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野生大豆接种大豆疫霉菌后木质素含量的变化
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摘　要：对抗感不同的野生大豆接种疫霉菌后木质素含量的变化进行了研究，结果表明：在接种疫霉菌之前，抗感野
生大豆的木质素含量平均值无明显差异；在接种疫霉菌之后，抗病野生大豆茎中木质素含量在病程的大部分时期高

于对照，且在病程前期比感病野生大豆增幅大；在病程的大部分时期，抗感野生大豆叶中木质素的含量低于对照。

关键词：大豆疫霉根腐病；野生大豆；木质素

中图分类号：Ｓ５６５．１　　　文献标识码：Ａ　　　ＤＯＩ：１０．１１８６１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９８４１．２０１５．０１．００９９

收稿日期：２０１４０４１２
基金项目：国家自然科学基金（３１０７１４３９，３１１７１５７７，３１１０１１６７）；黑龙江省杰出青年基金（ＪＣ２０１３０８）；长江后备支持计划；龙江学者基金；哈

尔滨市科技创新项目（２０１２ＲＦＱＸＮ０１１，２０１２ＲＦＸＸＮ０１９）。
第一作者简介：方东鹏（１９８７），男，硕士，主要从事大豆抗病遗传育种研究。
通讯作者：张淑珍（１９７２），女，博士，博导，主要从事大豆抗病遗传育种研究。Ｅ ｍａｉｌ：ｄｎｚｈｓｈｚｈ＠１６３．ｃｏｍ。

ＣｈａｎｇｅｏｆＬｉｇｎｉｎＣｏｎｔｅｎｔｉｎＷｉｌｄＳｏｙｂｅａｎｓＩｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ
ＦＡＮＧＤｏｎｇｐｅｎｇ，ＪＩＮＬｉｍｅｉ，ＤＯＮＧＬｉｄｏｎｇ，ＪＩＡＮＧＬｉａｎｇｙｕ，ＬＩＷｅｎｂｉｎ，ＦＡＮＳｕｊｉｅ，ＸＵＰｅｎｇｆｅｉ，
ＺＨＡＮＧＳｈｕｚｈｅｎ

（ＳｏｙｂｅａｎＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＮｏｒｔｈｅａｓｔＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ／ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｏｙｂｅａｎＢｉｏｌｏｇｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｈａｒｂｉｎ１５００３０，
Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰ．ｓｏｊａｅｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｌｉｇｎｉｎｂｅｆｏｒｅ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰ．ｓｏｊａｅ．Ｔｈｅｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｔｅｍｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｔｍｏｓｔｏｆ
ｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｓｔａｇｅｓ，ａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｒａｔｅｗａｓａｌｓｏｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｓｏｙｂｅａｎｖａｒｉｅｔｉｅｓ．Ｔｈｅｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｔｍｏｓｔｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｓｔａｇｅｓｉｎｌｅａｖｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ；Ｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎ；Ｌｉｇｎｉｎ

　　植物能产生各种各样的与植物抗病性有关的生
理活性物质［１］，木质素就是其中之一。当受到病原

菌侵染时，木质素可以增强寄主细胞壁的结构强度，

而且木质素的前体和产物也可以钝化真菌的膜、酶

和毒素［２］。Ｃｈｅｎ等［３］研究发现，用黑腿病菌接种野

生萝卜的子叶、叶片和茎后，均表现出组织褐变、木

质素沉积等很强的抗病特征，说明木质素参与了抗

病反应。杨家书等［４］在小麦和白粉病菌的相互作

用研究中发现，木质素积累的速度和数量与抗病性

呈正相关。骆桂芬等［５］、宾金华等［６］研究也发现，

木质素含量的增加，提高了黄瓜和烟草的抗病性。

大豆疫霉根腐病是一种在整个生育期都严重危

害大豆的世界性土传病害，它是由大豆疫霉菌

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）引起的［６１２］。在生产上应用抗

性品种是防治该病的最为经济有效的措施［１３］，但由

于疫霉菌毒力基因分化复杂，生理小种变异快，易导

致抗性栽培大豆抗性丧失［１４］。我国有６５００余份
丰富的野生大豆资源，而且具有很多优良性状［１５］，

所以利用野生大豆资源拓宽栽培大豆的抗性遗传基

础，以提高对大豆疫霉根腐病的抗性是解决该问题

的有效途径之一。植物抗病机制十分复杂，木质素

是其过程中的一个重要物质，迄今为止，关于野生大

豆抗疫霉根腐病和木质素含量变化相关性的报道几

乎没有，因此，本研究拟对抗感不同的野生大豆接种

疫霉根腐病菌，分析接种后木质素含量的变化，进而

了解野生大豆的抗性机理，最终为拓宽我国大豆抗

性资源库奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　野生大豆资源共 ８份，由中国
农业科学院作物科学研究所邱丽娟研究员提供。抗

病野生大豆：ＺＹＤ００３８８，ＺＹＤ００４１０，ＺＹＤ００８４１，
ＺＹＤ０２４０５；感病野生大豆：ＺＹＤ００００６，ＺＹＤ０１１５３，
ＺＹＤ０２４９７，ＺＹＤ０２９２７。分别记为 Ｒ１，Ｒ２，Ｒ３，Ｒ４，
Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，Ｓ４。抗感鉴定标准参照 Ｙａｎｇ等［１６］的方

法。

１．１．２　供试病原菌　大豆疫霉根腐病菌１号生理
小种（是目前黑龙江省的优势生理小种），由大豆生

物学教育部重点实验室分离鉴定并保存。

１．２　试验方法
１．２．１　种植方法　野生大豆种子播种前先用机械微
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破种皮，以促进种子的萌发，每个材料分别取６粒种子
播种于掺入草炭土的直径为 ８ｃｍ的盆钵中，播种３
盆，重复３次。
１．２．２　菌种的培养　将培养基和培养皿在１个大
气压下灭菌２０ｍｉｎ后，放置于超净工作台冷却，再
将１５ｍＬ胡萝卜固体（ＣＡ）培养基倒入直径为１０ｃｍ
的已灭菌的培养皿中，冷却后制成ＣＡ固体培养基，
然后用接种针将活化的疫霉菌接种于平皿中央，倒

置于２５℃温箱中培养１０ｄ。
１．２．３　游动孢子悬浮液的制备　参照左豫虎等［１７］

的方法略有改动：供试菌株在 ＣＡ平板上生长６～
８ｄ后，用打孔器在菌落边缘内侧打孔，挑取８～１０
块菌饼转入灭菌的三角瓶内，加入２０ｍＬＣＡ液体
培养基，２５℃黑暗培养３ｄ，换到土壤浸出液中，光暗
交替。２５℃培养１～２ｄ可见大量孢子囊形成。将
产生大量孢子囊的三角瓶内的土壤浸出液置换成

２０ｍＬ无菌蒸馏水，置４℃冰箱中２０～３０ｍｉｎ后，取
出置于２５℃培养，３０ｍｉｎ后即有大量游动孢子释
放，６ｈ后游动孢子大量产生。用无菌水配制成浓
度大约为１×１０５个孢子·ｍＬ１游动孢子悬浮液，置
室温下保存待用。

１．２．４　接种方法　参照张淑珍等［１８］接种野生大豆

方法。采用游动孢子全苗接种法，待野生大豆真叶

完全展开后，用水将盆土充分浸泡，将泥土轻轻倒

出，用流水慢慢冲洗，洗净根上所有附泥，然后将整

个植株根部浸没在游动孢子悬浮液中，以蒸馏水为

对照。接种后将处理和对照在２５℃保湿箱中保温
保湿。

１．２．５　取样方法　接种后０，１２，２４，３６，４８，６０，７２ｈ
连续取样，每次取各供试野生大豆一整株植株，用无

菌冰水洗净擦干，分别取根、茎、叶风干后备用。

１．２．６　木质素含量测定及变化率的计算　木质素
的测定参照波钦诺克［１９］碘量法，并稍作修改。分别

取茎、叶风干样品，粉碎，混合均匀，经分析天平称取

０．１ｇ作为测试样品，每样品重复３次。
木质素含量变化率（％）＝（Ａ１－Ａ０）／Ａ０×１００
其中，Ａ１－接种后供试野生大豆茎、叶木质素含

量；Ａ０－未接种野生大豆茎、叶木质素含量。
１．３　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２００３对数据进行处理分析。

２　结果与分析

２．１　抗感野生大豆在接种疫霉菌前木质素含量的
变化

　　从表１可以得出：抗感野生大豆在接种疫霉菌
之前，茎中木质素含量依次为：Ｓ２＞Ｒ４＞Ｒ２＞Ｒ３＞
Ｓ１＞Ｒ１＞Ｓ４＞Ｓ３。叶中木质素含量从高到低为：
Ｒ１＞Ｒ３＞Ｓ１＞Ｓ２＞Ｒ４＞Ｒ２＞Ｓ３＞Ｓ４。抗感野生大
豆茎和叶中木质素含量的平均值比较结果表明，接

种前抗感野生大豆茎、叶中木质素含量平均值在

０．０５水平差异不显著。

表１　接种前抗感野生大豆茎、叶中木质素含量及平均值的比较
Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｏｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓ

Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４

抗病平均值

Ａｖｅｒａｇｅｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

感病平均值

Ａｖｅｒａｇｅｏｆ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ

茎Ｓｔｅｍ ０．４８２ ０．５８３ ０．５５１ ０．６２４ ０．５４４ ０．８１２ ０．４１６ ０．４７４ ０．６８０ａ ０．５４６ａ

叶 Ｌｅａｆ ０．９６３ ０．５５２ ０．８３０ ０．５８９ ０．６７３ ０．５９６ ０．５４４４ ０．３８５ ０．５４７ａ ０．５２９ａ

２．２　抗感野生大豆接种疫霉菌后木质素含量的变化
　　从图１可以看到，抗病野生大豆接种疫霉根腐
病菌后Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３茎中木质素含量在病程的大部分
阶段明显高于相应对照，而 Ｒ４在整个病程低于相
应对照；在病程的大部分阶段，感病野生大豆 Ｓ１、Ｓ３

木质素含量均高于对照，而 Ｓ２和 Ｓ４则低于对照。
总体而言，抗病野生大豆（除 Ｒ４以外）在接种疫霉
菌后，茎中木质素含量较对照增加，且在病程的前期

（１２～３６ｈ），茎中木质素含量较对照的增幅高于感
病野生大豆。

图１　抗感野生大豆在接种疫霉菌后茎中木质素含量的变化
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｔｅｍｓｏｆｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰ．ｓｏｊａｅ
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　　抗感野生大豆在接种疫霉根腐病１号生理小种
后叶中木质素含量的变化如图２所示。抗病野生大
豆Ｒ１、Ｒ２及感病野生大豆Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４在病程大部分
时期叶中木质素含量低于对照，只有抗病野生大豆

Ｒ４和感病野生大豆Ｓ１在病程大部分时期木质素含
量高于对照。总体而言，接种疫霉菌后，大部分抗感

野生大豆在病程大部分时期叶中木质素含量低于对

照。

图２　抗感野生大豆在接种疫霉菌后叶中木质素含量的变化
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｅａｖｅｓｏｆｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰ．ｓｏｊａｅ

３　结论与讨论

木质素是植物体内重要的抗菌物质之一，当病

原菌侵染时，木质素能够沉积在细胞壁上从而形成

结构屏障，加固细胞壁，来抵御病原菌的入侵［２０］。

张宪政等［２１］研究指出木质素代谢过程中产生的游

离基提高细胞壁的木质化程度也可以钝化真菌细

胞，增加寄主植物抵御病原菌的能力，从而起到抗病

作用。许勇等［２２］和毛爱军等［２３］在不同植物分别研

究发现，木质素含量的增加导致抗病性增强。王海

华等［２４］研究表明木质素在细胞壁中的积累可能参

与了镍诱导的水稻对白叶枯病系统抗性的建立。本

研究表明接种疫霉菌后，抗病野生大豆茎中木质素

含量在病程的大部分时期高于对照，且在病程前期

的增幅大于感病野生大豆。在病程的大部分时期抗

感野生大豆叶中木质素含量低于对照。这说明木质

素参与了野生大豆对疫霉菌的抗病反应，尤其是在

茎中表现更为明显。张淑珍等［２５］用同样的野生大

豆材料为试材接种疫霉菌后，抗病野生大豆 ＰＡＬ的
活性高于对照，增幅大于感病野生大豆。这进一步

说明木质素合成相关酶ＰＡＬ活性增加，可导致木质
素含量增加，从而进一步提高野生大豆对疫霉菌的

抗性。

Ｅｎｋｅｒｌｉ［２６］用大豆疫霉菌接种不同的抗感栽培
大豆品种后，用电镜观察结果表明：在接种大豆疫霉

菌后，感病品种在１０ｈ之内，寄主细胞皮层没有明
显的反应，通过细胞内产生许多吸器，从而形成了一

个短暂的活体营养阶段。抗病品种在接种疫霉菌

后，几乎没有吸器产生。寄主细胞迅速坏死，４ｈ内
有大量细胞壁附加物形成，因此病原菌很少能穿过

寄主根部内皮层细胞而进入维管束组织。用大豆疫

霉菌侵染野生大豆茎部发现［２７２８］，抗病野生大豆侵

染后１２ｈ疫霉菌附着孢开始进入茎部表皮，而感病
野生大豆的附着孢已经完全进入茎部皮层。本研究

中大部分抗病野生大豆在接种疫霉菌后木质素的含

量较对照增加较快，特别是在接种的前期（接种后

１２～３６ｈ）增幅较感病野生大豆增幅大，说明木质素
的积累在抗病野生大豆抵御疫霉菌侵染的前期就参

与了抗病反应，可能是由于加固了细胞壁或钝化了

病原细胞，导致疫霉菌侵染速度减慢，提高了抗病

性。

本研究中抗病野生大豆 Ｒ４在接种疫霉菌后茎
中木质素含量的变化在整个病程时期均低于对照，

而叶中木质素含量的积累要明显大于对照和其他抗

感野生大豆，而Ｒ１、Ｒ２与Ｒ４正好相反，这说明不同
的抗病资源的抗性机制可能不同。木质素的变化可

能作为抗病性的鉴定指标之一，但在野生大豆抗疫

霉根腐病机理中仍需要更多的材料进行佐证，为进

一步研究野生大豆抗疫霉根腐病的机理奠定一定的

理论基础。

本试验结果表明：在接种疫霉菌前，抗感野生大

豆的木质素含量平均值在０．０５水平无明显差异；在
接种疫霉菌之后，抗病野生大豆茎中木质素含量在

病程的大部分时期高于对照，且在病程前期比感病

野生大豆增幅大。而抗感野生大豆叶中木质素含量

在大部分病程期低于对照。
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