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摘要 采用0.1mmol/L的 水 杨 酸(salicylicacid,SA)喷 雾 处 理 抗 稻 瘟 病 近 等 基 因 系 水 稻 CO39和

C101LAC。结果表明:脂氧合酶(LOX)、苯丙氨酸解氨酶(PAL)和过氧化物酶(POD)活性在不同亲和性互作水

稻中均在早期上升,与亲和性互作水稻CO39相比,高度非亲和性互作水稻C101LAC3种酶的诱导活性增加明

显、速度快;过氧化氢酶(CAT)的诱导活性则在不同亲和性互作水稻中均下降。对病程相关蛋白(PR蛋白)β-1,

3-葡聚糖酶和几丁质酶的测定结果表明,高度非亲和性互作水稻2种酶诱导活性的出现高峰期和强度也明显要

早且高于亲和性互作水稻。对内源水杨酸的测定结果表明,不同亲和性互作水稻的SA含量均没有明显的变

化,表明外源SA诱导的水稻抗病性可能与内源SA信号通路无关。
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  水杨酸(salicylicacid,SA)作为一种外源信号

分子,可以诱导植物对病原菌的抗性反应,但主要参

与植物对活体营养型病原菌的抗病性[1]。SA诱导

的植物抗病性主要通过诱导植物膜脂过氧化,产生

HR反应,并诱导植物PR蛋白基因的表达,进一步

诱导植物的系统抗病性。据报道,外源SA能诱导

烟草、黄瓜、拟南芥、水稻等产生对多种病害的SAR
反应[2]。在SA诱导的水稻抗瘟性研究中,蔡新忠

等[3]证实外源SA叶面喷雾能减轻水稻幼苗稻瘟病

的发生,可诱导水稻的系统性抗瘟性。SA通过活

化苯丙烷类代谢途径,快速大量合成木质素、Mo-
milactoneA等物质,从而使水稻产生对稻瘟菌的诱

导抗性[4]。吴国昭等[5]研究表明水杨酸甲酯能有效

提高野生稻幼苗对稻瘟病的抗性,可以显著提高叶

片内香草酸和咖啡酸的含量。有观点认为外源SA
处理后内源SA含量局部或系统性的升高是诱导

SAR产生的关键信号分子之一[6],但在水稻中内源

SA是否与诱导抗病性有关,尚未获得广泛认同。
笔者在前期的研究中,用系列SA浓度梯度处

理抗稻瘟病近等基因系水稻CO39和C101LAC,结
果表明0.1mmol/L的SA具有最好的诱导水稻抗

瘟性效果。
为了更好地分析外源SA诱导水稻抗瘟性的早

期抗病反应机制,并探讨外源SA处理与水稻内源

SA变化的关系,笔者对SA诱导的水稻重要防御性

酶活性及内源SA含量的变化规律进行了研究,旨
在为研究外源SA诱导水稻的抗瘟性机制提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

广东省稻瘟病菌优势小种 ZC13(菌株为97-
151a)由广东省农业科学院植保所朱小源研究员提

供。抗稻瘟病近等基因系水稻C101LAC(含 Pi-1
抗稻瘟病基因)及背景品系CO39(不含已知抗病基

因,感病对照)为笔者所在实验室保存,分别与稻瘟

病菌菌株97-151a组成高度非亲和性互作和亲和性

互作[7]。
将水稻播种在盛有稻田土的塑料盆中,置于温

度24~26℃、光照14h小时的生长室中培养。按

照常规方法管理,于水稻植株第4片叶完全展开时

接种。
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1.2 主要试剂

供试水杨酸、亚油酸、几丁质和昆布多糖均购自

美国Sigma公司,甲醇、乙酸乙酯为国产色谱纯,其
他试剂均为国产分析纯。
1.3 水稻叶片的处理及取样

用0.1mmol/LSA溶液喷雾接种,保湿24h。
分别于接种后0、8、12、24、48、72h进行取样,用于

各种 酶 活 性 及 内 源 SA 含 量 测 定,以 含0.05%
Tween20的灭菌双蒸水为对照。每处理重复3次。
1.4 相关防御酶活性的测定

1)脂氧合酶(LOX)。粗酶液提取以及活性测

定参照张建成等[8]的方法进行,以25 ℃反应15
min后D240增加0.01为1个酶活性单位,酶比活力

以U1 表示 。

2)苯丙氨酸解氨酶(PAL)。粗酶液提取与活力测

定参照李云锋等[9]的方法进行,酶比活力以U2 表示。

3)过氧化物酶(POD)。POD提取方法:在每样

品中加入预冷的50mmol/L磷酸缓冲液(pH7.0,
含1%PVP),冰浴下研磨,4℃下13600r/min离

心20min,取上清液。POD活性按纪春艳等[7]的方

法测定,酶比活力以U3 表示。

4)过氧化氢酶(CAT)。粗酶液提取同CAT提

取方法,活性测定参照刘琼光等[10]方法进行,CAT
比活力以U4 表示。

5)几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶。粗酶液的提取

以及活性测定参照张衍荣等[11]方法进行。几丁质

酶活性测定是以胶体几丁质为底物进行反应,测定

反应后所产生的N-乙酰氨基葡糖胺的量,其酶活性

单位定义为以37℃反应1h后D585增加0.01为

1个酶活性单位,酶比活力以 U5 表示。β-1,3-葡聚

糖酶活性测定是以昆布多糖为底物进行反应,测定

反应后产生的还原糖量,还原糖量的测定采用DNS
法,其酶活性单位定义为30min从昆布多糖中释放

1μg葡萄糖所需的酶量,酶比活力以U6 表示。

6)粗酶液蛋白的含量。以牛血清白蛋白为标准

蛋白,按照Bradford[12]方法测定。
1.5 水稻叶片中内源 SA 的提取及含量的测定

取1g水稻叶片进行内源SA的分析,SA的提

取与含量测定参考Bowling等[13]方法进行。

HPLC(美国Agilent1100)分析条件:流动相为

甲醇/水=40/60,紫外光检测器波长为302nm,柱
温为30℃,以保留时间定性,外标法定量,保留时间

为4.4min,最低检测限为10ng。

2 结果与分析

2.1 SA 诱导水稻叶片 LOX 活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻品系LOX活

性变化如图1。试验结果表明,在SA诱导后,高度

非亲和互作水稻品系C101LAC的LOX活性在8h
和24h各出现1个峰,与对照相比,酶活性分别增

加了49.74%和47.19%。而亲和互作水稻品系的

LOX活性在SA诱导24h后出现1个高峰,与对照

相比,酶活性增加了36.50%。与亲和性互作水稻

相比,高度非亲和互作水稻LOX酶活性同一时间

点上均高于亲和性互作水稻。

 CO39:亲和性互作品系 Acompatibleinteractionriceculti-
var;C101LAC:高度非亲和性互作品系 Ahighlyincompati-
bleinteractionricecultivar(下 图 同 thesameasfollowing

figures).

图1 SA诱导水稻叶片LOX活性的变化

Fig.1 ChangesofLOXactivityinriceleavesinducedbySA

2.2 SA 诱导水稻叶片 PAL 活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻品系PAL活

性变化如图2。

图2 SA诱导水稻叶片PAL活性的变化

Fig.2 ChangesofPALactivityinriceleavesinducedbySA
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  试验结果表明,高度非亲和互作水稻C101LAC
的PAL活性在SA处理后8h和48h均出现高峰,
与对照相比,酶活性分别增加45.21%和46.32%。
亲和互作水稻品系CO39的PAL活性在SA处理

后也分别在8h和48h出现高峰,分别比对照增加

20.93%和58.50%。在同一时间点上,高度非亲和

互作水稻的PAL诱导活性均高于亲和互作水稻。
2.3 SA 诱导水稻叶片 POD 活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻POD活性变

化如图3。试验结果表明,高度非亲和互作水稻品

系C101LAC的POD活性在SA处理后8h形成

1个高峰,是对照的2.15倍。亲和互作水稻品系

CO39的POD活性在SA处理后12h上升,在24h
时形成1个高峰,是对照的1.96倍。与亲和性互作

水稻相比,高度非亲和互作水稻POD诱导活性高

峰明显要早于亲和性互作水稻。

图3 SA诱导水稻叶片POD活性的变化

Fig.3 ChangesofPODactivityinriceleavesinducedbySA

2.4 SA 诱导水稻叶片 CAT 活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻CAT活性变

化 如图4。试验结果表明,SA处理后,高度非亲和

图4 SA诱导水稻叶片CAT活性的变化

Fig.4 ChangesofCATactivityinriceleavesinducedbySA

互作 水 稻 品 系 C101LAC 和 亲 和 互 作 水 稻 品 系

CO39的CAT活性在SA处理后8h呈现下降趋

势,不同时间点的活性均低于对照。
2.5 SA 诱导水稻叶片几丁质酶活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻品系的几丁

质酶活性变化如图5。试验结果表明,在SA处理

后,高度非亲和互作水稻品系C101LAC的几丁质

酶活性 在8h时 出 现 一 个 高 峰,比 对 照 增 加 了

53.26%,亲和互作水稻品系CO39几丁质酶活性则

在SA处理后24h达到高峰,2个水稻品系的几丁

质酶活性均高于对照。与亲和性互作水稻相比,高
度非亲和互作水稻的几丁质酶活性在SA诱导后的

24h内均高于亲和性互作水稻。

图5 SA诱导水稻叶片几丁质酶活性的变化

Fig.5 Changesofchitinaseactivityinrice
leavesinducedbySA

2.6 SA 诱导水稻叶片β-1,3-葡聚糖酶活性的变化

SA处理后,不同亲和性互作水稻品系的β-1,3-
葡聚糖酶活性变化如图6。试验结果表明,高度非

亲和互作水稻品系C101LAC的β-1,3-葡聚糖酶活

性在SA处理8h后开始上升,在12h和48h时均

出现1个高峰,分别是对照的1.48倍和1.82倍。
亲和互作水稻品系CO39的β-1,3-葡聚糖酶活性则

在SA处理48h后出现1个高峰,酶活性为对照的

2.33倍。与亲和性互作水稻相比,高度非亲和互作

水稻β-1,3-葡聚糖酶活性升高的时间快,且同一时

间点上均高于亲和性互作水稻。
2.7 SA 诱导水稻叶片内源 SA 的变化

SA处理后不同亲和性互作水稻内源SA的含

量变化如图7。试验结果表明,SA处理后高度非亲

和互作水稻和亲和性互作水稻的内源SA含量均变

化不明显,表明外源SA处理对水稻内源SA的变

化影响较小。
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图6 SA诱导水稻叶片β-1,3-葡聚糖酶活性的变化

Fig.6 Changesofβ-1,3-glucanaseactivityinrice
leavesinducedbySA

图7 SA诱导水稻叶片内源SA的变化

Fig.7 ChangesofSAcontentinriceleavesinducedbySA

3 讨 论

LOX、POD、CAT和PAL是参与水稻抗病反

应的重要保护酶类。本试验结果表明,在外源SA
处理后,高度非亲和性互作水稻中LOX活性在8h
就出现了明显的高峰,但在亲和性互作水稻中其活

性于24h时才出现高峰,且高度非亲和互作水稻的

LOX诱导活性均高于亲和性互作水稻;LOX的作

用主要是通过酶促作用来启动植物的膜脂过氧化,
与植物的过敏性坏死反应直接相关[14];本研究中

LOX在不同亲和性互作水稻中的诱导活性变化表

明SA诱导的水稻抗病性可能与膜脂过氧化有关。
在不同亲和性互作水稻中,POD和PAL活性均在

SA处理后早期上升,与亲和性互作水稻相比,高度

非亲和性互作水稻中的诱导活性升高更快、更强,这
可能与木质素等抗菌化合物的合成有关[15]。有研

究认为CAT为一种SA结合蛋白,SA可通过这种

结合来抑制CAT活性,从而导致 H2O2积累,从而

引起HR反应[16]。本研究表明SA处理后,不同亲

和性互作水稻中的CAT活性均下降,说明SA诱导

的抗病性可能与H2O2的积累和HR反应有关。
病程相关蛋白(PR蛋白)的积累是植物获得系

统抗性的重要原因[1],其中β-1,3-葡聚糖酶和几丁

质酶是2种重要的PR蛋白。本研究结果表明,SA
处理后,不同亲和互作水稻的β-1,3-葡聚糖酶和几

丁质酶活性均能增加;与亲和性互作水稻相比,高度

非亲和性互作水稻PR蛋白在SA处理早期增加明

显、速度快,表明SA诱导的植物抗病性可能与植物

的系统获得抗性有关。
对许多病原菌与植物(如烟草、拟南芥、黄瓜等)

互作的研究结果表明,内源SA含量局部或系统性

的升高是植物SAR产生的关键信号分子之一,如

TMV侵染烟草后,烟草叶片中内源 SA 含量从

100~200ng/g上升至1.5μg/g
[17]。在目前所检测

内源SA含量的所有植物中,水稻幼苗内源SA的

含量最高,约为烟草中SA含量的50倍[18]。Silver-
man等[19]用稻瘟菌和丁香假单胞菌(Pseudomonas
syringaepv.syringae)处理水稻幼苗后,内源SA
含量没有明显变化,因此认为内源SA在水稻抗病

反应中并不起信号传递作用;也有学者认为内源

SA在外源SA诱导的水稻抗性反应信号传递中起

正面调节作用[20]。本研究结果表明,外源SA处理

后,水稻幼苗的内源SA含量也无明显变化,说明内

源SA在外源SA诱导的水稻抗瘟性中可能也没有

起到信号传递的作用,但是否在其他水稻品种(系)
中也不起作用,仍有待进一步研究。
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  Abstract Salicylicacid(SA)isanimportantsignalinghormoneinplants,playingaroleininduced
defenseresponses.AftertreatmentwithexogenousSA,changesinliposygenase(LOX)activity,phen-
ylalanineammonialyase(PAL)activityandperoxidase(POD)activityincreasedsignificantlycompared
withthoseincontro1.Theactivityofthreeenzymesincreasedmoreremarkablyandrapidlyontheleav-
esoftheincompatiblericelinethanthoseinthecompatiblericeline.CATactivitydecreasedonthe
leavesoftworicecultivars.Pathogenesis-relatedproteins(PRproteins)areacharacteristicofsystemic
acquiredresistance(SAR)inplants.TheresultsshowedthatchangesintwoPRproteins,chitinaseand

β-1,3-glucanase,werealsoincreasedmoreremarkablyandrapidlyontheleavesoftheincompatiblerice
linethanonthoseofthecompatiblericeline.TheresultsalsoshowedthatendogenousSAhadlittle
changeeitherontheleavesofthetworicecultivarsafterinoculationwithexogenousSA.Theresults
suggestthatdefense-relatedenzymesandSARinriceleavesinducedbyexogenousSAmightplayanim-
portantroleinriceresistancetoriceblast.

Keywords salicylicacid;rice;resistance-relateddefenseenzymes;PRprotein
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