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摘 要:通过盆栽实验研究了不同光照强度下,接种豆链格孢菌(Alternariaazukiae(hara)comb.nov)对白车轴草(Trifolium

repensL.)叶组织细胞膜透性、色素含量、丙二醛(MDA)含量、蛋白质含量、脯氨酸含量以及超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物

酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性的影响。结果表明:豆链格孢菌使白车轴草叶组织细胞膜透性上升,电导率显著升高,膜脂

过氧化加强,MDA水平上升,色素含量、蛋白质含量以及脯氨酸含量下降。随着处理光照强度的减弱,以上各生理指标的变化

趋势更为明显,电导率和 MDA含量均与光照强度显著负相关,而色素含量、蛋白质含量及脯氨酸含量均与光照强度显著正相

关。接种豆链格孢菌后,色素含量明显下降,且弱光下(75%遮阳),豆链格孢菌对白车轴草叶片色素含量的影响更为明显,对照

组的叶绿素 a、叶绿素 b、叶绿素(a+b)和类胡萝卜素含量均显著高于接种组的色素含量。在豆链格孢菌的刺激下,活性氧清除

系统遭到破坏,保护酶系统失衡,其中 SOD和 CAT活性显著下降,而 POD活性却明显上升,并且 SOD、POD和 CAT三种酶活

性均与光照强度存在着明显的负相关系。
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病原菌与其寄主植物种群相互作用体系在自然界普遍存在,这个体系对生境中的气候、地理、土壤等生态因子有着非常敏

锐的环境调节规律,研究表明:两者相互作用的宏观表现及作用结果与生境密切相关[1～3]。而光照作为一个重要的气候因子,它

的变化所带来的影响也为人们广泛关注[4～7]。在光合作用的电子传递中,分子氧的还原(Mehler反应)能够产生超氧阴离子自

由基(O
-
·2),并因此产生其它活性氧化合物,如:H2O2,OH-等,这些活性氧化合物对植物产生很大的伤害作用[8]。为了防御这些

活性氧化合物的毒害作用,植物可以通过活性氧清除系统清除活性氧[9～11]。
植物病原菌侵入植物体后可引起寄主植物体内发生复杂的生理生化变化。一般情况下,病原菌的侵染不立即杀死寄主植

物,常使寄主植物的光合速率下降,呼吸上升,膜脂过氧化加强,防御酶体系发生相应变化,许多植物病理学家由此开始探讨病

原菌的致病机制和寄主植物的抗病机制[12]。其中许多与植物抗病性有关的酶,如超氧化物歧化酶(SOD),过氧化物酶(POD),
过氧化氢酶(CAT)等是许多学者研究的热点[13～15]。
白车轴草(TrifoliumrepensL.)是豆科(leguminosae)车轴草属的一种常见的多年生草本植物,在世界上分布很广,也是世

界上最重要的牧草之一[16]。豆链格孢菌(A.azukiae(hara)comb.nov.)是白车轴草上的一种常见的病原真菌。野外调查发现,
白车轴草的种群结构与生境有密切的关联性,在营养条件基本一致的情况下,阳光照射充足的环境下的寄主植株的生长势要明

显好于背阳处的个体,在阳光不足的生境中,甚至同一种群,不同个体间的生态特征都有差异,而这些差异在有病原真菌的侵染

的情况下表现的尤为明显。在不同光照强度下,豆链格孢菌侵染白车轴草叶片中有关酶系的变化规律及其与病程的相关性,国

内尚未见报道。本文测定了白车轴草的感病品种在不同光照强度处理下,接种豆链格孢菌后叶片中的各种生理指标,进而揭示

在病原菌存在条件下寄主植物的生理生化特征及环境光照强度不同对寄主植物个体的生理生化指标的影响,从而了解寄主植

物与其病原菌在自然界中的相互作用规律,为研究白车轴草对豆链格孢菌的抗病机制及抗病遗传育种提供依据,同时其研究结

果对深入认识环境条件对植物与病害的相互作用也具有一定的参考价值。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1.1.1 供试植物 白车轴草(T.repens)采于安徽芜湖神山,在同一繁殖系内选取植株高度,生物量大致相同的白车轴草幼

苗。实验前剪取 3cm长的匍匐茎(每茎保留 3片腋芽),用于盆栽培养。

1.1.2 供试菌种 豆链格孢菌(A.azukiae),从白车轴草叶片病斑上分离纯化而得。

1.2 实验设计

1.2.1 实验处理 将盆栽白车轴草幼苗,分别进行自然光和遮光处理,其遮光率分别为 25%,50%,75%,处理 2个月后用于

接种。

1.2.2 接种方法 把豆链格孢菌的分生孢子悬浮液用叶片针刺法接种到白车轴草(3叶期)叶片上,以接种无菌水作为对照。
接种后分别隔离培养,并在接种 9d后取样,按下列方法测定不同指标变化情况,各处理重复 3次。

1.3 测试指标和方法

1.3.1 叶片细胞膜透性和 MDA水平的测定 叶片细胞膜透性的测定:称取白车轴草叶片 0.2g,剪成碎片,加入装有 20mL双

蒸水的三角瓶中,于 ZP-200型电动振荡机(江苏省太仓市实验设备厂,中国)上以 400r/min的速度振荡 1h。用 DDS-12型电导

仪(江苏电分析仪器厂,中国)测定电导率(µs/cm)[17]。MDA水平的测定:按林植芳的硫代巴比妥酸(TBA)法[18]测定(µmol/g

FW)。

1.3.2 叶片色素、蛋白质含量和脯氨酸含量的测定 叶片色素含量的测定分别取鲜叶 0.2g加入 80%的丙酮研磨提取后,采

用 752A型分光光度计(上海第三分析仪器厂,中国),分别测定 663nm,645nm和 440nm的光密度(mg/gFW)[18]。蛋白质含量

测定采用考马斯亮蓝 G-250染料结合法[17]测定(mg/gFW )。脯氨酸含量测定采用茚三酮比色法[17]测定(g/100g)

1.3.3 SOD、POD、CAT活性的测定 SOD活性的测定采用氮蓝四唑(NBT)光还原法[19],利用其对 NBT的光抑制作用,酶液

在 12000r/minGL-1213型冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂,中国)离心 20min后于 25℃,4000lx的光照进行反应,20min后

测定 560nm处的光密度(U/(gFW·min))。POD活性的测定采用 X.H波钦诺克的方法[20]活性单位用 1g植物材料氧化愈创

木酚的微克数来表示(U/(gFW·min))。CAT活性的测定采用 X.H波钦诺克的方法[20]活性单位用在 20℃条件下,1min内

1g植物材料分解的过氧化氢的微克数来表示(U/(gFW· min))。

2 结果与讨论
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2.1 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片电导率的影响

质膜是有机体与外界环境的界面,因此病原菌首先接触并直接影响到细胞质膜的选择透性、组成、结构和生理生化特征,因

此细胞膜的透性是评价植物对病害反应的指标之一。由图 1看出,同一光照强度下,接种组的电导率均较对照组高,说明豆链格

孢菌对白车轴草叶片电导率影响明显。随着光照强度的减弱,接种组白车轴草叶片的外渗电导率呈明显的上升趋势,75%遮阳

处理的电导率是自然光处理的 1.81倍,且电导率与光照强度呈显著负相关性,相关系数是r=-0.9957。同时随着光照强度的

减弱,对照组的电导率也出现了一定的升 高,但变化趋势没有接种组明显。可见,光照强度的降低,及病原菌的侵害致使白车轴

草叶片细胞膜结构改变,膜系统遭受损坏,透性增大,使细胞内一些可溶性物质外渗,从而电导率增大[13]。

图 1 不同光照下豆链格孢菌对白车轴草叶片电导率的影响

Fig.1 EffectofA azukiaeonelectricconductivityofT.repens

leavesunderdifferentlightintensities
图中不同大写字母表示对照与接种之间的显著水平,不同小写字母

表示不同光照强度组之间的显著水平 p<0.05;以下同 Different

capitallettersindicatethesignificantdifferenceatp<0.05between

contrastand inoculation. Differentsmallletters indicate the

significantdifferenceatp<0.05amongvariouslightintensities;the

samebelow

2.2 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片膜脂过

氧化水平的影响

植物在逆境或受到病害侵染的情况下,会发生膜脂过氧化

作用。MDA是膜脂过氧化的重要产物,其浓度表示膜脂过氧化

强度和膜系统受伤害程度,可以作为膜脂过氧化程度的一种指

标[21]。MDA含量升高的幅度反映其寄主膜系统受到破坏的程度

和膜脂过氧化水平的高低。从图 2可以看出,在同一光照条件

下,接种豆链格孢菌的白车轴草叶片的 MDA含量均高于对照组

的,且随着光照强度的降低,无论接种与否,白车轴草叶片中的

MDA含量均呈上升趋势,这一研究结果基本上与其叶片电导率

变化相一致。在接种组中,随着光强的降 低,MDA含量下降迅

速,两者间呈显著负相关性,相关系数 r=-0.9942。在 75%遮

光条件下接种豆链格孢菌的植株叶片的含量显著高于自然光条

件下的接种植株,为它的 1.75倍。在对照组中,叶片中 MDA含

量虽然也随着光照强度的降低而升高,但升高幅度较小。
结果表明:随着光照强度的减弱,影响了寄主植物的正常生

长代谢,使寄主植物体内的 MDA高度积累,其含量加强了膜脂

图 2 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草 MDA水平的影响

Fig.2 EffectofAazukiaeontheMDAcontentofT.repensunder

differentlightintensities

过氧化水平的升高。而MDA含量变化作为植物受到病原菌侵害

的一个重要生理指标,其形成主要是由于在逆境下自由基的产

生和清除系统不相适应,积累了过多的自由基引起的,而自由基

的产生主要是低光照胁迫破坏了细胞正常的生理活动,光合作

用减弱,无氧呼吸增加,以及一系列相关的反应所引起的。
同时豆链格孢菌对白车轴草的侵染,致使白车轴草叶片细

胞膜的结构和生理完整性受的严重破坏,膜的透性增加,膜结构

受损伤的程度加深,细胞内物质的外渗日益加重,使作物抗逆性

能力减弱[22]。

2.3 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片色素含

量的影响

叶绿素是植物进行光合作用的色素,叶绿素含量高低在一

定程度上反映了光合作用水平,叶绿素含量降低,光合作用减弱。一般情况下,强光下生长的叶片单位面积叶绿素含量明显高

于弱光下生长的叶片。从图 3可以看出,弱光下(75%遮阳)豆链格孢菌对白车轴草叶片色素含量的影响非常明显,未接种豆链

格孢菌的白车轴草叶片的叶绿素 a,叶绿素 b,叶绿素(a+b)和类胡萝卜素含量均明显的高于接种组的色素含量,分别为它们的

1.71倍,1.41倍,1.56倍和 1.98倍;而强光下(自然光),对照组的色素含量也高于接种组的,但没有弱光下明显。
可见,豆链格孢菌对白车轴草叶片中的叶绿体结构和叶绿素含量的生物合成造成严重的破坏,同时光照强度的降低,使寄

主植物叶片中的色素含量的减少。一般认为,光合器官是植物出现病害症状的最敏感部位,光照强度的不断减弱导致光合作用

降低、光合色素下降、膜脂过氧化作用加剧,能量固定及物质合成均受到不同程度的影响,从而改变其生理生态特征,导致寄主

植物叶片表现出失绿变黄现象。

2.4 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片蛋白质含量的影响

病原菌的危害对寄主植物氮素代谢的干扰是通过降低氮素的吸收和硝酸还原酶的活性、改变氨基酸的组成、阻碍蛋白质的
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合成及加速蛋白质的分解来实现的。病原菌可明显改变其寄主植物体内的蛋白质水平。从图 4可以看出,在对照组中,光照强度

的降低对植物体内蛋白质含量的影响并不明显。在接种组中,光照强度的改变对植物体内蛋白质含量的影响却极为明显,强光

下(自然光)植株叶片的蛋白质含量明显高于弱光下(75%遮阳)的植株,为它的 1.43倍,并且蛋白质含量与光照强度呈现显著

的正相关性,相关系数 r=0.9946。

图 3 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草叶片色素含量的影响

Fig.3 EffectofA.azukiaeonpigmentcontentofT.repensunderdifferentlightintensities

A:叶绿素 aChlaB:叶绿素 bChlbC:叶绿素(a+b)Chl(a+b)D:类胡萝卜素 ChltⅠ:对照 CkⅡ:接种 Ionculation

图 4 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草叶片蛋白质含量影响

Fig.4 EffectofA.azukiaeonproteincontentofT.repensunder

differentlightintensities

可见,豆链格孢菌的侵染改变了其寄主植物白车轴草叶片

的氨基酸组成,阻碍了蛋白质的合成,同时光照强度的下降也影

响了植物体正常的生理生化代谢,使植物体的蛋白质代谢失调。

2.5 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片脯氨酸

含量的影响

植物在受到病原菌侵害时,氮素的吸收和同化受到抑制,结

果导致植物体内的氨基酸水平发生明显的改变,其中脯氨酸的

变化具有某种生理意义。脯氨酸通常被看作植物体内的氨基酸

库,把脯氨酸含量作为植物体内的氨基酸代谢是否受到病害影

响的指标是有意义的。从图 5可以看出,无论是强光,还是弱光

处理下接种组的脯氨酸含量均低于对照组。在对照组中寄主植

物叶片中的脯氨酸含量随光照强度的改变不明显。而在接种组

中,强光下(自然光)寄主植物叶片中的脯氨酸含量明显高于弱光下(75%遮阳)的脯氨酸含量,为它的 1.65倍。且随着光照强度

的下降,叶片中的脯氨酸含量明显下降,两者呈显著正相关性,相关系数 r=0.9946。
研究结果表明:弱光下,接种豆链格孢菌对白车轴草体内的各种生理指标的影响均较强光下明显,是由于低光照影响了寄

主植物的正常生长代谢,并促进了病原菌对其寄主植物的侵害作用,加速植株组织、细胞的衰老,引起寄主植物叶片褪绿,老化。

2.6 不同光照强度下接种豆链格孢菌对白车轴草叶片 SOD、POD、CAT活性的影响

病原菌对植物的主要伤害途径之一,就是造成植物体内的过氧化胁迫,即导致体内产生大量的活性氧自由基[23],而造成生

物大分子和膜脂的过氧化。SOD、POD和 CAT是细胞膜上的 3种重要的保护酶,共同组成了植物体内一个有效的活性氧清除

系统,三者协调一致共同作用,能有效的清除植物体内的自由基和过氧化物[24]。在一定范围内,SOD,CAT共同作用能把 O
-
·2 和

H2O2转化为 H2O和 O2,并能减少具毒性和高活性的·OH的形成,POD和 CAT则使体内某些氧化酶的毒性产物 H2O2分解,

阻止其对膜脂的攻击,而发生过氧化的过程[25～28]。
接种豆链格孢菌后,白车轴草体内活性氧清除系统遭到破坏。而且不同光照强度对 3种酶活性的影响也非常明显。SOD活
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性测定结果(图 6)表明:接种豆链格孢菌后,白车轴草叶片 SOD活性均较对照有所降低,且随着光照强度的下降,SOD活性迅

速下降,两者间呈现明显的正相关性,相关系数 r= 0.9889。在对照组中,SOD活性也随着光照强度的降低而降低,但下降幅度

较小。

图 5 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草叶片脯氨酸含量影响

Fig.5 EffectofA.azukiaeonprolinecontentofT.repensunder

differentlightintensities

图 6 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草 SOD活性的影响

Fig.6 EffectofA.azukiaeontheactivityofSODofT.repens

underdifferentlightintensities

POD不仅是一种重要的内源活性氧清除剂,而且参与木质素聚合过程与植保素的合成及酚类物质的氧化有关[29]。从图 7
可以看出,接种豆链格孢菌后,白车轴草叶片中的 POD活性发生了明显的变化,同一光照条件下,接种组的 POD活性均高于对

照组。随着光照强度的下降,无论接种与否,POD活性均呈下降趋势,但接种组的 POD活性随光照强度改变的尤为明显,两者

呈现正相关性,相关系数 r=0.9863。
图 8表明,接种豆链格孢菌后,白车轴草叶片中 CAT活性开始较对照降低,并且随着光照强度的下降,CAT活性明显下

降,两者呈现显著的负相关性,相关系数 r=0.9938。

图 7 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草种群 POD活性影响

Fig.7 EffectofA.azukiaeontheactivityofPODofT.repens

underdifferentlightintensities

图 8 不同光照强度下豆链格孢菌对白车轴草 CAT活性的影响

Fig.8 EffectofA.azukiaeontheactivityofCATofT.repens

underdifferentlightintensities

强光(自然光)下的白车轴草叶片中的 CAT活性明显的高于弱光(75%遮阳)下的 CAT活性,为它的 1.89倍。随着光照强

度的下降,对照组叶片中的 CAT活性也有所下降,但不明显。
可见,接种豆链格孢菌,使白车轴草体内活性氧清除系统中 SOD、CAT、POD3种酶平衡均遭到严重破坏,不能有效的阻止

O
-
·2 和 H2O2的积累。当病原菌侵入寄主植物体后,可导致寄主体内抗氧化酶降低,造成活性氧的过量积累,并且使植物体内的

叶绿体和线粒体的电子传递发生变化,从而导致超氧自由基 O
-
·2 的产生,使被侵染组织活性氧(如 O

-
·2、H2O2和 OH-)猝发,而

积累的活性氧超出了保护酶的清除能力,因而对细胞组成的有机大分子造成伤害,扰乱了植物体内活性氧的代谢平衡,使 3种

酶防御体系失去了相应作用,导致细胞崩溃死亡,表现出典型症状。而且随着光照强度的减弱,植株叶片中依赖于抗坏血酸的

H2O2清除途径的酶活性降低,由于依赖于抗坏血酸的 H2O2途径其酶系统主要存在于叶绿体中,因此,这个酶系统活性的降低,
意味着由于病原菌的侵害而激发叶绿体中产生的过多的过氧化氢等有毒化合物不能有效的被清除,从而导致植株叶片受到伤

害。这说明,受到病原菌侵害的植株叶片中大量活性氧的产生和积累以及由此引起的膜脂过氧化是其生长受到抑制的一个主要

原因。在自然光强下,SOD、POD等保护酶对光合器官起到了一定的保护作用,但随着光照强度的减弱,保护酶系统的平衡状态

被破坏,从而使植株叶片组织、细胞衰老加速。

3 结论

3.1 豆链格孢菌的侵染使得白车轴草的生长发育受到严重的影响,首先是细胞膜的完整性和组成遭到破坏,细胞内的离子和
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有机物大量外渗,外界的有毒物质进入,导致植物体内一系列的生理生化过程失调,影响到寄主植物的水分代谢、光合作用、碳

水化合物代谢等等。同时随着光照强度的改变,植物体内的各种生理指标也发生了相应的变化。不同光照处理后,白车轴草叶片

细胞膜透性变化与 MDA含量变化基本一致。

3.2 寄主植物与病原真菌相互作用的复杂过程中,寄主可以产生许多种类的活性氧,在正常状态下,由于植物体内防御酶(如

SOD、POD、CAT等)活性氧清除系统的存在,使活性氧代谢处于低水平动态平衡中。而当植物受到病原菌侵染后,其体内防御

酶活性大大改变,表明植物体内保护酶系都是在与病原菌相互作用中,主要是经病原菌诱导而在抗病中起作用。同时植物抗氧

化系统易受到环境因子的影响,而光是诱发植物产生活性氧的重要因子之一。随着光照强度的降低,无论接种与否,SOD、POD、

CAT活性均呈下降趋势。接种豆链格孢菌后,白车轴草叶片中的SOD、CAT活性均呈下降趋势,而POD呈上升趋势,并且在弱

光下,接种豆链格孢菌后 3种保护酶活性的改变均比强光下明显。在自然光强下,接种病原菌的寄主植株与对照植株相比,生长

受到明显的抑制,且随着光照强度的减弱,这种抑制更为明显。
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