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　　摘要　用小麦粒固体培养基和马铃薯液体培养基培养松针褐斑病菌,其培养物粗提液可以使

湿地松、马尾松和黑松针叶褪绿,使蕃茄苗、烟草苗萎蔫。说明松针褐斑病菌在生长过程中能产生并

分泌出对植物组织有毒害作用的物质。这种有毒物质(毒素)可能是松针褐斑病菌致病的重要因素。

研究表明该毒素物质具有非寄主专化特性。应用乙醇脱水沉淀法将其分为非蛋白质部分和蛋白质

部分, 仅非蛋白质部分能使松针褪绿,使蕃茄苗、烟草苗萎蔫, 可见毒素物质是非蛋白质。将非蛋白

质部分进一步层析分离, 应用 3 种溶剂系统,每系统下都可分出 3～4 个组分, 且都有一个组分能使

湿地松针叶褪绿。在几种松针中对毒素最敏感的是湿地松的针叶,其次是马尾松的针叶, 再次为黑

松的针叶。
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　　松针褐斑病[ L ecanost icta acicola ( T h m. ) Sydow ]是松树上的一种重要病害,可危害湿

地松( P inus elliottii Engelm. )、火炬松( P . taeda L. )和黑松( P . thunber gii Parl . )等 20多种松

树。病害在我国南方的福建、广东、江西、安徽、广西和浙江等省普遍发生,在严重发病的地区可

造成幼林成片毁灭 [ 1]。目前国内外对该病的研究结果都表明, 防治的根本途径在于抗性选

育
[ 2]
。研究松针褐斑病菌的致病机制不仅对于该病的研究具有重要理论价值,而且对于抗性选

育工作也具有重要的实践意义。

松针褐斑病主要危害 10年生以下的幼树,典型症状是在针叶上产生直径 1～3 mm 大小

的圆形褐色斑点,潜育期约 20～30 d
[ 1]
。关于其致病机制过去的研究报道几乎没有。根据植物

病理学的现有理论,真菌致病作用可通过 3个方面: 酶、激素、毒素
[ 3]
。松针褐斑病菌致病的症

状特点表明其致病作用极有可能是表现为毒素的作用, 作者在研究工作中曾应用松针褐斑病

菌的培养液处理针叶后发现其对针叶组织有伤害作用。Huang 等曾摘要报道应用小麦粒培养

基培养松针褐斑病菌所获得的培养物粗提液对针叶有致毒活性,且该粗提液的致毒活性具有

热稳定性,因此分析认为致毒物质可能是一种非蛋白质[ 4]。本文即是在这样一个基础上进一步

从对松针褐斑病菌致病毒素的分析来研究病害的致病机制。

1　材料和方法

1. 1　松针褐斑病菌的培养及毒素粗提液的提取

1. 1. 1　病菌的培养　在小麦粒固体培养基、马铃薯蔗糖培养液( PD)和查彼( Czapek)培养液

中分别接种松针褐斑病菌, 混匀。小麦粒固体培养基置 25 ℃温箱中培养,液体培养基置摇床
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25 ℃下振荡培养。

1. 1. 2　毒素粗提液的提取　病菌在培养基中生长 1个月后, 分别用下述两种方法提取毒素粗

提液:

( 1)毒素粗提液Ⅰ:在小麦粒固体培养基中加无菌水浸泡(以没过培养基为宜)过夜,过滤

取清液,浓缩备用。

( 2)毒素粗提液Ⅱ:液体培养基直接离心取上清液,浓缩备用。

1. 2　蛋白质分离方法

在毒素粗提液中加入 2～3倍的无水乙醇,使其中的蛋白质充分沉淀,分别取上清液和沉

淀部分。上清液蒸去乙醇,浓缩至原体积的 1/ 10,得非蛋白质部分分离液。沉淀的蛋白质部分

加蒸馏水充分溶解浓缩得蛋白质部分分离液。

1. 3　薄层层析法分离毒素粗提液非蛋白质部分

1. 3. 1　点样　用毛细管将毒素粗提液非蛋白质部分浓缩液点在硅胶层析板上, 样点间距约

2. 5 cm,样点总用量 100 L。

1. 3. 2　溶剂系统　筛选展层所用的溶剂系统时要根据层析的类型,考虑溶剂极性的大小和对

分离物质的溶解度或分配系数以及 pH 值等,以提高分离的效果。本试验比较了 3种溶剂系

统。苯∶冰醋酸∶甲醇= 1∶1∶3,氯仿∶甲醇∶水= 65∶25∶4, 乙醇∶乙酸∶水= 8∶3∶1。

1. 3. 3　展层　在密闭的层析缸中进行。溶剂倒入层析缸中, 将点好样的层析板在层析缸中饱

和 12 h, 然后将板下端浸入溶剂展样。待溶剂扩散到距板前沿 2～3 cm 时取出,记录推进时间

及距离等。

1. 3. 4　分离　展开样的层析板在紫外光下观察荧光反应,分离出的各组分因其在溶析中的扩

散速度不同, 在层析板上展成了距原点远近不同的范围带,勾划各组分范围, 计算 R f 值:

R f =
原点到组分点中心距离
原点到溶剂前沿距离

按照勾划的范围线将各组分析附着的硅胶层分别刮下,置试管中,各加蒸馏水浸泡,离心

取上清液,浓缩至 5 mL。

1. 4　生物测定

对毒素粗提液、粗提液蛋白质部分、非蛋白质部分以及层析分离出的各组分进行生物测

定。生测材料为当年生除去叶鞘的马尾松、黑松、湿地松针叶, 以及 1个月龄的蕃茄苗和烟草

苗。方法是先在每个大试管中加入 1 mL 毒素粗提液或分离液,然后分别插入上述几种材料,

使其基部或根部浸入其中, 同时设水对照, 在 25 ℃下培养、逐日观察记载。

2　试验结果

2. 1　3种不同培养基上松针褐斑病菌生长情况比较

松针褐斑病菌在 3种不同的培养基中培养 30 d后,生长情况明显不同。在小麦粒固体培

养基中病菌长势旺盛, 且后期可见在小麦粒表面产生有大量黑色的子实体; 在 PD 培养液中则

产生大量白色的菌丝团,逐渐变大且变成黑色; 在Czapek 培养液中病菌生长不好,仅产生很少

量的菌丝团。

2. 2　两种培养基上病菌培养粗提液的毒性表现
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小麦粒培养基上病菌培养粗提液Ⅰ和 PD培养液中病菌培养粗提液Ⅱ分别在几种不同的

植物材料上进行毒力生物测定。结果(表 1)表明, 两种粗提液均能使湿地松、马尾松和黑松 3

种针叶褪绿, 使蕃茄苗、烟草苗萎蔫。两种粗提液所表现出来的毒力基本相近,其中PD培养液

中的培养粗提液毒性略强些。

表 1　松针褐斑病菌培养粗提液毒性生物测定结果

植物材料 病菌培养粗提液
处　理　天　数　( d)

1 2 3 4 5 6

湿

地

松

粗提液Ⅰ - + + + + + + + + + + + + + + +

粗提液Ⅱ - + + + + + + + + + + + + + + +

水(对照) - - - - - -

马

尾

松

粗提液Ⅰ - + + + + + + + + + + + + + +

粗提液Ⅱ - + + + + + + + + + + +

水(对照) - - - - - -

黑

松

粗提液Ⅰ - - - - + +

粗提液Ⅱ - - + + + +

水(对照) - - - - - -

蕃

茄

苗

粗提液Ⅰ - + + + + + + + +

粗提液Ⅱ + + + + + + + + + + + + +

水(对照) - - - - - -

烟

草

苗

粗提液Ⅰ - - + + + + +

粗提液Ⅱ - + + + + +

水(对照) - - - - - -

　　注: 生测试验中感病程度的分级标准:“- ”代表生测材料无反应;“+ ”代表生测材料有轻微反应,针叶 1/ 4以下基部褪

绿或苗略显萎蔫;“+ + ”代表针叶 1/ 4～1/ 2褪绿,或苗中等程度萎蔫;“+ + + ”代表针叶 1/ 2以上褪绿,或苗严重萎蔫。表

2、3符号内容同。

　　松针褐斑病菌培养粗提液既能使松针产生不良反应, 又能使蕃茄苗、烟草苗产生不良反

应,这说明培养液中有毒性物质存在,而且这种毒性物质是非寄主专化性的。3种松树的针叶

中,湿地松最为敏感,马尾松较为敏感,黑松较不敏感;蕃茄苗较敏感,烟草苗较不敏感。

2. 3　松针褐斑病菌培养粗提液两大组分的毒性表现

Huang 等曾报道松针褐斑病菌培养粗提液煮沸 10 min后仍然表现有致毒活性,后推测毒

性物质可能是一种非蛋白质。但高温失活的蛋白质部分原本是否有致毒活性呢? 本研究应用

乙醇脱水沉淀法将病菌培养粗提液分为蛋白质和非蛋白质两部分,然后再分别进行生物测定。

结果(表 2)显示,在 3松种针叶上以及蕃茄苗和烟草苗上都只有非蛋白质部分表现有毒性, 而

蛋白质部分都不表现毒性。而且从毒力表现的情况看,去除了蛋白质部分后的非蛋白质部分的

毒力比原来的培养粗提液的毒力表现得更快、更强, 其在湿地松、马尾松和黑松针叶上,于生物

测定的当天即表现出毒害作用。
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表 2　松针褐斑病菌培养粗提液两大组分毒性的生物测定结果

植物材料 生测 液
处　理　天　数　( d)

1 2 3 4 5

湿

地

松

非蛋白部分 + + + + + + + + + + + + + +

蛋白质部分 - - - - -

水(对照) - - - - -

马

尾

松

非蛋白部分 + + + + + + + + + + + + + +

蛋白质部分 - - - - -

水(对照) - - - - -

黑

松

非蛋白部分 + + + + + + + + + + + +

蛋白质部分 - - - - -

水(对照) - - - - -

蕃

茄

苗

非蛋白部分 - + + + + + + + + +

蛋白质部分 - - - - -

水(对照) - - - - -

烟

草

苗

非蛋白部分 - + + + +

蛋白质部分 - - - - -

水(对照) - - - - -

2. 4　培养粗提液中非蛋白质组分的初步分离

针对有致毒活性的培养物粗提液中的非蛋白质组分进行薄层层析分离, 并对分离出的各

组分用湿地松松针进行生物测定。3种不同的溶剂系统对非蛋白质组分的初步分离和各分离

组分的毒性生物测定试验结果见表 3。可知在 3种溶剂系统中,非蛋白质组分均可被一次层析

分离为 3～4个组分,其中在苯∶冰醋酸∶甲醇( 1∶1∶3)的系统中分离为 4个组分, 在另外 2

个系统中各分离为3个组分。从对各分离组分的生测结果来看, 3种溶剂系统下分离的各组分

中都只有一个组分能使湿地松针叶褪绿,表现有致毒活性。其中苯∶冰醋酸∶甲醇系统中分离

的 R f 为0. 91的组分和乙醇∶乙酸∶水系统中分离的R f 为 0. 85的组分均表现出有较强的致

毒活性。因此,从组分分离情况和毒性生测大小的结果来看, 3种溶剂系统相比似以苯∶冰醋

酸∶甲醇的溶剂系统为好。以上分析说明具有致毒活性的非蛋白质中的毒素物质是可以被继

续分离并保持毒性的。

表 3　3种不同的溶剂系统对非蛋白质组分的初步分离和各分离组分的毒性生物测定结果

溶剂系统 推进时间
萤　光　结　果 生　　测　　结　　果

序号 宽度 迁移距( cm) R f 1～2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d

苯∶冰醋酸

∶甲醇= 1

∶1∶3

　　6. 25 h

(原点到溶剂前沿

距离 10. 1 cm)

氯仿∶甲醇

∶水= 65∶

25∶4

　　6. 25 h

(原点到溶剂前沿

距离 13. 7 cm)

乙醇∶乙酸

∶水= 8∶3

∶1

　　　7 h

(原点到溶剂前沿

距离 7. 3 cm)

1 1. 5 1. 2 0. 12 - - - - - -

2 3 3. 9 0. 39 - - - - - -

3 2. 1 6. 65 0. 66 - - - - - -

4 1. 4 9. 2 0. 91 - + + + + + + + + + + + + +

1 1. 7 1. 4 0. 10 - - - - - -

2 1. 3 3. 3 0. 24 - - + + + +

3 1. 2 13. 0 0. 95 - - - - - -

1 0. 95 2. 75 0. 38 - - - - - -

2 1. 0 3. 9 0. 53 - - - - - -

3 2. 1 6. 2 0. 85 - + + + + + + + + + + + + + +
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3　结论与讨论

　　研究表明松针褐斑病菌在小麦粒固体培养基和 PD液体培养基上生长的过程中,均可产

生对 3松种松针和蕃茄苗、烟草苗有毒害作用的物质。在两种培养基上病菌所产生的毒性物质

毒力相近。从毒性物质的表现来看, 它们不仅对寄主材料松针有毒伤作用,而且对非寄主植物

蕃茄和烟草也有毒伤作用, 但其在寄主针叶上的毒伤表现比在非寄主植物上似乎更强些。在植

物病理生理学研究中, 一般把真菌产生的有毒物质(除酶和激素外)称之为真菌毒素,而且把真

菌毒素分为寄主专化性毒性和非寄主专化性毒素两类
[ 3]
。松针褐斑病菌所产生的这种有毒物

质更象是一种非寄主专化性毒素。3松种中湿地松对毒素最敏感, 其次是马尾松, 黑松最不敏

感。而在自然情况下湿地松和黑松都很感病, 马尾松则较抗病 [ 1]。这种 3种松树对毒素和病菌

的敏感性不一致的情况值得进一步深思和探讨。

成分分离和生测结果又进一步表明了松针褐斑病菌所产生的毒素是一种非蛋白质的物

质,而且当毒素粗提液被除去蛋白质后,其表现出的毒力活性比原毒素粗提液更强。这种现象

在过去的某些真菌毒素研究中也有类似情况,可能是当蛋白质被去除后,这些毒性物质或毒性

基团更易于与植物细胞直接接触而发挥毒性。松针褐斑病菌培养粗提液的蛋白质部分没有致

毒活性。

对非蛋白质组分进行薄层层析分离试验表明, 3种溶剂系统中以苯∶冰醋酸∶甲醇( 1∶1

∶3)的溶剂系统的分离效果最好,其中 R f 为 0. 91的组分显示有较强的致毒活性,而其余组

分几乎没有致毒活性。可见具有致毒活性的非蛋白质部分的毒素物质是可以被继续分离并保

持毒性的。R f 值为 0. 91的组分中应该还包含有多种物质,到底是何种物质或哪几种物质起着

毒性作用尚需做进一步深入的研究。

本研究进一步确定了松针褐斑病菌具有产生真菌毒素的性质,这对于认识病菌的致病机

制有着非常积极的理论意义,尽管目前尚不能说其是病菌致病的全部机制,但至少反映了其致

病的一个方面,而且从病害的病程和症状特点来看, 很可能是极为重要的一个方面。用病菌毒

素进行抗性鉴定具有时间较短, 简单易行, 便于观察,不受外界影响等特点。因此松针褐斑病菌

毒素的研究对于抗松针褐斑病的选育也有着重要的实践意义。

参　考　文　献
　　1　李传道,朱熙樵,韩正敏,等.松针褐斑病的调查和病原鉴定.南京林学院学报, 1986, ( 2) : 11～18.

　　2　叶建仁,韩正敏,李传道.湿地松抗褐斑病无性系种子园营建技术研究.南京林业大学学报, 1991, ( 2) : 23～29.

　　3　章元寿主编.植物病理生理学.南京:江苏科技出版社, 1995.

　　4　Huang Z Y, Smalley E B, Li C D. Isolat ion of a phytotoxin f rom Mycosp haerel la dearne ssii , the causal agent of brow n

spot needle bl ight of pine. ( Abs t ract ) Phytopath ology, 1991, 81( 10) : 1206.

2473 期　　　　　　　　　　　　　叶建仁等: 松针褐斑病菌致病机制的研究　　　　　　　　　　　



Primary Research on the Pathogenic Mechanisms

of Lecanosticta acicola, the Causal Agent

of Brown Spot Needle Blight

Ye J ianren　X ie Chunx ia　Wang Yongy ing　Cheng S huwan

　　Abstract　After the iso late o f L ecanosticta acicola was seperat ly cultured in wheat solid

medium and po tato dex t rose liquid medium for 30 days, the w ater ext ract and the f ilrate o f

the cul tures could quickly make the needles o f slash pine, masson pine and Japanese black

pine lo se green, and the seedling s of tomato and tobacco get w ilt in vit ro. It w as suggested

that the pathogen could y ield and secr ete the tox ic substance and the tox in was probably an

important w ay in the pathogenisis of L . acicola. The tox in had no host-specif icity. T he fil-

tr ate or the ext ract w as isolated into tw o par ts, the protein par t and the non-protein part .

The test show ed that the toxic part w as non-protein. T he tox ic non-pro tein part w as further

isolated into 3～4 parts in each o f three dif ferent solut ion system , and there w as alw ay s a

part of each sy stem which could show to xinicity . T o the tox in the slash pine needles w ere

high sensit iv e, the masson pine needles medium sensit iv e, and the Japanese black pine needles

compar at ively low er sensit ive.
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