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0 引言

花生（Arachis hypogaea L.）是世界范围内广泛栽

培和种植的经济作物，在中国的产量和产值均居世界

之首，“十一五”期间的年均种植面积 500万 hm2，年均
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青枯菌接种的2个花生抗感品种中几种酶活性的变化
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摘 要：为给花生的抗病育种提供理论基础，用不同浓度的青枯菌接种2个抗感花生品种，分5个时期收

获样品，用分光光度计法测量酶活性。感病品种的4种酶活性前期升高，而后期下降。而抗病品种的酶

活性前期升高缓慢，后期升高速度越来越快。前期抗病品种酶活性不是都高于感病品种，后期抗病品种

的酶活性则都高于感病品种。对照组2个品种花生的酶活性始终变化不大，它们之间酶活性也没有明

显差异。PAL、CAT、PPO和POD作为植物的保护性酶类均参与了病程反应，其表达模式的差异可能与

花生的青枯病抗性密切相关。
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The Study on Changes of Enzymes Activities in Resistant and Susceptible Cultivars of Peanut
after Ralstonia solanacearum Inoculation
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Abstract: In order to provide theoretical guidance for resistant disease breeding of peanut, resistant and
susceptible cultivars of peanut were vaccinated by Ralstonia solanacearum with different concentrations, the
samples were collected in five periods, and enzymatic activities were measured by spectrophotometer method.
The activities of 4 enzymes in susceptible cultivars increased in earlier stage, but declined in later stage.
Enzymatic activities of resistant cultivars increased slowly in earlier stage, but increased more and more
rapidly in later stage. Not all of the 4 enzymatic activities of resistant cultivars were higher than that of
susceptible cultivars in earlier stage, but all of enzymatic activities of resistant cultivars were higher than that
of susceptible cultivars in later stage. Changes of enzymatic activities in the control groups were not obvious,
and the differences of enzymatic activities in two cultivars were not significant too. PAL, CAT, PPO and POD
as protective enzymes participated in the course reaction, their expression pattern differences were closely
related with Ralstonia solanacearum resistance of Arachis hypogaea probablely.
Key words: peanut; resistant and susceptible cultivars; enzymatic activities
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总产逾 1400万 t，为中国农民的创收以及保证国内食

用油供给提供了保障。随着农业结构的调整和人民生

活中膳食结构的改善，中国花生需求量将进一步上升，

花生产业面临着良好的发展机遇。但是一些重要病害

的流行严重制约了中国花生产业的发展，其中广东、福

建、江西、湖北等主产区自20世纪60年代以来流行的

青枯病，是影响花生生产最重要的细菌性病害[1]。

植物青枯菌属原核生物界（Procaryotae）之变形菌

门（Proteobacteria）之伯克氏菌科（Burkholderiaceae）之

雷 尔 氏 菌 属（Ralstonia）。 青 枯 菌 [Ralstonia

solanacearum (Rs)]广泛分布于世界，且其寄主范围很

广，因为它具有高度的可变性。它的寄主范围广及54

个科的450余种植物[2]，青枯菌可从植物根部或茎部的

伤口侵入，直接进入导管系统，也可从正常的次生根的

根冠部位侵入[3]。

青枯菌与寄主植物的互作过程中，植物体内苯丙

氨酸解氨酶（PAL）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢

酶（CAT）、多酚氧化酶（PPO）和过氧化物酶（POD）等

保护酶与植物抵抗病原菌入侵有密切关系[4-5]。

许多植物受到伤害之后，都有酚类化合物的浓度

增加 [6]。植物细胞内存在的清除自由基的酶保护系

统，SOD、CAT、POD是该系统中的重要组成部分 [7-9]，

减轻了自由基对生物大分子降解破坏及对生物膜的损

伤[10]。PPO能催化合成多元酚[11]，也可催化单元酚和

二元酚等多元酚到联苯酚的羟基化[12]，并产生毒性更

强的醌类化合物[11]。PPO、PAL和POD，尤其是PPO和

POD，还参与了木质素的合成，与组织的木质化反应

有关[13]。

现在关于青枯菌的研究多且广，但关于青枯菌引

起植物酶活性变化的研究不多，关于花生感染青枯病

研究则更少。鉴于青枯菌对花生侵害的生物化学机制

动态过程不太了解，且酶活性与植物抗性的密切关系，

故对花生酶活性的研究势必有助于筛选花生的抗性品

种。也为花生抗性的分子生物学研究及花生对青枯菌

抗性与花生其他主要性状之间的相关性作铺垫。

1 材料和方法

1.1 青枯菌菌液的制取

将青枯菌侵染的花生植株的根浸泡于灭菌的

ddH2O中，至其混浊，制备OD600为0.5和0.1两个浓度。

1.2 青枯菌的接种及取样

土培‘远杂9102’（抗病）和‘中花 8号’（感病）2品

种花生至三叶期，然后于主茎第 1 分蘖处下方注射

20 μL已制取的青枯菌菌液，另外注射灭菌的ddH2O作

对照。分别于接种后的第5、7、10、12和14天取样，取

样部位为主茎第1分蘖处到第2分蘖处之间的茎。

1.3 测定项目和方法

1.3.1 酶液提取 取 0.05 g材料，液氮破碎。以 500 μL

pH 8.0的磷酸缓冲液（0.05 mol/L，加1% PVP）提取。

1.3.2 PAL测定法 20 μL酶液、380 μL pH 8.8的硼酸缓

冲液（0.1 mol/L，内含5 mmol/L的巯基乙醇，1 mmol/L

的EDTA）和100 μL/L苯丙氨酸溶液反应，对照反应以

等体积 ddH2O代替酶液。水浴 37℃，计时 30 min。加

20 μL 6 mol/L HCl终止反应。测量A290 nm OD值。

1.3.3 CAT测定法 20 μL酶液、280 μL pH 8.0的磷酸缓

冲液（0.05 mol/L）和 200 μL过氧化氢（0.1 mol/L）。对

照反应以等体积 ddH2O代替酶液。测量A240 nm OD
值，每15 s测一次，计时3 min。

1.3.4 PPO测定法 10 μL酶液、190 μL pH 5.5磷酸缓冲

液（0.2 mol/L）和 100 μL邻苯二酚（0.1 mol/L），对照反

应以等体积 ddH2O代替酶液。测量A416 nm OD值，

每15 s测一次，计时3 min。

1.3.5 POD 测定法 50 μL酶液、150 μL pH 5.4磷酸缓

冲液（0.2 mol/L），100 μL 的愈创木酚（0.05 mol/L）和

50 μL 0.3%过氧化氢。对照反应以等体积ddH2O代替

酶液。测量A470 nm OD值，每15 s测一次，计时3 min。

2 结果与分析

2.1‘中花8号’和‘远杂9102’0.1浓度下PAL变化

由图 1看出，接种青枯菌A600 OD为 0.1浓度时，

‘中花8号’和‘远杂9102’2个品种花生的PAL活性在

第 5~7天均无明显变化。而‘中花 8号’PAL活性到第

10天后出现了忽然上升，而到第12天出现了忽然下降

的态势。‘远杂 9102’的PAL活性则从第 7天后逐渐上

升。而对照组2个品种的PAL活性始终无明显变化。

2.2‘中花8号’和‘远杂9102’0.5浓度下PAL变化

由图 2看出，接种青枯菌A600 OD为 0.5浓度的情
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况下，‘中花 8号’和‘远杂 9102’2个品种的 PAL活性

均逐渐上升，且‘远杂9102’的PAL活性高于‘中花8号

’的PAL活性。而对照组花生的PAL活性始终无明显

变化。

2.3‘中花8号’和‘远杂9102’0.1浓度下CAT变化

由‘中花 8号’和‘远杂 9102’0.1浓度下CAT变化

（图 3）看出，接种青枯菌 A600 OD 为 0.1 浓度的情况

下，‘中花 8 号’CAT 活性到第 10 天出现峰值。‘远杂

9102’的CAT活性则逐渐上升。而对照组 2个品种花

生的CAT活性始终无明显变化。

2.4‘中花8号’和‘远杂9102’0.5浓度下CAT变化

由图 4看出，接种青枯菌A600 OD为 0.5浓度的情

况下，‘中花8号’CAT活性到第12天出现峰值。‘远杂

9102’的CAT活性则逐渐上升，且第12天到第14天上

升趋势忽然变大。而对照组2个品种的CAT活性始终

无明显变化。

2.5‘中花8号’和‘远杂9102’0.1浓度下PPO变化

由图 5看出，接种青枯菌A600 OD为 0.1浓度的情

况下，‘中花8号’PPO活性到第12天出现峰值。‘远杂

9102’的PPO活性则逐渐上升，且第10天到第14天上

升趋势忽然变大，且PPO活性最终超越了‘中花8号’。

而对照组2个品种的PPO活性始终无明显变化。

2.6‘中花8号’和‘远杂9102’0.5浓度下PPO变化

由图 6看出，接种青枯菌A600 OD为 0.5浓度的情
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况下，‘中花 8号’和‘远杂 9102’的PPO活性在第 7天

出现谷值。而后‘中花8号’和‘远杂9102’的PPO活性

则逐渐上升，且‘远杂 9102’的PPO活性一直高于‘中

花 8号’。而对照组 2个品种的 PPO活性始终无明显

变化。

2.7‘中花8号’和‘远杂9102’0.1浓度下POD变化

由图 7看出，接种青枯菌A600 OD为 0.1浓度的情

况下，‘中花8号’POD活性到第12天出现峰值。‘远杂

9102’的POD活性则逐渐上升，且第10天到第14天上升

趋势逐渐变大，且 POD活性最终超越了‘中花 8号’。

而对照组2个品种的POD活性始终无明显变化。

2.8‘中花8号’和‘远杂9102’0.5浓度下POD变化

由图 8看出，接种青枯菌A600 OD为 0.5浓度的情

况下，‘远杂9102’的POD活性在第7天出现谷值。而

后‘中花8号’和‘远杂9102’的POD活性则逐渐上升，

且‘远杂 9102’的 POD活性一直高于‘中花 8号’。而

对照组两品种的POD活性始终无明显变化。

2.9‘中花8号’和‘远杂9102’0.1浓度下蛋白质含量变

化

由图 9看出，接种青枯菌A600 OD为 0.1浓度的情

况下，‘中花8号’蛋白质含量到第12天出现峰值。‘远

杂 9102’的蛋白质含量则在第 10天逐渐上升，且蛋白

质含量最终超越了‘中花8号’。而对照组2个品种的

蛋白质含量始终无明显变化。

2.10‘中花8号’和‘远杂9102’0.5浓度下蛋白质含量

变化

由图 10看出，接种青枯菌A600 OD为 0.5浓度的

情况下，‘中花 8号’和‘远杂 9102’的蛋白质含量则逐

渐上升。且‘远杂9102’的蛋白质含量一直高于‘中花

8号’。而对照组2个品种的蛋白质含量始终无明显变

化。

3 讨论

谢世勇等[14]对甘薯做类似的实验显示，抗病品种

与感病品种的PAL和POD酶活性出现一个峰值，但抗

病品种的酶活性一直高于感病品种，此与本实验不
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同。寿森炎等[15]对番茄做类似的实验显示，抗病品种

的PAL、POD和SOD的最终活性高于感病品种，但其

变化曲线复杂波折，这与本实验不符。

本实验总结规律如下：（1）本实验为温室栽培，自

然环境的影响因素相对较少，所以自然栽培下的数据

有待核实；（2）分光光度计法的测量受到的影响因素很

多，故本实验的误差难免；（3）酶活性的计算方法和处

理方法尚没有标准，所以下一步可以考虑用不同的数

学度量手段对已有数据进行不同角度的诠释；（4）基于

本实验的分子生物学实验还有待验证。

4 结论

感病品种的多种酶活性总是先于抗病品种升高，

然后下降，即感病品种对青枯菌的敏感性高于抗病品

种；感病品种的酶活性升高速度及升高速度的变化率

要高于抗病品种；对照组中酶活性变化的差异不大，即

感病品种与抗病品种的无病植株的酶活性差异不大；

抗病品种的酶活性后期要高于感病品种，即抗病性与

关键酶的酶活性相关。
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