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摘　要：以抗感大豆胞囊线虫 ３号生理小种的小粒黑豆（ＺＤＤ１４１２）和辽豆 １０为试材，温室盆栽条件下人工接种大

豆胞囊线虫，以未接种作对照，接种后 ７、１４、２１、２８和 ３５ｄ取样，测定大豆根内抗坏血酸含量和抗坏血酸过氧化物

酶（ＡＰＸ）活性的动态变化以及不同浓度抗坏血酸对大豆胞囊线虫胞囊孵化和二龄幼虫抑制率的影响。结果表明：

抗病品种抗坏血酸含量大部分时间高于感病品种，接种试材抗坏血酸含量的变化幅度大于未接种对照；抗病品种

ＡＰＸ活性均呈上升趋势，而感病品种接种和未接种的 ＡＰＸ活性变化幅度较大。浓度为 ５、１０和 ２０ｍｇ·Ｌ－１的抗坏

血酸对胞囊孵化的刺激效果最为显著；浓度为 ８０ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸对二龄幼虫的校正击倒率在不同处理时间上

均大于其它浓度处理，均与无菌水对照达到了 ５％的显著水平。
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　　大豆胞囊线虫病（ＳｏｙｂｅａｎＣｙｓｔＮｅｍａｔｏｄｅ，简称
ＳＣＮ），是由大豆胞囊线虫（ＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓＩｃｈｉ
ｎｏｈｅ）侵染引起的，是危害世界大豆生产最严重的
病害之一

［１］
。该病害的特点为危害严重、分布广

泛、传播途径多、寄主范围宽、休眠体（胞囊）存活时

间长，是一种极难防治的土传病害。在我国东北和

黄淮海大豆产区发生较普遍，一般大豆减产会达到

５％ ～１０％，严重的可达 ３０％以上，甚至颗粒无
收

［２］
。大豆胞囊线虫是土传的定居性内寄生线虫，

侵染植株根系，成为目前世界各国大豆生产中的主

要难题，因此有关大豆胞囊线虫的研究越来越受到

各国政府和科学家们的重视。

抗坏血酸（ＡＳＡ）也称维生素 Ｃ，是植物自身代
谢过程中必不可少的物质，在植物的抗氧化作用、

光合作用以及生长代谢等方面具有重要的生理作

用。抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）是植物细胞中防
御外界氧化胁迫和植物本身活性氧代谢的重要抗

氧化酶类，在降低 Ｈ２Ｏ２对植物细胞产生氧化损伤
方面起关键作用

［３］
。要使 ＡＰＸ发挥正常的催化功

能，及时清除 Ｈ２Ｏ２维持叶绿体正常的功能，必须有
ＡＳＡ存在。目前对于大豆根内抗坏血酸代谢的研
究还鲜有报道，分析抗性资源小粒黑豆抗坏血酸代

谢的物质变化及其对大豆胞囊线虫的影响，以期为

揭示大豆胞囊线虫抗性的分子代谢机制及抗线育

种工作提供参考。

１　 材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试品种　高感品种辽豆 １０（农艺性状好，
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植株高大，分枝数较多，产量较高）。

高抗品种小粒黑豆（国家编号 ＺＤＤ１４１２）（植株
比较矮小，呈蔓生状，种皮黑色，产量较低）。

１．１．２　线虫　沈阳农业大学试验地感染大豆胞囊
线虫３号生理小种地块，取样，分离，收集色泽、大
小均一饱满的胞囊，４℃保存备用（保存时间不宜超
过７ｄ）。
１．２　试验方法
１．２．１　大豆培养及接种　将供试大豆品种置于装
有灭菌的蛭石穴盘中，放到温室中培养，期间及时

浇水。取试验地的土壤于 １６５℃高温灭菌 ２～３ｈ，
冷却后，与砂土１∶２混合，装在１６×１６ｃｍ的黑色塑
料营养钵中，待用。当胚根长至４～５ｃｍ时，将性状
均一的幼苗移栽至塑料钵中，每钵 ３株，播种大豆
的同时接种线虫，将 ２０粒胞囊进行组织破碎制成
卵悬液在大豆根部进行接种，不同品种均设对照

（不接种线虫），重复 ３次，做好标签，随机放置，置
于温室内（２０～２５℃）培养，人工浇水（不宜过多）。
１．２．２　取样　分别于大豆接种 ＳＣＮ后 ７、１４、２１、
２８ｄ和３５ｄ取样，每次每品种均随机取苗 ３株。具
体方法为：用水浸湿土壤，扣盆时使根系在不受损

伤的情况下，用水冲洗掉根系的泥土，剪去上部叶

片，用蒸馏水漂洗根，用滤纸吸干水分，用锡箔纸包

好样品，液氮速冻，用封口袋装好，做好标签，

－８０℃保存。
１．２．３　抗坏血酸浓度梯度的配备　称取 ０．０１ｇ抗
坏血酸（ＡＳＡ）分析纯，加入 １００ｍＬ的双蒸水，配制
成浓度为 １００ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸母液，再用双蒸
水按比例配制浓度为０、５、１０、２０、４０、６０和８０ｍｇ·Ｌ－１

的抗坏血酸溶液。

１．２．４　抗坏血酸标准曲线的制作　参照《现代植
物生理学实验指南》

［４］
。配制１００ｍＬ浓度为 １０００

ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸母液，配制浓度为０、２０、４０、６０、
８０、１２０和 １４０ｍｇ·Ｌ－１的标准液。取 ７支具塞试
管，编号，依次加入不同浓度标准液１ｍＬ，然后每管
加入５％的 ＴＣＡ１ｍＬ和无水乙醇１ｍＬ，摇匀，再加
入０．４％正磷酸乙醇０．５ｍＬ、０．５％ＢＰ乙醇 １ｍＬ、
０．０３％氯化铁乙醇 ０．５ｍＬ，最终每管总体积为
５ｍＬ。将盛有反应液的试管置于 ３０℃下 ９０ｍｉｎ后，
在７６０ｎｍ处测定 ＯＤ７６０ｎｍ值。以 ＡＳＡ浓度（ｍｇ·

Ｌ－１）为横坐标，以 ＯＤ７６０ｎｍ值为纵坐标，绘制标准曲
线。重复５次。
１．２．５　抗坏血酸（ＡＳＡ）含量的测定　参照陈利锋
等的方法，略有改动。准确称取 １ｇ大豆根系样品
置于预冷的研钵中，加入 ２．０ｍＬ１０％三氯乙酸
（ＴＣＡ）溶液（内含０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）充分研磨

成匀浆，４℃下１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ｍｉｎ，上清液
用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１草酸溶液（内含 ０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ）定容至５．０ｍＬ，即为 ＡＳＡ提取液。量取２．０
ｍＬ提取液，加入草酸溶液 ３．０ｍＬ、偏磷酸乙酸溶
液０．５ｍＬ（配制方法为 １．５ｇ偏磷酸 ＋４．０ｍＬ乙
酸 ＋２０ｍＬＨ２Ｏ，加热促溶，定容至５０ｍＬ）、５％硫酸
溶液 １．０ｍＬ、５％钼酸铵溶液 ２．０ｍＬ，定容至
２０ｍＬ，静置１５ｍｉｎ后测定 ＯＤ７６０值，根据 ＡＳＡ标准
曲线计算样品的 ＡＳＡ含量。样品 ＡＳＡ含量的测定
公式为：

样品 ＡＳＡ含量（μｇ·ｇ－１）＝标准曲线查得的
抗坏血酸量（ｍｇ·Ｌ－１）×稀释倍数 ×提取液体积
（ｍＬ）／样品重量（ｇ）
１．２．６　抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性的测定　
参照沈文飚等

［６］
的测定方法，略有改动。准确称取

１ｇ大豆根系样品置于预冷的研钵，按１∶３（Ｗ／Ｖ）加
入１．５ｍＬ预冷的提取缓冲液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ
缓冲液，ｐＨ７．８；内含２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＳＡ；５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ）冰浴充分研磨，４℃下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ，上清液即为酶提取液，待用。在洁净的试管
中加入３ｍＬ反应液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ，ｐＨ７．０；
０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡＮａ２、０．３２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ ＡＳＡ、

０．０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２），再加入 ０．１ｍＬ酶液，迅速
颠倒混匀。用 １ｃｍ比色杯在 ２９０ｎｍ处测定１ｍｉｎ
内 ＯＤ２９０值变化，每 １０ｓ连续记录室温下 ＯＤ２９０值，
以不加 ＡＳＡ和 Ｈ２Ｏ２作为空白对照。室温下每分钟
每克鲜重氧化１μｍｏｌＡＳＡ的酶量作为一个酶活性
单位（Ｕ），酶活力以 ＯＤ２９０·ｍｉｎ

－１
·ｇ－１ＦＷ表示。

１．２．７　不同浓度抗坏血酸对胞囊孵化的影响　从
沈阳农业大学感染大豆胞囊线虫 ３号生理小种的
试验地土样中，采用淘洗过筛法分离新鲜胞囊。选

取大小均一、成熟度一致的胞囊，先用 ０．０５％ＮａＣｌＯ
溶液消毒３ｍｉｎ，再用无菌水冲洗数次后放入贝氏
小皿中，每皿１０粒胞囊，加入１ｍＬ浓度为 ０、５、１０、
２０、４０、６０和８０ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸溶液，以无菌水
作对照，２５℃下孵化，每隔 １２ｈ镜检并记录 ５ｄ内
孵化出的二龄幼虫，每处理重复３次。
１．２．８　不同浓度抗坏血酸对大豆胞囊线虫击倒率
的测定　取灭菌的贝氏小皿，内盛 ４０条二龄幼虫，
分别加入１ｍＬ不同浓度的抗坏血酸溶液，以双蒸
水作对照，每个处理重复 ３次。在 １２、２４、３６、４８、
６０、７２和 ８４ｈ镜检并记录供试线虫总数和死亡数，
并计算线虫击倒率和校正击倒率，虫子僵直且不动

的线虫视为击倒，不做最终刺激。

线虫击倒率（％）＝（击倒线虫数／供试线虫数）
×１００
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校正击倒率（％）＝（处理线虫击倒率 －对照线
虫击倒率）／（１－对照线虫击倒率）×１００

所得数据经 ＤＰＳ２０００软件进行方差分析。

２　 结果与分析

２．１　抗坏血酸标准曲线的制作
在７６０ｎｍ处测定浓度为 ０、２０、４０、６０、８０、１２０、

１４０ｍｇ· Ｌ－１的抗坏血酸标准液，其 ５次重复
ＯＤ７６０ｎｍ平均值依次为 ０、０．０２９１、０．０５６３、０．０８３１、
０．１０６９、０．１６４８和 ０．１９２２。以 ＡＳＡ浓度（ｍｇ·
Ｌ－１）为横坐标，以 ＯＤ７６０ｎｍ值为纵坐标，绘制标准曲

线为 Ｙ＝０．０１３６Ｘ＋０．０００８，Ｒ２＝０．９９９６。
２．２　抗坏血酸（ＡＳＡ）含量的测定

从图１可以看出，小粒黑豆和辽豆１０的未接种
对照根内 ＡＳＡ含量变化趋势相反，抗病品种在第
１４天达到峰值，随着大豆的生长逐渐降低，而感病
品种结果相反。在接种大豆胞囊线虫的条件下，抗

病品种小粒黑豆和感病品种辽豆 １０根内 ＡＳＡ含量
变化趋势基本一致，且在第 ２１天根内 ＡＳＡ含量均
达到峰值，小粒黑豆根内 ＡＳＡ含量是辽豆的 １．９５
倍，是未接种对照的 ３．２３倍。结果表明根内 ＡＳＡ
含量与大豆抗大豆胞囊线虫有一定的相关性，根内

高含量的 ＡＳＡ不利于大豆胞囊线虫的侵入。

图 １　受 ＳＣＮ侵染后抗感品种根内抗坏血酸含量变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｒｏｏｔｓａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙＨ．ｇｌｙｃｉｎｅｓ

２．３　抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性
从图２可以看出，抗感品种无论接种还是未接

种，在第３５天 ＡＰＸ活性均达到峰值。小粒黑豆接
种大豆胞囊线虫后，根内 ＡＰＸ活性高于对照，且活
性变化趋势与对照基本一致，随大豆生长逐渐升

高。接种条件下的辽豆 １０在第 １４天到峰值，随后
呈先降低再升高趋势，而对照在第 １４天达到最低
值，随后呈迅速升高再平稳升高。受大豆胞囊线虫

侵染后植物细胞膜系统因氧自由基积累而被破坏，

ＡＰＸ能够及时高效地清除活性氧［７］
。接种的辽豆

１０在第 １４天最先升高，说明其体内氧自由基积累
过多，膜系统遭受破坏最快，ＡＰＸ活性迅速升高防
御植物细胞外界氧化胁迫，而其对照和抗病品种则

逐渐升高。所以，抗坏血酸过氧化物酶的活性变化

与大豆抗胞囊线虫有一定的相关性。

图 ２　受 ＳＣＮ侵染后抗感品种根内抗坏血酸
过氧化物酶活性变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＡＰＸｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｙｂｅａｎ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｒｏｏｔｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙＨ．ｇｌｙｃｉｎｅｓ

２．４　不同浓度抗坏血酸对胞囊孵化的影响
从图３可以看出，不同浓度的抗坏血酸溶液对

胞囊孵化有不同的作用。浓度为 ５、１０、２０ｍｇ·Ｌ－１

的抗坏血酸对胞囊孵化有刺激作用，８０ｍｇ·Ｌ－１的
抗坏血酸对胞囊孵化有抑制作用。其中 ５ｍｇ·Ｌ－１

的抗坏血酸对胞囊孵化的刺激作用最为显著，８０
ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸的抑制作用最大，８４ｈ时前者
孵化线虫数是后者的３０倍，是对照的８．７倍。

图 ３　不同浓度抗坏血酸溶液对胞囊孵化的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｈａｔｃｈｉｎｇｏｆＳＣＮ

２．５　抗坏血酸对大豆胞囊线虫击倒率的影响
从表１可知，浓度为 ８０ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸对

Ｊ２的校正击倒率在不同处理时间上均大于其它浓
度处理，均与双蒸水对照达到了 ５％的显著水
平。除２４和３６ｈ外，５ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸均低于
双蒸水对照且达到了 ５％的显著水平。在 ８４ｈ时
８０ｍｇ·Ｌ－１的抗坏血酸对 Ｊ２的校正击倒率达到了
７９．１０％，是无菌水对照的 １．９倍，是 ５ｍｇ·Ｌ－１的
抗坏血酸的４．７４倍。
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表 １　不同浓度抗坏血酸溶液对大豆胞囊线虫二龄幼虫抑制率的影响
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｊｕｖｅｎｉｌｅｓｏｆＨ．ｇｌｙｃｉｎｅｓ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１
处理时间 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ／ｈ

１２ ２４ ３６ ４８ ６０ ７２ ８４
ＣＫ ０．００Ｂｃ ７．０１Ｂｂ ９．６５Ｂｂ １４．０３ＢｂＣｃ ２２．８１Ｂｂｃ ２９．８３ＡＢｂＣｃ ４１．２３ＡＢｂｃｄ
５ ３．１３Ｂｂｃ ３．０９Ｂｂ ４．５１Ｂｂ －３．００Ｃｃ ２．８４Ｂｃ １３．９１Ｃｃ １６．７０Ｂｄ
１０ ４．７６Ｂｂｃ １．６７Ｂｂ ６．１８Ｂｂ １２．４７ＢｂＣｃ １８．５６Ｂｂｃ ２１．２９ＢｂＣｃ ３６．８０Ａｂｃｄ
２０ ８．１１Ｂｂｃ ７．９５Ｂｂ １５．２４Ｂｂ ２７．６９ＡａＢｂ ３１．１４ＡＢｂ ４７．３６ＡａＢｂＣ ５４．０１ＡａＢｂｃ
４０ ９．５２Ｂｂ ８．８４Ｂｂ １４．６２Ｂｂ １４．６９ＡＢｂＣｃ ２７．２１Ｂｂ ４７．０８ＡａＢｂＣ ６４．３５ＡａＢｂｃ
６０ １１．４０Ｂｂ １１．３１Ｂｂ １６．５０Ｂｂ ２１．４３ＡＢｂＣ ３４．０８ＡＢｂ ６１．２６ＡａＢ ７４．６３Ａａｂ
８０ ３０．７０Ａａ ３７．７４Ａａ ４７．５７Ａａ ５２．０４Ａａ ６１．３７Ａａ ７０．０１Ａａ ７９．１０Ａａ

　　表１数据均为３次重复平均值。同列数据后不同小写字母表示在 ５％水平时差异显著，不同大写字母表示在 １％水平时差异显著（Ｄｕｎ
ｃａｎ’ｓ新复极差检验）。

Ｄａｔａａｒｅａｖｅｒａｇｅｏｆ３ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｖｓｉｎＴａｂｌｅ１．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｅｗｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌａｎｄｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔａｔ０．０１ａｎｄ０．０５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｄｕｎｃａｎ’ｓｎｅｗｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ）．

３　 结论与讨论

在植物与病原物的共同进化、相互作用和识别

的过程中，形成了高度复杂的关系；线虫寄生在植

物上对植物造成一定的伤害，同时寄主植物也对线

虫产生了多种抗性机制的协同作用
［８］
。关于抗坏

血酸与抗病性的关系，目前说法各有不同
［９］
：其一

认为 ＡＳＡ有利抗病且发现抗病品种的组织中有
ＡＳＡ积累，感染后高感品种所含的 ＡＳＡ含量很少；
第二种观点认为 ＡＳＡ可抑制植株抗病性的表达，感
病品种体内积累较高量的 ＡＳＡ；第三种意见认为
ＡＳＡ与植物抗／感病性无关。抗坏血酸过氧化物酶
是清除 Ｈ２Ｏ２抗坏血酸谷胱甘肽（ＡＳＡＧＳＨ）循环
系统的关键酶，ＡＳＡ可直接与活性氧反应而将其还
原，又可作为 ＡＰＸ的底物在活性氧的清除过程中起
作用

［１０］
。

研究结果发现，在大豆与大豆胞囊线虫互作过

程中 ＡＳＡ含量、ＡＰＸ活性与抗性有明显的相关性。
在接种的条件下抗病品种小粒黑豆 ＡＰＸ活性高于
未接种对照和感病品种辽豆１０，而感病品种辽豆１０
呈现 ＡＰＸ活性持续升高有可能是因为随着底物
ＡＳＡ含量升高而调节 ＡＰＸ活性。ＡＰＸ一大特点是
在 ＡＳＡ缺乏时其活性不稳定，当 ＡＳＡ浓度低于
２０μｍｏｌ·Ｌ－１时 ＡＰＸ活性迅速丧失［１１］

，这不仅表

明 ＡＳＡ可以调节 ＡＰＸ活性，而且再次为 ＡＳＡ作为
植物重要抗氧化剂提供了证据。总的来说，小粒黑

豆抗线水平与 ＡＰＸ活性呈正相关性，在抗线过程中
ＡＰＸ的作用可能是通过调节 ＡＳＡ含量而实现的。
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