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摘要　试验用盆栽黄瓜为材料 , 研究了草酸对黄瓜叶片中几种与抗病有关的酶的系统诱导作

用.结果表明:0.04 mol/ L 的草酸诱导几丁质酶总活性的效果最好;草酸和圆刺盘孢菌在 1 ～ 7 d

内可诱导几丁质酶活性持续提高 ,第 7 d 挑战接种后活性继续上升;草酸和圆刺盘孢菌诱导内切

几丁质酶活性提高的倍数显著大于外切几丁质酶;在 1～ 11 d 内 ,草酸对苯丙氨酸解胺酶的诱导

效果不明显 , 而圆刺盘孢菌诱导该酶活性从第 4 d开始上升;草酸和圆刺盘孢菌对黄瓜叶内过

氧化氢酶活性的诱导作用 ,在前 6 d 表现抑制作用 ,然后酶活性恢复到对照水平.
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　　人们通过系统研究发现 ,不但生物因子能诱导植物抗病 ,而且一些体外无杀菌作用的化

学物质也具有这种能力.当植物受到上述因子作用后 ,体内发生一系列生理生化反应 ,或产

生许多新的物质 ,甚至某些物质发生结构上的变化 , 致使植物在不同程度上增加了对病原

物的抵抗能力(张元恩 , 1989).

近几年来 ,国内外均有报告认为草酸是一种非常有效的非生物诱抗剂 ,草酸喷施黄瓜不

但对多种真菌病害产生系统抗性 ,而且还可诱导对细菌和病毒病害的抗性(张元恩等 ,1992;

Mucharromah ,1991).本试验研究了草酸对黄瓜体内几种与抗病有关的酶的系统诱导作用 ,

探讨了草酸的诱抗机理.

1　材料与方法

1.1　供试品种

黄瓜(Cucumis sat ivus L.)品种:夏青 2号 ,用质量分数为 1%氯化汞消毒种子 ,于 25 ℃

下保温催芽 ,然后土培盆栽.

1.2　接种方法

用体积分数为 10%的黄瓜叶煎汁制备孢子悬浮液 , 孢子浓度为 1 ×109 ～ 1.3×109

个/mL.用点滴法接种孢子悬浮液.每叶 12滴 ,每滴 15 μL ,保湿 48 h ,温度为 25 ～ 26℃.

1.3　草酸施用

用 KOH 调节草酸溶液的 pH 至 6.2.待第二片真叶充分展开时 ,以涂抹的方式处理第一

片真叶 ,以湿润为准.取未经诱导处理的第二片真叶 ,洗净 、晾干后称重.
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1.4　酶活性测定

1.4.1　几丁质酶活性测定　测定材料用乙酸钠缓冲液(0.05 mol/ L ,pH 5.0)研磨 ,11 500

g 离心 10 min ,取上清液按 Boller(1983)的方法测定酶活力.酶活性单位(U):在测定条件下 ,

O.D值每分钟增加 0.01所需的酶量.

1.4.2　苯丙氨酸解胺酶活性测定　测定材料用硼酸缓冲液(0.01 mol/ L , pH 8.8 ,内含

0.005 mol/ L巯基乙醇)研磨 , 13 400 g 离心 10 min ,取上清液按Hyodo(1971)的方法测定酶

活性.酶活性单位(U):在测定条件下 ,O.D290值每分钟增加 0.001 所需的酶量.

1.4.3　过氧化氢酶活性测定 　测定材料用乙酸钠缓冲液(0.05 mol/ L , pH 7.0)研磨 ,

15 300 g离心 10 min ,取上清液按Chance(1955)的方法测定酶活性.酶活性单位(U):在测定

条件下 ,每分钟 O.D值每分钟下降 0.001所需的酶量.

图 2　草酸和圆刺盘孢菌及挑战接种对几丁质酶的

诱导作用

图 1　不同草酸浓度诱导几丁质酶的效果

2　结果

2.1　草酸诱导黄瓜叶片中几丁质酶的浓

度效应

用 0.01 、0.02 、0.03 、0.04 、0.05 mol/L

的草酸处理黄瓜幼苗的第一片真叶 ,对照

用水处理 ,隔 3 d 后取第二片真叶样本测

定几丁质酶的活性 ,结果(图 1)表明在

0.01 ～ 0.04 mol/L 范围内 ,酶活性随着草

酸浓度增加而变大 ,至 0.04 mol/L 时达到

最大.

2.2　草酸诱导几丁质酶的时间效应

根据以上的浓度效应试验 ,我们选取

了效果最佳的 0.04 mol/ L 浓度草酸处理

黄瓜幼苗 ,在处理后第 7 d进行挑战接种.

在不同时间取样测定几丁质酶活性变化.

结果(图 2)表明 ,在初始阶段(1 ～ 7 d),处

理的叶片内酶活性持续上升 ,对照则保持

不变 ,挑战接种后处理和对照均上升.

黄瓜叶中的几丁质酶活性较低 ,通过草酸的诱导可以提高 2 ～ 3倍.内切几丁质酶和外

切几丁质酶升高有差异.数据表 1表明内切酶提高的百分率高于外切酶.结果还表明 ,黄瓜

体内几丁质酶活性中 ,内切酶含量较低 ,通过诱导可以提高.

表 1　草酸和圆刺盘孢菌诱导内切和外切几丁质酶的效果1)

处理
总活力/

(U·g-1)

内切酶活力

活力/
(U·g-1)

比率

外切酶活力

活力/
(U·g-1)

比率

对　　　照 1 080 300 100 　780 100

草　　　酸 2 820 880 293 1 940 249

圆刺盘孢菌 2 200 680 226 1 250 195

　　　1)活力以鲜重测定
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2.3　草酸对苯丙氨酸解胺酶(PAL)的诱导效果

图 4　草酸和圆刺盘孢菌对过氧化氢酶活性的影响

图 3　草酸和圆刺盘孢菌对 PAL 活性的诱导作用

　　用40 mmol/L 草酸和圆

刺盘孢菌处理黄瓜第一片真

叶 ,定期取第二片真叶测定

PAL 的活性变化.结果 (图

3)表明 ,草酸不能诱导 PAL

活性上升 , 而圆刺盘孢菌可

显著诱导 PAL 活性 ,至第 6

d后可提高 1倍以上.

2.4　草酸对黄瓜叶中过氧

化氢酶的诱导效果

用 0.04 mol/L 草酸和

圆刺盘孢菌处理第一片真

叶 , 在不同时间取样测定酶

活性.结果(图 4)表明 ,在 2

～ 6 d 的时间范围内 , 草酸

对黄瓜叶内的过氧化氢酶活

性具有抑制作用 ,以后恢复

到对照水平 , 用圆刺盘孢菌

挑战接种后酶活性变化不

大.并且还观察到第 3 、4 d

的活性比 2 d时提高 ,第 6 d

时又恢复至 2 d 时的水平.

我们认为这可能是叶片在生

长过程中酶蛋白合成和分解

的变化而引起了酶含量的变

化.

3　讨论

几丁质酶广泛存在于高

等植物 ,作用于许多病原菌细胞壁的主要成分-几丁质 ,但在植物中还未发现该底物(张世

明 ,1989).正常情况下 , 该酶只有低水平的组成型表达 ,当用诱导因子处理后 ,酶活性迅速

增强(Metraux et al , 1986).因此它被看作是植物抗真菌病的潜在抗性机制.

草酸能诱导黄瓜苗内几丁质酶活性提高 ,这可能是它能诱导黄瓜抗圆刺盘孢菌的一个

重要因素.结果(表 1)表明 , 草酸对内切几丁质酶的诱导倍数高于外切几丁质酶.内切几丁

质酶的抗菌效果更好 ,因为真菌菌丝端部生长点的几丁质都是新生态型 ,对内切几丁质酶较

敏感(杜良成等 ,1992;Albeles et al , 1970;Boller ,1983).但是 ,这种酶被诱导后能否维持在较

高水平 , 这对于诱抗效果是一个重要的影响因素.
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苯丙氨酸解氨酶是植物次生代谢中的关键酶 ,催化 L-苯丙氨酸生成反式肉桂酸 ,该产

物是一些植保素成分的前体物质(Jane et al ,1961 ).它受病原菌 、损伤 、光等因子诱导合成

(Haga et al ,1988).植物抗病的许多功能物质的产生与该酶关系密切.因此 ,通过外界因子诱

导该酶活性提高也是增强植物抗病能力的一个重要途径.我们的试验结果(图 3)表明 ,在测

定时间内 , 草酸对该酶无诱导效果 ,而圆刺盘孢菌却能显著诱导其活性.这可能是因为草酸

和圆刺盘孢菌对黄瓜具有不同的作用方式 ,或是苯丙氨酸解氨酶具有不同于其它酶的诱导

途径.这个结果说明了草酸不是通过诱导该酶活性提高的途径增强黄瓜抗圆刺盘孢菌的能

力 ,也可能说明植物抗病途径潜在能力的多样性.

用草酸和圆刺盘孢菌处理黄瓜叶片后 ,对过氧化氢酶活性首先表现一定的抑制作用 ,但

很快恢复到对照水平.已有报告(Chen ,1993)认为过氧化氢酶在诱抗信号传导中起着重要

作用.当用水杨酸处理烟草叶片后 ,过氧化氢酶活性受到抑制 ,导致H 2O2的大量积累而启动

了一系列的抗病反应(Jones ,1994).因此草酸对过氧化氢酶的抑制作用是否和水杨酸的作用

机制一致 ,有待于进一步研究.

草酸之所以能诱导几种酶活性的变化 ,这可能与它在植物内的代谢有关.草酸在植物内

通过酶的作用可以生成 H2O2(Pundie ,1984), 国外也有报道表明草酸本身在生物体内可以

诱发自由基的产生(Evans et al ,1994).因此认为草酸可能是诱导了自由基的增加 ,进而引起

一系列的抗性反应 .
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SYSTEM IC INDUCT ION 0F SEVERAL PATH0GEN-

RESISTANCE-RELATED ENZYMES BY OXALATE IN

CUCUMBER(Cucumis satvius)LEAVES

Zhang Zongshen1　Peng Xinxiang1　 Jiang Zide2　Li Mingqi1

(1 Colleg e of Biotechnolog y , South China Agric.Univ., Guangzhou , 510642;

2 Dept.of Plant Protection , South China Ag ric.Univ.)

Abstract

The sy stemic induction of several pathogen -resistance-related enzymes by oxalate and the

pathogen was investigated in cucumber leaves.The results show ed that in the range of 0.01 ～

0.04 mol/L , the induction degree of chitinase activity by oxalate was increased w ith the in-

creasing concentration , at taining maximum at 0.04 mol/L.As the concentrat ion w as over 0.04

mol/L , the ef fectiveness started declining.During 1 to 7 days chitinase activity w as increasing-

ly induced by oxalate and C.orbicular and when it w as follow ed by challenging inoculation at

the seventh day on the second true leaf , the activi ty kept increasing , and more endo-chitinase

acticity was induced than exo-chi tinase by both oxalate and C.orbiculare.PAL activi ty could

not be induced by oxalate w hile C.orbiculare was able to induce it.In contrast , CAT activity

w as reduced by oxalate and C.orbiculare during the first 6 days af ter treatment , then recov-

ered to o riginal and control level in later stage.

Key words　oxalate;C.orbiculare;chit inase;catalase;pheny lalanine ammonia-Lyase;Cu-

cum is sativus L.
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