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甘薯长喙壳菌株与芋头互作中抗氧化酶活性的变化
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摘要 以芋头块茎组织为供试材料,用来自石榴、甘薯和芋头的甘薯长喙壳 (CeratocystisfimbriataElliset
Halsted)菌株分别接种芋头块茎,同期观察3种不同致病性的菌株在互作中芋头过氧化物酶(POD)、超氧歧化

酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性和丙二醛(MDA)含量的变化。结果表明:接种3个菌株5h后,芋头块茎组织

开始呈微红色,对照块茎组织无颜色变化;芋头菌株和石榴菌株均可在芋头块茎组织表面生长,并最终致其腐

烂,表现出亲和反应;接种甘薯菌株后芋头块茎组织表面无菌丝生长,表现出非亲和反应。同期酶活性及膜脂

过氧化结果显示:在接种25~30h后,芋头块茎组织中POD、SOD和CAT活性达到高峰,且非亲和接种(甘薯

菌株)块茎组织高于亲和接种(芋头菌株、石榴菌株)块茎组织;在接种10h后,芋头块茎组织中 MDA含量明显

升高,其表面的颜色呈浅褐红色,在接种20h后含量达到最高值,随后始终维持较高水平,且非亲和接种块茎组

织高于亲和接种块茎组织。
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  石榴枯萎病 (pomegranatewilt)是我国近几年

新发生的一种果树毁灭性病害,其病原菌为甘薯长

喙壳(CeratocystisfimbriataEllisetHalsted,简称

Cf)[1]。甘薯长喙壳病菌广泛分布于世界各地,能
危害多种木本和草本植物[2-3]。甘薯长喙壳病菌多

数具有明显的寄主专化性,并且各种寄主专化性的

株系呈现出不同的地理分布[4-6]。
研究结果表明:分离自石榴和芋头上的甘薯长

喙壳病菌能够交叉侵染,并没有显示出寄主专化性;
而分离自寄主甘薯的甘薯长喙壳病菌既不能侵染石

榴也不能侵染芋头,表现出显著的寄主专化性[7]。
虽然研究结果证明很多菌株具有寄主专化性,但寄

主专化性株系的数量,以及这些株系间的界限还不

完全清楚,相关报道较少。笔者采用来自芋头、石榴

和甘薯的甘薯长喙壳病菌分别接种芋头块茎组织,
同期测定芋头中抗性相关物质及酶活性的变化,旨
在揭示具有不同寄主专化性的甘薯长喙壳病菌与同

种植物组织互作时的生化机制,为进一步研究不同

寄主专化性的同种真菌之间的致病性差异提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

石榴(Punicagranatum)枯萎病菌株(CQS2)、
芋头(Colocasiaesculenta)黑腐病菌株(YP1)和甘

薯(Ipomoeabatatas)黑斑病菌株(SP1)均由云南农

业大学植物病理重点实验室提供。
孢子悬浮液的制备:经单孢分离的病原菌各菌

株活化后,在PDA培养基上26℃富集培养7d。然

后将纯培养的病原菌孢子用灭菌去离子水洗脱并进

行梯度稀释,使孢子浓度为1.0×106个/mL。
1.2 供试植物

选取大小均匀、表面光洁无病斑的芋头块茎,先
用清水洗净,再放入0.2% 的次氯酸溶液中表面消

毒10min,然后用灭菌蒸馏水洗3次。将芋头块茎

切成2~3cm厚的圆片,将调整至相同浓度的3株

病原菌分生孢子悬液均匀涂于块茎圆片的两侧,置
于28℃培养箱中培养 (湿度为60%~70%),以灭

菌蒸馏水接种的切伤块茎圆片作为伤害组织对照。
芋头块茎圆片接种后,分别取培养0、10、20、



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

25、30、40、50h后 的接种组织进行酶活性测定,并
同时取灭菌蒸馏水接种的组织作为对照。每处理重

复3次。
1.3 抗氧化酶活性的测定

1)过氧化物酶(POD)。参照Kochba等[8]的方

法测定。以1min内470nm 处吸光值变化0.001
为1个酶活性单位(U1)。

2)超 氧 歧 化 酶 (SOD)。参 照 Giannopolitis
等[9]和林植芳等[10]的方法测定。测定560nm处吸

光度,并以抑制 NBT光化还原反应50% 为1个酶

活性单位(U2)。

3)过氧化氢酶(CAT)。参照潘汝谦等[11]的方

法测定。以1min内240nm处吸光值变化0.1为

1个酶活性单位(U3)。
1.4 丙二醛(MDA)含量的测定

参照Dhindsa等[12]的方法进行。
1.5 数据处理

利用SPSS数据处理系统,分别对供试菌株与

芋头块茎组织7个时期各生理指标变化值进行相

关性分析。

2 结果与分析

2.1 甘薯长喙壳菌株致病性的分化

试验结果表明:分离自3种不同寄主的甘薯长

喙壳菌株接种芋头组织,5h后芋头块茎表面均开

始呈微红色,对照处理芋头块茎无颜色变化。芋头

菌株和石榴菌株均可在芋头块茎组织上快速生长,
产生大量菌丝体及子囊壳,最终引起组织变黑且腐

烂(120h),并能在病害组织分离到相应的病原菌菌

株,说明芋头菌株和石榴菌株对芋头块茎组织均具

有强烈的致病性(亲和反应)。甘薯菌株在接种到芋

头组织后,虽然后期组织表面也呈微红色至褐红色

(10~50h),但观察不到菌丝生长或子囊壳产生,并
难以在接种组织附近分离到甘薯长喙壳菌株,表现

出非亲和反应。
2.2 过氧化物酶(POD)活性的变化

试验结果表明:接种10h后芋头块茎组织中

POD活性明显升高,总体趋势均高于同期对照处理

(图1)。接种甘薯菌株(SP1)后,块茎组织产生的

POD活性峰值及持续时间均高于石榴菌株(CQS2)
和芋头菌株(YP1),且POD活性上升快,净增加值

也大。接种甘薯菌株30h后,芋头块茎组织中

POD活性达到最大值,高于接种亲和性菌株 YP1

和CQS2,且在2个亲和性菌株之间其酶活性上升

幅度无明显差异。之后,接种亲和性菌株的芋头块

茎组织中 POD 活性急剧下降,接种甘薯菌株的

POD活性下降值较小,并维持一定水平。

图1 接种菌株后芋头块茎POD活性的变化

Fig.1 ChangesofPODactivitiesintarotubers
afterinoculationwithstrains

2.3 超氧化物歧化酶(SOD)活性的变化

试验结果表明:接种甘薯菌株(SP1)10h后芋

头块茎组织中SOD活性明显升高,以后一直维持较

高酶活水平,且明显高于对照处理(图2)。接种芋

头菌株(YP1)和石榴菌株(CQS2)后芋头块茎组织

中SOD活性平稳上升,并在30h时均达到最大值,
随后快速下降,其中接种芋头菌株的SOD活性下降

最快,在50h时POD活性已经低于对照接种正常

水平。

图2 接种菌株后芋头块茎SOD活性的变化

Fig.2 ChangesofSODactivitiesintarotubers
afterinoculatedwithstrains

2.4 过氧化氢酶(CAT)活性的变化

试验结果表明:接种后芋头块茎组织中CAT
活性呈先降后升又下降的趋势(图3)。接种非亲和

性菌株 (SP1)20h后,芋头块茎组织中CAT活性

高于接种亲和菌株 (YP1和CQS2),并都在25h
时达到最大值。接种亲和性菌株 (YP1和CQS2)

30h后,芋头块茎组织中CAT活性下降到对照处

理水平以下,而接种非亲和性菌株后的CAT活性

仍维持较高水平,且高于对照处理。这说明在亲和

性菌株与芋头块茎组织的整个互作过程中,致病菌

株芋头菌株 (YP1)、石榴菌株(CQS2)在接种30h
后,由于病斑的扩展,组织细胞的死亡,染病组织中

活性氧积累 O2-· 和膜脂过氧化加强,从而导致了

CAT活性的下降。
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图3 接种菌株后芋头块茎CAT活性的变化

Fig.3 ChangesofCATactivitiesintarotubers
afterinoculationwithstrains

2.5 丙二醛 (MDA)含量的变化

试验结果表明:接种10h后,芋头块茎组织中

膜脂过氧化产物丙二醛(MDA)的含量明显升高,3
种寄主菌株接种后芋头块茎表面的颜色均变成微红

(图4)。接种非亲和性菌株后,芋头块茎组织中

MDA含量高于接种亲和性菌株。非亲和性互作中

MDA含量在20h时达到最大值,之后始终维持在

较高水平。说明在整个接种期间非亲和性互作比亲

和性互作产生的过氧化反应高,伤口对照组织在整

个接种期间没有颜色变化,仅被观察到在接种早期

(10h)时过氧化水平有短暂升高,并且维持较低的

稳定水平。

图4 接种菌株后芋头块茎MDA含量的变化

Fig.4 ChangesofMDAcontentintarotubers
afterinoculationwithstrains

3 讨 论

在病原菌侵染寄主植物的互作中,一个显著而

普遍的病理现象是植物呼吸速率的升高。植物的抗

病机制也是多种多样的,在病原物与寄主植物之间

存在的基因对基因关系中,病原物无毒基因产物与

寄主中相应抗病基因产物互作从而导致不亲和反

应,使病原物在植物中的定殖和扩展受到抑制,甚至

在侵染初期就破坏了亲和关系。其防卫反应的作用

和表现特点因寄主-病原物的组合不同而有所差

异,它对病原物侵入的生化反应是以酶的催化活动

来实现的,而且它的抗病防卫反应 (抵御病原菌)的
有效性取决于这些反应相关的抗病基因是否在特定

的寄主部位以较早的时间达到较高的表达水平[13]。

Kojima等[14]和 Uritani等[15]研究了甘薯黑斑

病病原菌(非亲和)在接种芋头块茎组织表面后的反

应,证实甘薯菌株的分生孢子可以在组织表面萌发,
但其后期生长受到抑制。Masui等[16]证明分离自

甘薯的菌株接种芋头块茎后使接种体产生过氧化反

应,并生成抗真菌物质9,12,13-trihydroxy-(E)-10-
octadecenoicacid。本研究的结果也表明:3种寄主

的甘薯长喙壳病菌在接种5h后,芋头块茎组织表

面开始呈微红色(对照无变色)。来自甘薯的Cf在

接种到芋头组织后没有被观察到菌丝生长或子囊壳

的产生,后期组织表面颜色仅呈微红色至浅褐红色,
表现出非亲和反应。芋头和石榴菌株均可在芋头块

茎组织上快速生长,且均在块茎组织表面产生大量

菌丝 体 及 子 囊 壳,并 最 终 引 起 组 织 变 黑 且 腐 烂

(120h时),说明芋头和石榴菌株对芋头组织均具有

强烈的致病性(亲和)。

POD、SOD和CAT分别是植物体内担负清除

O2-·和H2O2的重要防御酶系统,参与了植物抗病

次生物质,如木质素、酚类化合物、植保素和活性氧

的代谢,在植物抗病防卫反应中起着重要作用。

Meagher等[17]采用对甘薯具有不同亲和性的甘薯

长喙壳菌分别接种甘薯块根组织,测定了 POD、

CAT及相关酶活性,结果表明,接种不致病的甘薯

长喙壳病菌(非亲和)后,甘薯组织的POD和CAT
活性比接种致病的甘薯长喙壳病菌(亲和)高。本试

验结果也表明,在非亲和性菌株(甘薯)和亲和性菌

株(芋头和石榴)接种后10h,芋头块茎组织中

POD活性均明显升高(均高于对照),非亲和性菌株

接种互作中产生的POD活性峰值及持续时间均高

于亲和性互作,且在亲和性菌株之间其酶活性上升

幅度无明显差异。

CAT和SOD的活性变化具有明显的阶段性:
在侵染初期,SOD和CAT的活性一般呈上升趋势,
且明显高于同期对照处理。由于SOD和CAT的

主要生理功能是清除生物体内的活性氧 O2-· 和

H2O2,说明亲和性甘薯长喙壳病菌入侵芋头块茎

后,随着病原菌的扩展,侵入芋头体内的病原菌不断

地破坏植物体内的保护酶系统,进而表现为SOD和

CAT活性在早期病原菌侵染升高,在后期迅速下

降。非亲和的甘薯菌株可诱导芋头组织产生较高的

SOD和CAT活性,并在一定时间内维持较高水平。
因此,在甘薯长喙壳菌侵染的早期,芋头块茎组织中

36
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相关酶活性大幅度上升,这与寄主在病程中早期限

制病斑扩展的能力有关。说明生物体在受到寄主病

原菌和非寄主病原菌侵染时,生物体本身具有一定

的适应和抵御能力,但这种能力是有限度的,超过一

定限度时细胞保护酶系统的平衡就会遭到破坏,进
而形成病斑或其他类似的病症表现,为病原菌的进

一步入侵提供条件。
近年来发现 H2O2、水杨酸等在植物抗病反应

中可能作为信号分子,参与抗病反应信息传递,进而

激 发 植 物 细 胞 内 的 各 种 防 卫 反 应 和 系 统 获 得

性[18-19]。水稻与稻瘟病菌、马铃薯与晚疫病菌等病

害互作中的活性氧及其代谢酶的产生和含量变化的

研究结果表明,H2O2在植物抗病反应中起着重要作

用。病菌侵染后植物体内活性氧的产生与积累是启

动膜 脂 过 氧 化 的 主 要 原 因 之 一[20],而 丙 二 醛

(MDA)含量的变化是衡量膜脂过氧化程度的一个

重要指标。Masui等利用芋头菌株 (亲和)和甘薯

菌株 (不亲和)分别接种芋头组织,比较了芋头块

茎在接种两种病原菌后的 MDA 含量(膜脂过氧化

物)及相关酶活性变化,认为这些抗性酶物质的的产

生是在寄主植物系统内寄主与病原菌互作早期的结

果(反应)[21]。本研究结果也表明,在甘薯长喙壳病

菌侵染初期,芋头块茎中膜脂过氧化产物———丙二

醛(MDA)在接种10h时明显升高(高于对照),芋
头块茎表面的颜色呈微红。MDA含量总体表现为

非亲和菌株接种组织大于亲和性接种组织。非亲和

菌株接种组织在20h时达到最大值后始终维持在

较高的含量水平,说明在整个接种期间非亲和菌株

接种组织比亲和菌株组织中产生了相对较高的膜脂

化反应,伤口对照组织在整个接种期间没有变色,仅
被观察到在接种早期(10h)时过氧化水平有个短

暂的升高,并且维持在一个较低的相对稳定的水平。
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Abstract Atarostrain(compatibleorpathogenic),apomegranate(Punicagranatum)strain
(compatibleorpathogenic)andasweetpotatostrain(incompatibleornon-pathogenic)ofCeratocystis
fimbriataEllisetHalsted,wereinoculatedintotaro(ColocasiaesculentaSchott)tubers.Subsequently,

thechangesoftheactivitiesofperoxidase(POD),catalase(CAT),superoxidedismutase(SOD)and
thecontentofmalondialdehyde(MDA)ininoculatedtarodiskswereobserved.Theresultsshowedthat
thesurfacesofthetarotuberinoculatedbyallthestrainsturnedreddishunderthesameconditionsafter
10hofinoculation.Thetarostrainandthepomegranatestrainwerepathogenictoandcompatiblewith
taro,whilethesweetpotatostrainwasnon-pathogenictoandincompatiblewithtaro.POD,SOD,CAT
increasedtoahigherlevelinincompatible(sweetpotato)strainthanthoseincompatible(pomegranate
andtaro)strainsafter25-30hinoculationwiththosepathogensrespectively.Thesurfacesofthetaro
tuberinoculatedbyallthestrainsturnedmahoganyafter10hinoculation,whoseMDAincreasedupto
apeakat20h.

Keywords CeratocystisfimbriataEllisetHalsted;taro;antioxidantenzyme
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