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摘  要：以百合品种元帅(Acapulco)、卡萨布兰卡(Casablanca)的愈伤组织为试验材料，附加不同浓度的枯萎病菌
毒素粗提液，用于抗尖孢镰刀菌无性系的离体筛选。结果表明，以体积分数 75%的毒素培养基上培养 10 d 作为
百合抗尖孢镰刀菌无性系筛选的选择压比较适宜，抗镰刀菌无性系的再生苗生长正常，叶片中过氧化物酶(POD)、
多酚氧化酶(PPO)、超氧化物歧化酶(SOD)活性均比未经筛选的对照株高，经人工接种枯萎病菌鉴定，2个百合品
种抗尖孢镰刀菌无性系的再生植株均表现中抗枯萎病。 
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Abstract：In order to obtain anti-Fusarium clones of lily, callus of Acapulco and Casablanca were employed as material 
for the seclection of anti-Fusarium clones by adding various concentrations of toxin in MS medium. The result showed 
that medium containing 75% of the toxin and 10 d culture can be used as selection pressure for screening lily 
anti-Fusarium clones and its regeneration plants of disease-resistance had healthy growth. It was found that activity of 
three enzymes, POD, PPO and SOD, in screened plants was higher than that of control and the screened plants were 
healthy. Lily anti-Fusarium clones showed a middle level of resistance to lily blight disease by identification of 
disease-resistance levels. 
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百合是世界上重要的商品花卉之一，近年来

的生产和消费呈逐年上升趋势。据统计，目前全球

百合种球的贸易额达20多亿美元[1]。病虫害问题一

直是制约切花百合质量提高的首要因素。由尖孢镰

刀菌百合专化型(Fusarium oxysporum f. sp. lilii)土

传真菌引起的枯萎病是百合最严重的土传病害之

一[2]，在全世界百合种植区均有感染和为害。为有

效控制百合枯萎病，多年来，国内外科研工作者

对这种病害的病原生物学、病害流行学、防治方

法等进行了研究，摸清了百合枯萎病菌的习性和
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枯萎病的发生规律，认为选育和合理利用抗病品

种是有效防治该病的手段之一[3−5]。常规杂交选育

百合新品种是一个漫长的过程，通常需要10年以
上的时间，而采用体细胞无性系变异离体筛选技

术，可加速抗性育种进程。利用病原菌毒素或类

似物质作为选择剂，已筛选出抗甜菜褐斑病[6]、抗

油菜黑胫病[7]、抗烟草野火病[8]、抗水稻纹枯病[9]、

抗玉米小斑病[10]、抗小麦赤霉病[11]、抗茄子黄萎

病[12]、抗番茄晚疫病[13]、抗西瓜枯萎病[14]和抗香

蕉枯萎病[15]等突变体，但还没有关于百合等花卉

的尝试。笔者以百合为试验材料，附加不同浓度

的镰刀菌毒素粗提液进行抗性突变体的筛选，以

期获得百合抗镰刀菌的育种中间材料。 

1  材料和方法 

1.1  材  料 

供试材料为元帅 (Acapulco)、卡萨布兰卡
(Casablanca)2个百合商业品种的愈伤组织。所用尖
孢镰刀菌百合转化型(Fusarium oxysporum f. sp. lilii) 
lily-F菌株由农业部花卉产品质量监督检验测试中
心(昆明)提供。 
主要仪器为日立S−3000N型扫描电镜和美国贝

克曼库尔特公司的DU640型紫外分光光度计。 

1.2  方  法 

1.2.1  尖孢镰刀菌粗毒素的制备 

将马铃薯蔗糖培养基上的尖孢镰刀菌落切成

约5 mm×5 mm 的方块，接种于装有150 mL 马铃薯
蔗糖培养液的三角瓶中，每瓶3块，置于控温摇床
上，振荡培养15 d。摇床转速120 r/min，温度25 ℃。
待菌丝体长出，且营养液由混浊变为澄清时，用双

层纱布过滤掉菌丝和孢子，滤液300 r/min离心20 
min后，去沉淀，上清液煮沸15 min，冷却后，用细
菌过滤器过滤灭菌，即得到无菌毒素粗提液[16]。 

1.2.2  尖孢镰刀菌毒素活力的测定 

1) 用幼苗浸渍法测定：取Acapulco的愈伤组
织再生组培苗，洗净根部培养基，分别用体积分数

100%、80%、60%、40%、20%的毒素粗提液浸泡
根部，放25 ℃光照培养箱，逐日观察幼苗失水萎

蔫情况。以无菌水浸泡为对照。病情分级标准：0
级为健康无病；1级为1～2片叶片叶缘卷曲萎蔫；2
级为3～4片叶片卷曲萎蔫；3级为5～6片叶片卷曲
萎蔫；4级为叶片几乎全部萎蔫，甚至死亡。 

2) 用愈伤组织浸渍法测定：用毒素粗提液原液
浸泡Casablanca的愈伤组织，分别在浸泡后24、48 h
取样，在扫描电镜上观察、拍照。以未用毒素原液

处理的愈伤组织为对照。 

1.2.3  抗病突变体的筛选 

1) 筛选压的确定。分别配制体积分数20%、
40%、60%、75%的毒素粗提液。愈伤组织继代培
养基(经前期试验确定)为MS+2 mg/L Picloram + 
0.03 mg/L TDZ +500 mg/L水解酪蛋白+500 mg/L酵
母提取物。以不添加毒素的愈伤继代培养基为对

照。分别将Acapulco、Casablanca的愈伤组织接种到
上述培养基上，培养10 d，观察、统计愈伤组织的
存活率。以存活率为10%~30%的毒素浓度为临界致
死浓度[17]。 

2) 毒素粗提液的加压筛选。采用一步选择法，
将上述试验中确定为临界致死浓度的毒素粗提液

附加到愈伤继代培养基中，此培养基即为抗病筛选

的选择培养基。将Acapulco、Casablanca的愈伤组织
接种于选择培养基上，10 d后将存活的愈伤组织转
入未添加毒素的愈伤组织继代培养基上培养10 d，
再转入选择培养基进行筛选，如此反复筛选3次。
将最终存活的愈伤组织转入再生培养基（经前期试

验确定）MS+1.0 mg/L BA +0.1 mg/L KT +0.1 mg/L 
IBA中诱导分化，30 d后统计分化率。 

1.2.4  抗尖孢镰刀菌无性系再生苗防御酶活性测

定和抗病性鉴定 

对Acapulco、Casablanca抗病愈伤组织再生
苗人工接种百合枯萎病菌孢子悬浮液(孢子5×105

个/mL)，每处理5株，重复3次，每重复2株。以未
经筛选的再生百合组培苗为对照。分别在接种后0、
12、24、36、48 h取样，在紫外分光光度计上测定
过氧化物酶(POD)[18]、超氧化物歧化酶(SOD)[19]、

多酚氧化酶(PPO)[20]的活性。7 d后观察筛选株的感
病情况。病情分级与1.2.2分级标准相同。病情指数
=Σ((病级植株数×病级代表数值)/(总植株数×最高病
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级代表数值))×100[21]。按样本的病情指数划分抗性

等级：高抗≤20，中抗＞20~50，中感＞50~80，高
感＞80。 

1.2.5  数据处理 

用Excel 2000和SPSS 13.0分析处理数据。 

2  结果与分析 

2.1  尖孢镰刀菌毒素粗提液的活性和筛选压 

2.1.1  尖孢镰刀菌毒素粗提液的活性 

百合幼苗经尖孢镰刀菌毒素粗提液处理后，叶

片逐渐萎蔫致死。从表 1可以看出，毒素体积分数
100%时，2 d后幼苗开始萎蔫，5 d后死亡；毒素体
积分数 40%时，3 d 后幼苗叶片轻度萎蔫。可见毒
素浓度越高，幼苗萎蔫越快，程度越重；毒素体积

分数 20%时，4 d幼苗叶片只有轻度萎蔫。 
经毒素处理的Casablanca愈伤组织细胞的电镜

扫描结果(图 1)表明，镰刀菌毒素对愈伤组织细胞产

生毒害，且随着处理时间的延长，毒害加重：未经

毒素处理的愈伤组织细胞排列紧密，细胞内含物丰

富；处理 24 h后，愈伤组织细胞出现破裂和塌陷现
象；处理 48 h后，愈伤组织细胞所受毒害加重，出
现蜂窝状大面积塌陷，细胞解体。 

表1  不同体积分数尖孢镰刀菌粗毒素对百合再生苗的影响 

Table 1  Effects of Fusarium toxin concentration on plantlet regeneration 

of lily 

再生苗萎蔫程度 毒素体积

分数/% 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

100 － + +++ +++ ++++ ++++ ++++

80 － + ++ +++ +++ ++++ ++++

60 － + + ++ +++ ++++ ++++

40 － － + + ++ +++ +++ 

20 － － － + + ++ +++ 

CK － － － － － － － 

“－” 无反应，植株正常；“+” 轻度反应，1～2 片叶片叶缘卷曲萎
蔫；“++”中度反应，大部分叶片卷曲萎蔫；“+++”重度反应，全部叶片
卷曲萎蔫；“++++”全部死亡。 

 

 
1  未经毒素处理；2  毒素处理 24 h；3  毒素处理 48 h。 

图 1  卡萨布兰卡愈伤组织细胞的电镜扫描结果 

Fig.1  Scanning electron micrographs on callus of Casablanca 
 
幼苗浸渍法和愈伤组织浸渍法对镰刀菌毒素

活力的测定结果表明，无论在细胞水平，还是在植

株水平，镰刀菌毒素都对百合产生毒害，且随处理

时间的延长，毒害加重，说明在发酵培养过程中镰

刀菌毒素已充分释放到培养原液中，用此原液作为

选择剂，对抗镰刀菌无性系进行筛选是可行的。 

2.1.2  筛选压 

由表2可看出，毒素对2个品种愈伤组织的生长

均表现抑制作用。随着毒素体积分数的增大，愈伤

组织存活率降低，抑制效果愈明显。75%毒素粗提

液下，2个品种愈伤组织的存活率分别为20%和25%. 

表2  不同体积分数尖孢镰刀菌粗毒素对百合愈伤组织生长

的影响 

Table 2  Effects of different concentrations of Fusarium toxin on lily 

callus 

品种 毒素体积分数/% 接愈伤数/块 存活数/块 存活率/%

元帅 0 60 60 100.00
 20 60 60 100.00
 40 60 55  92.00
 60 60 26  43.00
 75 60 12  20.00
卡萨布兰卡 0 60 60 100.00

 20 60 60 100.00
 40 60 45  75.00
 60 60 32  53.33
 75 60 15  25.00

1 2 3 
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从愈伤组织表现状态上看，10 d时，75%毒素粗
提液处理的愈伤组织松散，褐化死亡，只有极少数

存活，因此，75%毒素体积分数处理 10 d可视为大
部分细胞生长的 1 个拐点，在抗尖孢镰刀菌无性系
筛选试验中，75%毒素体积分数就是临界致死浓度，
可使用含此浓度毒素的培养基作为选择培养基。 

2.2  抗尖孢镰刀菌无性系的获得 

经体积分数 75%的尖孢镰刀菌粗毒素筛选后，
240 块 Acapulco 愈伤组织有 28 块存活，存活率为
11.67%，其中又有 10 块分化出了不定芽，分化率
为 35.71%，突变率为 4.17%；240块 Casablanca愈
伤组织有 47块存活，存活率为 19.58%，其中有 14
块分化出了不定芽，分化率为 29.79%，突变率为
5.83%。Casablanca的存活率和分化率都比 Acapulco
高。以上结果表明，经体积分数 75%的毒素处理过
的细胞已经发生突变，并且部分抗镰刀菌毒素的突

变基因得到表达，从而使愈伤组织能在镰刀菌毒素

的临界致死浓度下生存下来。 

2.3  抗尖孢镰刀菌无性系人工接种的抗病性 

与对照株相比，Acapulco和Casablanca抗尖孢
镰刀菌无性系人工接种镰刀菌孢子悬浮液后7 d，其
植株正常生长，对枯萎病表现出一定的抗性。抗性

鉴定结果(表4)表明，Acapulco和Casablanca的抗病
突变株均达到中抗水平。 

表 3  抗尖孢镰刀菌无性系人工接种对枯萎病的抗性 

Table 3  The evaluation of lily plantlets regenerated for resistance to 

Fusarium wilt 

品  种 病情指数 抗性

元帅抗尖孢镰刀菌无性系 35 中抗

元帅 74 中感

卡萨布兰卡抗尖孢镰刀菌无性系 28 中抗

卡萨布兰卡 64 中感 

2.4  抗尖孢镰刀菌无性系人工接种后的防御酶

活性 

从图 2和图 3可以看出，经孢子悬浮液接种后，

2品种抗尖孢镰刀菌无性系的 POD、PPO活性均呈

先升高后降低的变化趋势。2 品种抗尖孢镰刀菌无

性系的 POD、PPO 活性比其对照株均有所提高，

Acapulco 抗尖孢镰刀菌无性系的 POD 变化明显，

峰值比对照株提高了 106.54 U/(g·min)；其 PPO活

性比对照株也有明显增长。Casablanca 抗尖孢镰刀

菌无性系的 POD活性变化幅度比 Acapulco抗尖孢

镰刀菌无性系小，但峰值比对照株也提高了 20.13 

U/(g·min)；在整个测试过程中，抗尖孢镰刀菌无性

系 PPO活性的变化明显，但其对照的变化不大。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  人工接种枯萎病菌后不同时间再生百合苗叶片的 POD

活性 

Fig.2  POD activity of leaves of lily regeneration plants at different 

time after inoculation of Fusarium 

 

 
 
 
 
 
 
 

处理时间/h 

图 3  人工接种枯萎病菌后不同时间再生百合苗叶片的 PPO

活性 

Fig.3  PPO activity of leaves of lily regeneration plants at different 

time after inoculation of Fusarium  
 

从图 4可以看出，接种孢子悬浮液后，2品种抗
尖孢镰刀菌无性系的 SOD活性升高，但 Casablanca
对照株的 SOD活性在 36 h后下降。2品种抗尖孢镰
刀菌无性系 SOD活性比其对照株均有提高。SOD活
性随着处理时间的延长而增加，说明经孢子悬浮液

处理后百合植株清除氧自由基的能力增强。 
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图 4  人工接种枯萎病菌后不同时间再生百合苗叶片的 SOD

活性 

Fig.4  SOD activity of leaves of lily regeneration plants different time 

after inoculation Fusarium 
 
3  结论与讨论 

a. 采用一步选择法，将百合愈伤组织接种在含
临界致死浓度镰刀菌毒素粗提液的培养基上，反复

筛选最终得到了抗尖孢镰刀菌无性系植株。利用真

菌毒素作为选择剂，必须注意适宜的筛选浓度和筛

选周期，同时在起始筛选时，必须有较大的供选群

体。采用适宜毒素浓度是抗病筛选的关键，浓度过

高，不易得到数量较多的愈伤组织或细胞；浓度过

低，不易筛选出抗性材料。 
b.用镰刀菌孢子悬浮液接种百合抗尖孢镰刀菌

无性系植株之后，Acapulco和 Casablanca的对照株
与抗尖孢镰刀菌无性系植株叶片内的 SOD、POD、
PPO活性均先升高后降低，但抗尖孢镰刀菌无性系
植株的变化更为明显，酶活性保持较高水平，可见，

SOD、POD、PPO活性可以作为初步鉴定抗性突变
体的指标。 
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