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茎点枯病菌诱导后芝麻过氧化物酶活性
变化及其基因表达分析
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摘要：采用分光光度计法和实时荧光ＰＣＲ分析茎点枯病菌诱导下芝麻过氧化物酶（ＰＯＤ）的活性
变化和基因表达，以探讨ＰＯＤ在芝麻抗茎点枯病过程中的作用。酶活变化分析表明，在芝麻茎点
枯病菌诱导下抗病品种豫芝１１ＰＯＤ活性比感病品种冀９０１４升高快，感病品种在病原菌诱导３６ｈ
后，ＰＯＤ活性才明显上升且高于抗病品种。定量ＰＣＲ分析结果显示，在芝麻茎点枯病菌诱导后，
抗病品种豫芝１１中ＰＯＤ基因的表达从开始就有上调表达趋势，而感病品种冀９０１４在２４ｈ后才
上调表达，且表达量前者高出后者５倍多。在芝麻茎点枯病菌诱导下，ＰＯＤ活性和基因的表达在
芝麻抗病品种豫芝１１和感病品种冀９０１４中有明显差异，可以推测，酶的活性变化、基因上调表达
时间及表达量上的差异与芝麻的抗病反应有着密切关系。
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河南农业科学 第４１卷　

　　芝麻（Ｓｅｓａｍｕｍ　ｉｎｄｉｃｕｍ），是我国四大重要油料
作物之一，其含油率高达６２％。另外，芝麻的蛋白质
含量也很高，并且富含铁、磷、钙和多种维生素，具有
较高的营养价值［１］。芝麻生育期正处于高温多雨季
节，易发生多种病害，其中茎点枯病是一种常见的病
害，在我国芝麻主产区普遍发生。茎点枯病严重影响
芝麻的品质和产量，所以，加强相关抗病机制的研究
以及对芝麻抗病性的开发利用具有重要意义。芝麻
茎点枯病是由芝麻壳球孢〔Ｍａｃｒｏｐｈｏｍｉｎａ　ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ
（Ｔａｓｓｉ）Ｇｏｉｄ．〕侵染芝麻根系和茎秆，引起整株或部
分茎枯萎的病害［２］。病原菌侵染植物会诱导一系列
相关蛋白的表达，其中过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）
是与植物生物胁迫和非生物胁迫有密切关系的一类

氧化还原酶。ＰＯＤ存在于由单层膜包裹的过氧化物
酶体中，与植物的呼吸作用、光合作用等多种生理代
谢过程都有关系。ＰＯＤ在维持活性氧的动态平衡中
发挥着重要作用，它可以将对细胞具有毒害作用的
Ｏ－·
２ 和Ｈ２Ｏ２ 转化成无害的 Ｈ２Ｏ和Ｏ２，并能够抑制
·ＯＨ的形成，从而有效避免自由基的大量积累，并
使其维持在一个较低的水平，使细胞免受伤害［３］。更
重要的是，ＰＯＤ还能以Ｈ２Ｏ２ 为底物催化芳香胺和酚
类等物质的氧化，加速细胞壁的氧化交联，并诱导木
质素的合成，以限制病原菌的扩散［４］。关于ＰＯＤ与
植物抗病性之间的关系存在２种观点：一种观点认
为，ＰＯＤ及其同工酶与抗病性密切相关，可以将其作
为抗病反应的一种生理生化指标；另一种观点认为，
只有大于２．８ｋＤ的ＰＯＤ才与植物的抗病性有关，而
小于２．８ｋＤ的ＰＯＤ只能反映植株的受损程度［５－６］。
目前尚无关于芝麻与病原菌互作过程中抗病机制研

究的报道，本实验室（河南省农业科学院生物防治研
究室）经过抗性鉴定发现，芝麻品种豫芝１１号和冀
９０１４对茎点枯病原菌分别表现高抗和高感，可以作
为研究芝麻抗病机制的良好材料。本研究测定了这
２个芝麻品种在茎点枯病侵染后ＰＯＤ活性的变化情
况，并以芝麻基因组ＤＮＡ为模板克隆ＰＯＤ基因全
长，利用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ技术分析了芝麻与茎点枯病
菌互作过程中ＰＯＤ的表达模式，旨在了解ＰＯＤ与芝
麻抗茎点枯病反应之间的关系，为阐明芝麻的抗病机
制和抗病性利用提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌丝悬液的制备　芝麻茎点枯病菌０９－５４
菌株由河南省农科院生物防治研究室分离，将该菌
接种于１００ｍＬ的马铃薯葡萄糖培养基中，２８℃下、

２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ后，用组织捣碎机处理培

养物即得到菌丝悬液。

１．１．２　材料处理　将分别表现高抗和高感茎点枯
病的芝麻品种豫芝１１号（Ｙ１１）和冀９０１４（９０１４）种
植于蛭石中，待长至两叶一心期时分别接种芝麻茎
点枯病菌，采集接菌后０、８、１２、１６、１８、２４、３６、４８、

６０、７２ｈ的植株，并以每个相同时间点的未接菌植
株作为同期对照，液氮速冻后保存于－７０℃备用。

１．１．３　试剂和仪器　载体 ｐＭＤ１９－Ｔ、ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ、ｒＴａｑ和定量ＰＣＲ用ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑⅡ
均购于宝生物工程（大连）有限公司，ＤＮＡ凝胶回收
试剂盒购于美国 Ａｘｙｇｅｎ公司，反转录试剂盒购于
上海英骏生物科技有限公司。酶活测定使用日本岛
津ＵＶ－２４５０紫外分光光度计，普通ＰＣＲ在Ｂｉｏｅｒ
ＰＣＲ仪上进行，定量ＰＣＲ在 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｅｐ　ｒｅａｌ－
ｐｌｅｘ定量ＰＣＲ仪上进行。

１．２　试验方法
１．２．１　芝麻粗酶液提取与ＰＯＤ活性测定　粗酶液
提取和ＰＯＤ活性测定参照王媛等［７］的方法进行，以
各时间点处理组酶活值减去对照组酶活值，绘制曲
线图，观察ＰＯＤ在病程中的反应趋势［８］。

１．２．２　芝麻ＤＮＡ提取与ＰＯＤ基因克隆　芝麻基
因组 ＤＮＡ 采用 ＣＴＡＢ 法提取，最后加入１００μＬ
ｄｄＨ２Ｏ溶解 ＤＮＡ。根据 ＮＣＢＩ上 ＰＯＤ基因序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＤＱ２８７９７３．１）设计扩增基因全长
的 引 物，上 游 引 物：５′－ＡＣＣＣＴＧＴＡＡＧＧＴＣ－
ＣＣＧＡＴＴＴＧ－３′，下 游 引 物：５′－ＧＣＡＡＴＡＴＧＧＧＴ－
ＣＡＡＴＣＣＡＧＴＴＴＴＣ －３′。ＰＣＲ体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ　２

μＬ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　１μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ的上下游引
物各１μＬ、ｒ　Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ、１０ｎｇ／μＬ　ＤＮＡ模
板３μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，循环３５次；最后总延伸１０ｍｉｎ。采
用１．２％的琼脂糖凝胶进行电泳，对目标条带的回收
参照Ａｘｙｇｅｎ凝胶回收试剂盒说明书进行。将目的片
段连接于ｐＭＤ１９－Ｔ后，转化大肠杆菌，选择阳性克隆
送至生工生物工程（上海）有限测序，并对测序结果做
相关的信息学分析。

１．２．３　芝麻ＲＮＡ提取及反转录　ＲＮＡ提取参照
ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ试剂说明书进行，最后加入２０μＬ
ＤＥＰＣ　ｄｄＨ２Ｏ 溶解，稀释１０倍后的 ＲＮＡ 用于

ＲＮＡ完整性检测和浓度测定，达到反转录标准的样
品于－７０℃保存。用于定量分析的ｃＤＮＡ由随机
六聚体引物反转录所得，具体反转录过程参照英骏
公司反转录试剂盒说明书，并对芝麻 ＮＡＤＨ 脱氢
酶基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｌ３６４１３．１）进行定量分
析，检测反转录获得的ｃＤＮＡ质量。正向引物：５′－
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ＧＧＧＧＴＡＡＧＧＧＧＴＧＴＴＣＡＡ－３′，反 向 引 物：５′－
ＡＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＡＣＴＴＣＧＧＴＡＴ－３′。

１．２．４　ＰＯＤ基因的定量表达分析　根据测序结果
设 计 ＰＯＤ 基 因 定 量 ＰＣＲ 引 物，正 向 引 物：

５′－ＡＴＡＣＴＴＣＡＡＧＡＡＴＣＴＣＧＴＣＣＡＡ－３′，反向引物：

５′－ＡＡＴＣＴＣＣＣＧＣＡＧＴＣＡＡＡＡ－３′，用芝麻ＮＡＤＨ脱
氢酶基因作为内参对７２ｈ内ＰＯＤ基因的表达模式
进行分析［９］。定量ＰＣＲ反应总体系为２０μＬ，包括２
×ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ　１０μＬ，上、下游引物（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，稀释６０倍的ｃＤＮＡ模板６μＬ，用
ｄｄＨ２Ｏ补齐。扩增反应在Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｅｐ　ｒｅａｌｐｌｅｘ定量
ＰＣＲ 仪 上 进 行，程 序 为：９５ ℃ 预 变 性
２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
并收集荧光，运行３５个循环后于５７～９５℃生成熔解曲
线。每个样品重复３次，采用２－△△ｃｔ法分析数据［１０］。

２　结果与分析

２．１　芝麻ＰＯＤ活性测定结果
从图１可以看出，在感病品种９０１４中，３６ｈ以前

ＰＯＤ活性一直维持在较低的水平，而抗病品种Ｙ１１
从０ｈ起活性就开始上升，并在１２ｈ时达到峰值，随
后下降。３６ｈ以后，ＰＯＤ活性在２个品种中均表现
出显著的上升趋势，且在９０１４中的活性明显高于
Ｙ１１，在７２ｈ时仍未出现下降趋势，而此时苗已经枯
萎，之所以会出现这种情况可能与病株衰老有关。

２．２　芝麻ＰＯＤ基因扩增与序列分析
图２是在Ｙ１１和９０１４两个品种中扩增ＰＯＤ基

因的结果，可以看出，从二者中均能扩增出大小约
１．９ｋｂ的特异条带。测序结果显示，二者长度均为
１　９９０ｂｐ，其 ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为ＪＮ１６６０１７、

ＪＮ１６６０１６，与ＤＱ２８７９７３．１具有９９％的相似性，

图１　接菌诱导７２ｈ内ＰＯＤ活性在芝麻抗感品种
中的变化趋势

ＯＲＦ则完全一致，在２２５－２９８、５００－５９２、７５９－１　４３９碱
基位置上是３个内含子。Ｙ１１中的ＰＯＤ基因序列与

９０１４的相似性也高达９９％，只存在３个碱基的差异，且
这３个碱基都位于内含子中，并不影响编码蛋白的序列，
二者的编码序列全长均为９９０ｂｐ。同源性搜索发现，芝
麻ＰＯＤ基因序列与拟南芥、棉花、苜蓿等植物的ＰＯＤ
均具有同源性，聚类分析显示，其与荔枝（Ｌｉｔｃｈｉ　ｃｈｉｎｅｎ－
ｓｉｓ）的ＰＯＤ基因具有较近的亲缘关系（图３）。

Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ２０００；泳道１．Ｙ１１中的ＰＯＤ基因；
泳道２．９０１４中的ＰＯＤ基因

图２　芝麻ＰＯＤ基因ＰＣＲ结果

图３　芝麻ＰＯＤ与其他同源序列的聚类分析结果
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２．３　芝麻ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成结果
图４是芝麻部分样品的ＲＮＡ完整性检测结果。

从图４可以看出，ＲＮＡ的３条带非常清晰，说明无降解
现象。紫外吸光值ＯＤ２６０／ＯＤ２８０介于１．８～２．０，表明提
取的ＲＮＡ质量能够满足反转录要求。采用随机六聚
体引物反转录得到的ｃＤＮＡ，用内参ＮＡＤＨ脱氢酶基
因的引物检测，均能扩增出２００ｂｐ左右的目标条带，因
此，得到的ｃＤＮＡ可用于定量ＰＣＲ分析。

图４　芝麻部分样品总ＲＮＡ电泳图谱

２．４　芝麻ＰＯＤ基因表达模式分析
利用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ技术对芝麻ＰＯＤ基因各

时间点相对于无处理对照的表达量进行分析。图５
是 ＮＡＤＨ 脱氢酶和 ＰＯＤ　２个基因的熔解曲线，

２条曲线都只有１个峰，表明扩增的特异性能够满
足定量分析的需要。采用２－△△ｃｔ法对７２ｈ内ＰＯＤ
的表达趋势进行分析（图６）。２个品种的同期对照
组在整个病程中的表达量始终维持在较低的水平，
没有明显的变化趋势。抗病品种 Ｙ１１经芝麻茎点
枯病菌诱导后上调表达，在２４ｈ后表达量急剧上
升，并且在４８ｈ时达到表达高峰，随后开始下降。
在感病品种９０１４中，ＰＯＤ前２４ｈ内的表达量没有
明显变化，之后才开始上调表达，同样在４８ｈ时达
到表达高峰，之后表达量下降。从表达趋势对比可
以看出，ＰＯＤ在９０１４中的表达相对于Ｙ１１具有一
定的滞后性，并且在 Ｙ１１中的最高表达量比９０１４
高出５倍多，这预示着其与抗病反应有密切的关系。

图５　芝麻ＮＡＤＨ脱氢酶和ＰＯＤ基因的熔解曲线

图６　ＰＯＤ基因在芝麻抗感品种中７２ｈ内的表达模式

３　结论与讨论

ＰＯＤ与ＳＯＤ、ＣＡＴ等抗氧化酶类共同组成了
细胞保护酶，在维持细胞正常代谢方面发挥着重要
功能［１１］。本研究利用常规ＰＣＲ技术在抗病品种豫
芝１１号和感病品种冀９０１４的基因组ＤＮＡ中克隆
得到了ＰＯＤ全长ＤＮＡ序列，内含子分析表明，其

存在３个内含子，２条序列存在的３个碱基差异正
好位于其中，所以二者的 ＯＲＦ完全一致，并且与

ＧｅｎＢａｎｋ中ＤＱ２８７９７３．１的ＣＤＳ也完全一致。同
源性搜索可以在多种植物中找到与其同源的ＤＮＡ
序列，但在其近源的物种中并未找到，聚类分析显
示，其与荔枝的ＰＯＤ属于同一亚群。
活性氧（ＲＯＳ）是一类比较活泼的化学基团，在

植物抗病反应过程中充当着重要角色，首先其能够
引起侵染部位的过敏性反应，即植物与病原菌互作
过程中的一种细胞程序性死亡现象；其次就是作为
信号分子启动下游防御类相关基因的表达，最终使
植物表现出系统获得抗性；此外，活性氧本身对病原
菌具有毒害作用，并与细胞的木质化和结构蛋白的
积累有密切关系［１２－１３］。但活性氧过多积累会对植物
细胞产生严重损害，所以，必须及时清除才能保证植
株正常的生理状态。植物体一般会通过酶促和非酶
促２种清除系统来保持活性氧的动态平衡［１４］。

ＰＯＤ不仅能够与ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ（抗坏血酸过氧
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化物酶）等抗氧化酶类共同作用组成酶促体系，清除
体内过多的活性氧，使植株免受其害，同时可以加固
细胞壁和诱导木质素的合成，以阻止病原菌的蔓延，
因此，ＰＯＤ活性和表达的变化可以间接反映活性氧
的变化，同时还可以直接体现抗病反应的强弱［１５－１９］。
但ＰＯＤ活性与抗病性反应之间的关系却存在着多
种不同的观点。一种观点认为抗病性与ＰＯＤ活性
呈正相关，如袁庆华等［２０］在研究苜蓿与假盘菌之间
的互作时发现，ＰＯＤ的活性在接种前感抗品种间并
没有显著差异，但接种后二者中酶活性均出现了升
高现象，且抗病品种中的活性要高于感病品种。另
一种观点则认为，ＰＯＤ活性在接菌诱导后呈现不规
则变化趋势，与抗病性没有明显关系。柯玉琴等［２１］

研究烟草与青枯菌互作中发现，初期ＰＯＤ活性下降
后期上升，而抗病品种的活性要低于感病品种。刘
学敏等［２２］在研究烟草赤星病时也发现，ＰＯＤ活性
与抗病性无直接关系。本研究对芝麻ＰＯＤ活性测
定结果显示，接菌后３６ｈ之前感病品种中的ＰＯＤ
活性始终维持在一个较低的水平，而抗病品种在

１２ｈ时就有一个酶峰的出现，说明ＰＯＤ的活性变化
与植物抗病性呈正相关，与袁庆华等［２０］的结论一致。
植物在与病原菌的互作过程中活性氧的大量产

生被称为活性氧迸发（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｂｕｒｓｔ），这种现象被
认为是植物体对病原应答的早期反应之一，一般分
接菌后诱导的第１小时和第５小时２个阶段，前者
持续时间短，后者持续时间长，第１个阶段只出现在
亲和互作中，而在非亲和互作中则具有２个阶段，在
第２次活性氧迸发后随即出现过敏反应［２３－２６］。由于
第１次活性氧迸发的持续时间较短，基于目前检测
手段的局限，可能在酶活和基因表达水平上还无法
检测出相应的反应特征。第２次活性氧迸发产生的
活性氧在激活系统抗性后必须马上得到清除，以使
细胞免受其害，Ｙ１１中的 ＰＯＤ在接菌后１２ｈ时有
一个酶峰，这与第２次活性氧迸发在时间上有相关
性，预示着它在清除第２次活性氧迸发产生的自由
基中发挥着重要作用，也间接反映Ｙ１１有２次活性
氧迸发，可能已经激活了系统抗性。与此同时，９０１４
中的ＰＯＤ活性一直维持在较低水平，也就不能正常
清除自由基而使细胞免受损害。在基因表达水平
上，９０１４在接菌后２４ｈ前没有明显的上调表达，

Ｙ１１虽有微量的上调表达但没有明显的表达高峰，
推测原因可能是，在病原侵染前细胞中已经储备了
一定量的ＰＯＤ 蛋白，但它的活性是在病原侵染后
经过一系列的信号转导才被激发，转录水平上微量
上调表达可以弥补在清除自由基时的消耗，而９０１４

可能因缺乏相应的信号途径而无法激活ＰＯＤ活性，
也就不能正常清除自由基。
许多研究报道显示，基因在转录组和蛋白组水

平上经常表现出量上的不对等关系，造成这一现象
的原因可能存在于转录、转录后加工、翻译、翻译后
加工和蛋白活性调节等多个层面上［２７－２８］。在这２个
品种中，ＰＯＤ基因在接菌２４ｈ后显著上调表达并
且在４８ｈ时达到高峰随后下降，酶活在３６ｈ后明
显上升并且在７２ｈ仍未见下降。时间上二者具有
对应关系，但在量上不是对等关系，Ｙ１１的ＰＯＤ基
因表达量要高于９０１４，而酶活性正好相反。伴随着
病情逐渐加重，植物体的组织结构遭到破坏，产生了
许多活性氧等自由基，这些自由基加速了植株的衰
老和死亡［２９－３２］。分析原因可能是，９０１４中的活性氧
等自由基的含量高于Ｙ１１，所以ＰＯＤ的活性也相应
要高，但其活性还不足以使自由基的含量下降到不
损害细胞的水平；而在基因表达水平上，Ｙ１１的量要
高于９０１４，但它在前期已经清除过一次活性氧，也
就无需表现过多的活性，从而在蛋白水平上调节了
它的活性，也正是这一原因，在病情表现上 Ｙ１１的
衰老速度明显低于９０１４。另外，在感抗品种中扩增
得到的ＰＯＤ基因的ＯＲＦ完全一致，但在ＰＯＤ表达
模式和酶活反应方面均存在着明显差异，进一步说
明在其上游和下游还可能存在促使差异表达的其他

调控蛋白，而这些蛋白在芝麻对茎点枯菌的抗病反
应中可能起着关键作用。

本研究在芝麻抗、感茎点枯病２个品种中成功
克隆了ＰＯＤ基因的全长ＤＮＡ序列，分析表明二者
的编码序列没有差异。通过分析酶活变化和利用定
量ＰＣＲ技术可知，ＰＯＤ在抗、感品种中活性变化、
表达量变化和基因开始上调表达出现时间的早晚存

在着明显的差异，说明ＰＯＤ很可能参与了芝麻对茎
点枯病原菌的早期抗病反应过程，而且２个品种在

ＰＯＤ基因表达上的差异也预示着在其上游可能存
在调控其表达的相关蛋白，需要进一步的研究证实。
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