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　　摘要：红斑病是牡丹上一种普遍发生的病害，但不同品种抗病性不同，合适的鉴定方法将为抗病品种的准确筛选
提供保障。选用抗性品种鲁菏红和感病品种赵粉作为试验材料，对牡丹离体叶片接种和活体植株接种病原菌进行抗

病性鉴定。同时，对患病牡丹丙二醛（ＭＤＡ）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量进行测定。结果发现：离体接种试验中，鲁菏红

和赵粉在选用的３个菌液浓度下病情指数均有显著差异，与活体接种时得出的结论一致，这表明离体鉴定方法可行。
此外，与对照相比，牡丹感染红斑病后体内 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２含量均升高，其中感病品种赵粉含量均显著高于抗病鲁菏

红，说明红斑病抗感品种生理上存在着差异。
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　　牡丹雍容华贵，深受我国人民的喜爱。不但具有极高的
经济价值，也有较高的药用价值，而且牡丹籽含油量和营养价

值极高，是一种理想的油料资源，近年来栽培面积不断扩

大［１］。然而，由于管理的粗放，其病害程度逐年加重。其中

发生普遍和危害严重的病害有３种：红斑病、根腐病、根结线
虫病［２］。牡丹红斑病也称霉病、轮斑病，是由牡丹枝孢霉菌

（ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｐａｅｏｎｉａｅＰａｓｓ．）引起的，是牡丹发生最为普遍
的病害之一。红斑病是一种叶部病害，发病程度可因品种和

地块的不同而不同。如在山东菏泽地区，有高达８０％以上的
牡丹园病害发生率在５０％左右，且重病园发病率甚至在９０％
以上［３－４］。受害植株光合速率降低、光合机构破坏、抗氧化酶

活性发生变化［５－６］。从外部表现看，受害牡丹生长势差、丹

皮、苗木产量低，花色衰退，严重时甚至死亡，严重阻碍了牡丹

产业化的发展。

但不同牡丹品种抗病性不同，为了合理利用牡丹的抗病

资源，达到控制病害的目的，需要有效地鉴定出抗病性强的品

种，而合适的抗性鉴定方法是筛选抗性品种的保障。本试验

研究抗性品种鲁菏红与感病品种赵粉离体和活体的抗病性鉴

定方法，旨在为牡丹红斑病的快速鉴定及抗病机制研究提供

参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１３年秋天从菏泽采购的２个牡丹品种鲁菏红与赵粉

移栽上盆，花盆规格４５ｃｍ×３２ｃｍ，花盆埋于大田越冬。２０１４
年３月中旬移入温室，温室温度２０～３０℃。常规浇水施肥管
理，植株生长正常。

１．２　试验材料培养的处理牡丹枝孢霉菌分离和培养

病原菌Ｃ．ｐａｅｏｎｉａｅＰａｓｓ．来自青岛农业大学生理实验室
从病叶上用组织分离法分离并鉴定的菌种。在 ＰＤＡ培养基
上培养，２５℃黑暗培养１０ｄ，待菌落长满培养皿时，用无菌水
冲洗培养皿，用超声波将病原孢子散开，分别配成浓度为

５．０×１０４、２．０×１０５、５．０×１０５、３．５×１０６孢子／ｍＬ的菌液，分
别进行离体叶片和活体植株的接种。

１．３　抗病性鉴定的处理方法
离体叶片接种法：选取鲁菏红与赵粉的枝条顶部的第２

张、第３张，叶片以０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌８ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５
遍，用无菌滤纸将水分吸干。分３个处理，处理１菌液孢子浓
度为 ５．０×１０４个／ｍＬ；处理 ２菌液孢子浓度为 ２．０×
１０５个／ｍＬ；处理３菌液孢子浓度为５．０×１０５个／ｍＬ。处理时
将菌液４０μＬ滴至叶片表面，在铺有无菌湿滤纸的培养皿中
保湿，每处理均为５０张叶。以无菌水处理叶片作对照，喷雾
保湿。观察离体发病情况，１０ｄ后统计病情指数。

活体接种法：选取鲁菏红与赵粉长势一致的植株，用喷雾

法将３．５×１０６个孢子／ｍＬ菌液喷于叶子的正反面至滴水，对
照用蒸馏水代替。参照吴玉柱等的方法［７］，利用喷雾器喷雾

保湿３ｄ，并保持温室空气湿度达８０％ ～９０％。分别于处理
后的２０ｄ统计２个品种的发病率。
１．２　牡丹病害病级鉴定标准
１．２．１　活体鉴定标准　对牡丹活体喷施处理２０ｄ进行统
计，病状分级标准见表１。

表１　牡丹红斑病活体鉴定标准［２］

病级 标准 级别代值

零级病害 无任何斑点 ０
１级病害 ≤５个小斑点 １
２级病害 ６～１０个小斑点 ２
３级病害 １１～２０个小斑点 ３
４级病害 ＞２０小斑点 ４

　　染病指数（％）＝∑（各级病株数 ×各级别代表值）／（调
查总株数×最大级别代值）。
１．２．２　离体鉴定标准　将牡丹红斑病进行人工离体鉴定，按
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照５级分级方法，将病级记录。然后根据公式算出病情指数，
本试验发病情况调查分为０、１、２、３、４、５级（表２）。

表２　牡丹红斑病离体鉴定标准

病级
病斑面积／叶片面积

（％） 级别代值

０ ０ ０
１ ０～５ １
２ ６～２５ ２
３ ２６～５０ ３
４ ５１～７５ ４
５ ＞７５ ５

　　染病指数（％）＝∑（各级病叶数 ×各级别代表值）／（调
查总叶数×最大级别代值）。
１．２．３　丙二醛（ＭＤＡ）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量的测定　取
活体处理２０ｄ的牡丹枝条顶部第２张、第３张叶片进行ＭＤＡ
和Ｈ２Ｏ２含量的测定，方法均参照文献［８］，重复３次。

数据使用Ｅｘｃｅｌ处理，用ＳＡＳ８．１数据处理软件进行显著
性分析。

２　结果与分析

２．１　牡丹离体鉴定结果
离体叶片发病初期，叶正、反面出现绿色针头状小点，后

变为水渍状圆点，发病时呈现出褐色病斑，严重时发病处变为

黑色，病斑扩展迅速，相连成片，并伴有霉味。鲁菏红和赵粉

的对照均没表现出发病症状，但２个品种在病原菌处理下均
有不同程度的发病表现。在浓度为５×１０４孢子／ｍＬ处理中，
鲁菏红发病非常轻，而在２×１０５、５×１０５孢子／ｍＬ处理下症状
明显。赵粉在３个浓度下均表现出明显的病害症状，在所有
浓度下病害症状均比鲁菏红重（图１）。随着处理浓度的增
大，鲁菏红和赵粉病情指数均升高，但赵粉病情指数高于鲁菏

红，说明在离体处理的过程中，所使用的鉴定方法和选用的病

原菌浓度是合适的（表３）。

表３　牡丹叶片离体鉴定病情指数

品种 菌液浓度（ＣＦＵ／ｍＬ） 病情指数（％）
鲁菏红 ５×１０４ ３．１

２×１０５ １６．７
５×１０５ １８．５

赵粉 ５×１０４ ３２．３
２×１０５ ４６．４
５×１０５ ５２．７

２．２　牡丹植株活体处理发病统计
对鲁菏红和赵粉植株进行病原菌液喷施，保湿３ｄ后，赵

粉叶正、反面出现绿色针头状小点，５ｄ时有病斑，而鲁菏红
１０ｄ时偶有小斑出现。３０ｄ左右时，可扩展成１０～２５ｍｍ大
小的病斑，呈紫红色，大多数病斑有明显的同心轮纹，近圆形，

最后病斑枯焦连成片（表４）。
２．３　牡丹枝孢霉菌侵染过程中ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２含量变化

ＭＤＡ是细胞膜脂过氧化的重要产物，ＭＤＡ的产生又可

表４　牡丹植株活体鉴定病情指数

品种 病叶数（张） 染病指数（％）
赵粉 ８７ ５６．６
鲁菏红 ５５ ２４．８

引起酶的变性和膜的损伤，会导致膜结构破坏，使膜透性增

大，其含量高低可反映植物的受害程度。鲁菏红和赵粉在枝

霉菌侵染２０ｄ后，２种牡丹染病后ＭＤＡ含量均高于相应对照
组，其中鲁菏红比对照 ＭＤＡ高 ５０％、赵粉比对照高 ８４．６％
（图２），表明ＭＤＡ含量的升高反映出受伤害的程度。牡丹植
株受侵染后Ｈ２Ｏ２的含量变化规律与 ＭＤＡ相似（图３）。由
此可以判断，病原菌侵染后，ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２含量升高，对细胞
膜造成过氧化作用，膜受伤害。

４　讨论

牡丹不同品种对红斑病的抗性不同，为了充分利用牡丹
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自身的抗病性，就要充分筛选抗病性品种进行研究，发掘抗病

资源。由于离体鉴定法具有快速、节省空间等优点，因此建立

合适的离体鉴定方法对筛选抗性品种非常重要。

本研究选用对红斑病抗性较强的鲁菏红和抗性较弱的赵

粉作为试验材料［２，９］，通过离体叶片接种病原菌和活体植株

喷施病原菌，调查病情指数的大小来反映抗病性强弱。本试

验结果表明，在浓度为５×１０４、２×１０５、５×１０５孢子／ｍＬ处理
下２个品种表现出明显差异，与活体鉴定中得出的结论一致，
这说明离体鉴定所选择的浓度范围是合适的，也说明离体鉴

定方法的可行性。在其他一些物种中也有离体与活体鉴定结

果一致的报道，如赵志祥对水稻抗瘟性离体鉴定结果与常规

的活体鉴定结果高度一致［１１］，黄振涛等报道小麦品种在抗秆

锈病的离体鉴定方法与活体鉴定结论一致［１２］。然而，宋维富

等发现小麦秆锈病离体与活体鉴定在个别品种上不完全

一致［１３］。

在受病原菌侵染后，抗感品种的生理生化大部分具有差

异。余文英等在甘薯抗疮痂病的研究中发现，感病品种的

ＭＤＡ上升幅度远高于抗病品种［１４］。本研究中受枝孢霉菌侵

染的牡丹叶片中无论是 ＭＤＡ还是 Ｈ２Ｏ２的含量，赵粉均显著
高于鲁菏红。在牡丹藏枝红受病原菌 Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍｃａｎａ

ｄｅｎｓｅ侵染后也观察到 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２的含量升高的现象。柯
玉琴等［１５］在研究烟草青枯病的 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２含量时结果相
似。然而江彤等研究却表明，在接种病原菌后抗性强的烟草

品种ＭＤＡ含量明显高于感病品种［１４］，这也许与寄主和病原

的不同以及取材时间的不同有关系。

本研究中创建了牡丹红斑病的离体叶片鉴定法，在便于

控制环境的条件下方便地鉴定品种抗红斑病的强弱，而且感

病后ＭＤＡ含量的变化也可作为抗病性强弱的参考，因此本
研究结果可为牡丹抗病性的鉴定和抗病品种的筛选提供

参考。
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