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　　摘要：将不同致病力的猕猴桃溃疡病病菌接种于猕猴桃植株上，测定与抗病性相关的苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过
氧化物酶（ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）这５种防御酶的活性，结果表明，猕
猴桃溃疡病不同致病力菌株会导致猕猴桃植株的ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ活性明显提高；接种强致病力菌株 Ｐ－Ｈ
使猕猴桃植株的５种防御酶活性变化剧烈，尤其是ＰＯＤ活性明显上升后又明显下降；与接种无菌水相比，接种不同浓
度Ｐ－Ｌ菌株可导致猕猴桃植株ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ的活性明显提高，其中接种浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ的Ｐ－Ｌ菌
株发酵液，５种酶活性明显高于其他２个浓度处理，且与Ｐ－Ｈ菌株接种侵染的各酶活性变化趋势相同。高浓度 Ｐ－Ｌ
菌株发酵液具有更好的激发植株体内防御酶活性的能力，弱致病力猕猴桃溃疡病病菌 Ｐ－Ｌ发酵液能诱导猕猴桃植
株产生抗病性。
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　　生物防治是控制植物病害、减少化学农药污染的有效途
径，而诱导抗性又是植物病害生物防治的重要机理之一［１］。

诱导抗性是通过诱发植物免疫机制来实现的，利用物理、化学

或生物因子预先处理植物，使原来的感病反应产生局部的或

系统的抗性［２］。植物经外界刺激或诱导会引起植物产生一

些应急反应，进而引起植株的生理生化指标变化，使植物产生

抗性。目前，研究植物诱导抗性机制时，主要是研究一些与抗

病相关的酶或物质［３］。植物受病原菌侵染或生物因子诱导，

植物体内与抗病反应密切相关的防御酶活性会升高，其中苯

丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）
等是存在于植物体内与抵抗病原微生物侵染有关的重要

酶类［４］。

猕猴桃溃疡病是猕猴桃生产过程中的一个重要病害，化

学药剂难以有效地防控，即使大量使用农药，也收效甚微，还

造成猕猴桃产品和生态环境污染。根据“植物获得性抗性”

学说［５］，用猕猴桃溃疡病弱致病菌株发酵液进行诱导接种，

可刺激猕猴桃植株体内产生对溃疡病的抗体，进而使猕猴桃

植株产生对溃疡病的抗性，从而达到不用化学农药、用弱致病

菌株防控猕猴桃溃疡病的目的，实现猕猴桃的无污染生产。

前期研究发现，接种猕猴桃溃疡病弱致病菌 Ｐ－Ｌ发酵
液能提高猕猴桃植株对强致病菌 Ｐ－Ｈ的抗性。在此基础
上，本试验通过将不同浓度 Ｐ－Ｌ菌株发酵液接种到猕猴桃
植株上，测定其体内ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＰＰＯ等酶的活性变化，分析弱
致病菌是否会引起植物系统产生抗病性，为揭示其生防机理

提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
强致病菌Ｐ－Ｈ、弱致病菌Ｐ－Ｌ，由陕西省科学院酶工程

研究所微生物实验室筛选出来；１５株试验植株为２年生盆栽
猕猴桃实生苗。金氏Ｂ培养基（ＫＢＡ培养基）：蛋白酶解蛋白
胨２０．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ，甘油１５．０ｍＬ，
加蒸馏水到１Ｌ，ｐＨ值为７．２。培养基１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株悬液的制备及接种　将不同致病力 Ｐ－Ｈ菌株、
Ｐ－Ｌ菌株分别接种于 ＫＢＡ培养基中，２６℃ １６０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养３０ｈ；将Ｐ－Ｌ菌株发酵液用无菌水分别稀释成１０５、１０６、
１０７ＣＦＵ／ｍＬ等３个浓度，采用超声波对细胞进行破碎，超声
波输出功率为２５０Ｗ，工作６ｓ，间隔５ｓ，总工作时间６．６ｍｉｎ；
将Ｐ－Ｈ菌株发酵液用无菌水稀释成１０６ＣＦＵ／ｍＬ作为对照１
（ＣＫ１），以无菌水处理作为对照２（ＣＫ２）；每处理选取长势一
致、健壮的猕猴桃植株各３株，每株选择３张大小均匀、长势
良好的叶片，将菌液及无菌水均匀喷在猕猴桃叶片上进行诱

导抗性试验，套上保鲜袋。

１．２．２　ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ活性的测定　接种前及接
种后２、６、１０、１５、２０ｄ分别采集猕猴桃叶片，测定其 ＰＯＤ、
ＰＰＯ、ＰＡＬ、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活
性。ＰＯＤ提取及活性测定参照张龙翔等的方法［６］进行，以

１ｇ鲜质量１ｍｉｎ内Ｄ４７０ｎｍ值变化０．０１作为１个酶活性单位
（Ｕ）。ＰＰＯ提取及活性测定参照朱广廉等的方法［７］进行，以

１ｇ鲜质量 １ｍｉｎ内 Ｄ５２５ｎｍ值变化 ０．０１为 １个酶活性单位
（Ｕ）。ＳＯＤ提取及活性测定参照朱广廉等的方法［７］进行，以

抑制氮蓝四唑（ＮＢＴ）还原的５０％酶量为１个酶活性单位，以
不加酶液而用缓冲液代替酶液的处理为空白对照，酶活性计

算公式为：
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Ｎ＝２×（Ｄ５６０ｎｍ空白－Ｄ５６０ｎｍ处理）／Ｄ５６０ｎｍ空白。
ＣＡＴ提取及活性测定参照李合生的方法［８］进行，采用紫

外吸收法，以１ｇ鲜质量１ｍｉｎ内 Ｄ２４０ｎｍ减少０．１的酶量为１
个酶活性单位（Ｕ）。ＰＡＬ提取及活性测定参照薛应龙等的方
法［９］进行，以１ｇ鲜质量 Ｄ２９０ｎｍ值变化０．０１所需酶量为１个
酶活性单位（Ｕ）。

２　结果与分析

２．１　Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液对过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的
影响

由图１可知，处理组和对照组在接种前的ＰＯＤ活性差异
不明显；处理组和ＣＫ１的 ＰＯＤ活性在接种后２～６ｄ多为缓
慢升高，在接种后６～１０ｄ的ＰＯＤ活性明显上升且达到峰值，
后下降较快，接种１５ｄ后趋于平稳；接种后２０ｄ时，处理组和
ＣＫ１的ＰＯＤ活性仍高于 ＣＫ２；ＣＫ２的 ＰＯＤ活性在２０ｄ内变
化不大；处理 Ｃ（Ｐ－Ｌ菌株发酵液浓度为 １０７ＣＦＵ／ｍＬ）的
ＰＯＤ活性明显高于其他２个处理；处理组的ＰＯＤ活性变化趋
势与ＣＫ１一致，且ＰＯＤ活性始终高于 ＣＫ２，这是由于当病原
菌在植株体内活动时，过氧化物酶对病原菌极为敏感，很可能

与其他代谢系统协同作用，使体内活性氧物质保持在一个正

常的动态水平，同时，其还可以氧化枝条组织中的酚类化合

物，相应产物阻止病原物的扩展，提高了其抗性水平。

１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度Ｐ－Ｌ菌株发酵液具有更强激发 ＰＯＤ活
性的能力。

２．２　Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液对多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性的
影响

由图２可知，处理组和对照组在接种前的ＰＰＯ活性差异
不明显；处理 Ｂ、处理 Ｃ、ＣＫ１的 ＰＰＯ活性在接种后２～１０ｄ
明显上升且达到峰值，后下降较快，接种后２０ｄ仍高于ＣＫ２；
处理Ａ的ＰＰＯ活性在接种后２～６ｄ缓慢升高，在接种后６～
１０ｄ的ＰＰＯ活性明显上升且达到峰值，后有所下降，接种后
２０ｄ时，处理Ａ的ＰＰＯ活性高于处理Ｂ、ＣＫ２；ＣＫ２的 ＰＰＯ活
性在２０ｄ内变化不大；处理Ｃ的ＰＰＯ活性明显高于其他２个
处理；处理组的 ＰＰＯ活性变化趋势与 ＣＫ１基本一致，且其
ＰＰＯ活性始终高于ＣＫ２，这可能是由于植物在对病原菌侵染
的防卫反应中，需要更多的多酚氧化酶参与，而多酚氧化酶不

仅参与酚类物质的氧化，同时也参与木质素的形成，木质素一

方面增加了细胞壁抗病原物的穿透压力，另一方面限制了真

菌酶和毒素的扩散，阻碍了病原菌从寄主获得水和营养物

质［１０］。１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度 Ｐ－Ｌ菌株发酵液具有更强激发
ＰＰＯ活性的能力。
２．３　Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液对超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活
性的影响

由图３可知，处理组和对照组在接种前的ＳＯＤ活性差异
不明显；处理组和 ＣＫ１的 ＳＯＤ活性在接种后 ２ｄ呈下降趋
势，处理Ｂ、处理Ｃ、ＣＫ１在接种后２～１０ｄ的 ＳＯＤ活性明显
上升并达到峰值，后下降较快，接种后２０ｄ时，处理组和ＣＫ１
的ＳＯＤ活性仍高于ＣＫ２；处理Ａ的ＳＯＤ酶活性在接种后２～
１５ｄ缓慢上升且达到峰值，接种后２０ｄ时的ＳＯＤ活性高于处
理Ｂ、ＣＫ２；ＣＫ２的 ＳＯＤ活性在２０ｄ内变化不大；处理 Ｃ的
ＳＯＤ酶活性高于其他２个处理；处理组的ＳＯＤ活性变化趋势
与ＣＫ１一致，且其ＳＯＤ活性始终高于 ＣＫ２，这可能是当病原
菌侵染时ＳＯＤ活性上升，以清除病原菌刺激产生的自由基，
防止氧自由基伤害细胞膜系统，使细胞内保持一个稳定、有利

于生长的环境［１１］。１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度 Ｐ－Ｌ菌株发酵液具
有更强激发ＳＯＤ活性的能力。

２．４　Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液对过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的
影响

由图４可知，处理组和对照组在接种前的 ＣＡＴ活性差异
不明显；处理组和ＣＫ１的ＣＡＴ活性在接种后６ｄ达到第１个
峰值，这可能是在病菌侵染初期，细胞经 ＳＯＤ过程产生
Ｈ２Ｏ２，使胞内活性氧的数量迅速增加，ＣＡＴ活性也随之上升；
后ＣＡＴ活性值下降，并在接种１０ｄ后又上升，在接种后１５ｄ
ＣＡＴ活性达到第２个峰值，这可能是猕猴桃接种病菌，其枝条
细胞有新的代谢产物产生，从而进一步刺激 ＣＡＴ活性上升；
处理组的ＣＡＴ活性变化趋势与 ＣＫ１一致，且 ＣＡＴ活始值高
于ＣＫ２。１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度Ｐ－Ｌ菌株发酵液具有更强激发
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ＣＡＴ活性的能力。
２．５　Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液对苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活
性的影响

由图５可知，处理组和对照组在接种前的ＰＡＬ活性差异
不明显；处理组和ＣＫ１的 ＰＡＬ活性在接种后２～６ｄ明显升
高，接种后６ｄＰＡＬ活性达到峰值，后又缓慢下降，接种１０ｄ
后趋于平稳；接种后２０ｄ时，处理组和 ＣＫ１的ＰＡＬ活性仍高
于ＣＫ２，ＣＫ２的ＰＡＬ活性在２０ｄ内活性变化不大；处理组的
ＰＡＬ活性变化趋势与 ＣＫ１一致，且 ＰＡＬ活性始终高于 ＣＫ２，
这可能是由于病原菌攻击引起植物体合成大量新的 ＰＡＬ，以
抵抗病原菌侵入对植物的伤害。１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度Ｐ－Ｌ菌
株发酵液具有更强激发ＰＡＬ活性的能力。

３　结论与讨论

植物病害生物防治机制包括抗生作用、溶菌作用、重寄生

作用、竞争作用、交互保护作用及促生作用［１２－１３］，诱导系统抗

性也被认为是生防菌的一种重要防病机制。植物的诱导抗病

包括木质化、防御酶活性、病程相关蛋白、植保素等多种生理

生化因子的合成。有大量研究表明，参与植物体内多种防卫

反应的ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＰＯＤ等酶系与植物抗病性密切相关［１４］，这

些酶的活性与植株抗病性呈正相关，在植物的抗病反应中起

到非常重要的作用。

接种猕猴桃溃疡病不同致病力菌株会导致猕猴桃植株的

ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ活性明显提高，而接种强致病力菌
株会使猕猴桃的５种防御酶活性变化剧烈，尤其是ＰＯＤ活性
急剧上升后又迅速下降，这种变化可能与强致病力菌株对植

物具有致病性，能导致植物发病及生理功能紊乱等有关［１５］；

与接种无菌水相比，接种 Ｐ－Ｌ菌株不同浓度发酵液可导致
猕猴桃植株的ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ活性明显提高，其中
接种浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬＰ－Ｌ菌株发酵液的猕猴桃植株的５
种酶活性明显高于接种１０６、１０５ＣＦＵ／ｍＬ的，且与Ｐ－Ｈ菌株
侵染后的酶活性变化趋势相同，１０７ＣＦＵ／ｍＬ高浓度 Ｐ－Ｌ菌
株发酵液具有更强激发植株体内防御酶活性的能力。

不论是弱致病菌还是强致病菌，在一定程度上都可导致

与抗病反应相关的一些生理生化指标的变化，而且有时植株

对强致病力溃疡病菌的反应更加敏感。因此，在诱导植物提

高抗病能力时，须选择合适的诱导菌株和接种强度，以达到预

期的生防目的。
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