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摘要: 为揭示水杨酸 ( SA )诱导山茶产生抗病性反应机制,采用琼脂平板法测定了 SA对山茶灰斑

病菌 P estalotiop sis guep inii ( Desm. ) Stey的影响。结果表明,浓度为 0~ 5mmol /L的 SA对该菌的生

长没有抑制作用。用 SA喷雾涂布叶片诱导山茶抗性, 其植株内过氧化物酶 ( POD )、多酚氧化酶

( PPO)、过氧化氢酶 ( CAT )、苯丙氨酸解氨酶 ( PAL)等防御酶对山茶灰斑病菌诱导信号有不同响

应。诱导并挑战接种处理的植株体内上述酶活性比只诱导不接种处理上升速度快,不同浓度的 SA

诱导及诱导后挑战接种植株体内的 POD、PPO、CAT、PAL活性与 SA浓度呈正相关。各防御酶活性

与感病指数的相关性分析表明, CAT活性与感病指数显著负相关 ( r= - 0. 9730) ,除 PPO与感病指

数的相关系数很低外, 其它酶均较高, 尽管未达到显著水平, 但仍说明 POD、PAL在诱导山茶抗病

性中具有重要作用。
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Abstract: To reveal the response mechan ism of salicy lic ac id ( SA ) to induced resistance of camellia,

the effect o f SA toP estalotiopsis guep inii ( Desm. ) S tey w as de term ined using the agar platemethod. The

resu lts show ed tha t the concentration o f SA at 0- 5 mmo l/L had no inh ib it ion effect to the grow th of the

pathogen. The de fense enzymes such as sperox idase ( POD ) , po lypheno l ox idase ( PPO ), cata lase

( CAT) and phenyla lanine amonn ialyase ( PAL ) had d ifferent responses to the disease resistance o f ca-

me llia induced by spraying SA. The enzym es treated w ith bo th inducement and challenge inocu lation w ere

faster than those only treated w ith inducement in the plants. The act iv it ies o fPOD, PPO, CAT, and PAL

w ith different concentrations of SA inducem ent and challenge inoculat ion had the positive corre lationsw ith

the concentration o f SA. The correlation ana lysis show ed that the CAT activ ity had significant correlation

( r= - 0. 9730) w ith infection index. How ever, the rest enzymes didn� t show sign ificant correlations

w ith infect ion index, bu t still had high corre lation coeffic ients except PPO, indicating that POD and PAL

played important ro les in the induced resistance.
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� � 植物诱导抗病性是植物中普遍存在的一种遗传
机能, 只要采用合适的诱导因子处理就可使这种潜

能表达出来, 一些非生物物质如水杨酸 ( salicy lic

acid, SA )
[ 1- 2]
、甲 壳低 聚 糖 ( ch itin-oligosaccha-

ride)
[ 3]
、茉莉酸 ( jasmon ic acid, JA )及其衍生物、苯

并噻唑类 ( benzo ( 1, 2, 3 ) thiad iazole-7-carboth io ic

acid S-methy lester, BTH )、2, 6-二氯异烟酸 ( 2, 6-d-i

chloro ison ico tianic acid, INA )、乙烯 ( ethylene, ETH )

等
[ 4]
均能诱导植物产生系统获得抗性 ( system ic ac-

quired resistance, SAR)。其中, SA已被普遍认为是

诱导 SAR的信号分子之一,可诱导烟草抗烟草花叶

病毒
[ 5]
、水稻抗白叶枯病

[ 6 ]
、玉米抗大斑病

[ 7]
、花生

抗叶斑病
[ 8]
、黄瓜抗黑星病

[ 9 ]
,桉树抗青枯病

[ 10]
等。

山茶灰斑病是严重影响山茶观赏价值的重要园林植

物病害,目前有关该病的报道主要集中在对病原菌

生物学特性
[ 11]
以及化学防治等

[ 12]
方面, 而将诱导

抗病性机制应用于园林植物,特别是多年生木本植

物,至今尚未见报道。

本研究以 SA为诱导因子,测定 SA诱导以及诱

导后挑战接种山茶叶内苯丙氨酸解氨酶 ( pheny-

lalnine ammonialyase, PAL)、过氧化物酶 ( perox idase,

POD)、多酚氧化酶 ( po lypheno l ox idase, PPO )、过氧

化氢酶 ( catalase, CAT)活性的变化与病害发生的关

系,以期揭示 SA诱导山茶产生抗病性反应机制。

1 材料与方法

1. 1 材料

山茶品种: 七心红 Cam ellia p itard ii, 4年生, 雅

安花卉公司购买, 种植于田间, 行距 1m, 株距 0. 5

m。培养基: PDA培养基 (马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、

琼脂 20 g、蒸馏水 1 000mL)。

供试菌种: 山茶灰斑病菌 P estalo tiop sis guep inii

( Desm. ) S tey,四川农业大学森林保护省级重点实

验室提供, 接种于 PDA平板上, 25~ 28 � 人工气候

箱培养, 4天后用打孔器打直径为 5mm的菌丝块,

备用。

供试试剂:水杨酸 (分析纯 )购自上海通微生物

技术有限公司; 0. 05% 吐温 80、聚乙烯吡咯烷酮

( PVP,分析纯 )、磷酸 (分析纯 )、氯化硝基四氮唑蓝

(NBT, 99% )、99% D - 甲硫氨酸、邻苯二酚 (分析

纯 )、99. 5%高锰酸钾、硼酸 (分析纯 )、99% D -苯丙

氨酸等均购自上海实验试剂有限公司。

1. 2 不同浓度水杨酸对病原菌菌丝生长的影响

平板法测定,即在 PDA培养基中加入经微孔滤

膜 ( 0. 22�m)过滤的 SA,配成终浓度为 0、0. 5、1、2、

3、5、7、10mmo l/L的含 SA平板, 1mmol /L NaOH调

节 pH至 6. 8。接种直径为 0. 5 cm的菌丝圆片, 以

不加 SA为对照, 25~ 28 � 、12 h光周期培养, 观察

菌丝生长情况。每处理重复 3次, 分别在接种后第

2天和第 4天测定菌落直径。

1. 3 水杨酸的诱导处理

根据 1. 2中的 SA浓度筛选结果,设置 SA浓度

为 0. 5、2、5mmo l/L进行诱导处理, 以清水作对照。

调节溶液 pH至 6. 8, 加 0. 05%吐温 80进行叶面喷

雾处理,套袋保湿 12 h, 3次重复,第 2、3天各重复 1

次, 以确保 SA能够有效被植株吸收。

试验设置: � SA诱导但不接种; � SA诱导后

间隔 3天挑战接种灰斑病菌两组处理。由于病原菌

多以伤口侵入,因此均采用针刺接种,以接种清水为

对照,每处理重复 3次, 每株为 1个重复。其中一组

用于防御酶活性的测定, 分别于接种前 1天和接种

后 1、2、3、4、5、7、10、15天随机选取各处理山茶平行

叶, - 80 � 超低温冰箱中保存备用。另一组于接种

后 10天进行病情调查, 计算感病指数及诱抗效果。

病情分级标准: 0级:叶片无病斑; 1级:叶片病斑面

积为 10 cm
2
以下; 2级: 叶片病斑面积为 10 ~ 20

cm
2
; 3级: 叶片病斑面积为 20~ 40 cm

2
; 4级: 叶片病

斑面积为 40 cm
2
以上。

� � 感病指数 = [ � (病级指数 �病叶数 ) / (叶数

总和 �发病最重的病级数 ) ] � 100

� � 诱抗效果 (% ) = [ (对照感病指数 -处理感病

指数 ) /对照感病指数 ] � 100

1. 4 酶液的提取及活性测定

酶液的提取参照童蕴慧等
[ 13]
的方法: 0. 5 g山

茶叶片,液氮研磨, 加适量聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP)及

5mL 0. 5mo l/L pH 6. 8磷酸缓冲液研磨成匀浆, 2

� 、12 000 g离心 20m in, 上清液为粗酶液。

POD活性测定参照 Srivestava& van Huystee
[ 14]

的方法, PPO活性测定参照庞发虎和王正德
[ 15]
的方

法, CAT活性测定参照时朝等
[ 16]
方法, PAL活性测

定参照陈建中等
[ 17]
方法。

1. 5 数据处理

试验数据采用 M icrosoft Exce l和 LSD多重差异

比较、SSR测验进行统计分析。
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2 结果与分析

2. 1 外源水杨酸对山茶灰斑病菌菌丝生长的影响

结果表明, 供试灰斑病菌在含 SA的平板上均

生长良好,第 2天除 10mmo l/L SA处理与对照有显

著差异外 (P < 0. 05) , 其它处理与对照差异均不显

著;第 4天 7mmo l/L SA的平板上灰斑病菌生长情

况与对照差异显著 (P < 0. 05) , 而 10mmol /L处理

与对照差异达极显著水平 (P < 0. 01)。说明高浓度

的 SA处理抑制灰斑病菌菌丝生长, 而浓度为 0~ 5

mmo l /L的 SA对山茶灰斑病菌生长没有抑制作用。

2. 2 水杨酸诱导后山茶防御酶活性时序变化

2. 2. 1 POD活性

不同浓度的 SA诱导及诱导后挑战接种植株体

内的 POD活性水平均显著高于对照,且酶活性变化

幅度与 SA浓度呈正相关,以 5mmo l/L SA处理的酶

活性最高、变化幅度最大, 而 SA浓度为 0. 5mmo l /L

和 2mmo l/L两个处理在酶活变化幅度上差异不显

著。SA诱导后挑战接种后的 1~ 2天, 对照的酶活

性有一个急剧下降的过程,之后表现较为平稳,但在

整个处理阶段保持在较低的活性水平 (图 1)。

2. 2. 2 PPO活性

山茶经 SA诱导及诱导后挑战接种, 均可引起

山茶叶内 PPO活性增强。其中 SA诱导处理的酶活

性随 SA浓度的增大而显著升高, 且在处理的整个

阶段均高于对照, 5mmo l /L SA诱导处理的酶活性变

化幅度最大,其次为 2mmo l/L, 0. 5mmo l/L最小;而

诱导后挑战接种处理中, 2mmo l /L与 5mmo l/L SA

处理表现较为相似的酶活性变化趋势, 除接种后

1~ 3天 2mmol /L SA处理较 5mmo l/L的变化幅度

大以外, 其余时间均未表现出显著差异, 而 0. 5

mmo l /L的 SA处理变化幅度最小 (图 1)。

2. 2. 3 CAT活性

山茶经 SA诱导及诱导后挑战接种, 引起 CAT

活性的变化存在较大差异。 2mmo l/L和 5mmo l /L

SA诱导后 CAT活性变化幅度较大, 均表现较高的

活性水平, 这与活性氧的有效清除有关, 而 0. 5

mmo l /L SA诱导后 CAT活性受抑制。在 SA诱导后

挑战接种处理中, 2mmo l/L和 5mmo l/L处理的 CAT

活性较对照及 0. 5mmo l/L处理高, 且初期缓慢上

升,随后趋于下降; 在整个阶段中, 0. 5mmo l/L处理

的酶活性除第 3、5天较对照高外, 其余时间均低于

对照 (图 1)。

2. 2. 4 PAL活性

在诱导处理中, 0. 5mmol /L的 SA诱导后表现

出较低的 PAL活性, 仅第 3、5天的酶活性高于对

照; 5mmol /L的处理较 2mmo l/L提前 4天达到活性

高峰,且两者的酶活性变化幅度均大于 0. 5mmo l/L

处理。在诱导后再挑战接种的各处理中 1 ~ 3天

PAL均表现出较对照低的酶活性, 这与接种后对照

积极抵抗病原菌的侵入有关; 整个处理阶段, 5

mmo l/L的 SA处理较其它两个处理的酶活性都高,

但三者均表现出相似的变化趋势, 即 PAL活性初期

升高,后期缓慢下降,且高于对照 (图 1)。

2. 3 防御酶活性与感病程度的相关性

结果表明,除 CAT活性与感病指数显著负相关

外, PAL、POD活性的相关系数均未达到显著水平,

但由于其相关系数较高, 所以与山茶的抗病性仍然

具有很高的相关性; 而 PPO活性的相关系数很低,

仅为 - 0. 2840,因此不能作为抗性指标。 SA诱导并

挑战接种 10天后, 对照及 0. 5、2、5mmo l/L处理的

感病指数分别为 50. 80、67. 10、47. 90、38. 40, 其中

0. 5mmo l/L的 SA诱导后挑战接种发病最为严重,

诱抗效果为 - 32. 09%;其次是 2mmo l/L处理,诱抗

效果仅为 5. 71% ;以 5mmo l/L的 SA处理感病指数

最低,诱抗效果达到 24. 41% (表 1)。表明随着 SA

处理浓度的升高,山茶的抗病能力随之增强,处理浓

度过低,不仅不能诱导植物的抗病性,相反会在一定

程度上增加植物的感病能力。

3 讨论

近年来, SA在诱导植物抗病性方面的作用已备

受关注。吴建丽和郝建军
[ 18]
研究表明, SA是诱导

抗性产生的重要因素,能激活一系列植物抗性防御

反应。从本试验结果可以看出, 0~ 5mmo l/L的 SA

对山茶灰斑病无直接毒性, 并能使感病指数显著

下降。

植物的抗病性建立在一系列物质代谢的基础

上, 其中催化这些代谢反应的酶
[ 19- 21]

为关键因子。

本研究用 SA诱导并挑战接种后, POD和 CAT出现

应急反应,活性大幅度升高,并分别于 1周左右达到

高峰,之后开始下降, 这与 Avdiushko等
[ 22]
的 � POD

和 CAT可以清除 SOD歧化产生的 H 2O2和超氧自

由基,以避免对细胞的伤害�的结论一致;而 POD活

性与岳东霞等
[ 23]
的结果不一致,可能与提取方法不

同有关 , 如 Srivestava& vanHuystee
[ 14]
的方法加大
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图 1 防御酶系活性变化

F ig. 1 Changes of the defense enzyme activ ity

� � 注: A: SA处理不接种; B: SA处理并接种灰斑菌。Note: A: SA trea ted; B: SA treated andP. guepinii inocula ted.

了离子强度, 更有利于 POD与质膜或细胞壁的分

离;另外, CAT活性与王海华等
[ 24]
的结果也不一致,

可能由于本试验病原菌的挑战接种扰乱了山茶体内

代谢平衡,使寄主的 2种酶防御体系失去相应作用,

不能清除体内产生的活性氧,导致细胞崩溃死亡,表

现出叶片坏死的典型症状。
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表 1 防御酶活性与感病指数的相关性

Tab le 1 Co rre la tion ana lysis between infection index and enzym e activ ities

处理

T reatm ent

POD活性

POD activ ity

PPO活性

PPO activ ity

CAT活性

CAT activ ity

PAL活性

PAL activ ity

感病指数

Infection index

诱抗效果 (% )

Induced effect

CK 55. 05� 1. 19 b 81. 98 � 2. 29 d 21. 56� 0. 88 b 100. 55� 1. 41 b 50. 80 � 1. 61 b � �

0. 5 mmo l/L 43. 11� 1. 22 c 87. 71 � 1. 70 c 19. 21� 2. 10 bc 94. 94� 1. 07 c 67. 10 � 0. 28 a - 32. 09� 0. 63 c

2 mmo l/L 57. 45� 1. 56 b 113. 09 � 1. 19 a 22. 70� 0. 35 ab 100. 69� 0. 05 b 47. 90 � 1. 04 c 5. 71� 0. 05 b

5 mmo l/L 82. 80� 0. 18 a 92. 40 � 0. 72 b 25. 55� 0. 14 a 110. 90� 0. 91 a 38. 40 � 0. 76 d 24. 41� 0. 12 a

相关系数

Corre lation coe fficient
- 0. 9206� - 0. 2840� - 0. 9730

* - 0. 9296� - 0. 9206� � �

� � 注:表中数据后不同英文字母表示在P < 0. 05水平差异显著 ( SSR测验 ), * 表示显著相关。Note: D ata followed by different letters

indicate significant differences atP < 0. 05 level by SSR tes.t * m eans significant correla tions betw een infection index and enzyme activities.

� � PAL是木质素与植保素沿苯丙烷类代谢途径合

成的关键调节酶,可使木质素大量生成并沉积在细

胞壁周围,将病原菌限制在一定的细胞范围之内,从

而修复伤口、抑制病原菌的繁殖
[ 22]
。Mauch &

S lisarenko
[ 25 ]
研究证明, PAL能介导合成木质素和水

杨酸, 从而产生抗病性。本试验 PAL活性表现为初

期升高, 后期缓慢下降的趋势, 这与 M andal等
[ 26 ]
、

Ca i等
[ 27]
、D ixon等

[ 28]
众多研究结果一致, PAL活性

的变化反应了在病原菌侵入时植物抵抗病原菌侵染

的能力,因此 PAL活性的高低与植物抗病能力有

关,这与 PAL和感病指数相关性分析结果是一致

的。PPO参与酚的氧化, 可形成对病菌毒性较高的

醌类物质
[ 22]

,本试验 PPO活性的变化随 SA浓度的

增大而显著升高,该酶活性的增加可激活寄主潜在

的抗病基因的表达,使寄主植物表现出抗病性,而相

关性分析表明,在山茶诱导抗性中 PPO的作用不及

POD、CAT、PAL,这与李淑菊等
[ 29]
的研究结果相似。

在对山茶诱导机制的研究中,除 PPO外,经 SA

诱导后植株体内的 POD、CAT、PAL活性与植物的诱

抗效果呈正相关,其中高浓度 SA诱导后各生化指

标的变化幅度最大。结合陈芳等
[ 30]
、王海华等

[ 24]

的研究报道可以看出, 在对病原菌无抑制作用的前

提下, SA处理浓度越高, 对病原菌引起的自身代谢

失调的保护反应就越强, 植物表现的抗病性也就越

强。在生产实践中, 若将 SA与生防菌剂配合使用,

可能会有更好的防治效果。由于 SA是一个有效的

内源信号分子,因此, SA在植物防卫反应中的作用、

转运方式以及寄主体内其它生理生化因子的响应还

有待进一步探讨。
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