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摘 要:以抗病和感病泡核桃无性系为实验材料,人工接种褐斑病病原菌后测定不同时期叶片中保护酶活性、总

酚、类黄酮、叶绿素含量等相关生理生化指标,探讨不同抗性泡核桃响应褐斑病病原菌侵染的生理生化差异。结果

表明:(1)接种病原菌后,感病无性系64叶片带菌率随着侵染时间的增加而升高,且显著高于抗病无性系199(P<
0.05)。(2)抗病无性系199和感病无性系64叶片的SOD、POD、CAT、APX和PPO活性随着侵染时间均呈现先

升高后降低的变化趋势,其中SOD、POD和APX活性均在16
 

d时达到最大值;与较感病无性系相比,接种后抗病

无性系的POD和APX活性较强;在接种前期(1~16
 

d),感病无性系PPO活性高于抗病无性系,后期(16~34
 

d)

CAT活性也较抗病无性系高。(3)抗病无性系叶片叶绿素含量始终高于感病无性系;抗病无性系 MDA含量在接

种后无明显变化,而感病无性系先增加后降低,其细胞膜脂过氧化较重。(4)两个无性系叶片可溶性蛋白和可溶性

糖含量变化较平缓,且差异不显著,在接种后期(34
 

d)有升高的趋势;接种5
 

d以后,感病无性系叶片类黄酮和总酚

含量始终显著高于抗病无性系。研究发现,泡核桃抗病无性系叶片带菌率较低,较难受到侵染,并且通过提高POD
和APX活性以及积累较多叶绿素、可溶性蛋白和可溶性糖来应对病原菌侵染引起的氧化胁迫,抑制病原菌的繁

殖,从而提高其抗病能力。
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Abstract:
 

To
 

explore
 

the
 

differences
 

in
 

physiological
 

and
 

biochemical
 

changes
 

of
 

different
 

resistant
 

walnut
 

clones
 

in
 

response
 

to
 

brown
 

spot
 

pathogen
 

infection,
 

we
 

used
 

resistant
 

and
 

susceptible
 

clones
 

as
 

experi-
mental

 

materials.
 

After
 

inoculation
 

with
 

Ophiognomonia
 

leptostyla,
 

the
 

related
 

physiological
 

and
 

bio-
chemical

 

indexes
 

such
 

as
 

protective
 

enzyme
 

activity,
 

total
 

phenol,
 

flavonoids,
 

and
 

chlorophyll
 

content
 

in
 



walnut
 

leaves
 

at
 

different
 

stages
 

were
 

determined.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

after
 

inoculation,
 

the
 

leaf
 

carrier
 

rates
 

of
 

susceptible
 

clone
 

64
 

increased
 

all
 

the
 

time,
 

and
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

disease-
resistant

 

clone
 

199(P<0.05).
 

(2)
 

The
 

activities
 

of
 

SOD,
 

POD,
 

CAT,
 

APX
 

and
 

PPO
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

dis-
ease-resistant

 

clone
 

199
 

and
 

susceptible
 

clone
 

64
 

declined
 

after
 

rising.
 

SOD,
 

POD
 

and
 

APX
 

all
 

reached
 

the
 

maximum
 

on
 

the
 

16th
 

day.
 

Compared
 

with
 

the
 

susceptible
 

clones,
 

the
 

POD
 

and
 

APX
 

activities
 

of
 

the
 

re-
sistant

 

clones
 

were
 

stronger
 

after
 

inoculation,
 

and
 

the
 

PPO
 

activity
 

of
 

the
 

susceptible
 

clones
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

resistant
 

clones
 

in
 

the
 

early
 

stage
 

(1~16
 

d),
 

and
 

the
 

CAT
 

activity
 

in
 

the
 

later
 

stage
 

(16~
34

 

d)
 

was
 

also
 

higher.
 

(3)
 

The
 

leaf
 

chlorophyll
 

content
 

of
 

disease-resistant
 

clone
 

was
 

always
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

susceptible
 

clone;
 

the
 

MDA
 

content
 

of
 

disease-resistant
 

clones
 

had
 

no
 

significant
 

change
 

after
 

inoc-
ulation,

 

while
 

that
 

of
 

susceptible
 

clones
 

increased
 

at
 

first
 

and
 

then
 

decreased,
 

indicating
 

that
 

the
 

cell
 

mem-
brane

 

lipid
 

peroxidation
 

was
 

more
 

serious.
 

(4)
 

The
 

contents
 

of
 

soluble
 

protein
 

and
 

soluble
 

sugar
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

the
 

two
 

clones
 

changed
 

slowly,
 

and
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

significant,
 

and
 

there
 

was
 

an
 

increas-
ing

 

trend
 

in
 

the
 

later
 

stage
 

of
 

inoculation
 

(34
 

days).
 

After
 

5
 

days
 

of
 

inoculation,
 

the
 

contents
 

of
 

flavonoids
 

and
 

total
 

phenols
 

in
 

leaves
 

of
 

susceptible
 

clones
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

disease-resistant
 

clones.
 

It
 

was
 

found
 

that
 

the
 

leaf
 

carrier
 

rate
 

of
 

disease-resistant
 

clones
 

of
 

walnut
 

was
 

low
 

and
 

it
 

was
 

diffi-
cult

 

to
 

be
 

infected.
 

Meanwhile,
 

the
 

ability
 

of
 

disease
 

resistance
 

was
 

improved
 

by
 

increasing
 

the
 

activities
 

of
 

POD
 

and
 

APX
 

and
 

accumulating
 

more
 

chlorophyll,
 

soluble
 

protein
 

and
 

soluble
 

sugar
 

to
 

deal
 

with
 

the
 

oxi-
dative

 

stress
 

caused
 

by
 

pathogen
 

infection
 

and
 

inhibit
 

the
 

reproduction
 

of
 

pathogens.
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sub-
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  核桃 是胡桃科(Juglandaceae)胡桃属(Jug-
lans)所有种的种子的统称,具有很高的营养价值和

保健作用,在中国各地广泛栽植[1-2]。泡核桃(Jug-
lans

 

sigillata)是核桃中的一种,是中国山区重要的

经济林树种,主要种植于西南部及中部地区,该品种

种植单一,管理粗放,病害问题日益严重[3]。褐斑病

是危害核桃的三大病害之一,爆发性较强、遍布范围

极广,而且严重危害核桃的叶片、嫩梢和果实,严重

降低核桃产量和质量[4-5]。此外,使用化学药品对核

桃褐斑病进行防治会使病原菌产生抗药性,也会污

染环境,并且农药残留会增加食品风险。因此,采用

抗病品种无疑是最安全有效的方法,培育和推广抗

病品种是防治褐斑病的最有效、最经济的绿色途径

之一。而明确不同抗性核桃品种对褐斑病的抗性生

理机制,对防治褐斑病的发生、品种利用以及制定有

效的抗病育种策略具有重要意义。研究表明,植物

遭受病原菌侵染后会产生大量活性氧(ROS),抑制

植物叶绿体发育,造成细胞膜脂过氧化,致使细胞死

亡;为减轻ROS对细胞的损害,植物体内会发生复

杂的生理生化反应,产生多种物质,清除体内过多的

ROS,抵抗病原菌的入侵,增强植物的抗性[6-7]。这

些物质包括过氧化物酶(peroxidase,
 

POD)、过氧化

氢酶(catalase,
 

CAT)、超氧化物歧化酶(superoxide
 

dismutase,
 

SOD)、苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine
 

ammonia
 

lyase,
 

PAL)、多酚氧化酶(polyphenol
 

ox-

idase,
 

PPO)等防御酶及非酶类物质(叶绿素、总酚

等),并 且 这 些 物 质 的 变 化 与 植 物 的 抗 病 性 有

关[8-10]。例如,水稻遭受白发病侵染后,抗病品种中

抗氧化酶活性及可溶性糖含量升高且显著高于感病

品种[11];灰霉病侵染苹果时抗病品种中类黄酮和木

质素含量显著高于感病品种[12];抗病马铃薯抵抗疮

痂病侵染过程中POD和PPO活性逐渐升高,这两

种酶活性与马铃薯抗病性呈正相关关系[13];向日葵

感染核盘菌后,抗病品种中可溶性蛋白含量降低,但
仍显著高于感病品种,MDA含量与抗病性呈负相

关[14]。由此可见,植物遭受逆境胁迫后的生理生化

指标变化与植物的抗病性有一定的关系。
据报道,引起核桃褐斑病的病原菌种类复杂多

样,核桃日规壳(Ophiognomonia
 

leptostyla)就是引

起褐斑病的病原菌之一,学者对该病原菌与核桃的

反应机制、感病后核桃酚类物质含量的变化以及该

病原菌的繁殖特性等进行了研究[4,15-16],
 

但主要是

围绕黑核桃(Juglans
 

nigra)和英国核桃(Juglans
 

regia)等展开,缺少与泡核桃相关报道。而缺乏泡

核桃品种抗病性选择相关的策略,极大程度限制了

泡核桃抗病育种的进程。研究寄主植物受病原菌侵

染后的生理生化变化,对揭示植物抗性生理基础有

着重要意义。2020年,本课题组首次从泡核桃病叶

中分离、鉴定得到核桃日规壳病原菌,并验证其是导

致泡核桃褐斑病的主要致病菌[17-18],目前尚缺乏泡
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核桃抵抗该病原菌侵染的生理生化反应的相关研

究。鉴于此,本研究以抗、感褐斑病的泡核桃无性系

为实验材料,考察了褐斑病病原菌侵染对不同抗性

无性系叶片中抗氧化酶活性及叶绿素、总酚等含量

的影响,探讨不同抗病性泡核桃对褐斑病病原菌响

应的差异,以期为揭示泡核桃抗褐斑病的生理机理、
泡核桃抗病机理研究和抗病品种选育及遗传改良提

供理论基础。

1 材料和方法

1.1 供试材料和菌株

供试植物材料为4年生抗病(199)和感病(64)
泡核桃(Juglans

 

sigillata)无性系。供试菌株为本

课题组前期从泡核桃褐斑病病斑分离、鉴定的核桃

日规壳(Ophiognomonia
 

leptostyla)SICAUCC
 

20-
0012菌株[17-18]。

1.2 实验设计与生理指标测定

1.2.1 孢子悬浮液的制备 在超净工作台内,将培

养10
 

d左右的核桃日规壳菌株倒入少量无菌水,用
无菌玻璃棒轻轻刮下孢子,再用孔径为75

 

mm的无

菌尼龙布过滤掉菌丝及其他杂质,使用血球计数板,
将孢子悬浮液的浓度调至107 个/mL,备用。

1.2.2 接种方法 将配置好的分生孢子悬浮液装

入喷壶中,采用针刺喷洒接种法对健康、无缺陷的叶

片进行接种(图1)。接种前叶片用0.6%的次氯酸

钠消毒、灭菌,无菌水冲洗,接种后叶片用塑料袋密

封保湿24
 

h。抗病和感病无性系均接种6株(6个

生物学重复),同时抗病和感病无性系均设置空白对

照(6株,接种无菌水),总共24株。每株东南西北

四个方向各接种10枝,每个枝上除了顶端、末端的

叶片,其他成熟叶片均接种。分别在接种后1、5、9、

16、27和34
 

d采集核桃叶片。每个时间点,每株上

取长势一致的5片叶片混合为1个样品。所有的样

品液氮速冻,-80
 

℃保存备用,用于后续生理生化

指标测定。

1.2.3 叶片带菌率调查计算 将新鲜叶片用无菌

解剖刀切割为1
 

cm×1
 

cm的方块,置于含有1.5
 

g/L三氯乙酸[V(乙醇)∶V(氯仿)=3∶1]的脱色

液中脱色24
 

h,期间更换脱色液2次至脱色液不再

变色,然后将脱色后的叶片转入饱和水合氯醛(2.5
 

g/mL)中透明24
 

h。待组织透明后用水洗净,经稀

苯胺蓝的水溶液(0.01
 

g/mL)染色
 

5
 

min,用甘油做

浮载 剂 于 显 微 镜 OLYMPUS
 

BX51 下 观 察、记
录[19]。统计不同时期单张叶片的病原菌数量(每个

无性系10张叶片),最后计算叶片单位面积病原菌

数量,即单位面积带菌率(个/cm2)。

1.2.4 生理生化指标测定 超氧化物歧化酶

(SOD)活性测定采用氮蓝四唑光还原法;过氧化物

酶(POD)活性测定采用愈创木酚法;抗坏血酸过氧

化物酶(APX)活性测定采用紫外比色法[20]。过氧

化氢酶(CAT)活性测定采用紫外吸收法[21]。苯丙

氨酸解氨酶(PAL)活性测定采用反式肉桂酸升高

速率计算的方法;
 

多酚氧化酶(PPO)活性测定采用

邻苯二酚比色法[22]。
丙二醛(MDA)含量测定采用硫代巴比妥酸法;

可溶性糖含量测定采用蒽酮比色法;可溶性蛋白含

量测定采用考马斯亮蓝法;叶绿素含量测定采用丙

酮法[21]。类黄酮含量测定采用甲醇法[23]。总酚含

量参照总酚提取试剂盒(南京建成生物工程研究所)
说明书进行提取,并采用紫外分光光度计测定吸光

度值,根据公式计算含量。每个生理生化指标重复

测定3次,取其平均值。

1.3 数据处理

采用Excel
 

2010进行数据整理,SPSS
 

26.0软件

进行统计分析,对不同时期下的数据进行单因素方

差分析(One-way
 

ANOVA),并采用最小显著差异法

A为处理组接种;B为空白对照组接种

图1 接种方法示意图

A
 

represents
 

the
 

inoculation
 

of
 

the
 

resistant/susceptible
 

clone
 

treatment
 

group,
 

B
 

represents
 

the
 

blank
 

control
 

group

Fig.1 Graphical
 

explanation
 

of
 

inoculation
 

method
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(LSD)进 行 多 重 比 较 检 验 差 异 显 著 性。采 用

GraphPad
 

Prism
 

8.0软件进行可视化作图。文中

所得数据均以平均值±标准差表示。

2 结果与分析

2.1 接种后两个泡核桃无性系叶片带菌率比较

表1显示,接种褐斑病病原菌后,泡核桃抗病无

性系199叶片带菌率在各时间段内均显著低于感病

无性系64(P<0.05)。同时,在整个侵染时段内,抗
病无性系199叶片带菌率无明显变化,带菌率在

3.45~3.93个/cm2 之间;而感病无性系64在接种

9
 

d后叶片带菌率显著上升,34
 

d时带菌率最高

(10.27个/cm2)。可见,泡核桃感病无性系叶片表

面更有利于病原菌生长和繁殖,叶片带菌率显著

较高。

2.2 接种病原菌对泡核桃无性系叶片防御酶活性

的影响

2.2.1 抗氧化酶活性 在接种病原菌后,泡核桃

抗、感病无性系叶片的超氧化物歧化酶(SOD)、过
氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)及抗坏血酸过

氧化物酶(APX)活性均随着侵染时间的增加表现

出先升高后降低的趋势,且它们的SOD、POD和

APX活性均在16
 

d时达到最高,抗、感病无性系分

别为198.04/237.26、354.45/145.48和0.23/0.17
 

U/g,而CAT活性则分别在接种后16
 

d和27
 

d达

表1 接种后两个泡核桃无性系叶片带菌率变化情况

Table
 

1 Changes
 

in
 

leaf
 

carrier
 

rate
 

of
 

two
 

walnut
 

clones
 

after
 

inoculation

接种时间
Day

 

after
 

inoculation/d

叶片带菌率Leaf
 

carrier
 

rate(Spores/cm2)

感病无性系64
 

Susceptible
 

clone
 

64
抗病无性系199

 

Resistant
 

clone
 

199

1 5.50±0.62Da 3.67±0.57Ab

5 5.46±0.49Da 3.73±0.25Ab

9 5.69±0.57CDa 3.93±0.05Ab

16 6.77±1.27Ca 3.45±0.25Ab

27 8.31±0.37Ba 3.85±0.60Ab

34 10.27±0.26Aa 3.92±0.11Ab

注:相同无性系内不同大写字母表示在不同时间段间差异显著

(P<0.05),而相同时间内不同小写字母表示不同无性系间差异显

著(P<0.05),下同

Note:
 

Different
 

capital
 

letters
 

within
 

same
 

column
 

indicate
 

sig-

nificant
 

differences
 

in
 

different
 

time
 

period
 

(P<
 

0.05),
 

while
 

differ-

ent
 

lowercase
 

letters
 

within
 

same
 

time
 

period
 

indicate
 

the
 

significant
 

difference
 

between
 

different
 

clones,
 

(P<0.05);
 

the
 

same
 

as
 

below

到最大值(图2)。其中,抗病无性系接种和对照处

理叶片的SOD活性始终低于相应的感病无性系,并
且大多时期存在显著差异(P<0.05);与对照相比,
感病无性系叶片SOD活性在接种后1

 

d、5
 

d时显

著降低,而抗病无性系则在接种9、24
 

d时显著增

加,34
 

d时显著降低,它们在其余时间段均无显著

变化。同时,抗病无性系接种和对照处理叶片POD
和APX活性在各时段也均不同程度地高于感病无

性系,并且大多时期存在显著差异(P<0.05);与对

照相比,感病无性系POD活性在接种后1和34
 

d
显著降低,在9~16

 

d显著升高,其APX活性在接

种5~16
 

d均显著升高,其余时段无显著变化;抗病

无性系POD活性在接种后9
 

d比对照显著降低,在

16~34
 

d均显著升高,其APX活性在接种5~9
 

d
均显著升高,在接种34

 

d显著降低,其余时段无显

著变化。另外,接种病原菌后,感病无性系CAT活

性在接种5
 

d显著低于相应抗病无性系,在接种9~
34

 

d均显著高于抗病无性系;与对照相比,感病无

性系CAT活性在接种1~5
 

d时显著降低,在接种

16~34
 

d显著升高,而抗病无性系CAT活性在接

种5和34
 

d显著降低,在接种9和27
 

d显著升高。
可见,接种褐斑病菌均会使两个无性系叶片内抗氧

化酶活性发生不同方向、不同程度的变化。

2.2.2 PPO和PAL活性 图2显示,两个无性系

对照组叶片中的PAL活性在整个接种期间没有发

生明显变化,抗病无性系叶片PAL活性只有在接种

5
 

d时才显著高于感病无性系(P<0.05),其余时间

无差别;两无性系各时期接种组与对照组之间也均

无显著差异。抗、感无性系接种后PPO活性均呈现

先上升后下降的趋势,且感病无性系PPO活性达到

峰值的时间较早。其中,在接种初期(1~9
 

d),感病

无性系
 

PPO活性逐渐增加,并在接种9
 

d时达到最

大值后急速下降,并且感病无性系PPO活性在接种

5和9
 

d时显著高于对照组,其余时间段无显著变

化;而抗病无性系PPO活性在接种前期(1~16
 

d)
无明显变化,并于27

 

d时急剧上升达到最大值

(85.8
 

U·mg-1·min-1),且显著高于感病无性

系。可见,两个泡核桃无性系均能通过增强PPO活

性对病原菌进行响应,而其PAL活性无显著变化。

2.3 接种病原菌对泡核桃无性系叶片丙二醛

(MDA)含量的影响

  如图3所示,在接种核桃褐斑病病原菌后,泡核

桃抗病无性系叶片 MDA含量变化比较平缓,且仅

在接种5
 

d时显著低于对照,其余时期与对照组均无
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T199、CK199 、T64、CK64 分别表示抗病无性系199和感病无性系64接种处理和对照;误差棒指的是平均值的标准误;

同期不同小写字母表示处理间在0.05水平存在显著性差异;下同

图2 抗感无性系接种病原菌核桃叶片后防御酶活性变化

T199,
 

CK199,
 

T64 and
 

CK64 stand
 

for
 

the
 

inoculation
 

treatment
 

and
 

control
 

of
 

resistant
 

clone
 

199
 

and
 

susceptible
 

clone
 

64,
 

respectively;
 

Error
 

stick
 

refers
 

to
 

the
 

standard
 

error
 

of
 

average
 

value.
 

The
 

different
 

normal
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

time
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

treatment
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group
 

at
 

0.05
 

level;
 

the
 

same
 

as
 

below

Fig.2 Changes
 

of
 

defense
 

enzyme
 

activities
 

in
 

walnut
 

leaves
 

after
 

inoculation
 

of
 

resistant/susceptible
 

clones
 

with
 

pathogens

显著差异,其在接种34
 

d时达到峰值。感病无性系

叶片
 

MDA含量在接种后先增加后降低,在接种5
 

d
时达到峰值(5.48

 

mmol/g)并显著高于同期对照,
而在34

 

d时显著低于对照。感病无性系叶片
 

MDA
含量在接种后1~9

 

d显著高于抗病无性系,在接种

16~27
 

d无显著差异,在接种34
 

d显著低于抗病无

性系。可见,泡核桃抗病无性系199叶片 MDA含

量在遭受病原菌侵染后不会发生显著变化,感病无

性系叶片 MDA含量则会在接种初期显著增加,并

显著高于抗病无性系,其达到峰值的时间明显早于

抗病无性系。

2.4 接种病原菌对泡核桃无性系叶片叶绿素含量

的影响

  由图4可知,泡核桃抗、感无性系叶绿素含量在

接种褐斑病病原菌后均呈现先增加后降低的趋势,
且抗病无性系在整个侵染时期始终高于感病无性系

且大多差异显著;抗、感病无性系叶绿素含量分别于

接种27
 

d和9
 

d含量达到峰值,分别为3.84和2.74
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图3 抗感无性系接种病原菌后核桃叶片

MDA含量的变化

Fig.3 Changes
 

of
 

MDA
 

content
 

in
 

resistant/susceptible
 

clones
 

after
 

inoculation
 

in
 

walnut
 

leaves
 

with
 

pathogens

图4 抗/感无性系接种病原菌核桃叶片后

叶绿素含量的变化

Fig.4 Changes
 

in
 

chlorophyll
 

content
 

of
 

resistant/sensitive
 

clones
 

after
 

inoculation
 

in
 

walnut
 

leaves
 

with
 

pathogens

图5 抗/感无性系接种病原菌后核桃叶片渗透调节物质含量的变化

Fig.5 Changes
 

of
 

osmotic
 

adjustment
 

substances
 

in
 

resistant/susceptible
 

clones
 

after
 

inoculation
 

in
 

walnut
 

leaves
 

with
 

pathogens

mg/g,即抗病无性系达到峰值的时间较晚、峰值较

高。与对照相比,抗、感无性系叶绿素含量在接种1
~16

 

d均与对照无显著差异,感病无性系在接种27
~34

 

d显著低于对照,抗病无性系在接种27
 

d显著

高于对照,在34
 

d时显著低于对照。可见,病原菌

侵染后期会显著降低泡核桃感病无性系叶绿素含

量,却会诱导抗病无性系叶绿素合成,提高叶绿素含

量,以利于其抵抗病原菌的入侵。

2.5 接种病原菌对泡核桃无性系叶片渗透调节物

质含量的影响

  如图5所示,泡核桃抗、感病无性系叶片可溶性

蛋白含量在接种病原菌后均呈现先降低后增加的趋

势,且两个无性系均在接种34
 

d达到峰值;抗病无

性系叶片可溶性蛋白含量在接种27
 

d时显著高于

同期对照(P<0.05),其余时间无显著变化,而感病

无性系在接种16
 

d时显著低于其对照组,接种27
 

d

时显著高于其对照组,其余时期无差别;抗、感无性

系叶片可溶性蛋白在接种16
 

d时存在显著差异,且
抗病无性系显著高于感病无性系(P<0.05)。同

时,接种病原菌后,抗病无性系叶片可溶性糖含量在

接种1和5
 

d显著低于感病无性系,34
 

d显著高于

感病无性系;与对照组相比,抗病无性系可溶性糖含

量在接种5和27
 

d显著降低,在34
 

d显著升高,而
感病无性系可溶性糖含量在接种1

 

d显著降低,其
余各时期变化并不显著。可见,病原菌侵染后期均

会使泡核桃抗、感病无性系积累少量可溶性蛋白和

可溶性糖,增强植物的抗病性,参与抵抗病原菌的侵

染过程。

2.6 接种病原菌对泡核桃无性系叶片酚类等抑菌

相关物质含量的影响

  图6显示,接种后5~34
 

d,泡核桃抗病无性系

叶片的类黄酮含量均显著低于相应的感病无性系
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图6 抗/感无性系接种病原菌后酚类抑菌物质含量的变化

Fig.6 Changes
 

in
 

the
 

contents
 

of
 

phenolic
 

antibacterial
 

substances
 

after
 

inoculation
 

with
 

pathogens
 

bacteria
 

in
 

resistant/susceptible
 

clones

(P<0.05),且抗、感两个无性系叶片类黄酮含量均

在接种9
 

d时达到峰值,分别为0.64和0.78
 

mg/

g;与对照组相比,抗病无性系类黄酮含量在接种9
 

d时显著升高,在接种16和34
 

d时显著降低,而感

病无性系在接种27
 

d时显著升高,34
 

d时显著降

低,其余时间段无显著变化(图6)。同时,接种后抗

病无性系叶片总酚含量始终显著低于相应的感病无

性系(P<0.05);抗病无性系接种后总酚含量整体

变化不大,在接种9
 

d达到峰值(51.01
 

mg/g),而感

病无性系的总酚含量呈现上升趋势,在接种27
 

d时

达到峰值(87.11
 

mg/g)。与对照组相比,抗病无性

系接种16
 

d时显著降低,而感病无性系接种27和

34
 

d时显著升高。可见,病原菌更容易诱导感病无

性系64产生较多的总酚和类黄酮,抑制病原菌的

繁殖。

3 讨 论

酶的防御反应作用是植物抵抗病原菌侵染的最

基本反应,研究表明超氧化物歧化酶(SOD)、过氧

化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、苯丙氨酸解氨酶

(PAL)等防御酶对植物的抗病性有重要作用[24-26]。
例如,SOD可以将细胞内的O

-·
2 还原为H2O2,POD

和CAT能将H2O2 降解为无毒害的H2O和O2,减
少 H2O2 对细胞的毒害作用[26-27];PAL和PPO可

以通过苯丙烷代谢途径直接或者间接地产生一系列

抑菌物质(单宁、类黄酮、木质素等)阻止病原菌的生

长和繁殖[28-29],这些酶活性的高低是植物诱导抗性

产生的重要标志之一。本研究结果表明,接种核桃

褐斑病病原菌后,随着侵染时间的延长,抗感两个泡

核桃无性系叶片的SOD、POD、CAT、APX和PPO

活性均呈现先升高后降低的趋势,说明病原菌侵染

激活了泡核桃的抗氧化机制,诱导防御酶活性升高;
而当有毒有害物质积累较多,超出防御酶的清除能

力时,
 

防御酶活性下降。其中,泡核桃叶片SOD、

POD和APX活性均在接种褐斑病病原菌16
 

d时

达到最大值,说明泡核桃抗氧化酶系统在病原菌侵

染胁迫16
 

d时有较高清除ROS的能力。同时,泡
核桃抗病无性系199的POD和APX活性均高于感

病无性系64,说明抗病无性系可通过提高自身POD
和 APX 的 活 性 以 清 除 病 原 菌 侵 染 产 生 的 大 量

ROS,减轻ROS对细胞的损伤,这与山核桃对松针

刺盘孢菌侵染的响应趋势一致[30],表明 POD 和

APX活性与泡核桃褐斑病抗性紧密相关。此外,在
接种前期(1~16

 

d),泡核桃感病无性系叶片PPO
活性逐渐增加且较抗病无性系变化明显,这是由于

感病无性系受到病原菌侵害后,病情较抗病无性系

严重,而其POD和 APX活性却相对较低,需要大

量的PPO参与拮抗病原菌进一步繁殖以缓解症状;
而在病原菌侵染后期(9~34

 

d),感病无性系叶片

CAT活性高于抗病无性系,可能是由于其叶片内病

原菌快速繁殖及PPO活性降低,就通过提高CAT
活性来减少植物受损害程度。另外,泡核桃抗病无

性系PAL活性只在接种5
 

d时才显著高于感病无

性系,其余时间并无显著变化,抗病无性系可能仅在

接种5
 

d时激活了体内PAL产生途径来对病原菌

进行响应,且PAL与病原菌的响应机制关系并不明

显,表明 PAL与泡核桃对褐斑病的抗病性关系

不大。
植物受到病原物侵染时,会通过苯丙烷类代谢

途径合成木质素、类黄酮、植保素等抗菌物质,参与
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抵抗生物或微生物胁迫[31]。总酚和类黄酮是苯丙

烷代谢途径产生的能够抑制病原菌生长和繁殖的物

质,其 含 量 的 高 低 与 植 物 的 抗 病 性 也 有 一 定 关

系[12,28,32]。本研究中,接种褐斑病病原菌16
 

d以

后,泡核桃感病无性系64叶片类黄酮和总酚含量高

于抗病无性系199,说明感病无性系在受到褐斑病

侵染后,可能通过增加叶片中总酚和类黄酮含量对

病原菌进行响应,减少自身细胞损伤程度。而PPO
可以通过苯丙烷类代谢途径产生这两种物质,接种

后感病无性系叶片PPO活性也增加,可以将PPO
及其相关代谢物质(类黄酮、总酚)的变化看作是植

株感病后组织内部发生的“生化症状”,这种内部“生
化症状”和外部病症是统一的[33]。所以,可以利用

感病无性系染病后PPO活性升高、类黄酮和总酚含

量变化大,而抗病无性系变化小的特点,作为筛选抗

病品种的指标。另外,接种褐斑病病原菌后,泡核桃

感病无性系64叶片表面病原菌的数量始终增加并

且显著多于抗病无性系199,表明感病无性系更有

利于病原菌生长繁殖和入侵,叶片的防御系统不能

有效抵御病原菌入侵,从而加重叶片损害程度,因此

就需要产生较多的总酚和类黄酮来抑制病原菌的繁

殖,故类黄酮和总酚含量也相对较高。本研究仅对

叶片表面的病原菌数量进行了观察,而抗病和感病

无性系叶片内部是否有病原菌的入侵或繁殖尚不清

楚,可能侵入叶片内部的病原菌对核桃的抗性影响

更大,所以病原菌与核桃互作的机制还有待于进一

步研究探讨。
植物在逆境胁迫下的细胞膜损伤可以根据受影

响组织中丙二醛(MDA)的含量来判断,MDA在植

物抗性方面已有很多研究,与植物抗病性呈负相关

关系,含量越高说明细胞损伤越严重[11,34-35]。本实

验中,泡 核 桃 抗 病 无 性 系 接 种 褐 斑 病 病 原 菌 后

MDA含量并无明显变化,可能是因为其叶片产生

的一些生理活性物质或防御酶及早地发挥作用,具
有较强的清除ROS的能力,引起生物膜损伤的程度

小,增加了其抗性;而感病无性系64在病原菌侵染

后叶片 MDA含量增加,是由于发挥防御作用的酶

活性较低,不能及时清除过量ROS,使细胞膜脂过

氧化严重。
此外,植物的光合作用离不开叶绿素,而叶绿素

含量的高低又与植物抗病性紧密相关,大量研究结

果均 表 明 叶 绿 素 含 量 越 高,植 物 的 抗 病 性 就 越

强[36-37]。本研究发现,接种褐斑病病原菌后,泡核

桃抗病无性系叶片叶绿素含量始终高于感病无性

系,且达到峰值的时间较晚。说明病原菌侵染后,抗
病无性系叶片会积累大量叶绿素,增强自身的光合

作用效率,合成较多有机物质提高自身新陈代谢速

度,增强植物的抗性;而感病无性系的自我调节能力

低于抗病无性系,叶绿素合成途径受阻,叶片损伤严

重,表现出明显的病症,进一步证明叶绿素含量的变

化与植物抗病性有关。另外,可溶性糖和可溶性蛋

白质是植物体内重要的渗透调节物质,在植物的抗

病性方面发挥着重要作用[27,31,38]。本研究发现,泡
核桃接种褐斑病病原菌后可溶性蛋白和可溶性糖含

量变化较平缓,且差异并不明显;在接种后期抗、感
病两个无性系可溶性蛋白和可溶性糖含量逐渐增

加,说明病原菌侵染后期才会影响植物的渗透调节

系统,增加这两种调节物质积累,抵抗病原菌的入

侵,且这两种物质含量的高低与泡核桃的抗病性强

弱无关。
综上所述,褐斑病病原菌侵染会影响抗、感泡核

桃叶片的生长发育、抗氧化系统和渗透调节系统的

功能。接种褐斑病病原菌后,泡核桃感病无性系更

容易受到病原菌侵染,其叶片表面病原菌的数量始

终增加并且显著多于抗病无性系。抗病无性系通过

增加SOD、POD、APX和PPO的活性以及积累较

多叶绿素、可溶性蛋白和可溶性糖进而抵御病原菌

的侵染;感病无性系通过提高CAT和PPO活性来

增加总酚及类黄酮含量,从而减轻自身过氧化程度,
抑制病原菌生长。这些均表明抗、感泡核桃无性系

应答核桃日规壳病原菌胁迫的生理生化反应各不相

同,在今后的研究中还应从遗传、分子角度等深入研

究泡核桃的抗病机理,进一步从基因水平上解析泡

核桃的抗病机制。
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