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溃疡病菌低聚糖激发子诱导杨树
细胞抗病机制的初步研究

Ξ
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　　[摘　要 ]　以杨树愈伤组织为试验材料,研究了杨树溃疡病菌细胞壁裂解物——低聚糖对杨树细胞有关抗病

指标的诱导作用。结果表明,该低聚糖具有明显的激发子活性,能够诱导杨树细胞苯丙氨酸解氨酶 (PAL )、几丁质

酶、Β21, 32葡聚糖酶活性显著增高 (分别为对照的 2. 80, 1. 99, 2. 84 倍)和木质素、HR GP 的积累 (分别为对照的

2. 35, 2. 61倍)。因此可以认为,低聚糖激发子主要是通过快速启动和增强防卫基因表达的速度和强度,使植物体内

同抗病性有关的物质代谢增强,导致抗病物质快速形成和积累,从而诱导或增强了植物的抗病性。
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　　低聚糖 (o ligo saccharide)一般是指含 2～ 20 个

单糖的一系列小分子多糖。自从A lbersheim 等发现

霉菌细胞壁组分Β2葡聚糖片段能激活植物细胞的抗
病反应以来,人们相继发现了其他一些植物、酵母、

细菌细胞壁多糖的裂解物低聚糖有诱导植物细胞抗

病的功能。具有激发子活性的低聚糖主要有低聚 Β2
葡聚糖、N 2乙酰聚氨基葡糖、聚氨基葡糖、低聚半乳
糖和木聚糖。其中前 3种可由裂解真菌细胞壁的 Β2
葡聚糖和几丁质获得,后两种可由裂解植物细胞壁

的果胶质和纤维素获得。

利用“诱导抗性”或“交叉保护”的现象来防治植

物病害已有较多报道[1, 2 ] ,但大多局限于农作物,涉

及树木诱导抗病性以及诱导机制的研究则很少。本

试验用溃疡病菌菌丝体细胞壁裂解物——低聚糖激

发子处理杨树愈伤组织细胞,初步研究了低聚糖诱

导杨树细胞抗病性的生化机制。

1　材料与方法

1. 1　杨树愈伤组织的培养

　　以毛白杨 (P op u lus tom en tosa Carr. )为供试植

物材料,取其 2年生枝条韧皮部为外植体,按胡景江

等[3 ]的方法培养愈伤组织。

1. 2　溃疡病菌细胞壁裂解物的制备

从北京杨 (P op u lus p ek inensis H su)溃疡病斑上

分离得到溃疡病菌 (D oth iorella g reg a ria Scc) ,按王

颖等[4 ]的方法培养、制备干菌丝,经加水研磨、高温

高压 (121 ℃, 0. 101 3 M Pa, 30 m in)裂解后取上清

液即为含有低聚糖 (低聚 Β2葡聚糖和低聚N 2乙酰聚
氨基葡糖)的诱导液。诱导液的质量浓度以其中性糖

含量 (用蒽酮法测定)表示。

1. 3　愈伤组织的诱导处理

按王颖等[4 ]的方法,处理液质量浓度分别为0,

0. 5, 5, 10, 50, 100 m göL , 诱导后间隔一定时间取

样,测定抗病指标。

1. 4　抗病指标的测定

1. 4. 1　苯丙氨酸解氨酶 (PAL )的提取与检测　参

照王敬文等[5 ]的方法,取待测样品 1. 0 g, - 15 ℃冷

冻固定,加 4倍重量预冷的 0. 2 mo löL 硼酸缓冲液
(pH 8. 8,含 8 mmo l巯基乙醇)冰浴研磨匀浆, 4 ℃

下 10 000 röm in 离心 20 m in,上清液用于酶活性检

测。 检测反应液组成: 硼酸缓冲液 3. 0 mL +

80 mmo löL苯丙氨酸 1. 0 mL + 酶液 1. 0 mL , 35 ℃

反应 60 m in, 6 mo l HC l终止酶活性,紫外分光光度

计测OD 290,以每克鲜组织每分钟OD 290变化0. 01为

1个 PAL (phenyla la ine ammon ia lyase)酶活性单位

(u)。

1. 4. 2　木质素含量的测定　参照波钦诺克[6 ]的方

法,取待测样 1. 0 g,用体积分数 10%醋酸、丙酮等

分离出水溶性和脂溶性化合物,用体积分数 72%硫
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酸水解除去纤维素和半纤维素,用 0. 085 mo löL 重
铬酸钾—硫酸氧化水解样品中的木质素,过量的重

铬酸钾用 0. 05 mo löL 亚硫酸铁标准液滴定 (邻菲罗

啉为终点指示剂) ,根据标准液的消耗量计算样品中

木质素含量。

1. 4. 3　几丁质酶的提取及检测　参照Bo ller 等[7 ]

的方法,取待测样品 1. 0 g,经- 15 ℃冷冻固定后,

加 2 倍重量预冷的 0. 2 mo löL 磷酸缓冲液
(pH 6. 4) ,冰浴研磨匀浆, 4 ℃下 10 000 röm in 离心

15 m in, 上清液用于酶活性检测。 0. 5 mL 酶液与

0. 5 mL胶状几丁质 (5 göL )及 0. 1 mL 缓冲液于 40

℃水浴保温 1 h, 冷却、离心, 取上清液 0. 5 mL 加

0. 8 mo löL 四硼酸钾 0. 1 mL , 沸水中准确加热

3 m in, 流水冷却后加对2二甲氨基苯甲醛 (DM AB )

试剂3 mL , 37 ℃保温 20 m in,冷却后测OD 585值,根

据标准曲线计算反应液中N 2乙酰葡萄糖胺的含量。
以每小时每克鲜样从胶状几丁质中释放 1 Λg N 2乙
酰葡萄糖胺为一个酶活性单位 (u)。

1. 4. 4　Β21, 32葡聚糖酶的提取与检测　待测样品
0. 5 g, 经- 15 ℃冷冻固定后, 加 2. 5 mL 预冷的

0. 05 mo löL乙酸钠缓冲液 (pH 5. 0) , 冰浴研磨匀

浆, 4 ℃下 1 500 röm in 离心 15 m in,上清液 4 ℃下

透析 10 h 后用于酶活性检测。以昆布多糖 (Sigm a

公司)为反应底物,按史益敏[8 ]的方法测定 Β21, 32葡
聚糖酶活性,以每分钟每克鲜样产生 1 Λg N 2还原糖
为一个酶活性单位 (u)。

1. 4. 5　富含羟脯氨酸糖蛋白 (HR GP)含量的测

定　细胞壁的制备按李建华等[9 ]所述的方法。细胞

壁中 HR GP (H ydroxyp ro line2rich glycop ro tein )含

量与羟脯氨酸 (H yp )含量成正相关[10 ] ,因此本研究

以 H yp 含量代表 HR GP 的相对含量, H yp 测定参

照 K ivirikko [11 ]的方法, 取 20 m g 细胞壁样品测定

H yp 含量来代表HR GP 的相对含量 (m gög)。

2　结果与分析

2. 1　诱导液质量浓度与诱导效率的关系

　　用不同质量浓度低聚糖诱导液处理杨树愈

伤组织细胞 6 h (木质素和HR GP 含量测定的样品

处理时间为 60 h) ,测定有关抗病指标的变化,结果

见表 1。
表 1　低聚糖诱导液质量浓度对有关抗病指标的影响

T able 1　Effect of elicito r concen tra t ion on resistan t index

诱导液质量浓度ö
(m g·L - 1)

E licito r
concen tration

抗性指标 Resistan t index

PAL öu 木质素ö(m g·g- 1)
L ign in

HRGPö
(m g·g- 1)

几丁质酶öu
Ch itinase

Β21, 32葡聚糖酶öu
Β21, 32glucanase

0. 0 53. 8 12. 3 13. 6 112 235

0. 5 98. 6 19. 4 19. 9 167 446

5. 0 152. 5 24. 2 28. 3 189 568

10 175. 3 31. 5 35. 8 204 609

50 176. 8 31. 2 35. 0 201 602

100 167. 6 31. 3 35. 2 199 598

　　由表 1可见,诱导液质量浓度对诱导效率有明

显影响。经诱导处理后各抗病指标值均显著高于对

照,诱导液质量浓度为 10 m göL 时诱导效率达到最
大, PAL、几丁质酶、Β21, 32葡聚糖酶活性及 HR GP

和木质素含量分别为对照的 3. 25, 1. 83, 2. 59, 2. 63

和 2. 56倍。当质量浓度再增大时,诱导效率不再增

加。由此可见,诱导抗病性的强弱与诱导因子的强弱
(或浓度)有关,在一定范围内诱导效应随诱导因子

浓度的增加而加强,达到一定浓度后诱导效应不再

增加而趋于稳定。

2. 2　诱导处理后抗病指标的动态变化

2. 2. 1　PAL 活性的变化　用 10 m göL 低聚糖诱导
液处理杨树愈伤组织细胞,间隔 2 h 取样测定 PAL

活性,结果见表 2。由表 2可见,诱导处理后 PAL 活

性明显增高, 10 h 达到峰值, 为对照的 2. 80 倍。

PAL 是植物体内苯丙烷代谢途径的关键酶,由该酶

控制的苯丙烷代谢途径能合成多种酚类化合物,其

中有许多是植保素类物质,具有强烈的抑制病原菌

生长的活性。

2. 2. 2　几丁质酶活性的变化　诱导处理后间隔 2

h 取样测定几丁质酶活性,结果见表 2。由表 2可见,

经诱导处理后几丁质酶活性迅速增高, 6 h 后达到

峰值,为对照的 1. 99倍。许多植物病原真菌细胞壁

的主要成分是几丁质,因此植物的几丁质酶有直接

攻击病原菌的潜在能力。该酶能分解几丁质产生N 2
乙酰葡萄糖胺或几丁寡糖,而这种含氮的低聚糖不

仅能进一步诱导几丁质酶活性,而且具有调节植物

细胞木质素代谢的功能。在许多植物中已观察到该

酶被真菌及其细胞壁成分诱导积累,离体试验结果

也表明该酶能抑制真菌孢子的萌发和菌丝体生
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长[12 ]。目前普遍认为,植物几丁质酶在抵御病原真

菌侵染的保卫反应中起重要作用。

2. 2. 3　Β21, 32葡聚糖酶活性的变化　诱导处理后
Β21, 32葡聚糖酶活性的变化见表 2。由表 2 可见,

Β21, 32葡聚糖酶活性的动态变化与 PAL 和几丁质

酶有相似的规律,处理后 10 h 达到峰值,为对照的

2. 84倍。Β21, 32葡聚糖酶不仅能直接作用于病原菌
的细胞壁,而且其分解细胞壁的产物 (低聚糖)可作

为激发子诱导其他抗病反应的酶系, 如 PAL , 42香
豆酸2CoA 连结酶 (4CL )等的积累,促进植保素、木

质素等抗病物质的合成与积累,增强植物的抗病性。

表 2　诱导处理后 PAL ,几丁质酶和 Β21, 32葡聚糖酶活性的动态变化
T able 2　Changes of the PAL , the ch it inase, the Β21, 32glucanase activity w ith tim e u

诱导时间öh
T im e

PAL 几丁质酶 Ch itinase activity Β21, 32葡聚糖酶 Β21, 32glucanase activity

处理
T reatm en t

对照
Contro l

处理
T reatm en t

对照
Contro l

处理
T reatm en t

对照
Contro l

0 53. 3 53. 3 104. 2 104. 2 204. 2 204. 2

2 66. 4 52. 3 154. 6 111. 5 257. 6 210. 5

4 89. 7 55. 6 186. 7 107. 7 326. 4 204. 7

6 112. 4 54. 8 216. 3 108. 9 436. 8 208. 2

8 143. 5 56. 9 200. 1 112. 4 510. 1 210. 4

10 167. 6 59. 7 199. 3 109. 6 594. 8 209. 2

12 156. 2 60. 6 189. 4 108. 8 583. 2 212. 5

2. 2. 4　HR GP 含量的变化　低聚糖诱导液处理杨

树愈伤组织细胞,间隔 12 h 取样测定HR GP 含量,

结果见表 3。
表 3　诱导处理后HR GP 和木质素含量的动态变化

T able 3　Change of the HR GP,L ign in con ten t w ith tim e

m gög

诱导
时间öh
T im e

HRGP 木质素 L ign in

处理
T reatm en t

对照
Contro l

处理
T reatm en t

对照
Contro l

0 13. 6 13. 6 11. 6 11. 6

12 17. 8 14. 2 14. 7 11. 2

24 24. 5 13. 9 20. 2 11. 9

36 29. 7 15. 4 27. 8 12. 4

48 33. 2 15. 7 31. 2 12. 3

60 35. 0 14. 9 31. 9 12. 2

72 34. 9 15. 3 31. 9 12. 3

　　由表 3可见,经诱导处理后HR GP 含量稳步增

高, 60 h 时达 35. 0 m gög,为对照的 2. 35倍,此后其

含量保持相对稳定状态。HR GP 可作为凝聚素将病

原菌固定在细胞壁上,阻止病原菌的入侵和扩散,同

时也可作为木质素的沉积位点或结构屏障而在植物

的抗病反应中起作用。

2. 2. 5　木质素含量的变化　诱导液处理杨树愈伤

组织细胞时木质素含量的变化表现出与HR GP 相

似的规律 (表 3) , 60 h 时达 31. 9 m gög, 为对照的

2. 61倍。细胞壁木质化能阻止病原真菌的入侵、阻断

细胞内的水分和营养物质向病原菌供应,是重要的

物理性抗菌物质。同时在木质素的合成过程中会产

生多种具有抗菌作用的酚类物质。因此木质素的合

成和在细胞上的沉积增强了细胞抗真菌侵染的能

力。

3　讨　论

诱导抗病性是指利用生物的或者物理的、化学

的因子处理植物,改变植物对病害的反应,产生局部

的或系统的抗性。植物的诱导抗病性的全过程是极

其复杂的,不同类型激发子的诱导及其诱导机理还

未研究清楚。从本研究结果来看,病原真菌细胞壁多

糖裂解后产生的低聚糖具有明显的激发子活性,能

够诱导杨树细胞的抗病反应。其诱导强度与激发子

浓度有关,在一定范围内诱导强度随诱导因子浓度

的增加而加强,达到一定浓度后诱导强度不再增加

而趋于稳定。

溃疡病菌低聚糖激发子诱导杨树细胞抗病反应

(机理)主要表现在以下 3 个方面: ①形成一种化学

屏障,遏制病菌的浸染。这主要表现在经诱导后细胞

内的苯丙烷代谢明显增强 (PAL 活性增高) ,由此导

致植保素和酚类化合物在细胞内合成和积累,这些

物质能够抑制病原真菌的生长或杀死病原真菌。

②形成一种物理 (结构)屏障,阻止病原真菌的入侵。

诱导处理后木质素合成加速, HR GP 积累, 二者都

能增强细胞壁的抗穿透能力,同时HR GP 作为木质

素沉积的位点或木质化的模板,因而与木质素一起

构成了更为致密、不可穿透的结构屏障,阻止病原真

菌的穿透入侵过程。③一些水解病原菌细胞壁的酶,

如几丁质酶和 Β21, 32葡聚糖酶活性显著增强。这类
酶不仅能直接作用于病原菌的细胞壁,而且其分解

细胞壁的产物 (低聚糖)可作为激发子诱导其他抗病

反应的酶系如 PAL 和 4CL 等的积累,促进植保素、
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木质素等抗病物质的合成与积累,进一步增强植物

的抗病性。

大量研究表明,植物的抗病性决定于体内抗病

基因的存在和这些基因表达的速度、程度以及基因

表达所产生的抗病物质的量。激发子能快速开启有

关的抗病基因,增强这些基因表达的速度和强度,促

进抗病物质的形成和积累,从而表现出抗病性。但有

关低聚糖激发子如何开启抗病基因还有待进一步研

究。

本研究以杨树愈伤组织为试验材料,排除了生

境中各种因素的干扰以及自然状态下树皮诱导处理

的困难和树皮取样不均一等造成的误差,试验的重

复性好,便于抗病机制的分子探讨。
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A p relim inary study on the resistan t m echan ism of pop la r cell induced

by D oth iorella g reg a ria cell w all o ligo saccharide elicito r

HU J ing- j iang1,L IU Zh i- long2,W EN J ian - le i1

(1 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , 2 T est F arm , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he inducing of D oth iorella g reg a ria cell w all degradat ion p roduct—o ligo saccharides to the

resistan t index of pop lar cell w ere studied w ith the pop lar ca llu s. T he resu lts show ed that, the o ligo saccha2
rides have elicito r act ivity, and cou ld induce the no tab le increase of PAL , ch it inase, Β21, 32glucanase act ivity

and accum u lat ion of hydroxyp ro line2rich glucop ro tein (HR GP) and lign in. It ind ica ted that the o ligo saccha2
rides elicito r cou ld start and speed up exp ression of the resistan t gene. A ccompan ied w ith the fast exp res2
sion of the gene, the resistan t m etabo lism in the p lan t w ere increased, and the resistan t p roducts accum u lat2
ed rap id ly, the resistance of the pop lar cell w as increased.

Key words: pop lar; D oth iorella g reg a ria; o ligo saccharides elicito r; L ign in; HR GP; PAL ; ch it inase; Β21,

32glucanase
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