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河南省不同地区棉花黄萎病菌分离物致病性及其毒素致萎活性测定
桑 茜袁袁虹霞袁王振跃袁李洪连袁汪 敏 *

(河南农业大学植物保护学院,河南郑州 450002 )

摘要院在河南省不同地区分离并鉴定 33株棉花黄萎病菌分离物袁并进行了致病力和粗毒素致萎活性测定遥 致
病力结果表明袁河南省棉花黄萎病菌分离物可分为强尧中尧弱 3种致病力类型袁分别占 48.5 %尧21.2 %尧30.3 %遥
河南省同一地区内不同分离物间致病力差异明显遥 粗毒素致萎活性测定结果表明袁黄萎病菌强致病力分离物
分泌的粗毒素对棉苗的致萎力较强袁弱致病力分离物分泌的粗毒素对棉苗的致萎力较弱袁强尧中尧弱 3种致病

力类型分离物在 72 h时对棉苗的平均致萎指数分别为 63.82尧52.38尧45.83遥 采用考马斯亮蓝法测定不同分离
物粗蛋白含量袁结果表明袁不同黄萎病菌分离物分泌的粗蛋白含量存在明显差异袁且与其所致的病情指数呈显
著正相关遥
关键词院棉花黄萎病曰大丽轮枝菌曰致病力曰毒素
中图分类号院S435.621 文献标识码院A

文章编号院1002-7807渊2010冤04-0333-06

SANG Xi, YUAN Hong-xia, WANG Zhen-yue, LI Hong-lian, WANG Min*

( 450002, )

In order to research pathogenicity differentiation of on cotton in Henan, 33

isolates were isolated and identified from the main cotton-producing regions in Henan Province. The results of pathogenicity

tests on cotton seedings indicated that the isolates from cotton in Henan could be divided into three pathotypes: the

highly aggressive isolates, the moderate aggressive ones and the weakly aggressive ones, accounting for 48.5% , 21.2% and

30.3%, respectively. The results also showed that the pathogenicity of isolates had no significant difference among different re-

gions, but the pathogenicity of isolates from the same region showed significant difference. The wilting capability of the crude

toxin secreted by isolates were also tested, the results showed that the crude toxin of different isolates had different

wilting capability; the crude toxin secreted by the highly aggressive isolates had strong wilting capability. The average wilt index

of the highly aggressive isolates, moderate aggressive ones and weakly aggressive ones at 72 h were 63.82, 52.38 and 45.83 re-

spectively at the same concentration. The crude protein contents secreted by different isolates were also tested by the Coomassie

Brilliant Blue G250 method. The crude protein contents of different isolates of had a significant positive correlation

with the pathogenicity index. Highly aggressive isolates secreted more proteins than the weakly aggressive ones.
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由大丽轮枝菌( )引起的
棉花黄萎病是一种世界性病害遥 据报道袁黄萎病
在河南省部分地区棉田发病率达 100%袁 已成为
制约河南省棉花生产发展的一个重要因素[1]遥 不同

的棉花黄萎病菌菌系之间袁 存在着致病性差异[2-3]遥
美国 Schnathorst等根据不同菌系对棉花致病的
严重程度和症状类型袁 将其划分为落叶型 T1和
非落叶型 SS4遥 70年代全国棉花枯尧黄萎病协作
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组以病情指数为指标袁将不同棉花品种对棉花黄
萎病菌的反应分为抗尧感尧耐 3种反应型袁并以此
为依据将我国棉花黄萎病菌划分为 3个生理型[4]遥
目前袁研究表明黄萎病菌侵染棉花后产生的

糖蛋白毒素袁是棉花黄萎病菌主要的致病因子[5]遥
Keen等[6]报道袁棉花品种对毒素的敏感性与对病
原菌的敏感性密切相关遥 章元寿等[7]研究揭示棉

花黄萎病菌落叶型菌系产生毒素比非落叶型菌

系高 2～3倍袁 其落叶型菌株分泌毒素蛋白质和
多糖的含量也明显大于非落叶型菌株袁研究认为
不同菌系产生的毒素量的差异是引起致病力差

异的主要因素遥
黄萎病菌作为典型的土传性病原菌袁致病力

容易变异袁出现强致病力类型遥 强致病力落叶型
菌系大量存在是棉花黄萎病严重发生的重要原

因之一遥 宋晓轩尧朱荷琴等相继报道河南安阳出
现强致病力落叶型菌系[8-9]遥 本课题组研究也表明

河南不同地区的 35个棉花黄萎病菌分离物致病
力存在明显差异[10]遥 但对河南棉花黄萎病菌致病
性分化及其致病力类型尚缺乏系统尧 深入的研
究遥 为此袁2008－2009年进一步分离并鉴定了 33
个河南省不同地区棉花黄萎病菌分离物袁测定其
致病力和毒素致萎活性袁研究黄萎病菌致病性分
化情况袁以期为棉花黄萎病抗病品种的选育和推
广以及棉花黄萎病的综合防治提供理论依据遥

材料和方法
供试棉花黄萎病菌分离物

2008年从河南省主要产棉区棉花黄萎病株
中分离获得 33个单孢分离物袁 经鉴定后采用滤
纸片法将单孢分离物保存于-20益冰箱(表 1) 遥 对
照分离物 T9尧V991尧V246 分别由中国农业科学
院植保所简桂良和中国农业大学齐俊生提供遥

表 1 河南省棉花黄萎病菌采集地点

Table 1 The collecting locations of isolates from cotton in Henan

棉花黄萎病菌致病力测定

供试棉花品种为银山 1号袁为感棉花黄萎病
品种袁 种子由河南省农科院棉花油料研究所提
供遥 将棉种脱绒催芽后袁播种到装有灭菌土的纸
杯(高 90 mm袁直径 75 mm袁杯底剪掉)中袁每杯播
6粒种子袁种植在温室中遥 待棉苗长至 1～2片真
叶时袁采用石磊岩等[11]纸钵撕底蘸根法进行苗期

致病力测定袁 接种黄萎病菌孢子浓度为 1.0伊107

个窑mL-1遥 选择棉苗根系生长良好的棉苗进行接
种袁每个分离物接种 6钵袁每钵 6株棉苗袁接种温

室湿度控制在 70%～90%袁温度保持在 20～25益
左右袁接菌后 2 d浇水 1次遥
接种 30 d后袁采用棉花苗期分级标准进行病

情调查袁并记载病情[11]袁即院0级院健株袁无症状曰1
级院1～2片子叶发病曰2级院1片真叶发病曰3级院2
片以上真叶发病或脱落仅剩心叶曰4级院植株生长
点或全株枯死遥 根据病情指数将黄萎病菌致病力
分为强尧中尧弱 3 种类型袁强院平均病指 35.1～
100曰中院平均病指 20.1～35.0曰弱院平均病指 0.1～
20.0曰无致病力院平均病指为 0遥

分离物名称 分离物名称 分离物名称 采集地点

T9 HNNY-3 HNXX-6 河南新乡市新乡县

V991 HNNY-4 HNXX-7 河南新乡市卫辉市

V246 HNNY-5 HNXX-8 河南新乡市延津县

HNAY-5 HNNY-6 HNXX-9 河南新乡市延津县

HNAY-6 HNNY-7 HNZK-4 河南周口市淮阳县

HNAY-7 HNSQ-6 HNZK-5 河南周口市太康县

HNQX-1 HNSQ-7 HNZK-6 河南周口市鹿邑县

HNQX-2 HNSQ-8 HNZK-7 河南周口市扶沟县

HNQX-3 HNSX-1 HNPY-1 河南濮阳市郊区

HNQX-4 HNSX-2 HNJZ-1 河南焦作市武陟县

HNKF-4 HNSX-3 HNHFQ-1 河南黄泛区农场

HNKF-5 HNXX-5 HNXC-1 河南许昌市鄢陵县

采集地点

河南南阳市社旗县

河南南阳市唐河县

河南南阳市新野县

河南南阳市卧龙区

河南南阳市宛城区

河南商丘市睢阳区

河南商丘市民权县

河南商丘市民权县

河南商丘市睢县

河南商丘市睢县

河南商丘市睢县

河南新乡市原阳县

采集地点

中国农科院植保所

中国农科院植保所

中国农业大学植病系

河南安阳市滑县

河南安阳市内黄县

河南安阳市安阳县

河南开封市杞县

河南开封市杞县

河南开封市杞县

河南开封市杞县

河南开封市开封县

河南开封市金明区
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棉花黄萎病菌分离物分泌粗蛋白含量测定

将待测黄萎病菌分离物及对照菌株 T9尧
V991尧V246接种于 Czapek 液体培养基中 [12]袁在
25益黑暗条件下袁120 r窑min-1震荡培养 15 d遥将培
养好的菌液袁用 4层脱脂纱布过滤后袁滤液在 8益
下 15000伊g离心 20 min袁取上清液经 0.22 滋m滤
膜过滤袁得毒素粗滤液[7,13]遥 采用 Bradford考马斯
亮兰法[14]测定毒素粗滤液 OD595值袁以牛血清蛋
白(BSA)作标准曲线袁并根据标准曲线方程估测
样品粗蛋白含量遥

棉花黄萎病菌分离物粗毒素致萎活性检测

将各黄萎病菌分离物的粗滤菌液稀释成相

同浓度为 8.8 滋g窑mL-1的粗毒素滤液遥 棉种脱绒
并用次氯酸钠消毒催芽后袁播种到灭菌细沙的穴
盘中袁25益温室中培养袁待真叶长出后浇White水
培液和无菌水遥 待棉花长至 1～2片真叶时袁将棉
苗放入含不同黄萎病菌分离物毒素滤液的试管

内袁每个分离物 7管袁每管 2株棉苗袁分别在 48 h
和 72 h观察粗毒素致萎情况[15-17]袁并设无菌水尧未
接菌的培养液为对照遥
幼苗萎蔫分级标准院0级院幼苗无症状曰1级院

两子叶下垂尧失水袁真叶无变化曰2级院两子叶下
垂尧黄化尧失水袁真叶轻度下垂尧卷曲曰3级院两子叶
下垂尧黄化尧失水袁真叶下垂尧失水尧干枯曰4级院全

株萎蔫袁真叶脱落遥
致萎指数 = (致萎级值伊该级株数) / (调查总

株数伊4) 伊100 %遥
数据分析

采用 SPSS软件对数据进行分析处理遥

结果与分析

不同黄萎病菌分离物致病力测定

利用伤根法测定了河南省不同地区棉花黄

萎病菌分离物致病力遥 河南省不同棉区 33个黄
萎病菌分离物中袁强致病力的黄萎病菌分离物为
16株袁占 48.5 %袁这些分离物在棉苗上表现为发
病早尧侵染快袁造成植株叶片大量脱落曰中等致病
力的黄萎病菌分离物有 7个袁占 21.2 %袁表现为
发病较晚袁侵染较慢袁死苗较少曰弱致病力的黄萎
病菌分离物有 10个袁 占 30.3 %袁 表现为发病迟
缓袁侵染慢袁一般不造成落叶死苗渊表 2冤遥
从病情指数来看袁河南省同一地区的不同分

离物间致病力存在明显差异渊表 2冤遥 如河南新乡
市延津县 2 个黄萎病菌分离物 HNXX-8 和
HNXX-9病情指数分别为 46.60和 18.39袁分别属
于强致病力黄萎病菌分离物和弱致病力黄萎病

菌分离物曰河南商丘市民权县分离物 HNSQ-7和
HNSQ-8平均病情指数分别为 51.04和 21.18袁分

表 2 36个棉花黄萎病菌分离物致病力测定结果
Table 2 The results of pathogenicity of 36 isolates on cotton

分离物名称 平均病情指数 分离物名称 平均病情指数 是否为落叶型

T9 51.88 HNQX-4 36.63 否
V991 40.18 HNXX-6 32.95 否

V246 54.25 HNNY-4 32.75 否

HNNY-3 66.40 HNKF-4 29.02 否
HNPY-1 64.84 HNNY-5 25.00 否

HNZK-7 60.86 HNXX-7 27.31 否
HNAY-5 59.72 HNSX-1 24.24 否

HNXX-5 59.38 HNSQ-8 21.18 否
HNJZ-1 59.24 HNAY-6 19.10 否

HNZK-4 58.75 HNXX-9 18.39 否
HNXC-1 58.68 HNHFQ-1 16.71 否

HNSQ-7 51.04 HNSX-2 14.81 否
HNSQ-6 50.40 HNKF-5 14.68 否

HNXX-8 46.60 HNNY-6 10.65 否

HNQX-1 44.70 HNAY-7 9.26 否
HNQX-2 44.61 HNZK-6 8.33 否

HNQX-3 40.83 HNNY-7 6.67 否
HNZK-5 39.58 HNSX-3 0.83 否

是否为落叶型

是
是

否

是
是

是
是

是
是

否
是

否
否

否

否
否

否
否

桑 茜等院河南省不同地区棉花黄萎病菌分离物致病性及其毒素致萎活性测定 335



棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷

别属于强致病力黄萎病菌分离物和中等致病力

黄萎病菌分离物曰 河南周口地区的 4个分离物
HNZK-7尧HNZK-4尧HNZK-5 和 HNZK-6 病情指
数分别为 60.86尧58.75尧39.58和 8.33袁前 3个属于
强致病力黄萎病菌分离物袁HNZK-6属于弱致病
力黄萎病菌分离物遥 从整体看来袁河南开封市杞
县黄萎病菌分离物致病力较强袁病情指数分别为
44.7尧44.61尧40.83和 36.63袁均为强致病力黄萎病
菌分离物遥

不同黄萎病菌分离物粗毒素蛋白含量与其

致病力测定

利用考马斯亮兰法测定了 33个黄萎病菌分
离物和 3个对照黄萎病菌分泌的粗蛋白含量袁结
果表明袁不同黄萎病菌分离物分泌的粗蛋白含量
存在差异袁且粗蛋白含量与其病情指数极显著正
相关渊r =0.8643**冤渊表 3冤遥黄萎病菌分离物致病力
越强袁粗毒素蛋白含量越高袁反之袁黄萎病菌分离
物致病力越弱袁粗毒素蛋白含量越低遥

粗毒素致萎活性测定

为测定不同棉花黄萎病菌分离物粗蛋白毒

素对棉花幼苗的致萎作用袁用同一浓度的粗蛋白
毒素处理棉花幼苗袁 在 48 h尧72 h分别调查致萎
活性遥 结果表明袁不同致病力的黄萎病菌分离物
粗蛋白毒素致萎力存在差异袁且致萎程度随时间
的增加而增加袁48 h开始呈现萎蔫症状袁 在 72 h
达到高峰袁而后症状趋向稳定遥 同等浓度 8.8 滋g窑
mL-1下袁绝大多数强致病力黄萎病菌分离物致萎
活性较强袁72 h时的平均致萎指数为 63.82曰中等
致病力黄萎病菌分离物 72 h时的平均致萎指数
为 52.38曰 弱致病力黄萎病菌分离物致萎活性较
弱袁平均致萎指数为 45.83渊表 4冤遥

讨论
通过对来自河南省不同产棉区的 33个棉花

黄萎病菌分离物的致病力测定袁再一次证实了河
南省不同地区棉花黄萎病菌分离物之间存在致

病力差异袁其中强致病力黄萎病菌分离物尧中等
致病力黄萎病菌分离物和弱致病力黄萎病菌分

离物分别占 48.5 %尧21.2 %尧30.3 %袁 该结果与杨
凤祥等[10]的报道基本一致遥研究结果发现袁河南省
同一地区的不同分离物间致病力存在明显差异遥
另外袁宋晓轩尧朱荷琴尧杨凤祥等[8-10]报道河南扶沟

县尧新野县尧原阳县尧鄢陵县和安阳地区存在落叶
型强致病力黄萎病菌菌株遥 本研究进一步发现河
南南阳社旗县尧焦作武陟县尧濮阳县也相继出现
了强致病力的落叶型菌株袁说明河南主要产棉区
均出现了强致病力菌株袁对这些地区应进一步加
强棉花黄萎病菌的监测预警工作遥
黄萎病菌侵染棉株后袁 分泌的轮枝菌素

渊VD冤是导致黄萎病的关键因子遥 本研究表明黄
萎病菌分离物分泌的粗毒素蛋白含量与其病情

指数呈显著正相关袁该结果与章元寿尧甘莉等[7,18]

报道的结论一致袁说明棉花黄萎病菌毒素可用于
病原菌的致病力测定遥 研究还表明同一浓度下黄

表 3 36个棉花黄萎病菌分离物粗蛋白含量
Table 3 The crude protein contents of cultural fluid from 36 cotton isolates

分离物名称 分离物名称 分离物名称 蛋白含量 /(滋g窑mL-1)

T9 HNSQ-6 HNSX-1 43.75
V991 HNXX-8 HNSQ-8 38.54
V246 HNQX-1 HNAY-6 35.42
HNNY-3 HNQX-2 HNXX-9 45.83
HNPY-1 HNQX-3 HNHFQ-1 34.38
HNZK-7 HNZK-5 HNSX-2 31.25
HNAY-5 HNQX-4 HNKF-5 34.38
HNXX-5 HNXX-6 HNNY-6 37.50
HNJZ-1 HNNY-4 HNAY-7 37.50
HNZK-4 HNKF-4 HNZK-6 33.33
HNXC-1 HNNY-5 HNNY-7 23.96
HNSQ-7 HNXX-7 HNSX-3 17.71

蛋白含量 /(滋g窑mL-1)
48.96
45.83
85.45

102.08
84.38
88.54
77.08

120.83
87.50
90.63
47.92
59.38

蛋白含量 /(滋g窑mL-1)
61.46
71.88
68.75
57.29
52.08
51.04
58.33
47.92
42.71
43.75
40.63
37.50

336



4期

萎病菌分泌的粗毒素对棉苗的致萎力不同袁强致
病力黄萎病菌分离物的粗毒素致萎力较强袁弱致
病力黄萎病菌分离物的粗毒素致萎力较弱袁该结
果与甘莉尧吕金殿等[18]的结论一致袁同时也表明强
致病力黄萎病菌分泌蛋白中可能存在较强致萎

性的效应蛋白分子遥最近 El-Bebany[19]利用蛋白质

组学途径对不同侵染力的番茄黄萎病菌进行了

研究袁结果表明强侵染力的黄萎病菌存在着独特
的蛋白质因子袁该因子能抑制寄主植物抗病信号
水杨酸渊SA冤的合成遥近年来越来越多的植物病原
真菌分泌的效应蛋白分子功能被鉴定[20]遥 黄萎病
菌分泌的总蛋白中袁可能含有多种具有致病作用
的效应蛋白分子遥 本研究仅对黄萎病菌分泌的总
蛋白含量及其致萎作用进行了测定袁有必要深入
研究不同侵染力的黄萎病菌分泌蛋白组学袁探讨
棉花黄萎病菌致病的分子机理遥

目前袁 黄萎病接种方法有纸钵撕底蘸根法尧
液体培养棉花苗期孢子悬浮液浸根法和针刺接

种法等[11,21-22]遥纸钵撕底蘸根法接种时可能出现伤
根不均匀造成发病不均匀情况遥 叶片针刺涂抹法
可准确尧 快速检测棉花黄萎病菌毒素致萎活性袁
但存在接种时针刺力度大小不一尧大批量接种较
繁琐的不足遥 本研究采用纸钵撕底蘸根法测定黄
萎病菌致病力袁并利用棉花黄萎病菌粗毒素接种

棉苗进行进一步验证遥 研究发现中等致病力黄萎
病菌 HNAY-6尧HNXX-9致萎指数偏高袁可能与纸
钵撕底蘸根接种时伤根不均匀有关袁对两者致病
力需进一步确认遥
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