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α 黄萎病菌毒素诱导棉花愈伤组织中
POD , SOD 活性和 PR 蛋白的变化
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摘　要　对不同抗、感病品种棉花愈伤组织在黄萎病菌毒素诱导下, 体内过氧化物酶和 SOD 活性的变化进行

了测定, 结果表明, 感病品种中 POD 活性的升高大且早于抗病品种; 感病品种 SOD 活性随诱导时间延长而迅

速下降, 耐、抗病品种 SOD 活性的降低较慢; 随着病菌毒素诱导时间的增加, 在电泳凝胶透射扫描系统中愈伤

组织中有数种病原相关蛋白 (PR 蛋白)表达。
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Abstract　T he callu s of co t ton variet ies w ith differen t resistance to co t ton vert icillium w ilt

pa thogen w ere inocu la ted w ith VD 2tox in of V erticillium d ah liae. T he act ivit ies of perox idase

(POD ) and SOD in them w ere exam ined befo re inocu la ted and at d ifferen t days after

inocu la t ion. T he resu lts show ed that the increase of POD act ivity w as earlier and h igher in

su scep t ib le variet ies than in resistan t ones. T he decrease of SOD act ivity w as greater in

su scep t ib le variet ies than that in resistan t ones. Pathogenesis2rela ted2p ro tein s (PR p ro tein s)

w ere induced in the callu s after inocu la t ion.
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黄萎病菌毒素 (VD 2tox in) 是引起棉花黄萎病的主要致病因子[1, 2 ]。因此, 研究毒素引起不

同抗性品种棉花体内的物质变化是揭示棉花抗黄萎病机理的基础。过氧化物酶 (POD )与植物

的抗病性密切相关[2, 3 ] , 在马铃薯、烟草、黄瓜中均发现 POD 在病原菌侵染后活性明显增

加[4, 5 ]。POD 在植物抗病性中的作用与细胞壁的加固有关, 有报道在病原菌侵染后 POD 在细

胞壁多聚物的交联反应中起作用[6 ]。最近, Sm it [7 ]证实在黄萎病菌细胞壁碎片的诱导下, 棉花

抗黄萎病菌与木质素多聚物积累的时间和强度有关。超氧化物歧化酶 (SOD )作为抗氧化系统

酶类而起作用, 有报道 SOD 酶与棉花品种抗黄萎病之间有相关性[5, 8 ]。自从在烟草中发现有
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PR 蛋白 (pathogenesis2rela ted2p ro tein s) 以来, 陆续在 20 多种植物中检测到 PR 蛋白[9 ] , 但有

关棉花感病中 PR 蛋白的报道并不多见,L iu [10 ]首次报道了棉花在黄萎病菌侵染后有 PR 蛋白

的出现, 其分子量在 17～ 24 kD 和 28～ 33 kD 之间, 其中一种有几丁酶活性。本试验以棉花黄

萎病菌毒素处理不同抗性棉花品种的愈伤组织, 对 POD , SOD 活性及 PR 蛋白随病程发展的

动态变化进行研究, 以探索酶活性和病原相关蛋白在不同时期与品种抗黄萎病之间的关系。

1　材料与方法

1. 1　黄萎病菌的培养及毒素制备

大丽轮枝菌株 (V erticillium d ah liae) 由中国农科院植保所棉病组提供, 培养方法参见文

献[11 ] , 将在固体培养基上保存的菌株移入装有 100 mL Czapek’s 液体培养基的三角瓶中,

25℃振荡培养 14 d, 将菌液经 3 000 g 离心 20 m in, 上清液经 0. 45 Λm 的微孔滤膜抽滤, 滤液

为大丽轮枝菌粗毒素。参照B radfo rd 法[12 ] , 以BSA 为标准蛋白, 测定粗毒素中蛋白质浓度为

毒素浓度。

1. 2　供试棉花品种及愈伤组织培养

实验材料有抗黄萎病品种BD 18、感病品种泗棉 3 号、耐病品种中棉 12 号共 3 个棉花

(Gossyp ium h irsu tum L. )品种, 均由中国农科院植保所棉病组提供。

棉花种子经 15% H 2O 2 消毒 2 h, 无菌水冲洗 3～ 4 次, 置于 250 mL 含有无菌水的三角瓶

中无菌吸涨 24 h, 种子露白后, 在超净工作台上, 将种皮剥落, 裸种置于不含任何激素的 1ö2

M S 无机盐, 自来水质, pH 7. 0 的培养基中, 25℃下, 每天光照 12 h 培养, 4 d 后, 无菌苗长至 6

～ 7 cm 时进行愈伤组织诱导。

切取无菌苗下胚轴长为 0. 5～ 0. 8 cm 的切段, 将其转移于含诱导培养基的培养皿中, 诱

导培养基为 1ö2M S 基本培养基附加 IAA 0. 2 m gõL - 1, 2, 42D 0. 1 m gõL - 1, KT 0. 1 m gõL - 1,

培养条件同前, 培养 3 d 后有愈伤组织产生。

1. 3　毒素处理

将在诱导培养基上培养了 20 d 的愈伤组织转移至含毒素的诱导培养基中, 毒素浓度为

15 ΛgõmL - 1, 以在不含毒素的培养基上愈伤组织为对照, 分别在毒素处理后的 0, 1, 2, 5, 8, 12,

16, 20 d 取材, 准确称取愈伤组织 0. 5 g, 液氮速冻处理, - 20℃保存。

1. 4　POD 酶活性的测定

POD 活性的测定用愈创木酚法[13 ]。取液氮处理的愈伤组织 0. 5 g, 加入适量 0. 05 mo lõ

L - 1磷酸缓冲液 (pH 5. 5, 含 1% PV P)匀浆提取, 4℃下, 1×104 g 离心 15 m in, 上清液为酶粗提

液。酶活测定的反应体系含 2. 9 mL 0. 05 mo lõL - 1 的磷酸缓冲液, 1 mL 2% H 2O 2, 1 mL

0. 05 mo lõL - 1愈创木酚和 0. 02 mL 的酶液, 测定 470 nm 处的OD 值, 以 ∃ODõm g - 1õm in - 1为

酶活单位。

1. 5　SOD 酶活性的测定

SOD 活性的测定用NBT 法[14 ]。取 0. 5 g 液氮处理的愈伤组织, 加入适量 0. 05 mo lõL - 1

磷酸缓冲液 (pH 7. 8, 含 1% PV P) 匀浆提取, 4℃, 1×104 g 离心 30 m in, 上清夜为酶粗提液,

冰浴待用。每次测定前先打开光源预热 0. 5 h, 光照度稳定在 4 000 lx。酶活测定的反应体系总

体积 3 mL , 内含 0. 05 mo lõL - 1的磷酸缓冲液, pH 7. 8, 甲硫氨酸 13. 37 mmo lõL - 1, ED TA 100
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nmo lõL - 1, NBT 77. 12 Λmo lõL - 1, VB 2 80. 2 Λmo lõL - 1, 加入不同体积的酶液。以相同的反应

管不照光为对照, 不加酶液的反应管为最大光化还原管。照光反应后立即避光, 迅速测定A 500

值, 求得不同体积粗酶液的抑制百分率和 50% 抑制率的酶液体积。以抑制NBT 光化还原 50%

的酶量为一个酶活性单位 (U ) , 酶活单位为Uõm g- 1õm in - 1。

1. 6　蛋白质含量测定

参照B radfo rd 法[12 ] , 以BSA 为标准蛋白。

1. 7　蛋白质电泳分析

取 0. 5 g 在- 20℃保存的愈伤组织, 加等量蛋白质提取缓冲液 (T ris2HC l 10 mmo lõL - 1,

pH 7. 5, 2% PV P, N aN 3 3 mmo lõL - 1, CaC l2 0. 2 mmo lõL - 1, A T P2N a2 0. 1 mmo lõL - 1, D T T

1 mmo lõL - 1, PM SF 0. 1 mmo lõL - 1) 冰浴条件下充分研磨, 转入离心管中, 112×104 g 离心

10 m in, 取上清液- 20℃保存。

蛋白提取液加等量样品处理液 ( T ris2HC l 0. 5 mo lõL - 1, pH 6. 8, 20% 甘油, 4% SD S,

0. 005% 溴酚兰, 10% 巯基乙醇) , 煮沸 3 m in 后以等量蛋白含量上样, 采用不连续系统 SD S2
PA GE 电泳, 考马斯亮蓝R 2250 染色。电泳凝胶透射扫描系统 (Personal D en sitom eter S I)进行

扫描分析。

2　结果

2. 1　棉花愈伤组织对黄萎病菌毒素的感病程度

在黄萎病菌毒素诱导下, 3 个棉花品种愈伤组织所表现出的症状程度有所不同 (图 1)。泗

棉 3 号愈伤组织出现萎蔫、褐化的症状最早, 程度最严重, 即诱导 2 d 就出现褐化现象, 5～

8 d, 褐化程度严重并有所萎蔫; 中棉 12 愈伤组织出现症状稍晚, 在 3～ 4 d 后开始有褐化;

BD 18 也在 3～ 4 d 后开始褐化, 但症状较中棉 12 轻。8～ 12 d 后愈伤组织的症状逐渐有所缓

解, 在已褐化的愈伤组织块的局部又有白色愈伤组织长出,BD 18 新愈伤组织出现的多。可见,

不同品种的棉花对黄萎病菌毒素的敏感性不同, 表现出不同的抗性。

2. 2　棉花愈伤组织中 POD 活性的变化

不同抗性棉花品种在黄萎病菌毒素诱导后 POD 活性变化趋势如图 22a 所示, 感病品种泗

棉 3 号在诱导开始 1 d 后, POD 活性由原初的 2. 93 升至 3. 23 Uõm g- 1õm in - 1, BD 18 的 POD

活性反而在 1 d 时有下降, 由原初的 2. 35 降为 1. 3 Uõm g- 1õm in - 1, 中棉 12 POD 活性升高最

大, 由 2. 95 迅速升为 4. 69 Uõm g- 1õm in - 1。1～ 5 d 3 个品种的 POD 活性均上升, 5 d 时出现

一峰值, 分别达到 7. 50, 6. 21 和 7. 27 Uõm g - 1õm in - 1, 但随后又迅速下降, 8 d 时降为最低值,

泗棉 3 号降为 1. 77 Uõm g- 1õm in - 1, 中棉 12 为 2. 77 Uõm g - 1õm in - 1, BD 18 的 POD 活性仅为

0. 89 Uõm g- 1õm in - 1。在诱导后期, 12～ 20 d 之间, POD 活性的变化又呈上升趋势, 泗棉 3 号升

高至 18. 43 Uõm g- 1õm in - 1, 中棉 12 升至 16. 13 Uõm g- 1õm in - 1, BD 18 升至 13. 82 Uõm g - 1õ

m in - 1。可见, 诱导后期与前期相同, 也是感病品种 POD 活性升高迅速, 抗病品种 POD 活性的

升高较之为缓。

2. 3　棉花愈伤组织中 SOD 活性的变化

从试验结果可以看出 (图 22b) , 在黄萎病菌毒素诱导下棉花愈伤组织中 SOD 活性的变化

主要发生在诱导前期, 感病品种泗棉 3 号愈伤组织在诱导前期 SOD 活性急剧下降, 由原初的
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图 1　棉花愈伤组织在黄萎病菌毒素诱导下的感病程度
A : 中棉 12 (CK) , 未经毒素诱导; 　B: 中棉 12 (CK) , 毒素诱导 5 d;

C: 泗棉 3 号, 毒素诱导 5 d; 　　 　D: BD 18, 毒素诱导 5 d

图 2　黄萎病菌毒素诱导棉花愈伤组织 POD 活性和 SOD 活性的变化

125. 4 降为 8 d 时的 27. 25 Uõm g- 1õm in - 1, 仅为原初活性的 20% ; 中棉 12 SOD 活性由 75. 68

降为 30. 80 Uõm g- 1õm in - 1, 为原初活性的 40% ; 而抗病品种BD 18 SOD 活性的降低较小, 8 d

时的 SOD 活性为原初的 50% , 由 88. 94 降为 43. 61。在诱导后期, 12～ 20 d SOD 活性又有升

高, BD 18、中棉 12 分别上升为 65. 65 和 61. 97 Uõm g- 1õm in - 1, 并保持这一水平至 20 d; 泗棉
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3 号升为 55. 42 Uõm g - 1õm in - 1, 但 20 d 时又降为 47. 71 Uõm g - 1õm in - 1。

2. 4　棉花愈伤组织在黄萎病菌毒素诱导过程中的病原相关蛋白

从图 3SD S2PA GE 结果可看出, 在黄萎病菌毒素诱导下棉花愈伤组织中的可溶性蛋白质

随诱导时间而发生变化, 3 个棉花品种愈伤组织中均在诱导后的 2 d 有多条新蛋白条带出现,

主要是低分子量蛋白如 16～ 25、31～ 33 kD 的蛋白条带, 5～ 8 d 时其表达量达到最高水平。电

泳凝胶扫描结果表明, 中棉 12 在诱导后与对照相比增加了 5 条蛋白带, 分别为 16, 20, 22, 33

和 42 kD; 此外, 18, 25 和 31 kD 的蛋白条带含量明显增加; 其他 2 个品种中也检测到类似的

结果,BD 18 在诱导后出现 16, 20, 22, 33 kD 的蛋白条带; 泗棉 3 号没有检测到 20 kD 的条带,

22 kD 条带也很弱, 但其 16, 18, 33 kD 的蛋白带含量增加较明显。诱导 12 d 后, 3 个棉花品种

愈伤组织中蛋白含量都开始减少。在病菌毒素诱导的同时加入外源水杨酸, 愈伤组织表现出的

病症明显减弱, 同时这些蛋白带的表达量也有改变 (数据另有报道)。结果表明, 这些在毒素诱

导下新增加的蛋白条带与抗黄萎病症的产生和发展有关, 既为病原相关蛋白。从结果推测, 这

些新增加的蛋白质可能与棉花抗黄萎病关系密切。

诱 导 后 天 数 töd

图 3　棉花愈伤组织感染黄萎病菌毒素后总蛋白的 SD S2PA GE

3　讨论

从结果可以看出, 在黄萎病菌毒素诱导下棉花愈伤组织中酶活性的变化呈现 2 个阶段, 在

诱导的前期即 1～ 8 d, 体内物质的变化与抗病菌毒素关系密切, 对诱导棉花愈伤组织的抗黄

萎病起更重要的作用。

在棉花黄萎病菌毒素的诱导下, 不论抗病、感病品种, POD 活性都随感病后症状的发展而

增加, 但感病品种 POD 活性增加快于抗病品种, 这一结果与以前有关棉花抗病性的研究结果

相一致[3 ] , 而与多数植物的抗病性与 POD 活性成正相关的关系相反, 其原因可能主要是棉花

材料本身的性质所决定。棉花体内普遍存在有酚类物质, 而酚类物质的氧化与 POD 有关,

POD 活性的增强可大大增加酚氧化物的含量[15 ]。并且有报道在棉花抗病品种中酚类物质的含

量高于感病品种[16 ] , 因此, 本研究结果中在黄萎病菌毒素的诱导下抗病品种 POD 活性的升高

小于感病品种, 可能就与抗病品种体内酚类物质水平较高有关。其次, 由于本试验所使用的是

愈伤组织细胞, 其缺少细胞壁的次生生长, 因此在愈伤组织细胞中由于 POD 活性的增加而增

强木质素的聚合过程, 对提高棉花的抗黄萎病可能不起主导作用。L agrim in i[17 ]也曾报道, 在烟
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草愈伤组织中富含碱性POD 同工酶, 而未检测到酸性 POD 同工酶, 催化木质素形成的酶主要

是酸性 POD 同工酶。

SOD 具有清除自由基, 保护蛋白质、细胞膜免受活性氧毒害的作用。在棉花黄萎病菌毒素

的诱导下, 棉花愈伤组织中 SOD 活性有明显变化, 表明诱导过程引起棉花愈伤组织防御系统

的保护酶发生改变, 特别是在诱导前期。感病品种 SOD 活性随诱导而迅速下降, 耐、抗病品种

SOD 活性的降低较慢。由于 SOD 活性的下降, 组织中超氧离子浓度和活性相应增高, 高浓度

超氧离子的存在, 引起细胞膜脂过氧化, 膜结构和功能受到破坏, 因此感病品种细胞病症出现

的早且较严重。

病原相关蛋白 (PR 蛋白) 在健康植物中不存在或表现微弱, 而当植物被病菌侵染或诱导

后, 则迅速产生并积累, 并在植物的抗病性中起作用[18 ]。在黄萎病菌毒素的诱导下, 棉花愈伤

组织体内明显积累分子量在 16～ 25, 31～ 33, 42 kD 的 PR 蛋白, 且抗、耐性品种比感病品种蛋

白条带多、含量大。这一结果与L iu 所报道的在棉花幼苗中病原菌诱导的 PR 蛋白的范围相吻

合。因此认为这些新增加的蛋白条带可能就是 PR 蛋白, 它们在棉花抗黄萎病中起重要的作

用。对烟草、玉米和番茄中的 PR 蛋白研究较多[19～ 21 ], PR 家族中有 4 个是属于几丁质酶 (PR 2
3, PR 24, PR 28, PR 211) , 1 个葡聚糖酶 (PR 22) , 1 个蛋白酶抑制剂 (PR 26) 和 1 个特异的过氧化

物酶 (PR 29)。在本试验结果中, 由于黄萎病菌毒素诱导的 PR 蛋白表达的最高峰并不伴随有

POD 活性和 SOD 酶活性的提高, 相反却出现有酶活性的低谷, 由此推测, 这些 PR 蛋白可能

并不具备 POD、SOD 的特性。那么, 这些 PR 蛋白的特性如何以及它们是否具有几丁质酶和

葡聚糖酶的活性? 有关的研究我们正在进行中。
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