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壳寡糖诱导和 TM V 侵染烟草防御酶活性的变化
Ξ

惠娜娜, 郭成瑾, 商文静, 商鸿生
(西北农林科技大学 植保学院, 陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　为了明确壳寡糖诱导烟草对 TM V 的抗病作用机理, 以普通烟为供试材料, 用壳寡糖 (Ch ito2
o ligo saccharide)喷雾处理烟草叶片后再接种烟草花叶病毒 (TM V ) , 系统研究了壳寡糖处理对烟草防御酶活性变化

的影响。结果表明, 壳寡糖喷雾处理普通烟草 24 h 后再接种 TM V , 烟草叶片中过氧化氢酶 (CA T )、过氧化物酶

(POD )、超氧化物歧化酶 (SOD ) 和多酚氧化酶 (PPO ) 活性较对照都有明显增加, 最高活性高峰分别为空白对照的

162. 3% , 118. 4% , 265. 4% , 162. 3% , 其中CA T 和 SOD 峰值提前。壳寡糖处理后, 随着酶活性增强, 对 TM V 的系

统诱导抗病性得到表达, 其二者具有一定的相关性。
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C ha nge s of a c tiv itie s of de fe ns ive e nzym e s in toba cco le a ve s

tre a te d w ith chito2o ligosa cca ride a nd inocula te d w ith TMV

HU IN a2na, GUO Chen2jin, SHAN G W en2jing, SHAN G Hong2sheng
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Abstract: T he changes of act ivit ies of defen sive enzym es w ere tested system at ica lly in tobacco leaves

trea ted w ith ch ito2o ligo saccarides and inocu la ted w ith TM V fo r 24 hou rs in o rder to confirm the resistan t

m echan ism of tobacco to TM V. T he resu lt show ed that the act ivit ies of Cata lase (CA T ) , Perox idase
(POD ) , Superox ide dism u tase (SOD ) and Po lypheno lox idase (PPO ) increased apparen t ly oompared w ith

un trea ted p lan ts, their h ighest po in t w ere 162. 3% , 118. 4% , 265. 4% and 162. 3% respect ively, and the

peak s of act ivit ies of CA T and SOD w ere earlier. So there w as co rrela t ivity betw een the TM V resitance ex2
p ression and the increase of act ivit ies of defen sive enzym es.
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　　甲壳质 (Ch it in) 广泛存在于昆虫、甲壳类动物

外壳、真菌细胞壁及一些藻类中, 是由N 2乙酰氨基

葡糖聚合而成的多糖。甲壳质经脱乙酰化处理后得

到壳聚糖 (Ch ito san)。近十几年来, 国内外有关甲壳

质、壳聚糖的研究较多, 但由于其不溶于水, 在开发

应用上受到很大限制。为此, 通过适当方法将壳聚糖

降解为壳寡糖 (Ch ito2o ligo saccharide, 又称寡聚氨

基葡糖、甲壳低聚糖) , 即由 2～ 10 个氨基葡糖通过

Β21, 4 糖苷键连接而成的低聚糖[1 ]。以壳寡糖为激发

子, 可启动植物的防卫反应, 抑制病原物的扩展。壳

寡糖也是一种植物生长调节物质, 单独施用也有明

显的生理效应。对许多植物- 病原物系统的研究表

明[223 ] , 激发子诱导植物防卫反应时伴随着防御酶活

性的变化。关于壳寡糖诱导的植物防御酶活性的变

化, 仅见于少数真菌和细菌病害[427 ]。本课题组的前

期研究证明, 壳寡糖可诱导烟草对 TM V 的侵染产

生系统诱导抗病性[8210 ]。本文用壳寡糖喷雾处理普

通烟叶片后再接种烟草花叶病毒 (TM V ) , 进一步探

讨了其主要防御酶活性的变化, 为了解壳寡糖的诱

导抗病机制及利用壳寡糖防治病害提供依据。
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1　材料与方法

1. 1　材　料

　　供试药剂: 聚合度 (D P) 3～ 10、分子量 3 ku 的

壳寡糖 (质量分数 100% ) , 由中国科学院大连化学

物理研究所糖工程研究室提供。

供试植物: 普通烟 (N icotiana tabacum ) K326 品

种, 为 TM V 的系统寄主。

供试毒源: TM V , 由西北农林科技大学植保学

院植物病理研究所病毒研究室在- 20 ℃保存, 在普

通烟上繁殖, 按 Gooding 等[11 ]的方法提纯, 经 200～

300 nm 紫外扫描确定纯度和浓度。JEM 2100E 透射

电镜观察 TM V 粒体。接种枯斑寄主检测 TM V 的

侵染活性。

1. 2　方　法

1. 2. 1　试验处理及采样方法　在 25 ℃温室中, 选

用长势均一, 3～ 4 片真叶期的普通烟植株供试。用

质量浓度 50 ΛgömL 的壳寡糖溶液喷施供试植株下

部第 3 片真叶, 24 h 后在喷药叶的上位叶片, 采用

常规汁液摩擦法接种质量浓度为 2 ΛgömL 的 TM V

(壳寡糖喷雾处理, T )。试验设空白对照 (喷清水不

接种病毒, CK1)、接种对照 (不喷药, 只喷清水和接

种病毒, CK2)和喷药对照 (只喷壳寡糖溶液不接种,

CK3)。各重复 3 次。于接种后 0, 0. 5, 1, 3, 5, 7, 9 和

11 d 分别采收处理和对照的叶片样品供试。采样叶

片为第 5 叶, 叶片样品装入自封袋中, 做好标记, 再

放入- 80 ℃冰箱中保存供试。

1. 2. 2　酶活性的测定　过氧化氢酶 (CA T )、过氧

化物酶 (POD )、超氧化物歧化酶 (SOD ) 活性的测定

参照张志良[12 ] 和高俊凤[13 ] 的方法。多酚氧化酶

(PPO )活性的测定参照李靖等[14 ]的方法。

2　结果与分析

2. 1　壳寡糖诱导烟草抗病性的表达

　　壳寡糖处理的烟草植株和接种对照的烟草植株

均未发生过敏性坏死反应。接种对照的烟草植株接

种后 5 d 即表现轻花叶, 9 d 后发展成重花叶, 植株

矮小, 叶片皱缩, 平均严重度级别为 3. 5。壳寡糖处

理的烟草植株表现为, 显症延迟, 发展缓慢, 症状减

轻, 严重度降低, 在接种后第 8 天才出现轻花叶, 平

均严重度级别仅为 0. 6, 比接种对照植株降低了

82. 9%。

2. 2　烟草叶片中过氧化氢酶 (CA T )活性的变化

从图 1 可以看出, 壳寡糖喷雾处理和接种对照

在测定时间内均呈现 2 个活性高峰, 峰值亦相同, 但

峰值出现的时序有明显差异。壳寡糖喷雾处理烟草

叶片中CA T 活性在 1 d 内均高于其他对照, 在接种

后 0. 5 d 就达到第 1 个峰值, 为空白对照的

162. 3% , 比接种对照提前了 12 h, 之后有所下降;

在接种后第 5 天达到第 2 个峰值, 比接种对照提前

2 d。可见, 壳寡糖喷雾处理可提高烟草叶片中CA T

的活性, 且壳寡糖喷雾处理对烟草CA T 活性的影

响主要是提前了酶活性的时序。

图 1　壳寡糖诱导对烟草叶片中CA T 活性的影响
F ig. 1　Effect on activity of CA T in tobacco leaves

by induction of ch ito2o ligo saccarides

图 2　壳寡糖诱导对烟草叶片中 POD 活性的影响
F ig. 2　Effect on activity of POD in tobacco leaves

by induction of ch ito2o ligo saccarides

2. 3　烟草叶片中过氧化物酶 (POD )活性的变化

由图 2 可见, 壳寡糖喷雾处理烟草叶片中 POD

活性在接种后 0. 5 d 达到峰值, 之后略有下降, 接种

7 d 时达到第 2 个峰值, 其活性为空白对照的

118. 4% , 后逐渐下降。壳寡糖喷雾处理烟草叶片中

POD 活性从第 1 天开始持续高于其他对照。以上结
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果表明, 壳寡糖处理后烟草叶片中POD 活性明显增

加, 且酶活性达到峰值后可在较长时间内保持稳定。

2. 4　烟草叶片超氧化物歧化酶 (SOD )活性的变化

　　从图 3 可以看出, 壳寡糖喷雾处理烟草叶片中,

SOD 活性在接种后 3 d 内无明显变化, 从第 3 天开

始明显升高, 第 5 天达到第 1 个高峰, 其活性为空白

对照的 227. 5% , 较接种对照提前了 4 d, 喷药对照

虽在第 5 天也达到第 1 个峰值但活性略低; 第 9 天

达到第 2 个高峰, 其活性为空白对照的 265. 4% , 之

后下降。壳寡糖喷雾处理烟草叶片中 SOD 活性在接

种后 3 d 较接种对照和喷药对照明显升高。以上结

果表明, 壳寡糖喷雾处理烟草叶片中 SOD 活性在接

种后期大幅度提高。

2. 5　烟草叶片中多酚氧化酶 (PPO )活性的变化

从图 4 可以看出, 在接种后 0. 5 d 内, 壳寡糖喷

雾处理和各对照烟草叶片中 PPO 活性基本未发生

变化, 在接种后第 1 天活性均有所降低, 仅壳寡糖喷

雾处理降低幅度较小。与空白对照相比, 接种后 1～

3 d, 接种对照、喷药对照和壳寡糖喷雾处理烟草叶

片中 PPO 活性均有提高, 但提高幅度不大, 壳寡糖

喷雾处理略大于接种和喷药对照; 3 d 后壳寡糖喷

雾处理烟草叶片 PPO 活性持续保持升高状态, 7 d

后大幅度升高, 而接种和喷药对照 PPO 活性大幅度

降低, 第 5 天达到低谷, 之后开始大幅度上升。壳寡

糖喷雾处理烟草叶片中 PPO 活性在接种后第 7 天

低于喷药对照, 之后喷药对照酶活性急剧下降。壳寡

糖喷雾处理烟草叶片中 PPO 酶活性前期略有降低,

后期持续升高。以上结果表明, 壳寡糖喷雾处理在接

种后 7 d 内提高了烟草叶片中 PPO 活性。

图 3　壳寡糖诱导对烟草叶片中 SOD 活性的影响

F ig. 3　Effect on activity of SOD in tobacco leaves

by induction of ch ito2o ligo saccarides

图 4　壳寡糖诱导对烟草叶片中 PPO 活性的影响

F ig. 4　Effect on activity of PPO in tobacco leaves

by induction of ch ito2o ligo saccarides

3　讨　论

SOD 是自然界惟一的以氧自由基为底物的酶,

在活性氧中处于重要地位, 可以淬灭超氧负离子

O -
2 系列自由基连锁反应所造成的生物毒损伤, 为

生物体内重要的活性氧自由基清除酶, 因此 SOD 的

活性和植物抗病性关系密切。过氧化氢酶 (CA T )和

过氧化物酶 (POD ) 可进一步清除 SOD 催化形成的

H 2O 2。这 3 种酶相互协调可有效清除代谢过程产生

的活性氧, 使生物体内活性氧维持在一个低水平上,

从而防止活性氧引起的膜脂过氧化及其他伤害过

程。PPO 主要是把酚类物质氧化为醌类, 而各种醌

类参与病原菌和寄主细胞壁的合成及代谢, 能与蛋

白质等大分子物质形成聚合物, 从而将病原菌限制

在侵染点, 阻止其进一步扩展。

本研究结果表明, 与各对照相比, 壳寡糖喷雾处

理均可不同程度提高 CA T、POD、SOD 和 PPO 活

性。烟草经壳寡糖喷雾处理后, CA T、POD 和 SOD

有 2 个活性高峰, 且酶活性变化及升高幅度较接种

或喷药对照更明显; PPO 活性在接种后 7 d 大幅度

提高。这与杜昱光等[15 ]利用壳寡糖处理黄苗榆烟
(N ictotiana tobacum cv. ) 再接种 TM V 的研究结果

一致。

纪明山等[6 ]研究认为, 壳聚糖浸种可使玉米幼

苗根系中 POD 和 PPO 防御酶活性升高。在壳聚糖

浸种后接种囊肿腐霉 (Py thsium inf la tum M ath. ) ,

两种酶活性增强都较单独浸种或接菌更明显。李落

叶等[7 ] 研究表明, 低聚糖诱导可以显著提高小麦

POD 和 PPO 活性。许艳丽等[16 ]研究发现, 寡聚糖单

独诱导或诱导后接种大豆花叶病毒 (SM V ) , 可提高
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大豆叶片 POD 和 PPO 活性。上述结果与本文对烟

草花叶病毒的研究结果一致。这表明壳寡糖诱导烟

草对 TM V 的抗性, 可能与植物体内活性氧代谢、酚

类物质氧化及木质素合成有关。

壳寡糖具有诱导植物抗病性和调节植物生理活

性的广泛作用, 需要对其作用机制进行更深入的研

究, 并提出适宜的田间应用技术。
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