
第 24 卷 第 3 期 农 业 工 程 学 报 Vol.24 No.3

2008 年 3 月 Transactions of the CSAE Mar. 2008 251

鸭梨果实接种轮纹病菌及生长期、贮藏期防御酶系

活性变化的研究

祝美云 1，赵晓芳 1, 2，王贵禧 2※，王艳娜 2，梁丽松 2

(1．河南农业大学食品科学技术学院， 郑州 450002；

2．中国林业科学研究院林业研究所，国家林业局林木培育实验室，北京 100091)

摘 要：该文研究了鸭梨果实受轮纹病原菌(Botryosphaeria berengriana f.sp. piricola)侵染后，及其在不同的生长期、贮

藏期防御酶活性的变化。结果表明：鸭梨果实中多酚氧化酶(PPO)活性在接种轮纹病菌 48 h 内显著高于对照，苯丙氨酸

解胺酶(PAL)活性在接种 120 h 内一直呈上升趋势，过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性在接种后 72 h 出现活性高

峰，超氧化物歧化酶(SOD)活性在接种后 120 h 内也显著高于对照，说明这些酶对鸭梨果实抵抗轮纹病密切相关。 鸭梨

果实在幼果期抗性相关酶主要是 PPO、POD、PAL 和 CAT，在盛花后 25～75 d 能够保持较高的活性，而后均显著下降；

在近成熟期与果实抗病性相关酶主要是 SOD 和 PAL，SOD 活性在盛花后 75 d 快速升高至成熟采收达到最大值，PAL 活

性在花后 115 d 出现较小的活性高峰。鸭梨果实在贮藏期间与抗病性相关的这 5 种酶活性总体呈下降趋势，对抵抗病原

扩展能力减弱。果实在不同时期对病原菌的抵抗能力与果实中防御酶活性变化密切相关。
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0 引 言

鸭梨是中国北方地区的主要水果，虽然鸭梨果实较

耐贮藏，但贮运过程中也容易腐烂，其中轮纹病是主要

贮藏病害之一。由于病原菌在果实生长期潜伏侵染而贮

藏期易发病造成腐烂，不易控制和防范[1]。植物遭受病原

菌侵染后自身会发生植物细胞壁结构的增强、植保素的

合成、蛋白酶抑制剂及一些水解蛋白的诱导和积累等一

些防御反应[2，3]，以及控制植物体内与抗病性有关的活性

氧代谢的酶系统活性也会发生变化[4-6]。同时，植物病原

菌能够产生多种植物胞壁降解酶，这些酶类能够参与病

害的扩展[7]。有研究表明，轮纹病菌在侵入苹果果实后产

生一系列的多聚半乳糖醛酸酶（PG）和果胶甲基酯酶

（PMG）是降解果实胞壁的主要酶类，在整个致病过程

中起重要作用[8]。果实生长发育的不同阶段的抗病能力与
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果实的皮孔密度、总酚含量、糖酸含量以及过氧化物酶

（POD）活性等密切相关[9]。为了深入探讨梨果实自身抵

抗病原菌的能力，本研究测定了鸭梨果实在生长发育期、

贮藏期以及受轮纹病菌侵染后的 PPO 、POD、 PAL、

SOD、CAT 等防御酶系活性的变化，为研究梨果实对采

收前后对轮纹病产生的抗性机制中酶活性所起的作用提

供基本依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试梨：鸭梨（Pyrus bretschneideri Rehd. cv. ‘Yali’）

果实采摘于河北省赵县无公害梨果研究所果园，盛花期 4

月 12 日，套袋期 5 月 28 日，采收期 9 月 26 日。梨果采

收后当天运至中国林业科学研究院林业研究所采后试验

冷库，入库温度 10℃，梯度降温，30 d 降至 0℃恒温保存。

鸭 梨 轮 纹 病 原 菌 ： 轮 纹 病 菌 （ Botryosphaeria

berengriana f.sp. piricola），来自当地典型轮纹病病果，参

照方中达方法分离纯化[10]，并经国家林业局林业菌种保藏

中心鉴定。

1.2 试验方法

病原菌接种与取样：选择大小一致、健康的梨果实，
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经 75%酒精表面消毒。用梨轮纹病菌孢子悬液(浓度为

1×105 个/mL ) 针刺接种于果实，用蘸有无菌水棉花团保

湿，27℃ 贮藏间隔 24 h 取样一次。每个果实接种 20 点，

重复接种 6 个果实，取病斑组织进行酶活性测定。以针刺

后涂抹无菌水的果实组织为对照。

生长期取样：鸭梨果实花后 25～55 d 每隔 10 d 采集 1

次，花后 75 d 至成熟每隔 20 d 采集 1 次。每次随机取 15

个正常果。贮藏期取样：贮藏期 5 个月，每月取样一次。

每处理取样 6 个果，重复 3 次。

1.3 酶活性测定

1.3.1 多酚氧化酶（PPO）活性测定

采用 Galeazzi 等[11]方法测定 OD398。以不加底物邻苯

二酚的反应液为对照，单位是 U/(g·min)。

1.3.2 苯丙氨酸解胺酶（PAL）活性测定

采用吴锦程等[12]方法测定 OD290。以反应时间零为对

照，单位是 U/(g·min)。

1.3.3 超氧化物歧化酶（SOD）活性测定

取果肉 5 g，加入 20 mL 0.05 mol/L pH 7.8 的磷酸缓

冲液（含 0.1 mmol/L EDTA；0.3%(m/V) Triton X-100，4%

（PVPP），冰浴匀浆，4℃条件下 10000 r/min 离心 20 min，

上清液即为粗酶液。在 3mL反应液（在 54 mL 14.5 mmol/L

DL-甲硫氨酸中分别加入均以 0.05 mol/L pH 7.8 磷酸缓

冲液配制的 0.003 mmol/L EDTA，2.25 mmol/L NBT 和

0.06 mmol/L 核黄素 各 2 mL，各溶液均在用前配制，避

光放置）的试管中，加入 0.2 mL SOD 粗酶液，混合后在

透明试管架上，在 3000 lx 的日光灯下照光 20 min，温度

控制在 25℃，光照结束后取出试管，迅速测定 OD560，以

不加酶液的照光管为对照。计算：以能抑制反应 50% 的

酶量为一个 SOD 酶活单位。单位是 U/(g·min)。

1.3.4 过氧化物酶（POD）活性测定

采用李江华[13]方法测定 OD470。单位是 U/(g·min)。

1.3.5 过氧化氢酶(CAT)活性测定

粗酶的提取同SOD。将0.1 mL粗酶液和2 mL 0.05

mol/L的磷酸缓冲液（pH 7.8）在25℃ 预热 5 min后，加

入1 mL 0.2% H2O2。每加一管立即计时 ，并迅速倒入石

英比色杯中，240 nm波长下测定吸光度，隔1 min 读数一

次，共测4次，每处理重复3次。以1 min内△OD240 减少

0.1个单位为一个酶活单位（U）。

1.4 统计分析

采用SPSS（11.0）“paired-sample T Test”进行差异显

著性分析。

2 结果与分析

2.1 受病原菌侵染后 5 种防御酶活性变化

鸭梨果实在接种轮纹病菌后，PPO 活性快速升高，在

接种后 24 h 和 48 h 的 PPO 活性显著高于对照（P<0.05），

对照果实的 PPO 活性在 48 h 内没有明显变化，72 h 之后

有所升高，在 96 h 和 120 h 时则显著高于接种处理

（P<0.05）（图 1a）；接种病原菌后的鸭梨果实中 PAL 活

性一直呈上升趋势，对照则无明显变化，在接种 120 h 的

活性比对照增加了 404.12 %，二者差异极显著（P<0.01）

（图 1b）；接种病原菌后果肉中 POD 活性快速升高，至

72 h 时达到最高值 (143.13 U/(g·min)) ，比对照高出 75.34

U/(g·min)，接种病原菌果实的 POD 活性始终高于对照，

二者差异显著（P<0.05）（图 1c）；图 1d 为鸭梨果实接种

轮纹病病菌后 SOD 活性变化。结果显示，在接菌后的果

实中的 SOD 活性显著高于对照（P<0.05），并且在 48 h 时

出现活性高峰， 72 h 时活性继续增高达到 136.77

U/(g·min)，比对照高出 19.01 U/(g·min)；图 1e 是鸭梨

果实在接种轮纹病菌后 CAT 活性变化。在接菌后，果肉中

的 CAT 酶活性迅速上升，至 72h 时达到一个活性高峰，比

初始提高 10.12 U/(g·min)。未接菌果肉在 48 h 后 CAT 活

性有所增加，但显著低于接菌果肉的酶活性（P<0.05）。

植物感染病原微生物后，能够形成植物防御素，木质

化作用加强，以阻止病原菌进一步扩展[14]。由于 PPO 能

够氧化酚类化合物形成对病原菌毒性更强的醌类，还通过

参与酚类物质（如绿原酸，香豆酸等）的氧化作用而促进

木质素的合成 [15]。PAL 活性是苯丙烷类代谢途径的关键

酶和限速酶，可形成包括植保素、木质素和酚类化合物等

抗病次生物质 [16] 。植物受到病原菌的入侵可诱导活性氧

的迸发，也是植物对病原菌应答的最早期反应之一。植物

在长期的进化过程中形成了一个完善的清除活性氧的防

卫系统，使体内产生与清除活性氧维持在一个动态平衡，

POD 与 SOD、CAT 共同组成了生物体内活性氧防御系统，

在清除超氧自由基、H2O2 和过氧化物以及阻止或减少羟基

自由基形成等方面发挥重要作用。POD 在 H2O2 参与下催

化木质素单体聚合成木质素，提高组织木质化程度，从而

阻止病原菌的入侵。此外，SOD 和 CAT 在特定条件下产

生的 H2O2 能够用于细胞壁的木质化，可抑制病原菌对细

胞质膜的破坏[17，18]。本试验中，鸭梨果实在感染轮纹病早

期，PPO 活性显著升高，是果实抵御病原菌侵染的一种生

理反应。在病情扩展的后期，PPO 活性可能受组织内部生

理代谢紊乱影响而显著低于对照。故 PPO 活性与果实感染

轮纹病早期抵抗梨轮纹病关系密切。果实中 PAL 活性在接

种病菌后至 120h 均呈上升趋势，说明 PAL 在果实感病的

全程都起抑制病斑扩展的作用。接种病原菌后的果实中的

POD、SOD 和 CAT 的活性均显著高于对照，且在观测期

分别呈现活性高峰，说明鸭梨果实中这些酶在逆境条件下

能最大限度地被激发，减轻病害侵染造成的伤害。
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图 1 接种轮纹病后鸭梨果肉中 5种酶的活性变化

Fig.1 Changes of the activity of five enzymes in ‘Ya’pear fruit after inoculation with B.berengriana

2.2 梨果实生长期 5 种防御酶活性的变化

图 2 为未受病菌侵染的鸭梨果实在不同发育期的 5 种

防御酶活性变化。除 SOD 酶外，其他 4 种酶在果实发育

初期都表现出较高活性，并且随着果实的生长发育，酶的

活性总体逐渐降低，其中 POD 和 CAT 在盛花后 95 d 后活

性降得很低。说明这 4 种酶在幼果期的活性处于最高期。

SOD 酶活性在幼果期极低，仅有 8.13 U/(g·min)，而在花

后 75 d 呈急剧上升趋势，花后 115 d 至果实成熟活性始终

保持在 90.59～93.83 U/(g·min)。在鸭梨果实发育的初期

PPO、PAL、CAT 和 POD 活性处于最高值，说明在果实幼

果期这 4 种酶与抗病性相关。而在幼果期以后，这几种酶

的活性总体偏低，在近成熟期主要是 SOD、PPO 和 PAL

3 种酶活性较高。根据通讯作者试验室对鸭梨轮纹病潜伏

侵染期田间实验结果显示，鸭梨轮纹病侵染高峰期为盛花

期后 50～70 d，在整个生长期病害极少发生 [19]。有研究

表明，皮孔是果实病菌侵入的主要途径和潜伏的主要部

位，而在幼果期果实的皮孔密度较大，其次是膨大期[9]。

本研究表明鸭梨果实在幼果期活性较高的是 PPO、POD、

CAT 和 PAL 这 4 种酶。其中 PPO 和 PAL 活性最高，且活

性峰值出现早于 POD，这些酶活性与果实幼果期抗病性呈

正相关。故在幼果期病原菌虽容易侵入但病情不易扩展，

可能与果实抵抗病原菌的防御酶活性较高有关。鸭梨果实

在花后 55～95 d，果实中与抗性相关酶活性总体呈下降趋

势，在花后 75 d 这 5 种酶总活性处于最低值，这个时期病

原菌较易侵入且不能抵抗病情的扩展。鸭梨果实在近成熟

期（花后 95～105 d）主要与抗病性相关的 SOD 和 PAL

2种酶活性较强，在这期间果实中SOD活性的大幅度上升，

PAL 活性也呈现先升后降趋势，可以有效的抑制病原菌的

侵染，故在这个时期病情较膨大期扩展速度慢。以上结果

表明，鸭梨果实中防御酶的活性变化与田间发病规律一

致。在植物发育过程中，不同的阶段起主要作用的酶不同，

图 2 鸭梨果实生长期 5种防御酶活性变化

Fig.2 Changes of defendant enzyme activities

in ‘Ya’pear fruit during growth
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如猕猴桃软化的过程中就存在不同酶种类的阶段性变

化[20]。本研究表明，鸭梨果实幼果期与抗病性相关酶类主

要有PPO、PAL和POD，并随着果实发育酶活性逐渐下降；

果实近成熟期SOD酶活性显著提高，PAL在花后115 d也呈

现出活性高峰。这两种酶对果实抵抗病菌起到一定作用。

故不同的阶段与抗病性相关的防御性酶活性也呈现阶段

性变化，并且在不同阶段主要防御酶种类和作用强弱是不

同的。

2.3 鸭梨果实贮藏期 5 种防御酶活性的变化

图3为未受病原菌侵染的鸭梨果实在不同贮藏期的5

种防御酶的变化。结果显示，鸭梨果实在贮藏期间活性较

强的两种酶为 PPO 和 SOD。其中 PPO 一个活性峰值

（64.73 U/(g·min)），是采收时酶活性的 1.8 倍。SOD 的

活性由采收时的 93.83 U/(g·min)降至 60.52 U/(g·min)。

其平均值为 89.71 U/(g·min)，是 CAT 和 PAL 酶活性的

15～20 倍。说明梨果实在贮藏期主要是 SOD 和 PPO 2 种

酶活性较高，但总体防御酶活性明显低于采前，对抵抗病

原菌的能力减弱。故在贮藏 2 个月后，随着鸭梨果实衰老

速度加快，整体抗病性也进一步降低，在自然状态下潜伏

侵入果实内部的轮纹病菌也能够在果肉中生长繁殖，导致

果实发病腐烂。通讯作者实验室对鸭梨果实采后轮纹病发

病规律的研究结果表明田间自然侵染轮纹病果实在采后

40～60 d 集中发病[19]，此结果与果实在贮藏期的抗病性相

关酶的活性变化规律相一致。

图 3 鸭梨果实贮藏期 5种防御酶活性变化

Fig.3 Changes of defense enzyme activities

in ‘Ya’pear fruit during storage

3 结 论

1）鸭梨果实受病原菌侵染后，PPO 活性与鸭梨果实

感病早期抗病性关系密切；PAL 在感病的全程都起抑制病

菌扩展的作用；接种轮纹病菌果实中的 POD、CAT 和 SOD

酶活性显著高于对照，与抵抗轮纹病的发生发展密切相

关。

2）鸭梨果实在幼果期（花后 25～45 d）主要与抗病

性相关酶是 PPO、POD、CAT 和 PAL。在果实膨大期(花

后 55～95 d)，鸭梨果实中与抗病性相关酶活性总体呈下

降趋势，在花后 75 d 这 4 种酶总活性处于最低值。梨果

实在近成熟期（花后 95～105 d）主要与抗病性相关的酶

是 SOD 和 PAL。果实在不同的阶段与抗病性相关的防御

性酶活性也呈现阶段性变化，并且在不同阶段主要防御酶

种类和作用强弱是不同的。

3）鸭梨果实在贮藏期间，PPO 的活性在前 2 个月有

一定幅度增加，而后迅速下降至最低值。其它 4 种与抗病

性相关的酶活性总体呈降趋势，鸭梨果实在贮藏 2 个月

后，整体抗病性也进一步降低，在自然状态下受病原菌侵

染的果实容易发病腐烂。以上结论基本探清了在果实在生

长期的不同阶段和采后贮藏过程中防御酶系变化与抵抗

轮纹病的关系,为果实田间生长和采后贮藏的病害防治提

供理论依据。
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Changes of defense enzyme activity in ‘Ya’pear fruit inoculated with

Botryosphaeria berengriana during growth and storage periods

Zhu Meiyun1 , Zhao Xiaofang1，2 ,Wang Guixi2
※
,Wang Yanna2,Liang Lisong2

(1. College of Food Science and Technology, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China;

2. Research Institute of Forestry, Chinese Academy of Forestry, Key Laboratory of Forest Silviculture

of State Forestry Administration, Beijing 100091, China)

Abstract : The activities of Polyphenoloxidase (PPO), Phenylalanine Ammonia Lyase ( PAL), Peroxidase (POD),

Superoxide dismutase (SOD) and Catalase (CAT) in ‘Ya’pear fruit inoculated with Botryosphaeria berengriana f.sp. piricola

and sound pear fruit in growth and storage periods were studied. The results show that compared with the uninoculated

pear fruit, the PPO activity of the pear fruit inoculated by the pathogen markedly increase in 48 hours after the

inoculating treatment, the PAL activity is on the rise during the 120 hours after inoculation, POD and CAT activities

reach a peak at 72h after inoculation, and the SOD activity of the inoculated treatment is also obviously higher than that

of the contrast, which suggests that those enzymes are closely-related to pear fruit against Botryosphaeria berengriana f.sp.

piricola infection. The main defense enzymes at the young stage of pear fruit are PPO, POD, PAL and CAT, which

activities are higher at 25～75 d after blossom, and lower from then on; The main defense enzymes with high activity at

the premature stage of pear fruit are SOD and PAL. In addition, the activity of SOD heightens sharply at 75 d after

blossom, peaks at mature stage of fruit. And the activity of PAL appears a little peak at 115 d after blossom. The

activities of these enzymes all declines during storage period, and the ability to resist the growth of pathogen reduces

sharply. The disease resistance of pear fruit during different periods concerns the defense enzymes activity very nearly.

Key words: ‘Ya’pear fruit; Botryosphaeria berengriana f.sp. piricola; defense enzymes; period of growth; period of

storage


