
收稿日期: 2002- 02- 25

作者简介:毛爱军( 1969- ) ,女,北京人,助理研究员,学士,主要从事甜(辣)椒抗病遗传育种研究工作。

疫病病菌侵染后辣椒幼苗体内
保护酶活性的变化

毛爱军1,王永健1,冯兰香2,许  勇1,耿三省1,曹婉红1

( 11 北京蔬菜研究中心,北京  100089; 21中国农业科学院蔬菜花卉研究所,北京  100081)

  摘要: 疫霉菌侵染后辣椒幼苗叶片和根茎组织中 PPO、POD和 PAL 活性发生变化。试验表明: 除感病品种根茎

部固有的 POD 活性较高以外,抗(耐)病辣椒品种幼苗叶片的 PPO、POD和 PAL 及根茎部 PPO和 PAL 活性高于感病

品种。疫霉菌侵染后,仅根茎部 PPO活性略有下降, 各辣椒品种幼苗叶片和根茎组织 PPO、POD 和 PAL 均在接种后

一度显著高于对照。抗(耐)病辣椒品种幼苗根茎部 PAL 活性接种 4 d 升幅大且早, 抗(耐)病品种体内固有的 PPO、

POD和 PAL 活性高,在辣椒抗疫霉菌反应中起了重要作用。
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Abstract:T he variation of act ivit ies of PPO, POD and PAL were analy zed in leaves and stems/ roots of hot

pepper seedlings af ter inoculated w ith Phytophtor a cap sici L. H igher const itut ive PPO, POD and PAL act ivit ies

w ere detected in uninoculated leaves and stems/ roots of the resistant cult ivars , ex cept higher const itut ive POD

act ivit ies in uninoculated stems/ roots of the suscept ible cult ivars. General speaking , the three enzyme act ivit ies

in leaves and POD in the stems/ roots of all tested cultivar seedlings w ere significant ly higher: the most drast ic

enzyme react ions and the most enhancement of enzymes are that PPO, POD, PAL act ivit ies in the inoculated

leaves and POD act ivit ies in the inoculated stems/ roots of the high suscept ible cult ivars. T he enhancement of

POD act ivit ies in the inoculated seedlings and PPO act ivit ies in the inoculated leaves of the resistant cult ivars

w ere much more than those in the susceptible cultivars, and less than in the high suscept ible cult iv ars. An early

and rapid increase of PAL in inoculated stems/ roots of the resistant cult ivars were induced at 4 days after the in-

oculat ion w ith the fungi, and higher const itutive PPO, POD and PAL activities in uninoculated leaves and

stems/ roots of the resistant cult ivars may play an important role in pepper resistance to Phy tophthora cap sici L .
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  植物体内多酚氧化酶( PPO)可氧化酚类化合

物,形成对病原菌有更强毒性的醌类化合物。过氧

化物酶( POD)是木质素合成的关键酶之一[ 1]。苯丙

氨酸解氨酶( PAL)是丙烷类代谢途径的关键酶和限
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速酶, 这些酶被认为与抗病反应有着密切关

系
[ 2~ 4]

。有报道说病原菌侵染后, 引起植物体内

PAL、PPO、和 POD等活性升高[ 2~ 8] , 并认为这些酶

活性与抗病性成正相关[ 9, 10] , 但亦有相反意

见
[ 11, 12]

。

辣椒疫霉菌( Phytophthor a cap isici L. )是土传

病菌, 其病原菌从根部侵染植株。本研究测定了辣

椒抗、感病品种感染前后叶片和根茎部的 PPO、

POD和 PAL 活性值,分析比较了其变化特点, 以期

探明其在辣椒疫病抗性的生化机制中的作用, 为辣

椒抗病育种提供生化依据。

1  材料和方法

111  材料

选用对疫霉菌抗性不同的 4个辣椒品种: 8819

(抗病品种) , 351(耐病品种) , 72(感病品种) , 47(高

感品种)。种子经 55 e 水浸泡过夜,之后用 10%磷

酸三钠处理 20 min, 清水冲洗干净后撒播。辣椒疫

霉菌由北京蔬菜中心提供。接种体在 CA 培养基上

( 200 g 胡萝卜榨汁过滤, 加 20 g 琼脂,定容 1 L)繁

殖, 28 e 培养 10~ 15 d, 用湿毛笔镇压菌丝,光照培

养24~ 36 h, 光强 2 000 lx。之后用毛笔和蒸馏水

刷洗孢子囊,过滤, 镜检, 稀释到 2. 0个孢子囊/ 100

倍视野后接种。

112  方法

1. 2. 1  育苗、接种及取样  当幼苗两叶一心时分苗

于 6. 5 cm @ 6. 5 cm 的营养钵中。常规管理, 辣椒幼
苗五叶展平时接种疫霉菌。采用灌根法, 每株接种

5 mL,设不接种为对照。接种前取一次样, 接种后

按不同时期取辣椒苗 6~ 7株,分别对叶片和根茎部

两部分进行分析。

1. 2. 2  多酚氧化酶活性的测定  辣椒苗组织和

011 mol / L、pH 7. 5 T ris-HCl 缓冲液以 1B4在冰浴

中匀浆后, 4 e 、12. 8 @ 103 r/ m in 离心 15 m in,上清

液为酶液。按照 Mozzet ti等[ 2]的方法测定酶活性,

反应液为 218 mL pH 6, 50 mmol/ L 磷酸缓冲液(内

含0. 5 mmol/ L 绿原酸)加 200 LL 酶液。反应 2 min

后测 OD410, 以 2. 8 mL 不含绿原酸的缓冲液加相应

酶液作参比,酶活性以毫克蛋白每分钟光密度增加

值 (A410min
- 1#mg - 1protein) 表示。

1. 2. 3  过氧化物酶活性的测定  辣椒苗组织中酶
液的提取同上。活性测定参考华东师范大学生物系

植物生理教研组主编的5植物生理学实验指导6[ 13]

的方法。反应液为 3 mL 0. 2 mol / L 磷酸缓冲液

( pH 6, 内含 0. 056% H 2O2 和 0. 038 % 愈创木酚)

和 50 LL 酶液,室温反应 2 min后测 OD470,以水作

参比, 酶活性以毫克蛋白每分钟光密度增加值

( A470min
- 1
mg

- 1
protein) 表示。

1. 2. 4  苯丙氨酸解氨酶活性的测定  辣椒苗组织

用 0. 1 mol/ L, pH 8. 8硼酸缓冲液(内含 0. 1% 巯基

乙醇)在冰浴中匀浆后离心( 4 e , 12. 8 @ 103 r/ m in

离心 15 min) ,取上清液为酶液。根据 Mozzet t i
[ 2]
等

的方法测定酶活性, 反应液为 3. 3 mL 硼酸缓冲液

(含 10 mmol/ L L - 苯丙氨酸) 加 0. 1 mL 酶液,

40 e 下反应1 h后, 加0. 6 mL 5 mol/ L HCl终止反

应,测 OD290,以反应时间零作参比。OD290变化 0.

01为一个酶单位,酶活性以毫克蛋白每小时酶单位

增加值( U#h- 1#mg- 1 protein)表示。

1. 2. 5  提取液中蛋白浓度的测定  按 Bradford
[ 14]

的考马斯亮蓝方法进行,以 BSA为标准蛋白。

2  结果与分析

21 1 未接种辣椒品种幼苗酶活性的变化

未接种处理, 除幼苗根茎部 POD活性感病辣椒

品种极显著高于抗(耐)病品种外, 其他 2 种酶及叶

片中 POD活性都是抗(耐)病辣椒品种显著或极显

著高于感病品种。如表 1, 2所示。

表 1  未接种辣椒品种叶片组织中多酚氧化酶、

过氧化物酶和苯丙氨酸解氨酶活性的变化

酶种类 品种
平均酶

活性

差异显著性

0. 05 0. 01

PPO活性 8819 0. 41 a A

( A410min
- 1#mg- 1#protein) 351 0. 39 b B

72 0. 35 d C

47 0. 35 c C

POD活性 8819 7. 16 a A

( A470min
- 1#mg- 1#protein) 351 7. 04 a A

72 7. 16 a A

47 6. 60 b B

PAL活性 8819 249. 02 b A

( Uh- 1#mg- 1#protein) 351 263. 68 a A

72 161. 21 c C

47 168. 54 c C

 注:数据为 6次取样,样品 3次重复的平均值(下表同)
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表 2 未接种辣椒品种根茎组织中多酚氧化酶、

过氧化物酶和苯丙氨酸解氨酶活性的变化

酶种类 品种
平均酶

活性

差异显著性

0. 05 0. 01

PPO 活性 8819 4. 54 a A

( A410#min- 1#mg- 1protein) 351 4. 62 a A

72 4. 12 b B

47 4. 23 b B

POD 活性 8819 22. 62 c C

( A470#min- 1#mg- 1protein) 351 29. 40 b B

72 27. 95 b B

47 35. 91 a A

PAL 活性 8819 135. 35 a AB

( U#h- 1#mg- 1protein) 351 140. 52 a A

72 137. 64 a A

47 122. 71 b B

21 2 侵染后酶活性的变化

2. 2. 1 多酚氧化酶活性的变化  疫霉菌侵染后, 供
试辣椒品种幼苗叶片 PPO 活性发生变化, 抗、感辣

椒品种侵染期间叶片组织 PPO活性都一度出现酶

活性高峰,但不同抗性品种之间酶活性升幅及出现

时间不同。高感品种 47酶活性高峰升幅最大, 酶反

应最强烈,接种后 4 d PPO活性高于对照 1. 8倍,抗

(耐)病品种 8819和 351叶片组织 PPO酶活性高峰

出现早且峰值大于感病品种 72。各辣椒品种根茎

组织在 PPO 活性侵染初期 2 d 比对照先有所下降,

后逐渐上升(图 1)。

2. 2. 2  过氧化物酶活性的变化  疫霉菌侵染 4 d,

供试各辣椒品种幼苗叶片和根茎组织 POD 活性普

遍增加,除高感品种 47叶片组织 POD活性接种 6 d

出现酶活性高峰, 随后急剧下降外,其他各辣椒品种

图 1  接种疫霉菌后辣椒苗叶片和根茎部组织中多酚氧化酶活性的变化动态

叶片和根茎组织 POD活性变化都呈上升趋势, 但

抗、感品种上升幅度不同。高感品种 47升幅最大,

抗(耐)病 8819和 351 次之, 感病品种 72升幅最小

(图 2)。

图 2  接种疫霉菌后辣椒苗叶片和根茎部组织中过氧化物酶活性的变化动态

图 3  接种疫霉菌后辣椒苗叶片和根茎部组织中苯丙氨酸解氨酶活性的变化动态

2. 2. 3  苯丙氨酸氨基解氨酶活性的变化  由图 3 所示,接种对各辣椒品种叶片和根茎组织中 PAL 活
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性变化影响不同。接种后抗病品种叶片组织 PAL

活性变化小, 感病和高感品种叶片 PAL 活性升幅

大,酶活性变化强烈,分别在接种 2 d和 6 d出现明

显酶活性高峰。抗(耐)病品种 8819和 351根茎组

织侵染后 2 d和 4 d PAL 活性显著高于对照, 酶活

性增加幅度大于感病和高感品种,酶活性高峰早于

感病和高感品种 2 d。

3  讨论

本试验研究表明: 抗(耐)病辣椒品种幼苗叶片

固有的 PPO、POD 和 PAL 活性及根茎部 PPO 和

PAL 活性高于感病品种。辣椒苗受病原菌侵染后,

除根茎部 PPO 活性先略有下降, 后上升外, 各辣椒

品种体内的 PPO、POD和 PAL 活性普遍升高, 高感

辣椒品种幼苗叶片中 PPO、POD、PAL 和根茎部

POD活性对疫霉菌侵入一度反应最强烈,酶活性升

幅最大,接种后 4~ 6 d,品种 47根茎和叶片普遍出

现明显褐变和萎蔫现象, 这与徐建龙等[ 15] 2000 年

在细菌性条斑病对水稻的抗病反应及 C. M ozzet t i

等
[ 2]
和常彩涛等

[ 16]
1995年报道的辣椒对疫病的抗

病反应中 POD的活性变化结论相似。

抗(耐)病辣椒品种幼苗体内 POD活性和叶片

PPO活性升幅尽管小于高感品种, 但却大于感病品

种,与 1995 年 Alcazar 等[ 17]对受疫霉菌侵染的抗、

中抗和感病辣椒 3 个品种细胞间 POD 活性测定的

结果一致。所以辣椒体内 POD 活性及叶片组织

PPO和 PAL 活性作为辣椒接种疫霉菌后的一种抗

病机制的结果值得讨论。

各辣椒品种幼苗根茎部侵染后 PPO 活性先下

降后上升, PPO活性下降的原因很可能是疫霉菌为

土传病菌,根部侵染早, PPO活性高峰早的缘故。

综上所述, 抗(耐)病辣椒品种幼苗叶片固有的

PPO、POD和 PAL 活性及根茎部 PPO 和 PAL 活性

高,及接种后抗病品种根茎部 PAL 活性增幅大而且

早,在辣椒对疫霉菌抗病反应中起了重要作用。
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