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摘要 对甘蓝型油菜/ 西农长角0发芽 的幼苗子叶进行涂抹抗性诱导效应及基机理的影响研究表明 脱乙酰化

几丁质对抗性的诱导与水扬酸 ≥ 相似 但乙酰化程度对诱导效果有显著的影响并体现出一定的规律性 ∀苯丙氨酸

解氨酶 ° 活性随乙酰化程度增加而提高 而几丁质酶活性则随乙酰化程度增加而下降 只有完全脱乙酰化 ⁄

为 的 和 ≤ 能诱导酶活性提高 而 ⁄ 为 ! ! 的 ! 和 则表现出抑制作用 过氧化物酶

° ⁄ 活性都能被诱导而比对照高 但乙酰化程度的影响不显著 ∀
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  许多研究表明 在病原菌的感染 !伤害和水杨酸

等诱导下 植物通过过敏反应 √ 2

和系统获得性抗性 ∏ 2

≥ 等抗病机制 诱导产生病程相关蛋白

° ≈ 如几丁质酶 !Β2 2葡聚糖酶 !

过氧化物酶 ° ⁄ 和苯丙氨酸解氨酶 ° ≈ ∗ 等

这些酶类活性提高可以抵御病原真菌的入侵 其活

性的变化也是植物抗性的重要指标 ∀脱乙酰化几丁

质是几丁质脱乙酰化后的一类高分子多糖衍生物

广泛存在于自然界中 它也是真菌细胞壁中的重要

结构组成物质 ∀ 等 ≈ !于汉

寿等 ≈ 研究发现 脱乙酰化几丁质处理植物

的种子和叶片后 能诱导一些 ° 活性提高 并提高

了其抗真菌病害的能力 ∀

近年 一些新的研究发现 由于脱乙酰化几丁质

的结构和理化性质不同 不同的脱乙酰化几丁质对

植物的诱导效应也有差异≈ ∀本文以甘蓝型油菜

品种/ 西农长角0幼苗为材料 利用乙酰水杨酸 2

≥ 为阳性对照 对乙酰化程度不同的

种脱乙酰化几丁质对油菜抗性相关酶的诱导效应及

其机理进行了系统研究 ∀

1  材料与方法

1 1  材料
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试验所用油菜材料西农长角由本校油菜研究室

提供 ∀菌核菌(Σχλεροτινια σχλεροτιορυμ)由本校生物技

术中心提供 ∀ 主要化学试剂脱乙酰化几丁质

≤ ! ! ! 以下简称 和

乙酰化程度 ⁄ 分别为

购于 ƒ∏ 公司 日本 糖

基脱乙酰化几丁质 ⁄ 为 聚

合度 以下简称 ≤ 购于 • ∏ ∏公司 日

本 其他试剂均为国产分析纯 ∀

1 2  诱导处理

将油菜种子用 的次氯酸钠处理 表面杀

菌后 用无菌水洗净 ∀将油菜种子在光照培养箱 β≤

下以全营养液进行培养 发芽后第 天 用 水杨酸

溶液 ! 的 种脱乙酰化几丁质 溶液涂在

子叶两面 对照为 醋酸缓冲液 ∀涂

抹后采用连续光照处理 每隔 取样测定几丁质酶 !

° ⁄和 ° 的活性 ∀每一处理重复 次 ∀

1 3  几丁质酶底物特异性

油菜种子发芽 后 提取幼苗几丁质酶 以不

同的脱乙酰化几丁质为底物 测定几丁质酶的活性 ∀

1 4  生理生化测定

几丁质酶活性提取和测定 几丁质酶的提取参

照 等 ≈ 的方法 称取幼苗 加入

的磷酸缓冲液研磨为匀浆 ε 下

离心 取上清液于 的磷

酸缓冲液 ε 透析 然后转入 的

离心 管 中 冰 冻 保 存 备 用 ∀ 采 用 ≥ 等
≈ 几丁质酶活性测定方法测定 以 ≤

为底物 ≈ƒ ≤ 为显色液 于 分光光

度计比色 ∀ 以 蛋白质 水解几丁质产生

Λ 还原性糖的酶量定义为 酶活力单位 以

氮酰氨基葡萄糖制作标准曲线 ∀

° ⁄提取和活性测定采用愈创木酚比色法≈

以 蛋白质 分解 Λ 的酶量定义为

酶活力单位 ° 提取和活性测定采用 °

∂ 的方法≈ 以 蛋白质 催化苯丙氨酸

产生 Λ 肉桂酸的酶量定义为 酶活力单位 ∀

蛋白质含量测定采用 的方法≈ 以牛血清

白蛋白作标准 ∀

以上测定均为 次重复 每次重复取样 每次

重复设 个平行试验 ∀取平均值进行分析 ∀

1 5  离体叶菌丝体接种试验

离体叶菌丝体接种采用胡小加等≈ 的方法 ∀

对生长至 ∗ 片叶/ 西农长角0 幼苗用 水杨酸

溶液 ! 的 种脱乙酰化几丁质 溶液喷

施处理 对照为 醋酸钠缓冲液 ∀

后采集叶片接种处理 每个处理重复 次 每一

重复采集 株 每株采 片叶龄和大小一致的叶

片 放入垫有纱布的搪瓷方盘中 纱布湿润 叶柄用

湿纱布压住 叶片用玻棒或试管垫起 每盘相对放置

排叶片 ∀接种用菌核菌在马铃薯琼脂平板培养基

°⁄ 培养 ∗ 取菌落外周菌丝块 贴

于叶面 ∀叶片接种后 瓷盘置于 ∗ ε 光照保

湿条件下培养 后开始测量病斑大小 ∀

2  结果与分析

2 1  油菜几丁质酶对不同底物的分解特异性

从图 可以看出 西农长角的几丁质酶对脱乙

酰化几丁质 的活性最高 ∀而 ! ! 和 ≤

的活性较低 ∀这说明 油菜几丁质酶对乙酰化程度

较高的底物有较强的水解作用 ∀

图 1  油菜几丁质酶对不同底物的分解特异性

ƒ  ≥∏ ≥ ÷ ≤

2 2  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对油菜几丁质

酶诱导的影响

从图 可知 乙酰化程度为 的 ≤ 和 表

现出与 ≥ 相似的较强诱导作用 其中 在 时

几丁质酶达活性高峰 比对照提高了 而 ≤

则在 时产生活性高峰 比对照提高 ∀乙

酰化程度 的 ! 和 不但没有诱导作用

相反 和 表现出明显的抑制作用 其中 处

理的几丁质酶活性比对照平均下降 下降

下降不明显 为 ∀表明脱乙酰化几

丁质的分子结构对油菜几丁质酶的影响十分显著

乙酰化程度的增加不但会降低诱导效果 甚至还产

生抑制几丁质酶活性的作用 ∀
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图 2  不同乙酰化程度对油菜几丁质酶诱导的影响

ƒ  ∞ √ ∏ 2

2 3  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对 ° ⁄诱导的

影响

脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对 ° ⁄诱导的

影响见图 ∀ 种处理对 ° ⁄均有明显的诱导作

用 其活性从 开始产生差异 而且都在 时出

现活性高峰 比对照提高 ∗ 各处理之间

的差异不明显 ∀这表明 脱乙酰化几丁质对油菜

° ⁄活性的诱导影响是十分显著的 但诱导效果与

其乙酰化程度的关系不大 ∀

2 4  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对 ° 诱导的

影响

测定 ° 活性结果表明 图 ≥ 的诱导效应

与脱乙酰化几丁质有所不同 其活性高峰出现在

比对照活性提高了 ∀脱乙酰化几丁质诱

导后 活性比 ≥ 较低 高峰一般出现在 并表现

出一定的规律性 即 ° 活性与处理的乙酰化程度

呈正比 其中 诱导产生的 ° 活性最强 比对照

提高 次之 为 为 而

则表现出抑制效应 平均比对照下降 ∀结果

还发现 虽然 ≤ 与 的乙酰化程度都为 但

≤ 则表现出较强的诱导效应 时 比对照活性

提高 这可能是 ≤ 的聚合度较低 而且修饰

基团与脱乙酰化几丁质不同 造成诱导效应与

产生了差别 ∀

2 5  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对油菜抗菌核

病的影响

用脱乙酰化几丁质处理子叶后 能诱导油菜抗

性提高 病情指数有一定的下降 但除了 ≤ 和 ≥

与对照的差异达到显著 诱导效果达 和

试验中另外 种脱乙酰化几丁质均未达到

显著水平 表 ∀

图 3  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对 ° ⁄诱导的影响

ƒ  ∞ ° ⁄ √ ∏ 2 2

图 4  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对 ° 诱导的影响

ƒ  ∞ ° √ ∏ 2 2

表  脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对诱导油菜抗菌核病的

影响

×  ⁄ ÷

2

处理
×

≥ ≤ ≤

病斑直径 3 3

⁄

诱抗效果

∏

 表示 ƒ 值达 显著水平  ƒ √ ∏ √
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3  讨论

≥ ∏ ∏ 等 ≈ !≤ 等 ≈ 研

究表明 植物几丁质酶可以水解真菌细胞壁中的重

要结构组成物质2几丁质 而使真菌的细胞壁崩溃

抑制真菌的生长 ∀油菜的主要真菌病原菌为菌核菌

和霜霉菌 分属子囊菌和鞭毛菌亚门 其细胞壁中几

丁质含量达 以上 但不含脱乙酰化几丁质
≈ ∀从本试验结果看 油菜几丁质

酶对乙酰化程度较高的脱乙酰化几丁质的底物分解

效率相对较高 可能与此有关 在长期的进化过程

中 油菜形成了这种底物特异性较强的特点 ∀

许多研究表明 ≥ 在植物抗病反应中作为信号

分子 参与抗病反应信息传递 进而激发植物的防卫

机制 表现为几丁质酶活性 !° ⁄活性和 ° 活性

大幅度提高 ∀脱乙酰化几丁质在本研究中也表现出

类似于 ≥ 的诱导特点 这与于汉寿等≈ 的研究一

致 ∀ 等 ≈ 提出脱乙酰化几丁质的乙

酰化区域对诱导有活化的作用 ° 等≈ 的研究发

现 脱乙酰化几丁质的乙酰化程度对小麦叶片抗性

诱导具有显著影响 乙酰化程度较高 诱导后的 ° ⁄

和 ° 活性也高 这和我们的研究结果一致 ∀但

∏ 等≈ 对长春花诱导研究却正好相反

诱导活性随乙酰化程度的增加而下降 ∀

对几丁质酶的诱导效应 乙酰化程度仍然起着

非常重要的作用 ∀从结果来看 只有乙酰化程度为

的 ≤ 和 ≤ 具有诱导作用

而具有乙酰化程度的脱乙酰化几丁质则没有作用

相反 随着乙酰化程度的增加还表现出抑制效应 这

在几丁质对植物的诱导研究中还鲜见报道 其机理

尚不清楚 ∀我们在对曲霉和镰刀菌等真菌的几丁质

酶诱导中也发现了类似的抑制效应 以 ≤ 2 !

和胶体几丁质为诱导物都表现出强烈的抑制作

用≈ ∀这表明 脱乙酰化几丁质对生物体几丁质酶

不仅具有诱导作用 同时也会产生抑制作用 对这一

现象 我们将进一步深入研究 ∀
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