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摘要:为了探讨小麦赤霉病菌的产毒条件 ,采用胚根抑制法 ,对不同培养条件(不同的固体培养基 、

培养时间 、通气量 、温度)下的产毒量进行了测定。结果表明:以小麦为培养基 ,其营养成分最适合

小麦赤霉病菌毒素的产生 ,培养 30 d左右为产毒高峰 ,通气量以 250 m L 的三角瓶装 25 g 小麦最

好 ,其最适培养温度为 25℃。
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Abstract:The to xin producing conditions o f Fusarium gram inearum w ere studied w ith different

solid media , culture durations , venti lation and temperature.The am ount of toxin w as de termined

wi th the method of radicle rest riction in dif ferent cultural conditions.The resul ts show ed that the

to xin in w heat w as relative highe r , the peak o f toxin producing w as about 30 d , the best venti lation

w as 25g wheat per 250m L flask and the best tempe rature w as 25℃.
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　　小麦赤霉病是由多种镰刀菌(Frusarium spp .)

引起的一种世界性真菌病害 ,是湿润和半湿润小麦

生产区的一种严重病害
[ 1]
。在我国 ,该病主要由禾

谷镰刀菌(Frusarium graminearum)引起 ,在其侵

染小麦的过程中产生大量真菌毒素 ,主要成分为脱

氧雪腐镰刀菌烯醇(DON),人和畜禽食用被 DON

污染的谷物后 ,会产生呕吐 、贫血 、免疫抑制 、出血及

拒食等病症 ,严重影响人类健康;同时 ,麦类赤霉病

常引起小麦 、小黑麦等小籽粒作物的苗腐 、茎腐 、穗

腐 ,尤其在湿热条件下病情更严重[ 2 , 3] 。然而 ,利用

其毒素筛选小麦抗赤霉病突变体可为小麦抗赤霉病

育种和拓宽抗病资源开辟新途径 。利用毒素探讨小

麦对赤霉病的抗性机制 ,开发新的快速抗性鉴定技

术在上个世纪 90年代已经取得了一定进展
[ 2 ～ 4]

。

刘新琼等[ 5] 证明 ,禾谷镰刀菌粗毒素与纯毒素 DON

具有相同的生物活性 ,能代替昂贵的纯毒素。因此 ,

本试验对禾谷镰刀菌的培养条件进行探讨 ,旨在为

深入研究禾谷镰刀菌毒素及其应用提供依据。

1　材料和方法

1.1　材料

小麦赤霉病菌及辽 10小麦种子 ,由沈阳农业大
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学植物免疫研究所提供;培养基:小麦培养基 、玉米

培养基 、大米培养基 、察氏液体培养基。

1.2　粗毒素的毒性测定

小麦齐穗至始花期 ,选择尚未开花的麦穗 ,用注

射器向麦穗中部小穗的小花内注入培养好的分生孢

子悬浮液(1×107个/m L),以注射清水为对照 ,每天

傍晚喷一次水 ,保持夜间麦穗部处于湿润状态 。

1.3　产毒培养方法

转接小麦赤霉病菌于 PDA 培养基上培养 7d ,

在菌落边缘打取直径 1cm 的菌饼 ,无菌条件下接种

于察氏液体培养基中 ,25℃振荡培养 4d ;之后用血

球计数板计数相同的孢子量 1 ×107个/m L ,接种于

不同的培养基中培养 。

1.4　粗毒素的制备　

参考罗毅等
[ 6]
的方法并有所改进 ,将禾谷镰刀

菌按本试验确定的培养条件培养后 ,每 50g 固体培

养物 ,用甲醇-水(4 ∶1)100m L 浸泡 ,振荡 30min ,

重复 1 ～ 2次 ,过滤用约 2 倍体积的石油醚脱脂 ,弃

上层石油醚 ,下层甲醇-水层旋转蒸发至原体积的

1/10 ,称为粗毒素。

1.5　毒素的生物活性测定

采用小麦种子胚根伸长抑制法
[ 7 , 8]

:选取饱满

的小麦种子 ,加水浸泡 24h ,倒掉水并且用无菌水冲

洗 3遍 ,将种子胚向下摆在铺有不同浓度(原液 、2

倍 、4 倍 、6 倍 、8倍 、10 倍 、10 倍 、12倍 、14 倍稀释

液)的毒素浸湿的滤纸的培养皿内 ,每皿 10粒 ,每处

理重复 3次 ,清水为对照 ,置 25 ～ 26 ℃黑暗下培养

48h ,测定主根的长度 ,并计算抑制率 。

抑制率=
对照种子根长-处理种子根长

处理种子根长
×100%

1.6　小麦赤霉病产毒条件的确定

1.6.1 　固体培养基的筛选　参考石晓燕等[ 9] 方法 ,

分别以小麦 、玉米 、大米作培养基 ,在 28 ℃温箱中培

养。按 1.3 中的方法接种培养 ,每天摇匀 ,以防结

块 ,培养 30d ,取出后置 80℃下 1h 灭菌 ,烘干粉碎

后 ,按 1 .4的方法提取毒素 ,以胚根抑制法进行生物

活性测定 ,比较不同培养基产毒的差异 。

1.6.2　培养时间对产毒能力的影响　以小麦为培

养基 ,按 1.3中的方法接种赤霉病菌 ,每天摇匀 ,以

防结块 ,培养 15d 、20d 、25d 、30d 、35d 、40d ,按期取

出 ,按 1 .4的方法提取毒素 ,以胚根胚芽抑制法进行

生物活性测定。

1.6.3　通气量对产毒能力的影响　分别称取 25g 、

50g 、75g 小麦分别装入 250mL 的锥形瓶 ,按 1.3 接

种培养 ,每天摇匀 ,以防结块 ,培养 30d取出 ,按 1.4

中的方法制备粗毒素 , 采用胚根抑制法测定毒素

活性。

1.6.4　温度对产毒能力的影响　以小麦为培养基 ,

按 1.3中的方法接种赤霉病菌 ,每天摇匀 ,以防结

块 ,分别在25℃、28℃、32℃下培养30 d ,按1 .4中的

方法制备粗毒素 ,胚根抑制法测定毒素活性。

2　结果与分析

2.1　小麦赤霉病菌粗毒素的毒性测定

用赤霉病菌的粗毒素接种小麦的小花后 ,所出

现的小穗枯死症状 ,与用病菌分生孢子接种小花形

成的症状完全相同 ,而用清水处理的麦穗则没有出

现病害的症状。这一结果说明 ,赤霉病菌的粗提物

里含有使小麦发病的毒素。

不同浓度的粗毒素对小麦胚根的抑制作用不

同 ,当粗毒素浓度为原液 、稀释 2倍 、4倍 、6倍时 ,对

小麦的胚根胚芽的抑制率几乎为 100 %,而粗毒素

原液稀释 10倍以后 ,对小麦胚根胚芽基本无明显的

作用。因此 ,本试验经过多次试验采用 8 倍稀释液

进行以后的试验。

2.2　培养基种类对小麦赤霉病菌产毒能力的影响

在小麦 、玉米 、大米 3种培养基中接种小麦赤霉

病菌 ,培养 30d ,均产生粗毒素 ,而其对小麦胚根的

抑制率不同 。从图 1看出 , 3种培养基对赤霉病菌

产毒影响较大 ,小麦赤霉病菌以小麦为培养基 ,其粗

毒素毒性最强 ,胚根抑制率为 80.95%,玉米培养基

次之 , 抑制率为 79.84%, 大米最低抑制率为

68.85%,说明小麦培养基的营养成分适合赤霉病菌

毒素的产生。方差分析结果表明 ,在小麦 、玉米 、大

米 3种培养基上产生的小麦赤霉病菌粗毒素对小麦

种子胚根的影响均达到了极显著水平(P<0.01)。

图 1　3 种固体培养基对赤霉病菌毒素产生的影响

2.3　培养时间对小麦赤霉病菌产毒能力的影响

在小麦培养基上接种赤霉病菌 ,分别培养 15d 、

20d 、30d 、35d 、40d都能分泌粗毒素 ,但产毒素的多
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少并没有随着时间的延长而一直增加 ,而是呈现先

增加后减少的趋势(表 1)。以培养 30d 粗毒素的毒

性最强 ,其对胚根的抑制率为 80 .77 %,对胚芽的抑

制率为 65.38%,而此后毒素对胚芽的抑制率又逐

渐下降 ,说明培养 30d左右有利于赤霉病菌产毒 ,可

见培养时间是毒素活性高低的一个重要影响因素;

同时从表 1还可以看出 ,毒素对胚根的影响大于对

胚芽的影响。

表 1　培养时间对赤霉病菌毒素产生的影响

培养时间

(d)

胚根长

(cm)

胚根抑制率

(%)

胚芽长

(cm)

胚芽抑制率

(%)

15 1.18b 66.85 0.83b 47.01

20 1.06c 70.21 0.85b 45.30

25 0.82d 76.94 0.59c 62.18

30 0.69e 80.77 0.54c 65.38

35 0.71e 80.11 0.58c 62.61

40 1.09bc 69.47 0.81b 47.86

　　注:按 Duncans新复极差检测(P=0.05),同列相同字母表示
处理间无显著差异

2.4　通气量对小麦赤霉病菌产毒能力的影响

图 2结果显示 ,培养基不同装麦量对小麦赤霉

病菌毒素的产生影响较大 ,装麦量为 25g 时 ,抑制率

最高为 82.00%,装麦量为 75g 时 ,抑制率较小为

63.45%,装麦量为 50g 时 ,抑制率为77.70%。装麦

量的多少直接影响病菌的通气量 ,说明通气量对病

菌的产毒有一定的影响 。方差分析结果表明 ,装麦

量为 25g 、50g 、75g 时 ,小麦赤霉病菌产生的粗毒素

对小麦种子胚根的抑制作用均达极显著水平

(P<0.01)。

图 2　通气量对赤霉病菌毒素产生的影响

2.5　温度对小麦赤霉病菌产毒能力的影响

从图 3可以看出 ,用小麦培养基在不同的温度

下培养禾谷镰刀菌 ,对小麦赤霉病菌毒素的产生有

一定的影响。25℃时禾谷镰刀菌毒素致病力最强 ,

抑制率达 79 %,22℃时抑制率较低为 60%, 28 ℃时

抑制率为 68 %。说明在 25℃的温度条件下更适合

禾谷镰刀菌的生长 ,此时其产生的代谢物质也较多 ,

而在较低和较高的温度下菌丝生长缓慢 ,产生的代

谢物质也较少。方差分析结果表明 ,在 22℃与 25℃

条件下 ,小麦赤霉病菌产生的粗毒素对小麦种子胚

根的抑制作用达极显著水平(P <0.01),而 28℃与

22 ℃、25℃比较 ,其对小麦种子胚根的抑制作用差异

不显著 。

图 3　温度赤霉病菌对毒素产生的影响

3　结论与讨论

适合的培养基和培养条件对真菌毒素的产生及

产量乃至对毒素物质最终的提取 、纯化都具有重要

的作用 。培养基的营养成分 、温度 、培养时间 、培养

方式等对植物病原真菌产生毒素都有影响 。小麦赤

霉病菌在固体培养基内可以产生对小麦具有毒性作

用的毒素 ,而且产生毒素的能力受培养条件的影响。

石晓燕等[ 9] 在液体培养基条件下培养 21 ～

28 d ,禾谷镰刀菌培养滤液的毒性最强。本研究表

明 ,在固体培养基中 ,小麦的营养成分比较适合小麦

赤霉病菌的产毒 ,而以培养 30d 左右为最佳产毒时

间 ,Mille r 等[ 2] 的田间试验结果表明 , DON 浓度在

接种后 6周达到高峰 ,随后便迅速下降 ,认为是植物

体内酶对 DON的降解作用 ,本试验有类似的现象 ,

但在培养基内进行产毒培养 ,DON 的降解或转化并

不是植物酶的作用 ,其具体原因有待进一步研究。

在麦粒培养基接种培养 30 d 时 , DON 的产量达到

最高 ,比田间自然情况下 6 周达到高峰的时间早

10 d左右 ,可能是培养条件更有利于禾谷镰刀菌的

生长发育。

通气量影响毒素的产生 ,较高的通气量对菌丝

的生长有利 ,因此 ,菌丝接触较多的氧气 ,利于其生

长 ,从而产生更多的毒素。以小麦为培养基 ,麦装量

太多 ,影响其菌通气量 , 不利于赤霉病菌毒素的产

生 ,而以 250 m L 瓶装麦量 25 g 为宜 。培养温度过

高过低均影响毒素的产生 ,在 25℃时适合禾谷镰刀

菌的菌丝生长 ,因此产生的代谢 (下转第 100页)
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以后 , 胚状体诱导率增加 , 可能是由这种原因引

起的 。

2)AgNO 3 可以减轻组织培养中材料的褐化程

度。在花药培养中产生的乙烯能促使花药的褐化 ,

而控制乙烯发生的有效方法是加入 A gNO 3 ,该法不

但提高胚状体的诱导率 ,而且缩短出胚时间 ,延长胚

状体的产生周期 ,促进胚状体的发生 。王立浩等[ 7]

发现 ,在辣椒花药培养中添加 AgNO 3 还可以促进

愈伤组织生成 ,提高胚状体的发生率 。蔡连华等[ 8]

试验表明 ,AgNO 3 是影响彩色甜椒花药培养胚状体

诱导率的最主要因素 。本试验结果表明 ,A gNO 3 是

影响胚状体诱导率的最主要因素 , AgNO 3 在

50μmol/L 时胚诱导率最高。

3)近年来 ,越来越多的研究表明 ,培养基中添

加适量的激素可以提高胚状体诱导率 ,不同基因型

要求的激素浓度亦不相同。王玉英等[ 1] 报道 ,低浓

度的 NAA 利于花粉胚的形成和分化 ,高浓度却利

于愈伤组织的形成 。本试验中 , NA A 的浓度达到

1.0 mg/L ,却不经过愈伤组织而直接形成胚状体 ,

这说明较高浓度的 NAA 也可以促进胚状体的形

成。2 ,4-D在低浓度(0.1 mg/L)下可以很好地诱导

胚状体的形成 ,在高浓度下则不利于胚状体的产生 。

蔡连华等[ 8] 研究表明 ,彩色甜椒适宜的 K T 浓度为

1.0 mg/L 或 1.5 mg/L ,本试验中添加 KT 浓度为0.

1 mg/L 时 ,胚状体诱导率最高 ,这也许是由于彩色甜

椒比普通辣椒对 KT 浓度要求高所引起的。
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本试验从培养基种类 、培养时间 、通气量 、温度

几个方面研究了小麦赤霉病菌产生毒素的影响因

子 ,明确了该菌产生毒素的最佳培养条件 ,这为该病

原真菌毒素的进一步研究奠定了基础。
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