ＰＰＯ 活性相对比较稳定，没有明显

的变化。 在毒素处理期间抗性愈伤组织突变体

ＰＰＯ 活性均高于原始型愈伤组织，说明毒素可诱导

愈伤组织 ＰＰＯ 活性，抗性愈伤组织上升幅度较大。
高浓度毒素诱导愈伤组织 ＰＰＯ 活性效果更好。

图 ２　 毒素处理后番茄抗性突变体和原始型愈伤组织 ＰＰＯ 活性

的变化

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ
ｏｒｉｇｉｎａｌ ｃａｌｌｉ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ａｆｔｅｒ ｔｏｘｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４．３　 ＰＡＬ 活性 　 毒素处理后愈伤组织 ＰＡＬ 活性

呈现先升高后下降的趋势（图 ３），其中，２０％毒素液

处理后，抗性愈伤组织突变体内 ＰＡＬ 于处理 ２４ ｈ 后

出现活性高峰，为 １０１ Ｕ ／ （ ｇ·ｍｉｎ），原始型愈伤组

织 于 处 理 ３６ ｈ 后 出 现 活 性 高 峰 为 ８６􀆰 ３３
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），即抗性愈伤组织内 ＰＡＬ 活性峰值出现

的时间早且升高幅度大。 ４０％毒素液处理后，愈伤

组织于处理后 ２４ ｈ 左右出现 ＰＡＬ 活性高峰，抗性愈

伤组织 ＰＡＬ 活性峰值为 １０８􀆰 ３３ Ｕ ／ （ ｇ·ｍｉｎ），原始

型愈伤组织活性峰值为 ９３􀆰 ００ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），４０％毒

素液处理的抗性愈伤组织突变体 ＰＡＬ 活性峰值高

于原始型愈伤组织，均高于经 ２０％毒素液处理后活

性峰值。 对照 ＰＡＬ 活性相对比较稳定，没有明显的
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变化。 抗性愈伤组织 ＰＡＬ 活性均大于原始型愈伤

组织，说明毒素可诱导愈伤组织 ＰＡＬ 活性，抗性愈

伤组织上升幅度较大。 高浓度毒素诱导愈伤组织

ＰＡＬ 活性效果更好。

图 ３　 毒素处理后番茄突变体和原始型愈伤组织 ＰＡＬ 活性的

变化

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｃａｌｌｉ ｏｆ
ｔｏｍａｔｏ ａｆｔｅｒ ｔｏｘｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．５　 毒素对番茄植株酶活性的影响

２．５．１　 ＰＯＤ 活性　 由图 ４ 可以看出，毒素处理前植

株 ＰＯＤ 活性差异不大，处理后，植株 ＰＯＤ 活性具有

相同的变化趋势，即先升高后下降。 其中，５０％毒素

液处理后，植株于 ２ ｄ 后达到活性高峰，抗性再生植

株 ＰＯＤ 活性峰值为 ４７０􀆰 ６７ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），原始植株

ＰＯＤ 活性峰值为 ４１２􀆰 ００ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），抗性再生植

株 ＰＯＤ 活性增加幅度大于原始植株；１００％毒素液

处理后，原始植株 ＰＯＤ 活性于 １ ｄ 左右达到活性高

峰，ＰＯＤ 活性峰值为 ３８８􀆰 ００ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），低于 ５０％
毒素处理后原始植株 ＰＯＤ 活性峰值，抗性再生植株

ＰＯＤ 活性迅速升高于 ２ ｄ 左右达到峰值［４８９􀆰 ３３
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ）］，增加幅度高于 ５０％毒素液处理后抗

性植株 ＰＯＤ 活性峰值；随着处理时间的延长，ＰＯＤ
活性没有显著差异。 说明毒素可诱导植株体内

ＰＯＤ 活性增加，抗性再生植株增加幅度较大。
２．５．２　 ＰＰＯ 活性 　 由图 ５ 可以看出，处理前植株

ＰＰＯ 活性差异不大，处理后，植株 ＰＰＯ 活性升高，其
中，抗性再生植株经 ５０％毒素液处理 ３ ｄ 内植株

ＰＰＯ 活 性 一 直 增 加， 活 性 峰 值 为 ９７􀆰 ００
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），原始植株在 ２ ｄ 左右 ＰＰＯ 活性达到峰

值，为 ８９􀆰 ００ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），升高幅度小于抗性植株；

图 ４　 毒素处理后番茄植株 ＰＯＤ 活性的变化

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙ ｔｏｘｉｎ

１００％毒素液处理后，植株 ＰＰＯ 活性于 ２ ｄ 左右达到

高峰，增加的幅度稍大于 ５０％毒素液处理后植株

ＰＰＯ 活性。 表明，植株经毒素处理后，植株 ＰＰＯ 活

性增加，抗性再生植株 ＰＰＯ 活性增加幅度较大；高
浓度毒素对植株 ＰＰＯ 活性诱导效果更好。

图 ５　 毒素处理后番茄植株 ＰＰＯ 活性的变化

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔ ａｆｔｅｒ
ｔｏｘｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．５．３　 ＰＡＬ 活性　 由图 ６ 可知毒素处理前植株 ＰＡＬ
活性差异不大，不同浓度毒素处理后，植株 ＰＡＬ 活

性先升高再下降，且在整个测定期内均高于对照。
其中 ５０％毒素液处理后植株于 ２ ｄ 左右达到活性高

峰， 抗 性 再 生 植 株 ＰＡＬ 活 性 峰 值 为 ９５􀆰 ３３
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），原始 植 株 ＰＡＬ 活 性 峰 值 为 ９２􀆰 ３３
Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），升高幅度低于突变植株 ＰＡＬ 活性；
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１００％毒素液处理 ２ ｄ 后达到植株 ＰＡＬ 酶活性高峰，
原始植株 ＰＡＬ 活性峰值为 ９４􀆰 ３３ Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ），抗性

植株 ＰＡＬ 酶活性峰值为 １０３􀆰 ６７ Ｕ ／ （ ｇ·ｍｉｎ），升高

幅度大于 ５０％毒素液处理植株 ＰＡＬ 活性。 说明，毒
素可诱导幼苗体内 ＰＡＬ 活性增加，抗性植株增加幅

度较大；高浓度诱导植株 ＰＡＬ 活性效果更好。

图 ６　 毒素处理后番茄植株 ＰＡＬ 活性的变化

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔ ａｆｔｅｒ
ｔｏｘｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨 论

在植物离体培养形成再生植株的过程中，易发

生细胞变异，而且变异频率远远高于自然突变，再加

上毒素的胁迫作用，极易产生抗病突变体［１２，２１］。 因

此，本试验直接将愈伤组织接种于毒素选择培养基

上，而未对原始材料进行其他诱变处理。
目前毒素适宜剂量和选择次数因毒素致病强弱

不同、待筛选的愈伤组织自身抗性不同尚无统一标

准。 李大伟等［２２］ 综合考虑粗毒素对辣椒种子、幼
苗、胚根以及愈伤组织的抑制作用，认为粗毒素浓度

０􀆰 ６０ ｇ ／ Ｌ 为辣椒抗枯萎病体细胞变异无性系筛选

适宜剂量。 吴志凤等［２３］ 认为在筛选过程中愈伤组

织存活率为 ５％时的毒素浓度最佳。 赵明敏等［１５］认

为愈 伤 组 织 诱 导 率 为 ２７􀆰 ２８％ 时 的 毒 素 浓 度

（１５􀆰 ０％）可作为抗毒素突变体的筛选压力。 本试

验发现灰霉菌毒素对愈伤组织的诱导、生长有明显

的抑制作用，且抑制作用随毒素浓度的增大而增强。
当毒素浓度为 ４０％时，对愈伤组织生长既有一定的

抑制，又不会使愈伤细胞全部死亡，且保持一定的分

化率，试验从多方面考虑，选择逐步增加毒素浓度的

多步筛选法，确定毒素浓度 ４０％为灰霉病抗性突变

体的最大筛选压。
细胞在离体筛选过程中得到的变异系可能是基

因发生突变，这种突变是可遗传的；也可能是细胞生

理适应性的结果，这些变异会随着选择因素的消失

而消失，恢复到对毒素敏感状态，因而需对筛选得到

的抗性变异体进行稳定性鉴定。 只有经过无毒素培

养几代后再转接到含毒素培养基能够继续正常生长

的愈伤组织，其抗性才被认为是稳定的。 有研究结

果表明，在一定浓度的选择压下连续选择数 １０ 代的

组织或细胞，转入无选择压的培养基中继代数次后，
抗性细胞变异体的抗性消失，说明这是生理适应，而
不是遗传的变异［２４⁃２５］。 以枸杞炭疽病毒素诱导抗

性愈伤组织变异体所得到的变异系在不含毒素培养

基上继代培养 ４ 代后，转接到 ５０％毒素浓度下，相对

生长量持续上升，说明获得的抗性愈伤组织变异系

对枸杞炭疽病病原菌粗毒素的抗性是相对稳定

的［２５］。 本试验将筛选得到的愈伤组织在无毒素培

养基上继代 ２ 次又转接到毒素浓度为 ６０％的培养基

上，发现其存活率明显大于对照，增殖率持续增加，
而对照增殖率只有 １􀆰 ７９％，几乎停止生长，因此认

为经毒素处理多步筛选获得的抗性细胞突变体对灰

霉菌毒素的抗性是稳定的。
正常状态下，植物体内活性氧代谢处于低水平

动态平衡之中。 植物受到伤害，最先引发体内活性

氧的增加，ＰＯＤ 与 ＳＯＤ、ＣＡＴ 协同作用清除活性

氧［２６⁃２７］。 植物的抗病反应还涉及一系列复杂的生

理生化变化，当受到伤害时，诱导合成次生代谢产物

如木质素、植保素、酚类和醌类等抗性物质，从而阻

止伤害的侵染和扩展。 ＰＯＤ 不仅能调节植物体内

活性氧含量，而且参与木质素前体物质的聚合作用，
并能抑制病原物水解酶的作用［２８］。 ＰＡＬ 是苯丙烷

类代谢的关键酶，参与木质素、植保素等一些次生物

质的合成［２８］，使木质素大量合成并沉积于细胞壁

间，将伤害限制在一定范围内或将毒素钝化等。
ＰＰＯ 能将酚类物质氧化为醌，钝化病原菌产生的胞

外毒素及相关酶类，阻止病原菌进一步侵入，同时也

参与木质素的合成［２８⁃２９］。 近年来也有许多研究结

果证明毒素处理后酶活性与植株的抗性有一定的关

系，抗性品种的 ＰＡＬ、ＰＰＯ 和 ＰＯＤ 酶活性高于感病

品种［３０⁃３２］，因此这 ３ 种酶常用作鉴定植株抗病性的

生化指标。
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本试验结果表明毒素处理愈伤组织后，ＰＯＤ、
ＰＡＬ、ＰＰＯ 活性呈现相似的变化趋势，即先升高再下

降，只是酶活性峰值大小和出现的时间不同，而酶活

性之所以会先升高再下降，可能是因为随着毒素处

理时间的延长，细胞内活性氧积累过多，造成膜脂过

氧化，破坏质膜透性，使细胞分解，当毒素对细胞的

伤害程度超过了自身的防御能力时，防御性酶活性

则开始降低。 毒素处理后，供试材料受到了伤害，致
使活性氧增加，此时 ＰＯＤ 明显上升，用来清除产生

的活性氧，ＰＡＬ、ＰＰＯ 酶也升高，增加抑制物质的合

成，这 ３ 种酶共同作用以减少毒素的伤害。 毒素处

理数小时后愈伤组织达到活性峰值，而植株在数天

后达到活性峰值，说明愈伤组织对毒素反应更灵敏。
同一毒素浓度处理下，抗性愈伤组织及再生植株的

３ 种酶活性比对照愈伤组织及再生植株的酶活性升

高幅度大，且 ＰＡＬ、ＰＰＯ 下降速度比对照缓慢，酶活

性持续时间长，更有利于抗性物质的合成，抗性更

强。 试验结果与敖世恩等［１６］ 研究结果相似。 因此

试验认为这 ３ 种酶活性与番茄对灰霉病的抗性呈一

定的正相关。 此外本试验还发现毒素浓度越大，酶
活性上升越明显，说明高浓度更易诱导酶活性。 但

韩珊等［３３］报道当用低于 １００ ｇ ／ ｍｌ 栗疫菌 Ｃｐ⁃毒素

处理板栗叶片时，保护性酶活性升高，当毒素浓度高

达到 ２００ ｇ ／ ｍｌ 时，酶活性明显下降。 因此，在利用

毒素进行离体筛选时，有必要进行毒素浓度的筛选，
在一定的毒素范围内，有利于抗性细胞系的筛选，毒
素过高，可能会造成细胞的全部死亡，反而不利于

筛选。
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