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　　摘要：于２０２１年在黑龙江省黑河市从大豆根际土壤中分离获得１株对大豆胞囊线虫具有较高活性的放线菌
ＸＦＳ－４，为了解该生防放线菌 ＸＦＳ－４对大豆胞囊线虫的作用机理，以黑河市主栽大豆品种黑河 ４３为试材，用
ＸＦＳ－４发酵液做种子包衣处理，盆栽条件下人工接种大豆胞囊线虫，以未接种作对照，接种后 ４、７、１１、１４ｄ取样，测
定大豆叶内抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性变化。同时，以抗坏血酸过氧化物酶基因序列设计引物，利用 ＲＴ－ＰＣＲ
技术，分析该基因在菌株ＸＦＳ－４包衣黑河４３后抗大豆胞囊线虫过程中的表达差异，从基因转录表达水平上对大豆
抗坏血酸过氧化物酶基因（Ｇｍ－Ａｐｘ）进行研究，以发现该基因与大豆胞囊线虫（ＳＣＮ）抗性之间的关系。结果表明，
ＸＦＳ－４包衣黑河４３接种大豆胞囊线虫４、７ｄ后，ＡＰＸ活性明显高于对照，接种条件下的黑河４３ＡＰＸ活性随大豆生
长一直升高。在接种大豆胞囊线虫后，其菌株ＸＦＳ－４包衣黑河４３处理组中，Ｇｍ－Ａｐｘ相对表达量在接种后４、７ｄ表
达上调，而在接种１１、１４ｄ表达下调，说明该基因参与了大豆早期防御胞囊线虫的侵染过程，对植物抗性反应及解除
胁迫诱导的氧化损害起了很重要的作用。
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　　大豆胞囊线虫（ＳＣＮ）是大豆根部病害之一，被
认为是造成大豆减产的主要原因，可导致大面积减

产，危害十分严重［１－２］。在我国可造成１．２亿元的
经济损失［３］，在全球范围内损失约为１５亿美元［４］。

黑龙江省黑河市是我国大豆主产区，２０２２年大豆播

种面积达１４３．８６万ｈｍ２［５］，大豆胞囊线虫对当前大
豆的安全生产构成了严重威胁，一般发病田减产

１０％～２０％，严重时可达３０％ ～５０％，在开花前后
发生可引起死苗甚至造成绝产［６］。

为振兴我国大豆产业，２０１９年３月，国家启动
了“大豆振兴计划”，主要目标是“一扩两提”，其中：

“扩”就是扩大面积，力争到２０２２年全国大豆种植
面积达到９３３．３３万ｈｍ２；“提”就是提高单位面积产
量、提升品质，力争到２０２２年全国大豆平均产量达
到１３５ｋｇ／６６７ｍ２［７］。有效防控大豆胞囊线虫危害，
减少损失，提单位面积产量、提品质是大豆振兴计

划的重要环节。

黑龙江省农业科学院黑河分院植保室在前期
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工作中，从大豆根际土壤中分离获得１株对大豆胞
囊线虫具有较高活性的放线菌ＸＦＳ－４，包衣处理后
对苗期大豆第一代大豆胞囊线虫抑制率达到

５９７７％，经形态学特征、生理生化试验测定及１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列同源性分析，确定该菌株为沙阿霉素链
霉菌［８］。为了解生防放线菌ＸＦＳ－４对大豆胞囊线
虫的作用机理，本研究以合成关键酶抗坏血酸过氧

化物酶基因序列设计引物，大豆黑河 ４３和菌株
ＸＦＳ－４为试材，利用酶活测定和 ＲＴ－ＰＣＲ分析菌
株ＸＦＳ－４包衣黑河４３后，在接种大豆胞囊线虫前
后抗坏血酸过氧化物酶活性的变化和基因表达量

的变化，初步明确菌株 ＸＦＳ－４对大豆胞囊线虫抗
性过程中抗坏血酸过氧化物酶的作用。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试大豆品种黑河４３号由黑龙江省农业科学

院黑河分院提供；供试生防菌株 ＸＦＳ－４保存于黑
龙江省农业科学院黑河分院植保室；供试大豆胞囊

线虫３号生理小种取自笔者研究室试验基地。
１．２　菌株发酵液的制备

将保存好的菌株ＸＦＳ－４接种在高氏一号平面
培养基上，２８℃恒温培养箱培养５ｄ。将平板上培
养好的菌落接种于马铃薯液体培养基中，２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ三角瓶振荡培养７ｄ后过滤，获得发酵液，
发酵液置于４℃冰箱中备用［９］。

１．３　种子处理方法
用５％ ＮａＣｌＯ溶液对大豆种子进行表面消毒，

再用无菌水冲洗５次。用制备好的发酵液按１％的
种子量进行种子包衣处理，待干燥后装袋、编号

备用［１０］。

１．４　大豆胞囊线虫的制备
采用改良淘洗 －过筛法从采取的土样中分离

胞囊，在体视镜下挑取新鲜、饱满、成熟、均一的胞

囊。胞囊先用 ０．５％ＮａＣｌＯ溶液进行消毒，再用无
菌水冲洗５次，置于２８℃恒温培养箱进行孵化，将
孵化后得到的 ２龄幼虫制备成 ２００条／ｍＬ的悬
浮液［１１］。

１．５　大豆材料的播种与接种
将ＸＦＳ－４发酵液包衣好的黑河４３种子播种

在１６ｃｍ×１６ｃｍ的黑色塑料钵中，钵中装有灭菌沙
土（５０％细沙，５０％有机土壤），以未包衣的黑河４３
作对照。当幼苗长出２张子叶时，将制备好的２龄

幼虫悬浮液进行接种，每株接种１０ｍＬ，以无菌水接
种作对照。

１．６　取样方法
分别在接种４、７、１１、１４ｄ后取样，处理组和对

照组分别取长势一致的幼苗３株，用自来水快速冲
洗叶部，再用蒸馏水洗净，滤纸吸干后，记录好处

理、对照标签分别放入收集袋中，液氮冷冻，－８０℃
保存。每个处理３次独立的重复。
１．７　酶粗提液的提取

提取缓冲液为５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值７．８磷酸缓冲
液（内含２ｍｍｏｌ／ＬＡｓＡ和５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）。参照
沈文飚等的方法［１２］提取。称取１．０ｇ大豆叶片样
品放入研钵中，加入２．０ｍＬ提取缓冲液和少量石英
砂充分研磨，用３．０ｍＬ上述提取缓冲液冲洗研钵和
研柞，将冲洗液和匀浆一起转入离心管中。４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，上清液即为酶粗提液。
将酶粗提液放入冰箱中－２０℃保存，待测定酶活。
１．８　抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性测定

测定反应液为５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值７．０磷酸缓冲
液（内含 ０．５ｍｍｏｌ／ＬＡｓＡ、０．１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和
０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－Ｎａ２）。参照沈文飚等的方
法［１２］测定。室温下 １ｍｉｎ１ｇ鲜质量氧化 １μｍｏｌ
ＡＳＡ的酶量作为 １个酶活性单位（Ｕ），酶活力以
Ｄ２９０ｎｍ／（ｍｉｎ·ｇ）ＦＷ表示。

ＡＰＸ活性（Ｕ／ｇＦＷ）＝
ΔＤ２９０ｎｍ×提取液体积（ｍＬ）

样品质量（ｇ）×加酶体积（ｍＬ）×ｔ（ｍｉｎ）。

１．９　抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）基因表达量分析
１．９．１　总ＲＮＡ的提取与反转录　按照试剂盒说明
书进行总 ＲＮＡ的提取，ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在
２０～２．２的范围内。将１μｇ总ＲＮＡ加入微量离心
管中并于７０℃温育１０ｍｉｎ，短暂离心后置于冰上，
加入试剂建立一个２０μＬ的反应体系，将反应体系
置于４２℃温育６０ｍｉｎ、９５℃加热５ｍｉｎ、５℃放置
５ｍｉｎ。　
１．９．２　引物设计　ＡＰＸ基因在ＧｅｎｅＢａｎｋ的登录号
为 ＮＭ＿００１２５１４３２．２，根据该序列利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，上游引物为５′－ＧＧＴＧＣ
ＴＧＴＡＧＧＡＧＴＴＧＴＡＧ－３′，下游引物为５′－ＡＡＡＧＴＣ
ＴＧＡＡＴＧＧＣＴＧＴＧ－３′，基因片段为２１６ｂｐ。内参基
因上游引物为５′－ＡＴＣＴＴＧＡＣＴＧＡＧＣＧＴＧＧＴＴＡＴＴ
ＣＣ－３′，下游引物为５′－ＧＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＣＴＣ
Ｃ－３′，基因片段为１２６ｂｐ。引物合成由哈尔滨生工
生物工程技术有限公司完成。
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１．９．３　ＰＣＲ反应条件　ＡＰＸ基因：９５℃预变性
３ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ｓ，５７℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，７２℃充分延伸１０ｍｉｎ。
１．９．４　ＲＴ－ＰＣＲ反应条件　９５℃预变性１０ｍｉｎ，
９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ（荧
光采集１次），９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，９５℃３０ｓ。进
行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应时，为了尽可能减少因加样
引起的处理间及重复间的误差，根据试验要求尽可

能先混合样品再分装。每个样品的相对表达量的

值等于目的基因的表达量均值减去内参基因的表

达量均值，应用比较ＣＴ值法（２
－ΔΔＣＴ）进行基因表达

的相对定量计算和统计分析。

２　结果与分析

２．１　菌株 ＸＦＳ－４接种大豆胞囊线虫后根内抗坏
血酸过氧化物酶的变化

从图 １可以看出，在接种 ＳＣＮ情况下，菌株
ＸＦＳ－４包衣黑河４３的ＡＰＸ活性高于对照，随大豆
生长呈先升高后下降趋势。接种条件下的黑河４３，
其ＡＰＸ活性随大豆生长一直升高，说明植株在线虫
的侵染下，ＡＰＸ活性持续升高防御植物细胞外界氧
化胁迫，而ＸＦＳ－４包衣后的黑河４３在７ｄ后开始
下降。所以，抗坏血酸过氧化物酶的活性变化在

ＸＦＳ－４处理大豆抗大豆胞囊线虫的过程中起重要
作用。

２．２　样品ＲＮＡ的提取
取大豆样品１μＬ总ＲＮＡ，１．５％琼脂糖凝胶电

泳后，可以清晰分辨２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ，紫外分
光光度计测得浓度较好，符合进一步ＲＴ－ＰＣＲ的要
求（图２）。

２．３　ＰＣＲ扩增结果
通过凝胶电泳分析ＰＣＲ产物的特异性（图３至

图６），Ｇｍ－Ａｐｘ基因和 Ｇｍ－Ａｃｔｉｎ基因的凝胶电泳
结果都仅有１条电泳条带，均得到特异性扩增目的
产物。其中Ａ１－Ｈ３和Ｉ１－Ｐ３是指１６个处理３次
重复，共４８个上样样品。

２．４　对ＰＣＲ扩增产物测序
将得到的ＰＣＲ产物进行测序，得到２１６ｂｐ的片

段，经过ＢＬＡＳＴ比对分析表明，与已报道序列 ＮＭ＿
００１２５１４３２具有高同源性，相似度 １００％。结果如

下：５′－ＧＧＴＧＣＴＧＴＡＧＧＡＧＴＴＧＴＡＧＴＴＡＣＴＧＣＣＧＣ
ＡＧＴＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＡＧＴＴＡＣＴＴＧＴＡＴＧＡＡＧＴＴＣＧＣＡ
ＡＡＡＧＡＧＧＧＡＡＧＴＡＡＡＣＴＧＧＡＣＴＴＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＣ
ＴＴＧＧＣＴＧＴＴＡＣＧＴＴＴＧＣＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡＣＣＣＡＴＡＡＴ
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ＧＴＧＡＡＡＡＣＡＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＴＴＧＣＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣ
ＴＧＴＴＴＡＣＴＴＡＧＴＡＣＣＡＡＴＡＡＡＧＡＡＴＡＡＴＧＣＣＡＣＡＧ
ＣＣＡＴＴＣＡＧＡＣＴＴＴ－３′。
２．５　Ｇｍ－Ａｐｘ和Ｇｍ－Ａｃｔｉｎ基因的荧光定量曲线分析

通过对试验中涉及的主要参数分析，目的基因

的扩增曲线为标准的“Ｓ”形，熔解曲线的峰型单一
（图７、图８），内参基因的扩增曲线为标准的“Ｓ”形，
溶解曲线的峰型单一（图９、图１０），说明样品的质
量较高，引物的特异性较好，无引物二聚体及非特

异性扩增产物，内参基因和目的基因的 Ｔｍ值分别
为８４．５、８３．５℃。

２．６　Ｇｍ－Ａｐｘ基因的相对定量表达分析
综合分析 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ的结果，大豆根内

Ｇｍ－Ａｐｘ基因响应ＳＣＮ的侵染，在各处理中响应的
方式相似，接种前后的同期样本中该基因的相对表

达量差值整体上均出现先上调后下降的趋势，但表

达效率不同。在接种无菌水４、７、１１、１４ｄ后，Ｇｍ－
Ａｐｘ基因在菌株ＸＦＳ－４包衣黑河４３处理组中的相
对表达量分别为黑河 ４３对照中表达量的 ０．７９、
０８５、０．５１、０．９７倍（图１１），即菌株 ＸＦＳ－４包衣的
黑河４３在未接种线虫的情况下，其 Ｇｍ－Ａｐｘ的表
达下调。
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　　Ｇｍ－Ａｐｘ在接种大豆胞囊线虫侵染后的４、７、
１１、１４ｄ，其菌株ＸＦＳ－４包衣黑河４３处理组中相对
表达量分别为黑河４３对照中表达量的１．４６、１．０８、
０．８７、０．９２倍（图１２），即在接种后４、７ｄ表达上调，

而在接种１１、１４ｄ表达下调，说明该基因受到线虫
侵染的诱导表达，参与了大豆早期防御胞囊线虫的

侵染过程。

３　讨论与结论

抗坏血酸过氧化物酶（ａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＡＰＸ）是降解过氧化氢的关键酶，能提高植物体内抗
氧化酶活性和增强抗氧化代谢的水平，是提高植物

抗逆性的有效途径之一。近年来，关于 ＡＰＸ基因功
能的研究主要集中在植物抗逆方面，目前多种植物

的ＡＰＸ基因在诱导抗性方面的作用已有报道。在
非生物胁迫条件下，水稻、白桦中 ＡＰＸ基因表达上
调［１３－１４］。Ｐａｒｋ等在甘薯中成功克隆到 ｓｗＡＰＸ１基
因，研究发现 ｓｗＡＰＸ１基因在受到外界非生物胁迫
时，其表达量均明显升高，说明了 ｓｗＡＰＸ１基因在清
除甘薯叶片中的过氧化氢方面发挥了重要作用，从

而有利于植株克服非生物和生物胁迫造成的氧化

损伤［１５］。Ｓｈｉ等研究发现，在高温条件下，转大麦
ＡＰＸ基因的拟南芥叶片正常，而非转基因拟南芥的
叶片出现大量枯黄［１６］。Ｋｏｒｎｙｅｙｅｖ等获得了转叶绿
体ＡＰＸ基因的棉花植株，ＡＰＸ在植物体内过量表
达，其叶片中 ＡＰＸ活性比野生型的提高 ５倍［１７］。

Ｃａｌｄｗｅｌｌ等研究大豆 ｃＡＰＸｓ中观察到，ＡＰＸ的转录、
翻译和翻译后调控可增强大豆抵抗环境胁迫的能

力［１８］。Ｓａｒｏｗａｒ等将辣椒 ＡＰＸ基因转入烟草，同样
提高了转基因烟草的抗氧化胁迫与抗真菌能力［１９］。

Ｌｉ等向烟草中转入过氧化物酶体ＡＰＸ基因，提高了
转基因烟草的抗旱耐盐能力［２０］。Ｙａｂｕｔａ等研究表
明，在转基因烟草中，叶绿体 ＡＰＸ在清除活性氧体
系中发挥着很重要的作用，它保证了叶片的叶组织

在水循环和光合作用中维持能量［２１］。方涛等以

ＯｓＡｐｘ７和ＯｓＡｐｘ８突变本为材料，证实了水稻叶绿体
ＡＰＸ，特别是ＡＰＸ８，在水稻对抗干旱的逆境中发挥
着重要的作用［２２］。邵振启等以水稻抗坏血酸过氧

化物酶基因 ＯｓＡｐｘ２为转化对象，获得转 ＯｓＡｐｘ２大
豆，抗坏血酸过氧化物酶活性等干旱指标及产量相

关性状测定表明 ＯｓＡｐｘ２超表达能够显著提高大豆
的耐旱性［２３］。

本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术，分析了
Ｇｍ－Ａｐｘ基因在菌株 ＸＦＳ－４包衣黑河４３后抗大
豆胞囊线虫过程中的表达差异，从基因转录表达水
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平上对Ｇｍ－Ａｐｘ进行研究，以发现该基因与ＳＣＮ抗
性之间的关系。综合分析 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ的结果，
在接种线虫后，菌株 ＸＦＳ－４包衣的黑河 ４３在 ４、
７ｄ时，Ｇｍ－Ａｐｘ基因的表达呈上升趋势，分别为对
照的１．４６、１．０８倍，这表明在接种后的前期，由于线
虫的入侵，造成寄主细胞破坏，诱导了胞内 Ｈ２Ｏ２的
增加，继而导致了 Ｇｍ－Ａｐｘ基因表达上调；接种后
１１、１４ｄ，Ｇｍ－Ａｐｘ表达下降，分别为对照的０．８７、
０９２倍。这可能一方面是 Ｈ２Ｏ２浓度下降，另一方
面由于活性氧对植物自身具有一定的损害作用，植

物自身启动了限制活性氧生成的机制。试验结果

表明，大豆在受到线虫侵染时，菌株 ＸＦＳ－４能够诱
导Ｇｍ－Ａｐｘ的表达，对植物抗性反应及解除胁迫诱
导的氧化损害起了很重要的作用。
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［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，１９９７，２０４（１）：１２０－１２６．

［１９］ＳａｒｏｗａｒＳ，ＫｉｍＥＮ，ＫｉｍＹＪ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｅｐｐｅｒ
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ｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，

２００５，１６９（１）：５５－６３．

［２０］ＬｉＹＪ，ＨａｉＲＬ，ＤｕＸＨ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａＰｏｐｕｌｕｓ

ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＰｐＡＰＸ）ｇｅｎｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓ

ｅｎｈａｎｃｅｓｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｒｅｅｄｉｎｇ，２００９，１２８（４）：

４０４－４１０．　
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２００２，３２（６）：９１５－９２５．

［２２］方　涛，董艳苹，李亚楠，等．水稻叶绿体抗坏血酸过氧化物酶

在干旱和高盐胁迫中的作用［Ｊ］．植物生理学报，２０１５，５１

（１２）：２２０７－２２１３．
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转化大豆及耐旱功能分析［Ｃ］／／２０１７年中国作物学会学术年

会摘要集．保定，２０１７：１５６．
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