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摘要：以棉花耐黄萎病品种中棉４１和感黄萎病品种冀棉１１为材料，通过测定黄萎菌诱导前后活

性氧积累及保护酶系活性的变化，研究其与棉花抗性的关系。结果表明：在接种黄萎菌后３６ｈ，２
个品种的棉花叶片Ｏ－

２ 产生速率均达到高峰，而中棉４１Ｏ－
２ 产生速率明显高于冀棉１１；同时，叶片

内丙二醛（ＭＤＡ）的含量也均达到一个高峰，中棉４１中 ＭＤＡ含量高于冀棉１１；在接种后２４ｈ和

３６ｈ，冀棉１１和中棉４１棉花叶片中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性分别达到一个高峰，且冀棉１１变

化幅度大于中棉４１；对于过氧化物酶（ＰＯＤ）的活性，在接种后２４ｈ，２个品种均达到一个高峰，但

是耐病品种中ＰＯＤ活性增加幅度不及感病品种。在棉花与黄萎病菌互作的过程中，活性氧和保护

酶系参与不同的抗性反应途径。
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　　高等植物在生长发育过程中经常要遇到逆境胁

迫，其中病原微生物（真菌、细菌和病毒）是高等植物

正常生存与发展的主要威胁之一。植物在被不同病

原物侵袭的过程中，逐渐形成了复杂的防御机制来

保护自己。受病原菌侵染的植物体内所产生的保护

酶 系，如 超 氧 化 物 歧 化 酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）等，及 活 性 氧

累积与植物抗病性密切相关［１－２］。丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉ－
ａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）是 植 物 器 官 衰 老 或 在 逆 境 条 件 下

受伤害时，其组织或器官膜脂质发生过氧化反应而

产生的，它 的 含 量 与 植 物 衰 老 及 逆 境 伤 害 有 密 切

关系［３］。
棉花黄萎病是棉花生产上的主要病害之一［４－５］，

研究黄萎菌 引 起 棉 花 不 同 抗 性 品 种 体 内 的 物 质 变

化，是揭示棉花抗性机制的基础。为此，以棉花黄萎

菌处理不同棉花品种，对活性氧的积累、ＳＯＤ、ＰＯＤ
活性、ＭＤＡ含量随病程发展的动态变化进行研究，
以探索活性氧及保护酶系生理指标在不同时期与品

种抗黄萎病之间的关系，解析棉花抗病机制，以期为

棉花抗性育种提供参考。

１　材料和方法

１．１　黄萎菌和棉花品种

供试棉花黄萎菌菌株为中国农业科学院棉花研

究所从安阳地区分离的致病力较强的菌株ＡＹ１，供

试棉花品 种 为 耐 病 品 种 中 棉４１和 感 病 品 种 冀 棉

１１。在棉花幼苗３片真叶时灌根注射黄萎菌，分别

在黄萎 菌 侵 染０、１２、２４、３６、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、

１２０ｈ取 样，测 定 各 指 标 的 变 化，以 注 射 清 水 为

对照。

１．２　保护酶液的提取

称取叶片１．０ｇ，加入少许石英砂和ＰＶＰ至预

冷的研钵中，加５ｍＬ预冷的磷酸缓冲液（５０ｍｍｏｌ／

Ｌ，ｐＨ值７．８）于冰上匀浆，装入５０ｍＬ离心 管 中，
用缓冲 液 冲 洗 研 钵２～３次，取 匀 浆 液 于４ ℃下

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液定容至２０ｍＬ即

为酶提取液［６］。

１．３　不同保护酶活性的测定

１．３．１　ＳＯＤ活性测定　参照沈文飚等［７］的方法进

行。试验设置２个对照：对照酶液在３７℃煮１０ｍｉｎ
使ＳＯＤ酶失活，一个对照置于同测定样液的光照条

件下，另一个置于暗处用来调零，测Ａ５６０。１个酶活

性单位（Ｕ）等于每单位时间内抑制光化还原５０％的

氮蓝四唑，换算成Ｕ／ｍｇ。试验重复３次。

１．３．２　ＰＯＤ活 性 测 定　ＰＯＤ活 性 的 测 定 采 用 愈

创木 酚 法，具 体 参 照 Ｈａｍｍｅｒｓｃｈｍｉｄｔ等［８］的 方 法

进行，以３ｍｉｎ内平均每分钟 Ａ４７０变 化 值 表 示 酶 活

性大小，换算成Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）。试验重复３次。

１．４　Ｏ－
２ 产生速率的测定

采用羟胺氧化法，具体参照王爱国等［９］、王晨芳

等［６］加以改进的方法进行，测 Ａ５３０，用 ＮＯ－
２ 做 标 准

曲线。试验重复３次。

１．５　ＭＤＡ含量的测定

参照王晨芳等［６］的方 法，稍 加 改 进。称 取 叶 片

０．５ｇ，加入２ｍＬ预冷的５％三氯乙酸，冰浴匀浆提

取，再次加入溶液冲洗２～３次，将匀浆液于４℃下

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ，取 上 清 定 容 至２０ｍＬ。
吸取上清液２ｍＬ，加 入２ｍＬ　０．５％硫 代 巴 比 妥 酸

溶液，沸水 浴１０ｍｉｎ，冷 却 后６　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１５
ｍｉｎ，分别测上清液Ａ５３２、Ａ４５０和Ａ６００值。ＭＤＡ计算

公式：ＭＤＡ（μｍｏｌ／ｇ）＝〔６．４５２×（Ａ５３２－Ａ６００）－
０．５５９×Ａ４５０〕×ＶＴ／（Ｗ×Ｖ１），其中ＶＴ 为提取液总

体积，Ｖ１ 为测 定 用 提 取 液 体 积，Ｗ 为 样 品 鲜 质 量。
试验重复３次。

２　结果与分析

２．１　黄萎菌诱导棉花叶片Ｏ－
２ 产生速率的变化

由图１可见，接种黄萎菌后３６ｈ，中棉４１和冀

棉１１两个品 种 的 棉 花 叶 片 Ｏ－
２ 产 生 速 率 均 达 到 一

个高峰，而中棉４１Ｏ－
２ 产生速率明显高于感病品种

冀棉１１，未接菌的２个 品 种 Ｏ－
２ 产 生 速 率 接 近。之

后，接种黄萎 菌 的２个 棉 花 品 种 叶 片 Ｏ－
２ 产 生 速 率

逐渐下降，直至与对照接近。

图１　黄萎菌诱导棉花叶片Ｏ－
２ 产生速率的变化

２．２　棉花与黄萎菌不同组合中保护酶系的变化

２．２．１　ＳＯＤ活性的变化　由图２可 知，感 病 品 种

冀棉１１接菌后２４ｈ，棉花叶片ＳＯＤ活性达到一个

高峰，明显高于 对 照，并 且 高 峰 比 耐 病 品 种 中 棉４１
出现的时间早；之后ＳＯＤ活性有所下降，但与对照

相比略高。而耐病品种中棉４１，ＳＯＤ活性在接菌后
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３６ｈ达到高峰，并且明显高于对照，４８ｈ之 后 活 性

虽然逐渐上升，但与对照无明显区别。

图２　黄萎菌诱导棉花叶片ＳＯＤ活性的变化

２．２．２　ＰＯＤ活性的变化　从图３可看出，接种黄

萎菌后，２个棉花品种的ＰＯＤ活性均迅速上升并高

于对照，冀棉１１和中棉４１分别接种２４ｈ和３６ｈ后

活性下降至与对照相似，但是耐病品种中ＰＯＤ活性

增加幅度不及感病品种。

图３　黄萎菌诱导棉花叶片ＰＯＤ活性变化

２．３　ＭＤＡ含量的变化

ＭＤＡ是最常 用 的 膜 脂 过 氧 化 指 标，对 细 胞 膜

有毒害作用。图４表明，接种黄萎菌后，２个棉花品

种均在接种后２４～３６ｈ，丙二醛的含量迅速上升并

高于对照，之后含量下降至与对照相似，但是耐病品

种中 ＭＤＡ含量都高于感病品种。耐病品种在接菌

图４　黄萎菌诱导棉花叶片 ＭＤＡ含量的变化

４８ｈ后，ＭＤＡ的 含 量 有 上 升 趋 势。感 病 品 种 在 接

菌后３６ｈ，丙 二 醛 的 含 量 有 一 个 高 峰 值，但 增 长 幅

度明显低于耐病品种，其他时间与对照接近。

３　讨论

许多研究证明，植物体内活性氧的产生和积累

与病原物诱 导 有 密 切 的 关 系［１０］。而 植 物 体 内 各 种

保护酶系的代谢与活性氧的变化有着密切关系，植

物对病原物的抗性不同，酶系的代谢表现出很大的

差异［１１－１４］。本研究发现，棉花与黄萎菌互作体系中，

耐病品种 的 Ｏ－
２ 产 生 速 率 整 体 上 明 显 高 于 感 病 品

种，接菌后３６ｈ，中棉４１和冀棉１１两个品种的棉花

叶片Ｏ－
２ 产生 速 率 均 达 到 一 个 高 峰，可 能 因 为 该 时

间点正好是病原菌与寄主植物的细胞壁接触，使得

病原物释放的激发子与寄主受体相互识别，进而使

耐病品种产生自身防御反应［６］。

有研究报道，ＳＯＤ活性与棉花品种抗黄萎病之

间有相关性［１５－１６］。本研究结果显示，在受黄萎菌 诱

导后，中棉４１的ＳＯＤ活性在接种后３６ｈ有一个小

高峰，而感病品 种 在 接 种 后２４ｈＳＯＤ活 性 达 到 高

峰，并且明显高于耐病品种。这与Ｃｈｅｎ等［１３－１４，１７］研

究的结果相似。说明耐病品种清除活性氧的能力不

及感病品种，从而表现为Ｏ－
２ 含量较多，寄主耐病。

病原菌侵染植物时，引起植物体内活性氧的大

量积累，植物体内膜系统中的不饱和脂肪酸受到活

性氧（主要是Ｏ－
２）的直接攻击，导致膜脂过氧化作用

的发生［６］。ＭＤＡ的含量可以衡量脂类过氧化作用

的强弱程度。试验中发现，棉花２个品种均在接菌

２４ｈ后，ＭＤＡ含量明显升高，耐病品种升高幅度高

于感病品种。Ｇｅ等［１８－１９］在水 稻 与 稻 瘟 病 菌 互 作 研

究中得到相似 结 果，即 互 作 过 程 中 ＭＤＡ含 量 与 品

种抗性呈正相关。

对ＰＯＤ研究结果显示，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［２０］。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［２１］。因此，本研 究 结 果 与 前 人 报 道 一 致，在 黄 萎

病菌毒素的诱导下抗病品种ＰＯＤ活性的变化幅度

小于感病品种，可能与抗病品种体内酚类物质水平

较高有关。ＰＯＤ保 护 酶 在 棉 花 抗 病 机 制 中 不 同 于

ＳＯＤ酶的保护机制。

综上所述，棉花受黄萎菌侵染时，活性氧及保护

酶系活性、ＭＤＡ含量都有一定程度的变化，并且变

化在抗（耐）／感病品种间表现出一定的差异。
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