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黄瓜叶片保护酶的影响
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摘要　为探究根结线虫胁迫下丝状真菌Ｓｒ１８代谢产物对黄瓜的作用机理，采用温室盆栽及人工接种试验，研究了

不同浓度的Ｓｒ１８代谢产物对南方根结线虫胁迫下黄瓜叶片保护酶的影响。结果表明，线虫侵染黄瓜根部以后，黄

瓜叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性减弱，ＰＰＯ和ＰＡＬ浓度降低。施加不同浓度的Ｓｒ１８代谢产物，能够使线虫胁迫下

的黄瓜叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性增强，使ＰＰＯ和ＰＡＬ的含量增加，说明Ｓｒ１８代谢产物能够提高黄瓜的保护酶

活性与含量，增强黄瓜对南方根结线虫的抗性。
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　　根结线虫 （犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲ｓｐｐ．，俗称ｒｏｏｔｋｎｏｔ

ｎｅｍａｔｏｄｅ，ＲＫＮ）能侵染２０００多种植物，是严重危

害农作物生产的病原线虫之一，对蔬菜等农作物造

成的危害尤为严重［１２］。真菌的次生代谢产物属于

第二代线虫生防因子，具有作用快、药效好、环境相

容性高等优点［３］。丝状真菌犛狔狀犮犲狆犺犪犾犪狊狋狉狌犿狉犪犮犲

犿狅狊狌犿Ｓｒ１８是从土壤中自主分离筛选的一株线虫

生防菌［４］，其代谢产物对松材线虫、大豆孢囊线虫和

南方根结线虫都具有很强的杀线虫活性［５］，并可显

著降低线虫的虫口密度，减少线虫对植物的危害程

度，还具有提高植物鲜重和果实产量的作用［６］。

前人研究结果显示，植物受逆境胁迫时，体内会

积累Ｏ２·－、Ｈ２Ｏ２ 等活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ

ｃｉｅｓ，ＲＯＳ），能引发膜脂过氧化反应，进而改变植物细



２０１６

胞膜透性；攻击核酸和蛋白质，导致核酸结构受损，蛋

白酶失活，植株受害［７８］；而植物体内会启动抗氧化酶

系统来适应环境的变化［９］，以抵御逆境造成的氧化胁

迫［１０］，包括超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉ

ｄａｓｅ，ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ）、苯

丙氨酸解氨酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａｌｙａｓｅ，ＰＡＬ）等。

其中ＳＯＤ酶活性的变化可以作为鉴定植物抗病性的生

化标记［１１］。此外，前人研究还发现，抗病品种黄瓜体内

的ＰＯＤ、ＰＡＬ活性显著高于感病品种
［１２］，这一现象在

孢囊线虫胁迫下的大豆中也同样得到证实［１３］。尽管

Ｓｒ１８代谢产物对根结线虫有很好的防控效果
［１４１５］，但

是，在根结线虫胁迫条件下使用Ｓｒ１８代谢产物后，植

物的保护酶活性及防御相关机制还不清楚。由此，本

试验以南方根结线虫胁迫条件下黄瓜植株作为研究

对象，测定了不同浓度Ｓｒ１８代谢产物处理后植株叶

片的ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＰＰＯ和ＰＡＬ的变化情况，以探

究在根结线虫胁迫条件下Ｓｒ１８代谢产物对黄瓜植株

的保护作用及提高植株抗性的机理。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试黄瓜（犆狌犮狌犿犻狊狊犪狋犻狏狌狊Ｌ．）品种：‘津春４

号’，天津黄瓜研究所生产。

供试线虫：南方根结线虫（犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪），

中国农业科学院植物保护研究所线虫实验室提供。

供试菌株Ｓｒ１８为天津师范大学分离自土壤的

一株线虫生防菌［４］。

１．２　犛狉１８代谢产物的制备

将保藏的Ｓｒ１８菌株接入ＰＳＭ（ｐｏｔａｔｏｓｕｃｒｏｓｅ

ｍａｌｔｅｘｔｒａｃｔ）斜面培养基，放置在２６℃恒温培养箱中

静置培养活化。取活化后的Ｓｒ１８菌株斜面，加入无

菌水洗脱孢子，以６．９８５×１０８个孢子的接种量接入装

有３００Ｌ液体的ＰＳＭ培养基的５００Ｌ种子罐中，２７℃

通气搅拌培养２４ｈ。再经过装有３０００Ｌ液体发酵培

养基的５ｔ通气搅拌型发酵罐发酵４０ｈ，得到下罐液

（菌体浓度５ｇ／Ｌ）。将下罐液经过板框过滤以及真空

浓缩，制得浓缩７倍的Ｓｒ１８代谢产物，发酵过程在天

津市新星兽药厂进行。将浓缩液用无菌水稀释７倍

成原液（干物质浓度８ｇ／Ｌ），再依次用无菌水等比例

稀释成２倍、４倍，即为所需的Ｓｒ１８代谢产物部分。

１．３　黄瓜植株的栽培

黄瓜种子于５０℃温水中浸种１５ｍｉｎ，水温降至

２５℃左右，继续浸泡６ｈ，２８℃催芽４０ｈ，选取胚根

一致的种子播种至穴盘中培养，条件为白天２８℃、

１６ｈ，夜晚２２℃、８ｈ。两周后，选取生长一致的黄瓜

幼苗移栽至花盆。

１．４　南方根结线虫孵化与收集

采用机械捣碎过筛法［１６］，略有改动。将发病

重、根结多的根系，剪成１～２ｃｍ，放入组织搅拌机

中，加入适量２％的ＮａＣｌＯ溶液捣碎成混合物。倒

入组合筛上冲洗，组合筛自上而下依次为６０目、２３０

目、５００目。直至泡沫和氯气味去除，喷淋后期使用

无菌水，逆流将卵冲入烧杯中。用４０％的蔗糖和虫

卵液等体积离心，收集絮状虫卵。在２５℃下，采用

改进的贝尔曼漏斗法收集孵化的２龄幼虫。

１．５　试验设计

将移栽后的黄瓜幼苗随机分为Ａ、Ｂ两组。Ａ组

为不接种线虫组，Ｂ组为接种线虫组。黄瓜幼苗移栽

２４ｈ后，Ａ、Ｂ两组均分别用Ｓｒ１８代谢产物原液

（Ｓｒ１８）、原液的２倍稀释液（１／２Ｓｒ１８）、原液的４倍稀释

液（１／４Ｓｒ１８）３ｍＬ喷洒处理土壤，以等体积清水做空白

对照。随后，向Ｂ组每株黄瓜靠近根部的土壤接种

１ｍＬ南方根结线虫的２龄幼虫稀释液（１０００条／ｍＬ）。

１．６　犛狉１８代谢产物对南方根结线虫的防治效果

定植６０ｄ后，调查根结线虫对黄瓜的危害情

况，计算不同浓度Ｓｒ１８代谢产物处理后的根结指数

与对根结线虫的防治效果［１４］。

１．７　不同处理下黄瓜植株酶活性和酶浓度测定

定植６０ｄ后
［１７］测量黄瓜植株叶片的酶活性指标。

准确称量黄瓜叶片组织，按重量（ｇ）∶体积（ｍＬ）＝１∶９的

比例，量取９倍体积的０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液（ｐＨ＝

６．５）；将植物叶片组织剪碎后放入匀浆器中，在冰浴

上充分研磨，将研磨均匀的植物组织匀浆液倒入离心

管，经离心后取得的上清液即为酶提取液，每个处理３

个重复。ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ的活性和ＰＰＯ、ＰＡＬ的浓

度测定采用南京建成生物工程研究所生产的超氧化

物歧化酶测定试剂盒（Ａ００１３ＷＳＴ１法），过氧化氢

酶测定试剂盒（Ａ００７１可见光法），过氧化物酶测定试

剂盒（Ａ０８４３），植物苯丙氨酸解氨酶酶联免疫检测试

剂盒和植物多酚氧化酶酶联免疫检测试剂盒。

１．８　数据统计分析方法

统计分析采用ＳＰＳＳ１７．０软件，比较采用Ｄｕｎ

·００１·



４２卷第４期 任毅等：真菌Ｓｒ１８代谢产物对根结线虫胁迫下黄瓜叶片保护酶的影响

ｃａｎ’ｓ新复极差法（犘＜０．０５）进行显著性检验，作图

采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８软件。

２　结果与分析

２．１　犛狉１８代谢产物对根结线虫的防治效果

在黄瓜接种线虫６０ｄ后，挖取全部根系，调查

根结线虫的危害情况。Ｓｒ１８代谢产物原液及２种

不同浓度的稀释液均可显著降低根结线虫的危害程

度，其中Ｓｒ１８代谢产物原液处理的黄瓜根结指数最

低，防治效果最好（６７．４％）；其次是Ｓｒ１８代谢产物２

倍稀释液，防治效果达５８．８％；Ｓｒ１８代谢产物４倍

稀释液的根结指数较高，但防治效果达５０．８％ （图

１）。说明Ｓｒ１８代谢产物稀释４倍后仍然可以有效

地控制根结线虫的危害。

图１　不同浓度的犛狉１８代谢产物对南方根结线虫的防治效果

犉犻犵．１　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊狅狀

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉

２．２　犛狉１８代谢产物对黄瓜植株超氧化物歧化酶

（犛犗犇）活性的影响

　　Ｓｒ１８代谢产物处理根结线虫胁迫下的黄瓜植

株ＳＯＤ酶活力的测定见图２。未接种线虫时，施加

Ｓｒ１８代谢产物后，ＳＯＤ活性明显增加。施加原液的

２倍稀释液时，ＳＯＤ活力达到最大值。当线虫侵染

黄瓜植株以后，ＳＯＤ酶活力显著降低。线虫胁迫

下，施加不同浓度的Ｓｒ１８代谢产物，叶片ＳＯＤ活性

均明显升高，且随着Ｓｒ１８代谢产物浓度的增加ＳＯＤ

酶活力增加。ＳＯＤ是植物体中清除自由基最重要

的防御酶，是植物防御活性氧毒害的第一道防线，能

有效清除线虫侵染植株体内产生的自由基［１１］。说

明Ｓｒ１８代谢产物可以促使植物体内ＳＯＤ酶活力上

升，增强植株清除活性氧的能力。

图２　不同浓度的犛狉１８代谢产物处理后南方根结线虫

胁迫下黄瓜植株犛犗犇酶活力的测定

犉犻犵．２　犜犲狊狋狊狅狀犛犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊狌狀犱犲狉

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊狋狉犲狊狊

２．３　犛狉１８代谢产物对黄瓜植株过氧化氢酶（犆犃犜）

活性的影响

　　Ｓｒ１８代谢产物处理根结线虫胁迫下的黄瓜植株

ＣＡＴ酶活力的测定结果见图３。未接种线虫时，随着

Ｓｒ１８代谢产物浓度的增加ＣＡＴ活性也增加，当施加

原液时，植株体内的ＣＡＴ活性比清水对照高２１．６％。

当接种线虫后，黄瓜植株体内的ＣＡＴ活性明显减小。

而施加Ｓｒ１８代谢产物后，线虫侵染的黄瓜植株叶片

ＣＡＴ活性呈现上升的趋势，其中施加原液的ＣＡＴ活

性比清水对照增加了６３％。ＣＡＴ对植物防御活性氧

毒害有重要的作用，能够及时清除线虫胁迫产生的过

氧化氢等物质［１８］。因此，Ｓｒ１８代谢产物可以通过提

高植株的ＣＡＴ活性，减轻过氧化氢对植株的毒害。

图３　不同浓度的犛狉１８代谢产物处理后南方根结线虫

胁迫下黄瓜植株犆犃犜酶活力的测定

犉犻犵．３　犜犲狊狋狊狅狀犆犃犜犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊狌狀犱犲狉

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊狋狉犲狊狊

·１０１·



２０１６

２．４　犛狉１８代谢产物对黄瓜植株过氧化物酶（犘犗犇）

活性影响

　　Ｓｒ１８代谢产物处理根结线虫胁迫下的黄瓜植

株ＰＯＤ活性测定见图４。未接种线虫时，施加２倍

稀释液能显著提高植株的ＰＯＤ活性。施加原液时，

植株体内的ＰＯＤ活性比清水对照高出５０．６％。当

受到线虫胁迫后，ＰＯＤ活性明显减小。而施加不同

浓度的Ｓｒ１８代谢产物，又能够显著提高黄瓜植株叶

片内ＰＯＤ活性，且随施加浓度的增加呈现上升的趋

势。因此，线虫的胁迫能使黄瓜植株叶片的ＰＯＤ酶

活性降低，不同浓度的Ｓｒ１８代谢产物却能有效增加

植株叶片体内ＰＯＤ的活性。ＰＯＤ同ＳＯＤ、ＣＡＴ相

似，是细胞内重要的活性氧清除剂［１９］，能够及时清

除线虫侵染的植物体内的过氧化氢。除此之外，

ＰＯＤ在植物细胞壁成熟过程的木质素合成中还有

重要的作用［２０］。

图４　不同浓度的犛狉１８代谢产物处理后南方根结线虫

胁迫下黄瓜植株犘犗犇酶活力的测定

犉犻犵．４　犜犲狊狋狊狅狀犘犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊狌狀犱犲狉

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊狋狉犲狊狊

２．５　犛狉１８代谢产物对黄瓜植株苯丙氨酸解氨酶

（犘犃犔）浓度的影响

　　Ｓｒ１８代谢产物处理根结线虫胁迫下的黄瓜植

株叶片ＰＡＬ酶浓度的测定见图５。未接种线虫时，

施加不同浓度的Ｓｒ１８后，黄瓜叶片的ＰＡＬ酶浓度

明显升高。在４倍稀释液下为最大值，相比清水对

照高８６．８％。当黄瓜植株受到线虫胁迫后，ＰＡＬ酶

浓度测定值比清水对照下降了２１．３％。而线虫胁

迫下用不同浓度Ｓｒ１８代谢产物处理，相比线虫对照

ＰＡＬ酶浓度明显升高，当用原液的４倍稀释液时，

ＰＡＬ酶浓度达到最高值。因此，线虫的胁迫能降低

植株叶片ＰＡＬ酶浓度，但施加不同浓度Ｓｒ１８代谢

产物能缓解线虫对植株的ＰＡＬ的影响，提高叶片

ＰＡＬ浓度。ＰＡＬ与细胞壁成熟过程的木质素合成

相关［２１］，ＰＡＬ的增加有利于促进木质素的合成，形

成细胞屏障物质抵御线虫的侵害。

图５　不同浓度的犛狉１８代谢产物处理后南方根结线虫

胁迫下黄瓜植株犘犃犔酶浓度的测定

犉犻犵．５　犜犲狊狋狊狅狀犘犃犔犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊

狌狀犱犲狉犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊狋狉犲狊狊

２．６　犛狉１８代谢产物对黄瓜植株多酚氧化酶（犘犘犗）

浓度的影响

　　Ｓｒ１８代谢产物处理根结线虫胁迫下的黄瓜植株

叶片ＰＰＯ的测定见图６。未接种线虫时，施加Ｓｒ１８

代谢产物，黄瓜叶片ＰＰＯ酶浓度明显升高，且随着

Ｓｒ１８代谢产物浓度的增加，ＰＰＯ浓度逐步增加。当

用Ｓｒ１８代谢产物处理后，黄瓜叶片ＰＰＯ酶浓度测定

值与清水对照相比增加了４８．７％。当黄瓜植株受到

线虫胁迫后，ＰＰＯ酶浓度明显下降。而线虫胁迫条件

下，用不同浓度Ｓｒ１８代谢产物处理黄瓜植株，ＰＰＯ酶

浓度与线虫对照相比显著增加。因此，线虫的胁迫，

使黄瓜植株体内的ＰＰＯ酶浓度降低，而施加不同浓

度的Ｓｒ１８代谢产物，能有效提高植株叶片内ＰＰＯ的

浓度，ＰＰＯ是酚类物质氧化的关键酶
［２２］，能保护植物

免受酚类物质的毒害，抑制线虫对植物的侵害作用。

３　讨论

植物遭受侵害时，病原体及其致病物不仅可导

致植物组织和细胞的损伤，还可破坏或降低植物体

内的一系列保护反应；而植物体内也通常会通过发

生一系列生理生化反应来增加自身的抵御能力，其

中诱导相关保护酶活性发挥了重要作用［１０，２３］。
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图６　不同浓度的犛狉１８代谢产物处理后黄瓜植株

犘犘犗酶浓度的测定

犉犻犵．６　犜犲狊狋狊狅狀犘犘犗犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻犾狌狋犻狅狀狊狅犳犛狉１８犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊

狌狀犱犲狉犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊狋狉犲狊狊

本试验结果表明：线虫侵染黄瓜植株以后，黄瓜

叶片内的抗氧化酶ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性减弱，而

Ｓｒ１８代谢产物能够使线虫胁迫下黄瓜叶片ＳＯＤ、

ＰＯＤ和ＣＡＴ活性增强。ＰＰＯ和ＰＡＬ浓度的测定

也证实了抗氧化酶测定的结果。许多研究表明，植

物在逆境如病害条件下，活性氧代谢失衡，产生的过

氧化物能破坏细胞膜结构，而通过提高黄瓜叶片中

的ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性，可降低活性氧对植物的

伤害。因为ＳＯＤ、ＰＯＤ以及ＣＡＴ是细胞内重要的

活性氧清除剂，能及时清除由于线虫侵染植物体产

生的自由基，维持植物体内活性氧正常水平，从而达

到保护植物的目的［１１，１８１９］。ＰＡＬ是植物木质素合

成的关键酶，其浓度增加，能够促进植物合成木质

素，加强植物细胞屏障物质合成，强化植物细胞壁，

阻碍或者延迟线虫的入侵［２１］。ＰＰＯ是酚类物质氧

化的关键酶，较高的浓度能保护植物免受酚类物质

的毒害，抑制线虫对植物的侵害［２２］。这一结果与他

人对黄瓜抗性方面的研究结果具有一致性。邹芳斌

等人的研究发现，黄瓜感染尖孢镰刀菌（犉狌狊犪狉犻狌犿

狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿Ｏｗｅｎ）患枯萎病后，抗

性品系的黄瓜叶片保护酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＰＡＬ）活

性明显高于感病品系，这几种酶活性的提高与黄瓜抗

性呈显著相关性［２４］；王安乐等人也发现黄瓜感染霜霉

病菌［犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊（Ｂｅｒｋ．犲狋Ｃｕｒｔ）Ｒｏｓ

ｔｏｖ］后，抗病材料的ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＡＬ酶活性也明显

高于感病材料［２５］；姜玉萍等人研究白粉虱（犜狉犻犪犾犲狌

狉狅犱犲狊狏犪狆狅狉犪狉犻狅狉狌犿）对黄瓜的影响时发现，白粉虱

的胁迫能显著提高黄瓜叶片中抗氧化酶ＳＯＤ、ＰＯＤ

活性［２６］。根结线虫是植物病原物之一，当黄瓜根结

线虫侵染不同砧木后，黄瓜叶片内的ＳＯＤ和ＣＡＴ

活性显著下降，但嫁接苗叶片的保护酶ＳＯＤ和

ＣＡＴ活性降低的幅度显著小于自根苗
［２７］。此外，

类似的结果在真菌代谢物和拮抗菌的研究中也有发

现，如：香菇多糖浸种后，可以提高黄瓜植株体内

ＰＯＤ、ＰＰＯ和ＰＡＬ活性
［２８］；同样，在接种拮抗菌

（ＤＳ１、ＳＧ１２６、Ｑ２）的患枯萎病的黄瓜叶片内也观

察到保护酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＰＯ和ＰＡＬ）活性上升的

现象［１７］。

综上所述，Ｓｒ１８代谢产物可以提高抗氧化酶

ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ的活性，提升保护酶ＰＰＯ和

ＰＡＬ的含量以抵抗根结线虫对黄瓜植株的伤害，从

而增强黄瓜植株对线虫的抗性，提高黄瓜的产量和

品质。
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