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　　摘要：以西瓜抗病品种卡红和感病品种苏蜜一号为材料，研究西瓜幼苗接种枯萎病菌后西瓜幼苗根部组织的生理
生化变化与抗病性的关系。结果表明，苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）、过氧化氢酶
（ＣＡＴ）、几丁质酶（ＣＨＴ）、β－ｌ，３－葡聚糖酶（ＧＵＮ）的活性与抗病性呈正相关。初步认为，可用西瓜幼苗根部 ＰＡＬ、
ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ、ＣＨＴ、ＧＵＮ的活性作为反映苗期西瓜材料枯萎病抗性的生理生化指标。
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　　西瓜枯萎病是由尖孢镰刀菌西瓜专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ，ＦＯＮ）侵染引起的一种世界性真菌土
传病害［１］。近年来，西瓜种植面积不断扩大，造成轮作困难，

致使枯萎病的危害逐年加重，给西瓜生产造成严重危害，该病

害已成为影响我国瓜类优质、高效生产的主要障碍［２］。

本试验以枯萎病高抗西瓜品种卡红和高感西瓜品种苏蜜

一号为材料，通过苗期人工接种西瓜枯萎病菌，研究西瓜幼苗

根系内一系列防御酶如苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶
（ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、几丁质酶
（ＣＨＴ）和β－１，３葡聚糖酶（ＧＵＮ）的活性变化与抗病性的
关系。

１　材料与方法

１．１　材料
西瓜材料选用国际公认的抗枯萎病生理小种１的西瓜品

种卡红和感病品种苏蜜一号，由江苏省农科院蔬菜所瓜类研

究室提供。

枯萎病菌选用国际公认的尖孢镰刀菌西瓜专化型 （Ｆｕ

ｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ）１号生理小种。
１．２　方法
１．２．１　西瓜苗的培养　西瓜种子经５５℃温汤浸种６～８ｈ
后，用纱布包裹置于３０℃恒温培养箱中催芽，待８０％种子露
白后播种在５０孔穴盘内。置于人工气候箱内进行育苗，育苗
基质使用０～６ｍｍ进口品氏托普泥炭。
１．２．２　接种　西瓜病原菌接种按国际通用的幼苗浸根
法［３］，待西瓜苗长至２～３张真叶时拔出，洗净根部泥炭，在枯
萎病菌孢子悬浮液（１×１０６个／ｍＬ）中浸根３０ｍｉｎ，然后重新
栽入无菌基质中，置于 ２８℃的光照培养箱（１２ｈ／ｄ，ＲＨ为
７０％）。接种后分别于０、１、２、５、７、１０ｄ取西瓜苗根组织，进
行苯丙氨酸解氨酶、过氧化物酶、多酚氧化酶、过氧化氢酶、几

丁质酶、β－１，３葡聚糖酶的活性测定。设置３次重复。
１．２．３　苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活性的测定　参照许勇等的
方法［４］，取西瓜幼根组织用０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为８．８的硼酸
缓冲液（内含 ２％ＰＶＰ），在冰浴中匀浆后离心 （１５０００ｇ，
１５ｍｉｎ），取上清液为酶液测定酶活性。反应液为１．５ｍＬ硼
酸缓冲液（含１０ｍｏｌ／Ｌ苯丙氨酸）加 ０．２ｍＬ酶液，４０℃反
应 １ｈ后，加０．３ｍＬ５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ终止反应，测Ｄ２９０ｎｍ。
１．２．４　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的测定　参照许勇等的方
法［４］取西瓜幼根组织用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．８的磷酸缓冲
液（内含２％ＰＶＰ）在冰浴中匀浆后离心 （１５０００ｇ，１５ｍｉｎ），
取上清液测定酶活性（采用愈创木酚法），反应液为

２５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７的磷酸缓冲液（含 ０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）
１７ｍＬ；１％愈创木酚 １００μＬ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ双氧水 １００μＬ和
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１００μＬ酶液，测Ｄ４７０ｎｍ。
１．２．５　多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性的测定　取西瓜幼根组织用
５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６．８的磷酸缓冲液（内含２％ＰＶＰ）在冰浴
中匀浆后离心（１５０００ｇ，１５ｍｉｎ），取上清液测定酶活性测定
（采用苯二酚比色法测定［５］），反应液为５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６．５
的磷酸缓冲液 ２．４ｍＬ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯二酚 ０．５ｍＬ（用
５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６．８的磷酸缓冲液配制）和１００μＬ酶液，在
３２℃ 水浴保温１０ｍｉｎ后，测Ｄ４１０ｎｍ。
１．２．６　过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的测定　取西瓜幼根组织用
５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７．８的磷酸缓冲液（内含２％ＰＶＰ）在冰浴
中匀浆后离心 （１５０００ｇ，１５ｍｉｎ），取上清液，按孙正祥的方
法［６］测定。反应液为 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ７磷酸缓冲液（含
０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）１．７ｍＬ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ过氧化氢２００μＬ和酶
液１００μＬ，测Ｄ２４０ｎｍ，过氧化氢边加边测。
１．２．７　几丁质酶（ＣＨＴ）活性的测定　参照史娟等的方
法［７］，取西瓜幼根组织加预冷的５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６．４的磷
酸缓冲液在冰浴中匀浆，匀浆后冷提２ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液为待测酶液。取酶液５００μＬ，与５００μＬ胶
状几丁质（５ｍｇ／ｍＬ）及１００μＬ磷酸缓冲液于４０℃保温１ｈ，
冷却后离心取上清液５００μＬ加０．８ｍｏｌ／Ｌ四硼酸钾１００μＬ，
沸水中加热３ｍｉｎ，冷却后加 ＤＭＡＢ（对 －二甲氨基苯甲醛）
试剂３ｍＬ，混匀，３７℃保温２０ｍｉｎ，冷却后测 Ｄ５８５ｎｍ，根据葡
萄糖标准曲线计算反应液中Ｎ－乙酰葡萄糖胺的含量，以１ｈ
１ｇ鲜组织从胶状几丁质中释放１ｇＮ－乙酰葡萄糖胺为１个
酶活性单位（Ｕ）。
１．２．８　β－１，３葡聚糖酶（ＧＵＮ）的活性测定　参考田菲菲的
方法［８］，称取西瓜幼根组织 ０．５ｇ，加入预冷的 １ｍＬ
０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值５．０的柠檬酸钠缓冲液匀浆，４℃条件下，
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液为酶液。取５００μＬ酶液
中加５００μＬ０．０４％昆布多糖，５０℃反应１０ｍｉｎ后加 １ｍＬ
ＤＮＳ沸水浴５ｍｉｎ，冷却后加５ｍＬ蒸馏水，测Ｄ５４０ｎｍ。以在最
适反应条件下（５０℃）１ｍｉｎ１ｍＬ昆布多糖产生１ｇ葡萄塘的
量为１个酶活力单位（Ｕ）。

２　结果与分析

２．１　西瓜幼根组织内ＰＡＬ活性与抗病性的关系
从图１可以看出，不同品种卡红和苏蜜一号接种枯萎病

菌后幼根组织中ＰＡＬ活性呈不同程度的升高，并且在接种后
１０ｄ达到最高值。抗病品种卡红幼根组织的 ＰＡＬ活性在接
种后明显高于感病品种苏蜜一号，并且在接种１ｄ就表现差
异显著。

２．２　西瓜幼根组织内ＰＰＯ活性与抗病性的关系
从图２可以看出，不同品种卡红和苏蜜一号接种枯萎病

菌后幼根组织中ＰＰＯ活性呈先升高后降低的趋势，且感病品
种苏蜜一号幼根组织中的酶活性在０～７ｄ较抗病品种卡红
高，但在接种１０ｄ时，抗病品种卡红幼根组织中的 ＰＰＯ活性
明显升高，并显著高于感病品种苏蜜一号。

２．３　西瓜幼根组织内ＰＯＤ活性与抗病性的关系
从图３可以看出，抗病品种卡红接种枯萎病菌后幼根组

织中的ＰＯＤ活性呈升高趋势，且在接种１０ｄ时达到最高峰，
而感病品种苏蜜一号接种枯萎病菌后幼根组织中的 ＰＯＤ活
性呈降低趋势，且在接种１０ｄ达到最低值，并且在接种 １０ｄ
时抗病品种卡红幼根组织内的 ＰＯＤ活性明显高于感病品种
苏蜜一号。

２．４　西瓜幼根组织内ＣＡＴ活性与抗病性的关系
从图４可以看出，抗病品种卡红接种枯萎病菌后幼根组

织中ＣＡＴ活性明显高于感病品种苏蜜一号，抗病品种卡红和
感病品种苏蜜一号接种后幼根组织中的 ＣＡＴ活性都呈先升
高后降低的趋势，但在接种１０ｄ时，抗病品种卡红幼根组织
内的酶活性较未接种明显升高，而感病品种苏蜜一号幼根组

织内的酶活性与未接种时幼根组织内的酶活性无明显差异。
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２．５　西瓜幼根组织内ＣＨＴ的活性与抗病性的关系
从图５可以看出，在未接种枯萎病时，不同品种卡红和苏

蜜一号幼根组织中均有较低的几丁质酶活性，且抗病品种和

感病品种间的酶活性没有明显差异。接种枯萎病菌后不同品

种幼根组织中ＣＨＴ活性均呈上升趋势，抗病品种卡红幼根组
织中的ＣＨＴ活性上升速度较快，在接种后２ｄ明显高于感病
品种苏蜜一号，接种后７ｄ达到最高值后开始下降。感病品
种苏蜜一号幼根组织中的ＣＨＴ活性于接种后７ｄ达到峰值，
在接种后７～１０ｄ感病品种苏蜜一号的ＣＨＴ活性高于抗病品
种卡红，且差异逐渐增加。

２．６　西瓜幼根组织内ＧＵＮ活性与抗病性的关系
从图６可以看出，未接种枯萎病时，不同品种卡红和苏蜜

一号幼根组织中ＧＵＮ活性较高，抗病品种卡红幼根组织中的
ＧＵＮ活性高于感病品种苏蜜一号。接种枯萎病菌后，２个品
种西瓜幼根组织中的ＧＵＮ活性呈先升高后下降的趋势，并于
接种后５ｄ达到峰值。接种后抗病品种卡红幼根组织内的
ＧＵＮ活性明显高于感病品种苏蜜一号，在接种１０ｄ抗病品种
卡红与感病品种苏蜜一号幼根组织内的ＧＵＮ活性差异显著。

３　讨论与结论

国内外研究表明，植物体内多种生理代谢过程的过氧化

物酶、过氧化氢酶、多酚氧化酶和苯丙氨酸解氨酶等系列保护

酶，与植物的防卫反应及抗病性密切相关，通常用作衡量植物

体内防卫反应的重要指标［９］。ＰＡＬ和 ＰＰＯ与植物体内酚类
物质和木质素的形成有关，是获得系统抗性的关键调节

酶［１０］。ＰＯＤ和ＣＡＴ与植物体内活性氧的清除密切相关，与
植物的抗病性呈正相关［６］。几丁质酶能分解几丁质产生

Ｎ－乙酰葡萄糖胺或几丁寡糖，这种含氮的低聚糖不仅能进
一步诱导几丁质酶活性，而且具有调节植物细胞木质素代谢

的功能。β－１，３－葡聚糖酶不仅能直接作用于病原菌细胞
壁，而且其作用的产物（低聚糖）可作为诱导物诱导与其他抗

病反应有关的酶系，如苯丙氨酸解氨酶、４－香豆酸 －ＣｏＡ连
接酶等的积累，由此促进了植保素、木质素等抗病物质的合成

与积累，增强植物的抗病性［１１］。

本研究结果表明，枯萎病抗性西瓜品种卡红和感病品种

苏蜜一号接种枯萎病菌后幼根组织内的６种酶活性都有不同
程度的增加，除了几丁质酶在接种后２ｄ抗病品种幼根组织
内的酶活性明显高于感病品种外，其他５种酶的活性都在接
种后１０ｄ与感病品种的酶活性差异最明显，并且在接种后
１０ｄ植株开始发病并且叶片处于萎蔫状态时，西瓜幼根组织
内ＰＰＯ、ＰＯＤ、ＰＡＬ、ＣＡＴ的活性都处于高峰值，从而反映了西
瓜幼根组织内 ＰＰＯ、ＰＯＤ、ＰＡＬ、ＣＡＴ的活性与西瓜植株的抗
病性呈正相关，而枯萎病菌从根部侵染后就在根部、茎基部产

生感染，反映出根部感染影响到西瓜叶片的生理变化。

不同抗性品种接种枯萎病菌后幼根组织内的几丁质酶和

β－１，３葡聚糖酶均升高，反映出枯萎病菌能诱导西瓜根部组
织２种酶活性的增强，西瓜根部的一种防卫系统加强从而抑
制了病原菌的侵害。抗病品种根部组织内的酶活性比感病品

种根部组织内的酶活性增加速度快，从而反映出抗病植株在

受到枯萎病菌侵染后根部的防御反应比感病植株快，从而抑

制了病菌的进一步入侵。但在后期抗病西瓜品种幼根组织内

的几丁质酶活性比感病品种的低，其原因有待进一步研究

阐明。
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