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　　摘要：为了探究水稻幼苗叶片受稻瘟病菌侵染后氧化还原状态的影响，以水稻感病种质日本晴、抗病种质武运粳
７号为材料，接种本区域稻瘟病菌混合小种，测定水稻叶片内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶
（ＣＡＴ）等活性氧清除酶系的活性，以及丙二醛（ＭＤＡ）含量、可溶性蛋白含量。结果表明，稻瘟病菌侵染后水稻抗病材
料、感病材料幼苗叶片内ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等活性氧清除酶系活性均增强，且 ＭＤＡ含量、可溶性蛋白含量都呈增加趋
势。感病材料日本晴活性氧清除酶系活性的增加幅度明显大于抗病材料。
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　　水稻是世界上最重要的粮食作物之一，是全球约４０％人
口的主食。水稻产量直接影响我国的粮食安全及农业可持续

发展。在影响水稻产量的生物胁迫因子中，稻瘟病是造成水

稻减产的主要因素之一。稻瘟病在水稻生长发育的各个阶段

以及各个部位都有发生，主要有苗瘟、叶瘟、穗瘟、节瘟、谷粒

瘟等类型，其中比较常见且对水稻危害最严重的是叶瘟、穗

瘟［１－２］。稻瘟病是由稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）引起的一
种真菌性病害，主要特征是病斑具有明显的褐色边缘，中央灰

白色，遇到潮湿环境时，病部呈灰色霉状物［３－４］。稻瘟病分布

广泛，在全球多个国家、地区都有流行。近几年来，我国长江

中游、西南、东北等稻作区经常发生大面积稻瘟病病害，水稻

减产严重［５］。在病害流行的年份，一般减产１０％ ～２０％，较
严重可达４０％～５０％，大发生时甚至颗粒无收［６－７］。稻瘟病

因其分布范围广、造成危害大而受到广泛重视［８］。植物抗病

的生理生化反应是通过酶催化活动来实现的。正常情况下，

植物体内产生的活性氧系统有利于保护植物体，同时也作为

第二信使进行信号传递，这时活性氧清除酶系、抗氧化系统处

于较低水平的动态平衡。一旦植物体受到病害胁迫，会导致

植物体内活性氧积累，打破二者的平衡状态，从而导致活性氧

类物质积累，打破植株体内氧化还原系统的平衡，引发植物体

的抗病反应。活性氧清除系统包括抗氧化酶类，如超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、抗坏
血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）等，抗氧化物质有谷胱甘肽（ＧＳＨ）、

抗坏血酸（ＡＳＡ）、维生素Ｅ等［９］。潘汝谦等研究表明，黄瓜感

染霜霉病后体内 ＰＯＤ活性迅速升高，且 ＳＯＤ酶活性也明显
上升［１０］。魏颖颖等研究表明，烟草与黄瓜花叶病毒互作中过

氧化氢酶（ＣＡＴ）活性显著上升［１１］。本研究以水稻感病材料

日本晴、抗病材料武运粳７号为材料，接种江苏省淮安市本地
的稻瘟病菌混合生理小种后，测定水稻叶片内 ＳＯＤ、ＰＯＤ、
ＣＡＴ等活性氧清除酶系的活性变化以及丙二醛（ＭＤＡ）含
量、可溶性蛋白含量的变化，探讨不同遗传背景的水稻种质资

源与稻瘟病的抗性关系，旨在为防治稻瘟病提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验选用的水稻品种为感病材料日本晴、抗病材料武

运粳７号，所接种的稻瘟病病菌菌株为淮安市本地的稻瘟病
菌生理小种。挑选颗粒饱满、大小一致的种子，洗净后用水浸

泡，在２６～２８℃保温箱中保温催芽，挑出露白一致的种子播
于纱网上，将催芽４～６ｄ的幼苗（即当苗长至１叶１心期时）
用海绵松松地包裹，嵌入打孔泡沫板（厚度１．５ｃｍ）中，移至
盛有２Ｌ１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液塑料箱，在ＨＰ１０００ＧＳ型智能人
工气候箱中培养。昼夜温度分别为２８、２６℃，空气相对湿度
为 ７０％～８０％。幼苗适应生长１ｄ后进行喷雾接种处理。
１．２　喷雾接种处理

将上述稻种的水稻幼苗分为日本晴健康株对照、日本晴

接菌处理株、武运粳７号健康株对照以及武运粳７号接菌处
理株。健康株对照的处理方法是在水稻幼苗叶片上均匀喷雾

接种缓冲液，接菌处理株则是在叶片上喷雾接种含淮安市本

地稻瘟病菌混合小种的悬浮液，接种后０、１、２、３、４、５、６ｄ天
各取样１次，测定水稻幼苗叶片中 ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＣＡＴ等保护酶
系活性的变化及ＭＤＡ含量、可溶性蛋白含量变化，每个样品
设置４个重复。
１．３　生理指标的测定
１．３．１　ＳＯＤ活性测定　称取０．５ｇ水稻叶片放入研钵中，加
５ｍＬ预冷的磷酸缓冲液研磨成匀浆，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
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２０ｍｉｎ，低温保存上清液，其上清液即为酶的粗提取液，采用
ＮＢＴ还原法测定ＳＯＤ活性［１２－１３］。

１．３．２　ＰＯＤ活性测定　取１ｍＬ上述酶的粗提取液，以愈创
木酚为底物，测定４７０ｎｍ处的吸光度，酶活性用每克蛋白每
分钟Ｄ４７０ｎｍ增加值表示。
１．３．３　ＣＡＴ活性测定　采用魏颖颖等的方法，将１．５ｍＬ浓
度为３０％的Ｈ２Ｏ２用０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值为７．０）
稀释定容至１２５ｍＬ，取反应液２．８ｍＬ，加入上述酶的粗提取
液０．２ｍＬ，以反应液为对照，测定ＣＡＴ活性［１３］。

１．３．４　ＭＤＡ含量测定　采用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法［１４］测

定叶片的ＭＤＡ含量。
１．３．５　可溶性蛋白含量测定　称取０．５ｇ水稻叶片放入研
钵中，加５ｍＬ蒸馏水研磨成匀浆，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
后取上清液１ｍＬ用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０染色法测定可溶性
蛋白含量，以牛血清蛋白作为标准。

１．４　数据处理
用ＳＰＳＳ１６．０软件统计分析数据。

２　结果与分析

２．１　接种稻瘟病菌对水稻幼苗形态的影响
从水稻叶片喷雾接种稻瘟病菌混合小种１０ｄ后发病的

表型来看，其稻瘟病发病表型已有明显显现。感病材料日本

晴接菌处理株的幼苗叶片上边缘及中央产生了椭圆形或梭形

病斑，中间灰白色，外围为褐色，最外层有黄色晕圈，呈现严重

的发病表型。抗病材料武运粳７号的幼苗叶片没有明显的病
斑（图１）。由此可见，不同遗传背景的水稻种质受稻瘟病菌
侵染后抗性表现不同。

２．２　接种稻瘟病菌对水稻幼苗叶片活性氧清除酶系活性的
影响

２．２．１　接种稻瘟病菌的水稻幼苗叶片中 ＳＯＤ活性变化　
ＳＯＤ是植株体内清除超氧阴离子的酶系，负责把过量的超氧
阴离子转化为过氧化氢。喷雾接种本地稻瘟病菌混合小种

后，水稻幼苗叶片内 ＳＯＤ的活性随处理时间的延长而提高
（图２）。日本晴幼苗叶片的ＳＯＤ活性提高幅度较大，武运粳
７号叶片的ＳＯＤ活性在接种后１～５ｄ内呈上升趋势，接种后
６ｄ稍有下降。稻瘟病菌侵染后可能引发了日本晴叶片内超
氧阴离子含量增加，植株需要增加ＳＯＤ活性以快速清除过量
的超氧阴离子。

２．２．２　接种稻瘟病菌的水稻幼苗叶片中ＰＯＤ活性变化　水

稻幼苗叶片接种稻瘟病菌之后，叶片内 ＰＯＤ的活性均显著
（图３）。其中日本晴叶片接种后６ｄＰＯＤ活性比对照提高约
６倍；武运粳７号植株叶片内ＰＯＤ活性变化相对平缓，提高幅
度较小。ＰＯＤ是植物细胞用来清除过氧化氢、酚类、胺类等
毒害物质的抗氧化酶，该酶活性的提高暗示稻瘟病导致了叶

片内上述毒害物质的积累，从而引发了 ＰＯＤ活性的增强，以
分解毒害物质。

２．２．３　接种稻瘟病菌的水稻幼苗叶片中ＣＡＴ活性变化　接
种稻瘟病菌混合小种后，日本晴叶片中ＣＡＴ活性随处理时间
的延长呈上升趋势，抗病材料武运粳７号叶片的ＣＡＴ活性随
处理时间的延长呈先上升后下降趋势（图４）。ＣＡＴ活性在稻
瘟病病情较重的叶片内活性较高，表明稻瘟病致使叶片的氧

化还原平衡被打破，ＣＡＴ活性增强以缓解植物受到的伤害。

２．２．４　接种稻瘟病菌的水稻幼苗叶片中ＭＤＡ含量变化　水
稻幼苗叶片未受到稻瘟病菌侵染时，抗病材料与感病材料叶

片中ＭＤＡ含量差别较小，随着侵染时间的延长，抗病材料与
感病材料叶片中ＭＤＡ含量都呈上升趋势，且武运粳７号叶片
内ＭＤＡ含量的增加幅度小于日本晴叶片（图５）。ＭＤＡ含量
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增加表明植株叶片在感染稻瘟病过程中发生了膜脂过氧化，

日本晴叶片内ＭＤＡ含量增高表明其受稻瘟病伤害的程度重
于武运粳７号。

２．２．５　接种稻瘟病菌的水稻幼苗叶片中的可溶性蛋白质含
量变化　稻瘟病菌侵染水稻后，水稻叶片细胞中的可溶性蛋
白质含量出现了明显变化。感病材料日本晴、抗病材料武运

粳７号叶片中可溶性蛋白质含量都呈上升趋势，且感病材料
叶片内可溶性蛋白含量增长幅度大于抗病材料（图６）。

３　结论与讨论

本试验中，稻瘟病菌侵染水稻抗病材料、感病材料幼苗叶

片后，叶片内ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等活性氧清除酶系活性均增强，
且 ＭＤＡ含量、可溶性蛋白含量都呈增加趋势。感病材料日
本晴活性氧清除酶系活性的提高幅度明显大于抗病材料，这

可能是由于稻瘟病菌侵染的刺激，打破了植株体内氧化还原

系统的平衡，引起叶片内活性氧含量增加，为了减缓活性氧对

植物细胞的破坏，活性氧清除系统的酶类 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活
性提高以清除活性氧，同时，由于活性氧的积累致使膜脂过氧

化，故而膜脂过氧化的最终产物 ＭＤＡ含量增加。在病原物
的刺激下，可能会抑制水稻体内蛋白降解酶的活性或激活蛋

白合成酶的活性，从而导致水稻叶片细胞内可溶性蛋白质含

量增加。抗病能力较强的水稻种质因具有较强的免疫力，对

病害抗性较强，受到稻瘟病菌侵染后，体内活性氧的积累量较

感病种质相对较低，需要调动的活性氧清除酶系统的增加幅

度相对较小。本研究也表明氧化还原系统在水稻抗稻瘟病过

程中发挥着重要作用。在病害环境下，细胞内氧化还原平衡

体系的维持对植物的抗病性非常重要，ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等是
植物体内清除活性氧物质的重要酶，它们的活性高低可作为

植物抗逆性的指标。ＳＯＤ是植物体内防御活性氧毒性的重
要酶，它能清除超氧化物阴离子自由基，提高植物抗逆性。

ＰＯＤ不仅能聚合成木质素防御入侵病原菌，而且和ＣＡＴ一样
属于植物体内重要的活性氧清除酶类，其作用是将 Ｈ２Ｏ２降
解成为无毒害的 Ｈ２Ｏ、Ｏ２

［１５］。ＭＤＡ是膜脂过氧化的最终产
物，它直接影响膜上结合酶的比例、活性，过量的 ＭＤＡ会对
细胞产生毒害作用。可溶性蛋白质不仅是基因表达的直接产

物之一，同时也是植物性状表现的物质基础。研究表明，甜瓜

植株受蔓枯病菌侵染后，抗病材料的 ＳＯＤ、ＣＡＴ活性均高于
感病材料，且抗病材料的ＰＯＤ活性提高幅度明显小于感病材
料［１６］。陈罡等在研究稻瘟病菌粗毒素的致病力及其对水稻

幼苗生理生化特性的影响时发现，粗毒素处理后，随着处理时

间的延长，ＰＯＤ活性提高，ＳＯＤ活性表现为初期上升，一段时
间后又有下降的趋势［１７］。郭连安等研究表明，不同稻瘟菌粗

毒素浓度处理后，水稻幼苗的 ＰＯＤ活性先升高后降低，可溶
性蛋白含量显著下降［１８］。陈学平等研究表明，经烟草普通花

叶病毒处理后，抗病烟草品种 ＣＡＴ活性低于感病品种［１９］。

本研究表明，接种本地稻瘟病菌混合小种后，水稻抗病材料、

感病材料叶片内的活性氧清除酶系活性、可溶性蛋白质含量

基本都呈增加趋势，并且感病品种的增加幅度明显高于抗病

品种，可能是日本晴作为稻瘟病病情较重的受体，其免疫能力

较弱，受致病菌株侵染后，破坏了叶片内氧化还原系统的平

衡，活性氧类物质含量增加，对细胞造成了伤害，而其自身免

疫系统保护机制的应答调节了活性氧清除酶系，抗氧化物质

的活性增强，以减缓其受伤害程度。根据活性氧清除系统的

酶系所催化的反应过程，并结合植物体细胞内活性氧的代谢

过程，本研究提出了水稻受稻瘟病菌侵染后氧化还原系统状

态变化及活性氧代谢路径图，以期更好地理解水稻对稻瘟病

的应答机制（图７）。
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枯草芽孢杆菌 ＯＫＢ１０５菌株不同培养基
发酵上清液的杀线活性

夏彦飞１，郑　伟１，苏盼盼１，乔俊卿２，王建华３，黄晓博１

（１．河南科技大学，河南洛阳４７１００３；２．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京２１００１４；
３．江苏省宜兴市金丰农产品有限责任公司，江苏宜兴２１４２００）

　　摘要：采用室内离体测定方法，测试枯草芽孢杆菌ＯＫＢ１０５菌株在不同培养基（Ｌａｎｄｙ、ＬＢ、λ肉汤、ＴＹ、超级肉汤、
胰化蛋白胨肉汤、ＴＹＧＰＮ、Ａ、Ｍ６３、Ｍ９）的发酵滤液中对植物寄生线虫［南方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）２龄幼
虫、程氏伞滑刃线虫（Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓｃｈｅｎｇｉ）、豆伞滑刃线虫（Ｂ．ｄｏｕｉ）、拟松材线虫（Ｂ．ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ）］的生物活性，以
期获得具有较高防效的发酵培养基。结果表明：ＯＫＢ１０５菌株的培养滤液分别处理植物寄生线虫６ｈ后，对南方根结
线虫２龄幼虫防效较佳的发酵培养基是ＴＹＧＰＮ、ＬＢ、ＬＡＮＤＹ、ＴＹ、胰化蛋白胨肉汤、超级肉汤等６个培养基；对豆伞滑
刃线虫防效较佳的是 ＴＹＧＰＮ和 ＴＹ等 ２个培养基；对豆伞滑刃线虫、拟松材线虫防效最佳的是 ＴＹＧＰＮ培养基；
ＯＫＢ１０５菌株ＴＹＧＰＮ培养基发酵上清液对４种标靶线虫都具有较强的拮抗性。
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　　植物寄生线虫分布广，寄主多，是危害农作物的主要病原
生物之一，每年给主要农作物造成的损失高达１２５０亿美元，
同时它能使真菌和细菌易侵染植物，也是诱发植物病害的重

要原因之一［１］。化学防治植物寄生线虫具有防效好、见效快

的特点，但是不可避免地污染了自然环境，因此生物防治越来

越受到广泛的关注［２］。利用细菌生防植物寄生线虫是当今

新的研究热点，各种各样的细菌从寄主植物、线虫体、线虫的

卵、土壤中被分离，其不同的作用方式已被报道［３－７］。芽孢杆

菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）能够产生耐热、耐旱、抗紫外线和有机溶剂
的内生孢子，是理想的生防菌筛选对象［８］。关于芽孢杆菌防

治线虫的研究，国内外已有大量的报道［９－１５］。本研究通过室

内离体试验对枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＯＫＢ１０５菌株在不同
培养基上的发酵上清液对４种植物寄生线虫［南方根结线虫
（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）、拟松材线虫（Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓｍｕｃｒ
ｏｎａｔｕｓ）、豆伞滑刃线虫（Ｂ．ｄｏｕｉ）、程氏伞滑刃线虫（Ｂ．ｃｈｅｎ
ｇｉ）］的防效进行评估。
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