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内生菌ＸＧ　１对西瓜枯萎病诱导抗性的研究

孙正祥，王　丰，周　燚＊
（长江大学 农学院，湖北 荆州４３４０２５）

摘要：以苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）４种防御
酶的活性变化以及丙二醛（ＭＤＡ）的含量变化作为指标，研究内生菌ＸＧ－１对西瓜枯萎病的诱导抗性，
为阐明ＸＧ－１的作用机制及其开发应用提供理论依据。结果表明：经内生菌ＸＧ－１菌悬液处理后，西
瓜苗叶片的ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＰＰＯ及ＣＡＴ活性均高于清水对照。同时接种ＸＧ－１菌悬液和西瓜枯萎病菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ　ｎｉｖｅｕｍ，ＦＯＮ）的叶片，ＰＡＬ活性在接种后第４天、第１０天出现２次高峰，
分别比对照增加１．８６倍和１．５２倍；ＰＯＤ和ＰＰＯ活性均在第４天达到最高峰，分别比对照提高５２．
６％和５７．１％；ＣＡＴ活性在第５天时达到最高峰，比对照提高５６．４％。同时接种ＸＧ－１菌悬液和枯萎
病菌ＦＯＮ后，西瓜苗叶片的 ＭＤＡ含量呈先下降后逐渐上升趋势，第４天时达到最低值，比对照下降

３３．１％。由此可见，诱导抗病性是菌株ＸＧ－１防治西瓜枯萎病的重要作用机制之一。
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　　西瓜枯萎病（Ｆｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔ　ｏｆ　ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ）又
称死秧病，是由尖孢镰刀菌西瓜专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ　ｎｉｖｅｕｍ，ＦＯＮ）引起的一种典型土
传病害，是西瓜种植上发生最普遍、危害最严重的病

害之一，一般发病率为 １０％ ～３０％，严重的达

８０％～９０％，重茬地甚至造成绝产［１］。西瓜枯萎病
菌从土壤根系侵入，引起维管束变褐坏死，导致瓜秧
枯死，其厚垣孢子在土壤中可存活１０ａ之久，严重
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影响西瓜产业的发展［２］。目前，针对该病害尚未找
到一种理想的农业防治和化学防治方法，生物防治
所发挥的作用越来越受到人们的重视［３］。植物诱导
抗病性（ｉｎｄｕｃｅｄ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）是利用物理、化学及
生物的方法对植物预先处理，改变植物对病原菌的
反应，使其产生局部或系统的抗性，是生防菌防治植
物病害的重要作用机制之一，近年来对此研究十分
活跃［４－５］。苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶
（ＰＯＤ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）及过氧化氢酶（ＣＡＴ）是
与植物抗病代谢密切相关的几种酶，可以作为植物
抗病的重要生化指标［６－７］。内生细菌 ＸＧ－１是本实
验室（长江大学植物病理实验室）前期从西瓜植株根
内分离筛选出的一株有效防治西瓜枯萎病的细菌，
本研究在前期工作的基础上，拟对菌株ＸＧ－１诱导
西瓜苗相关防御酶的活性变化进行测定，为阐明内
生菌ＸＧ－１的作用机制及其开发应用提供重要理论
依据。

１　材料和方法

１．１　材料
供试西瓜品种为常丰新西农八号。生防菌

ＸＧ－１、西瓜枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｎｉｖｅｕｍ，ＦＯＮ）由本实验室分离保存。ＰＤＡ 培养
基、ＮＡ培养基和 ＮＢ培养液的配方及制作参照陈
天寿［８］的方法。

１．２　供试西瓜苗与内生菌株ＸＧ－１的准备

１．２．１　西瓜苗的培养　挑选饱满的西瓜种子，用

０．１％ ＨｇＣｌ２ 消毒３ｍｉｎ，灭菌水反复冲洗后，在

２８℃恒温箱中浸泡２４ｈ，露白后２６℃催芽２ｄ，待
胚根长至１ｃｍ左右，选取生长一致的种子播种于育
苗盘中，待西瓜苗长至３片真叶期移栽。

１．２．２　内生菌ＸＧ－１菌悬液的制备　将 ＮＡ平板
上活化的ＸＧ－１单菌落移至ＮＢ培养液中，于２８℃、

１６０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养２４ｈ，获得种子液，再按

１％接种量接种到ＮＢ培养液中，培养发酵７２ｈ，用灭菌
水稀释成１．０×１０９　ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，备用。

１．３　试验处理及采样

１．３．１　盆栽土的准备　制作玉米砂培养基［９］，将

ＰＤＡ平板上活化的ＦＯＮ菌丝块接入，２６℃下培养

１０ｄ后倒出，与灭菌土按１∶８比例混合制成盆栽
土，装入直径为１９ｃｍ的营养钵中，备用。

１．３．２　试验处理　将３片真叶期的西瓜苗移栽到
营养钵中，每盆栽种１株，保持适宜温湿度。设置

４个不同处理，每处理２５株。①只接种菌株ＸＧ－１：
将西瓜苗移栽到装有灭菌土的营养钵中，每盆灌根

接种ＸＧ－１菌悬液１００ｍＬ；②只接种病原菌ＦＯＮ：
将西瓜苗移栽到混有病原菌ＦＯＮ土的营养钵中；

③同时接种生防菌 ＸＧ－１和病原菌ＦＯＮ（ＸＧ－１＋
ＦＯＮ）：将西瓜苗移栽到混有病原菌ＦＯＮ土的营养
钵中，每盆灌根接种ＸＧ－１菌悬液１００ｍＬ；④清水
对照（ＣＫ）：将西瓜苗移栽到装有灭菌土的营养钵
中。

１．３．３　采样　分别于接菌处理后１、２、３、４、５、７、

１０、１５ｄ，随机抽取各处理西瓜苗同一部位叶片，置
于－７０℃超低温冰箱中保存，备用。

１．４　粗酶液的提取
参照 Ｍｅｙｅｒ等［１０］的方法，称取西瓜叶片样品

１ｇ，剪碎，放入预冷的研钵中，加入２ｍＬ提取液
（０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ 值８．８的硼酸钠缓冲液，其中含５
ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇，１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ－Ｎａ２）、０．１ｇ
聚乙烯吡咯烷酮及适量石英砂，冰浴中研磨匀浆，转
入离心管，用２ｍＬ提取液冲洗研钵及研棒，一并转
入离心管中。４℃下振荡５ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，上清液即为酶粗提液，于－２０℃低温保存，
备用。

１．５　酶活性及丙二醛含量的测定

１．５．１　苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活性测定　参照

Ｌｅｅ等［１１］的方法加以改进，取粗酶液１００μＬ，加入

２．４ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值８．８的硼酸钠缓冲液，混
匀后加入１ｍＬ　２０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ－苯丙氨酸，测定起
始 ＯＤ２９０值，４０ ℃水浴３０ｍｉｎ后，加入０．２ｍＬ
２ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ终止反应，测定反应后的 ＯＤ２９０值，
对照用缓冲液代替粗酶液，以每小时 ＯＤ２９０变化

０．０１为１个酶活单位（Ｕ）。每个样品重复测定３
次，取平均值，以下指标的测定相同。

１．５．２　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性测定　参照 Ｆｕ
等［１２］的方法加以改进，取粗酶液 ５０μＬ，加入

２．９５ｍＬ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值７．８的磷酸钠缓冲液和

１ｍＬ　２５ｍｍｏｌ／Ｌ的愈创木酚，混匀后３０℃水浴１５
ｍｉｎ，再加入１ｍＬ　２．５％的 Ｈ２Ｏ２，立即计时并测定

ＯＤ４７０，转入冰浴加入２．０ｍＬ　２０％三氯乙酸终止反
应。空白对照以缓冲液代替粗酶液，以每分钟

ＯＤ４７０变化０．０１为１个酶活单位（Ｕ）。

１．５．３　多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性测定　参照Ｐａｒｋ［１３］

的方法加以改进，取１００μＬ粗酶液，与４．９ｍＬ 含

２０ｍｍｏｌ／Ｌ 邻苯二酚的磷酸缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝６．８）混合。于３５℃水浴中反应５ｍｉｎ后，记录

３９８ｎｍ处的光密度值，对照以缓冲液代替粗酶液，
以每分钟ＯＤ３９８值变化０．０１为１个酶活单位（Ｕ）。

１．５．４　过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性测定　参照贾显
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禄［１４］的方法，用０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值７．０的磷酸缓冲
液将０．６ｍＬ　３０％ Ｈ２Ｏ２ 稀释到１００ｍＬ作底物，在

５ｍＬ试管中加入１．０ｍＬ底物和１．９ｍＬ双蒸水，
于２５℃水浴中反应１ｍｉｎ后，加入２０μＬ粗酶液和

８０μＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值８．８的硼酸钠缓冲液，以蒸
馏水为对照测定２４０ｎｍ处的ＯＤ值，每分钟测１次
结果，连续测５次，以每分钟ＯＤ２４０降低０．０１的酶量
为１个酶活单位（Ｕ）。

１．５．５　丙二醛（ＭＤＡ）含量的测定　参照商闯等［５］

的方法，在１０ｍＬ试管中加入２ｍＬ粗酶液，再加入

３．５ｍＬ　０．５％的硫代巴比妥酸（ＴＢＡ，溶于２０％三
氯乙酸，低温保存于棕色试剂瓶），沸水浴３０ｍｉｎ，
然后移至装有冰块的大烧瓶中冷却。１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取适量上清液测定４５０、５３２、６００ｎｍ
处的ＯＤ值，根据公式：ＭＤＡ含量（μｍｏｌ／ｇ）＝６．４５
×（ＯＤ５３２ －ＯＤ６００）－０．５６×ＯＤ４５０，计算 ＭＤＡ
含量。

２　结果与分析

２．１　 内 生 菌 ＸＧ－１ 处 理 后 西 瓜 苗 叶 片 ＰＡＬ
活性的变化

图１显示，同时接种ＸＧ－１和ＦＯＮ的西瓜苗体
内ＰＡＬ活性明显升高，在接种后第４天和第１０天

２次达到活性高峰，分别比对照增加１．８６倍和１．５２
倍。单独接种ＸＧ－１菌悬液和ＦＯＮ菌的西瓜苗体
内ＰＡＬ活性也升高，在第５天达到最大值，分别比
对照增加１．１３倍和１．３９倍。

图１　内生菌ＸＧ－１处理后西瓜苗叶片ＰＡＬ活性的变化

２．２　 内 生 菌 ＸＧ－１ 处 理 后 西 瓜 苗 叶 片 ＰＯＤ
活性的变化

从图２可看出，同时接种ＸＧ－１菌悬液和西瓜
枯萎病菌ＦＯＮ后，西瓜幼苗体内ＰＯＤ活性迅速升
高，第４天达到最高峰，比对照提高５２．６％。单独
接种ＸＧ－１菌悬液和ＦＯＮ的西瓜苗体内ＰＡＬ活性
也是在第４天达到最大值，分别比对照提高３１．６％
和３０．６％。

图２　内生菌ＸＧ－１处理后西瓜苗叶片ＰＯＤ活性的变化

２．３　 内 生 菌 ＸＧ－１ 处 理 后 西 瓜 苗 叶 片 ＰＰＯ
活性的变化

从图３可以看出，同时接种内生菌ＸＧ－１菌悬
液和病原菌ＦＯＮ后，西瓜苗体内ＰＰＯ的活性明显
高于对照和其他处理，第４天时达到最高峰，比对照
增加５７．１％。单独接种ＸＧ－１菌悬液和ＦＯＮ菌的
西瓜苗体内ＰＰＯ活性也高于对照，同样在第４天达
到最高峰，分别比对照增加３４．３％和３２．７％。

图３　内生菌ＸＧ－１处理后西瓜苗叶片ＰＰＯ活性的变化

２．４　 内 生 菌 ＸＧ－１ 处 理 后 西 瓜 苗 叶 片 ＣＡＴ
活性的变化

从图４可看出，同时接种内生菌ＸＧ－１菌悬液

和病原菌ＦＯＮ后，西瓜苗体内ＣＡＴ的活性明显高

于对照和其他处理，第５天时达到最高峰，比对照提

高５６．４％。单独接种ＸＧ－１和ＦＯＮ菌的西瓜苗体

内ＰＰＯ活性也高于对照，同样在第５天达到最高

图４　内生菌ＸＧ－１处理后西瓜苗叶片中ＣＡＴ活性的变化
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值，比对照分别提高２９．４％和２４．２％。

２．５　 内 生 菌 ＸＧ－１ 处 理 后 西 瓜 苗 叶 片 ＭＤＡ
含量的变化

从图５可看出，同时接种内生菌ＸＧ－１和ＦＯＮ
菌后，西瓜苗叶片的 ＭＤＡ含量呈先下降后逐渐上
升趋势，第４天时达到最低值，比对照下降３３．１％。
单独接种ＸＧ－１和ＦＯＮ菌的西瓜苗体内 ＭＤＡ含
量分别在第４天和第２天达到最低值，比对照下降

２６．１％和１８．８％。

图５　内生菌ＸＧ－１处理后西瓜苗叶片ＭＤＡ含量的变化

３　结论与讨论

近年来，生防菌在诱导植物抗病性方面的作用
备受关注，国内外研究表明，参与植物体内多种生理
代谢过程的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶
（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）和
苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）等系列保护酶，与植物的防
卫反应及抗病性密切相关，通常用作衡量植物体内
防卫反应的重要指标［１５］。ＰＡＬ和ＰＰＯ与植物体内
酚类物质和木质素的形成有关，是获得系统抗性的
关键调节酶［１６］。ＰＯＤ和ＣＡＴ与植物体内活性氧
的清除密切相关，与植物的抗病性呈正相关。Ｌｉａｎｇ
等［１７］在黄瓜根部挑战接种生防菌Ｌ８和猝倒病病原
菌，发现黄瓜幼苗猝倒病的发病率降低，根部和叶片
中ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＰＰＯ和ＰＡＬ活性比对照显著升高。

Ｖａｎｉｔｈａ等［１８］报道，在番茄根际接种荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）增强了番茄对青枯病的
抗性，ＰＰＯ、ＰＡＬ等防御酶活性显著提升，且通过

ＲＴ－ＰＣＲ方法发现，相关防御酶合成基因的表达水
平显著升高。
本试验结果显示，对西瓜苗同时接种内生菌

ＸＧ－１和枯萎病菌ＦＯＮ 后，叶片ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＰＰＯ
及ＣＡＴ等防御酶活性比单独接种ＦＯＮ有所提高，
表明诱导抗病作用是内生菌ＸＧ－１的重要作用机制
之一。菌株ＸＧ－１及病原菌ＦＯＮ处理西瓜苗后，叶
片ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＰＰＯ及ＣＡＴ等４种酶的变化趋势
较为一致，活性高峰及低谷出现的时间比较接近，推

测与所诱导的抗性信号传递顺序和强度有关。

ＭＤＡ作为膜脂过氧化作用的最终产物，其含
量高低可反映细胞膜脂过氧化的程度，与细胞膜的
损害程度呈正相关［１９］。李文英［２０］等研究报道，施用
植物根际促生菌（ＰＧＰＲ）的香蕉叶片中，ＭＤＡ含量
显著低于只接种病原菌 ＦＯＣ４ 的叶片，降低了

４．４％～１０．６％。本研究结果显示，同时接种内生菌

ＸＧ－１和病原菌ＦＯＮ后西瓜苗叶片的 ＭＤＡ含量低
于单独接种ＦＯＮ的叶片，表明内生菌ＸＧ－１处理可
减缓病原菌ＦＯＮ 侵染幼苗造成的细胞膜受损程
度，增强西瓜植株对枯萎病的抗病性。
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２３４－２４２．

（上接第６５页）　土壤微生物量Ｃ既是土壤有机质
和土壤养分转化和循环的动力，也是土壤中活性的
有效成分，土壤微生物量Ｎ含量则是土壤微生物对

Ｎ素矿化与固定持续作用的综合反映［１３－１４］，说明土
壤微生物对Ｎ素的固定持续作用主要取决于土壤
微生物本身的生物量大小。生物肥中所含有的活性
菌体在适宜温度、水分条件下会迅速繁殖，不仅起着
激活土著微生物的作用，同时还增加土壤外源微生
物数量，有利于加速土壤养分的分解、转化和释放，
从而改善土壤环境和微生物区系。但是不同的生物
肥因其具有独特的特性，因此对土壤水分、温度条件
有不同的响应。
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