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苯并噻二唑对香蕉枯萎病的诱导抗性
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摘要 采用含药培养基生长速率法测定苯并噻二唑(benzothiadiazole,BTH)对香蕉枯萎病菌4号生理小种

(Fusariumoxysporumf.sp.cubenserace4,Foc4)的室内毒力,结果表明BTH对Foc4的EC50为929.9μg/mL,

与杀菌剂多菌灵相比,其作用十分微弱。然后,在温室条件下,采用盆栽试验测定BTH对香蕉枯萎病的防治效

果,结果表明BTH质量浓度为50μg/mL时的诱抗效果最好,防治效果可达到66.6%,且随着浓度的升高其防

治效果逐渐降低。最后,在温室条件下测定BTH处理香蕉苗后,其体内6种防御酶活性的变化,结果表明BTH
可以提高香蕉苗体内多种防御酶的活性。
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  香蕉枯萎病(fusariumwiltofbanana)是由尖

镰孢 古 巴 专 化 型 (Fusariumoxysporum f.sp.
cubense)侵染引起的一种毁灭性病害[1]。多年来,
研究者在香蕉枯萎病的抗病品种选育、寄主与病原

菌互作等方面取得了很大进展,但该病在大部分香

蕉种植区的发生和危害尚未得到有效控制[2-4]。一

些杀菌剂在室内对香蕉枯萎病菌的抑菌效果较好,
但在田间施用时防治效果较差。目前尚无理想的杀

菌剂可用于香蕉枯萎病的防治,因此探索其有效的

防治途径已成为当务之急。
植物与病原菌在长期相互作用与共同进化过程

中产生了一系列防御体系,能够有效抑制病原菌对

自身的侵害。当植物某些部位组织受到病原侵染或

诱发剂处理后,常导致植株的非侵染或非处理部位

在较长时间内保持对多种病原菌侵染的抗性,这种

现象称为植物系统获得抗性(systemicacquiredre-
sistance,SAR)。植物的诱导抗病性是近年来非常

活跃的一个研究领域,其中备受关注的是苯并噻二

唑(benzothiadiazole,BTH)诱导激活剂,这类新化

合物是1996年由CIBA公司科学家首先发现的,
是一种具 有 明 显 诱 发 SAR 反 应 的 化 合 物[5]。

Görlach等[6]最先报道了BTH在小麦苗期施用,能
诱导小麦对锈病、白粉病和叶斑病的抗性;宋凤鸣

等[7]的研究结果表明,在接种病原菌之前喷施BTH
也能起到减轻水稻苗期白叶枯病的作用。此外,对

BTH的作用机制前人也进行了大量研究,Masaki
等[8]的研究结果表明,BTH和SA(水杨酸)均能通

过激活水杨酸信号转导途径诱导水稻产生对稻瘟病

的抗性,并确定了其转录因子基因。本试验测定了

BTH对香蕉枯萎病菌的室内毒力和盆栽防治效果,
旨在探索BTH对香蕉枯萎病的诱导抗病效果及其

作用机制。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌株:尖镰孢古巴专化型(香蕉枯萎病菌)
[Fusarium oxysporum f.sp.cubense (E.F.
Smith)SnyderetHansen]4号生理小种(Foc4)菌
株,分离自香蕉发病植株,由华南农业大学热带亚热

带真菌研究室鉴定和保存;香蕉苗:巴西蕉组培苗

(沙床苗),由广东省农业科学院作物研究所提供;
化学药剂:苯并噻二唑(BTH),晶状原药,纯度为

99%,购于大中原联合化学品(郑州)有限公司。
1.2 BTH 对香蕉枯萎病菌的毒力测定

采用生长速率法,通过预备试验确定所需浓度。
将BTH用二甲基亚砜(DMSO)溶解配成质量浓度
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分别为10、20、30、40、50mg/mL的母液,分别吸取

1mL母液加入到99mL熔化的PDA培养基中充

分混匀制成含药培养基平板,使BTH在PDA中的

终质量浓度分别为100、200、300、400、500μg/mL,
以含相同量 DMSO 的 PDA 平板为空白对照,以

25%多菌灵杀菌剂为阳性对照,质量浓度分别设为

1、2、5、8、10μg/mL。在含药和对照平板中央接入

直径5mm 的香蕉枯萎病菌(菌龄7d)菌丝块,

25℃下培养7d后测量菌落直径,并计算菌落生长

抑制率,将抑制百分率换算成抑制机率值,以浓度对

数值为横坐标,抑制机率值为纵坐标,作回归曲线,
求出毒力回归方程及有效中浓度(EC50)。
1.3 盆栽试验

在花盆(上口直径12cm,盆高15cm)中种上香

蕉苗,每盆3株,待苗定植后,选取株形一致的香蕉

苗(约2月龄)进行试验。将BTH配成50、100、200

μg/mL三种质量浓度溶液(各含0.05%吐温-20),
分别进行喷雾处理,叶片正反面均喷至刚有液滴为

宜。以灭菌水喷雾作对照,每处理重复3次,每重复

10株苗。分别于处理后3d进行孢子悬浮液(106孢
子/mL)灌根接种,接种28d后调查病情。病级分

为0~4级,分级标准参照Brake[9]和杨秀娟等[10]的

方法,并计算病情指数(病指)和防治效果(防效)。

病指=∑
各级病株数×( )相应级数值

调查总株数×最高级数值 ×100

防效=
对照病指-处理病指

对照病指 ×100%

1.4 施药处理及样品采集

盆栽种植香蕉苗,每盆种3株,与防效试验为同

一批苗同时进行,约1周定植成活后,用质量浓度为

100μg/mL的BTH 溶液喷雾处理。另外,以灭菌

水喷雾处理作对照。分别于处理前1d、处理当天以

及处理后每天采样1次,连续采集7d,每处理随机

采集3株大小一致、部位相同的香蕉苗假茎,用锡箔

纸包裹起来后用液氮速冻,置于-20℃保存,待全

部样品采集完后用于酶液的提取。
1.5 酶提取及活性的测定

1)苯丙氨酸解氨酶(PAL)。称取0.5g香蕉苗

假茎样品放入研钵中,加入1.5mL含5mmol/L
巯基乙醇的0.05mol/L硼酸缓冲液(pH8.8)、

0.1g聚乙烯吡咯烷酮和少量石英砂,冰浴研磨成匀

浆。将匀浆转入2mL离心管,在4℃下10000
r/min离心20min,上清液即为酶液,立即用于酶活

性的测定。
酶活测定反应体系:1mL酶液,1mL0.02

mol/L的 L-苯 丙 氨 酸,2 mL 蒸 馏 水,总 体 积 为

4mL。以缓冲液代替酶液为对照,反应液置于40℃
水浴中保温1h,然后加入0.2mL6mol/LHCl终

止反应,用紫外分光光度计在290nm波长处测定

吸光值,以每小时每克样品OD值变化0.01所需的

酶量为1个酶活单位(U1)。

2)过氧化物酶(POD)。取0.5g香蕉苗假茎样

品放入研钵中,加入1.5mL预冷的磷酸缓冲液

(pH7.8)、0.1g聚乙烯吡咯烷酮和少量石英砂,冰
浴研磨成匀浆。将匀浆转入2mL离心管,在4℃
下10000r/min离心20min,上清液即为酶液,马
上用于酶活的测定。

酶活测定反应体系:2.9mL0.05mol/L磷酸

缓冲液(pH5.8),1mL0.05mol/L愈创木酚,

1mL2% H2O2,0.1mL酶液,以缓冲液代替酶液

为对照,37℃水浴保温15min,然后迅速转入冰浴

中,并加入2mL20%三氯乙酸(CTA)终止反应,然
后5000r/min离心10min。适当稀释后,在470
nm 波长处测定吸光值,以每分钟每克样品 OD值

变化0.01所需酶量为1个酶活单位(U2)。

3)多酚氧化酶(PPO)。PPO 的提取方法与

POD的相同。酶活测定反应体系:3.9mL0.1
mol/L磷酸缓冲液(pH5.8),1mL0.1mol/L邻苯

二酚,0.1mL酶液,以缓冲液代替酶液为对照,

37℃水浴保温15min,然后迅速转入冰浴中,并加

入0.5mL6mol/LHCl终止反应,在525nm波长

处测定吸光值,以每分钟每克样品OD值变化0.01
所需酶量为1个酶活单位(U3)。

4)超氧化物岐化酶(SOD)。SOD的提取方法

与POD的相同。酶活测定反应体系:1.5mL0.05
mol/L磷酸缓冲液(pH7.8),0.3mL130mmol/L
Met溶液,0.3mL750μmol/LNBT溶液,0.3mL
100μmol/LEDTA-Na溶液,0.3mL20μmol/L核

黄素,0.05mL 酶 液,0.25mL 蒸 馏 水,总 体 积

3.0mL,其中2支对照管以缓冲液代替酶液。混匀

后将1支对照管置于暗处,其他各管置于4000lx日

光灯下反应30min,各管受光情况一致。反应结束

后,以不照光的对照管作空白调零,分别测定其他各

管在560nm处的吸光度值,以每分钟每克样品抑制

50% NBT光化还原的酶量为1个酶活单位(U4)。

5)几丁质酶。参照Boller等[11]的方法并略加
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改进。称取0.5g香蕉苗假茎样品,加1.5mL0.1
mol/L的乙酸缓冲液(pH5.0)冰浴研磨,10000
r/min离心15min,上清液在10000r/min下再离

心10min,上清液即为酶液,立即用于酶活的测定。
酶活测定反应体系:取0.4mL酶液,加入40

μL1%蜗牛酶,37℃水浴反应30min后,加入0.2
mL饱和硼砂,放入沸水浴中7min,冷却后加入

2mL冰 醋 酸 和 1 mL1% 对 二 甲 氨 基 苯 甲 醛

(DMAB),37℃保温15min,最后测定反应体系在

585nm处的吸光度值(D)。以沸水浴10min失活

的酶液为标准对照,求出吸光度差值(样品液D 值

减去标准对照D 值),对照N-乙酰氨基葡萄糖(N-a-
cetyl-D-(+)-glucosamine,NAG)标准曲线查出产

生NAG的量,计算酶活力单位。以每克样品在上

述条件下每分钟产生1μgNAG所需的酶量为1个

酶活单位(U5)。

N-乙酰氨基葡萄糖标准曲线的绘制:准确配制

0.1mg/mL的 NAG溶液,取6支干净试管编号

(0~5),按 表1加 入 试 剂 并 在 沸 水 浴 中 反 应15
min,冷却后在420nm下测定反应液的吸光度值。
以吸光度值为纵坐标,NAG含量为横坐标绘制标准

曲线。
表1 NAG标准曲线反应体系

Table1 ThereactionsystemofNAGstandardcurve

试管编号
Tubenumber 0 1 2 3 4 5

NAG质量浓度/(μg/mL)
NAGconcentration 0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

NAG体积/mL
NAGvolume 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

醋酸钠缓冲液/mL
HAc-NaAcbuffer

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5

铁氰化钾溶液/mL
Potassiumferricyanide

1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

  6)β-1,3-葡聚糖酶。β-1,3-葡聚糖酶的提取方

法与提取几丁质酶相同。酶活测定的反应体系:在
试管中加入100μL1mg/mL的昆布多糖溶液和

100μL酶液,37℃保温30min后立即加入1mL
DNS溶液终止反应,混匀后置于沸水浴中显色

5min,流水冷却至室温后,于540nm 比色测定吸

光度值。以沸水浴10min失活的酶液为标准对照,
求出吸光度差值(样品吸光度值减去标准对照吸光

度值),对照葡萄糖标准曲线查出产生葡萄糖的量,
计算酶活力单位。以每克鲜样品在37℃下每分钟

催化昆布多糖产生1μg葡萄糖的酶量为1个酶活

力单位(U6)。
葡萄糖标准曲线的绘制:准确配制1mg/mL

的葡萄糖溶液,取6支干净试管编号(0~5),按表2
加入各试剂后于沸水浴中显色5min,最后加入

2mL蒸馏水在540nm下测定反应液的吸光度值。
以吸光度值为纵坐标,葡萄糖含量为横坐标绘制标

准曲线。
表2 葡萄糖标准曲线反应体系

Table2 Thereactionsystemofglucosestandardcurve

试管编号
Tubenumber 0 1 2 3 4 5

葡萄糖质量浓度/
(μg/mL)

GLUconcentration
0.0 100.0200.0300.0400.0500.0

葡萄糖体积/mL
GLUvolume 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

灭菌水/mL
Sterilewater 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5

DNS/mL 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

2 结果与分析

2.1 BTH 对香蕉枯萎病菌的毒力

室内毒力测定的结果表明(表3),BTH对香蕉

枯萎病菌的抑制 作 用 很 微 弱,其 EC50为929.9

μg/mL,与杀菌剂多菌灵(EC50=4.74μg/mL)相
比,两者差异极显著,因此,从抑菌效果和成本考虑,

BTH都不适宜作为常规杀菌剂使用。
表3 香蕉枯萎病菌的室内毒力测定结果1)

Table3 TheresultsofBTHtoxicitytoFoc4invitro

杀菌剂
Fungicide

回归方程
Regression
equation

EC50/
(μg/mL)

相关系数(r)
Correlation
coefficient

苯并噻二唑
BTH y=0.06x-3.56 929.9A 0.97

25%多菌灵
25%Carbendazim y=11.03x-2.33 4.74B 0.89

1)表中同列数据后不同字母者表示处理间Duncan′s新复极差

分析差异极显著(P<0.01)。Datawithdifferentletterin

thesamecolumnaresignificantlydifferent(P<0.01)by
usingDuncan′smultiplerangetest.

2.2 BTH 对香蕉枯萎病的盆栽防效

试验结果表明:当质量浓度为50μg/mL时,发
病率比对照降低24.3%,防效达66.6%;当质量浓

度为100μg/mL时,防效为55.6%;当质量浓度为

200μg/mL时,防效只有33.2%。
由表4可知,随着质量浓度的增加,病指和发病

率均有所升高,防治效果逐渐降低。这可能是由

BTH本身的性质决定的,BTH 作为一种植物诱导
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抗病剂,在低浓度下的诱抗效果较好,而在高浓度下

反而没有诱抗效果。

表4 BTH对香蕉枯萎病的盆栽防效1)

Table4 ThecontroleffectofBTHonbananafusarium

wiltingreenhouse

BTH
质量浓度/
(μg/mL)
BTH

concentration

发病率/%
Incidence

病指
Disease
index

防效/%
Control
efficacy

0 67.60±1.61a 38.20±1.76a -
50 43.30±1.07d 13.30±0.55d 66.6
100 48.50±1.38c 17.40±0.39c 55.6
200 53.30±1.22b 25.80±0.98b 33.2

1)表中同列数据后具有不同字母者表示处理间Duncan′s新复

极差分析差异显著(P<0.05)。Datawithdifferentletterin

thesamecolumnaresignificantlydifferent(P<0.05)by
usingDuncan′smultiplerangetest.

2.3 BTH 处理后香蕉苗防御酶活性的变化

1)苯丙氨酸解氨酶(PAL)的活性。PAL酶活

性的测定结果如图1所示。与对照相比,香蕉苗体

内的PAL酶活性在BTH处理后2d迅速增加,并
达到最高水平,处理后3d回落到正常水平,之后一

直维持在正常水平上下波动。这表明BTH处理对

PAL酶活性影响不大。

图1 PAL酶活性的变化

Fig.1 ChangesofPALactivity

  2)过氧化物酶(POD)的活性。POD酶活性的

测定结果如图2所示。BTH 处理后前4d香蕉苗

体内POD酶活性持续升高,处理后4d达到最高水

平,5d后有所降低,6d后开始又上升到较高水平。
这表明BTH处理对POD酶活性明显高于对照。

3)多酚氧化酶(PPO)的活性。PPO酶活性的

测定结果如图3所示。BTH处理后PPO酶活性的

整体水平大大高于对照,在处理后3d达到一个峰

值,4d、5d后有所降低,6d后开始又持续上升到

较高水平。

图2 POD酶活性的变化

Fig.2 ChangesofPODactivity

图3 PPO酶活性的变化

Fig.3 ChangesofPPOactivity

  4)超氧化物岐化酶(SOD)的活性。从图4中可

知,BTH处理后香蕉苗体内的SOD酶活性迅速升

高,处理后2d达到一个峰值,3d、4d后回落到正

常水平,5d后达到第二个峰值,之后又有所降低,
但一直维持较高水平。

图4 SOD酶活性的变化

Fig.4 ChangesofSODactivity

  5)几丁质酶的活性。几丁质酶活性的测定结果

如图5所示。BTH处理后香蕉苗体内几丁质酶活

性持续升高,处理后3d达最高水平,4d后开始回

落,5d后降到正常水平,6d后又开始升高并维持

较高水平。

6)β-1,3-葡聚糖酶的活性。从图6中可以看

出,BTH处理后香蕉苗体内的β-1,3-葡聚糖酶活

性在前3d持续升高,但上升较缓慢;4d、5d后有

所降低,6d后开始又持续升高。BTH处理后β-1,

3-葡聚糖酶的酶活性高于对照。
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图5 几丁质酶活性的变化

Fig.5 Changesofchitinaseactivity

图6 β-1,3-葡聚糖酶活性的变化

Fig.6 Changesofβ-1,3-glucanaseactivity

3 讨 论

BTH作为一种新型的植物抗病诱导剂,具有对

环境影响小、对病原菌无选择压力等优点,已引起专

家学者们的广泛重视。近年来,在小麦、花椰菜、番
茄和橡胶树等十几种作物上的研究结果都表明,

BTH诱导植物对一些真菌、细菌和病毒病害均能产

生抗病性,并起到良好的防病效果[12-15]。
本试验通过盆栽接种测定了3个质量浓度的

BTH对香蕉枯萎病的防治效果,发现BTH在较低

质量浓度下(50μg/mL)对香蕉枯萎病的防效更好,
但因设置的浓度范围有限,所以并不能据此判断该

质量浓度是否为最佳诱导浓度。另外,大田施用的

浓度与盆栽所用浓度也可能存在一定差异,因此,最
佳浓度的筛选以及能否在大田使用等问题均有待进

一步研究。

BTH 对香蕉枯萎病菌的室内毒力结果表明,

BTH在平板上对香蕉枯萎病菌的抑制作用非常微

弱,其EC50与盆栽试验所施用的浓度相比要小得

多,说明BTH对香蕉枯萎病的防效并非其杀菌或

抑菌作用。以往的研究结果也都证明了BTH在离

体条件下对大多数植物病原菌几乎没有毒性[16]。
本试验结果表明,BTH对香蕉枯萎病的防效与其杀

菌作用关系不大,从而也支持了这个结论。
近年来的研究表明,植物的系统获得抗病性

(SAR)常常是通过酶的催化调节来实现的,防御酶

活性的升高是SAR产生的重要机制之一[17]。在本

试验中,施用BTH后,香蕉苗体内的各种防御酶活

性均有所提高,尤其是POD、PPO、几丁质酶和β-1,

3-葡聚糖酶活性的提高尤为明显。这说明BTH的

防病机理可能是通过提高香蕉体内的防御酶活性,
也就是诱导香蕉产生SAR来实现的,因而BTH在

香蕉枯萎病的防治上具有较好的应用前景。
植物体内的PAL、POD和PPO等在植物抵抗

病害方面能发挥重要作用[18-19]。PAL参与木质素、
酚类及多种黄酮类植保素的合成,PPO是酚类物质

氧化的主要酶,在植物体内能够把酚类物质氧化成

醌类和参与木质素的合成,而POD是植物抗病物

质酚类化合物合成或氧化的关键酶。几丁质酶和β-
1,3-葡聚糖酶与植物的抗病性也有着密切的关系。
几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶的功能是降解病原真

菌细胞壁,抵抗病原真菌的侵染,许多植物病原真菌

细胞壁的主要成分是几丁质和β-1,3-葡聚糖酶[20]。
这2种酶很可能参与了植物对病原真菌的防卫反

应,因此,可以推断BTH能通过诱导香蕉组织中各

种防御酶活性的增加,并通过输导组织的传送,使整

个香蕉植株的防御酶活性都获得了提高,表现为

SAR,从而对香蕉枯萎病的防治起到积极作用。
此外,诱导激活剂从最初的生物诱导剂到目前

的各种化学诱导剂,人们在研究其信号传递机制的

同时,正致力于以化学诱导剂替代杀菌剂的可能性

研究,以减轻大量使用农药给环境和食品造成的污

染,尤其是将其广泛应用于大田生产中的前景十分

乐观。
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Inducedresistanceofbenzothiadiazoletobananafusariumwilt
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  Abstract Inducedresistanceofbenzothiadiazole(BTH),anewinducerofplantdiseaseresistance,

tobananafusariumwiltcausedbyFusariumoxysporumf.sp.cubenserace4(Foc4),wasinvestigated.
Firstly,invitrotoxicityofBTHtoFoc4wastestedwiththegrowthratemethod.Theresultsshowed
thattheEC50ofBTHwas929.9μg/mL,showingaveryweakantifungaleffectcomparedtocarbenda-
zim,aroutinefungicide.Secondly,thesensitivityofbananafusariumtoBTHinthreedifferentconcen-
trationswasstudiedinvivo,andtheresultsindicatedthat50μg/mLofBTHhadthegreatesteffectof
inducedresistancewiththediseasecontrolefficiencyof66.6%,anditscontrolefficiencywasdescending
graduallyalongwiththeincreaseofBTHconcentration.Finally,thechangesinactivitiesofsixdefen-
siveenzymesinbananaplantletstreatedwithBTHweredetermined,andtheresultsdemonstratedthat
BTHcouldincreasethebananaresistancetobananafusariumwiltbyimprovingtheactivitiesofseveral
defense-relatedenzymes.Takentogether,BTHisapromisingplantdiseaseresistanceinducerbyactiva-
tingthedefenseresponseofbananaplantlets.Therefore,BTHhasapotentialapplicationprospectin
thecontrolofbananafusariumwiltdisease.

Keywords bananafusariumwilt;Fusariumoxysporumf.sp.cubense;benzothiadiazole;induced
resistance;defense-relatedenzymes
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