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摘  要：研究 2,6–二氯异烟酸（INA）对采后香蕉果实抗病性的诱导作用和早期果皮活性氧含量、

抗病相关酶活性及基因表达量的变化。结果表明：香蕉果实经 0.5 g · L-1 INA 处理后 0、3、6、12、24 h

接种炭疽病菌孢子，贮藏 8 d 后，INA 处理果实的病斑直径比对照果实的明显减小；INA 处理果实的 H2O2

含量和 NADPH 氧化酶活性分别在 6 h 和 3 ~ 12 h 明显高于对照；过氧化氢酶（CAT）活性均明显低于对

照，抗坏血酸氧化酶（APX）活性稍低于对照，CAT 和 APX 基因的表达也受到一定的抑制；内切几丁质

酶（CHI）活性在 0、3、6、12 h 高于对照，外切 CHI 活性在 24 h 内逐步增加，而对照保持不变；CHI1

和 CHI2 基因的表达在前 6 h 略高于对照。综上所述，INA 诱导采后香蕉果实抗病性增加与其早期活性氧

水平及抗病相关酶活性增加有密切关系，由于活性氧合成酶活性增加、清除酶活性减少而产生的高水平

活性氧可能作为信号分子启动了抗病应答反应。 
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Early Changes of Reactive Oxygen Species in 2,6-dichloroisonicotianic 
Acid Inducing Tolerance in Postharvest Banana Fruits 
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Abstract：2,6-dichloroisonicotinic acid（INA） induces plant tolerance to a wide spectrum of diseases. 

But whether the compound induced the deseases-tolerance in postharvest fruits and vegetables remains to 

be clarified. We investigated the effects of INA on diseases-tolerance in harvested banana（Musa AAA 

Group‘Brazil’）and the possible mechanism. The results showed that INA treatment effectively reduced 

the disease spot sizes on the peel of banana fruit when inoculated with spore suspension of 

Collectotrichum musae during 24 h after INA treatment and cultured for 8 d. H2O2，a type of reactive 

oxygen species（ROS），and the involved enzymes were analysed and it was found that the content of H2O2 

and activity of NADPH oxidase，an enzyme catalyze the production of ROS，were stimulated at 3 h，6 h 
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and 12 h after INA treatment，respectively. In addition，INA treatment decreased CAT and APX activities 

obviously，and suppressed the both genes expression to a certain extent. We also analysed the defence 

enzyme of chitinase（CHI）and found that activity of intro-CHI and extro-CHI were enhanced at 0–12 h 

and 0–24 h after INA treatment，espectively，and the expression of CHI1 and CHI2 genes were enhanced 

lightly at 3–6 h and 0–3 h after INA treatment，respectively. These results strongly suggest that elevated 

H2O2 levels，resulting from enhanced NADPH oxidase activity and suppressed CAT and APX activities，

and the enhanced CHI activity are involved in the INA-induced disease tolerance. 

Key words：banana；fruit；2,6-dichloroisonicotinic acid；Collectotrichum musae；reactive oxygen 

species；defense-related enzyme 

 

香蕉采后病害主要为潜伏侵染病害，目前主要依靠化学杀菌剂处理，但效果不佳，且易造成毒

性残留和病原菌的抗药性。对采后果蔬采用一些物理的、化学的因子处理后，可诱导产生抗病性，

为果蔬采后病害防治开辟了一条安全无毒的途径，成为采后病害防治研究的重点和热点之一（Terry 

& Joyce，2004；黄雪梅 等，2006）。研究表明，水杨酸（Salicylic acid，SA）、茉莉酸甲脂（Methyl 

jasmonate，MJ）和苯并噻二唑（BTH）等处理可诱导采后果实的抗病性，这些诱导抗病处理往往诱

导活性氧的爆发（Liu et al.，2005；Zeng et al.，2006；Cao et al.，2008；汪跃华 等，2010）。长期

以来，活性氧被认为是细胞代谢中有害的副产品，然而近年来的研究发现，活性氧更可能是细胞信

号传导和调控的重要组成部分（Neill et al.，2002；Laloi et al.，2004；Kwak et al.，2006）。 

2,6–二氯异烟酸（2,6-dichloroisonicotinic acid，INA）是一种人工合成的、结构和功能与 SA 类

似的化合物。研究表明，INA 能激活植物系统获得性抗性反应（SAR），提供广谱的抗病性（Hijwegen 

& Verhaar，1994；Basson & Dubery，2007），但目前对 INA 诱导抗病性的研究主要集中在植株上，

在采后果蔬上的诱导抗病性研究报道较少（曹建康和姜微波，2005；曾凯芳和姜微波，2009）。 

本研究中围绕 INA 对采后香蕉果实是否具有诱导抗病效果，INA 处理后需多长时间内才能诱导

出抗病性，这种诱导效果可维持多长时间等问题，采用 INA 溶液对采后香蕉果实进行渗透处理，从

活性氧代谢的角度探讨了 INA 诱导采后香蕉果实抗病性的效果及其与果实活性氧水平、相关酶活性

及基因表达水平的关系，以期为果蔬病害的生物防治研究以及探索香蕉保鲜新技术提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

绿熟（七至八成熟）巴西香蕉（Musa AAA Group‘Brazil’）于 2007 至 2008 年采自广州市番禺

区，选择大小均匀、无病虫害及机械伤的果实，用 0.1%次氯酸钠溶液浸洗 5 min，自来水冲洗，晾

干备用。 

炭疽病菌种由华南农业大学资源环境工程学院植物保护系提供，菌种在马铃薯葡萄糖琼脂培养

基（PDA）培养 7 d，用无菌水冲洗下粉红色孢子，显微镜下用血球计数板计算孢子密度，用无菌水

将孢子稀释至 2  105 个 · mL-1。 

INA 为 Sigma 公司产品，H2O2 试剂盒为南京建成生物工程研究所生产。 

1.2  方法 

1.2.1  INA 诱导处理 
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通过 INA 浓度预备试验确定 INA 最佳诱导抗病处理的浓度为 0.5 g · L-1。将果实置于 0.5 g · L-1 

INA 溶液中进行低压（0.8 MPa）渗透处理 5 min，恢复常压后继续浸泡 5 min，以清水进行同样处

理的果实作为对照，取出晾干后于 0、3、6、12 和 24 h 取样，一部分果实用于接种炭疽病菌孢子，

另外的果实取果皮切碎混匀分装，置于–80 ℃待用。 

1.2.2  接种处理 

按黄雪梅等（2006）的方法对 INA 处理和对照果实各 20 个接种炭疽病菌，分别分装于 4 个塑

料框中并套 0.03 mm 聚乙烯袋保湿，置于 20 ℃下培养，8 d 时测定果实发病情况。按病斑大小判断

病情，以病斑扩展垂直两个方向的平均宽度（mm）计算病斑大小。 

1.2.3  H2O2 含量的测定 

使用 H2O2 试剂盒进行测定，原理是 H2O2 可与钼酸作用生成一种络合物，在波长 405 nm 测定

其生成量，计算出 H2O2 含量。取 1.0 g 果皮液氮研磨，用双蒸水定容至 3 mL，13 600  g 离心 15 min，

取上清液 1 mL 按试剂盒的加样步骤进行反应和测定，依据 H2O2 标准曲线计算出样品 H2O2含量。

每样品测定 2 次，3 次重复。 

1.2.4  CAT、APX 和 CHI 活性的测定 

CAT 测定参照范兰兰等（2010）的方法并修改。取 1.0 g 果皮液氮研磨，测定 OD240 值在 3 min

内的变化，以每分钟 OD240 减少 0.001 表示 1 个酶活力单位（U），样品的酶活性以 U · g-1FW 表示。 

APX 测定参照赵会杰（1999）的方法。取 1.0 g 香蕉果皮，液氮粉碎，测定 OD290 值在 3 min

内的变化，以每分钟 OD290 减少 0.001 表示 1 个酶活力单位（U），样品的酶活性以 U · g-1 FW 表示。 

外切几丁质酶和内切几丁质酶活性参照 Boller 等（1983）的方法。取 1.0 g 果皮加 4 mL pH 4.8

的 0.2 mol · L-1 Na2HPO4–0.1 mol · L-1 柠檬酸缓冲液，充分研磨，于 4  18℃  000  g 离心 15 min，上

清液为粗酶。加 1%对二甲氨基苯甲醛（DMAB）溶液，在波长 585 nm 比色测定 N–乙酰葡萄糖胺

量，以每增加 0.01 个光密度所需酶量为一个酶活力单位（U），为 U · g-1 FW。 

上述每样品测定 2 次，3 次重复。 

1.2.5  细胞膜微膜囊提取和 NADPH 氧化酶活性测定 

参照 Morré 等（2000）的方法提取细胞膜微膜囊。取果皮 12 g，用 60 mL 提取液[25 mmol · L-1 

Tris-Mes，pH 7.8，含：0.25 mol · L-1 蔗糖，3 mmol · L-1EDTA，0.9% PVP，5 mmol · L-1 DTT（二硫

苏糖醇），1 mmol · L-1 PMSF （苯甲基磺酰氟）]匀浆，4 层纱布过滤。滤出液于 7 500  g 离心 15 min，

上清液 36 000  g 离心 1 h，保留沉淀。沉淀用 3 mL 悬浮液（5 mmol · L-1 Tris-Mes，pH 7.8，含：0.25 

mol · L-1 蔗糖，5 mmol · L-1 KCl，1 mmol · L-1 DTT，1 mmol · L-1 PMSF）稀释，得到细胞膜微膜囊

粗提液。 

NADPH 氧化酶活性测定按 Sagi 和 Fluhr（2001）的方法进行，采用上述细胞膜微膜囊粗提液，

通过 NADPH 氧化酶产生的活性氧氧化 XTT[2,3-Bis（2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl）-2H- 

Tetrazolium-5-carboxanilide inner salt]的量来表示该酶活性。反应体系 1 mL 包括 50 mmol · L -1 

Tris-HCl 缓冲液（pH 7.4），0.5 mmol · L-1 XTT，100 µmol · L-1 NADPH 和 20 µL 的细胞膜微膜囊，

加入 NADPH 启动反应，XTT 减少量可通过 470 nm 检测。本底值（background production）可在反

应系统中加入 50 U SOD（超氧化歧化酶）测得。酶活性可通过 XTT 比吸收系数 2.16 × 104 M-1 · cm-1

换算成活性氧的量来表示，单位为 µmol · min-1 · g-1FW。 

1.2.6  香蕉果皮 CAT、APX、CHI 基因克隆和表达分析 

参照 Wan 和 Wilkins（1994）的热硼酸法提取绿熟香蕉果皮的总 RNA，作为模板利用 Takara 

PrimeScript Reverse Transcriptase 合成 cDNA 第一链，根据 NCBI 发表的香蕉 CAT（ABV55108.1）、

CHI1（AY525367.1）和 CHI2（AJ277279.1）基因片段的序列设计特异引物克隆上述基因的片段，



268                                     园   艺   学   报                                     38 卷 

利用其他物种 APX 基因蛋白序列的保守区域设计简并引物克隆 APX 基因的片段，然后根据这些基

因的片段序列设计上游引物，采用 Takara 3′-Full RACE Core Set 试剂盒扩增 3′末端，根据上述基因

的 3′末端序列，按照 Yang 等（2009）方法进行探针的地高辛标记、RNA 转膜和 Northern 杂交分析。

各基因的地高辛标记标记引物分别为：CAT 上游：5′-GTGCCCGGCATCTACTACTC-3′，CATR 下游：

5′-TGGAATGGGGAATCTCTCTG-3′；APX 上游：5′-ACACACACTGGGAAGGTGCC-3′，APX 下游：

5′-TATTGGTGAGATGTTTCCGA-3′；CHI1 上游：5′-TGGCAACGCACTCAGAACAG-3′，CHI1 下游：

5′-GACCACATATAGTACAAGCG-3′；CHI2 上游：5′-ACGGCTCTGTGGTTCTGGAT-3′，CHI2 下游：

5′-CTTCCTCCGCAACTTCTACA-3′。 

2  结果与分析 

2.1  INA 处理对香蕉果实接种炭疽病菌病斑直径的影响 

将香蕉果实经 INA（0.5 g · L-1）处理，于处理后 0、3、6、12 和 24 h 接种炭疽病菌孢子，在 20 

℃下保湿培养 8 d 后的感病情况如图 1 所示。INA 处理的果实病斑直径在各个时间点均显著小于对

照果实，其中以 INA 处理后 6 h 接种的病斑最小。结果表明 INA 处理完毕后（0 h）即可诱导香蕉

果实产生抗病性，并且至少 24 h 内保持抗病性。 

图 1  INA 处理后 24 h 内接种炭疽病菌 8 d 时香蕉果实的病斑直径 

不同字母表示经 Duncan’s 多重比较分析差异显著，P ≤ 0.05。 

Fig. 1  Disease spot sizes on the peel of banana fruit that inoculated with Collectotrichum musae  

within 24 h after INA treatment and cultured for 8 d 

A different letter showed significant difference at P ≤ 0.05 by Dumcan’s multiple range tests. 

2.2  INA 处理对接种炭疽病菌香蕉果皮 H2O2 含量和 NADPH 氧化酶活性的影响 

香蕉果实经 INA 渗透处理后于 24 h 内接种炭疽病菌，果皮中的 H2O2 含量的变化趋势与对照基

本相似，但 INA 处理后 6 h 接种的果实 H2O2 含量显著高于对照，约高 12.5%，其它时间点差异不显

著（图 2）。 

NADPH 氧化酶活性与活性氧的产生密切相关（Sagi & Fluhr，2001；Neil et al.，2002；Laloi et al.，

2004）。处理和对照果实的 NADPH 氧化酶活性变化趋势不一致，INA 处理果实后 3 ~ 12 h 内接种炭

疽病菌，NADPH 氧化酶活性有较大提高，比对照提高 14% ~ 22%，24 h 后接种回落到 0 h 接种的水

平；对照果实的 NADPH 氧化酶活性在 3 ~ 12 h 内活性处于较低水平，到 24 h 才明显升高（图 2）。

结果表明，在 INA 诱导香蕉产生抗病性的早期检测到 H2O2 含量（6 h）和 NADPH 氧化酶活性（3 ~ 

12 h）提高。 
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图 2  INA 处理后 24 h 内接种炭疽病菌香蕉果皮 H2O2 含量和 NADPH 氧化酶活性的变化 

Fig. 2  Changes of the content of H2O2 and activety of NADPH oxidase in the peel of banana fruit during 24 h after INA treatment 

2.3  INA 处理对接种炭疽病菌香蕉果皮 CAT 和 APX 活性及其基因表达的影响 

INA处理和对照香蕉果实在 24 h内CAT活性均呈现出逐步升高的趋势，但 INA处理果实的CAT

活性一直低于对照，在 6 h 时仅为对照的 80%左右；INA 处理对果实 APX 活性也具有一定的抑制作

用，INA 处理果实的 APX 活性除 12 h 外，其它均低于对照，为对照的 69% ~ 90%（图 3）。 

从基因表达结果（图 4）来看，12 h 前的 CAT 和 APX 基因表达强于 12 h 后。INA 处理果皮中

CAT 基因的表达量在各时间点都比对照（CK）低，这与 CAT 酶活性所表现的趋势相似；APX 基因

表达仅在 3 h 时低于对照，其它时间点两者差异不大。这与上述 APX 酶活性多数时间低于对照的变

化规律不完全一致。 

总体上，INA 处理诱导香蕉产生抗病性的早期，检测到 CAT 和 APX 活性与 CAT 和 APX 基因

的表达受抑制。 

图 3  INA 处理后 24 h 内接种炭疽病菌香蕉果皮 CAT 和 APX 活性的变化 

Fig. 3  Changes of the activeties of CAT and APX the peel of banana fruit during 24 h after INA treatment 

图 4  INA 处理后 24 h 内接种炭疽病菌香蕉果皮 CAT 和 APX 基因表达的变化 

Fig. 4  Changes of CAT and APX genes expression in the peel of banana fruit during 24 h after INA treatment 
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2.4  INA 处理对接种炭疽病菌香蕉果皮 CHI 活性和基因表达的影响 

植物 CHI（Chitinase，EC3.2.1.14）是一种与防卫反应有关的次生物水解酶。对照果实果皮外切

CHI 活性在 24 h 内基本维持不变，经 INA 处理的该酶活性逐步升高，在 12 h 和 24 h 的酶活性比对

照增加 15%和 18%；对照果皮内切 CHI 活性在 24 h 内变化不大，但 12 h 之前 INA 处理均比对照提

高，6 h 的活性提高较明显，约比对照增加 11%（图 5）。 

从 CHI 基因表达图谱（图 6）可见，CHI1 表达量 6 h 后有所增加，CHI2 表达量变化不大。INA

处理果实 CHI1 和 CHI2 表达量分别在 3 h 与 6 h、0 h 与 3 h 有所增强，其它时间与对照（CK）间没

有明显差异。 

总体上，INA 处理诱导香蕉产生抗病性的早期，检测到外切 CHI 和内切 CHI 活性升高，也在一

定程度上促进 CHI1 和 CHI2 基因的表达。 

图 5  INA 处理后 24 h 内接种炭疽病菌香蕉果皮中的 CHI 活性的变化 

Fig. 5  Changes of the activeties of CHI1 and CHI2 in the peel of banana fruit during 24 h after INA treatment 

 

图 6  香蕉果实经 INA 处理后 24 h 期间果皮中的 CHI 基因表达的变化 

Fig. 6  Changes of the expression of CHI1 and CHI2 genes in the peel of banana fruit during 24 h after INA treatment 

3  讨论 

INA 是 SA 的结构和功能类似物。研究表明，INA 能增强植物抗病性，激活植物系统获得抗病

性（SAR）反应；用 INA 处理植物整株、叶片或种子等均可有效活化抗病防御反应，保护作物免受

病毒、细菌和真菌等病原物的侵害（Hijwegen & Verhaar，1994；Basson & Dubery，2007）。然而，

INA 处理对园艺产品采后诱导抗病性的影响报道仍较少。曹建康和姜微波（2005）、曾凯芳和姜微

波（2009）发现 INA 浸泡处理可提高鸭梨和杧果的抗病能力。本研究中采用 INA 溶液渗透处理香

蕉果实，并在之后的 24 h 内接种香蕉炭疽病菌孢子，结果表明处理后不同时间接种对采后香蕉果实

均具有诱导抗病作用，以处理后 6 h 时接种的抗病效果最好，并在 24 h 内仍保持一定的抗病性。说
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明香蕉果实在 INA 渗透处理后能激发一系列的生理反应以提高其抗病性。 

近年来大量研究表明，活性氧是动植物细胞应答各种逆境，如病原体、激发子、损伤、热、强

光、紫外线、臭氧等生物及非生物胁迫所产生的重要的信号分子。植物组织或细胞受到病菌或诱导

因子的诱导后能短时间内产生大量的活性氧（oxidative burst），一方面引起膜脂过氧化，细胞壁木

质化，导致侵染点的组织坏死，另一方面还可作为第二信使将侵染信号转入细胞内，使依赖于氧化

还原的转录因子被激活，启动防卫反应基因表达，诱导植物产生抗病反应（Neill et al.，2002；Laloi 

et al.，2004；Kwak et al.，2006）。研究发现，各种激发子诱导采后果蔬抗病性提高的同时往往也

诱导了活性氧含量的增加，如 SA 处理促进杧果活性氧含量的急剧提高（Zeng et al.，2006），BTH

处理显著提高了采后桃果实活性氧含量（Liu et al.，2005）。研究发现，在 INA 处理后 6 h，即可检

测到 H2O2 含量显著增加及与合成 H2O2 密切相关的 NADPH 氧化酶活性（Foreman et al.，2003）增

加，而与清除活性氧相关的 CAT 和 APX 活性受到不同程度的抑制，CAT 和 APX 的表达受到相应抑

制。Chan 和 Tian（2006）发现采后 SA 处理提高甜樱桃果实抗病性的同时也显著抑制了 CAT 活性，

采后 MJ 处理也可减少枇杷果实由炭疽病菌引起的腐烂率和病斑直径，且在感病早期 MJ 处理显著

抑制了 CAT 和 APX 活性，而 H2O2 含量提高（Cao et al.，2008）。因此，INA 处理诱导香蕉果实

H2O2 含量的提高与 NADPH 氧化酶活性增加，CAT 和 APX 的活性受抑及基因表达的下降具有密切

关系。 

各种诱导抗病处理也改变了采后果蔬的一些蛋白或酶基因的表达模式，如 SA 处理促进了甜樱

桃 CHI 和 α–1,3–葡聚糖酶的活性及其基因表达，激活了抗氧化防御反应（Xu & Tian，2008）；

SA 处理引起了甜樱桃不同成熟阶段的 7 个抗氧化蛋白和 3 个病原相关蛋白的出现，这些蛋白质的

改变可能激活了抗病相关蛋白活性，从而提高了抗病能力（Chan et al.，2008）。王文娟等（2008）

发现喷施BTH能诱导苹果体内与防卫反应有关的苯丙氨酸解氨酶、CHI及β–1,3–葡聚糖酶的活性。

作者的研究也发现，INA 处理不同程度促进了与抗病密切相关的外切 CHI 和内切 CHI 活性，CHI1

和 CHI2 的基因表达得到一定程度的增强（分别在 3 ~ 6 h 和 0 ~ 3 h）。因此，INA 处理促进早期

CHI 活性及基因表达与香蕉抗病性的提高有密切关系。 

综上所述，INA 处理可诱导增加香蕉果实的抗病性。在 INA 处理后的 24 h 内，与活性氧合成

有关的 NADPH 氧化酶活性增加，而与活性氧清除的主要酶类如 CAT，APX 活性减少或表达抑制，

导致调控着香蕉组织或细胞在短时间内积累活性氧，从而引起一系列的防卫反应如 CHI 增加等，减

少香蕉病害发生。 
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