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　　摘要：为研究玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３活性代谢产物ＲＭ对黄瓜幼苗的诱导抗病性，通过筛选不同浓度
ＲＭ对黄瓜白粉病的防效，得出最佳诱导抗性浓度；采用试剂盒对ＲＭ诱导后接种白粉病菌的黄瓜幼苗进行防御酶活
性以及活性氧含量变化情况的检测。试验结果表明，ＲＭ对黄瓜白粉病的最佳诱抗浓度为１００ｍｇ／Ｌ，施用ＲＭ后过氧
化氢酶（ＣＡＴ）和过氧化物酶（ＰＯＤ）活性提高，过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量升高。
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　　白粉病是黄瓜种植上危害很普遍、发病较严重的病害，黄
瓜白粉病在全国各露地和保护地栽培的黄瓜上均普遍发生，

一般黄瓜生长中后期病情发展迅速，导致叶片枯黄、植株干

枯，条件适宜时，几天时间内，白粉病即可迅速传遍整个温室，

造成黄瓜大面积减产［１］。目前生产上对该病害的防控主要

是以化学防治为主，但由于病原菌对化学农药抗药性的产生

以及白粉病病情扩展迅速等特点，给其防治带来了很大困难，

亟需更加环保、稳定、持久的防治方法和策略。近年来，利用

诱导因子诱导植物自身产生抗病性和进行作物免疫的方法作

为防治病害更为安全有效、经济实用、环境友好的新措施，越

来越受到研究者们的关注和重视［２］。

病原菌侵入植物引起寄主体内一系列生理指标的变化，

可能诱导植株产生一些对自己生长有利并且可以在一定程度

上抑制病原菌的物质，即诱导植物产生抗病性。苯丙氨酸解

氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和多酚氧化酶（ＰＰＯ）等防御
酶与植物的抗病反应密切相关，可以作为衡量诱导抗病性的

重要指标。余晓燕等研究了粉红单端孢菌体蛋白激发子诱导

杏果产生对黑斑病的抗性，ＰＯＤ、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、ＰＰＯ、
β－１－３葡聚糖酶、几丁质酶活性都有所增强，并检测到氧爆
发［３］；赵建等发现施用寡雄腐霉发酵液对番茄叶片细胞膜具

有保护性，能降低丙二醛含量，提高超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、
ＰＰＯ和ＰＡＬ活性［４］；姚佳采用放线菌发酵液防治油菜菌核病

时，发现其可以诱导油菜ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＰＯＤ活性升高［５］；薛磊采

用生防链霉菌 ＺＹ１５３、Ｂ４９、Ｘ４、Ｚ１３、Ｓ４２诱导棉花抗黄萎病
时，发现其可显著提高棉花叶片、根系的ＰＯＤ、ＰＰＯ和 ＰＡＬ活
性，增加棉花叶片内单宁、二元酚、木质素及游离脯氨酸含

量［６］；暴增海等采用海洋放线菌ＢＭ－２发酵液诱导黄瓜根部
防御酶ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＳＯＤ活性升高，提高黄瓜对枯萎病的
抗性［７］。另外，活性氧过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是一种可以扩散的小
分子，不仅可以直接杀死病原菌，参与膜脂过氧化，介入植物

过敏反应（ＨＲ），而且过氧化氢还可以导致细胞壁木质化和
ＨＲ细胞的死亡，过氧化氢还可以跨过细胞膜进入侵染点以
外的组织中，作为第２信使激活防卫基因的表达，最终导致植
物对病原菌产生抗性［８］。一些真菌产生的特异性诱导物能

诱导寄主细胞氧化爆发，大豆在２种不同的非特异性诱导物
Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅ２７７和 Ｏｌｉｇｏｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｄｅ作用下，５ｍｉｎ内
即出现氧爆发（ＲＯＳ）［９］。冷害、臭氧、重金属、伤害、植物激
素和病原物侵染等许多逆境都会产生活性氧，活性氧可以诱

导植物激活一些胁迫相关的基因，对抗环境的变化［１０］。此

外，在细胞外基质中 Ｈ２Ｏ２及其他活性氧的作用不止局限于
参与防卫反应，还参与调控细胞壁组分的合成，比如木质素

合成［１１］。

玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３是分离自马铃薯疮
痂病自然衰退土壤的１株生防链霉菌［１２］，笔者从该生防菌发

酵液中分离到１组具有抑菌活性的次级代谢产物，经过分离、
提取和结构鉴定，最终确定该活性组分为２种五烯大环内酯
类抗菌活性代谢产物 Ｒｏｆｌａｍｙｃｏｉｎ和 Ｍｅｎｍｙｃｏ－Ａ（简称
ＲＭ），并对其结构和制备过程申请了国家发明专利（专利申
请号２０１７１００９１３３０．Ｘ）。为明确玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－
９３－６３活性代谢产物 ＲＭ诱导植株抗病性的情况及其作用
机制，本研究检测分析了 ＲＭ诱导黄瓜幼苗对白粉病的抗性
与防御酶ＰＯＤ、ＣＡＴ活性及过氧化氢含量的关系，筛选出ＲＭ
诱导抗病性的最佳浓度，为进一步揭示玫瑰黄链霉菌代谢产

物诱导抗病性的生理生化作用机制提供了理论依据，同时也

为开发新型植物免疫诱抗剂用于瓜类蔬菜白粉病的防控提供

了思路和途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　供试黄瓜品种为津春３号，由天津市农业
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科学院黄瓜研究所提供。

１．１．２　供试菌　供试黄瓜白粉病菌从田间自然发病的黄瓜
植株上采集，用小刷子将采来的发病叶片上的白粉孢子刷入

无菌水中，用纱布及漏斗将杂质过滤掉制成孢悬液，并向其中

加入少量吐温 －２０。用血球计数板计数，白粉孢子浓度为
２．２×１０５个／ｍＬ。现配现用。
１．２　试验方法
１．２．１　玫瑰黄链霉菌发酵液的制备　将斜面保存的玫瑰黄
链霉菌 Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３在马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培
养基上活化培养７ｄ至孢子成熟，将孢子刮下，制成孢子悬浮
液，调整孢子浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，向装有１００ｍＬ发酵培
养基的 ５００ｍＬ三角瓶中接入 ２００μＬ孢子悬浮液，３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养５ｄ。
１．２．２　玫瑰黄链霉菌活性代谢产物 ＲＭ的提取　发酵液经
４５００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃上清，菌丝沉淀用约３倍体积甲醇
浸泡，在超声波清洗器中振荡处理３０ｍｉｎ，滤纸过滤得黄色甲
醇溶液，在旋转蒸发仪中５０℃将甲醇减压蒸发至干，加入适
量乙酸乙酯，超声振荡，使其充分混合，可见有黄色粉末状物

质逐渐析出，静置２ｈ，抽滤得到黄色粉末状物质，即为代谢产
物ＲＭ。
１．２．３　ＲＭ诱导抗性最佳浓度的筛选　试验于２０１７年４月
１０日至５月３０日在河北农业大学植物保护学院温室进行，
将黄瓜种子置于２８℃培养箱中催芽，待露白时播种于直径为
１５ｃｍ的营养钵中（基质为 Ｖ营养土∶Ｖ土壤 ＝１∶１），温室培养至
第１张真叶展开、第２张真叶展开２／３时待用。对温室黄瓜
苗先喷施 ＲＭ药剂以及对照药剂，２４ｈ后喷施白粉病菌的孢
悬浮液。共９组处理，每组处理８棵苗，定期观察并记录其发
病情况。

表１　温室试验中的药剂处理及浓度

处理 药剂
药剂浓度

（ｍｇ／Ｌ）

１ ＲＭ ２０
２ ＲＭ ４０
３ ＲＭ ６０
４ ＲＭ ８０
５ ＲＭ １００
６ ＲＭ １６０
７ ＲＭ ３２０
８ 武夷菌素 ６０
９ 清水

１．２．４　温室诱导抗病性试验　设置５个处理：处理１，无菌
水作空白对照（阴性对照）；处理 ２，水杨酸处理，浓度为
５ｍｍｏｌ／Ｌ（阳性对照）；处理３，筛选出的最适浓度的 ＲＭ处
理；处理４，只接白粉病菌；处理 ５，ＲＭ处理后接白粉病菌。
每个处理２０盆。

用１００ｍｇ／Ｌ的ＲＭ溶液喷雾处理黄瓜幼苗，设置阴性对
照为水，阳性对照为水杨酸（５ｍｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ后接种白粉病
菌［１３］，分别于处理后１、３、５、７ｄ取样，采用苏州科铭生物技术
有限公司试剂盒进行 ＣＡＴ、ＰＯＤ活性测定和活性氧 Ｈ２Ｏ２含
量的测定。

１．２．５　诱抗结果的调查及统计　白粉病病害分级标准：０

级：无病斑；１级：病斑面积占整个叶面积５％及以下；３级：病
斑面积占整个叶面积６％ ～１０％；５级：病斑面积占整个叶面
积１１％～２０％；７级：病斑面积占整个叶面积２１％ ～４０％；９
级：病斑面积占整个叶面积４０％以上。

病情指数＝１００×∑（各级病叶数×各级代表值）／（调查
总叶数×最高级代表值）；

防治效果＝对照区病情指数－处理区病情指数
对照区病情指数

×１００％。

２　结果与分析

２．１　ＲＭ诱导黄瓜抗病性最佳浓度的筛选
调查结果如表２所示，喷施８０、１００、１６０ｍｇ／ＬＲＭ后对白

粉病的防效明显高于 ６０ｍｇ／Ｌ武夷菌素对照处理；喷施
１００ｍｇ／ＬＲＭ防效最好，因此在后续的温室诱导抗性试验中，
选择１００ｍｇ／ＬＲＭ进行喷施处理。

表２　ＲＭ诱导黄瓜抗白粉病的效果

处理 药剂 病情指数
防治效果

（％）

１ ２０ｍｇ／ＬＲＭ １．９０ ７５．７３
２ ４０ｍｇ／ＬＲＭ ３．００ ６１．６９
３ ６０ｍｇ／ＬＲＭ １．９０ ７５．７３
４ ８０ｍｇ／ＬＲＭ １．１０ ８５．９５
５ １００ｍｇ／ＬＲＭ １．０６ ８６．４６
６ １６０ｍｇ／ＬＲＭ １．１３ ８５．５７
７ ３２０ｍｇ／ＬＲＭ １．３９ ８２．２５
８ ６０ｍｇ／Ｌ武夷菌素 ２．５２ ６７．８２
９ 清水对照 ７．８３ ０

２．２　ＣＡＴ活性的测定
ＣＡＴ是一种诱导酶，由植物本身所引起的ＣＡＴ活性的增

加与其抗病性呈正相关。由图１可知，喷施 ＲＭ处理后３ｄ
ＣＡＴ活性高于阴性对照（水）处理，低于阳性对照（水杨酸）处
理，５ｄ时ＲＭ处理与阴性对照ＣＡＴ活性接近；喷施ＲＭ后接
种白粉病原菌处理的ＣＡＴ活性在处理后５ｄ与其他处理差异
显著，且达到最大值，表明喷施ＲＭ后再喷施白粉病原菌处理
的ＣＡＴ活性高于只喷施白粉病原菌的处理，喷施 ＲＭ后 ＣＡＴ
活性在病原菌侵染的条件下增加得更为明显。

２．３　ＰＯＤ活性的测定
ＰＯＤ在植物抗逆体系中主要用来消除氧自由基。由图２

可以看出，喷施ＲＭ处理后１～３ｄ与喷施水处理的ＰＯＤ活性
接近，５ｄ达到最高值，为５８７．６５Ｕ／ｇ，喷施水杨酸后 ＰＯＤ活
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性持续升高，在５ｄ达到最高，喷施水后 ＰＯＤ活性增加不明
显，通过ＲＭ处理与阳性对照（水杨酸）、阴性对照（水）比较
可知，喷施 ＲＭ后可以引起 ＰＯＤ活性升高，并与阴性对照差
异显著；先喷施ＲＭ再接种白粉病原菌后５ｄ，ＰＯＤ活性达到
最高值，为６７９．２６Ｕ／ｇ，只接种白粉病原菌的 ＰＯＤ活性也有
所升高，但是，先喷施 ＲＭ后再接白粉病原菌处理的 ＰＯＤ活
性在处理５ｄ时高于只接种白粉病原菌处理。

２．４　Ｈ２Ｏ２含量的测定
过氧化氢属于活性氧的一种，活性氧主要有超氧阴离子、

羟自由基和过氧化氢。氧爆发在植株过敏性坏死反应中起着

非常重要的作用，病原菌侵染后的很短时间内，活性氧在侵入

点急剧增加。由图３可以看出，喷施ＲＭ后接种白粉病原菌，
在１～３ｄ，过氧化氢含量增加，对入侵的白粉病菌起到了抵御
的作用，在３～７ｄ，可能由于体内防御酶活性增高，将过氧化
氢分解为水，导致Ｈ２Ｏ２含量降低，只接种白粉病原菌处理和
喷施ＲＭ处理的Ｈ２Ｏ２含量在处理后３、５ｄ稍高于阴性对照；
喷施无菌水和水杨酸处理的Ｈ２Ｏ２含量变化不明显。此外喷
施ＲＭ处理后再接种病原菌的Ｈ２Ｏ２含量在３ｄ达到最高值，
而只喷施白粉病菌的处理则在处理后５ｄ达到最高值。

３　讨论与结论

通过对黄瓜白粉病的温室诱抗试验可以发现，玫瑰黄链

霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３产生的活性代谢产物 ＲＭ对防治
黄瓜白粉病具有保护作用，其诱导黄瓜产生白粉病抗性的最

佳浓度为１００ｍｇ／Ｌ。黄瓜叶片喷施 ＲＭ后引起黄瓜植株内
过氧化氢含量增高，抵制了白粉病原菌的侵染，酶活性不同程

度的增加，并明显高于对照，通过体内防御酶如 ＰＯＤ、ＣＡＴ清
除活性氧自由基，防止活性氧含量过高对植株的损伤。由于

活性氧对细胞的毒害作用，植物细胞具有高效的活性氧清除

机制。活性氧可以被很多酶清除，如参与抗氧化系统的

ＰＯＤ、ＳＯＤ和ＣＡＴ，它们对于维持抗氧化系统的平衡具有重要
作用。Ｋｅｐｐｌｅｒ等使烟草悬浮培养细胞感染野火病细菌后，活
性氧大量产生，细菌数量明显下降，但加入 ＳＯＤ等活性氧清
除剂后，细菌数量增加，并延缓了 ＨＲ的发生［１４］。ＣＡＴ、ＰＯＤ
等防御酶是存在于植物体内与抵制病原微生物侵染有关的重

要酶，ＲＭ诱导后引起 Ｈ２Ｏ２含量升高，ＣＡＴ、ＰＯＤ活性增强，
因此诱导抗病性很可能是玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３
防病抗病的主要作用机制之一。除了笔者前期研究中发现的

Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３活性代谢产物具有直接抑菌作用外（数
据未发表），该活性产物ＲＭ还可以诱导黄瓜植株中主要防御
酶活性的提高，并且这种诱导作用在病原菌侵染的条件下表

现得更为明显。研究 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性及 Ｈ２Ｏ２含量与玫瑰黄
链霉菌活性产物诱导黄瓜抗病性的关系，初步证实了 ＲＭ具
有诱导抗病性作用，在此基础上，今后还将对ＲＭ诱抗的信号
途径、分子机制进行更为深入的研究。
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