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摘要:研究了莲子草假隔链格抱 Nimhya alternant/ærae 毒素 2- 乙酷基 -3 ，4- 二起基 -5 -甲氧苯基-乙酸( Vulculic 

acid)对空心莲子草 Alternanthera philoxeroides 根尖组织防御酶活性的影响.结果表明:Vulculic acid 能够引起空心莲子

草根尖组织防御酶活性发生变化，在处理初期，细胞内过氧化氢酶(CAT) 、抗坏血酸过氧化物酶(APX) 、过氧化物酶

(POD) 、多盼氧化酶(PPO) 的活性均低于对照，而苯丙氨酸解氨酶(PAL) 、超氧化物歧化酶(SOD) 的活性高于对照.
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Abstract: The activities of catalase( CAT) , ascorhic acid peroxidase( APX) , peroxidase( POD) , polyphe­

nol oxidase ( PPO) , phenylalanine ammo-nialyase ( PAL) ， superoxidedism盯se ( SOD) in the root tip tis­

sues of alligatorweed , Altemanther，α philoxeroides , treated with vulculic acid from Nimby，ααlternantherae 

were analyzed. The results showed 出at the toxin could result in the activity change of defense enzymes in 

the root tip tissue of alligatorweed. The activities of CAT , APX , POD , PPO in tissues treated were lower 

than that of controls respectively in initial stages after treatment , while the activities of PAL and SOD were 

higher than those of controls. 
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空心莲子草 Alternanthera philoxeroides 又称水花

生，属克科莲子草属，20 世纪 30 年代引人我国，现已

成为广东乃至全国大部分省区的恶性杂草之一.近

年来，国内外在利用真菌代谢产物防除空心莲子草

方面取得了一些进展.万佐笠等[ 1 ]发现链格抱菌 Al­

ternαria alternata 的毒素对空心莲子草叶片有很强的

致病作用;Tan 等[ 2J 和涂永勤等[3]发现镰刀菌 Fωαr­

i肌 sp. 及其代谢产物可引致该草产生叶斑及枯萎症
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状;周遗品等[4J从空心莲子草叶斑病菌 Nimbya αlter­

nantherae 代谢产物中分离获得了毒素 2- 乙酷基-

3 ，4- 二起基 -5 -甲氧苯基-乙酸(Vulculic acid) , 

并发现其可引致空心莲子草根组织变褐和植株萎

焉，是一种潜在的天然除草化合物.曾永三等[5] 的研

究表明， V ulculic acid 能够引致空心莲子草叶片细胞

膜透性升高，导致电解质渗漏，同时降低叶片细胞内

某些保护酶的活性，使细胞防御酶系统发生紊乱.为
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探明 Vulculic acid 对空心莲子草的致萎机理，为其开

发应用提供理论依据，本文研究了该毒素对空心莲

子草根部防御酶活性的影响.

1 材料与方法

1. 1 供试植物

将采自田间的空心莲子草用 Hoagland 和 Amon

营养液配方[Ca(N03 )2. 4H20 0.945 g 、 KN03 0.60 

7 g 、 NH4 H2 P04 0.115 g , MgS04 • 7H20 0.439 g , H20 

1 000 mL] 进行培养，长出 5 -6 对新叶时备用.

1. 2 方法

1. 2. 1 毒素制备 参照周遗品等[4J 的方法，将经

PBS1. 5mL , Hz02 1. 5 mL 和粗酶液0.2 mL，连续记录

D240 nm变化，每 1 min 测 1 次，共测 4 min ，以 D2.ωnm变

化 0.01 为 1 个酶活性单位 (U) .按 Bradford [8J 的方

法测定酶蛋白含量，然后计算酶活性.

抗坏血酸过氧化物酶(APX) :参照万佐室等[ 7 J 

的方法，经1. 2. 2 处理后的材料加入缓冲液

(50 mmoνL pH7.8 PBS ，内含 5 mmoVL EDTA 和

2 mmoVL AsA) ，匀浆，4 "c条件下 12000 r/min离心

15 min，上清液即为粗酶液.反应液中含有混合液

(50 mmoVL pH7. 0 PBS ，内含 O. 1 mmoVL EDTA 、

0.06 mmoνL H2 02 、O. 3 mmoVL AsA) 3 mL 和粗酶液

O. 1 mL，连续记录 D阴阳变化，每 30 s 测 1 次，共测

PDA 培养的莲子草假隔链格抱 Nimbya αlternαntherae . 2 min ，以 D2崎 nm变化 0.001 为 1 个酶活性单位(U) . 

斜面菌种 2 支接人 200 mL 改良 Fries3 号培养液中， 过氧化物酶(POD) :参照李合生等[9J 的方法，经

以 28 "c、200 r/min 连续振荡培养， 7 d 后按体积比 1.2.2 处理后的材料加入缓冲液(pH7.8 棚酸缓冲液，

1: 10接入新培养液扩大培养，5 d 后再按体积比 1: 10 内含 5 mmoVL 亚硫酸氢铀)2 mL，匀浆，4 "c条件下

接人 30 L 的 Biostat 发酵罐(德国产)中，于 28 "c、

400 -500 r/min , 12 Llmin 通气量下发酵培养，3~4

d 后过滤，获得培养滤液.于培养滤液中加人1/3 体

积的甲醇，混匀，过滤除去沉淀，滤液于 60 "c下减压

浓缩至原体积 1/3 ，然后过 DM-130 大孔树脂色谱柱

(700 mm x70 mm) ，用甲醇洗脱将洗脱液减压浓缩

至近干，再用乙酸乙醋加热浸提，过滤，滤液于 60 "c 

下减压浓缩至干得到毒素粗提物.在粗提物中加人

体积比为 1: 1 的苯-丙酣溶液，60 "c水浴加热，趁热

过滤，冰水浴冷却结晶，所得晶体反复重结晶后，得

到含少量褐色杂质的白色针状晶体.将所得晶体装

人硅胶柱，用体积比为 1: 1 的苯-丙酣溶液洗脱，将

洗脱液于冰水浴中冷却结晶，即获得白色针状的纯

毒素.获得的纯毒素用双蒸水配成 6μg/mL 的毒素

溶液备用.

1. 2. 2 材料处理参照房保海等[ 6 J 的方法，取生长

均匀一致、健康的空心莲子草，流水轻轻冲洗 5 min , 

用双蒸水冲洗 3 次，以无菌滤纸吸干水分，分别浸入

盛有双蒸水和 Vulculic acid 质量浓度为 6 j.1g/mL 的

溶液中，置于 25 "c下光照处理，分别于 12 、 24 、 36 、

48 、60 和 72h 后取出，用双蒸水洗净，吸干，每株剪

取 0.5 cm 长根尖 0.05 g，进行酶液提取及活性测定，

各项指标均设置 3 个生物重复.

1. 2. 3 酶活性测定 过氧化氢酶(CAT) :参照万佐

莹等[7J 的方法，经1. 2. 2 处理后的材料加入缓冲液

(50 mmoVL pH7. 0 PBS ，内含 5 mmoVLβ- 琉基乙

醇)，匀浆，4 'c条件下 12000 r/min 离心 15 min ，上

清液即为粗酶液.反应液中含有 O. 2 mmoVL pH7. 8 

12 侧的nin离心 15 min ，上清液即为粗酶液.反应液

含有 1∞ mmoνL pH5. 4 醋酸-醋酸饷缓冲液1. 8 mL 、

H20 2 O. 2 mL ， w 为 0.25% 愈创木酣 1 mL 和粗酶液

。.1 mL，连续记录 D唰m变化，每 15 s 测 1 次，共测 2

min ，以 D4ωnm变化 0.01 为 1 个酶活性单位(U) . 

多酣氧化酶(PPO) :参照张笑宇等[10 J 的方法，经

1. 2. 2 处理后的材料加入缓冲液 50 mmoVL pH 6. 8 

PBS ，匀浆，4 "c条件下12 侧的nin离心 15 min ，上清

液即为粗酶液.反应液含有 50 mmoVL pH6. 8 PBS 1. 5 

mL 、50 mmoVL 邻苯二酣1. 5 mL 和粗酶液 0.2 mL，连

续记录 D470 nm 变化，每 15 s 测 1 次，共测 2 min ，以

D470 nm变化 0.01 为 1 个酶活性单位(U) . 

超氧化物歧化酶(SOD) :参照邹琦等[ 11 J 的方法，

经1. 2. 2 处理后的材料加入缓冲液 50 mmoVL 

pH7.8 PBS 2 mL，匀浆，4 'c条件下12000 r/min离心

15 min，上清液即为粗酶液.反应液含有 50 mmoνL 

pH7.8 PBS 1. 8 mL 、 130 mmoVL 甲硫氨酸 0.3 mL 、

750μmoVL NBT O. 3 mL 、 100 mmoνL EDTA 0.3 mL 、

20μmoVL 核黄素 0.3 mL 和粗酶液 O. 1 mL，以抑制

NBT 光还原的 50% 为 1 个酶活力单位(U) . 

苯丙氨酸解氨酶(PAL) :参照张笑宁等[阳]的方

法，经 1.2.2 处理后的材料加入缓冲液(pH8.8 跚酸

缓冲液，内含 0.5 mmoνLβ- jJrE基乙醇) ，匀浆，4 "c 

条件下12 000 r/ming离心 15 min ，上清液即为粗酶

液.反应液含有 20 mmoVL L- 苯丙氨酸 1 mL , pH 

8.8 棚酸缓冲液 2 mL 和粗酶液 0.3 mL，连续记录

D2四 m变化，每 15 min 测 1 次，共测 1 h ，以 D拥 m变化

0.01 为 1 个酶活性单位(U) . 



第 31 卷报学学大业农南华30 

照(CK)则变化不明显.在处理后 12 - 30 h 间，处理
组的 CAT 活性低于 CK，于处理后 24 h 低于对照

299毛;之后处理组 CAT 活性明显上升，于处理后 30

-60 h 高于 CK，且于 48 h 达活性峰值，对照则于 60

h 达最高峰值(图 1 a) . 

结果与分析

Vulculic acid 对 CAT 活性的影晌

经 Vulculic acid 处理后，空心莲子草根尖组织内

CAT 活性随处理时间延长呈先上升后下降趋势，对
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图 1 Vulculic acid 对空心莲子草根尖酶活性的影响

Effect of Vulculic acid on enzyme activity in the root tip of alligatorweed Fig. 1 

Vulculic acid 对 SOD 活性的影晌

V ulculic acid 处理后，空心莲子草根尖组织内

SOD 活性随处理时间的延长呈先上升后下降趋势，

且在上升阶段出现 2 个峰值，对照(CK)也表现出类

似的变化趋势.处理后 12 -48 h 处理组的 SOD 活性

明显高于 CK，且于 24 和 48 h 的 2 个峰值处分别高

于对照 569毛和 12% ;之后处理组和 CK 的 SOD 活性

相近(图 le).

2.6 Vulculic acid 对 PAL 活性的影晌

V ulculic acid 处理后，空心莲子草根尖组织内

PAL 活性随处理时间的延长呈上升趋势，对照(CK)

也呈上升趋势，但上升幅度小于处理组.处理后 12

-36 h 处理组和 CK 的 PAL 活性均明显增加，增幅

分别为 280% 和 116'1毛;之后活性均趋于稳定.整个

过程处理组活性始终高于对照，最高峰值分别出现

在处理后 36 和 48 h，处理组早于对照组，且处理组

高出对照组 35% (图 lf) . 

讨论

Vulculic acid 处理后空心辈子草根组织内防

御酶系统明显变化

APX、CAT 、PPO 和 POD 为具有清除活性氧作用

2.5 

3 

3.1 

Vulculic acid 对 APX 活性的影晌

空心莲子草根尖组织内 APX 活性于毒素处理

后 12 - 60 h 呈上升趋势，对照(CK) 于 12 - 48 h 呈

上升趋势，但变化幅度明显小于处理组.在处理后

12 - 36 h 间，处理组的 APX 活性低于 CK，于处理后

24 h 低于对照 419毛;之后处理组 APX 活性迅速上

升，于处理 36 h 后明显高于 CK，且于 48 h 达最高峰

值(图 lb) . 

2. 3 Vulculic acid 对 POD 活性的影响

空心莲子草根尖组织内 POD 活性于毒素处理

后 12 -36 h 呈下降趋势，明显低于 CK，且于处理后

36 h 达活性最低峰值，低于对照 649毛;之后处理组

POD 活性迅速上升，于 50 h 后高于 CK，且于处理后

60 h 达最高峰值(图 lc).

2.4 VulcuIic acid 对 PPO 活性的影晌

经 Vulculic acid 处理后，空心莲子草根尖组织内

PPO 活性随处理时间的延长呈先下降后上升趋势，对

照(CK)也呈先下降后上升趋势，但变化幅度小于处

理组.在处理后 12 -36 h 间，处理组的 PPO 活性低于

CK，且于处理后 24 h 活性最低，低于对照 329毛;处

理后 24 -48 h 处理组 PPO 活性明显上升，于 36 h 

后高于 CK，且于 60 h 达活性最高峰值(图 1 d) . 

2.2 
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的防御酶，寄主体内防御酶系统变化是致病毒素作

用于寄主后的明显反应之一.毒素能使这些防御酶

活性降低，导致活性氧过量积累，从而对寄主细胞造

成破坏.曾永三等[5] 报道， V ulculic acid 可抑制空心

莲子草叶片细胞中 CAT 和 POD 的活性，导致活性

氧积累，寄主叶片表现受害症状.万佐莹等[7] 的研

究表明链格抱菌毒素可抑制紫茎泽兰叶片细胞内

CAT、APX 、POD 的活性，导致寄主叶片产生棕褐色

病斑.本研究也表明， Vulculic acid 能够抑制空心莲

子草根尖细胞内 APX 、 CAT 、 PPO 、 POD 的作用，降低

其对活性氧的清除能力，从而导致活性氧过量积累，

使空J心莲子草根部细胞受到破坏.

50D 能够直接清除超氧阴离子自由基，往往在

其他防御酶活性降低时发挥直接补偿作用，减轻活

性氧对寄主的伤害.阙光锋等[山]将烟草接种烟草野

火病菌毒素后，在处理初期寄主细胞内 CAT 、 POD 、

PPO 活性受到抑制时， 50D 的活性增强.本研究中，

V ulculic acid 处理后空心莲子草根组织内 50D 的活

性也上升.这进一步表明，空心莲子草根尖组织中的

其他防御酶活性受到了抑制，导致活性氧积累， 50D

被激活.

PAL 是能合成各种酣类及木质素前体物质的苯

丙炕类代谢途径的关键酶和限速酶，调控着酣类物

质和木质素在植物体中的合成和积累，因而在植物

抗病反应中起着重要作用.病原菌毒素能诱导 PAL

活性升高，刘琼光[口]用水稻基腐病菌毒素处理水

稻，台莲梅等[ 14] 用尖抱镰刀菌毒素处理大豆幼根，

都证明了毒素对寄主体内 PAL 活性的诱导作用.本

研究中，经 Vulculic acid 处理的空心莲子草根细胞

内 PAL 活性始终高于对照，再次证明了病原菌毒素

对 PAL 活性的诱导作用，同时也表明寄主细胞对毒

素的作用产生了主动防卫反应.

3.2 防御酶活性变化可能是 Vulculic acid 对空心

莲子草根组织的重要致病机理

植物的防御酶体系是一个多因素相互作用的复

杂体系，病原菌及其毒素战胜寄主防御酶系统的保

护作用是导致寄主发病的重要机理.本研究涉及到

寄主根细胞内 APX 、 CAT 、 POD 、 PPO 、 50D 和 PAL 等

6 种防御酶的活性变化，虽然这些酶在与毒素对抗

过程中表现出的反应不同，但其活性变化可能都与

空心莲子草根部细胞受损，植株萎焉有关. Vulculic 

acid 处理后空心莲子草根组织内 APX 、 CAT ， PPO 、

POD 活性降低，导致活性氧过量积累，根部细胞受

到破坏;而 PAL 活性升高，造成酣类物质大量积累，

也会导致根细胞受到伤害.在前期的致萎试验中，毒

素处理后空心莲子草根部细胞变褐(毒素处理液也

变褐) ，植株萎焉，可能就是活性氧和酣类物质过量

积累，根部细胞受到破坏的结果.
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