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黄萎病菌生长的影响!
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摘# 要# 转基因抗虫棉的抗病性下降已成为制约我国棉花生产的重要因素之一(以转基因抗
虫棉及其亲本非转基因棉花对照为材料，研究转基因抗虫棉根系分泌物对棉花黄萎病菌孢子

萌发和菌丝生长的影响，并对其根系分泌物中氨基酸及糖类的组成和含量进行了测定(结果
表明：与亲本非转基因棉相比，" 种转基因抗虫棉对棉花黄萎病菌的抗性下降，转基因抗虫棉
的根系分泌物对黄萎病菌孢子萌发和菌丝生长均具有促进作用(与亲本常规棉中 "% 相比，转
基因双价抗虫棉中 ’! 根系分泌物中多了甲硫氨酸和赖氨酸，并且天冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、
丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、酪氨酸的含量显著升高(泗棉三号与单价抗虫棉 )*!" 的根系分泌物
中虽然含有相同的氨基酸组分，但 )*!" 的根系分泌物中酪氨酸、缬氨酸、亮氨酸的含量显著
下降(中 ’! 根系分泌物中检测出 ’ 种糖类，而中 "% 中仅检测出葡萄糖(抗虫棉 )*!" 和泗棉
三号根系分泌物中都检测出 ’ 种糖类，但其含量差异明显(
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! ! "##$ 年，我国正式批准转基因抗虫棉的商业化
种植，目前转基因抗虫棉的种植面积占我国棉花总

面积的比例已超过 %&’ (转基因抗虫棉不仅有效地
控制了棉铃虫等鳞翅目害虫，而且显著降低了化学

杀虫剂的用量，保护了环境和农民的健康，产生了巨

大的社会经济效益( 但是，与常规棉相比，转基因抗
虫棉也产生了一些非预期效应［"］（ )*+*,-*.-.
-//-0,1），其中最突出的问题之一是其抗病性较常规
棉显著降低(
吴征彬［2］分析湖北省转基因抗虫棉品系的抗

病性，发现各参试品系的抗病性较差，均为感病类

型(朱荷琴等［3］2&&4 年对中国抗虫棉品种（系）的抗
病性研究发现，无论是抗枯萎病、黄萎病性还是兼抗

性，转基因抗虫棉均较常规棉差(另据河北、山东、江
西、安徽、新疆、山西、湖北、江苏等地的报道，转基因

抗虫棉在田间对棉花黄萎病等棉花主要病害的发病

程度普遍高于常规棉［5 6 7］(目前，转基因抗虫棉抗病
性下降在我国各棉区已经越来越普遍，对我国棉花

生产造成了越来越严重的影响，并且会因为防治该

病害的需要而导致化学农药用量的增加( 为了探寻
转基因抗虫棉抗病性下降的原因，本试验以转基因

抗虫棉根系分泌物对棉花黄萎病菌（ !"#$%&%’’%()
*+,’%+" 89-:）生长的影响为例，研究了转基因抗虫
棉在微生态抗病机制方面发生的非预期变化(

!" 材料与方法

!# !" 供试材料
供试棉花（-.//01%() ,%#/($() ;+**(）品种包括

转双价 <, = >?@A基因抗虫棉中 5"、常规棉中 23（中
5" 的亲本）、转单价 <, 基因抗虫棉 B8"2 和常规棉
泗棉三号（B8"2 的亲本）(中 5"、中 23 由中国农业
科学院棉花研究所提供，B8"2、泗棉三号由中国农
业科学院植物保护研究所提供(
本研究使用的棉花黄萎病菌为广泛分布于长江

和黄河流域棉区，属于生理型!号的安阳菌系，由中
国农业科学院棉花研究所提供(菌种经 CDE斜面活
化后，转入 CDE液体培养基，24 F、"2& G·H+* 6"振

荡培养 $ .后，用灭菌的 5 层纱布滤去菌丝得到孢
子悬浮液(
!# $" 转基因抗虫棉和常规棉品种对棉花黄萎病菌
的抗性测定

按 2&I " 的比例（质量比）混合土样和有机肥，
放入灭菌锅湿热灭菌（"2" F，3 J），制成无菌土(棉
种经浓硫酸脱绒放入装有无菌土的花盆中，在棉种

上铺 2 K 3 0H的无菌土，然后放在温室培养(当棉苗
长到 3 叶期时，用无菌刀片划切伤根并喷洒 4 H9棉
花黄萎病菌孢子悬液（浓度 " L "&$ 个孢子·H9 6"）(
接种后在划切处盖土保墒，每天浇水，保持一定湿度

以利发病( 34 . 后，按照棉花黄萎病的苗期分级标
准［#］，调查发病率和病情指数(
!# %" 转基因抗虫棉和常规棉品种根系分泌物的收
集和处理

将棉种用浓硫酸脱绒后，用酒精（$4’）消毒
"& H+*、MN>92（&O "’）溶液消毒 3 H+*，置于 CDE 平
板上，在 24 F生化培养箱中催芽 5 .(待根长至3 0H
左右时，选择长势一致的棉芽移至盛有 "& H9 无菌
MPQN9Q*.营养液小试管中，在生化培养箱进行培育，
光暗比为 "5 JI "& J，光照强度为 "2&&& 9R(定期观察
苗的生长状况，添加 MPQN9Q*.营养液(
在棉苗生长的第 5& 天，将棉苗从试管中轻轻取

出，先用蒸馏水淋洗根系 5 次，然后用去离子水淋洗
2 次，最后将每株幼苗植入 4&& H9 去离子水中培养
"2 J，收集培养液，再将收集液于真空旋转蒸发器
（S??-*.PG/ >P*0-*,GQ,PG 43&"，德国）中浓缩，每个品
种最后得到 "&& H9 根系分泌物浓缩液，其中 4& H9
用于氨基酸和糖类成分的测定，4& H9 用于测定对
棉花黄萎病菌生长的影响(
!# &" 棉花黄萎病菌孢子萌发试验
采用凹玻片法( 将 4& "9 根系分泌物加入凹槽

中，再加入孢子悬浮液 4& "9，然后将凹片放入培养
皿中，培养皿底部铺有湿润的滤纸(每个棉花品种重
复 3 次(培养皿在 24 F温箱中培养 7 J 后镜检孢子
萌发的情况，每个凹槽随机检查 "& 个视野，计算孢
子萌发率(
!# ’" 棉花黄萎病菌菌丝生长试验
按每 "&& H9培养基中添加 24 H9根系分泌物的

比例配制 CDE培养基，湿热灭菌待用(在 CDE 平板
中央接直径为 &O 4 0H的棉花黄萎病菌同龄菌片，每
个棉花品种重复 % 皿，在 27 F温箱中培养，分别在
培养的第 3、%、#、"2、"4、"$ 天测量菌落直径(
!# (" 棉花根系分泌物中氨基酸和糖类的测定
将上述根系分泌物浓缩液过 &O 54 "H 微空滤

膜后，用氨基酸专用高效液相色谱仪（MC""&&，美
国）测定其中氨基酸的含量，分析条件为：色谱柱：

5O & L "24 HH >"7；柱温：5& F；流速："O & H9·
H+* 6"；波长：337 *H［测定除脯氨酸（CGP）外的其他
氨基酸］，2%2 *H（CGP）；流动相：E：2& HHP9醋酸钠
液，<：2& HHP9醋酸钠液I 甲醇I 乙腈 T "I 2I 2（体积
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比）!每个品种重复测定 " 次!
用分析 #半制备高效液相色谱仪（$%&’() *++ #

*,+-，美国）测定其中糖类的含量! 色谱条件：色谱
柱：./0%(1%23 *4 , 55，内径 "++ 55；流动相：纯水；
流速：+4 6 53·578 9:；柱温：;, < ! 每个品种重复测
定 " 次!
!" #$ 数据处理
参照马存等［=］的方法，根据调查结果计算各品

种棉花的发病率和病情指数!计算公式为：

发病率 >发病总株数
调查总株数

? :++@

病情指数 >"级数 ?每级的病株数
调查总株数 ? 6 ? :++

试验原始数据的处理采用 -AB’3 C++" 软件完
成，差异显著性检验采用 .D.（E*4 :C）软件完成，图
表绘制采用 -AB’3软件!

%$ 结果与分析

%" !$ 转基因抗虫棉和常规棉花对棉花黄萎病菌的
抗性

对不同品种棉苗在统一条件下进行黄萎病菌接

种鉴定!接种 ", F后各棉花品种的病情指数和发病
率结果见表 :!在 " 次不同时间的调查结果中，转基
因双价棉中 6: 的病情指数和感病率均高于亲本常
规棉中 C"，其中 G 月 :C 号和 G 月 C" 号，中 6: 和中
C" 之间在病情指数和发病率方面的差异达到显著
水平（! H +4 +,）；与亲本常规棉泗棉三号相比，抗虫

棉 IJ:C 的病情指数和感病率也明显较高，其中在 G
月 :C 号和 ; 月 C 号差异达显著水平（! H +4 +,）!总
之，与各亲本非转基因棉花相比，C 种转基因抗虫棉
对棉花枯萎病的抗病性均下降甚至显著下降!
%" %$ 转基因抗虫棉和常规棉花根系分泌物对棉花
黄萎病菌孢子萌发的影响

采用凹玻片法测定了不同棉花品种根系分泌物

对棉花黄萎病菌孢子萌发的影响（表 C）! 从测定结
果来看，抗虫棉中 6: 的孢子萌发率极显著高于其亲
本中 C"（! H +4 +: ）!抗虫棉 IJ:C 的孢子萌发率高
于亲本常规棉泗棉三号，但差异不显著（! K +4 +,）!
说明与亲本常规棉相比，C 种转基因抗虫棉的根系
分泌物对棉花黄萎病孢子萌发具有一定的促进作

用，其中双价棉中 6: 的根系分泌物对棉花黄萎病孢
子萌发具有极显著的促进作用!
%" &$ 转基因抗虫棉和常规棉花根系分泌物对棉花
黄萎病菌菌丝生长的影响

采用平皿培养法对两个转基因抗虫棉花品种及

其亲本常规棉的根系分泌物对黄萎病菌菌丝生长的

影响进行了测定! 从表 C 可以看出，在整个培养阶
段，含有转基因抗虫棉中 6: 根系分泌物成分的 LMD
培养基上菌落直径都显著大于含有亲本常规棉中

C" 根系分泌物 LMD培养基，并且在培养第 "、=、:C、
:, 和 :G 天时二者差异极显著（! H +4 +:）；同样，含
有抗虫棉 IJ:C 根系分泌物成分的 LMD 培养基上
的菌落直径也都大于含有亲本泗棉三号根系分

表 !$ 不同棉花品种对棉花黄萎病菌的抗性
’()* !$ +(,-./012 .3 45330601, 7.,,.18 ,. !" #$%&’$( 9:0)（;0(1 < =>）
棉花品种
N%(7’&7’) OP
BO&&O8

G 月 :C 号 Q/3R :C
病情指数
M7)’%)’
78F’A

发病率
S8B7F’8B’ (%&’
（@）

G 月 C" 号 Q/3R C"
病情指数
M7)’%)’
78F’A

发病率
S8B7F’8B’ (%&’
（@）

; 月 C 号 D/0/)& C
病情指数
M7)’%)’
78F’A

发病率
S8B7F’8B’ (%&’
（@）

中 C" TUO80 C" "C4 6 V G4 *% "*4 G V :+4 "% 6C4 , V 64 :% 6,4 " V G4 C% *:4 " V :+4 *% *;4 : V ;4 "%
中 6: TUO80 6: ,C4 ; V ;4 CW ,,4 : V 64 GW *64 " V C4 "W *G4 " V C4 "W GG4 C V "4 ;% ;+4 * V ,4 G%
泗棉三号 .757%8 " ";4 , V ,4 "D 6,4 " V *4 ,% ,64 , V ::4 G% ,;4 ; V ;4 =% *+4 6 V :4 G% *G4 : V G4 "%
IJ:C *+4 6 V "4 ;X *;4 6 V =4 :W *=4 , V :+4 ;% G64 " V G4 *% ;C4 " V *4 ,W ;;4 : V =4 *W
同列不同英文小、大写字母分别表示转基因抗虫棉与亲本常规棉之间差异显著（! H +4 +,）或极显著（! H +4 +:）YU’ )5%33 %8F B%17&%3 3’&&’() 78
&U’ )%5’ BO3/58 )UOZ’F )7087P7B%8& F7PP’(’8B’ W’&Z’’8 &(%8)0’87B BO&&O8 %8F 7&) 1%(’8& BO8&(O3 BO&&O8 %& +4 +, O( +4 +: 3’E’3)! 下同 YU’ )%5’ W’3OZ!

表 %$ 不同棉花品种根系分泌物对棉花黄萎病菌孢子萌发、菌丝生长的影响
’()* %$ ?3307,8 .3 6.., 0@A4(,08 .3 45330601, 7.,,.18 .1 8B.60 /06;51(,5.1 (14 ;270:5(: /6.C,- .3 !" #$%&’$( 9:0)（;0(1 <
=>）
棉花品种
N%(7’&7’)
OP BO&&O8

平均孢子萌发率
DE’(%0’ )1O(’
0’(578%&7O8
(%&’（@）

平均菌落直径 DE’(%0’ BO3O8R F7%5’&’(（B5）

第 " 天
YU7(F F%R

第 * 天
.7A&U F%R

第 = 天
[78&U F%R

第 :C 天
YZ’3P&U F%R

第 :, 天
\7P&’’8&U F%R

第 :G 天
.’E’8&’’8&U F%R

中 C" TUO80 C" :C4 G" V G4 ":D :4 6+ V +4 +:D C4 ,+ V +4 :+% "4 C" V +4 +*D 64 C+ V +4 +:D ,4 6" V +4 +*D ,4 =G V +4 +*D
中 6: TUO80 6: ,"4 ,= V "4 G+X :4 ;; V +4 +GX C4 GC V +4 +;W "4 ;: V +4 +GX 64 ;C V +4 :6X *4 ++ V +4 +"X *4 *C V +4 +,X
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泌物 !"#培养基，但在整个培养时期二者差异不显
著（! $ %& %’），这与根系分泌物对孢子萌发影响的
现象一致(与亲本常规棉相比，转基因抗虫棉根系分
泌物对棉花黄萎病菌菌丝生长具有一定的促进作

用，其中双价棉中 )* 的根系分泌物对棉花黄萎病菌
丝生长具有极显著的促进作用(
!" #$ 转基因抗虫棉和常规棉根系分泌物中氨基酸
和糖类的含量

采用氨基酸专用高效液相色谱仪（+!**%%，美
国）对 ) 种不同棉花品种根系分泌物中氨基酸种类
及含量进行检测（图 *）(在 ) 种不同棉花品种根系
分泌物中共检测出 *, 种氨基酸组分：苏氨酸（-./）、
丙氨酸（#01）、缬氨酸（210）、异亮氨酸（ 304）、天冬氨
酸（#56）、亮氨酸（748）、苯丙氨酸（!.4）、甘氨酸
（90:）、甲硫氨酸（;4<）、组氨酸（+=5）、谷氨酸
（908）、酪氨酸（-:/）、赖氨酸（7:5）、丝氨酸（>4/）、
精氨酸（#/?）和脯氨酸（!/@）( 其中含量最大的前 ,
种氨基酸为甘氨酸、谷氨酸、丝氨酸、异亮氨酸、天冬

氨酸、苏氨酸(与亲本常规棉中 AB 相比，双价抗虫棉
中 )* 根系分泌物中多了甲硫氨酸和赖氨酸组分，并
且中 )* 根系分泌物中的天冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、
丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、酪氨酸含量都明显高于其

亲本中 AB，其余氨基酸组分的含量无显著差异；泗
棉三号和 9C*A 的根系分泌物中的氨基酸组分相
同，其中酪氨酸、缬氨酸、亮氨酸的含量差异显著，其

他组分含量则无显著差异(
各品种棉花根系分泌物中糖类物质测定结果表

明（图 A），转基因抗虫棉与亲本常规棉根系分泌物
中糖的种类和含量都存在明显差异( 双价抗虫棉中
) *根系分泌物中检测出)种糖类，分别为葡萄糖、

图 %$ 不同棉花品种根系分泌物中各种氨基酸的含量
&’() %$ D@E<4E<5 @F 1G=E@ 1H=I5 =E <.4 /@@< 4J8I1<45 @F I=FF4/4E<
H@<<@E5(
!：中AB K.@E? AB；"：中)* K.@E? )*；#：泗棉三号 >=G=1E B；$：
9C*A( 下同 -.4 51G4 L40@M(

图 !$ 不同棉花品种根系分泌物中各种糖类的含量
&’() ! $ D@E<4E< @F 58?1/ =E <.4 /@@< 4J8I1<45 @F I=FF4/4E< H@<N
<@E5(

果糖、麦芽糖和一种未知糖，而在其亲本常规棉中

AB 中仅检测出葡萄糖( 抗虫棉 9C*A 和常规棉泗棉
三号根系分泌物中都检测出葡萄糖、果糖和麦芽糖

B 种糖类，在泗棉三号根系分泌物中检测出蔗糖，而
9C*A 中没有检测出蔗糖但多了一种未知糖( 从糖
类总量来看，转基因抗虫棉中 )* 和 9C*A 的糖类含
量（分别为 *)B& A’ 和 O*& )P G?·7 Q*）都显著高于

其亲本中 AB 和泗棉三号（分别为 *A& B% 和 )R& ’P
G?·7 Q*，! S %& %’）(

*$ 讨$ $ 论

转基因抗虫棉对棉花黄萎病菌等病原菌的抗性

下降问题已成为制约我国棉花生产的重要因素( 本
研究在温室条件下测试了两组 ) 种棉花在苗期对棉
花黄萎病菌的抗病性(结果显示，与亲本非转基因棉
花相比，单价抗虫棉（9C*A）和双价转基因抗虫棉
（中 )*）对棉花黄萎病菌的抗性均下降，这与在大田
条件下的研究结果一致［A Q ’］( 棉花黄萎病病菌从根
部入侵，因此，从根系分泌物的角度探讨转基因抗虫

棉花抗病性下降的原因十分必要(
根系分泌物与抗病性的关系主要体现在根系分

泌物成分对根际微生物（包括黄萎病菌）的影

响［*% Q **］(植物根系分泌物中同时含有能够促进和抑
制病原菌生长的物质，植物对病原菌的抗性是根系

分泌物中这 A 类物质综合作用的总体结果( 抗病品
种根系分泌物中可能对病菌提供的营养成分

少［*A Q *)］，或含有一些抑菌物质［*’］( 韩雪等［*,］和袁
虹霞等［*O］分别以黄瓜和棉花为材料研究了其根系

分泌物对枯萎病菌、黄萎病菌的影响，结果发现抗病

品种根系分泌物对病原菌孢子萌发、菌丝生长有一

定的抑制作用，而感病品种根系分泌物则有促进病

%,* 应T 用T 生T 态T 学T 报T T T T T T T T T T T T T T T T T T T A% 卷



原菌生长的作用!本文采用无菌水培的方法收集棉
花根系分泌物，研究了其对棉花黄萎病菌生长的影

响，结果表明，与亲本常规棉相比，" 种转基因抗虫
棉根系分泌物对棉花黄萎病菌孢子萌发和菌丝生长

均具有促进作用，其中双价棉中 #$ 的根系分泌物对
棉花黄萎病菌孢子萌发和菌丝生长具有极显著的促

进作用，这可能是转基因抗虫棉对棉花黄萎病菌抗

性下降的重要原因之一!
冯洁等［$%］研究发现，感病品种棉花根系分泌物

中丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸的含量都比抗病品种

高，且丙氨酸、丝氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、苯丙氨酸、

酪氨酸、缬氨酸对孢子萌发具有明显的刺激作用!
&’’()［$*］比较了抗感黄萎病品种棉花根系分泌物中
的氨基酸含量，在所分析的 % 种氨基酸中，差异最大
的是丙氨酸，其余 + 种差异不明显；吴玉香等［",］也
发现丙氨酸成分对病菌孢子具有明显的促进作用!
本研究结果表明，与亲本常规棉中 "- 相比，双价抗
虫棉中 #$ 根系分泌物中多了甲硫氨酸和赖氨酸，并
且天冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨

酸、酪氨酸含量都明显升高，其中丙氨酸的增幅最

大!这个结果与冯洁等［$%］和 &’’()［$*］的研究结果一
致，说明根系分泌物中含有更高的能够刺激黄萎病

菌萌发的氨基酸成分是中 #$ 对棉花黄萎病抗性下
降的可能原因之一! 泗棉三号和 ./$" 根系分泌物
中的氨基酸组成相同，虽然两者的酪氨酸、缬氨酸、

亮氨酸含量差异较大，但其他氨基酸组分（特别是

能够刺激黄萎病菌萌发的氨基酸成分）的含量没有

明显差异，这不仅与冯洁等［$%］和 &’’()［$*］的研究结
果一致，也解释了这 " 种棉花的根系分泌物对黄萎
病菌孢子萌发和菌丝生长的影响没有显著差异的原

因!这说明转基因抗虫棉在导入外源基因后，造成其
根系分泌物中对黄萎病菌生长具有刺激作用的氨基

酸成分增加，可能是引起转基因抗虫棉抗病性降低

的原因之一!
吴玉香等［",］和刘素萍等［"$］等研究发现，感病

品种棉花根系分泌物中糖的含量和种类都高于抗病

品种!本研究结果显示，双价抗虫棉中 #$ 根系分泌
物中糖的含量和种类都多于亲本非转基因棉中 "-；
虽然在抗虫棉 ./$" 和亲本泗棉三号根系分泌物中
都检测出 # 种糖类，但二者之间糖类的总含量差异
明显!这说明转基因抗虫棉在导入外源基因后，造成
其根系分泌物中糖的种类和含量都有一定程度的增

加，为棉花黄萎病菌生长提供了更为丰富的碳源物

质，进而引起转基因抗虫棉抗病性降低!

已有的研究结果表明，外源基因的导入会使转

基因植物在表型、生理生化等方面产生意料之外的

变化，并对农业生产和转基因植物的环境安全产生

影响［"" 0 "1］! 本研究中，" 种转基因抗虫棉不仅对黄
萎病的抗病性均较其亲本下降，而且两者根系分泌

物中的氨基酸和糖类物质也有显著不同，这也是外

源基因导入使转基因植物产生非预期性状变化的又

一例证!另外，本研究还发现 " 种转基因抗虫棉在抗
枯萎病方面也发生了降低，其根系分泌物对枯萎病

菌生长具有一定的促进作用（另文发表）!但转基因
抗虫棉对棉花黄萎病以及其他主要病害的抗病性是

否较其亲本非转基因棉都普遍下降，还需在更多转

基因棉花品种范围内进一步检验!
植物对病原菌的抗病机制包括组织结构机制、

生理生化机制、微生态机制等［"+ 0 -,］! 本研究结果说
明，转基因抗虫棉与亲本常规棉之间在根系分泌物

的氨基酸和糖类组成及含量方面存在显著差异，这

可能是导致转基因抗虫棉对黄萎病菌抗性降低的重

要原因之一!但棉花根系分泌物中不仅包括氨基酸
类和糖类，还有有机酸、酚类、生长调节物质等成分，

还应该研究转基因抗虫棉相对亲本常规棉根系分泌

物的其他成分发生了什么变化，根系分泌物中哪些

成分对病原菌的生长和入侵起主要作用!此外，还应
该从组织结构机制、生理生化机制等方面研究转基

因抗虫棉抗病性下降的原因，以更全面地揭示转基

因抗虫棉抗病性降低的机制!
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