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摘  要：在江西省北部地区对 130 份番茄种质进行青枯病抗性田间自然筛选，并验证了这些种质对

当地优势青枯病菌菌株 RS100 的苗期抗性，发现 TK083 为优异的番茄抗青枯病种质。接种青枯病菌后，

TK083 木质部汁液中的青枯病菌数远低于易感型番茄‘Moneymaker’；TK083 叶片中 SOD 和 POD 活性

明显上升，MDA 含量在接种后初期小幅上升；几丁质酶和 β-1，3-GA 活性分别在接种前期和后期上升，

表明它们参与不同阶段的免疫反应；定量PCR结果显示参与青枯病免疫调控的SlNAP1、SlERF2a和SlERF3

的表达量在 TK083 根中显著被青枯病菌诱导上调。以上结果表明 TK083 可能通过多个途径协同应对青枯

病菌对番茄的侵染。
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Abstract：In the northern part of Jiangxi Province，130 tomato accessions were naturally screened for 

bacterial wilt resistance，and the seedling resistance of these accessions to the local dominant Ralstonia 

solanacearum strain RS100 was verified，and TK083 was found to be an excellent tomato resistant to 

bacterial wilt accessions. After inoculation with Ralstonia solanacearum，the concentration of the pathogen 

in the xylem sap of TK083 was much lower than that of susceptible tomato‘Moneymaker’. The activities 

of SOD and POD in the leaves of TK083 increased markedly，while the MDA content showed a slight 

increase in the early stages post-inoculation. The activity of chitinase and β-1，3-GA increased in the early 

and late stages of inoculation respectively，indicating that they were involved in different stages of immune 

response. RT-qPCR results revealed that the expression levels of SlNAP1，SlERF2a and SlERF3，which are 

involved in the immune regulation of bacterial wilt，were significantly up-regulated by Ralstonia 

solanacearum in TK083 roots. These results suggest that TK083 likely employs multiple pathways to 
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coordinately combat the infection of Ralstonia solanacearum. 
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青枯病是一种由青枯雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的植物土传性病害。青枯霍尔氏

菌的寄主范围较广，可侵染 54 科 450 余种植物，其中包括许多重要的作物，如烟草、番茄、辣椒、

茄子、马铃薯等（Hayward，1991；Zhang et al.，2017；Xiao et al.，2018；Habe et al.，2019；Wang 

et al.，2019；王亦栖 等，2023）。番茄青枯病在世界各地均有发生，在中国华南地区发生较为普遍，

严重时可导致番茄绝收，造成严重经济损失（汪国平 等，2004；任敏华 等，2022；王荣波 等，2024）。

青枯病菌通过植物根部的伤口、根尖和侧根部位入侵，进入皮层组织并侵入根部维管束，通过木质

部扩散至植物体全身，快速增殖的菌体往往会堵塞维管组织致使叶片发生失水萎蔫（Allen，2007；

Xue et al.，2020）。 

近年来，对青枯病抗病相关机理的研究取得一些重要进展。研究发现，在木麻黄中青枯病菌诱

导两种活性氧（reactive oxygen species，ROS）相关酶活性变化，其中超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）活性增加，过氧化物酶（peroxidase，POD）活性被抑制（许秀玉 等，2017）。

为了响应病原体感染诱导的 ROS 爆发，植物激活其抗氧化系统以消除过量的 ROS（Wang et al.，

2024）。接种青枯病菌后，番茄抗病品种 BT-10 植株中超氧化物歧化酶和过氧化氢酶的活性一直保

持在很高的水平，而在感病品种‘Arka Meghali’植株中这些酶的活性在后期降低；两者根中愈创

木酚过氧化物酶活性受青枯病侵染诱导，但在 BT-10 中的活性远高于感病品种（Mandal et al.，2011）。

高等植物普遍存在的 β-1，3–葡聚糖酶（β-1，3-glucanase，β-1，3-GA）和几丁质酶（chitinase）定

位于细胞间隙和液泡中，二者可以降解病菌细胞壁大分子和毒素，增强植物的抗病性（Benhamou et 

al.，1990；申姗娜和侯喜林，2009；欧秀玲 等，2013；Rawat et al.，2017；Li et al.，2023）。在青

枯病抗性分子机制方面，研究人员在辣椒中发现了 CaWRKY6 等 WRKY 家族转录因子对青枯病抗

性具有正调控作用（Dang et al.，2013；Cai et al.，2015；Ifnan Khan et al.，2018）。在番茄中也发

现了参与青枯病免疫调节的 WRKY 家族成员，转录因子 SlWRKY30 和 SlWRKY81 通过直接调节

SlPR-STH2 参与番茄青枯病抗性的调控，SlWRKY33 受青枯病菌诱导表达（Wang et al.，2017；Ke et 

al.，2023）。同时与植物抗逆、抗病机制密切相关的乙烯响应蛋白中，SlERF2a，SlERF2b 的表达受

到青枯病菌免疫激发因子 PehC 的诱导（Ke et al.，2023）。另外过表达 SlERF3 的 ERF 模块缺失突

变基因 SlERF3ΔRD 或者过表达 NAC 家族转录因子 SlNAP1 均能够提高番茄植株的青枯病抗性（Pan 

et al.，2010；Wang et al.，2020），说明两者在青枯病免疫调节中发挥重要作用。 

目前尚无有效的青枯病防治药剂，生物防治效果的稳定性也需进一步提高（方树民 等，2013；

Jiang et al.，2017；Dong et al.，2022）。选育抗病品种是防治青枯病的关键手段。国内外先后在花

生、马铃薯、番茄、辣椒和茄子中培育出了抗青枯病的品种（Sequeira & Rowe，1969；Grimault et al.，

1995；汪国平 等，2003）。但是青枯病菌遗传多样性丰富，导致抗病品种的抗病性地域效应明显（Huet，

2014；Li et al.，2016；Jiang et al.，2017），因此，针对特定种植区域，筛选优质、稳定的抗青枯病

种质对品种选育具有重要意义。本研究中在青枯病高发区对 130 份番茄种质进行大田抗性鉴定筛选

以及幼苗的抗性验证，筛选出抗青枯病种质 TK083 并对其免疫相关生理指标以及相关基因的表达进

行检测，初步探究了 TK083 对青枯病的免疫调节机制。 



方俊仪，巫伟峰，陆  乔，凌宏清，孔丹宇. 
番茄抗青枯病种质 TK083 的筛选和鉴定. 

 

 

1  材料与方法 

1.1  试验材料和栽培条件 

130 份番茄种质含普通栽培番茄 Solanum lycopersicum var. lycopersicum（SLL）、樱桃番茄 S. 

lycopersicum var. cerasiforme（SLC）和醋栗番茄 S. pimpinellifolium（SP）3 个种或变种（图 1，A）。

接种所用青枯病菌为当地青枯病高发区分离到的优势菌株 RS100，经鉴定确认为青枯病菌Ⅰ型。感病

番茄 Moneymaker 是番茄研究中的常用模式品种，其遗传背景清晰、易于栽培和繁殖，抗病性较弱，

常被用于研究番茄与病原菌的互作机制（Milc et al.，2019）。抗青枯病种质大田筛选试验地位于江西

省南昌市溪霞国家农业园青枯病高发试验地，该地为亚热带季风性气候。在该区设立番茄种植试验田。

春季最低日温达到 11 ℃以上时，将 130 份种质的番茄幼苗移栽到试验田中，每份种质不少于 20 株，

分别种植在试验田不同区域。从第 1 棵植株出现青枯病症状时开始记录，统计发病率，筛选出抗青枯

病的番茄种质。根据栽种后第 50 天的发病情况，将 130 份番茄种质分为 4 类：Ⅰ类，青枯病发病率 ≤ 

5%；Ⅱ类，5% < 发病率 ≤ 30%；Ⅲ类，30% < 发病率 ≤ 75%；Ⅳ类，75% < 发病率。 

1.2  番茄苗期青枯病抗性评估 

种子消毒（75%乙醇浸泡 5 min，蒸馏水冲洗；20% NaClO 浸泡 10 min，蒸馏水充分冲洗）后

放入垫有蒸馏水湿润滤纸的培养皿内，放至 28 ℃，相对湿度 55%的培养箱避光萌发，期间及时补

水。发芽幼苗移栽进土壤中，并在 25 ℃，湿度 55%，光照强度 15 000 lx 的条件下培养 20 d。在

Modified SMSA 半筛选固体培养基（Denny & Hayward，2001）平板上挑取青枯病菌 RS100 菌株单

克隆，28 ℃，200 r · min-1 摇床过夜培养，蒸馏水重悬菌液调整到 OD600 = 0.1，灌根接种。接种后于

温度 28 ℃，湿度 80%，光照强度 15 000 lx 条件下培养，并观察记录各个种质的发病情况。 

1.3  青枯病菌的分离和鉴定 

从番茄栽培地选取处于青枯病感病初期或中期的植株（25% ~ 50%叶片萎蔫），切取约 5 cm 茎

段（以上部带节最佳），上端平切，下端斜切；茎段悬挂在玻璃试管上，确保下端斜切面浸入无菌

水中，静置约 3 ~ 5 min 可观察到乳白色液体从茎段渗出，即为青枯病菌液。蘸取所收集的菌液，在

Modified SMSA 半筛选固体培养基平板上划线，正置放入 28 ℃生化培养箱避光培养 48 h。挑单克隆

进行分子鉴定，16S rRNA 测序比对进一步确认为青枯病菌菌株。对筛选出的抗性种质 TK083 和感

病番茄‘Moneymaker’各灌根接菌 12 株，4 株木质部汁液混为 1 份样品，每份种质 3 次重复。青

枯病菌定量分析采用茎段伤流法（Wang et al.，2021）。利用 RS100 16S rRNA 序列及 GenBank 数

据库中的 Ralstonia 代表序列构建进化树（邻接法）。 

1.4  生理生化指标测定 

在接种青枯病菌前（0 d）和接菌后 3、5、7、9 d 共 5 个时间点取样，每个样取 8 棵植株叶片

混为 1 个重复，3 个重复，取样后液氮速冻–80 ℃保存。H2O2、丙二醛（malondialdehyde，MDA）

含量，过氧化物酶（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）、几丁质酶和 β-1，3–葡聚糖酶（β-1，3-GA）

活性分别使用检测试剂盒（索莱宝，中国）进行检测，测定过程按各试剂盒说明书进行。 

1.5  番茄根、茎、叶总 RNA 的提取 

将番茄根、茎、叶样品在液氮中研磨成粉末，加入 TRIzol（赛默飞，美国）1 mL，振荡溶解后
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置于冰上，随后加入 200 μL 氯仿，4 ℃ 12 753 r · min-1 离心 15 min，取上清液于无 RNA 酶的离心

管中，并加入 50%上清液体积的异丙醇，冰上静置 10 min 后，4 ℃ 12 753 r · min-1 离心 10 min，倒

掉上清液，加入 75%乙醇清洗沉淀，吸去乙醇将沉淀晾至半透明，加入 20 μL RNase free 水溶解沉淀。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

分别提取番茄根、茎、叶总 RNA，反转录合成 cDNA。cDNA 的合成使用 RevertAid First Strand 

cDNA Synshesis Kit（赛默飞，美国）。使用 TB Green® Premix Ex Taq™（Tli RNaseH Plus）（TaKaRa）

和 Bio-RADCFX Connect（伯乐，美国）进行荧光定量 PCR 分析。引物信息见表 1。总反应体系 10 

μL，具体为：cDNA 模板 1 μL，正、反向引物各 0.2 μL，TB Green Premix Ex Tap（Tli RNaseH）（2×）

5 μL，ddH2O 3.6 μL。qRT-PCR 程序如下：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火和延伸 30 s，

40 次循环。引物信息见表 1。使用 2-ΔΔCt 计算相对表达量。 

 
表 1   qRT-PCR 所用引物 

Table 1 Primers for qRT-PCR 

引物名称 
Primer name 

正向引物（5′–3′） 
Forward primer 

反向引物（5′–3′） 
Reverse primer 

片段/bp 
Fragment length 

参考文献 
Reference 

qSlNAP1 CCAAATAGAGCAGCTGTGTCA TTGGTGGTTTGCCTTTGTAA 121 Wang et al.，2020
qSlERF2a TATGCACAATTACTTCGCGATG GCTTGTTGTTGTTGTTGTTG 155 Ke et al.，2023 
qSlERF2b CGACGATACAGAGGAGTTAGAC AAAAGTACCTAACCAAACACGC 96 Ke et al.，2023 
qSlERF3 GGTGCAGTTACAGCTATGGC CTAGCAGCGTTATCATAAGC 191 Pan et al.，2010 
qSlWRKY33 AAGGCAACAACAGACCACTG CCATCTTCCGCCTTCTGTTC 162 Ke et al.，2023 
qSlUBI TCGTAAGGAGTGCCCTAATGCTGA CAATCGCCTCCAGCCTTGTTGTAA 119 姜静 等，2017 

2  结果与分析 

2.1  130 份番茄种质青枯病田间自然发病情况 

对 130 份种质（图 1，A）进行田间观察发现，大部分种质在 30 d 时发病，50 d 后发病率基本 

 

 

图 1  130 份番茄种质青枯病的田间自然发病情况 

I 类：发病率 ≤ 5%；Ⅱ类：5% < 发病率 ≤ 30%；Ⅲ类：30% < 发病率 ≤ 75%；Ⅳ类：75% < 发病率。SLL：普通栽培番茄；SLC：

樱桃番茄；SP：醋栗番茄。 

Fig. 1  The natural incidence of bacterial wilt in 130 tomato accessions under field conditions 

ClassI：Incidence ≤5%；ClassⅡ：5% < incidence ≤ 30%；ClassⅢ：30%< incidence ≤ 75%；ClassⅣ：75% < Incidence. SLL：Solanum 

lycopersicum var. lycopersicum；SLC：S. lycopersicum var. cerasiforme；SP：S. pimpinellifolium. 
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不变。随着时间推移，大部分番茄种质的青枯病发病率逐渐上升；定植后 30 d 发病率达到 100%的

有 8 个种质，发病率为 0 的有 64 个；定植后 50 d 发病率为 100%的上升到 54 个，发病率为 0 的只

有 18 个（图 1，B）。定植 50 d 后 130 份番茄种质中Ⅰ类（发病率 ≤ 5%）有 18 种，Ⅱ类（5% < 

发病率 ≤ 30%）有 8 种，Ⅲ类（30% < 发病率 ≤ 75%）有 36 种，Ⅳ类（发病率 > 75%）有 68

种。普通栽培番茄中Ⅳ类的比例稍高，樱桃番茄中Ⅰ类的比例稍高，但普通栽培番茄、樱桃番茄和

醋栗番茄中 4 种类型的番茄均存在（图 1，C）。 

2.2  青枯病菌优势菌株及番茄种质苗期青枯病抗性筛选 

从试验田感病番茄植株中分离到了当地青枯病菌优势菌株 RS100。对 RS100 及 Ralstonia 代表

序列构建进化树，图 2 显示 RS100 与 GMI1000 聚在同一分支，bootstrap 值为 99。此外，RS100、

GMI1000、Ralstonia solanacearum LMG2299/UQRS461、3 条 Ralstonia syzygii 代表菌株聚在同一分

支，表明 RS100 是一种与 GMI1000 较近缘的青枯病菌菌株。 

 

 

图 2  青枯病菌菌株 RS100 与其他 Ralstonia 代表序列的系统进化树 
Fig. 2  Evolutionary tree of Ralstonia solanacearum strain RS100 with other Ralstonia representative sequences 

 

利用当地青枯病菌优势菌株 RS100 对 130 份番种质进行苗期抗性筛选。图 3，A 显示随着时间

推移发病种质数量逐渐增多。灌根接种后 12 d 整体发病率明显上升，18 d 时大部分种质发病，24 d

之后大部分种质发病率基本不变。接种后 24 d 时发病率 > 75%的有 15 种，在 30% ~ 75%之间有 59

种，0 < 30%的有 37 种，发病率为 0 的有 19 种。 

由图 3，B 可知，在田间自然筛选试验第 50 天和幼苗接种青枯病菌筛选第 24 天发病率均为 0

的种质仅有 TK083（樱桃番茄，来源地南美洲厄瓜多尔）。之后将 TK083 在试验田中连续种植 2

年，其青枯病发病率均小于 5%。 
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图 3  番茄种质青枯病菌抗性筛选 

A：幼苗接菌发病率；B：田间自然筛选与幼苗接菌筛选青枯发病率 

Fig. 3 Screening of tomato accession for resistance to Ralstonia solanacearum 

A：Incidence of seedling inoculation；B：Comparison of bacterial wilt incidence between natural screening  

in the field and seedling inoculation screening 

 

2.3  抗青枯病种质 TK083 的表型 

在灌根接种青枯病菌后 5 d，Moneymaker 幼苗开始出现青枯病感染症状，叶片发生失水萎蔫，TK083

的幼苗并无感染症状（图4，A）。接种5 d的幼苗木质部汁液中青枯病菌数TK083为0.36 × 106 CFU · mL-1，

远低于 Moneymaker 的 9.41 × 108 CFU · mL-1（图 4，B），并且 TK083 的发病率在接种后 24 d 仍为 0（图

4，C），说明青枯病菌虽然可以侵染 TK083，但其在 TK083 体内的繁殖受到了显著抑制。 

 

 

图 4  抗病种质 TK083 和感病种质 Moneymaker（Mm）幼苗在接种青枯病菌 5 d 后的表型（A）、木质部细菌数（B）和 24 d 内的发病率（C） 

t 检验，** 表示在 P < 0.01 水平上差异显著 

Fig. 4  Phenotype（A），number of xylem bacteria（B）and incidence rate（C）within 24 days of inoculation of resistant accession TK083 

and susceptible accession Moneymaker（Mm）seedlings 5 days after inoculation with Ralstonia solanacearum 

t-Test，** indicates significantly difference at P < 0.01 level 
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2.4  TK083 在接种青枯病菌后的相关生理变化 

检测结果（图 5）表明，接种青枯病菌后 TK083 叶片 SOD 和 POD 酶活性均出现明显上升，而

Moneymaker 并无类似变化，活性氧是植物免疫调控的重要信号分子，说明 TK083 中活性氧相关酶

快速响应青枯病菌侵染，迅速启动防御机制；MDA 是膜脂过氧化程度的重要指标，TK083 中 MDA

含量在接菌初期小幅上升之后变化较小，而 Moneymaker 中前 5 d 持续上升，说明与 Mm 相比，TK083

在受到侵染时其胞内活性氧较为稳定。另外两个与植物免疫相关的酶 β-1，3-GA 和几丁质酶活性在

TK083 接种青枯病菌后也出现变化，几丁质酶活性在前 7 d 总体呈上升趋势，而 β-1，3-GA 在接种

初期表现为波动的趋势，但 5 d 后呈上升趋势。Mm 的 β-1，3-GA 和几丁质酶活性变化趋势与 TK083

基本一致，但是 TK083 中酶活性增加更多。 

 

 

图 5  抗病种质 TK083 和感病种质 Moneymaker（Mm）幼苗在接种青枯病菌后的生理指标变化 

差异显著性分析采用 Duncan's 检验，不同小写字母表示同一种质不同时间差异显著（P < 0.05） 

Fig. 5  Changes of physiological indexes in seedlings of resistant accession TK083 and susceptible accession  

Moneymaker（Mm）after inoculation with Ralstonia solanacearum 

Significant difference analysis used Duncan's test，different lowercase letters indicate significant differences  

in the same accession at different times（P < 0.05） 
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2.5  抗感番茄接种青枯病菌后青枯病免疫相关基因的表达模式 

接种青枯病菌后 5 d，NAC 转录因子基因 SlNAP1 在 TK083 的根和茎中的表达被强烈诱导，其

表达量远高于感病品种 Moneymaker，说明 TK083 可能通过 SlNAP1 所在通路调节青枯病抗性；乙

烯响应因子 SlERF2a、SlERF2b 和 SlERF3 在 TK083 中的表达模式与 Moneymaker 存在差异，接种后

TK083 根中 SlERF2a 和 SlERF3 的表达显著升高，SlERF2b 无明显变化，而在 Moneymake 中 SlERF2a

则显著下调，SlERF2b 被强烈诱导表达，SlERF3 无明显变化；WRKY 家族基因 SlWRKY33 在二者的

根中都被强烈诱导，但是在 TK083 的叶片中表达被抑制（图 6）。 

 

 

图 6  抗病种质 TK083 和感病种质 Moneymaker（Mm）幼苗在接种青枯病菌 5 d 后相关免疫应答基因的表达模式 

t 检验，* 表示在 P < 0.05 水平上差异显著，** 表示在 P < 0.01 水平上差异显著，ns 表示差异不显著。 

Fig.6  Expression patterns of related immune response genes in resistant accession TK083 and susceptible accession  

Moneymaker（Mm）seedlings 5 days after inoculation with Ralstonia solanacearum 

t-Test，* indicates significantly difference at P < 0.05 level，** indicates significantly difference at P < 0.01 level， 

ns indicates no significant difference. 
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3  讨论 

使用抗性品种来识别病原体抗性基因是可持续控制病害的方法（Xu et al.，2022），本研究中获

得了一个番茄抗性种质 TK083，在接菌后表型正常的 TK083 茎中能够检测到青枯病菌，但是青枯病

菌数明显少于感病品种 Moneymaker，说明 TK083 虽不能避免青枯病菌侵染，但可能存在某种机制

显著抑制其在维管束中的繁殖，使青枯病不能爆发，实现与青枯病菌共存。 

微生物侵染可诱发植物体产生活性氧迸发（ROS burst）反应，诱导植物体内产生活性氧，少量

的活性氧作为信号分子激活进一步的应激反应，同时局部积累的高浓度活性氧可直接杀灭病原体，

而大量长时间堆积的活性氧则会使植物体产生细胞凋亡，不利于植物健康（Kadota et al.，2015）。

有研究表明，辣椒接种青枯病菌后 SOD 活性越高，材料抗青枯病能力越强（严希 等，2022）。TK083

被侵染后叶片中 SOD 和 POD 活性明显上升，表明 TK083 受到侵染时对活性氧的还原机制更为敏感

和迅速，与此对应的是其叶片 MDA 含量仅在前 3 d 小幅上升，之后较稳定，而 Moneymaker 的叶片

MDA 含量则一直呈现上升趋势。另外，TK083 的几丁质酶活性在侵染前期、β-1，3-GA 在侵染后

期出现明显上升，说明两者主要参与在不同时期的免疫反应。以往研究表明一些转录因子参与了植

物对青枯病菌的免疫反应，例如 WRKY、ERF 和 NAC 等家族（Pan et al.，2010；Wang et al.，2020；

Ke et al.，2023）。本研究中发现 TK083 中这些免疫相关转录因子基因的表达模式与易感的

Moneymaker 存在差异，例如 SlNAP1、SlERF2a 和 SlERF3 在 TK083 的根中被青枯病菌侵染强烈诱

导，但在 Moneymaker 中没有被诱导甚至被抑制，说明二者抗青枯病的策略有所不同，并且 TK083

可能通过多个信号通路协同实现抗病，但具体的分子机制有待进一步研究。 
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