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细菌性角斑病病菌诱导黄瓜产生系统抗病性机理的
研究
石延霞 , 张　楠 , 李宝聚 3

(中国农业科学院蔬菜花卉研究所 , 北京 100081)

摘　要 : 本研究发现 , 用黄瓜亲和病原菌———细菌性角斑病病菌诱导接种后可以使黄瓜叶片产生系统

抗病性 , 诱导抗病效果与诱导间隔期有关 , 其中以间隔 24和 48 h效果较好。诱导接种后 , 接种叶片及其

上位、下位叶片 (未经诱导处理的叶片 ) 中抗性相关物质 (如 H2O2、NO2
- ) 含量、脂氧合酶 (LOX) 活

性均比对照有明显提高 ; 信号物质水杨酸 ( SA) 含量与未经诱导接种的叶片也有明显变化 , 证实信号物质

水杨酸在亲和病原菌诱导抗病作用中起到抗病信息传递的作用。
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Abstract: System ic resistance of cucumber can be evoked when only one of the leaves inoculated by

Pseudom onas syringae pv1 lachrym ans, and the effect of p rotection is related with induced intervals, interval

24, 48 h has better effect. After induced inoculating, the content or activity of hydrogen peroxide (H2 O2 ) ,

superoxide anion (NO2
- ) , lipoxygenase (LOX) in inoculated leaf and itπs upper, lower leaf ( non2induced

leaf) were much higher than the control. Meanwhile, the content of salicylic acid increase obviously.
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在生物诱导抗病性的研究中发现 , 病毒或真菌弱毒菌株作为激发子诱导寄主产生抗病性的现象普

遍存在 , 寄主受亲和病原菌侵染后对该病害甚至其他多种病害产生抗性的现象 , 在生产实践中也普遍

发生 , 但相关研究报道较少。田间病害调查中发现 , 黄瓜在感染细菌性角斑病病菌后 , 黄瓜霜霉病的

发生受到严重抑制甚至不再发生 ; 西葫芦受到白粉病病原菌侵染后 , 病毒病的发生明显减轻。

在自然界中 , 并未发现由病原物导致寄主物种灭绝的现象发生 , 这充分证明寄主和病原物间发生

了一个协同进化的过程 (Mark & Rausher, 2001) , 通过调节寄主周围生态环境将病害发生控制在一

定经济阈值内。这种亲和病原菌诱导抗病性具有广谱性 , 它不仅诱导寄主对该病害产生抗性 , 同时对

其它病害具有 “交互保护”作用 , 从而达到病害可持续控制的目的。

作者以黄瓜亲和病原菌———细菌性角斑病病菌为诱导物 , 研究黄瓜产生系统抗病性的现象 , 以期

揭示系统抗病性产生的机理 , 为植物系统诱导抗病性及其机理的研究提供新的理论依据。
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1　材料与方法

111　材料

供试黄瓜品种为 ‘山东密刺 ’; 供试菌种为黄瓜细菌性角斑病病菌 ( Pseudom onas syringae pv1
lach rym ans) , 由中国农业科学院蔬菜花卉研究所保存 , 经活化和致病性试验证实具有强致病性。

112　亲和病原菌诱导的系统抗病性试验

以黄瓜致病菌———黄瓜细菌性角斑病病菌为诱导菌 , 角斑病病菌在 NA培养基平板上培养 36 h,

配制成 3 ×10
7

cfu·mL
- 1菌悬液用于诱导接种。在黄瓜 3片真叶期进行试验 , 采用点滴法诱导接种第

2片真叶 , 评价其上位叶和下位叶的病情。试验共设 6个处理。对照 : 清水处理的黄瓜植株 ; 用喷雾

法整株接种角斑病病菌 ; 接种黄瓜第 2片真叶 , 24、48、72和 96 h后以喷雾法整株接种角斑病病菌。

接种后保湿培养。每处理均设 3次重复 , 每个重复 20株。

113　亲和病原菌诱导的系统抗病性机理研究

以黄瓜角斑病病菌为诱导菌 , 在黄瓜 3片真叶期 , 用点滴法接种黄瓜角斑病病菌于第 2片真叶 ,

保湿培养 12、24、48、72、96 h后 , 采集接种叶片及其下位、上位叶片 , 称质量后 , 放入 - 20℃冰

箱中保存 , 备用。分别进行脂氧合酶 (LOX) 活性及超氧阴离子、活性氧、水杨酸含量测定 , 每处

理均设 3次重复 , 单独测定各次重复 , 取平均值分析。

114　测定项目

脂氧合酶提取及活性测定参照 Axelrod等 (1981) 的方法。

NO2
-提取及测定参照 D ing (1998) 的方法。NO的终末产物为 NO2

- , 由 NO与水和氧反应所生

成。通过测定叶片中的 NO2
-含量 , 可测得反应中 NO的产量。

H2O2提取及测定参照沈文飚等 (1997) 的方法。

水杨酸 ( SA ) 的测定 , 取 1 g黄瓜叶片 , 以 5 mL甲醇研磨并超声波抽提 30 m in, 9 500 ×g离心

15 m in, 收集上清液。上述步骤重复 2次 , 合并 3次抽提液。将样品抽提液直接上样于经预处理的

DEAE252纤维素层析柱 , 收集洗脱液。用 5%的三氯醋酸 ( TCA ) 把洗脱液调至 pH 215以下 , 过活

化后的 OASIS短柱 , 用 2 mL 80%甲醇洗脱 , 供 HPLC法测定水杨酸含量。HPLC色谱分析 : HPLC仪

器为岛津 Class Vp系列 , 色谱柱为 C18柱 ; 流动相为乙腈∶甲醇∶醋酸缓冲液 = (30∶10∶60) ; 荧光检测

器 , Em为 405, Ex为 230, 柱温 35 ℃, 柱压 811 MPa, 流速为 018 mL·m in
- 1

, 样品进样量 100μL,

标样进样量 1μL。

单位鲜样质量 SA含量 (μg·g- 1 FM ) = (C样 ×定容体积 ) /样品质量。C样 = (A样 ×C标 ×

V标 ) / (A标 ×V样 ) ; A: 峰面积 ; C: 浓度 ; V: 体积。

2　结果与分析

211　亲和病原菌诱导的黄瓜系统抗病性反应

黄瓜角斑病病菌诱导接种第 2片真叶后 , 发现诱导接种可以导致黄瓜诱导接种叶片的上位叶和下

位叶产生对黄瓜角斑病的抗病性反应 , 并且抗病性效果可持续 3周 (表 1)。诱导接种后 7 d调查 ,

诱导间隔期为 24 h的处理 , 下位叶的相对防效达 69149% ; 而诱导间隔期为 96 h的处理 , 防效仅为

8147%。接种后 14 d调查发现 , 诱导间隔 24 h的处理病情指数为 23133, 相对防效达 58134% , 诱导

间隔 96 h的处理病情指数为 51100, 防效仅为 8193%。接种后 21 d调查发现 , 诱导间隔 24 h的处理

相对防效达 47161% , 诱导间隔 96 h的处理防效为 - 0139%。在整个系统诱导抗病过程中 , 诱导间隔

期为 24和 48 h的处理诱导抗病性效果较好 , 21 d时诱导叶片下位叶的防效分别为 91165%和

85187% , 而诱导间隔期 96 h的处理最先发病 , 说明系统诱导抗病性的产生与诱导间隔期有着密切的
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联系 , 间隔 24、48 h的效果较好 , 下位叶的诱导抗病效果可能好于上位叶片。

表 1　角斑病病菌诱导接种后黄瓜植株系统抗性的表达情况

Table 1　Effect of system ic induced resistance in cucum ber by Pseudom onas syringae pv1 lach rym ans

诱导间隔
时间 / h
Interval
time

7 d

下位叶
The lower leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

上位叶
The upper leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

14 d

下位叶
The lower leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

上位叶
The upper leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

21 d

下位叶
The lower leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

上位叶
The upper leaf

病情
指数
D isease
index

防效 /%
Protective
effect

对照 Control 5100 - 0100 - 10156 - 0100 - 15179 - 0100 -

0 39133 - 6113 - 56100 - 19116 - 56125 - 25126 -

24 12100 69149aA 0100 100aA 23133 58134aA 1110 　94126aA 29147 47161aA 2111 91165aA

48 13129 66121bA 0100 100aA 26109 53141bB 1191 　90103aA 37100 34133bB 3157 85187bA

72 24174 37109cB 0100 100aA 47100 16107cC 2109 　89109aA 51176 　8134cC 15107 40134cB

96 36100 8147dC 1135 77198bB 51100 8193dD 24162 - 28150bB 56147 - 0139dD 25152 - 1103dC

　　注 : 表中小写英文字母为在 P = 0105水平的差异显著性比较 ; 大写英文字母为在 P = 0101水平的差异显著性比较。
Note: The small letters mean significant difference ( P = 0105) ; The cap ital letters mean significant difference ( P = 0101) .

212　脂氧合酶活性的变化

用黄瓜角斑病菌诱导黄瓜叶片后 , 接种叶片、接种叶片上位叶片、下位叶片与对照相比脂氧合酶

(LOX) 活性多数发生不同程度的提高 (图 1, A ) , 诱导后 48 h到达高峰 ( 6151 U·g
- 1

FM ) , 此后

活性迅速下降。对照组的 LOX活性则相对稳定 , 并低于诱导叶片 , 到 72 h活性开始下降。诱导叶片

的下位叶 , LOX活性低于诱导叶片 , 上位叶的变化趋势与诱导叶片一致。比较不同叶位在诱导后 48 h

LOX活性变化发现 , 诱导叶片在该时间活性最高 (6151 U·g
- 1

FM ) , 其次为诱导叶的上位叶 (5189

U·g
- 1

FM ) , 最低为下位叶 (5164 U·g
- 1

FM ) , 但三者均高于相应的对照处理。LOX是信号传导中

茉莉酸合成途径的关键酶和限速酶 , 它的变化可能是由于诱导抗病信号传导中存在茉莉酸途径所致。

213　NO2
-含量的变化

黄瓜角斑病菌诱导后诱导叶、上位叶及下位叶中 NO2
-含量都明显高于相应的对照 (图 1, B )。

其中诱导叶片在角斑病菌接种后 24 h就到达了含量高峰 ( 6166μmol·g
- 1

FM ) , 此后下降 , 在 48～

72 h保持相对稳定水平 , 到 96 h含量再次上升 ( 6132μmol·g
- 1

FM ) , 而对照始终保持在 111～114

μmol·g
- 1

FM之间 , 没有明显变化 ; 诱导叶片的下位叶 , 在诱导后 48 h出现含量高峰 (6121μmol·

g
- 1

FM ) ; 诱导叶片的上位叶在诱导后 24 h出现含量高峰 (13125μmol·g
- 1

FM ) , 明显高于诱导叶及

其下位叶 , 这一结果与角斑病菌诱导接种后黄瓜植株的系统抗病性表达结果 (表 1) 一致 , 在诱导接

种 24 h后 , 诱导叶片的上位叶片病情指数最低 , 相对防效最高 , 3次调查分别为 100%、94126%和

91165% , 表明角斑病菌诱导后 , NO2
-存在上下传导现象 , 同时诱导后诱导叶片上位叶大量合成 NO2

- 。

214　H2 O2含量的变化

黄瓜受角斑病菌诱导后 , 接种叶片、下位叶和上位叶的 H2 O2含量均高于相应的对照 (图 1, C)。

接种叶片中 H2 O2含量在接种后 48 h上升到一个峰值 (123156μmol·g
- 1

FM ) , 之后迅速下降 , 在接

种叶片的下位叶中 H2O2含量也出现上升下降趋势 , 上位叶片在测量范围内 H2 O2含量始终保持在较高

水平 , 没有明显变化 , 只在诱导后 72 h出现一个小的峰值。

215　水杨酸 ( SA) 含量的变化

经黄瓜角斑病菌诱导处理的黄瓜叶片中 SA的含量有显著提高。黄瓜的第 2片真叶经过诱导处理

后 , SA的含量呈升高—降低—再升高的趋势变化 , 其上位叶、下位叶片中也有类似变化 , 并在诱导

接种后 48 h达到最高峰。而未经诱导处理的黄瓜第 2片真叶几乎没有变化。这说明亲和病原菌可以
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诱导植株产生与抗性相关的信号物质 , 且诱导叶片产生的信号物质能上下传导 , 使整个植株产生抗病

性。

由试验结果可知 , 亲和病原菌诱导黄瓜后 , 该植株中与产生抗性相关的信号物质 SA的含量增

加 , 激活 SA信号传导途径 , 导致抗病信号可以迅速地向上、向下传递 , 从而使整个植株产生对其他

病原菌的抗性。但其向下传递的速度较快 , 诱导 48 h的黄瓜叶片中 SA的含量要低于其下位叶的含量 ,

图 1　亲和病原菌诱导后信号相关物质变化

TF: 诱导叶的下位叶片 ; CF: 下位叶对照叶片 ; TS: 经诱导接种的叶片 ; TSS: 诱导接种的上位叶片 ;

CS: 未诱导的对照叶片 ; TT: 诱导叶的上位叶片 ; CT: 上位叶片的对照叶片。

F ig. 1　Change of signa l substance after aggressive pa thogen induc ing cucum ber

TF: Lower leaf from the inoculated leaf; CF: The control of lower leaf; TS: Inoculated leaf; TSS: Inoculated upper leaf;

CS: Untreated leaf; TT: Upper leaf from the inoculated leaf; CT: The control of upper leaf.
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这在一定程度上说明 , 地心引力对 SA的传递有一定的影响。水杨酸含量的变化与角斑病菌诱导接种

后黄瓜植株的系统抗病性表达结果 (表 1) 不完全一致 , 在诱导叶片的上位叶抗病效果高于下位叶

片 , 而水杨酸积累在上位叶中的含量低于下位叶片。

3　讨论

经研究发现 , 亲和病原菌诱导黄瓜产生的诱导抗病性效果与其他化学诱导剂、物理因子等存在相

似性 , 但又有其特点 (李冠和欧阳光察 , 1990)。本研究结合前人对诱导抗病机制的研究方法 , 从信

号传递物质方面对亲和病原菌的诱导抗病性进行了初步研究。结果发现 , 亲和病原菌诱导寄主黄瓜之

后 , 激活了寄主的抗性信号的传导 , 与抗病信号传导相关的脂氧合酶、超氧阴离子、活性氧、水杨酸

等均表现不同程度的变化 , 寄主表现出系统抗病反应 (Den et al. , 2003)。分析抗病信号传导涉及到

几个传递途径 :

首先 , 亲和病原菌侵染寄主后诱导 NADPH氧化酶合成是过氧化物合成酶信号途径的第一步 , 在

此过程中产生 H2 O2和 O2

-· , H2 O2和 O2

-·可以在健康植物木质化过程中产生 , 这个过程也可被激发子诱

导所产生 (A lvarez et al. , 1998; Klarzynski et al. , 2003) , 一方面 H2 O2和 O2

-·直接攻击病原菌 , 抑制

病原微生物发育 , 另一方面 H2 O2和 O2

-·可作为过氧化物合成酶信号途径的第二信使 , 通过产生其它信

号 , 在诱导植保素信号中起作用。

其次 , 水杨酸 ( SA) 在超氧化物合成酶信号途径中通过改变细胞中的 H2 O2水平来活化防卫反

应 , 水杨酸通过阻断过氧化氢酶活性 , 导致 H2 O2水平提高 ( Klessig et al. , 2000) , 因此 , 亲和病原

菌侵染后寄主在不同的诱导间隔期内出现 H2 O2含量增加的现象 , 同时在亲和病原菌侵染后 , 诱导叶

片 SA浓度显著增高 , 诱导叶片的上位叶片和下位叶中 SA含量也明显高于未经过亲和病原菌诱导的

相应叶位的叶片 , 说明 SA在亲和病原菌诱导寄主后作为系统获得抗性中的自然信号传递物质。在诱

导叶片的上位叶中水杨酸含量低于下位叶 , 但诱导叶片的上位叶抗病效果高于下位叶片 , 说明系统抗

病效果除了与系统抗病信号物质传递相关 , 也可能与黄瓜叶片的衰老程度有关 , 但同时也表明在诱导

叶片的上位叶和下位叶片中只要存在水杨酸积累就可以产生系统抗病性作用。

在另一个反应中 , 脂氧合酶 (LOX) 是茉莉酸合成途径的关键酶和限速酶 , 是过敏反应信号传递

中的重要物质 (Axelrod et al. , 1981) , 本研究中用黄瓜角斑病菌诱导黄瓜叶片后 , 接种叶片、接种

叶片上位叶片、下位叶片与对照相比脂氧合酶活性均发生不同程度的改变。在这一变化中 , LOX激

活磷脂酶 A2, 导致作为第二信使的物质及超氧离子释放 , 产生对微生物有毒性的氢过氧化物酶衍生

物 , 并将抗病信号放大、传递 , 诱导防御基因的表达 , 起到过敏反应作用。

再有 , 在 NO合成酶途径中 , 反应产物是 NO、瓜氨酸和 NADP
+

, NO和 O2
-作用生成 ONOO

-
,

可能对病原菌有毒性 , 同时 NO刺激鸟苷酸环化酶催化 GTP形成 cGMP, 提高蛋白激酶或加入长距离

信号传导 (陈英 等 , 2002; 董海丽和井金学 , 2003)。本研究中黄瓜角斑病菌诱导后诱导叶、诱导

叶片上位叶及下位叶中 NO2
-含量都明显高于相应的对照 , 并且三者均存在由低到高再到低的变化过

程 , 说明亲和病原菌激活了 NO合成酶途径的长距离信号传导作用 , 导致诱导抗病效果在植物中向

上、向下传导。

综上可知 , 关于激发子信号传导 , 可能每种激发子单独起作用 , 也可能这些信号相互作用。细胞

中可能存在协调的信号网络 , 当信号与其受体相互作用 , 激活某些信号途径 , 同时可能增加其它信号

途径对这些信号的敏感性。在本研究中 , 亲和病原菌侵染引起抗病信号的传导 , 也是多种信号物资协

调作用的信号传导网络 , 当亲和病原菌侵染寄主时 , 引起寄主细胞壁木质素合成以抵御病原菌 , 而木

质化作用中产生的 H2O2作为第二信使诱导植保素合成 , 同时受病原菌刺激 , 激活水杨酸、茉莉酸信
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号传导途径 , 并通过 H2 O2将信号扩大 , 向植株传导导致系统抗病性。事实证明 , 许多信号途径可能

被其它途径的第二信使调节。一些转录因子只有几个信号途径相结合才能被激活 , 每个信号途径可使

转录因子的一个氨基酸残基磷酸化 , 大量的磷酸化才能形成其有活性的构相 , 激活防御基因表达

(Coquoz et al. , 1995; 蔡新忠和郑重 , 1999; 王生容和朱克恭 , 2002)。

本研究以病原菌为激发子诱导植物产生抗病性的现象是以寄主与病原物的协同进化过程理论为基

础 , 从系统抗病性的现象及机理入手 , 在一定程度上揭示了亲和病原菌与系统抗性之间的关系 , 以期

为系统抗病性的理论研究及实践应用提供一定的技术支持。
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