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氮营养对菜心炭疽病抗性生理的影响
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.

氮营养对菜心炭疽病及膜脂过氧化作用的影响

陈晓燕
,

杨 退
,

张璐璐

(华南农业大学 园艺学院
,

广东 广州 51 坎抖2 )

摘要
:

研究了 6 种不同氮营养水平下炭疽病病菌对菜心叶片细胞膜透性
、

多酚氧化酶 ( PP O )活性
、

抗坏血酸 (怂A )和

丙二醛 (M DA )含量的影响及其与抗病性的关系
.

结果表明
,

炭疽病菌可促进叶片 A
s
A 的降解

,

低氮比高氮处理的促

进作用更明显
.

炭疽病菌感染后可促进叶片 H℃ 活性的提高
,

适宜的氮营养 (凡处理 )比不施肥
、

低氮或过高氮营

养可明显地加强炭疽病菌对 1邓D 的诱导作用
.

所有氮营养处理的植株叶片的细胞膜完整性在受炭疽病菌侵染后
,

逐步遭到破坏
,

膜透性明显增加
,

但适宜氮营养比不施肥和高氮营养处理的细胞膜受炭疽病菌的破坏作用小
.

随

着炭疽病菌感染时间的延长
,

叶片 M DA 含量持续上升
,

表明植株受到炭疽病菌侵染后
,

脂质过氧化产物增加
,

脂质

过氧化作用加强
.

经炭疽病菌侵染后
,

低氮和适宜氮营养 (姚 处理 )早期会加速膜脂过氧化水平
,

但后期对脂质过

氧化作用有所抑制
,

而不施肥或高氮水平下的作用效应正好相反
.

关键词
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前文已对氮营养与菜心炭疽病的发生及其与细

胞保护酶活性的相互关系进行了研究〔’ 〕
.

本文进一

步通过不同的氮营养水平处理
,

探讨氮营养与菜心

炭疽病及膜脂过氧化作用的关 系
,

为通过合理施用

氮肥减少菜心炭疽病的发生提供理论依据
.

1 材料与方法

1
.

1 材料与处理

试验材料
、

氮营养处理
、

炭疽病菌接种与前文 〔’ 〕

一致
.

1
.

2 测定方法

1
.

2
.

1 细胞膜透性的测定 参照柴丽娜等 z[] 的方

法
.

将叶片擦净
,

用 d 二 5
~ 的打孔器打取 12 张叶

片主脉一侧 中部的小圆片
,

放人 50 mL 的三角瓶 中
,

加人 12 m L 去离子水
,

加塞
,

静置 s h 后
,

用 D D S
一

l l A

型电导仪测电导率
,

沸水浴 10 ha n
后

,

冰水冷却
,

再

测细胞膜全透 电导率
,

用前后电导率 之比求出相对

电导率
,

即代表叶片细胞膜透性
.

1
.

2
.

2 多酚氧化酶 ( P P O )活性的测 定 参 照李 宁

等图的方法
.

取 0
.

5 9 叶片加 5 mL 0
.

1 mo F L 柠檬

酸 一 0
.

2 mo F L 磷酸氢二钠 p H 5
.

6 的缓冲液
,

冰浴研

磨
,

4 ℃巧 仪℃ r/ 而 n
离心 巧 而 n ,

上清液用于酶活性

测定
.

4 I n I
J

反应体系含有
: 1 11止 酶液

、

3 xl l L I
〕P O 反应

混合液
.

37 ℃水浴 or 而 n ,

立即加 3 I n L 6 mo l/ L 的尿

素终止反应
,

测定 D o nm
,

以每克鲜样每分钟 D绷
。 m

变化 0
.

01 为 1个酶活单位 ( U )
.

1
.

2
.

3 抗坏血酸 ( sA A )含量的测定 参照 uG淤
4〕的

方法
.

叶片 A sA 用 甲 = 1% H cl 提取
,

用 2
,

6
一

二氯酚

靛酚滴定至浅红色
,

巧 一
20

5 内不褪色
,

以 甲 = 1%

HCI 作空 白对照
.

以每克鲜样所消耗 的 2
,

6
一

二氯酚

靛酚为 A s A 的含量 ( mg )
.

1
.

2
.

4 丙二醛 ( M D )A 含量的测定 参照王爱国等图

的方法
.

4 n l l
J

反应体系含有
: 1

.

5 11江
J

样品液
、

2
.

s
l n L

0
.

2 m梦m L 三氯乙酸 K内含 0
.

00 5 1 119 /
mL 硫代 巴 比妥

酸』
.

100 ℃水浴 30 ha n ,

迅速冰水冷却
,

补充蒸发的

水分
,

4 0( 刃 r/ m in 离心 20 m in
,

取上清液测定 M D A 的

含量
.

2 结果与分析

2
.

1 对叶片 八̀ A 含量的影响

由图 1 可知
,

在未接种的植株叶片中
,

不同的氮

营养处理叶片的 sA A 含量变化不同
,

N0
、

N S
处理随着

时间的推移
,

sA A 含量逐渐下降
,

而 N l 、

此
、

呱 处理在

生长过程中有升有降
,

呱 处理呈先降低后上升的现

象
,

所有处理中
,

以 姚 处理的涨幅最大
.

在接种的植

株叶片中
,

所有氮营养处理 的 A sA 含量都是随着接

种后时间的延长而不断下 降
,

而低氮营养处理 的植

株叶片 A sA 含量下降得快一些
.

所有氮营养处理在

接种后叶片 sA A 含量均低于各 自的对照
,

但各处理

下降的幅度不 同
,

以 凡 处理的下降幅度最大
,

其次

是 N l 和不施肥处理
,

蚝
、

呱
、

蝇 处理 的下降幅度较

小
.

换言之
,

低氮营养处理的植株叶片 sA A 含量下

降的幅度较高氮营养处理的大
.

可见
,

炭疽病菌可促

进叶片 A s A 的降解
,

低氮与高氮相比
,

其促进作用更

明显
.

14 {N
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氮营养对菜心炭疽病抗性生理的影响 n

2
.

2 对叶片 P P O活性的影响

I〕
P O是植物体 内普遍存在的酚类氧化酶

,

在氧

的作用下
,

将酚类物质进一步氧化成对病原菌毒性

更强的酉昆类物质
.

从图 2 可看到
,

在未接种的植株 叶片中
,

所有氮

营养处理 P P O 活性 的变化平缓
,

没有 明显 的高峰值

出现
,

各处理均随着时间的延长而缓慢上升
,

以 凡
、

姚 处理的 P (P ) 活性较低
,

而 姚
、

玛
、

N l 、

N0 处理较高
.

在接种的植株叶片中
,

各氮营养处理 P P O 活性变化

规律不 一致
,

除 了 呱
、

呱 处理在接种后 6 一 s d
,

其

P P O 活性 比未接种植株低以外
,

其他处理接种后 的

P P O 活性均 比未接种的对照植株高
.

在不 同氮营养

处理中
,

以 姚 处理接种后的 P P O 活性的增加幅度最

大
,

其他处理 的增 幅较小
.

表明氮营养对 P P O 活性

有 明显 的诱导作用
,

炭 疽病 菌感染 后 可促 进 叶片

P p O 活性的提高
,

适宜的氮营养 ( N 3
处理 )可加强炭

疽病菌的诱导作用
,

而不施肥
、

低氮或过高氮营养的

诱导作用较小
.

Z o f N 。

一未接种
c o n t r o l f N .

透性变化都 比较平缓
,

均表现为随着时间的延长而

逐渐下降的趋势
.

所有氮营养处理的植株叶片的细

胞膜完整性在受炭疽病菌侵染后
,

逐步遭到破坏
,

膜

透性明显增加
,

但增加幅度大小有差异
,

其顺序为
:

琢 > 凡 > 姚 > N l > N0 > 姚
.

表明菜心叶片在受病原

菌感染后
,

适宜氮营养 (凡 处理 ) 比不施肥和高氮营

养处理能在一定 程度上保持膜 的稳定性
,

维持 了细

胞膜的完整性
,

从而延缓 了病情的发展
.
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3 对叶片细胞膜透性的影响

植物细胞膜系统是植物细胞和外界环境进行物

质交换和信息交流的界面和屏 障
,

膜系统的稳定性

是细胞执行正常功能的基础
.

常用相对电导率来表

示质膜透性差别
.

由图 3 可见
,

在未接种 的植株叶片 中
,

除 蝇 处

理的膜透性呈
“

W
”

字形变化
,

其他氮营养处理的膜

iF g
.

3 叨 l e e
iff 沈 t of an thr a e

~
on

c
ell

11记 n山佃
l e

ep n n e a
b iil yt of

le
~
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e
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4 对叶片 M D[ A 含量的影响

植物器官衰老时
,

或在逆境条件下
,

往往发生膜

脂过氧化作用
,

业已证明 M D A 是脂质过氧化的一种

产物
,

可以表示细胞膜脂过氧化程度和植物对逆境

条件反应的强弱 s[]
.

由图 4 可知
,

在未接种的植株叶片中
,

所有氮营

养处理的叶片 M D A 含量变化都比较平缓
,

没有 明显

的高峰值出现
.

在接种的植株 叶片中
,

N0
、

吮
、

蚝 处

理的叶片 M D A 含量变化规律相同
,

即随着接种后时

间的推移
,

M D A 含量持续上升
,

于接种后第 s d 达到

最高值 ; N , 、

姚
、

呱 处理的叶片 M D A 含量先增加后下

降
,

其中 N l 、

蚝 处理于接种后第 4 d 达到最高值
,

而

呱 处理在接种后第 6 d 达到最高值
.

表明
,

脂质过氧

化作用以 N l 、

凡 处理最早
,

呱 处理较早
,

N0
、

姚
、

吮 处

理最迟
.

所有处理接种叶片的 M DA 含量均高于各 自

对照
,

表明植株受到炭疽病菌侵染后
,

脂质过氧化作
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用加强
,

脂质过氧化产物增加
.

同时还可以看 出
,

经

炭疽病菌侵染后
,

低氮和适宜氮营养 (凡 处理 )早期

会加速膜脂过氧化水平
,

但后期对脂质过氧化作用

有所抑制
,

而不施肥或高氮水平下的作用效应正好

相反
.

N
` ,

~ 未接种
c o n t r o l
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不同氮营养下炭疽病对菜心叶 M l〕A含量的影响
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3 讨论

作物被病原菌感染时最快速的反应之一是瞬时

间活性氧大量产生和积 累
,

这种现象称为氧化碎发

或氧化跃变 ( O叹i d at iv e
bu sr t )

.

活性 氧对作物也会造

成一定的伤害
:

( l) 启动膜脂过氧化作用
,

引起膜变

相
,

破坏膜结构
,

增大细胞膜透性
,

M D A 等膜脂过氧

化产物增加
,

造成对细胞 的伤害
.

( 2) 损伤生物大分

子
,

氧化蛋白质中的氨基酸
,

使蛋 白质合成受 阻
,

原

有蛋白质受破坏
,

攻击琉基
,

使分子发生交联聚合反

应使酶失活
,

对 D
NA 造成损伤 ej[

.

植物体 内的活性

氧清除 系统 由保护酶 系和抗 氧化性物质两部分组

成
.

保护酶类主要 由 SoD
、

沁D
、

C AT
、

P l心 等组成
,

抗

氧化性物质主要有 sA A
、

维生素 E等
.

这两类活性氧

清除系统的活性或含量在受到病原物侵染或诱发物

处理时发生变化
,

并与活性氧的积累有关
.

sA A 是生物体内重要 的物质之一
,

动物或人体若

缺乏 A sA 可诱导多种疾病
.

关于 sA A 与植物抗 /感

病性关系 的研究 较少
.

目前存在着 3 种不 同 的意

见 v[]
: l( )认为 sA A 有利于抗病

,

且发现抗病品种 的

组织中有 sA A 积累
,

感染后高感 品种所含的 A sA 较

少 ; ( 2 )认 为 A sA 可抑制植物抗病性的表达
,

感病品

种体内积累较高量的 A sA ; ( 3 )认为 AsA 与植物抗 /感

病性无关
.

本试验的研究结果表明
,

在接种的植株叶

片中
,

所有氮营养处理的 sA A 含量随接种后时间的

延长而不断下降
,

这与水稻幼苗叶片在接种 白叶枯

病原菌的 A sA 含量 的结果相一致 s[]
.

另外
,

从整体

上看
,

低水平氮营养处理的植株叶片 A sA 含量在受

炭疽病菌侵染后下降的幅度和速率 比高水平氮营养

处理的大
,

说 明 A sA 含量的变化与菜心炭疽病的发

生之间存在着一定的关系
.

A s A 能够直接清除单线态氧和超氧阴离子
,

也

能通过维生素 E 终止 自由基链式反应
.

A sA 还能直

接清除姚 q
,

也可以通过保持某些酶 的辅基金属离

子处于还原状态而抵抗 自由基 9j[
.

sA A 是许多 oP D

的天然底物
,

而 OP D 与植物抗病有关
.

因此推测 sA A

在抗病中的作用可能是维持细胞正常的氧化
一 还原

状态
.

从本试验结果来看
,

在 凡
、

Nl
、

N0 处理中
,

sA A

含量的迅速下降可能是 由于清除体内活性氧尤其是

姚仇 而降解的结果
.

至于这种结果对植株抗病的积

极作用 目前还没有更多的证据
.

或许可以从抗氰呼

吸 (
e

yan
i de

一

er iss tan c e er sP iar it on )作用中的重要酶之一

—
A sA 氧化酶活性变化的研究 中得 到进一步的答

案
.

另外
,

也有研究表明
,

适当浓度的 A s A 对病菌抱

子的萌发和芽管的伸长有一定的刺激作用 〔7】

病原菌侵染 可 引起 植 物体 内 P P O 活性 的升

高 〔̀”
,

川
.

P p O 把酚类物质氧化成对病原菌毒性更强

的酿 或其衍 生物
,

因而 与植物 的抗病性 呈 正 相

关〔`0, ` 2]
.

在本试验 中
,

P p O 活性 的增量虽没有 阳 D

那么显著
,

但其增量 与病情 指数之 间也呈 负相关

(
; = 一 0

.

80 2 5 )
,

这与前人的研究结果一致 仁̀3〕
.

这是

由于在氮营养处于较低或适 当的水平 下
,

植株感染

炭疽病菌后
,

细胞受到的破坏较轻
,

细胞结构部分解

体
,

P P O 与底物接触
,

将酚氧化成棕褐色的醒
,

醒对

病原菌有毒杀作用
,

减轻 了对植 株的危害
,

发病 较

轻
,

病情指数小
.

而氮营养水平较高时
,

植株在感染

炭疽病菌后
,

虽然位于叶绿体内的 P P O 得 以释放
,

但

由于细胞受到的破坏程度严重
,

可能使底物酚流出

了胞外
,

未能尽早尽多地与 P P O 结合
,

因而对病原菌

的毒害作用减弱
,

发病严重
,

病情指数高
.

M D A 是细胞质膜受 自由基活性氧攻击的最终氧

化产物
,

它们都可以反映出作物体内 自由基等活性

氧的水平
,

间接地反应植物体 内的活性氧代谢的变



第 3期 陈晓燕等
:

氮营养对菜心炭疽病抗性生理的影响 且

化
,

是膜脂过氧化的指标之一 菜心植株感染炭疽病

菌后
,

叶片细胞膜透性 明显增加
,

膜脂过 氧化产 物

M D A 含量迅速增加
,

脂质过氧化作用加强
,

但适宜 N

营养比不施肥和高 N 营养处理能在一定程度上保持

细胞膜的稳定性
,

维持了细胞膜 的完整性
,

改善生理

机能
,

逐步减轻膜脂过氧化水平
.

可见
,

在植株感染

炭疽病菌后
,

适宜氮营养 (凡 处理 )可有效地调控活

性氧代谢平衡体系
,

降低脂质过氧化作用
,

维持细胞

膜的完整性
,

提高了植株内部 的抗病性能
,

减轻或延

缓了病情的发展
.
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