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青枯菌侵染不同抗病烟草品种的防御性酶

活性及代谢组分差异分析

周星洋，张功营，董丽红，杨恩兰，万树青

（华南农业大学 农学院／天然农药与化学生物学教育部重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】为烟草抗病育种和抗性鉴定提供生化代谢指标。【方法】采用茎部注射法对抗病品种粤烟９７和感病

品种长脖黄接种青枯雷尔菌Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ，并采用比色法和ＧＣＭＳ法分别进行相关防御性酶活性及代谢

物质的测定。【结果】抗病品种粤烟９７的ＰＡＬ、ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ活性，接菌组与对照组均分别高于感病品种长脖黄

的接菌组与对照组；抗病品种粤烟９７和感病品种长脖黄分别在接菌后第７天和第５天，ＰＡＬ活性高于对照组，其余

时间酶活性接菌组均低于对照组；抗病品种粤烟９７和感病品种长脖黄在受青枯雷尔菌侵染前期，ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ

酶活性均提高，随着时间延长酶活性均低于对照组。ＰＯＤ和ＰＰＯ同工酶凝胶电泳表明：抗病品种粤烟９７同工酶类

型多于感病品种长脖黄；接菌后第３天，粤烟９７的同工酶谱带宽度与色度增强，而长脖黄无增强现象。说明抗病

品种能快速应对外界刺激，加速相关抗病物质的形成。代谢物检测表明：抗病品种粤烟９７接菌组中肌肉肌醇、烟

碱、苹果酸、Ｌ苏氨酸等物质的相对质量分数高于对照组，而感病品种长脖黄接菌组中这些物质均低于对照组，反

映品种间抗青枯病能力的强弱可能与上述物质有关。【结论】烟草不同抗病品种叶片中 ＰＡＬ、ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ酶活

性的高低，以及上述代谢物质含量的变化，可作为反映烟草抗青枯病的生化指标。
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　　烟草青枯病是一种由青枯雷尔菌 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ引起的系统性侵染病害，现已成为世界

各产烟区最主要的病害之一［１］。该病在我国河南、

山东、江苏、云南、广西、广东、福建等地普遍发生，烟

株一旦染病，往往整株死亡，其危害是毁灭性的，给

生产造成重大经济损失［２］。因此，研究青枯菌致病

机理和寻找有效的防治青枯病的方法是当前植物病

理学研究的重要课题之一，其中抗病育种防治青枯

病的生化机制最为重要。国内外学者对大量的相关

病害进行研究，发现植物在受病害侵袭过程中表现

出一系列复杂的生理生化变化，包括体内代谢的变

化、细胞内活性氧的积累与清除、抗病信号的产生与

转导、防卫反应的表达与调控等［３４］。在这一复杂过

程中，一些与植物抗病性相关的酶类起着很重要的

调控作用［５６］，如苯丙氨酸解氨酶（Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

ａｍｍｏｎｉｕｍｌｙａｓｅ，ＰＡＬ）、超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化物酶（Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）和多
酚氧化酶（Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ）等。同工酶谱分
析作为一种认识基因存在和表达的工具已被大量运

用于种质分类与种间遗传差异分析［７９］，其规律性变

化可以作为一种早期的鉴别手段，用来研究植物的

抗病性问题。因此，笔者选择了２个不同抗性的烟
草品种，进行青枯病菌的接种试验，在接菌后不同时

段及时采样，测定与病程相关的防御性酶活性以及

代谢组分，从而了解烟草抗、感青枯病的变化过程，

旨为烟草抗青枯病育种提供生化方面的依据。

１　材料与方法
１．１　材料

试验所用烟草品种：高度感病品种长脖黄及高

度抗病品种粤烟９７，均由广东南雄烟草科学研究所
提供；烟草青枯雷尔菌由广东省农科院何自福研究

员惠赠；病菌的保存与增殖参照匡传富等［１０］的方法。

仪器：ＬＲＨ型生化培养箱（广东省韶关市鑫腾科
普有限公司）；ＦＣ—１８Ｒ台式高速冷冻离心机（厦门
仪达仪器有限公司）；ＤＹＣＺ２４ＤＮ型垂直电泳槽（北
京六一仪器厂）；ＤＹＹ１１Ｂ三恒电泳仪（北京六一仪
器厂）；１０μＬ微量进量器（德国 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ）；ＵＶ
８５００ＰＣ型紫外可见分光光度计（上海天美科学仪器
公司）；１７０２ＭＰ８型电子天平（德国Ｓｔａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
岛津ＧＣＭＳＱ２０１０Ｕｌｔｒａ（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）。
１．２　试验方法

选取长势一致、３～４叶龄的健康烟草植株供试，
将其移栽至装有灭菌土的１８ｃｍ×２３ｃｍ的塑料盆
中，每个处理为５株，设置３个重复，放置于室外环
境下。待烟苗生长７ｄ后，接菌组参照黎定军等［１１］

茎部注射法，用注射器将 １ｍＬ青枯雷尔菌液
（５×１０８ｃｆｕ·ｍＬ１）从叶腋处注入烟茎基部的维管
束里，并在接菌处注意保湿，对照组为清水处理的烟

苗。分别在处理１、３、５、７、９、１１ｄ后，取同一叶位
处的烟叶进行相关生化指标的测定，其中代谢组分

差异分析选择接菌后的第３天进行。
１．２．１　防御性酶活性测定　ＰＡＬ的提取及活性测
定参照薛应龙等［１２］方法；ＳＯＤ的提取与测定参照邹
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琦［１３］１６３１６５的方法；ＰＯＤ的提取与测定参照张志良［１４］

的方法；ＰＰＯ的提取与活性测定参照李靖等［１５］的方

法。ＰＡＬ以每分钟 Ｄ２９０ｎｍ变化００１所需要的酶量定
义为１个酶活性单位（Ｕ）；ＰＯＤ和ＰＰＯ分别以每分钟
Ｄ４７０ｎｍ、Ｄ４１０ｎｍ变化１００所需要的酶量定义为１个酶活
性单位（Ｕ）；ＳＯＤ以每分钟Ｄ５６０ｎｍ抑制５０％ 所需要的
酶量定义为１个酶活性单位（Ｕ）。
１．２．２　ＰＯＤ和ＰＰＯ同工酶电泳　酶液制备：取 ０１
ｇ样品，加入 ０１ｍｏｌ·Ｌ１预冷的 ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６８）
缓冲液１５ｍＬ，冰浴研磨，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃条件
下离心１５ｍｉｎ，取上清液，于－７０℃冰箱保存备用。

电泳：采用不连续的聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳

技术［１３］１３１１３５，上样缓冲液不加 ＳＤＳ和 β巯基乙醇，电
极缓冲液为ｐＨ８３的 ＴｒｉｓＧｌｙ缓冲液，样品不经加热
处理。同工酶电泳采用聚丙烯酰胺为７５％ 的分离
胶、４％的浓缩胶。样品上样量为 １０μＬ［Ｖ（样品缓冲
液）∶Ｖ（粗酶液）＝１∶１］，于 ４℃ 条件下电泳，浓缩胶
８０Ｖ、电泳３０ｍｉｎ，分离胶１２０Ｖ、电泳１５ｈ。以溴酚
蓝作指示剂，电泳结束后，取下胶进行染色。

ＰＯＤ同工酶染色：称取０１ｇ联苯胺，加少量无
水乙醇溶解，依次加入５ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸溶液１０ｍＬ，
１５ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸钠溶液１０ｍＬ，水７０ｍＬ，最后加
入３～５滴质量分数为３０％的过氧化氢溶液。将凝胶
电泳胶带放入装有染色液的塑料小盆中，并轻轻晃动，

待条带清晰后，立即用相机拍照记录。

ＰＰＯ同工酶染色：３份质量分数为１％邻苯二酚
溶液，１份００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ｐＨ６８），１份质
量分数为００６％对苯二胺溶液，混合均匀后，将胶带
放入染色液中３～５ｍｉｎ，即可见到棕红色的多酚氧化
酶酶带。

１．２．３　代谢组分差异分析　烟草样品前处理方法：参
考Ｔｉｋｕｎｏｖ等［１６］和Ｒｏｅｓｓｎｅｒ等［１７］建立的方法。

气相色谱条件：进样口温度２５０℃。升温程序：初
始温度５０℃，保持１ｍｉｎ，以５℃·ｍｉｎ－１升温速度升
到１５０℃保持２ｍｉｎ，最后以１０℃·ｍｉｎ－１升温速度升
到２５０℃，保持１０ｍｉｎ。以高纯氦气（体积分数大于
９９９９９％）为载气采用不分流进样方式，进样量１μＬ，
载气流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１。

质谱条件：电子轰击源（ＥＩ），离子源温度２００℃，
四极杆温度１５０℃，接口温度２５０℃，电子能量７０ｅＶ，
溶剂延迟时间４ｍｉｎ；调谐方式为标准调谐，质谱扫描
方式为全扫描，扫描范围为５０～５００ａｕｍ。使用ＮＩＳＴ
２０１１谱库进行图谱检索。
１．３　数据分析

试验数据采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３和 ＳＰＳＳ１１５
数据处理软件进行数据统计分析，酶活性数值均为平

均值±标准差。应用 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行差异
显著性分析。

２　结果与分析

２．１　几种防御性酶活性变化
２．１．１　ＰＡＬ活性变化　从图１可知，抗病品种粤烟
９７的ＰＡＬ活性在整个测定时期，接菌组与对照组均高
于感病品种长脖黄。抗病品种粤烟９７在接菌后第７
天酶活性显著高于对照组（Ｐ＜００５），其余时间酶活
性均低于对照组；感病品种长脖黄在接菌后第５天，
ＰＡＬ活性显著高于对照组（Ｐ＜００５），其余时间酶活
性均低于对照组。

　相同时间同一烟草品种不同柱子上方凡是有一个相同小写字母者，表示该品种对照组和接菌组间差异不显著 （Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ法）。
图１　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后叶片ＰＡＬ活性（以鲜质量计）的变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＡＬａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ｂａｓｅｄｏｎｆｒｅｓｈｍａｓｓ）ｉｎｌｅａｖｅｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ
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２．１．２　ＳＯＤ活性变化　从图２可知，抗病品种粤烟
９７的ＳＯＤ活性在整个测定时期，接菌组与对照组均
高于感病品种长脖黄。抗病品种粤烟９７在接菌后
第３、５、７、９天，ＳＯＤ活性均高于对照组，其中第７
天差异显著（Ｐ＜００５）；感病品种长脖黄在接菌后第

１、３、５天，ＳＯＤ活性均高于对照组，其中第５天差异
显著（Ｐ＜００５）。由此得知，抗、感品种在受到青枯
菌侵害后，均能使ＳＯＤ迅速被激活，从而起到清除或
阻止病原菌所造成伤害的作用。

　相同时间同一烟草品种不同柱子上方凡是有一个相同小写字母者，表示该品种对照组和接菌组间差异不显著 （Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ法）。
图２　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后ＳＯＤ活性（以鲜质量计）的变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ｂａｓｅｄｏｎｆｒｅｓｈｍａｓｓ）ｉｎｌｅａｖｅｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２．１．３　ＰＯＤ活性变化　从图３可知，抗病品种粤烟
９７的ＰＯＤ活性在整个测定时期，接菌组与对照组均
高于感病品种长脖黄。抗病品种粤烟９７在接菌后
第３天，酶活性显著高于对照组（Ｐ＜００５），其余时

间酶活性均显著低于对照组（Ｐ＜００５）；感病品种长
脖黄在接菌后第３、５天，酶活性高于对照组，其中第
５天差异显著（Ｐ＜００５），其余时间 ＰＯＤ活性均低
于对照组。

　相同时间同一烟草品种不同柱子上方凡是有一个相同小写字母者，表示该品种对照组和接菌组间差异不显著 （Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ法）。
图３　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后ＰＯＤ活性（以鲜质量计）的变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ｂａｓｅｄｏｎｆｒｅｓｈｍａｓｓ）ｉｎｌｅａｖｅｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２．１．４　ＰＰＯ活性变化　从图４可知，抗病品种粤烟
９７对照组、接菌组的ＰＰＯ活性均高于感病品种长脖
黄的。接菌后第３天，粤烟９７和长脖黄的ＰＰＯ活性
略高于各自的对照组，其余时间均低于各自的

对照组。

２．２　接菌处理对不同品种烟草叶片中 ＰＯＤ和
ＰＰＯ同工酶表达的影响

２．２．１　对ＰＯＤ同工酶的影响　从图５Ａ可看出，抗
病品种粤烟９７接菌后，整个测定期间ＰＯＤ同工酶谱

带未增加，但凝胶电泳谱带宽度与色度均发生变化。

接菌后第３天，接菌组的同工酶谱带较对照组谱带
宽，且颜色较深；接菌后第１、１１天，接菌组 ＰＯＤ同
工酶谱带色度比对照组弱；接菌后第 ５天，接菌组
ＰＯＤ同工酶谱带条数比对照组少，且部分条带颜色
较浅；接菌后第７、９天，接菌组与对照组 ＰＯＤ同工
酶谱带无明显差异。从图５Ｂ可看出，感病品种长脖
黄在接菌后第１、５、７、９天，接菌组 ＰＯＤ同工酶谱
带颜色均比对照组颜色浅；接菌后第３、１１天，同工
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酶谱带宽度和颜色与对照基本无差别。对比图５Ａ、
图５Ｂ可知，抗病品种粤烟９７的ＰＯＤ同工酶谱带为
６条，感病品种长脖黄的ＰＯＤ同工酶谱带为２条，说

明抗病品种粤烟９７的 ＰＯＤ同工酶类型多于感病品
种长脖黄的ＰＯＤ同工酶类型。

　相同时间同一烟草品种不同柱子上方凡是有一个相同小写字母者，表示该品种对照组和接菌组间差异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎｓ法）。
图４　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后ＰＰＯ活性（以鲜质量计）的变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ｂａｓｅｄｏｎｆｒｅｓｈｍａｓｓ）ｉｎｌｅａｖｅｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

ＣＫ：对照组，ＴＲ：接菌组；Ａ：抗病品种粤烟９７，Ｂ：感病品种长脖黄。

图５　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后叶片 ＰＯＤ同工
酶谱带

Ｆｉｇ．５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｉｓｏｅｎｚｙｍｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＰＯＤｉｎｌｅａｖｅｓ
ｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２．２．２　对ＰＰＯ同工酶的影响　从图６Ａ可以看出，
抗病品种粤烟９７接菌后第１、７天，接菌组与对照组
的ＰＰＯ同工酶谱带无明显差异；接菌后第３天，ＰＰＯ
同工酶谱带宽度与色度均高于对照组；接菌后第 ５
天，ＰＰＯ同工酶谱条带数与色度均低于对照组；接菌
后第９、１１天，部分ＰＰＯ同工酶谱带色度略低于对
照组。从图６Ｂ可以看出，感病品种长脖黄接菌后第
１、９、１１天，ＰＰＯ同工酶谱带条数、色度与对照组无
明显差异；接菌后第３天，ＰＰＯ同工酶谱带色度均低
于对照组；接菌后第５和７天，ＰＰＯ同工酶谱带色度
略高于对照组。对比图６Ａ、图６Ｂ可知，抗病品种
粤烟９７的 ＰＰＯ同工酶谱带最多为 ６条，最少为 ４

条，感病品种长脖黄的ＰＯＤ同工酶谱带为２条，说明
抗病品种粤烟９７的 ＰＰＯ同工酶类型多于感病品种
长脖黄的ＰＰＯ同工酶类型。

ＣＫ：对照组，ＴＲ：接菌组；Ａ：抗病品种粤烟９７，Ｂ：感病品种长脖黄。

图６　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后叶片 ＰＰＯ同工
酶谱带

Ｆｉｇ．６　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｉｓｏｅｎｚｙｍｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＰＰＯｉｎｌｅａｖｅｓ
ｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２．３　代谢组分差异分析
对不同抗病品种接菌处理后叶片提取物进行

ＧＣＭＳ测定，得到总离子流图（图７）。从图７可以
直观地看出不同抗病品种间存在明显差异，接菌组

与对照组间，峰的数量和强度也都存在差异。

　　通过岛津质谱工作站对总离子流图的处理解
析，峰面积归一化法测量了各组分的百分含量。通

过检索和解析初步分离最多确定了 ７０个化合物。
鉴定的各组分及相对质量分数见表１。
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１：感病品种长脖黄对照组；２：感病品种长脖黄接菌组；３：抗病品种粤烟９７对照组；４：抗病品种粤烟９７接菌组。

图７　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后代谢组分的ＧＳＭＳ总离子流图

Ｆｉｇ．７　ＴｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａ

ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

表１　不同抗病烟草品种接种青枯雷尔菌后品种间代谢物差异比较１）

Ｔａｂ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｆｒｏｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＲａｌｓｔｏｎｉａ

ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

序号 ｔ保留／ｍｉｎ 代谢物名称
相对质量分数／％

长脖黄对照组 长脖黄接菌组 粤烟９７对照组 粤烟９７接菌组
１ ７．３６２ 硼酸 … … … ０．０６
２ ９．３７７ 乳酸 ０．５８ ０．３７ ０．４２ ０．６１
３ １０．１０８ Ｌ缬氨酸 … ０．６５ … ０．２７
４ １１．７２５ 草酸 １．０３ １．２７ ０．４８ ０．８９
５ １２．１１８ Ｌ亮氨酸 … ０．２６ … …

６ １２．６９１ Ｌ异亮氨酸 … ０．４１ … ０．１９
７ １３．５７１ 丙二酸 … ０．０９ … ０．１７
８ １３．８９２ Ｌ正缬氨酸 … ０．０８ … …

９ １５．１７３ 丝氨酸 １．１５ ０．６８ ０．８４ ２．８６
１０ １５．３０８ ２氨基乙醇 … ０．１０ … …

１１ １５．７５６ 甘油 １．０３ … … …

１２ １５．７７２ 磷酸 … ０．９７ ２．５１ ３．６６
１３ １６．１９６ Ｌ苏氨酸 １．３９ ０．７９ ０．７３ ２．６３
１４ １６．４３２ 甘氨酸 … ０．１２ ０．１６ …

１５ １６．６３９ 丁二酸 ０．１７ ０．０４ … ０．０７
１６ １７．３３０ 甘油酸 ０．１６ ０．０５ ０．７１ １．４１
１７ １７．４２１ 烟碱 ６．９３ ５．３８ １．８８ ４．０７
１８ １７．７７５ 壬酸 … … … ０．０７
１９ １９．１５３ Ｌ甲硫氨酸 … ０．０８ … …

２０ １９．６４５ Ｌ天冬氨酸 … ０．１４ ０．１９ ０．３６
２１ ２１．４５５ ２哌啶羧酸 … … … ０．３６
２２ ２１．５６８ 苹果酸 ８．６１ ４．２９ ４．１６ ９．７９
２３ ２２．２８８ Ｌ吡咯烷酮５羧酸 １．９７ １．１７ ０．７０ ４．５６
２４ ２２．３６０ 赤藓糖醇 … ０．０８ … ０．１２
２５ ２２．５３９ ４氨基丁酸 … … １．６３ …

２６ ２２．８３３ Ｌ苯丙氨酸 ０．９１ ２．０１ … ０．８８
２７ ２３．３５８ ４羟基苯乙胺 … ０．３２ … …

２８ ２３．５０４ 十二烷醇 … ０．３２ … …

２９ ２３．９９２ Ｌ苏糖酸 １．９４ ０．７７ ３．１４ １６．６７
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续表１　Ｔａｂ．１　ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

序号 保留时间／ｍｉｎ代谢物名称
相对质量分数／％

长脖黄对照组 长脖黄接菌组 粤烟９７对照组 粤烟９７接菌组
３０ ２４．２２３ 正十六烷 … … … ０．１０
３１ ２４．４３２ 戊酸 … … １．９１ １．５２
３２ ２５．１３７ Ｌ谷氨酸 ０．３９ １．０９ ０．８４ ０．７２
３３ ２６．１９０ Ｌ天冬酰胺 … ０．６３ １．７４ ０．２４
３４ ２６．５６７ 碘十六烷 ０．１０ … … …

３５ ２６．６１８ Ｄ来苏糖 １．９４ ０．１８ ０．１１ ０．１３
３６ ２６．９１８ 核糖醇 ０．２５ ０．１５ ０．１０ ０．１９
３７ ２７．２７６ Ｄ鼠李糖 ０．１０ ０．０７ … ０．０９
３８ ２７．３３４ 木糖醇 … … … ０．１６
３９ ２７．５４０ 十四烷醇 … ０．１６ … ０．１０
４０ ２７．６０８ Ｌ阿拉伯糖 … ０．０６ ０．１０ ０．１４
４１ ２７．６６９ Ｄ赤藓糖 ０．３９ ０．０８ ０．３５ ０．２７
４２ ２７．８４８ 核糖酸 … … … ０．１２
４３ ２８．１４５ Ｄ葡萄糖醇 … ０．０９ … …

４４ ２８．５６７ 莽草酸 ０．１５ … ０．０７ ０．０８
４５ ２８．６３４ 酒石酸 ０．１６ ０．０６ … …

４６ ２８．７３０ 柠檬酸 ０．４８ ０．４８ ０．１６ ０．３６
４７ ２８．９６５ Ｎ乙酰Ｌ赖氨酸 … ０．０６ … …

４８ ２９．１５７ 腺嘌呤 … ０．０５ … …

４９ ２９．５７８ βＤ果糖 ０．５５ ０．３６ １．５７ ２．０２
５０ ２９．６５３ 阿拉伯糖醇 ０．１７ ０．０８ … …

５１ ２９．７１４ аＤ果糖 ０．３６ ０．１９ １．０８ １．４０
５２ ２９．８２６ Ｄ甘露糖 … … ０．１７ ０．３２
５３ ２９．８３２ 鲨肌醇 ０．２６ ０．１５ … …

５４ ２９．９０６ Ｄ（＋）塔罗糖 ０．６８ ０．５８ １．８４ ２．６５
５５ ２９．９５２ Ｌ赖氨酸 … ０．３１ ０．２１ …

５６ ３０．１２０ 阿洛糖 ０．１３ … ０．２７ ０．４８
５７ ３０．１６０ Ｌ酪氨酸 ０．１２ １．１２ ０．２６ …

５８ ３０．３９１ Ｄ甘露醇 ０．２６ ０．０９ ０．６２ ０．２７
５９ ３０．８７４ Ｄ木糖 … ０．０７ … ０．４２
６０ ３０．９７８ 顺式９十六碳烯酸 … … … ０．０４
６１ ３１．２０４ 棕榈酸 １．８９ １．０５ ０．４８ ０．７３
６２ ３１．２２９ Ｄ葡萄糖酸 … ０．０８ … …

６３ ３２．０６９ 肌肉肌醇 １０．１１ ０．９９ １１．９０ ２２．１７
６４ ３２．３５３ Ｄ半乳糖 ０．１１ … … ０．２１
６５ ３２．９８１ 五羟基己醛 ０．３８ … ０．１２ …

６６ ３３．０３３ 色氨酸 … ０．１１ … …

６７ ３３．２２６ 硬脂酸 １．６５ ０．７２ ０．３６ ０．４５
６８ ３５．１８５ Ｄ甘露糖酸 ０．４６ ０．０８ … ０．１０
６９ ３５．２４２ Ｄ甘油Ｄ古洛糖庚酸 ０．４０ … … …

７０ ３７．２５６ Ｄ纤维二糖 ０．１７ … … …

　１）长脖黄为感病品种，粤烟９７为抗病品种；“…”表示未检测到。

　　从表１可以看出烟株被青枯雷尔菌侵染后代谢
物差异较为明显，粤烟９７接菌后烟叶样本中代谢物
相对质量分数高于其对照组，且长脖黄接菌后相对

质量分数低于其对照组的是乳酸、甘油酸、肌肉肌

醇、Ｌ苏糖酸、苹果酸、Ｌ吡咯烷酮５羧酸、烟碱、丝
氨酸、Ｌ苏氨酸、Ｄ来苏糖、核糖醇、βＤ果糖、Ｄ
（＋）塔罗糖、棕榈酸、硬脂酸，说明烟草抗青枯病能
力的强弱可能与这些物质有关，或者与参与形成上
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述代谢物的酶活性有关；２个不同抗病品种接菌后共
同产生或者相对质量分数比对照增高的物质分别

为：Ｌ缬氨酸、草酸、Ｌ异亮氨酸、丙二酸、磷酸、Ｌ天冬
氨酸、赤藓糖醇、Ｌ苯丙氨酸、十四烷醇、Ｌ阿拉伯糖、
Ｄ木糖，不同抗病品种烟草在受到青枯雷尔菌侵袭时
均会刺激体内代谢物含量的改变，其含量的增高说明

上述代谢物可能参与抗病相关物质的形成。

３　讨论与结论
与植物抗病相关的ＰＡＬ、ＳＯＤ、ＰＰＯ和ＰＯＤ均属

于植物防卫系统相关酶，因此可作为植物抗病的生

化指标。在植物体内，ＰＡＬ是苯丙烷类代谢途径的
关键酶和限速酶，催化 Ｌ苯丙氨酸解氨生成反式肉
桂酸（合成各种酚类及木质素的前体物质），因而调

控与植物抗病有关的酚类物质和木质素在植物体中

的合成和积累［１８］。研究表明，ＰＡＬ活性与植物抗病
性呈正相关［１５，１９］。本研究中，在整个测定期间，抗

病品种粤烟９７的ＰＡＬ活性均高于感病品种长脖黄，
说明烟草品种抗病强弱，与体内ＰＡＬ活性呈正相关。
ＳＯＤ作为植物体内活性氧清除系统重要保护酶之
一，能清除超氧化物阴离子自由基，提高植物抗逆

性［２０］。本研究表明，抗病品种粤烟９７在接菌后第
３、５、７、９天，ＳＯＤ活性均大于对照，感病品种长脖
黄在接菌后第１、３、５天，ＳＯＤ活性均高于对照，抗
病品种ＳＯＤ活性在接菌组与对照组中均高于感病品
种，说明在青枯雷尔菌侵染后抗病品种可高效地清

除活性氧的伤害，感病品种由于本身ＳＯＤ活性低，接
菌后酶活性增长幅度较小而使其受到伤害。ＰＯＤ是
一种应激酶，其活性与植物抗病性有着密切的关系，

在活性氧的清除和维持植物体内活性氧的正常水平

中起作用；ＰＯＤ还能催化木质素合成，木质化的细胞
壁机械性能加强，不透水气，阻止营养物质、水分、色

素等的扩散，使病原菌无法获得营养而死亡［２１２２］。

研究表明，ＰＯＤ活性与植物的抗病性具有正相关关
系［２３２６］。ＰＰＯ是一类广泛分布于植物体内的质体金
属酶，能直接以 Ｏ２为氧化底物将酚氧化成醌，从而
抑制病虫害的侵袭。ＰＰＯ不仅参与酚类物质的氧
化，同时也参与木质素的形成［２７］。本研究发现抗病

品种粤烟９７的 ＰＯＤ活性高于感病品种长脖黄，且
ＰＯＤ同工酶谱分析表明，抗病品种粤烟９７的谱带条
数均要多于感病品种长脖黄。接菌后抗病品种的

ＰＯＤ活性迅速升高，而感病品种则较弱，２品种的
ＰＯＤ活性随着时间延长均降低，说明青枯雷尔菌侵
染烟草后均能刺激体内 ＰＯＤ活性的提高，且抗病品
种总体强于感病品种。抗病品种粤烟９７和感病品
种长脖黄接菌后第３天，ＰＰＯ活性略高于对照组，随

着时间延长酶活性均降低。抗病品种粤烟 ９７中
ＰＰＯ活性高于感病品种长脖黄，可能与其抗病性强
有关。

烟草植株受到病菌侵染时，引起相关酶活性的改

变，继而引起植株体内代谢物质的改变，形成的代谢物

本身具有抗病作用或者进一步通过转化形成与抗病

有关的次级代谢物。例如ＰＡＬ酶活性高低会影响Ｌ
苯丙氨酸含量［２８］，ＰＯＤ酶活性影响某些糖类、氨基酸
类等与木质素合成有关物质的含量［２９］。本研究发现，

粤烟９７与长脖黄在接菌处理３ｄ时，ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ
活性均比对照高，而ＰＡＬ活性均低于对照组，因此植
株体内相关酶催化形成的物质应该有所提高，或者酶

促反应的底物应该有所降低。代谢物检测表明，２个
抗病性不同的品种接菌后共同产生或者相对质量分

数相比对照增高的物质分别为：Ｌ缬氨酸、草酸、Ｌ异
亮氨酸、丙二酸、磷酸、Ｌ天冬氨酸、赤藓糖醇、Ｌ苯丙
氨酸、十四烷醇、Ｌ阿拉伯糖、Ｄ木糖，说明此类代谢物
含量的变化可能与防御性酶活性有关；粤烟９７接菌后
烟叶样本中代谢物相对质量分数高于其对照组，但长

脖黄接菌后相对质量分数低于其对照组的物质分别

为：乳酸、甘油酸、肌肉肌醇、Ｌ苏糖酸、苹果酸、Ｌ吡咯
烷酮５羧酸、烟碱、丝氨酸、Ｌ苏氨酸 、Ｄ来苏糖、核糖
醇、βＤ果糖、Ｄ（＋）塔罗糖、棕榈酸、硬脂酸，说明此
类代谢物含量的变化与防御性酶活性变化无关，可能

与其他酶活性变化有关。研究表明，肌醇在植物体内

通过自身氧化途径可以代谢为与植物细胞壁合成息

息相关的多糖，从而提高植物抗病性［３０］。烟碱作为一

种防御性物质，在烟草受到病虫害侵袭时会刺激体内

产生大量烟碱［３１］，此外，相关研究表明，在细胞质中苹

果酸酶催化苹果酸脱羧形成的丙酮酸参与莽草酸途

径，进一步形成丙酮酸族氨基酸和一些与防御反应有

关的次生代谢物质［３２］。Ｌ苏糖酸作为Ｌ抗坏血酸的
一种降解产物，广泛存在于植物体内，其含量的增加，

说明抗坏血酸积极参与抗氧化作用，保护机体免于自

由基的威胁［３３］。不同烟草品种抗青枯病的机理，不仅

与其体内防御性酶活性有关，可能还与某些代谢物或

与其相关的酶活性变化有关。
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