
第33卷 第4期

2014年 7月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.33 No.4

July2014,60~65

烯丙苯噻唑对水稻主要防御酶活性的影响
及其对稻瘟病的防治效果
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摘要 通过温室水稻苗期接种稻瘟病菌,测定烯丙苯噻唑(Probenazol)对水稻植株内防御酶活性的影响及

其对稻瘟病的防治效果。结果表明:经过8%烯丙苯噻唑颗粒剂处理的水稻幼苗,PAL、POD和PPO三种防御

酶的活性均大于对照,且随着药剂浓度的增大,酶活性越大;接菌后高浓度药剂处理的水稻防御酶活性的增长

速率和高活性维持时间显著大于空白对照;300g/m2药剂(秧盘撒施剂量)对稻瘟病的防治效果为69.98%,对
照药剂75%三环唑 WP(每667m2施用26.7g,秧盘喷雾剂量)对稻瘟病的防效为76.73%。田间药效试验结果

表明:300g/m2(秧盘撒施剂量)药剂对水稻叶瘟和穗瘟的防效分别为75.74%、66.26%,对照药剂75%三环唑

WP(每667m2施用26.7g,水稻分蘖期和破口初期喷雾剂量)对水稻叶瘟和穗瘟的防效分别为82.05%、

71.64%。
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  稻瘟病是水稻上由真菌 Magnaportheoryzae
引起的一种毁灭性病害,每年均有不同程度的发生,
流行年份一般能使水稻减产10%~20%,严重时达

40%~50%,局部田块甚至颗粒无收[1-2]。目前,防
治稻瘟病的主要方法是选育抗性品种、药剂防治和

田间管理,其中抗病品种多是在“基因对基因”学说

基础上的垂直抗性品种,这些品种容易丧失抗病性。
化学防治具有经济、高效、方便、迅速等优点,一直是

稻瘟病综合治理体系中不可缺少的部分。近年来,
一些病菌对杀菌剂产生了抗性,而药剂又对环境造

成污染,同时也会对有益微生物产生威胁[3]。化学

诱导剂具有诱导抗性的广泛性,对病原菌没有直接

作用,对非病原菌也不产生直接或间接的影响,有利

于保护植物有益微生物,故植物化学诱导剂的研究

与开发应运而生[4]。烯丙苯噻唑(Probenazol)是由

日本明治制果药业株式会社研制的一种新型作物抗

性诱导剂。该药剂通过激发植物本身对病害的免疫

(抗性)反应达到防治目的,并能通过植物根部吸收,
迅速渗透传导至植物体各部分[5]。目前,烯丙苯噻

唑对水稻主要防御酶活性的影响在国内尚未见系统

报道。为探索一种新型、高效、安全的防治稻瘟病方

法,笔者测定了烯丙苯噻唑对水稻植株内防御酶活

性的影响及其对稻瘟病的防治效果,并进行了大田

的药效试验,旨在为其产品的开发与应用提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

药剂:8%烯丙苯噻唑颗粒剂(颗粒剂简写为G)
由日本明治制果药业有限公司惠赠;对照药剂:

75%三环唑可湿性粉剂(可湿性粉剂简写为 WP)购
自陶氏益农公司;40%稻瘟灵乳油(乳油简写为

EC)购自四川化学工业研究院。水稻品种:丽江新

团黑谷,属于高感品种。稻瘟病菌株:强致病力单孢

菌株08Z106-2(ZA1小种)和09Z11-2(ZB13小种),
由江西省农业科学院植物保护研究所分离与保存。
1.2 接种体制备

单孢菌株在含 PDA 培养基平板上培养7~
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10d,转接到玉米粉稻秆节培养基[6]上扩大培养

7~9d,然后在黑光灯下光照培养3~4d。用无菌

水洗下孢子,将接种孢子液浓度调至1×105个/mL
备用。菌株培养及产孢均在26~28℃下进行。
1.3 秧苗培育与接种

水稻种子经浸种、催芽后播种于育秧盘(54孔)
内,每孔播10粒种子[7]。试验设7个处理(A1~
A7),即育秧盘施用8%烯丙苯噻唑 G75g/m2

(A1)、150g/m2(A2)、200g/m2(A3)、250g/m2

(A4)、300g/m2(A5)和叶面喷施对照药剂75%三

环唑 WP(A6)(每667m2施用26.7g)及其空白对

照组(A7),每个处理3个重复,共播种21盘。旱育

秧,待秧苗长至3叶1心时,在育秧盘内撒施8%烯

丙苯噻唑G。水稻生长期进行日常管理,接种前共

施氮肥3次,每次2.0g[8]。接种前1d对处理A6
进行叶面喷雾对照药剂75%三环唑 WP。

待秧苗(室内培养)长至5叶龄时接种稻瘟病菌

株。采用预配的08Z106-2(ZA1小种)和09Z11-2
(ZB13小种)混合孢子悬浮液(孢子浓度为1×105

个/mL),进行高压喷雾接种[7,9]。接种前在孢子悬

浮液中加入0.1% 吐温20。接种后将秧苗放进培

养箱内(保湿),在25℃下暗培养24h后置于25~
28℃的温室内进行保温保湿,光照和黑暗间替培

养,每天喷雾浇水4~5次。
1.4 防御酶活性的测定

分别在水稻幼苗接种前和接种后2、4、6、8d,剪
取幼苗叶片进行防御酶酶活测定。

1)苯丙氨酸解氨酶(PAL)。参照吴样孙等[10]

的方法进行测定,称取水稻叶片1.0g,剪碎并加入

2mL0.2mol/LpH8.8硼酸缓冲液(提取缓冲

液)、0.1g(聚乙烯吡咯烷酮)和0.1g石英砂,冰浴

研磨成匀浆,再分3次加入3mL缓冲液冲洗研钵

及钵棒合并入离心管,4℃、10000r/min 离心

20min,上清液为酶粗提液。量取粗酶液体积,立即

用于测定酶活或-20℃下保存备用。
操作方法:0.05mol/L硼酸缓冲液(pH8.8)

1.0mL、0.02mol/L苯丙氨酸缓冲液1.0mL、蒸
馏水1.0mL混合后加入0.2mL粗酶液,空白用灭

活的粗酶液。于30℃水浴锅中水浴30min(每样品

重复3次),取出后立即加入6mol/L的 HCl溶液

1.0mL终止反应。以空白对照标定为0,测定290
nm处的吸光值[11]。以每克鲜样品在1h内290nm
处吸光值变化0.1为1个PAL酶活单位(U1)。

2)过氧化物酶(POD)。参照Chance等[12]和隋

丽[13]的方法进行测定。称取1.0g水稻叶片,剪碎

后分次加入预冷的酶提取液10mL(含1%PVP的

0.05mol/L、pH6.0的PBS)和0.1g石英砂冰浴

匀浆;10000r/min、4℃离心20min,上清为酶粗

提液。量取粗酶液体积,-20℃下保存备用。
操作方法:0.05mol/L的磷酸缓冲液2.9mL、

2% H2O21.0mL、0.05mol/L愈创木酚1.0mL,
再加入0.1mL粗酶液。空白用灭活酶液代替。混

合均匀,于37℃水浴锅中水浴15min,转入冰浴后

迅速加入2.0mL20%三氯乙酸终止反应。以空白

对照标定为0,测定样品在470nm的吸光值。以每

克鲜样品在1min内470nm处吸光值变化0.01为

1个POD酶活单位(U2)。

3)多酚氧化酶(PPO)。粗酶液提取同POD的

提取方法。操作方法:0.05mol/L的磷酸缓冲液

(pH5.5)3.8mL、0.1mol/L的邻苯二酚1mL,
加入0.2mL酶液,空白对照以缓冲液代替粗酶液。
在37℃水 浴 中 反 应30 min,取 出 后 立 即 加 入

2.0mL20%的三氯乙酸终止反应。以空白对照标

定为0,测定样品在525nm的吸光值。以每克鲜

样品在1min内525nm处吸光值变化0.01为1个

酶活性单位(U3)[14-15]。
1.5 室内试验病情调查

接种后7d调查病情,测量叶片病斑长度,每个

处理测量最大病斑15株后取平均值,根据病斑长度

计算药剂对水稻稻瘟病的防效[16-17]。

防治效果=
对照病斑长度-处理病斑长度

对照病斑长度 ×100%

1.6 大田药效试验

供试水稻品种为两优6326(一季稻)。试验地

点设在江西省修水县山口镇火田村,是稻瘟病的常

发区和重发区。试验田块水源充足,地势平坦,为沙

壤土,pH6.0,土壤肥力中等以上,排灌方便。

1)作物栽培与施药。5月25日浸种催芽,27日

播种于育秧盘中(28cm×58cm),每667m2用秧盘

20盘,水育秧。田间试验设7个处理(B1~B7),即
移栽前育秧盘施用8%烯丙苯噻唑 G150g/m2

(B1)、200g/m2(B2)、250g/m2(B3)、300g/m2

(B4)和移栽后叶面喷施对照药剂75%三环唑 WP
(B5,每667m2施用26.7g)、40%稻瘟灵EC(B6,每

667m2施用120g)及其空白对照组(B7)。6月14
日分别按照各处理在育秧盘中人工撒施8%烯丙苯
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噻唑颗粒剂。6月18日移栽,采用插秧机(东洋480
型)进行机插。每个处理4次重复,各小区随机分

布,机插小区面积为66m2(6m×11m),机插密度

为17cm×30cm。对照药剂75%三环唑 WP和

40%稻瘟灵EC分别在水稻分蘖期(7月10日)和水

稻破口初期(8月27日)进行叶面喷雾,分别防治水

稻叶瘟病和穗瘟病。田间灌溉、施肥等均按正常水

平管理。

2)叶瘟病的调查。田间调查在对照药剂叶面施

药后14d进行,每小区五点取样,每点取50株,每
株调查旗叶及其以下2片叶。病情分级标准:0级,
无病;1级,叶片病斑少于5个,长度小于1.0cm;

3级,叶 片 病 斑6~10个,部 分 病 斑 长 度 大 于

1.0cm;5级,叶片病斑11~25个,部分病斑连成

片,占叶面积10%~25%;7级,叶片病斑26个以

上,病斑连成片,占叶面积26%~50%;9级,病斑

连成片,占叶面积50%以上或全叶枯死。

3)穗颈瘟病的调查。田间调查在最后1次施药

后3~4周进行,每小区平行跳跃式调查50丛,调查

总穗数和病穗数,统计病情指数并计算防效。调查

分级标准:0级,无病;1级,每穗损失5%以下(个别

枝梗发病);3级,每穗损失6%~20%(1/3枝梗发

病);5级,每穗损失21%~50%(穗颈或主轴发病,
谷粒半瘪);7级,每穗损失51%~70%,(穗颈发

病,大部分瘪谷);9级,每穗损失71%~100%(穗
颈发病,造成白穗)。

病情指数=∑
[各级病穗(叶)数×相对级值]
调查总穗(叶)数×最高级值 ×100

防治效果=
空白对照病情指数–处理病情指数

空白对照病情指数 ×100%

2 结果与分析

2.1 烯丙苯噻唑对水稻 PAL 活性的影响

由图1可知,8%烯丙苯噻唑G药剂处理水稻

幼苗后,处理A1~A5在接种前PAL的活性均高于

空白对照,且随着药剂浓度的增加初始酶活性逐渐

增大。处理A5(300g/m2)的初始酶活性显著性高

于其他处理,且水稻初始酶活性最大。接种后各处

理水稻的PAL的活性随着时间快速升高,在接种

48h后各处理的酶活性均达到最大值,且酶活性的

增长速率与药剂浓度呈正相关。接种48h后,处理

A1、A2和空白对照处理的水稻PAL活性迅速下

降;而处理A3、A4和A5的PAL活性在接种96h
前缓慢下降,96h后迅速下降。处理A1~A4酶活

性最终低于初始值,处理 A5酶活性最终高于初始

值。在同一时间段所有药剂处理的PAL活性均高

于空白对照,处理A1和A2诱导防御酶的效果相对

于对照组增加不明显,处理A3~A5的水稻幼苗在

接种后PAL的活性显著性高于其他处理。处理A5
的酶活性在不同时间均为最大值,即300g/m2药剂

对诱导PAL活性的效果最显著。结合稻瘟病的发

病情况分析可知,水稻的抗瘟性与早期PAL活性的

增长幅度和增长速率成正相关。

  图中数据为3次重复的平均值(防效/%)±标准误。同

列数据(不同处理间)采用Duncan氏新复极差法(DMRT)进

行差异显著性分析,不同字母表示在5%水平上差异显著(下

图同)。Datainthefigureweretheaverageof3times(control

effect/%)±S.E.Datainthesamecolumnwereanalyzedfor

significantdifferencebyusingDMRT,thedatawiththedif-
ferentlettersaresignificantlydifferenceat5%level(thesame

asfollowingfigures).

图1 8%烯丙苯噻唑G处理后水稻PAL活性变化

Fig.1 TheresultofPALactivitytoriceaftertreatment
with8%ProbenazolG

2.2 烯丙苯噻唑对水稻 POD 活性的影响

由图2可知,8%烯丙苯噻唑G药剂处理水稻

幼苗后,处理 A3~A5的POD初始酶活性均显著

性高于空白对照,处理A1和A2与空白对照无显著

差异,而处理A4和A5的初始酶活性均显著高于其

他处理。接种后96h内,所有处理水稻的POD活

性均随时间逐渐增加,在96h处达到最大值,之后

酶活性迅速下降。接种144h后,各处理的水稻酶

活性均有小幅上升,最终所有处理水稻的酶活性均

高于初始值。在同一时间段,随着8%烯丙苯噻唑

G药剂浓度的提高,水稻POD活性增加的幅度也

逐渐增大,低剂量处理A1和A2的水稻POD活性

与对照比增加不显著,处理 A3~A5的水稻POD
活性均比对照有显著增加,处理 A4和 A5的水稻

POD酶活性显著高于其他处理。处理A4和A5之

间无显著性差异,即250~300g/m2药剂处理对诱

26



 第4期 徐沛东 等:烯丙苯噻唑对水稻主要防御酶活性的影响及其对稻瘟病的防治效果  

导POD活性的效果最显著。这表明经烯丙苯噻唑

诱导后,水稻POD活性变化的总体趋势是增加的。
结合稻瘟病的发病情况分析可知,水稻的抗瘟性与

POD活性大小成正相关。

图2 8%烯丙苯噻唑G处理后水稻POD活性变化

Fig.2 TheresultofPODactivitytoriceaftertreatment
with8%ProbenazolG

2.3 烯丙苯噻唑对水稻 PPO 活性的影响

由图3可知,8%烯丙苯噻唑G药剂处理水稻

幼苗后,处理A3~A5在接种前PPO的活性明显高

于空白对照,处理 A1和 A2与空白对照无显著差

异。接种后96h内,8%烯丙苯噻唑G处理后幼苗

PPO的活性均逐渐升高,96h处达到最大值,之后

药剂处理的水稻PPO酶活性缓缓下降,最终高于初

始值;空白对照的酶活性在接种48h处达到最大

值,之后快速下降,最终低于初始值。与处理A5相

比,处理A4的PPO初始酶活性没有显著提高,直
到接种96h后才有显著增加。处理A1和A2与对

照相比效果也不显著,且两者之间无显著差异。推

测8%烯丙苯噻唑G处理水稻能延长PPO酶活性

峰值出现时间。处理A5水稻酶活性在不同时间段

均为最大值,即育秧盘撒施300g/m2的8%烯丙苯

噻唑G对诱导提高PPO活性的效果最显著。结合

稻瘟病的发病情况分析可知,水稻的抗瘟性与PPO
活性增长幅度和高活性维持时间成正相关。

图3 8%烯丙苯噻唑G处理后水稻PPO活性变化

Fig.3 TheresultofPPOactivitytoriceaftertreatment

with8%ProbenazolG

2.4 烯丙苯噻唑对室内稻瘟病的防治效果

从表1可知,8%烯丙苯噻唑G对水稻幼苗稻

瘟病的防效为23.43%~69.98%,对照药剂75%三

环唑的防效为76.73%。75g/m2和150g/m2的防

效较低,200g/m2、250g/m2和300g/m2的防效相

比处理A1、A2有显著提高,但比对照药剂75%三

环唑的防效略差。8% 烯丙苯噻唑G颗粒剂对诱导

水稻抗稻瘟病效果随着其浓度的增加而增加,300
g/m2的8% 烯 丙 苯 噻 唑 G 的 防 效 达 到 最 大 值

69.98%。250g/m2和300g/m2的防效无显著性差

异,即250~300g/m2是8% 烯丙苯噻唑G诱导水

稻抗性的最佳使用剂量。
表1 水稻叶片稻瘟病的病斑长度和防效1)

Table1 Riceblastleafbladelengthofdiseasespot

andthecontroleffect

处理号
No.treatment

叶片病斑长度/cm
Leafbladelength
ofdiseasespot

防效/%
Controleffect

A1 4.77±0.11 23.43a
A2 3.96±0.12 36.44b
A3 2.71±0.09 56.50c
A4 2.01±0.09 67.74d
A5 1.87±0.06 69.98d
A6 1.45±0.07 76.73e

A7(CK) 6.23±0.09

1)表中数据为15次重复的平均值(防效/%)。同列数据采用

Duncan氏新复极差法(DMRT)进行差异显著性分析,数据后

不同字母表示在5%水平上差异显著(表2同)。Datainthe

figureweretheaverageof15times(controleffect/%).Data

inthesamecolumnwereanalyzedforsignificantdifferenceby

usingDMRT,thedatawiththedifferentlettersaresignifi-
cantlydifferenceat5%level(thesameasTable2).

2.5 烯丙苯噻唑对田间稻瘟病的防治效果

从表2可知,8%烯丙苯噻唑G对水稻叶瘟的

防效为62.32%~75.74%,对穗颈瘟的防效为

48.59%~66.26%。对照药剂75%三环唑 WP对

水 稻 叶 瘟 和 穗 颈 瘟 的 防 效 分 别 为 82.05%、

71.64%,40%稻瘟灵EC对水稻叶瘟和穗颈瘟的

防效分别为81.25%、67.64%。随着供试药剂剂量

的增加,对叶瘟和穗颈瘟的防治效果均有显著性的

提高,当剂量为300g/m2时,对叶瘟和穗颈瘟的防

效分别达到最大值75.74%、66.26%,而250g/m2

和300g/m2的药剂之间的防效无显著性差异。因

此,烯丙苯噻唑作为新型的植物抗性诱导剂,250~
300g/m2的8%烯丙苯噻唑G对诱导水稻抗瘟性的

效果最佳。
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表2 8%烯丙苯噻唑G对稻瘟病的防效1)

Table2 Controleffectof8% ProbenazolGonriceblast  

处理号
No.

treatment

叶瘟Leafblasts

病指
Disease
index

防效/%
Control
effect

穗颈瘟Panicleblasts

病指
Disease
index

防效/%
Control
effect

B1 2.05 62.32d 7.23 48.59e
B2 1.69 68.93c 6.26 55.45d
B3 1.45 73.35b 5.31 62.25c
B4 1.32 75.74b 5.17 66.26bc
B5 0.98 82.05a 3.99 71.64a
B6 1.02 81.25a 4.55 67.64ab

B7(CK) 5.44 14.06

1)表中数据为3次重复的平均值(防效/%)。Datainthefigure

weretheaverageof3times(controleffect/%).

3 讨 论

苯丙氨酸解氨酶(PAL)是苯丙烷代谢途径的关

键酶和限速酶。苯丙烷代谢途径能够产生植保素类

物质(类黄酮)、木质素和水杨酸,植物体内PAL活

性增加说明可能使植保素、木质素和水杨酸含量增

加,从而能提高植株抗病性。过氧化物酶(POD)是
植物体内重要的氧化酶,是防御酶系的重要组成部

分,可以催化脂肪酸、芳香胺和酚类物质氧化成醌类

物质,而醌类物质对病原菌具有很高的毒性,POD
同时也参与木质素的合成。多酚氧化酶(PPO)是植

物体内普遍存在的一类末端氧化酶,通过催化木质

素及醌类化合物形成,构成保护性屏蔽而使细胞免

受病菌的侵害,也可以通过形成醌类物质直接发挥

抗病作用,因此,PAL、POD和PPO三种防御酶的

活性是水稻抗稻瘟病的重要指标[16-17]。
本试验结果表明,虽然PAL、POD和PPO都是

植物体内的主要防御酶,但受烯丙苯噻唑诱导的影

响,可能在活性增长速率和表达时间上存在差异。
接菌后PAL在48h到达峰值,POD和PPO则在

96h达到峰值。推测在烯丙苯噻唑的抗性诱导过

程中,PAL在抗性表达的早期是关键防御酶,而

POD和PPO则在整个抗性反应过程,特别是中后

期参与防御反应,这与隋丽等[11]的研究结果基本一

致。结合药剂的防效和主要防御酶活性变化的趋势

分析,低剂量的8%烯丙苯噻唑颗粒剂对诱导水稻

稻瘟病抗性效果不显著,在育秧盘使用250~300
g/m2为8%烯丙苯噻唑G防治水稻苗瘟、叶瘟和穗

颈瘟的最佳使用剂量,这与孙柏欣等[5]的试验结果

基本相符。
提高PAL、POD和PPO三种防御酶的活性能

够促进受病原菌侵染组织的木质化作用,阻止病原

菌的进一步穿透和侵染,这种木质化反应是植物抵

抗病原菌入侵最有效的手段,从而使植物表现抗病

性。从生理生化方面分析,8%烯丙苯噻唑G能够

显著提高PAL、POD和PPO三种防御酶的活性,可
大大增强水稻对稻瘟病菌的抗性,证明它是一种安

全有效的化学诱导剂。
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InfluenceofProbenazolonmaindefenseenzymesinriceplants
anditscontrolefficacyagainstriceblast
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Abstract ThisstudydeterminedtheeffectsofProbenazolontheactivitiesofthedefensiveen-
zymesinriceplantsandcontroleffectagainstriceblast.TheenzymeactivityofPAL,PODandPPOin
ricewashigherthanthatinthecontrol,andtheenzymeactivityisgreatlyincreasedwiththeincreaseof
drugconcentrationafterthe8%ProbenazolGdressing;thegrowthrateofthedefenseenzymeactivities
andthehighactivitydurationforthetreatmentwithhighconcentrationProbenazolweresignificantly
higherthanthoseofthecontrolaftertheinoculationofblastfungus.Thecontroleffectof8% Pro-
benazolwiththeconcentrationof300g/m2(theseedlingdiscdose)againstriceleafblastwas69.98%,

thatoffungicides75% Tricyclazole(26.7gper667m2)onthericeblastwas76.73%.Furthermore,

thecontroleffectof8%ProbenazolGwithdifferentdosesagainstriceblastfieldtrialswasconducted,

theresultsshowthatthecontroleffectof300g/m2(theseedlingdiscdose)againstriceleafblastand
panicleblastwere75.74%and66.26%comparatively,thoseoffungicides75%Tricyclazole(26.7gper
667m2)againstriceleafblastandpanicleblastwere82.05%and71.64%respectively.

Keywords Probenazol;riceblast;defenseenzymes;controleffects
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