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摘　要：为探讨水杨酸ＳＡ对太子参叶斑病的诱抗效果以及有关酶活性的变化与ＳＡ抗病作用的可能联系，在离

体培养条件下，运用水杨酸０．５～１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　６种不同浓度处理太子参组培苗，在１～７ｄ内测定叶片相关酶活

性的变化，诱导培养７ｄ后，用太子参叶斑病孢子悬浮液对组培苗进行抗性鉴定。结果表明，ＳＡ　５ｍｍｏｌ·Ｌ－１诱导

处理后能明显增强太子参叶片内ＰＯＤ、ＰＰＯ酶活性，降低ＣＡＴ酶活性，其中ＰＯＤ活性比对照增加１７０％，

ＰＰＯ活性比对照增加２９３％，ＣＡＴ活性比对照降低４３．３％。６种浓度均能不同程度地诱导太子参对叶斑病产生

抗性，以５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸的诱抗效果最好，达到５９．６％，诱抗效果极显著高于其他处理浓度。
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　　福建省闽东地区是太子参的主产区，近几年种
植面积逐渐扩大，但由于近年来太子参叶斑病

Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ　ｃｏｍｍｏｎｓｉｉ 有不同程度的发生和流
行［１］，发病率高达３０％～５５％，造成太子参叶片
焦枯死亡，减产１５％～２８％，严重影响了太子参
的产量和质量［２］，直接损害农民的收益。目前防治
太子参叶斑病主要依靠农业防治和化学药剂防治，
易造成产品和环境污染，因此，迫切需要寻找一个
新的途径减少化学农药使用，从根本上对太子参生
长过程中叶斑病等病害进行防治。植物诱导抗病性
是国际上近期兴起的重要的农业研究领域，利用激

发子诱导抗病性来提高农作物自身的抗病，被认为
是植物病害保护的新途径和新技术［３］。化学诱导因
子的诱导抗性已在多种植物 （如水稻、番茄、黄
瓜、烟草等）上得到证实，有些已在生产上推广和
应用［４］，很多研究表明水杨酸 （ＳＡ）等诱抗剂能
够诱导多种作物提高抗病性［５］，但目前国内尚未见
太子参诱导抗性方面的相关报道。本试验以太子参
组培苗为材料，旨在研究水杨酸诱导因子对太子参
叶斑病的诱抗效果以及有关酶活性的变化与ＳＡ抗
病作用的可能联系，为揭示ＳＡ的诱导抗病机制提
供线索，并从中筛选出水杨酸诱抗的最佳浓度，为
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太子参叶斑病的综合防治提依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试药剂为水杨酸 （ＳＡ）（成都格雷西亚化学

技术有限公司）；供试太子参品种为 “柘参１号”
茎尖外植体诱导产生的脱毒组培苗；供试菌种为本
试验组取叶斑病症状的叶片经分离、提纯，鉴定为
叶点霉 （Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａｓｐ．）。

１．２　太子参脱毒再生苗的培育
利用太子参０．２～０．５ｍｍ大小的生长点离体

培养获得再生植株，通过正交试验确定了茎尖诱导
成芽初代培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ　２ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ
０．２ｍｇ·Ｌ－１＋ＧＡ３０．１～０．２ｍｇ·Ｌ－１＋蔗糖３０

ｇ·Ｌ－１；适于愈伤组织不定芽增殖的继代培养基
为 ＭＳ＋６－ＢＡ　１．５ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．０１ｍｇ·Ｌ－１

＋白糖３０ｇ·Ｌ－１；再生植株的快速繁殖可通过愈
伤组织不断分化不定芽和单茎节切段繁殖２种途径
进行；单茎节切段快繁培养基为 ＭＳ＋蔗糖３０
ｇ·Ｌ－１，以上培养基均加０．８％琼脂，ｐＨ 值６．５，
培养条件为Ｌ∶Ｄ＝１２ｈ∶１２ｈ，光照强度为４　０００Ｌｘ。

１．３　太子参叶斑病病原菌的分离鉴定

１．３．１　叶斑病叶切片观察　从田间取回叶斑病叶，
徒手切片压片镜检，用目镜测微尺和镜台测微尺测
量孢子大小，选大小不同的孢子各测３０个。

１．３．２　叶斑病原菌的分离　取叶斑病叶病健交界
处组织在７０％的酒精中浸泡１０ｓ，经０．１％的升汞
液灭菌４ｍｉｎ，无菌水冲洗６次后置于ＰＤＡ培养
基上２３℃暗培养１０ｄ，待长出菌丝后转接培养，
菌丝体产孢后，用单孢分离法提纯培养，显微镜下
观察孢子形态。

１．３．３　叶斑病病原菌致病性的鉴定　 （１）孢子悬
浮液的配置：取ＰＤＡ斜面培养的病菌，用无菌水
洗下分生孢子稀释配制成４×１０５个·ｍＬ－１的菌
液，孢子含量用血球计数板计测。（２）病原菌回接
试验：以盆栽太子参苗为材料，用注射器轻微扎破
太子参苗叶片，滴上叶点霉孢子悬浮液，以清水为
对照，罩上薄膜，２３～２４℃下保湿培养。

１．４　诱导抗性试验设计

１．４．１　诱导剂的配制　用ＮａＯＨ将１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的水杨酸母液调至ｐＨ值６．５，分别稀释至浓度为

１５、８、５、２．５、１、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１溶液；诱抗剂
均用０．４５μｍ的微孔膜加压过滤，得到无菌滤液
供试。

１．４．２　诱导处理　在太子参组培苗长出２～３叶时

将其浸入稀释的供试诱抗剂１０ｓ，取出后转接至

ＭＳ＋蔗糖３％培养基中，每个处理１０瓶，每瓶１０
株，重复３次，以无菌水处理作对照。诱导后的

１～７ｄ内取处理叶片进行酶活性的测定。

１．５　水杨酸处理后酶活性的测定
用分光光度计比色法测定酶活性大小，酶活性

（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）＝ΔＯＤ值×稀释倍数／ （鲜样
重×反应时间）。（１）过氧化物酶 （ＰＯＤ）的提取
及活性测定采用文献 ［６］的方法：称取０．２ｇ太
子参叶片，加入０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的ｐＨ 值６．０的磷
酸缓冲液及少量的石英砂于研钵中，冰浴研磨成匀
浆后定容至３ｍＬ，于１０　０００ｒ· ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
上清液即为酶粗提液，反应液为：依次加入２．９
ｍＬ　０．０５ ｍｏｌ·Ｌ－１ 磷酸缓冲液，１．０ ｍＬ　２％
Ｈ２Ｏ２，１．０ｍＬ　０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１愈创木酚和０．１ｍＬ
酶液，反应体系加入酶液后，立即于３４℃水浴中
保温３ｍｉｎ，４７０ｎｍ 波长下比色，测定２ｍｉｎ内

ＯＤ变化值。（２）多酚氧化酶 （ＰＰＯ）液活性的测
定：酶液提取方法同上，活性测定方法依据李合生
等［７］的方法，反应液为１ｍＬ　２５ｍｏｌ·Ｌ－１的ｐＨ值

６．８的磷酸缓冲液 （内含０．５ｍＬ　１０ｍｏｌ·Ｌ－１邻苯
二酚）和０．０５ｍＬ酶液，３７℃条件下于３９８ｎｍ波
长检测２ｍｉｎ内 ＯＤ变化值。 （３）过氧化氢酶
（ＣＡＴ）活性的测定：参照Ｋｒａｕｓ和Ｆｌｅｔｃｈｅｒ的方
法测定［８］，取叶片０．５ｇ，按１∶１０ （ｗ／ｖ）加入预
冷的５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液 （ｐＨ值７．０），冰
浴研磨，以１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１ （４℃）离心２０ｍｉｎ，
收集上清液，反应液为１ｍＬ磷酸缓冲液 （ｐＨ 值

７．８）（内含０．３ｍＬ　１６．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２），加
入０．０５ｍＬ酶液启动反应，并记录１ｍｉｎ内２４０
ｎｍ下的吸光值变化ΔＯＤ值。

１．６　诱导处理后的病害检测
将各处理的盆栽太子参苗叶片剪下，经表面消

毒后正面朝上置于灭菌的内置湿滤纸培养皿上，针
刺法接种，用灭菌的针刺伤叶片，在每叶片中央接
种孢子悬浮液２０μＬ，在２５～２８℃下，Ｌ∶Ｄ＝
１２ｈ∶１２ｈ的条件下培养，每处理重复３次，以未
经水杨酸处理的叶片作对照。接种后当对照病斑率
达５０％以上，按病斑占全叶面积的百分率记载，
计算病情指数及诱抗效果，并按如下标准分级：０
级病斑０％，１级１％～１０％，２级１０％～５０％，３
级５０％以上。病情指数＝Σ （病级叶片数×代表级
数）／ （叶片总数×最高级值）×１００，诱抗效果以
病情指数下降百分率表示，诱抗效果＝ （对照病指

－处理病指）／对照病指×１００％［９］。
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１．７　数据处理
利用ＤＰＳ７．０５统计软件，进行单因素方差分

析 （ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）和ＬＳＤ 显著性水平检验，
利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌ　２００３制图。

２　结果与分析

２．１　太子参病原菌分离鉴定结果
对自然发病的太子参病叶切片观察发现：分生

孢子器埋生，直径为６９～１４０μｍ，深褐色，器壁
厚度多变，外层厚壁为暗褐色，内层为浅褐色，孔

口圆形。分生孢子椭圆形、卵形，顶端钝圆，无
色，单胞，光滑，无或有１～２个油球，大小为
（２．１～６．７）μｍ× （４．７～１６．４）μｍ （宽×长）。
与文献描述的叶点霉Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ 形态一致 （图

１）。回接试验结果表明：４ｄ后病原菌悬浮液回接
的叶片开始产生水浸状病斑，７ｄ后病斑扩大，枯
死，并产生轮纹状黑色小点，经镜检为叶点霉孢子
器，症状与自然发病症状一致，清水对照不发病
（图２）。

图１　太子参叶斑病叶切片显微照片

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｅａｓｅｄ　ｌｅａｆ　ｓｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ　ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ　ｕｎｄｅｒ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图２　回接植株症状及病原菌形态

Ｆｉｇ．２　Ｓｙｍｐｔｏｍｓ　ｏｎ　ｐｌａｎｔ　ａｎｄ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｐａｔｈｏｇｅｎ　ａｆｔｅｒ　ｇｒａｆｔｉｎｇ

２．２　诱抗效果的测定结果
水杨酸６种处理浓度均能诱导太子参植株对叶

斑病产生抗性 （表１），病情指数都比对照处理明
显降低，诱抗效果显著，较低浓度的处理比高浓度

的处理诱导抗病效果好，其中５ｍｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸
的诱抗效果最好，均值达到５９．６％，与其他各处
理相比达到极显著差异。

表１　水杨酸６种处理浓度对太子参叶斑病的诱抗效果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔａｉｚｉｓｈｅｎ′ｓ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｔｏ　ｌｅａｆ　ｓｐｏｔ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　６　ＳＡ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

诱导剂
浓度

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

病情指数 诱抗效果（％）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 均值 Ⅰ Ⅱ Ⅲ 均值

水杨酸 ０．５　 ６０．２　 ５５．５　 ５２．４　 ５６．１ｃｄＣ　 ３６．８　 ３７．４　 ３８．６　 ３７．６ｃｄＣＤ

１　 ５６．３　 ５０．５　 ４９．２　 ５２．０ｃｄＣ　 ４０．９　 ４３．０　 ４２．４　 ４２．１ｂｃＢＣ

２．５　 ５３．１　 ４１．２　 ４８．３　 ４７．５ｄＣＤ　 ４４．３　 ５３．５　 ４３．４　 ４７．１ｂＢ

５　 ４３．３　 ３３．４　 ３２．５　 ３６．４ｅＤ　 ５４．５　 ６２．３　 ６１．９　 ５９．６ａＡ

８　 ６５．２　 ５８．２　 ５３．３　 ５８．９ｃＢＣ　 ３１．６　 ３４．３　 ３７．７　 ３４．５ｄＤ

１５　 ７３．７　 ７０．１　 ６７．８　 ７０．５ｂＢ　 ２２．７　 ２０．９　 ２０．６　 ２１．４ｅＥ

对照（ＣＫ） ０　 ９５．３　 ８８．６　 ８５．４　 ８９．８ａＡ　 ０．０　 ０．０　 ０．０　 ０ｆＦ

注：同列数据后不同大小写字母分别代表不同处理间０．０１和０．０５差异显著。
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２．３　ＳＡ处理后ＰＰＯ、ＰＯＤ和ＣＡＴ的活性变化
以水杨酸ＳＡ最适浓度５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ （表１）

对太子参组培苗诱导１～７ｄ内，叶片几种防御酶
活性的动态变化趋势随时间变化的规律略有不同

（表２），其中ＰＯＤ、ＰＰＯ活性增加比对照组均有
显著提高，ＣＡＴ活性呈下降趋势。

２．３．１　对ＰＯＤ活性的影响　经５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＳＡ
处理后，太子参叶片ＰＯＤ的活性在处理后呈上升
趋势，３ｄ后达到高峰值，而后呈下降趋势 （表２、
图１－Ａ），但比对照处理均有明显提高，７ｄ内比对
照增加１７０％。

２．３．２　对ＰＰＯ活性的影响　ＰＰＯ活性变化规律
与ＰＯＤ变化相似 （表２、图３－Ｂ），在诱导处理后，

ＰＰＯ活性变化呈上升趋势，３ｄ后达到高峰值，而
后也呈下降趋势，但比对照处理提高２９３％，达到
极显著差异。

２．３．３　对ＣＡＴ活性的影响　ＣＡＴ酶活性变化与

ＰＯＤ和ＰＰＯ酶活性的变化有所不同 （表２、图３－
Ｃ），ＳＡ处理后１～３ｄ，太子参叶片ＣＡＴ活性持
续下降，最大降幅为７１．６％，达到极显著差异，
第４ｄ后ＣＡＴ活性有所回升，但未升到对照水平，

１～７ｄ内ＣＡＴ活性平均降低４３．３％。

表２　ＳＡ处理对ＰＰＯ、ＰＯＤ和ＣＡ活性的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

相关酶
酶活性（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ 均值

ＰＯＤ　 ４．２２　８．３６　１０．２３　７．５５　７．１３　７．１４　３．８７　 ６．９３

ＣＫ１ ２．１２　２．０６　２．５３　２．７５　２．９２　２．８３　２．７２　 ２．５６

ＰＰＯ　 ０．３１　０．４２　０．９１　０．８０　０．７３　０．５２　０．４４　 ０．５９

ＣＫ２ ０．１　 ０．１３　０．１３　０．１６　０．１５　０．１７　０．１８　 ０．１５

ＣＡＴ　 １５０　 １３０　 ５０　 ６２　 ８０　 １１０　 １２３　 １０１

ＣＫ３ １８３　 １７１　 １７６　 １７２　 １８０　 １８９　 １７８　 １７８

３　讨　论

植物受到病原菌侵染或被诱导处理后，与抗病
反应密切相关的防御酶活性变化是诱导抗性产生的

重要机制之一［１０］，植物对病原物侵入的生理生化
反应是以酶的催化活动来实现的，植物防御酶可催
化一些诱导型抗病物质如木质素、植保素等的合
成，间接影响植物的抗病反应。许多研究证明，

ＰＰＯ、ＰＯＤ等均属于与植物抗病有关的防御酶，也
是植保素、酚类物质合成的重要酶，这些酶活性的增

图３　水杨酸处理后太子参叶片 ＰＯＤ （Ａ）、ＰＰＯ
（Ｂ）、ＣＡＴ （Ｃ）活性的变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ　ｏｘｉｄａｓｅ　ａｎｄ

ｃａｔａｌａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｌｅａｖｅｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　ｓａｌｉｃｙｌｉｃ

ａｃｉｄ

加对植物抗病非常有利，有利于限制病原菌侵入和
扩展［１１］。本试验研究发现，与清水对照相比，水杨
酸０．５～１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度范围内均能不同程度地
诱导太子参对叶斑病产生抗性，以５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１水
杨酸的诱抗效果最好，达５９．６％，极显著高于其
他处理浓度；５ｍｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸诱导处理后能显
著地增强太子参再生苗体内防御酶ＰＯＤ、ＰＰＯ的
活性，其中ＰＯＤ活性比对照增加１７０％，ＰＰＯ活
性比对照增加２９３％，说明太子参苗经诱导剂处理
后对叶斑病的抗性与ＰＰＯ、ＰＯＤ活性增强有关。
水杨酸 （ＳＡ）是植物界广泛存在的一种酚类

化合物，是植物抗性反应的重要信号分子，能激活
与植物抗病反应相关的防御保护系统，涉及并参与
植物的过敏性反应和系统获得抗性 （ＳＡＲ）反应，
在植物的ＳＡＲ信号传导和抗性反应中起着关键作
用［１２］。很多研究表明ＳＡ的信号传导机制与ＳＡ结
合蛋白 （ＳＡＢＰ）有关，通过抑制过氧化氢酶
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（ＣＡＴ）活性而使植物体细胞内积累高水平的

Ｈ２Ｏ２进而激活抗病反应途径中抗病基因的表
达［１３］，Ｈ２Ｏ２是植物病理反应的信号物质也能直接
对病菌产生伤害，因而ＳＡ诱导植物抗病性被认为
是通过专一地抑制 ＣＡＴ活性从而增加植物体内

Ｈ２Ｏ２ 的含量，最终导致与ＳＡＲ有关的防卫基因表
达和植物抗病性的诱导［１４］。本试验研究发现，与
清水对照相比，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸诱导处理后能
极显著地降低太子参再生苗叶片ＣＡＴ活性，其中
第３ｄ最大降幅达７１．６％，１～７ｄ内ＣＡＴ活性平
均降幅低４３．３％，这也说明太子参对叶斑病的抗
性与ＣＡＴ活性降低有关。
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