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机械性损伤与氨基丁酸的交互作用对 

烟草防卫性酶活性的影响 

葛少林，程新胜 ，杨丽文，薛泽春 
(中国科学技术大学娴草与健康研究巾心，合肥230052) 

摘要：研究 B一氨基丁酸 (BABA)和剪叶对烟草(Nicotiana tabacum L．CV．Yunyan 85)防 酶活性和两者问互作对其 

抗性激发的影响。结果表明：喷施 BABA或剪叶都能明显地提高烟草的苯内氨酸解氨酶 (PAL)和多酚氧化酶 (PPO) 

的活性，目．这些酶活性的变化与BABA的浓度和诱抗时间有关。然而存剪叶后使用 BABA，会削弱对 PAL和PPO活 

性的诱导。BABA+剪叶处理后烟草花叶病(TMV)症状明显较 BABA单独处理的严重，这表明 BABA和机械性损伤呈 

现拮抗效应。BABA及其它以水杨酸(SA)为信号分子的化学诱抗剂可能不适宜用 剪叶后的烟草幼苗。 
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Interaction Effects of BABA and Leaf W ounding on 

Defense—related Enzymes in Tobacco 

GE Shao—I i n， CHENG X i n-sheng ， YANG L i—wen， XUE Ze—chun 

(Research Center ofTobacco and Health，University ofScience＆Technolog)，Hefei 230052，China) 

Abstract：By spraying p—aminobutyric acid(BABA)or／and leaf wounding treatments，the activities of defense— 

related enzymes were determined to investigate the interaction effects of BABA and wounding on the resistance of 

tobacco(Nicotiana tabacum L．CV．Yunyan 85)to tobacco mosaic virus(TMV)．The results showed that wounding 

or BABA treatment caused a significant increase of phenylalanine ammonia-lyase(PAL)and polyphenol oxidases 

(PPO)activities，which were associated with BABA concentrations and timing of induction．However，leaf 

wounded by pruning in combination with addition of BABA decrease the activities of PAL  and PPO， resulting in 

obviously more TMV symptoms than BABA treatment alone． The results suggest that BABA and wounding 

exhibit antagonistic effect．It is likely that BABA and other SA-dependent chemical inducers should not be applied 

to the wounded tobacco seedlings． 

Key words：p—Aminobutyric acid；Wounded leaves；Tobacco；Defense—related enzymes；Antagonistic action 

大量的研究表明，利用一些非杀菌性化学物质 

能激发植物的防卫反应，产生系统抗性，防御多种 

病害，这些化学物质包括水杨酸 (SA)、苯并噻 二唑 

(BTH)、B一氨基 J 酸 (BABA)、2，6． ：氯异煳酸 

(INA)、噻菌灵以及茉莉酸 (JA)等，其l1|BTH、噻 

菌灵以及■氢荣莉酸-内酯 进入火 I应用[1-3]，p．氨 

基丁酸是近年来新发现的 ‘种化学激发子，Siegrist 

等[41用其处理烟草，证明它能明显地降低烟草叶片 

上烟草花叶病(TMV)病斑的数 日和人小、诱导烟草 

对 TMV产牛抗性。 

对苗床 卜幼苗进行剪叶以提高幼苗的整齐度、 

增加单位面积的可用苗数量，已应用于不少作物及 

林小的幼苗培养 卜，也是}{前烟草生产过程中的一 

种重要的农艺措施．5．71。研究证实机械损伤亦能诱导 
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植物防卫反应，而剪叶正是一种机械性损伤 。有试 

验证实不同路径的诱抗凶子问存在交互作用效应， 

有的是增效、有的是拈抗[91，作为一种诱抗因子，机 

械损伤与 BABA间存在怎样的交 作用效应尚无 

报道。本文以烟草幼苗为研究对象，通过检测不同 

处理的烟草植株防卫性酶活性的变化，研究机械损 

伤与 BABA这种化学激发子对诱 导烟草抗 TMV 

的交互作用效应，为 BABA在烟草苗期的合理使用 

提供科学依据。 

1材料和方法 

1．1材料 

供 试烟 草 为 我 国烟 草栽 培 品种 云 烟 85 

(Nicotiana tabacum L．CV．Yunyan 85)：将育苗盘【{l四 

叶期幼苗移栽到装有蛭石的塑料盆钵中，在 25+_3oC 

的培养室中，每天用 900 i~mol m。s 光照 12 h，并 

定期浇灌全素营养液，待第 6片叶平展后用于试验 

处理 。 

供试药剂 BABA为 FLUKA (Buchs，Switzer 

1and)公司产品。其余试剂均为国产分析纯。 

1．2实验方法 

实验处理和接种 在烟苗的第 6片叶平展 

后，用消毒后的剪刀剪去第 3、4片叶的 1／3，后用蒸 

馏水喷雾，为剪叶处理。BABA用蒸馏水溶解，分别 

配制成 l、5和 10 mmol／L的水溶液，用微量喷雾器 

喷施到烟苗的第 3、4片叶上，至叶片上有明显的液 

滴出现为止，为BABA处理。在第3、4片叶剪叶后 

立即喷施BABA水溶液，浓度和药量同上，为剪叶+ 

BABA处理。以蒸馏水喷雾至有明显的液滴出现为 

对照。处理后所有的烟苗均放入保湿袋中，24 h后， 

在第 5片叶上用喷枪接种 TMV(10 gml 的磷酸 

缓冲液)，接种后用去离子水冲洗叶片并在塑料袋中 

25℃保湿24 h【lq。每种处理均处理 20株烟苗。 

TMV症状观察 在接种 TMV后，将各处 

理烟株的顶端心叶做好标记，15 d后观察植株及该 

新生叶的生长及病害症状。 

酶液的提取 在 TMV接种后的第 2、4、6 

天分别将 5株被处理烟苗的第 1、2、6片叶采 卜 

即冷冻或测定。称取 l g鲜样，根 所测的 加入 

5 ml缓冲液 (其中PPO用 pH6．9的磷酸缓液；PAL 

用含 5 mmol／L B一巯 乙醇的 pH8．8的删 峻缓冲 

液)，再加入适龟的石英砂，冰浴匀浆，然 J 4~C、 

13 000 xg下离心 l5 min。 l：~fi-仪于 ．20~C卜 

用。用于样品酶活性测定。 

苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性的测定 参照 

Hino的方法⋯]并略作修改：反应混合液包括 0．5 ml 

的粗酶液、2 ml的 pH8．8硼酸缓冲液以及 l ml的 

0．05 mol／L的苯丙氨酸。在 40~C F保温 30 min。用盐 

酸和乙醚的混合液终止反应。在 290 nm处测定 OD 

值的变化。以0D 每小时变化 0．01所需酶量为一 

个酶活力单位 (U)，酶活性以 U g Fw 来表示。 

多酚氧化酶(PPO)活性的检测 参照 Perter 

等112]的方法：以邻苯二酚作反应底物 ，检测 入= 

490 nm处吸光值在 2 min内的变化。以每分钟内 

OD49o值变化 0．0l为一个酶活力 位 (U)，酶活性 

以U g。Fw 来表示。 

数据分析 实验结果利用 SPSS12．0版统计 

软件进行Duncan分析，比较各处理问的差异显著性。 

2实验结果 

2．1不同处理对烟草抗 TMV的影响 

在 TMV接种 l5 d后，除少数植株外，出现明 

显症状的多是接种时的心叶和新生叶片。在外观上 

各处理问有明显不同：对照叶片严重地皱缩、畸形， 

叶面布满深绿色的泡斑，花叶；剪叶处理的叶缘部 

分卷 曲，泡斑明显；5和 10 mmol／L BABA处理的 

大多数叶形正常、无明显泡斑，l mmol／L BABA处 

理株则可见少量泡斑； BABA+剪叶处理的叶片均 

出现不同程度的皱缩、畸形，泡斑明显，TMV症状明 

显地较所对应的BABA单独处理的严重 (图1)。 

2．2 BABA和剪叶单独处理对 PAL活性的影响 

从表 l可以看出，喷清水的对照植株在接种 

TMV后 PAL活性缓慢上升；而喷施 BABA的各处 

理能明显地诱导 PAL活性上升，_日．PAL活性与 

BABA浓度成正比，PAL活性随时问推移也进一步 

增加。 

剪叶 处理的烟 苗在接种 TMV后 ，其 PAL 

的活性 明 地 高于对 照 ，存接 种后 第 2天 为 

124．8 U g．1Fw，是对照的 1．36倍，到了第 4天为对 

照的 2-4倍，剑了第 6天义降为 1．36倍。峰值在第4 

l大}H ．。 

2．3 BABA和剪叶单独处理对 PPO活性的影响 

从表 2 ，埘照 接种 TMV肝，其 PPO活 

性 2-6 d逐渐 j 升；喷施 BABA也能提高 PPO的 

r{：，『l_历导 发受浓度和时『llJ影响，接平I}I TMV后 
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2．4 BABA和机械损伤结合对 PAL和 PP0 的影响 

通过 列Ili J 叫i'EI J小I 处 PAL帕 r 上堡} 

Duncan菲异性分析 uj J：接利 TMv后n{J筇2灭， 

田IIl_fl1 10 mmoL／L BABA 独处 所激发的 PAL 

} 一 E较 l岛，l0 mtTlOI L BABA+剪 【Jj千『l 5 mmoL,"L 

BABA处舶 1,9次之 ，以 l mmoL／'L BABA+ 叶处 的 
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表2 剪叶和BABA互作对烟草叶片 PPO活性(u g Fw)的影响 

Table 2 Interaction effects ofBABA and leafwounding on PPO activity in N．tabacum leaves 

同栏数值后不同字母表示差异 著 Values within a co]umn followed by different letters ale 

significan tly different at 5％ level 

值得注意的是，此时随 BABA浓度降低，双激发处 

理中 PAL活性反而升高。到了第 6天，单激发的 

PAL 活性都显著高于其对应的双激发处理的。 

从表2可见，在接种 TMV后的第 2天，仅剪叶 

处理的PPO活性最高，不同浓度的BABA单激发处 

理的次之，对照最低。单激发处理的 PPO活性都显 

著 高 于其 对应 的双 激发 处理 。在第 4天 ，以 

1 mmol／LBABA处理的PPO活性最高，10mmmol／L 

和 5 mmol／L BABA处理的次之，仍以对照的为最 

低，并且，剪叶和 BABA单独处理的 PPO活性仍显 

著高于其对应的双激发处理，不过，这时 PPO活性 

与 BABA浓度 间的关系无相关性。第 6天，以 

1 mmol／L BABA和剪叶处理的 PPO活性最高，剪 

叶 和 1 mmol／L BABA 单独 处 理 的次 之 ，而 以 

5 mmol／L BABA+剪叶处理的最低。这表明BABA 

和剪叶间存在着 明显的相互抑制作用，尤其是 

5 mmol／L、10 mmol／L BABA与剪叶处理间。 

3讨论 

PAL 是苯丙烷类代谢路径中的关键性酶和限 

速酶，与木质素、植保素以及其它一些抗性次生代 

谢物的合成密切相关，在诱导植物抗病中起着重要 

的作用【n】，PPO在植物的多酚类代谢及木质化过程 

中发挥作用，也是植物抗病性的一个生化指标 。在 

本试验中，单独使用BABA能诱导烟草植株的PAL  

活性增加，且 PAL活性随 BABA的浓度增加而升 

高，随接种后时间延长而上升，与 Ron Porat等【-5]用 

BABA诱导柚子抗青霉 (Penicillium digitatum)病 

的结果一致。BABA处理也诱导PPO活性上升，但 

PPO活性与 BABA浓度和接种后时间的关系与诱 

导PAL 活性有差异 (表 1，2)。剪叶这种机械性损 

伤也能诱导PAL、PPO活性升高，从而诱导植物的 

抗性【 。但是，BABA和机械性损伤同时处理的植株 

的 PAL、PPO活性明显小于 BABA或 叶单独处 

理的，可见剪叶和 BABA在 PAL和 PPO活性的激 

发上存在拮抗效应。同时，这种拮抗效直也表现在 

处理植株的外在症状上，剪叶弱化了BABA诱导烟 

草抗 TMV的能力 (图 1)。 

不同的激发子所诱导的防卫反应依赖不同的 

信号分子和传递途径，且不同途径间存在着互作效 

应 。Niki等【 J7】的研究表明水杨酸 (SA)和茉莉酸 

(JA)处理烟草时对病程相关蛋白(PRproteins)基 

因的表达有拮抗作用，且拮抗程度与浓度呈正相关。 

苯丙噻 二唑 ~enzo一(1，2，31一thiadiazole一7一carbothioic 

acid—S—methylester，BTH]是一种 SA功能性类似物， 

Thaler等[18】证实它与 JA间也存在拮抗作用。有研究 

表明 BABA诱导烟草抗 TMV依赖信号分子 SA的 

积聚[4】，而在机械损伤的诱抗过程中，信号分子 JA'陕 

速积聚，并在创伤信号转导中起重要的作用 ，可能正 

是由于 BABA和创伤分别诱导的SA和 JA发生相 

互作用，从而导致了两者表现出拮抗。SA和 JA的 

拮 抗 作用 主 要 表 现 为 它 们 相 互 抑 制 对 方 的 

合成以及下游防卫反应的激发，Pena—Cortes等 

和 Engelberth等【 】证实 SA阻止 1 2一氧 一植物二烯酸 

(12一oxy-phytodienoic acid)的合成及其 向 JA的转 

化；此外，SA还抑制 JA合成位置下游碱性 PR蛋 

白、蛋白酶抑制剂等防卫基因的表达[17,22-241；反之，JA 

也使 SA及其糖苷衍生物的合成受阻 ，并抑制 

SA信号途径中防卫基因的表达【I7，27-29]。 

BABA和剪叶这两种有着不同信号途径的激 

发子互作时有拮抗作用，因此在剪叶的幼苗上使用 

BABA及其它以SA为信号分子的化学诱抗剂可能 
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是不适宜的，使用 之信号途径相 的诱抗剂，如 

茉莉酸系列，是否有增效作用还有待进一步研究。 
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