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封面图说: 爬升樟木沟的暖湿气流———樟木沟是中国境内横切喜马拉雅山脉南坡的几条著名大沟之一,它位于我国西藏聂拉
木县境内的希夏邦马峰东南侧,延绵 5400km 的 318 国道在此沟中到达其最西头。 从聂拉木县城到樟木口岸短短的
30km 中,海拔从 4000m 急降至 2000m。 在大气环流作用下,来自印度洋的暖湿气流沿樟木沟不断费力地往上爬升,
给该沟谷留下了大量的降水。 尤其是在雨季到来时,山间到处是流水及悬垂崖头的瀑布,翠峰直插云霄,森林茂密
苍郁,溪流碧澄清澈,奇花异葩繁多,风景美如画卷,气势壮丽非凡。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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不同光照强度对兴安落叶松几种
主要防御蛋白活力的影响

鲁艺芳1,石摇 蕾1,2,严善春1,*

(1. 东北林业大学林学院, 哈尔滨摇 150040; 2. 内蒙古环境科学研究院,呼和浩特摇 010020)

摘要:林木组成抗性对抵御害虫危害发挥着重要作用。 为了研究环境因子对其组成抗虫性的影响,以兴安落叶松幼苗为试验材

料,通过搭建遮阳棚设置 3 个光照强度(自然光照作为对照、50%和 25%自然光照强度),模拟森林幼苗生长的林缘、林窗和林

下 3 种不同的光环境,分析不同光照强度对其针叶内与植物抗虫性有关的几种主要防御蛋白活力的影响。 研究结果表明,不同

光照强度对针叶内主要防御蛋白活力有显著影响(P<0. 05)。 50%和 25%光照强度下,POD、SOD、PAL、PPO 和 CI 的活性显著

高于自然光照下的(P<0. 05),POD 和 CI 的活性在 50%光照强度下最高,SOD、PAL 和 PPO 的活性在 25%光照强度下最高;自
然光照条件下 CAT 的活性显著高于 50%和 25%光照强度下的(P<0. 05);遮荫处理对 TI 的活性有显著影响(P<0. 05),但在不

同月份中波动较大,规律性不明显。 相同的光照强度条件下,主要防御蛋白活力在 3 个月中也有显著变化 (P<0. 05)。 7 月和 8
月份保护性酶 POD 和 CAT 的活性显著高于 6 月(P<0. 05);防御性酶 PAL、PPO 以及蛋白酶抑制剂 CI 的活性在 6 月份最高。
综合以上研究结果,光照可影响兴安落叶松针叶中几种主要防御蛋白活力,这也说明在较荫蔽的光照环境下,兴安落叶松有较

强的抗性。 其中 SOD、CAT、PAL、PPO 和 POD 是植物次生物质生成过程中的关键酶,其活性的改变在一定程度上表征着植物防

御体系在变化。 研究环境因子与植物防御之间的关系具有重要的理论和实际应用价值。
关键词:光照强度;防御蛋白;兴安落叶松

Effects of different light intensities on activities of the primary defense proteins in
needles of Larix gmelinii
LU Yifang1, SHI Lei1,2, YAN Shanchun1,*

1 College of Forestry, Northeast Forestry University, Harbin 150040,China

2 Inner Mongolia Environmental Science Academy, Hohhot 010020, China

Abstract: Larix gmelinii is among the most important timber species in northeastern China due to its cold hardiness,
drought resistance and rapid growth. It is ecologically and economically very important, but is seriously affected by
Lymantria dispar L. , a defoliating insect pest. Plants, including trees, employ an array of physical and chemical
constitutive defense mechanisms which play an important role in protection from insect herbivory. Chemical defenses include
secondary metabolites and proteins. The primary defense proteins consist of protective enzymes, e. g. peroxidase (POD),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT); defense enzymes, e. g. polyphenol oxidase (PPO) and phenylalanine
ammonia鄄lyase ( PAL); protease inhibitors, e. g. trypsin inhibitor ( TI) and chymotrypsin inhibitor ( CI) . In many
organisms. light is a crucial environmental signal influencing natural physiological and developmental processes. There are
different effects on the phenotypic and physiological characteristics even if the same plant species with the long鄄term growth
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in different light condition. In order to understand the impact of sunlight on the constitutive defenses of Larix gmelinii,
sunlight control treatments with three intensities: 100% of natural sunlight (NS), about 50% and 25% of natural sunlight
(NS / 2, NS / 4) were conducted to simulate the light conditions of forest edge, forest gap and understory where the Larix
gmelinii grows. Sunlight control was achieved by erecting shade shelters of woven black nylon netting. The activities of the
primary defense proteins in the needles of Larix gmelinii seedlings under different light treatments were measured. The
activities of POD, SOD, PAL, PPO and CI under 50% and 25% of natural sunlight conditions were significantly (P<
0郾 05) higher than those under 100% of natural sunlight conditions both in June, July and August. The activities of POD
and CI were greatest under 50% of natural sunlight conditions while the activities of SOD, PAL and PPO were greatest
under 25% of natural sunlight conditions. But the CAT activities were significantly (P<0. 05) decreased under the shade
conditions. The activities of TI were significantly (P<0. 05) changed under different light treatments, but the variation was
not regular. The activities of the primary defense proteins showed significant (P<0. 05) differences under the same light
intensity within the three-month experiment. The activities of POD and CAT in July and August, were significantly (P<
0郾 05) higher than in June. The activities of SOD, PAL, PPO and CI were highest in June. Our results suggested that
different light intensities can significantly affect the activities of the primary defense proteins. SOD, CAT, PAL, PPO and
POD are the key enzymes in the production of the secondary metabolites of Larix gmelinii. The observed changes indicate
the plant defense system has been changed. Our findings therefore suggeste that Larix gmelinii could endure a low light
intensity environment and a suitable light deficit might be a feasible means to increase the defensive protein activities of
Larix gmelinii. Furthermore, Larix gmelinii could likely be used in forestry systems designed to limit light with increasing
forest canopy density or in the schattenseite. Studying the correlation between plant defense and environmental factors may
yield both theoretical and practical implications for future studies as well as field applications.

Key Words: sunlight intensity; defense proteins; Larix gmelinii

植物的组成抗性是植物在遭受植食者取食以及病原体侵害前就己经具有的抗性。 它是植物在长期的系

统发育中产生和发展起来的。 在被侵害之前,植物通常以特定的形态结构、特殊的组织成分或气味来预防虫

害和病原体感染[1]。 过氧化物酶(Peroxidase,POD)、超氧化物歧化酶(Superoxide Dismutase, SOD)、过氧化氢

酶(Catalase, CAT)是植物体内主要保护性酶,多酚氧化酶( Polyphenol Oxidase, PPO )、苯丙氨酸解氨酶

(Phenylalanine ammonia鄄lyase, PAL)是植物体内主要防御性酶,胰蛋白酶抑制剂(Trypsin Inhibitor,TI)、胰凝

乳蛋白酶抑制剂(Chymotrypsin Inhibito,CI)是植物体内两种主要的蛋白酶抑制剂(Protease inhibitors,PIs),它
们都是植物体内重要的防御蛋白,与植物抗性密切相关[2鄄4]。 其中 PAL、PPO、TI 以及 CI 常作为检验植物抗性

的标志性物质,对许多不同种植物的研究表明,PAL 活性的激活是植物细胞应对生物与非生物胁迫的一种响

应,其活性受许多环境因素的影响,与植物抗虫能力更是密切相关[5鄄8]。
自然光照被认为是决定叶片形态和生理生化变化的最关键因素[9]。 同种植物长期生长在不同的光环境

下,会对其表型及生理生态特性产生不同的影响[10]。 光照的强弱能影响植物体内生物碱类和可溶性蛋白含

量的变化,对植物的组成抗性有一定的影响[11]。 兴安落叶松(Larix gmelinii)是东北、内蒙古等省份的主要造

林树种,其人工林受落叶松毛虫(Dendrolimus superans)、舞毒蛾(Lymantria dispar)等害虫的危害严重,且在光

照强度较强的林缘、阳坡、林间道路两侧林分等处受其危害较为严重[12]。 就不同光照强度处理对兴安落叶松

针叶内几种主要的防御蛋白活力变化进行研究,探讨不同光照强度对兴安落叶松组成抗性的影响,对于如何

正确经营不同生境的落叶松林,有效控制害虫以减轻虫害程度提供有益的理论指导。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料与试验设计

5 月,于黑龙江省平山森林植物检疫隔离试种苗圃的裸地上选择水肥一致、平整的 3 块样地。 每块样地
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面积为 6 m伊12 m,在其中的两块样地上各搭建一个遮荫棚。 1 号样地为自然光照(不遮荫),记为 NS;2 号样

地遮一层黑色遮荫网,光照强度约为自然光照的 50% ,记为 NS / 2;3 号样地遮两层黑色遮荫网,光照强度约为

自然光照的 25% ,记为 NS / 4(光照强度采用 TES鄄1335 型数字照度计进行测定)。 5 月初选用长势一致的 4 年

生兴安落叶松幼苗栽植于样地,恢复生长 1 个月后进行持续遮荫处理。 分别于 6 月 30 日、7 月 30 日、8 月 30
日采集长势相近的兴安落叶松幼苗健康针叶,每个样地采集 25 株,每 5 株为 1 个重复,重复 5 次。 新鲜针叶

置于夹链袋内,低温密封保存带回实验室,冰箱冷冻保存备用。
1. 2摇 仪器与试剂

仪器:电子天平(奥豪斯国际贸易上海有限公司)、D鄄37520 冷冻离心机(德国)、电热恒温水浴锅(上海森

信实验仪器有限公司)、UV鄄240 紫外分光光度计(Biochtom Ltd. Cambridge CB4 OF J. England)。
试剂:愈创木酚、过氧化氢、浓盐酸、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、硼酸、氯化钙、抗坏血酸、甲醇为国产药品;

聚乙烯吡咯烷酮(PVP40)、甲硫氨酸(Met)、氮蓝四唑(NBT)、核黄素(VB2)、乙二胺四乙酸(EDTA)、TritonX鄄
100、巯基乙醇(Mer)、三羟甲基氨基甲烷(Tris鄄Base)、胰蛋白酶、苯基硫脲、Tris 等,均为 AMRESCO 公司产品;
苯丙氨酸为 WAKO 公司生产;咖啡酸、苯甲酰精氨酸乙酯(BAEE)和 N鄄苯甲酰鄄L鄄酪氨酰乙酯(BTEE)为

SIGMA 公司产品。
1. 3摇 测定方法

准确称取 1 g 鲜针叶,在液氮冷冻条件下充分碾碎,低温保存备用。
1. 3. 1摇 POD、CAT、SOD 活性测定

POD 活性测定参照李合生[13]的愈创木酚法,以 1 min 内 OD470 变化 0. 01 的酶量为 1 个酶活力单位(U /
g 鲜重)。 CAT 和 SOD 活性测定参照王晶英[14] 的过氧化氢氧化法和氮蓝四唑染色法,SOD 以将氮蓝四唑

(NBT)的还原抑制到 50%时所需的酶量为 1 个酶活力单位(U / g 鲜重),测定方法略有改动,其中对照组为 3
mL 反应液加入 1 mL 磷酸缓冲液;CAT 以 1 min 内 OD240 减少 0. 1 的酶量为 1 个酶活力单位(U / g 鲜重)。
1. 3. 2摇 PAL、PPO 活性测定

PAL 活性测定采用苯丙氨酸比色法[15],以 1 min 内 OD290 变化 0. 01 为 1 个酶活力单位(U / g 鲜重)。
PPO 活性测定采用咖啡酸比色法[16],以 1 min 内 OD470 变化 0. 01 为 1 个酶活力单位(U / g 鲜重)。
1. 3. 3摇 TI、CI 活力测定

TI、CI 活力测定参照徐伟[17]的方法,以 1min 内蛋白酶抑制剂活力降低 0. 001 为 1 个酶活力单位(U / g 鲜

重)。
1. 4摇 数据分析

数据处理使用 SPSS18. 0 软件,采用 Univariate(单因变量的多因素方差分析法)和 one-way ANOVA(单因

素差异显著性分析法)分析光照强度差异对 POD、CAT、SOD、PAL、PPO、TI 和 CI 活性影响的差异显著性,以
LSD(最小显著法)在 0. 05 水平下检验与对照之间的差异显著性。
2摇 结果与分析

2. 1摇 不同光照强度处理对兴安落叶松针叶内几种主要防御蛋白活力影响

不同光照强度对 POD、SOD、CAT、PPO、PAL、CI 和 TI 的活性均有极显著影响(P<0. 01);不同月份对其主

要防御蛋白的活性均有显著影响(P<0. 05)(表 1)

表 1摇 影响兴安落叶松针叶内主要防御蛋白活力变化的主效应分析检验结果

Table 1摇 The main effects of test results of impact on the changes of defense protein activity in larch needles

差异来源
Source

POD

F Sig.

SOD

F Sig.

CAT

F Sig.

PPO

F Sig.

PAL

F Sig.

TI

F Sig.

CI

F Sig.

遮荫 Shade 47. 12 0. 00 74. 25 0. 00 30. 91 0. 00 9. 05 0. 00 82. 80 0. 00 3. 30 0. 046 25. 08 0. 00

月份 Month 291. 44 0. 00 24. 120 0. 00 22. 71 0. 00 277. 15 0. 00 301. 57 0. 00 3. 60 0. 044 37. 93 0. 00
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2. 1. 1摇 不同光照强度对兴安落叶松针叶内保护性酶活性的影响

在每个月中,3 种光照强度下的 POD 活性之间的差异显著(P<0. 05),25% 和 50% 光照强度下活性显著

高于自然光照下(P<0. 05),50%光照强度下活性最高;相同光照强度下,不同月份中酶活性差异均显著(P<
0. 05),7 月和 8 月显著高于 6 月(P<0. 05),8 月活性最高(图 1)。

SOD 活性,在每个月中,25%和 50%光照强度下显著高于自然光照下(P<0. 05),25%光照强度下活性最

高;25%和 50%光照强度下的酶活性,在 6 月差异不显著,在 7 月和 8 月后者显著低于前者(P<0. 05);相同光

照强度下,6 月和 8 月中酶活性显著高于 7 月(P<0. 05),6 月活性最高(图 1)。
CAT 活性,在每个月中,自然光照条件下显著高于 25%和 50%光照强度下(P<0. 05);25%和 50%光照强

度间的酶活性,在 6 月差异不显著,在 7 月和 8 月前者显著高于后者(P<0. 05);相同光照强度下的酶活性,7
月和 8 月显著高于 6 月(P<0. 05),7 月活性最高(图 1)。

图 1摇 不同光照强度条件下兴安落叶松针叶内保护酶活性差异

Fig. 1摇 Variation of the activities of protective enzymes in larch needles under different light intensities

图中数据标注均为平均值依标准误;不同小写字母表示每个月份中不同光照强度条件下兴安落叶松针叶内保护酶活性差异显著(P<0郾 05),

不同大写字母表示相同光照强度条件下不同月份中保护酶活性差异显著(P< 0. 05); 若相同则表示差异不显著

图 2摇 不同光照强度条件下兴安落叶松针叶内防御酶活性差异

Fig. 2摇 Variation of the activities of defense enzymes in larch needles under different light intensities
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2. 1. 2摇 不同光照强度对兴安落叶松针叶内防御性酶活性的影响

遮荫条件下 PAL 和 PPO 活性均显著高于自然光照下的(P<0. 05),25%光照强度下活性最高(图 2)。 在

每个月中,3 种光照强度下的 PAL 活性之间的差异显著(P<0. 05);PPO 活性,在 25% 和 50% 光照强度下,7
月和 8 月中差异显著(P<0. 05)。 相同光照强度下,不同月份间 PPO 活性差异显著(P<0. 05),PAL 活性 7 月

和 8 月间差异不显著,6 月两种酶活性均最高。
2. 1. 3摇 不同光照强度对兴安落叶松针叶内蛋白酶抑制剂活性的影响

CI 的活性,在每个月中 25%和 50%光照强度下显著高于自然光照下的(P<0. 05),50%光照强度下活性

最高,7 月份两者间差异不显著;自然光照和 50%光照强度下,6 月 CI 活性显著高于 7 月和 8 月,后两者间差

异不显著,25%光照强度下 3 个月份间差异显著(P<0. 05)。
TI 的活性,在 6 月和 7 月中,3 种光照强度下差异显著(P<0. 05),25%和 50%光照强度间在 8 月差异不

显著;6 月 25%光照强度下活性最高,7 月 50%光照强度下活性最高,而 8 月自然光照下活性最高;自然光照

条件下,8 月活性显著高于 6 月和 7 月(P<0. 05),后两者间差异不显著;50%光照强度下,不同月份间差异显

著(P<0. 05),7 月份活性最高;25%光照强度下,6 月显著高于 7 月和 8 月(P<0. 05),后两者间差异不显著。
总体上,遮荫处理对 TI 的活性有显著影响(P<0. 05),但在不同月份中波动较大,规律性不明显(图 3)。

图 3摇 不同光照强度条件下兴安落叶松针叶内蛋白酶抑制剂活性差异

Fig. 3摇 Variation of the activities of protease inhibitors in larch needles under different light intensities

3摇 结论和讨论

林木组成抗性受很多因素的影响,易随光照、温度、湿度等环境因子、植物营养甚至植物成熟度而变

化[1]。 有研究表明,在光照充足的条件下,叶片的初生代谢产物糖类、蛋白质以及昆虫生长发育不可缺少的

活性物质氨基酸等的积累较多[18鄄19]。 因此,在光照条件较好的林缘和阳坡的林木由于营养物质积累丰富,害
虫危害亦较为严重[12]。 尚未见有研究报道从植物防御抗性的角度解释为什么舞毒蛾等落叶松的主要害虫在

光照充足的条件下危害严重。
光因子在植物生长过程中起着重要作用,不同的光照强度会对植物叶片内酶的活性产生影响[20]。 SOD、

CAT、PAL、PPO 和 POD 是植物次生物质生成过程中的关键酶,其活性改变预示着植物化学防御体系正在发

生改变[21]。 本研究发现,兴安落叶松针叶内 POD、SOD、PAL、PPO 和 CI 的活性,在 50%和 25%光照强度下均

显著高于自然光照下的(P<0. 05)。 贾传华等在研究不同遮荫处理对兴安桧叶内保护酶活性的影响中发现,
遮荫的兴安桧叶内 POD 和 SOD 活性均显著高于对照[22],与本研究结果一致。 表明兴安落叶松针叶内多数防

御蛋白的活性,在较低的光照强度下显著高于全光照条件下。 这也从植物抗性的角度说明,在较荫蔽的光照

环境下,植物具有较强的抗性,光照强度弱害虫危害较轻。 本研究还发现,防御蛋白活性在不同生长时期也有

显著性变化。 SOD、PAL、PPO 和 CI 的活性在 6 月时最高,其变化规律与佟丽丽[23] 的研究结果基本一致。 但

是,控制条件下实验的结果和结论与自然状态是否一致? 林缘、林内和阳坡、阴坡各种防御蛋白的活性的差异
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如何? 自然条件下,植物受多方面的环境因素影响,因此研究其他环境因子对兴安落叶松组成抗性的影响是

深入研究的方向。
研究环境因子与植物防御之间的关系具有重要的理论和实际应用价值。 基于本研究结果,笔者建议在营

造兴安落叶松林时,可选择在光照强度较弱的阴坡地带栽植或适当增加林分的郁闭度,通过改善光照条件增

强其抗性。 这将为不同生境条件下落叶松林的适当营造及管理提供一定的理论依据,为研发资源节约型和环

境友好型防虫技术奠定基础。
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