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　　摘要：为探索棉花黄萎病的生物防治方法，对棉花黄萎病病菌激活蛋白的提取方法及活性进行了研究。将从感染
黄萎病的棉花组织中分离培养的棉花黄萎病病菌置于不同温度、不同转速条件下进行培养，对棉花黄萎病病菌的激活

蛋白进行提取，用１０００倍、１５００倍、２０００倍激活蛋白稀释液分别处理２个棉花品种（新陆中１１号、新陆中５０号）的
种子，检测激活蛋白对棉花种子发芽率的影响。结果表明，获得该菌最佳发酵条件为２６℃、２００ｒ／ｍｉｎ、７２ｈ，在此条件
下，菌丝干质量达５．８８ｇ／Ｌ。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测发现，在分子量为２５ｋｕ附近有１条集中的电泳谱带；激活蛋白
稀释液能够提高这２种棉花种子的发芽率，其中稀释１５００倍时效果最明显。结果表明，棉花黄萎病病菌激活蛋白具
有高效的诱导激活活性，可为研制低成本的蛋白生物农药提供理论依据。
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　　棉花黄萎病是一种世界性病害，其危害大、持续时间长、
可导致巨大经济损失。棉花黄萎病的发生是因为土壤含大量

菌，病原菌产生分化，缺乏抗棉花黄萎病的优良品种，温湿度

适宜条件不好，缺乏对棉花黄萎病严格的检疫制度和有效快

速的检疫手段等。１９３５年棉花黄萎病从美国传入我国，在陕
西泾阳、山西运城、山东高密和河南安阳等地区相继发生［１］。

１９７０年以后，我国１２个省（市、区）均发生了棉花黄萎病，主
要集中在黄河流域棉区。据统计，２０００年棉花黄萎病发病面
积已经达到３００万ｈｍ２［２］，种子交流使病原菌的种类越来越
多，形成了复合种群（基因型）［３］。有研究表明，棉花黄萎病

病菌的致病力均存在分化和变异，造成棉花黄萎病逐年加重

的主要原因之一是强致病力菌系的出现［４］。农药对农业生

产做出了巨大贡献，但是副作用很多，如环境污染、生态破坏、

病虫抗药性和农产品安全性等问题，为解决这些问题出现了

生物农药、生物肥料，使用生物农药、生物肥料是确保现代农

产品安全生产、保护环境的关键技术措施，用生物肥料代替农

药已经成为一种趋势。美国康奈尔大学韦忠民博士提出了过

敏蛋白具有抗病性功能［５］。２００１年美国 Ｃｏｒｎｅｌｌ大学和 Ｅ
ＤＥＮ生物科技公司从过敏反应蛋白中共同开发和研制了具
有抗病防虫功能的蛋白质分子生物新农药 Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ［６］。这
种产品在多种大田作物、经济作物上效果十分明显，对多种病

虫防治效果达５０％～８０％，增产１０％～２０％，是一种较为理想
的环境友好型生物农药。目前，具有代表性的微生物蛋白农药

有过敏蛋白（ｈａｒｐｉｎ）、隐地蛋白（ｃｒｙｐｏｇｅｉｎ）［７］和激活蛋白（ａｃ

ｔｉｖａｔｏｒ）［８］等几种类型。激活蛋白的作用机理在性质上类似动
物免疫的一种抗病机制，无毒，在植物体内和土壤中易分解、无

残留，是一种适合农业需求和环境友好的生物农药［９］。

黄萎病菌激活蛋白主要通过激活植物体内分子免疫系

统，提高植物自身免疫力；通过激发植物体内的一系列代谢调

控，促进植物根、茎、叶生长和提高叶绿素含量，从而提高作物

产量。

本试验为探索棉花黄萎病的生物防治方法，对棉花黄萎

病病菌激活蛋白的提取及活性进行了初步研究。从感染黄萎

病的棉花组织中分离培养棉花黄萎病病菌，置于不同温度下

以不同转速进行培养，对棉花黄萎病病菌的激活蛋白进行提

取，用激活蛋白处理棉花种子，检测激活蛋白对棉花种子发芽

的影响，探明棉花黄萎病病菌激活蛋白是否具有诱导激活活

性，为研制低成本的蛋白生物农药提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、仪器与试剂
１．１．１　菌种　棉花黄萎病病菌，采自石河子棉田的带病棉花
植株上，病原菌在新疆农业大学实验楼生物技术实验室进行

分离培养，经鉴定为棉花黄萎病病菌。

１．１．２　棉花种子　棉花品种为新陆中１１号、新陆中５０号，
均由新疆农业大学农学院作物遗传育种实验室提供。

１．１．３　仪器　立式压力蒸汽灭菌器，购自上海博讯实业有限
公司；１－１５Ｋ高速冷冻离心机，购自德国 ＳＩＧＭＡ公司；ＨＨ．
ＳＹ１１－Ｎ单列两孔水浴锅，购自金坛市医疗仪器厂；ＦＭ１００
雪花制冰机，购自美国 ＧＲＡＮＴ公司；ＦＭ２００４电子天平，购自
上海精密科学仪器有限公司。

１．１．４　试剂　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、丙烯酰胺、甘氨酸、Ｎ，Ｎ′－亚甲基
双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲基乙二胺、考马斯亮兰 Ｒ－２５０、
二硫苏糖醇、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、溴酚蓝、甘油、甲醇、乙
酸等，均为国产分析纯。
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１．２　试验方法
１．２．１　棉花黄萎病病菌发酵条件的优化［１０］　将棉花黄萎病
病菌接种在ＰＤＡ固体培养基上培养，打３个菌饼置于装有
１００ｍＬＰＤＡ液体培养基的三角瓶（２５０ｍＬ）中，设９个重复，
进行振荡培养，记录菌丝干质量。振荡温度为２４、２６、２８℃；
转速为１６０、１８０、２００ｒ／ｍｉｎ；振荡时间为２４、４８、７２ｈ。
１．２．２　棉花黄萎病病菌激活蛋白的提取及原液的设定　激
活蛋白的提取参照文献［１１］中的方法进行。依次用无菌水
和０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣＬ缓冲液冲洗菌体去除孢子，抽滤得菌
丝体；将菌丝体研磨（冰上操作），每次研磨５ｍｉｎ；在４℃下，
以１５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清液于沸水中加热 １０～
１５ｍｉｎ，取出置于冰上冷却５ｍｉｎ；再于４℃下，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，上清液即为激活蛋白粗提液原液，然后对其进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．２．３　棉花黄萎病病菌激活蛋白对棉花种子发芽的影响［１２］

　将棉花黄萎病病菌激活蛋白粗提液原液依次用水稀释
１０００倍、１５００倍、２０００倍，分别对２个棉花品种的种子浸泡
处理８ｈ，以清水浸泡作对照。每个处理浸泡种子２０粒，重
复３次。取出后用滤纸吸干滤液，将种子放在垫有滤纸（用
蒸馏水润湿）的培养皿中，置于人工模拟气候箱中培养。每

隔２４ｈ检测１次种子发芽率和幼根生长情况。

２　结果与分析

２．１　棉花黄萎病病菌培养条件的优化结果
图１、图２、图３分别表示不同发酵时间的１ＬＰＤＡ液体

培养基中棉花黄萎病病菌菌丝的干质量，菌丝在温度为

２６℃、转速为２００ｒ／ｍｉｎ、时间为７２ｈ的发酵条件下生长量最
大，菌丝干质量可达５．８８ｇ／Ｌ（图３），这为大量提取棉花黄萎
病病菌激活蛋白奠定了基础。

２．２　棉花黄萎病病菌激活蛋白的提取结果
电泳检测结果显示，提取蛋白分子量大小分布范围较广，

其中最为明显的是在分子量为２５ｋｕ附近有１条较为集中的
电泳谱带（图４）。

２．３　棉花黄萎病病菌激活蛋白对棉花种子发芽的影响
２．３．１　发芽率　从图５、图６可知，在培养２ｄ后，经激活蛋
白１５００倍稀释液处理的种子发芽率明显高于其他处理，发
芽率高达９５％。对于新陆中５０号，激活蛋白稀释液处理的
种子发芽率均高于对照，其中１５００倍稀释液处理的种子发
芽率最高，在培养２ｄ后其发芽率可达９５％。

２．３．２　胚根生长情况　棉花黄萎病病菌激活蛋白对棉花种
子的胚根长、胚根鲜质量、胚根干质量均有一定的影响，用

ＳＰＳＳ１８．０软件处理结果如表１所示。与对照相比，激活蛋白
１０００倍稀释液和１５００倍稀释液对棉花种子的胚根长、胚根
鲜质量、胚根干质量均有提升作用。其中稀释１５００倍时，激
活蛋白对棉花种子胚根生长的促进作用最强，且均达到显著
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水平，新陆中１１号胚根长５．３６ｃｍ，胚根鲜质量８０．５６ｍｇ，胚
根干质量７．４５ｍｇ；新陆中５０号胚根长５．１２ｃｍ，胚根鲜质量
７５．６７ｍｇ，胚根干质量７１３ｍｇ。表明棉花黄萎病病菌激活蛋
白具有一定的诱导激活活性。

３　讨论

近年来，从植物病原菌中研究发现了具有诱导植物广谱

抗性和促进植物生长的多功能植物激活蛋白，称为微生物蛋

白农药［１３］。该农药可通过诱导植物本身的抗病基因表达而

起到抗病防虫、促进生长的作用，对多种作物有效。激活蛋白

从培养８ｈ时产生，到７２ｈ时最多；在培养２４ｈ时出现活性，

表１　２个品种棉花种子胚根生长情况

处理
胚根长（ｃｍ） 胚根鲜质量（ｍｇ） 胚根干质量（ｍｇ）

新陆中１１号 新陆中５０号 新陆中１１号 新陆中５０号 新陆中１１号 新陆中５０号
清水 ４．３７Ｂｃ ４．１７Ｂｃ ６２．７５Ｃｃ ６１．２９ＡＣ ５．４９Ａｂ ５．３３Ａｂ

１０００倍液 ５．２８Ａｂ ５．０３Ａｂ ７８．２３Ａｂ ７３．０６Ａｂ ７．２３Ａｂ ６．７６Ａａ
１５００倍液 ５．３６Ａａ ５．１２Ａａ ８０．５６Ａａ ７５．６７Ａａ ７．４５Ａａ ７．１３Ａａ

　　注：同列数据后不同大写字母、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异极显著、显著。

７２ｈ时活性最高。从真菌中提取的植物激活蛋白是一种高
效、多功能、广谱性、无污染的能诱导植物对病虫害产生免疫

抗性的新型植物诱导物质［１４］。

本试验结果表明，棉花黄萎病病菌的最佳发酵条件为

２６℃、２００ｒ／ｍｉｎ、７２ｈ，在此条件下，菌丝干质量可达
５．８８ｇ／Ｌ，这与前人的研究结论［１５］相同，同时提供了最佳培

养温度和最佳培养转速，为棉花黄萎病病菌激活蛋白的批量

生产提供了技术依据。

４　结论

真菌蛋白的产量取决于其发酵条件。采用液体摇瓶培养

法，就棉花黄萎病病菌的发酵条件即培养温度、转速、培养时

间对产菌量的影响进行了单因素试验，得到最佳发酵条件为

２６℃、２００ｒ／ｍｉｎ、７２ｈ，为棉花黄萎病病菌激活蛋白的批量生
产提供了技术依据。

对棉花黄萎病病菌激活蛋白提取液进行电泳检测，结果

表明，提取蛋白分子量大小分布范围较广，其中在分子量为

２５ｋｕ附近有１条较为集中的电泳谱带，说明本试验采用的
方法适用于提取棉花黄萎病病菌激活蛋白。

激活蛋白对２个不同品种棉花种子的胚根长、胚根鲜质
量、胚根干质量均有一定的影响。激活蛋白１０００倍稀释液
和１５００倍稀释液对棉花种子的胚根长、胚根鲜质量、胚根干
质量均有一定的促进作用，当稀释１５００倍时，激活蛋白对棉
花种子胚根生长的促进作用最大，此结果表明棉花黄萎病病

菌激活蛋白在稀释１５００倍时具有高效的诱导激活活性。
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