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资助率达到了９０．４３％，其中６５篇文献被国家级基金项目资
助，可见随着双生病毒在国内蔓延，相关研究得到国家高度重

视，在众多重大科技计划中都给予了专项支持，这对快速积累

该领域的研究成果发挥了重要作用。结合资助方向分析，今

后可适当增加对双生病毒发病机制方面的研究支持。（３）双
生病毒研究成果产出机构集中度偏高。国内双生病毒文献相

对集中于少数科研机构，中国科学院、浙江大学共发表相关论

文４４篇，占文献总量的 ３８．２６％。各个研究团队的规模较
小，地域发展不均衡，发文主要集中在以周雪平、刘玉乐、蔡健

和为主的３个研究团队。上述３个团队之间虽有一定的合作
关系，但从全国范围来看，对于双生病毒的研究合作还不充

分，特别是优势团队和普通团队之间的合作尚不紧密。

通过对ＣＳＣＤ数据库中收录的双生病毒研究文献的统计
分析，在展示国内双生病毒研究成果的同时也揭示了该领域

的薄弱环节，有关研究的深度、广度等方面有待加强。为了更

好地识别双生病毒领域的研究热点与前沿，未来还可基于

“ＷｅｂｏｆＳｃｉｅｎｃｅ”核心合集中的文献数据进行分析，与现有结
果对比分析，可能对双生病毒领域的发展更具参考性。
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外源水杨酸对棉花相关抗虫酶活性诱导

的时间和浓度效应
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　　摘要：采用喷雾方法，初步探讨外源水杨酸对棉叶总酚和抗虫酶活性的诱导作用，结果表明，在适度浓度和时间范
围内，水杨酸（ＳＡ）能明显诱导棉叶中总酚含量、苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性和胰蛋白酶抑制力
（ＴＩ）活性的增加；５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理后４ｄ对棉叶总酚含量、ＰＡＬ活性和胰蛋白酶抑制力的诱导作用最为显著，水
杨酸５ｍｍｏｌ／Ｌ处理后２ｄ和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ处理后４ｄ对棉叶ＰＰＯ活性的诱导效果最优；随着水杨酸处理时间的延长，
水杨酸诱导棉叶总酚含量和抗虫酶（ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＴＩ）活性具有先升高后降低随后又升高的特点。这说明外源水杨酸能
在一定程度上提高棉花抗虫相关的物质和酶活性以达到抗虫目的。
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　　水杨酸（ＳＡ）作为植物的一种重要信号分子，能激活植物
超敏反应，诱导病程相关蛋白基因（ＰＲ）的表达，使植物产生
系统性防御，增强其抗病能力。有研究表明，水杨酸在诱导抗

虫方面也有重要作用［１－２］，如杨扇舟蛾取食受水杨酸甲酯

（ＭｅＳＡ）熏蒸后的黑杨叶片后，成虫对食物的消化吸收降低、
发育历程延长、死亡率增加［３］；利马豆遭二斑叶螨取食后，会

释放一种含有ＭｅＳＡ的挥发物以吸引二斑叶螨的天敌智利捕
食螨，从而起到间接抗虫作用［４］。植物体内次生代谢产物含

量和防御酶活性的变化是植物抗虫过程中的重要表现，具有

重要的防卫功能［５］。目前，关于棉花在外源水杨酸诱导作用

下的相关抗虫生理生化防御研究比较少，本试验从植物生理

生化防御角度出发，探讨外源水杨酸不同浓度和作用时间下

棉花体内相关抗虫酚类次生代谢产物和蛋白酶活性的变化，

以明确外源水杨酸对棉花的抗虫诱导作用机制，为水杨酸在

棉花生产上的科学利用提供理论依据。
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１　材料与方法

１．１　材料与处理
试供棉花种子中棉４０，由新疆维吾尔自治区阿拉尔市农

业科学研究所提供。将大小均匀且饱满的种子撒播于１０ｃｍ×
１５ｃｍ的塑料花盆中，每盆播种１０粒，放置于重点实验室组
培室中培养，试验用土为黄壤、蛭石、草木灰，按照 ２∶２∶１
配比，经高温灭菌、晾晒。棉花生育期确保有适宜的湿度和温

度、无病虫害，光照时间为１８ｈ／ｄ。棉花１～２片真叶期间苗，
留苗４株／盆；待长至 ４～５片真叶期，叶面喷施含有 １％
Ｔｗｅｅｎ２０和６％乙醇的不同浓度水杨酸，分别为 ０．０５、０．５、
５ｍｍｏｌ／Ｌ，以含１％Ｔｗｅｅｎ２０、６％乙醇的水溶液为对照（ＣＫ），
直至水珠落下为准，透明塑料袋套袋，１２ｈ后摘除；在喷施后
０、２、４、６、８ｄ分别剪取真叶叶片，液氮封存，待测。每处理重
复３次。
１．２　测定方法

酚酸含量的测定［６］：称取０．１ｇ鲜叶，加入３ｍＬ９５％乙
醇研磨成匀浆；加入 ５ｍＬ乙醇润洗，定容至 １０ｍＬ，
２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液得粗提液；移取１．２５ｍＬ粗
提液到１０ｍＬ具塞试管中，加１ｍＬ福尔马林试剂摇匀，静置
４～５ｍｉｎ；加 ２ｍＬ１０％Ｎａ２ＣＯ３，置 ７５℃水浴锅中保温
１０ｍｉｎ，分光光度计于７６５ｎｍ处比色。

多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性的测定［７］：称取鲜叶０．１ｇ，加入
含７％ ＰＶＰ、浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．４的磷酸缓冲液
２．５ｍＬ，于冰浴中研磨成匀浆；４℃下 ５５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，上清液即为酶液；移取０．１ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯二酚１．５ｍＬ、
酶液０５ｍＬ和磷酸缓冲液１ｍＬ，４２０ｎｍ处比色，测定２ｍｉｎ
内吸光度的变化。

苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活性的测定［８］：称取０．１ｇ鲜叶，
加２．５ｍＬ预冷的０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．８的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲液和０．０２ｇＰＶＰ，于冰浴中研磨；４℃下 ５５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；取０．２ｍＬ上清液于５ｍＬ试管中，加入３．８ｍＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液和１ｍＬ０．６ｍｍｏｌ／Ｌ苯丙氨酸，４０℃水浴１ｈ；加
０．２ｍＬ６ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ终止反应，２９０ｎｍ处测吸光度。

胰蛋白酶抑制力（ＴＩ）活性的测定［９］：称取０．１ｇ鲜叶，加
２ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，冰浴研磨成匀浆；４℃ 下５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ；取０．１ｍＬ上清液和０．０２ｍＬ胰蛋白酶抑制液混
合，２５℃水浴３０ｍｉｎ；取０．１ｍＬ水浴后的混合液与２．９ｍＬ
ＢＡＥＥ进行反应，２５６ｎｍ处测定吸光度的变化。
１．３　数据处理

采用 ＳＰＳＳ２０软件单因素多重比较法，分析水杨酸对棉
叶相关抗虫酶活性诱导效应的差异性。

２　结果与分析

２．１　水杨酸对棉叶总酚含量的诱导效应
由图１可见，随着处理后时间的延长，棉叶总酚含量呈现

上升趋势，处理后４ｄ时棉叶总酚含量达到最大值，显著高于
对照，其中，５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶总酚含量均显著高
于其他浓度处理（Ｐ＜０．０５），是ＣＫ的１．５５倍；处理后６ｄ，总
酚含量降到最低，除５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸外，各浓度处理均低于
对照；处理后 ８ｄ，棉叶总酚含量迅速回升，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ和

５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶总酚含量均显著高于ＣＫ。经单
因素多重比较分析可得，除处理后０ｄ和２ｄ之间无显著性差
异（Ｐ＝０．０８７）外，处理后其他时间的总酚含量均差异显著；
０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸与ＣＫ处理后的总酚含量无显著性差异
（Ｐ＝０７６３）。水杨酸能明显诱导棉叶总酚物质的产生，处理
后４ｄ，５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理对棉叶总酚含量的诱导作用
最大。

２．２　水杨酸对棉叶ＰＡＬ活性的诱导效应
由图２可见，水杨酸处理后的棉叶，体内 ＰＡＬ活性在

０～４ｄ内迅速增大，４～６ｄ骤降，６～８ｄＰＡＬ活性又大幅回
升；处理后４ｄ，随着水杨酸处理浓度的升高，棉叶 ＰＡＬ活性
不断增大，且均显著高于ＣＫ（Ｐ＜０．０５），其中，５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨
酸处理的棉叶ＰＡＬ活性最大，是ＣＫ的２倍；水杨酸处理后６
～８ｄ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ处理的棉叶 ＰＡＬ活性迅速升高，８ｄ时
ＰＡＬ活性最大，与其他处理均有显著性差异，较 ＣＫ增加４０．
６５％。经单因素多重比较分析可得，棉叶ＰＡＬ活性的时序变
化差异显著（Ｐ＜００５），各处理浓度间棉叶 ＰＡＬ活性差异显
著，均高于ＣＫ。

２．３　水杨酸对棉叶ＰＰＯ活性的诱导效应
由图３可见，不同浓度水杨酸处理的棉叶，体内 ＰＰＯ活

性在０～４ｄ迅速升高，４～６ｄ活性骤降，而后稍有回升；处理
后２ｄ，除０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理外，其他浓度处理均显著
高于ＣＫ，其中５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶 ＰＰＯ活性最大，
是ＣＫ的１．６３倍；处理后４ｄ，各处理棉叶ＰＰＯ活性均显著高
于ＣＫ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶，其ＰＰＯ活性显著高于
其他浓度，０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ与５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶 ＰＰＯ
活性无显著差异（Ｐ＞０．０５）；处理后６ｄ，棉叶体内 ＰＰＯ活性
均明显低于ＣＫ；处理后８ｄ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ和５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸
处理的棉叶体内ＰＰＯ活性均显著高于ＣＫ。经单因素多重比
较可得，水杨酸处理后２～４ｄ，棉叶 ＰＰＯ活性无显著性差异
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（Ｐ＝０．０８７），处理后０ｄ和６ｄ，棉叶内ＰＰＯ活性也无明显差
异（Ｐ＝０．１６３）；０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸与 ＣＫ处理对棉花 ＰＰＯ
活性的诱导作用无明显差异（Ｐ＝０．８３８）。５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸
处理后２ｄ和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理后４ｄ对棉叶 ＰＰＯ活
性的诱导效果最为明显。

２．４　水杨酸对棉叶ＴＩ的诱导效应
由图４可见，不同浓度水杨酸处理后，棉叶中 ＴＩ活性在

０～２ｄ缓慢增加，均显著高于ＣＫ，但各浓度间对棉叶ＴＩ的诱
导效果无明显差异；处理后４ｄ，各浓度处理对棉叶体内ＴＩ活
性的诱导效应最为明显，其中，５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理对棉叶
ＴＩ活性的诱导效果优于ＣＫ和其他浓度处理，但０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ
和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理间无明显差异（Ｐ＞０．０５）；处理后
４～６ｄ，水杨酸对棉叶 ＴＩ活性的诱导效应降低，除
０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ外，其他浓度处理的棉叶 ＴＩ浓度均显著高于
ＣＫ；处理后８ｄ，水杨酸对棉叶ＴＩ活性的诱导效应有所回升，
０．０５、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理对 ＴＩ活性的诱导效果最为明
显，５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶体内ＴＩ活性与ＣＫ无显著差
异。经单因素多重比较分析可得，处理后不同时间对棉叶体

内ＴＩ活性的诱导效应差异显著，处理后４ｄ对ＴＩ的诱导效应
最为明显；不同浓度的水杨酸处理，对棉叶 ＴＩ活性的诱导效
应明显高于ＣＫ，５、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理对棉叶 ＴＩ活性的
诱导效果最为明显，且两者无显著差异（Ｐ＝０．４０５）。

３　结论与讨论

Ｔｈｕｌｋｅ等报道认为，水杨酸能激活植物局部几种防御反
应，诱导植物体内苯酚类有毒物质的积累，而且还会诱导植物

体内ＰＯＤ和甘露醇脱氢酶基因的表达［１０］。周莹等研究结果

表明，水杨酸在抵御生物胁迫过程中，会激发植物体内细胞壁

的交联和木质化，ＰＰＯ、ＰＡＬ、ＰＯＤ等酶活性的表达［１１］。另有

研究表明，外源水杨酸会明显提高拟南芥叶片ＰＯＤ和ＰＡＬ活
性，同时也能诱导番茄幼苗叶片中 ＰＰＯ活性的升高［１２－１３］。

本试验结果表明，棉花经水杨酸处理后，在一定作用时间和浓

度范围内，会明显诱导棉叶中总酚含量、ＰＡＬ活性、ＰＰＯ活性
和ＴＩ活性的增加，这与前人研究结论［１０－１３］吻合。

随着水杨酸处理时间的延长，棉叶中总酚含量、防御酶活

性（ＰＡＬ、ＰＰＯ）和ＴＩ活性具有先升高后降低随后又有所回升
的特点；高浓度水杨酸处理对棉叶防御功能的诱导效果优于

低浓度，总体表现为５ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸处理的棉叶，４ｄ后对棉
叶次生代谢、防御酶活性和蛋白酶抑制剂活性的诱导效果最

好，这与张永军等的研究结果［１４］类似，这可能与植物在防御

过程中的“阈值”有关。可见，外源水杨酸适宜的浓度和处理

时间，能明显提高棉叶防御物质的含量和防御酶活性。
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