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苯并噻二唑处理提高采后沙糖橘对指状青霉菌

的抗性 
汪跃华 1,2，徐兰英 1，庞学群 3，黄雪梅 1，张昭其 1,* 
（1 华南农业大学园艺学院采后科学系，广州 510642；2 佛山科技学院食品系，广东佛山 528231；3华南农业大学生

命科学学院，广州 510642） 

摘  要：对沙糖橘（Citrus reticulata Blancdo‘Shiyueju’）果实进行苯并噻二唑（S-methyl benzo 

thiadiazole-7-carbothioate，BTH）渗透处理后接种指状青霉菌孢子，12 h 后即可明显诱导果皮中抗病相关

蛋白 CR-CT1 和 CR-BG3 基因表达并在贮藏期间维持较高水平；不同浓度 BTH 处理果实的发病率和病斑

面积均比对照低，其中以 0.025 g · L-1 BTH 处理的效果最好；BTH 处理提高了果皮几丁质酶（CT）、β–1，

3–葡聚糖酶（GUN）、苯丙氨酸解氨酶（PAL）、多酚氧化酶（PPO）、过氧化物酶（POD）活性和 H2O2

含量，表明 BTH 诱导的沙糖橘果实抗病性与果实 CR-CT1 和 CR-BG3 基因的表达增强，CT、GUN、PAL、

PPO 和 POD 等相关酶活性和 H2O2 含量提高密切相关。 
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Postharvest BTH Treatment Induces Resistance of Mandrin （ Citrus 
reticulata Blancdo‘Shiyueju’）Fruit to Penicillium digitatum 

WANG Yue-hua1,2，XU Lan-ying1，PANG Xue-qun3，HUANG Xue-mei1，and ZHANG Zhao-qi1,* 

（1College of Horticulture，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China；2 Department of Food Science 
and Technology，Foshan University，Foshan，Guangdong 528231，China；3 College of Life Science，South China 
Agricultural University，Guangzhou 510642，China） 

Abstract：Induction of disease resistance is one of the important strategies of biological control on 

fruit postharvest decay. The mandarin（Citrus reticulata Blancdo‘Shiyueju’）fruit were inoculated with 

Penicillium digitatum after vacuum infiltration of Benzothiadiazole（BTH）. Results showed that the 

expression of CR-CT1 and CR-BG3 substantially increased 12 h after BTH treatment. The morbidity and 

lesion area of green mold in mandarins，and the in vivo disease incidences of the fruit were signicantly 

reduced by different concentrations of BTH. BTH treatment induced the activities of CT，GUN，PAL，

PPO，POD，and evoked the increase of H2O2 content. The results suggested that strong expression of 

CR-CT1 and CR-BG3，enhanced activities of several defense enzymes and H2O2 content are all involved in 

the induction of disease resistance by BTH treatment in mandarin fruit. 
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沙糖橘（Citrus reticulata Blancdo‘Shiyueju’）汁多味甜，脆嫩化渣，风味独特，但由于皮薄，

在采收和贮运中易受机械伤害和病原菌侵染而导致腐烂，贮藏期很短。其中指状青霉（Penicillium 

digitatum）致病菌孢子引起的绿霉病是导致沙糖橘采后腐烂的主要原因之一。 

利用植物自身的抗病性是生物防治的基本内容，而果蔬采后诱导抗病性方面的研究近 10 年来才

开始兴起，是当前果蔬贮运保鲜研究领域的热点之一（Tian & Chan，2004；庞学群 等，2000）。 

植物对病原菌的侵害具有局部和系统的潜在抵抗能力（Chester，1933）。近年来的研究发现，

苯并噻二唑（BTH）具有广谱的诱抗活性，可诱导多种植物对细菌、真菌和病毒等产生抗性（Baysal 

et al.，2003；Qiu et al.，2004；Liu et al.，2005；李玉红 等，2006；Zhu & Ma，2007；郭芳 等，2010）。

研究还表明，BTH 诱导的植物抗病性与植物的遗传特性具有密切关系（Jung et al.，2004）。目前有

关 BTH 诱导采后水果抗病性方面的研究主要集中在呼吸跃变型水果如番木瓜（Qiu et al.，2004）、

桃（Liu et al.，2005）、香蕉（Zhu et al.，2007）、梨（Cao & Jiang，2006）和甜瓜（Wang et al.，2008）

等，而在非跃变型水果上的研究则鲜有报道（Terry & Joyce，2000）。 

本文中探讨了 BTH 处理对非呼吸跃变型的沙糖橘果实采后指状青霉菌的抑制作用及其生理基

础，为 BTH 在沙糖橘果实采后病害控制上的应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1  材料及处理   

沙糖橘（Citrus reticulata Blancdo‘Shiyueju’）果实于 2009 年 10 月购于广州新土地果园，采收

后立即运回广东省果蔬保鲜重点实验室。 

选择无机械损伤、无病虫害、大小和成熟度一致的果实，用 0.1%漂白粉溶液洗果，晾干。 

一部分果实浸入 0.1、0.05、0.025、0.0125 和 0（对照）g · L-1 BTH 溶液（无离子水配成，含 0.05% 

Tween 80），在低压状态下（0.08 MPa）渗透处理 3 min，常压下继续浸泡 3 min，取出晾干，12 h

后接种指状青霉菌孢子，于 3 d 和 6 d 时测定发病率和病斑面积。 

另外一部分果实用 0.025 g · L-1 BTH 溶液按上述方法渗透处理，分别于 0、3、6、12、24、36 h

取样进行基因表达分析，或在贮藏期间（以渗透处理后放置 12 h 后的果实样品为 0 d）随机取 5 个

果实，果皮切碎混合，置于–80℃保存，用于生理指标或基因表达分析。 

1.2  病原菌分离   

病原菌为指状青霉菌（Penicillium digitatum），从发病的沙糖橘果实病健交界处分离纯化，活

化培养 7 d 后，用接种环刮取适量孢子，转移到含 0.05% Tween 80 无菌生理盐水中，用血球计数板

计数，并用无菌生理盐水调整浓度，随配随用。 

1.3  损伤接种方法及发病率、病斑面积的测定   

BTH 处理 12 h 后，用灭菌铁钉在果实近果蒂部区域对称打两个孔（深 3 mm，直径 2 mm），每

孔加入 10 µL 2.3 × 106 CFU · mL-1 指状青霉孢子菌悬液，置于塑料筐内，在 20 ℃、RH 85% ~ 95%

条件下贮藏，定期取样，并观察果实发病情况，测量病斑直径。每处理用果 60 个，重复 3 次。 

发病率（%）= 发病点数/总接种点数 × 100，病斑面积（mm2）= 3.14 ×（病原直径/2）2。 
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1.4  CT 和 GUN 基因的克隆表达与相关酶活性测定  

总 RNA 的提取方法为热硼酸法。按照 GenBank 中登录的已知 CT 和 GUN 基因氨基酸保守序列，

设计 3末端特异引物。以沙糖橘果皮总 RNA 为模板，反转录合成单链 cDNA。取 10 μg 总 RNA，

在含甲醛的 1.2%琼脂糖凝胶上进行变性凝胶电泳，紫外交联后存放于 4 ℃冰箱备用。对质粒 DNA

进行碱处理，采用 PCR DIG probe synthesis kit（Roche Applied Science，Mannheim，Germany）合成

带有 DIG 标记的 DNA 探针。对沙糖橘几丁质酶和 β–1，3–葡聚糖酶基因 3′末端 cDNA 序列的克

隆，分别命名为 CR-CT1 和 CR-BG3。 

采用 Northern 杂交的方法，研究 BTH 处理后的 CR-CT1 和 CR-BG3 表达情况。Northern 杂交探

针引物核苷酸序列如下：BGPF 引物为 5-CGAATGTCGATAATGCAAGG-3，BGPR 引物为 5-ATGC 

AAGGTGATGATGCAAA-3；CTPF 引物为 5-ATCGACGAATGGAAACCATC-3，CTPR 引物为 5-GA 

AGACTCATTGATCCATGT-3（He et al.，2009）。 

几丁质酶（CT）活性测定参考文献（蒋跃明，1997；肖拴锁和王钧，1997）进行；β–1，3–

葡聚糖酶（GUN）活性测定参考 Mauch 等（1984）的方法。 

苯丙氨酸解氨酶（PAL）、多酚氧化酶（PPO）和过氧化物酶（POD）活性测定参考庞学群等（2008）

的方法。 

H2O2 含量测定参考 Zhou 等（2006）的方法。 

2  结果与分析 

2.1  BTH 处理后不同时间沙糖橘果皮 CT 和 GUN 酶基因的表达  

几丁质酶（CT）和 β–1，3–葡聚糖酶（GUN）是植物体内与诱导抗病性密切相关的两种病程

相关蛋白。为了了解 BTH 处理后多长时间可对这两种酶基因出现诱导效应，克隆了沙糖橘果皮的

CR-CT1 和 GR-BG3 基因并进行了 Northern 杂交，使用凝胶定量软件 Quantity One 处理。 

结果（图 1）表明，BTH 处理后 12 h 内，果皮 CR-CT1 和 GR-BG3 基因的表达水平逐渐增强，

随后逐渐下降，表明 BTH 处理能够诱导 CR-CT1 和 GR-BG3 基因的表达，尤以处理后 12 h 效果最

好。因此，BTH 处理以 12 h 后再进行损伤接种处理为佳。 

 

图 1  BTH 处理后不同时间沙糖橘 CR-CT1 和 CR-BG3 基因的表达 

Fig. 1  Effect of BTH treatment on expression of CR-CT1 and CR-BG3 genes in mandarin fruit after postharvest prophase 

 

 



1904                                      园   艺   学   报                                  37 卷 

为了了解 BTH 处理后贮藏期间沙糖橘果实能否维持较强的 CR-CT1 和 GR-BG3 基因的表达水

平，对不同贮藏时间果皮样品基因表达情况进行了分析。从图 2 可知，未经 BTH 处理的对照果实，

在 0 ~ 10 d 的贮藏期内仅见 GR-BG3 基因的微弱表达，而 BTH 处理 12 h 后（0 d）表达显著增强，

并在 1 和 3 d 均保持明显表达，7 ~ 10 d 表达微弱。对照果实的 CR-CT1 基因在 0 ~ 7 d 均有一定表达，

BTH 处理后 12 h（0 d）显著诱导了该基因的表达，虽然在随后的 1 ~ 3 d 表达较弱，但在 7 d 和 10 d 

CR-CT1 基因仍维持有一定的表达强度。 

图 2  BTH 和 BABA 处理对不同贮藏时期沙糖橘 CR-CT1 和 CR-BG3 基因表达的影响 

Fig. 2  Effect of BTH treatments on expression of CR-CT1 and CR-BG3 genes in mandarin fruit after postharvest phase 

 

2.2  不同浓度 BTH 处理对沙糖橘果实发病率和病斑面积的影响 

果实发病情况如表 1 所示。沙糖橘果实经不同浓度 BTH 处理，12 h 后损伤接种指状青霉菌，在

20 ℃、RH 85% ~ 95%条件下贮藏 3 d 和 6 d，不同浓度 BTH 处理对果实发病率都有一定的抑制效

果，果实病斑面积也都显著（P < 0.05）小于对照果实，其中 0.025 g · L -1BTH 抑制沙糖橘绿霉病发

生的的效果最好；6 d 时，0.025 g · L -1 BTH 处理的果实发病率为 82.3%，病斑面积为 403.12 mm2；

而对照为果实自然发病率为 94.03%，病斑面积为 919.28 mm2，浓度超过 0.025 g · L -1 时可能对沙糖

橘果实伤害作用，抑制病斑面积的效果反而降低。 

表 1  BTH 处理对沙糖橘果实损伤接种指状青霉菌发病率和病斑面积的影响 

Table 1  Effect of BTH treatment on the disease incidence and lesion area in mandarin  

fruit inoculated with Penicillium digitatum 

3 d 6 d  
BTH/ 

(g · L -1) 
发病率/ % 

Disease incidence 

病斑面积/ mm2 

Lesion area 

发病率/ % 

Disease incidence 

病斑面积/ mm2 

Lesion area 

0.1 72.63 b 13.91 c 91.20 bc 437.06 c 

0.05 87.97 a 22.36 b 92.53 ab 701.97 b 

0.025 60.33 d 12.95 c 82.30 d 403.12 c 

0.0125 65.03 c 13.58 c 89.20 c 419.92 c 

对照 Control 90.60 a 29.29 a 94.03 a 919.28 a 

 

2.3  BTH 处理对沙糖橘果实 CT 和 GUN 酶活性的影响 

从图 3 可知，采后贮藏过程中沙糖橘果实 CT 和 GUN 活性前期不断增强，后期酶活性趋于下

降，0.025 g · L -1BTH 处理的果实两种酶活性一直高于对照果实，6 d 时对照果实的 CT 酶活性为 476 
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U · g-1FW，而 BTH 处理果实为 662.67 U · g-1FW；对照果实 GUN 酶活性为 17.49 U · g-1FW，而 BTH

处理的为 54.76 U · g-1FW，说明 BTH 处理可促进 CT 和 GUN 活性的提高。 

 

图 3  采后 BTH 处理对沙糖橘果实 CT 和 GUN 活性的影响 

Fig. 3  Effect of BTH treatment on the activity of CT and GUN in mandarin fruit after harvest 

 

2.4  BTH 处理对沙糖橘果实 PAL 和 PPO 酶活性的影响 

从图 4 可以看出，在贮藏过程中，沙糖橘果实 PAL 和 PPO 酶活性有逐步升高的趋势，但 PAL

酶活性在 9 d 达到高峰后开始下降；BTH 处理果实的 PAL 和 PPO 活性一直高于对照果实，说明 BTH

处理能显著提高沙糖橘果实的 PAL 和 PPO 活性。 

 

 
图 4  采后 BTH 处理对沙糖橘果实 PAL 和 PPO 活性的影响 

Fig. 4  Effect of BTH treatment on PAL and PPO activity  

of mandarin fruit after harvest  

 

2.5  BTH 处理对沙糖橘果实 POD 酶活性和 H2O2 含量的影响 

在贮藏过程中，对照果实 POD 酶活性在 6 d 比较稳定，6 d 后迅速升高，BTH 处理上升较快；

对照果实 H2O2 含量在贮藏前期上升，后期下降，并且 BTH 处理在 3、6、9 d 均显著高于对照，说

明 BTH 处理能显著提高沙糖橘果实的 POD 活性和 H2O2 含量（图 5）。 
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图 5  采后 BTH 处理对沙糖橘果实 POD 和 H2O2 含量的影响 

Fig. 5  Effect of BTH treatment on activities of POD and content of H2O2 in mandarin fruit after harvest 

3  讨论 

BTH处理诱导采后水果的抗病性已有一定报道，但主要集中在呼吸跃变型水果上。例如，BTH

处理诱导了番木瓜果实PR1基因家族中两个几丁质酶基因（CPBI 3和CPBI 13）的强烈表达，提高了

其抗病性（Qiu et al.，2004）。200 mg · L-1 BTH处理能明显提高采后桃果实对青霉菌的抗病性，使其

病斑面积以及发病率降低，提高其PAL、PPO和POD的活性及总多酚和H2O2含量等（Liu et al.，2005）。

在香蕉（Zhu et al.，2007）、梨（Cao & Jiang，2006）、甜瓜（Wang et al.，2008）等上也有相应报

道。在非呼吸跃变型果实上，目前关于BTH诱导采后抗病性的报道非常罕见。Terry和Joyce（2000）

用0.25 ~ 2.00 mg · mL-1的BTH采前处理草莓植株，发现其采后果实在5 ℃下灰霉病的发生被延缓了2 

d，贮藏寿命延长了15% ~ 20%。沙糖橘为典型的非呼吸跃变型果实，本结果表明，适当浓度的BTH

处理也能显著抑制沙糖橘果实的发病率和病斑面积。BTH使用的浓度随对象不同而异，浓度一般在

50 ~ 200 mg · L-1（Liu et al.，2005；Wang et al.，2008）。 

许多研究表明，几丁质酶（CT）和 β–1，3–葡聚糖酶（GUN）酶活性与植物抗病性有密切关

系（蒋跃明，1997；肖拴锁和王钧，1997）。β–1，3–葡聚糖酶和几丁质酶是胞外水解酶，可以

直接攻击病原真菌和细菌，诱导植物的抗病性（Klarzynski et al.，2000；Latunde-Dada & Lucas，2001；

Smith-Becker et al.，2003）。本研究结果表明，BTH 处理后 12 h 就能诱导 CR-CT1 和 CR-BG3 基因

的较强烈表达；BTH 处理也能维持沙糖橘在贮藏期间 CR-CT1 和 CR-BG3 的表达水平，这与 Qiu 等

（2004）人在呼吸跃变型水果上得到的结果是一致的。本研究还发现，BTH 处理后沙糖橘果实 CT

和 GUN 活性均处于较高水平，这与 Inbar 等（1998）的研究结果类似。可见，BTH 处理诱导沙糖

橘果实抗病性的提高与其诱导 CR-CT1 和 CR-BG3 基因的表达和提高沙糖橘果实 CT 和 GUN 活性具

有密切关系。 

苯丙氨酸解氨酶（PAL）与植物的防卫反应及抗病性密切相关，BTH 能增强植物 PAL 活性和加

强次生代谢（Stadnik & Bughenauer，2000）。PPO 主要参与酚类物质氧化为醌以及木质素前体的聚

合作用，与植物抗病性也具有密切关系。经 BTH 处理的黄瓜（Cools & Ishii，2002）、番茄（Soylu 

et al.，2003）等的 POD 活性都快速而显著地升高，参与了果实的抗病反应。H2O2 的积累与果实抗

性密切相关，抗病性强的果实 H2O2 含量较高（Torres et al.，2003）。本研究发现，BTH 处理提高

了沙糖橘果实 PAL、PPO 和 POD 活性，促进了果实 H2O2 积累，表明 BTH 处理诱导沙糖橘果实抗

病性的提高与提高果实酚类物质合成及活性氧代谢也可能具有密切关系。 
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综上所述，BTH 处理能显著抑制非呼吸跃变型水果沙糖橘采后绿霉病的发生，降低了沙糖橘果

实的发病率和病斑面积；BTH 处理诱导沙糖橘果实抗病性的提高与果实 CR-CT1 和 CR-BG3 基因的

表达增强，CT、GUN、PAL、PPO 和 POD 等相关酶活性的提高，以及和 H2O2 含量的提高等均具有

密切关系。 
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