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植物保护

海藻糖增强烟草对普通花叶病的抗性及其 

机理的初步分析

石永春1，刘金燕1，王小彦2，陈芊伊1，王潇然1，刘卫群1

1 河南农业大学生命科学学院，郑州 450002；

2 遵义市烟草公司技术中心，遵义 563000

摘 要：【目的】明确海藻糖能否增强烟草对烟草花叶病毒（Tobacco mosaic virus, TMV）病的抗性。【方法】采用半叶枯斑法、

组织化学染色法、qPCR 等技术分析海藻糖对 TMV 钝化、预防和抑制的效果，海藻糖处理后烟叶中活性氧的含量和渗透调节物

质的含量、抗氧化酶活性变化，相关抗氧化和抗病基因的表达变化。【结果】海藻糖能够钝化 TMV，对花叶病有治疗和预防的

效果。海藻糖处理 24 h 后，烟叶中 H2O2 和脯氨酸含量升高，POD 和 SOD 活性下降，APX 和编码 NADPH 氧化酶亚基基因的表

达水平升高，抗病基因 PR、N-LIKE 基因和 NtEIG-48 表达增加。海藻糖处理未影响烟株的正常生长。【结论】认为海藻糖可能

通过提高叶片中的 H2O2 含量，激活抗病基因表达而增强烟草对 TMV 的抗病性。
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烟草花叶病毒（ Tobacco Mosaic Virus，TMV）

属烟草花叶病毒属（Tobamovirus），其导致的烟草

普通花叶病是栽培中的常见病害。与其他病原物一

样，TMV 侵染也会诱导植物出现系统获得性抗性

（systemic acquired resistance，SAR）[1]。而小分子化

合物可以模仿 SAR 过程，诱导病程相关（pathogenic-
related，PR）蛋白增加，从而为植物提供广谱、长效

的抗性 [2-3]，并可能引起代谢或形态学上的改变 [4]。

面对当前抗病品种有限、育种滞后的现实，挖掘利用

烟草自身产生的抗性分子，增强烟株对烟草花叶病的

抗性，对烟草栽培具有重要的理论和实践意义。

海藻糖（trehalose）是一种非还原性二糖，由两

分子葡萄糖以 α-α-(1 → 1) 糖苷键连接而成，在植物

界广泛存在。最早于 1832 年在黑麦中发现。2007 年

Karim 等证明烟草中也存在海藻糖，浓度可达到 10 
μg/g（鲜重）[5]。

海藻糖参与植物的生物与非生物胁迫响应。如

Schluepmann 等用 30 mM 海藻糖处理拟南芥，诱导

防御相关的转录因子 WRKY6 和 PR 蛋白、β-1,3- 葡
聚糖酶基因的表达增加 [6]。Renard-Merlier 等用海藻

糖处理小麦，导致对小麦对白粉病抗性的增加 [7]。

Isidorov 等发现，Armillaria ostoyae 侵染欧洲赤松后，

根中的海藻糖含量增加 [8]。Luo 等发现热激胁迫下，

海藻糖能减少小麦叶片中的 ROS 含量，且具有浓度

效应 [9]。da Costa 等用 10% 海藻糖处理酵母细胞后，

增加对 H2O2 的耐受性 [10]。

在烟草中，有关海藻糖的研究较少，且大多集中

在逆境胁迫方面。如外源海藻糖处理可增加烟苗对干

旱胁迫的抗性 [11]。将拟南芥海藻糖 -6-P 合成酶转化

烟草，获得了较高的对镉和铜的耐受性 [12]。将海藻

糖 -6- 磷酸合成酶基因转化烟草，发现将转基因烟株

具有较强的盐胁迫耐受性 [13]。而外源海藻糖能否增

加烟草对花叶病的抗病性，机理如何？对烟草后期的

生长是否有影响？还未见相关报道。本文报道了海藻

糖处理后烟草中抗病相关的基因表达、生理生化和植

物性形态指标的变化，为栽培上利用海藻糖提供参考

依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料和处理

实 验 材 料 为 烟 草 K326（Nicotiana tabccum cv. 
K326），温室常规栽培至 8 叶期，生长期间无胁迫。
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海藻糖（Amresco）为分析纯，纯度 99.8%。

盆栽处理方式：将海藻糖溶于水后配置为 1、2、
3 mM 的处理液，均匀喷施于 8 叶期烟草，对照喷施

清水，每棵苗喷施 50 mL，24 h 后，取 6、7 片叶（自

下而上）用于酶活性、丙二醛、脯氨酸和可溶性糖含

量、组织化学染色、以及 qPCR 实验分析。

大田处理方式：10 mM 的海藻糖溶于水后喷施 8
叶期烟苗，对照为水喷施，每棵喷施 50 mL 至叶片

湿润。24 h 后移入大田，常规栽培。

1.2 实验方法

1.2.1 过氧化物酶（peroxidase， POD）和超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性按照

Pandolfini 的方法测定 [14]。

1.2.2 丙二醛（MDA）含量按照 Carmak and Horst
的方法测定 [15]。脯氨酸含量参照张殿忠等的方法测

定 [16]。可溶性糖含量参照 Baxter 的方法进行 [17]。

1.2.3 组织化学染色：超氧阴离子按照 Kim 的方法

进行 [18]，H2O2 组织化学染色按照 Fotopoulos 的方法

进行 [19]。

1.2.4 病毒钝化检测

（1）普通烟草花叶病 (TMV) 病毒粗提纯。参照

欧阳本友的方法对烟草花叶病毒进行粗提纯 [20]。

（2）对 TMV 的抑制作用测定。

①钝化实验。采用半叶枯斑法 [21]，用摩擦接种法

对心叶烟左半叶接种病毒与清水等体积混合液，右半

叶接种不同浓度海藻糖 (1、2、3 mM) 和病毒等体积

混合液，每个处理接种 10 个叶片，5 d 后统计枯斑数

目，并计算抑制率。

②治疗实验。对心叶烟全叶均匀接种病毒，24 h 
后，左半叶均匀涂抹清水，右半叶涂抹不同浓度海藻

糖。每处理重复 5 个叶片，5 d 后统计枯斑数目并计

算抑制率。

③预防实验。对心叶烟全叶涂抹不同浓度海藻糖，

对照全叶涂抹清水，24 h 后，均匀接种病毒。每处理

重复 5 个叶片，5 d 后统计枯斑数目并计算抑制率。

1.2.5 qPCR： RNA 的提取参照康为世纪植物 RNA
提取试剂盒 (CW0588) 说明书进行，样品 RNA 的

反 转 录 参 照 PrimeScriptTM RT reagent Kit with 
gDNAEraser 试剂盒（日本 TaKaRa 公司）说明书进

行。qPCR 的体系及反应条件按照 PrimeScriptTM RT 
reagent Kit with gDNA Eraser 试剂盒（日本 TaKaRa
公司）说明书进行。引物设计如下表所示：

1.2.6 数据处理和统计方法

试验数据采用SPSS18.0统计软件进行数据分析，

由 one-way ANOVA 法分析均值差异的显著性 , 显著

性水平 P <0.05，以 * 表示其差异性，显著性水平 P 
<0.01，以 ** 表示其差异性；采用 Excel 2007 软件绘

图制表。

表 1 引物设计

Tab.1 Primer design

名称 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’）

Actin（内参） GGAAACATCGTCCTTAGTGGTG AATCCAGACACTGAACTTGCGT

AUXIN TTTGGTGGTTGGGCTAGTATGC TGGGGTGGGGAATTGTTTAGG 

PIN TACAGGCAGCTCTACCGCAAGG CAGTGTTATCGGCAACGCAATC

NtEIG48 GAAAATGGCTGATATTCCACCTG GTTTACGTGCTGGACATCCTCTTAC

N-like GACTACGTTCTAAGAAGGTCCTAATTGTGC CACCAAACCAATCAAGATCACCTGC

PR-1a GTTGAGATGTGGGTCGATGAG AGTTACGCCAAACCACCTGAG
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2 结果与分析

2.1 海藻糖对烟草花叶病抗性的影响

采用半叶枯斑法初步分析海藻糖对 TMV 的抑制

效果，结果显示（表 2、3、4），海藻糖对 TMV 有

钝化、抑制增殖和预防的效果，且都具有浓度效应，

最高钝化效果、复制增殖抑制率和预防效果分别可达

22.13%、39.43% 和 47.19%。

表 2  海藻糖对 TMV 的体外钝化效果

Tab.2 in vitro deactivation effects on trehalose to TMV

海藻糖 /mM 左半叶总枯斑数 右半叶总枯斑数 抑制率 /%

1 490 428 12.65

2 514 414 19.46

3 506 394 22.13

表 3  海藻糖对 TMV 的治疗效果

Tab.3 Therapy effects of trehalose on TMV

海藻糖 /mM 左半叶总枯斑数 右半叶总枯斑数 抑制率 /%

1 404 319 21.04

2 432 330 23.61

3 421 255 39.43

表 4  海藻糖对 TMV 的预防效果

Tab.4 Prevention effects of trehalose on TMV

海藻糖 /mM 对照叶总枯斑数 海藻糖处理叶总枯斑数 抑制率 /%

1

606

504 16.83

2 418 31.02

3 320 47.19

2.2 海藻糖对烟草叶片抗氧化能力的影响

植物的抗病性和活性氧之间关系密切。喷施海藻

糖 24 h后，烟草叶片中POD和SOD酶活性（图 1A、B）
降低，APX、rbohD 和 rbohF 的表达水平（图 1E）增

加，叶片中的 MDA（图 1C）、H2O2 和超氧阴离子（图

1D）含量增加，但没有明显的浓度效应。

2.3 海藻糖对烟草叶片渗透调节能力的影响

喷施海藻糖 24 h 后，叶片中的脯氨酸含量（图

2A）增加，且与海藻糖浓度呈正相关。但海藻糖对

叶片中可溶性糖含量（图 2B）的影响不大。

2.4 海藻糖对烟叶抗病基因表达的影响

qPCR 检测显示，海藻糖处理后，烟草叶片中

的 PR-1a（ 图 3A）、N-LIKE 基 因（ 图 3B） 和

NtEIG-48（图 3C）的表达水平均明显升高。其中

PR-1a 的表达水平增加最多，最多可达到对照水平

的 100.13 倍（2 mM 海藻糖处理）；N-LIKE 基因

最多可增加至对照的 2.62 倍（3 mM 海藻糖处理）；

NtEIG-48 可增加至对照的 2.25 倍（3 mM 海藻糖

处理）。证明叶面喷施海藻糖对烟叶的抗病性具有

明显的增强作用。
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图 1 喷施海藻糖对烟草叶片中 ROS 和抗氧化酶的影响

Fig.1 Effects of trehalose on ROS contents and antioxidant enzyme activities in tobacco leaves

图 3 海藻糖对烟叶中抗病相关基因表达的影响

Fig.3 Effects of trehalose on expression levels of disease resistance-related genes in tobacco leaves

图 2 海藻糖对烟草叶片中脯氨酸和可溶性糖含量的影响

Fig.2 Effects of trehalose on contents of proline and soluble sugar in tobacco leaves
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打顶，这些数据说明海藻糖处理可能促进了烟草的营

养生长，且可能通过促进后期（打顶后）上部叶开片

而增加有效叶片数。

图 4 海藻糖对烟叶中 IAA 转运基因表达的影响

Fig.4 Effects of trehalose on expression levels of IAA transport genes

2.5 海藻糖对烟草生长和后期农艺性状的影响

海藻糖处理 24 h 后，烟草叶片中的 PIN（图

4A）和 AUX（图 4B）的表达水平都增加，分别最多

增加至对照水平的 8.19 倍（2 mM 海藻糖处理）和

9.17 倍（3 mM 海藻糖处理）。但由于烟草中 IAA 的

转运受多基因的控制，故而海藻糖处理对叶片中 IAA
含量的影响还需研究。

为进一步明确海藻糖对烟草生长的长期效果，将

喷施了 10 mM 海藻糖的烟苗移栽入大田，60 d 和 90 
d（打顶后）时监测农艺性状，结果（表 5）显示， 
海藻糖处理后，烟株的茎围、最大叶长、最大叶宽在

60 d 和 90 d 时都高于对照。但在 60 d 时，海藻糖处

理的株高低于对照，叶片数仅比对照高 0.35 片，但

打顶后（90 d），海藻糖处理的株高高于对照，且叶

片数也比对照多 2.85 片。由于是在移栽后 75 d 同时
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表 5 海藻糖处理对烟草农艺性状的影响

Tab.5 Effects of trehalose on agronomic traits of tobacco

试验 株高 /cm 茎围 /cm 最大叶长 /cm 最大叶宽 /cm 叶片数 / 片

60 d
对照 181.05 8.46 77.80 30.23 22.15

处理 178.24* 9.12** 81.42** 32.66** 22.50*

90 d
对照 154.77 8.92 80.07 33.92 17.75 

处理 168.30** 9.36 * 83.01 ** 34.85 ** 20.60 **

3 讨论

生物或非生物胁迫都能诱导植物产生活性氧，并

导致膜脂或生物大分子的过氧化，而后启动抗氧化反

应。但海藻糖对活性氧的作用却存在两种相反的报

道，一是激活活性氧的产生。如 Gao 等发现，外源

海藻糖处理蚕豆叶片 24 h，导致保卫细胞中 H2O2 的

积累，并与海藻糖浓度呈正相关 [22]。二是消除活性氧。

如海藻糖处理后的小麦，热激诱导的 ROS 含量显著

低于对照，并与海藻糖的浓度呈负相关 [9]。海藻糖预

处理后的水稻，盐胁迫下也有类似效果 [23]。POD、

SOD 和抗坏血酸过氧化物酶（APX）是植物细胞中

负责清除活性氧的主要酶类 [24]。质膜上的 NADPH
氧化酶对活性氧的产生具有重要作用， rbohD 和

rbohF 编码 NADPH 氧化酶的两个重要亚基 [25]。本研

究的结果与 Gao 的一致，都证明海藻糖处理后 24 h，
SOD 和 POD 酶活性下降、叶片中 H2O2 积累。同时

还发现叶片中超氧阴离子含量增加，以及 rbohD/F 表

达水平的上调。这些数据都支持海藻糖处理后 24 h，
叶片中 ROS 增加。

N基因通过结合TMV的解螺旋酶诱发超敏反应，

抑制 TMV 对烟草的侵染 [26]。N-LIKE 基因是 N 基因

的同源基因 [27]，在烟草中以基因家族的形式存在，

目前仅有少数 N-like 基因的结构和功能比较清楚。

Gao 等在 Nicotiana tabacum cv. Samsun NN（抗性）

中克隆到两个 N-like 基因——NL-C26 and NL-B69，
发现他们在Samsun NN和Samsun nn（易感）中都表达，

但在 Samsun nn 中并不引起超敏反应 [27]。烟草 K326
易感TMV，通过 qPCR也检测到了N-like基因的表达，
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并发现其对海藻糖有响应，这能否证明海藻糖能增加

K326 对 TMV 的抗性，还有赖于 N-like 基因的深入

研究。

脯氨酸不仅是渗透调节物质，还与植物对病毒的

抗性有关 [28-29]。检测黄瓜花叶病毒（cucumber mosaic 
virus，CMV）侵染前后的胡椒，发现对 CMV 有抗性

的品种叶片中脯氨酸含量远高于易感品种；而 CMV
侵染后，易感品种叶片中的脯氨酸含量大幅升高，而

抗性品种叶片中脯氨酸含量变化不大 [28]。类似的结

果在 TMV 侵染的胡椒叶片中也有发现 [29]。PR-1a 是

编码病程相关蛋白基因 [30]，NtEIG-48 是烟草中响应

病害的 WRKY 转录因子 [31]，它们都与植物对病毒的

抗性密切相关 [29-31]。海藻糖处理引起叶片中脯氨酸含

量的增加（图 2-A），与 PR-1a、 NtEIG-48 表达水平

的增加一起，证明海藻糖的确增强了烟叶对病毒的抗

性。PR-1a 和 NtEIG-48 对病毒或病原菌的提取物都

有响应 [29-31]，因此，海藻糖是否对其他病害也有抗性，

尚需更广泛深入的研究。

生长素对植物的营养生长非常重要。PIN 和 AUX
分别编码生长素 IAA 的外向和内向转运体蛋白 [32-33]。

本研究首次报道了海藻糖处理增加烟叶中 PIN 和 AUX
的表达水平。由于 TMV 的复制酶和 IAA 响应蛋白之

间存在互作 [34]，且 IAA 含量增加可能促进 TMV 对

烟草的侵染 [35]，海藻糖处理后叶片中 IAA 浓度究竟

如何，还需要更多的分析。

大田实验结果显示，海藻糖处理后的烟苗，茎围、

最大叶长和最大叶宽都高于对照，打顶后有效叶片数

也多于对照。表明海藻糖不仅能增加烟株的抗病性，

且对农艺性状影响不大，还可促进烟株健壮生长。

4 结论

本研究通过半叶枯斑法，发现海藻糖具有钝化

TMV、治疗和预防普通花叶病的作用。初步分析了

其内在机理，认为海藻糖可能通过诱导烟叶中活性氧

的产生，增加渗透调节物质，激活细胞内的抗性基因

的表达，从而增强烟草对花叶病的抗性。同时还发现，

海藻糖能够抑制烟叶中的 IAA 外流，促进烟叶的营

养生长；大田施用海藻糖还具有增加烟株茎围、叶长、

叶宽和有效叶片数的长期效果。

作为一种新型内源性生长调节剂，海藻糖具有无

污染不残留、有效增强烟草抗病性、且不影响烟株正

常生长的特点，有望在栽培上使用。若能进一步研究

海藻糖对烟草其他病害的抗性、对烟叶中 IAA 和内

容物的含量、以及对大田烟叶产量的影响，将为烟草

栽培提供更多参考数据。
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Enhancing resistance to TMV of tobacco by exogenous trehalose and preliminary analysis of 
its mechanism

SHI Yongchun1*, LIU Jinyan1, WANG Xiaoyan2, CHEN Qianyi1, WANG Xiaoran1, LIU Weiqun1

1 Life Science College, Henan Agricultural University, Zhengzhou, 450002, China;
2 Technology Center, Zunyi Tobacco Company, Zunyi, 563000, China

Abstract：[Objective] The aim of current study was to determine the role of trehalose, an endogenous molecule of tobacco, palyed  in 
enhancing resistance to tobacco mosaic virus (TMV) in tobacco. [Methods] Leaf lesion assay, histochemical stain and qPCR techniques 
were used to determine effects of trehalose on resistance to TMV and antioxidant system in tobacco.  [Results] Trehalose could deactivate 
TMV, and induce preventive and therapeutic process in tobacco. Twenty-four hours after trehalose treatment of tobacco, levels of H2O2 
and proline increased, activities of POD and SOD decreased, gene expression levels of APX, subunits of NADPH oxidase, PR, N-like and 
NtEIG-48 gene increased. Furthermore, agronomic traits were not impaired by trehalose treatment. [ Conclusions] Trehalose increased 
TMV resistance in tobacco, probably through increasing H2O2 contents and activating expression of disease resistant genes.
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