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摘要: 本文以2份甜瓜单基因抗源PI157082和PI482398、聚合基因材料082-398以及‘白皮脆’为试验材料, 用3种不同浓度

(5×105
、5×107

和5×109
个·mL-1)的蔓枯病菌处理, 研究并分析在不同浓度蔓枯病病原菌胁迫下甜瓜的抗病表现以及3种内源

防御酶苯丙氨酸解氨酶(PAL)、多酚氧化酶(PPO)及过氧化物酶(POD)活性的变化。结果表明: 甜瓜蔓枯病菌液浓度为

5×107
个·mL-1 

时, 可以区分聚合基因抗源和单基因抗源对蔓枯病抗性能力的差异, 聚合基因抗源在菌液浓度为5×109
个·mL-1 

时依然能够抗病。3种防御酶PAL、PPO和POD与甜瓜对蔓枯病的抗性关系非常密切。甜瓜受蔓枯病菌侵染后, 防御酶活

性比对照明显增高, 聚合基因材料酶活性增幅和峰值均高于单基因抗源, 单基因抗源活性增幅和峰值均高于感病甜瓜。

PAL和PPO在接种后第4~5天活性上升最快, 并且在此阶段达到峰值, 而POD在中后期仍然保持活性上升的状态。这说明, 
单一抗性基因的聚合在一定程度上可以提高甜瓜对蔓枯病的抗性, 3种防御酶的活性变化可以为鉴定甜瓜蔓枯病早期抗性

提供参考。
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甜瓜是世界十大水果之一, 乃夏季消暑珍品, 
其营养丰富、香甜可口, 备受人们喜爱。我国甜瓜

传统产区在西北地区, 但近年来随着栽培地区的东

移与高效农业的发展, 设施栽培已成为我国甜瓜生

产的重要形式。然而, 设施温室的高湿环境很容易

引发甜瓜蔓枯病的发生(吴明珠等2000)。
甜瓜蔓枯病(gummy stem blight)是由Didymella 

bryoniae (Auersw.) Rehm引起的一种真菌性病害, 
该病每年都对甜瓜的生产造成巨大的危害, 在大

田的发病率可达20%~30%, 在连作地及设施温室

高达80%, 严重时甚至会导致绝产(Keinath等1995; 
陈秀蓉等1993)。国内外研究表明: 若抗性品种仅

携带单个抗病基因, 则会导致其抗性降低甚至失

去抗性(Wolukou等2007), 而不同抗性基因的聚合

有助于提高作物的抗性, 并且可以扩大抗谱(毕研

飞等2015), 因此培育抗性相对持久的品种是提高

品种抗性的有效途径之一。但是, 目前有关甜瓜

蔓枯病聚合基因材料及其抗病性的研究还较少。

近年来, 国内外学者对多种相关病害进行了大

量研究, 发现一些酶特别是苯丙氨酸解氨酶(phe-
nylalanine ammonia lyase, PAL)、多酚氧化酶(poly-
phenol oxidase, PPO)和过氧化物酶(peroxidase, POD)
活性的变化与植物的抗(耐)病性有密切关系。其

中POD和PPO是植物体内活性氧清除系统的主要

保护酶, 其协同作用可抵抗活性氧对植物细胞造

成的伤害, 也可参与苯酚类和植保素等物质的合

成(Madge和Terrence 1991; Mayer 2006; 张琳等

2015); 而PAL是植物抗病代谢莽草酸途径的关键

酶和限速酶, 是与细胞内木质素的生成和沉积有关

的防御酶(王远遐等2015)。前人对于甜瓜蔓枯病

抗性和防御酶之间的关系作了一些研究, 周晓慧等

(2007)对甜瓜蔓枯病抗、感材料与SOD、CAT和
POD活性变化的关系进行研究, 发现抗病材料的

SOD、CAT活性均高于感病材料; 而抗病材料的

POD活性上升慢, 活性相对较弱, 感病材料的POD
活性上升快, 活性强, 且抗病材料的POD活性增加

幅度明显低于感病材料。而之后学者的研究结果

却略有不同, 王红英等(2012)对不同抗性甜瓜接种

蔓枯病菌后叶片中叶绿素、可溶性糖、可溶性蛋

白含量和3种防御酶(PPO、PPO、PAL)的活性进

行测定, 发现3种酶活性在接种后都有不同程度提

高, 其中抗病甜瓜酶活性增幅高于感病甜瓜。郭

勤卫等(2013)研究了BTH处理和蔓枯病病原菌接

种对甜瓜抗蔓枯病相关的POD和PPO的影响, 结果

表明: POD和PPO酶活性与甜瓜对蔓枯病的抗性呈

正相关。以上研究所用材料都只是单基因抗源和

感病甜瓜, 只分析了在蔓枯病侵染后抗、感材料

间防御酶变化的差异, 并没有对聚合基因抗源受

蔓枯病侵染后防御酶的变化作研究。徐兵划等

(2014)首次利用5份抗源创制8份聚合抗病基因材
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料, 在采用梯度浓度孢子液接种鉴定的基础上, 从
分子水平上研究接种后苯丙氨酸解氨酶基因、抗

坏血酸氧化酶基因、几丁质酶基因等防卫基因在

聚合基因材料中的表达情况。发现甜瓜抗蔓枯病

基因的聚合能提高其对蔓枯病的抗性, 防卫基因

在聚合材料中的高表达或早表达使其表现较高的

抗性。

本文在前人研究基础上结合苗期蔓枯病菌梯

度浓度接种鉴定和田间抗性观察, 与感病甜瓜和单

基因抗源作对比, 初步研究了甜瓜蔓枯病聚合材料

的抗性, 并对PAL、PPO、POD这3种防御酶在聚合

基因抗源、单基因抗源和感病甜瓜材料中活性的

动态变化进行分析, 旨在为进一步开展甜瓜蔓枯病

抗病机制研究提供理论依据, 并为聚合基因材料在

抗病育种中的应用, 改善目前含有单个抗蔓枯病基

因的甜瓜品种抗性不足的现状奠定基础。

材料与方法

1  材料

2份甜瓜(Cucumis melo L.)单基因抗源材料

PI157082 (含有抗病基因Gsb-2)和PI482398 (含有

抗病基因Gsb-4), 由PI157082与PI482398杂交获得

聚合基因材料082-398。优质、感病品种‘白皮脆’
由项目合作单位新疆农业科学院提供, 抗病和感

病材料均通过本课题组多代自交保存(徐兵划等

2014)。
蔓枯病菌采用A型菌株, 利用李英等(2007)的

方法分离纯化A型菌株, 在PDA培养基上25°C黑暗

培养7 d后, 再进行4 d间歇紫外灯(12 h紫外/12 h黑
暗)的光照条件下培养产生, 在显微镜下利用血球

计数板将分生孢子悬浮液配成5×105、5×107和

5×109个·mL-1备用。

2  方法

2.1  蔓枯病接种与病级鉴定

抗、感以及聚合材料各30株, 参照Zhang等
(1997)的方法在苗期3~4片叶时接种, 用喷雾器喷

洒孢子悬浮液, 喷到植株叶片开始滴水为止。接

种后用塑料拱棚保湿3 d, 相对湿度90%以上, 温
度控制在25°C左右。于接种后7和10 d调查统计

病情。

叶片侵染分级标准为: 0级: 无可见侵染; 1级: 

老叶上边缘坏死或斑点<10 mm, 新叶无病; 2级: 老
叶同上, 新叶边缘坏死; 3级: 所有叶均有感染, 叶
坏死面积<25%; 4级: 25%≤叶坏死面积≤50%; 5级: 
叶坏死面积>50%。叶片发病面积用肉眼估算。

平均病级按以下公式计算: RI=Σ(级值×株数)/
总株数。根据平均病情级数(RI)确定蔓枯病抗性

级别: 高抗(HR): RI<1.0; 抗性(R): 1.0≤RI<2.0; 中
抗(MR): 2.0≤RI<3.0; 感病(S): 3.0≤RI<4.0; 高感

(HS): RI≥4.0。
2.2  取样方法

每种材料各60株, 30株用于接种, 30株作为不

接种的对照组, 根据接种鉴定结果, 选取能准确区

分聚合基因材料和单一抗源抗蔓枯病差异的接种

浓度进行再次接种。接种前取样1次, 作为对照, 
接种后1、2、3、4、5、6、7、8和9 d分别定时取

样, 共取9次, 每次均取3株甜瓜的叶片(第3片叶)各
一片, 用蒸馏水冲洗、吸干、称重, 分别制备粗酶

液。用于生理指标的测定, 测定结果取3次重复的

平均值。

2.3  酶活性的测定

粗酶液提取: 取0.2 g处理叶片放入研钵中剪

碎, 加入2倍体积pH值为7.8的磷酸缓冲液、10% 
PVP和少许石英砂, 冰浴研磨成匀浆后, 4°C、15 
365×g离心20 min, 上清液即为粗酶液。

PAL、POD和PPO的活性均采用李合生(2000)
的方法测定。

2.4  数据分析

利用Microsoft Excel 2010及SPSS 13.0软件对

试验数据进行统计分析。

实验结果

1  抗、感以及聚合抗源甜瓜材料抗性鉴定

从表1可以看出: 当接种浓度为5×105个·mL-1

时, 春秋两季中只有感病材料‘白皮脆’出现病症, 
单基因抗源和聚合基因抗源都无发病症状。当接

种浓度为5×107个·mL-1时, PI157082平均病级(RI) 
在春季为2.11, 秋季为2.10, 抗性级别都为中抗; 
PI482398平均病级春季为1.42, 秋季为1.59, 抗性级

别都为中抗; 聚合基因抗源082-398的平均病级春

秋季分别为0.75和0.81, 抗性级别都为高抗; 而感

病材料‘白皮脆’则在春秋两季都表现感病。当接
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种浓度为5×109个·mL-1时, ‘白皮脆’平均病级大于

4.0, 表现为高感; 单基因抗源PI157082和PI482398
平均病级大于3.0, 表现为感病; 而聚合抗源082-
398仍表现为抗病。

2  甜瓜接种蔓枯病后对3种防御酶活性的影响

2.1  蔓枯病对甜瓜内源PAL活性的影响

由图1可以看出: 接种前单基因抗源、聚合基

因抗源以及感病甜瓜的初始PAL活性均与对照基

本相同, 但是抗性材料中PAL活性要显著高于感病

材料, 聚合基因抗源要高于单基因抗源。接种后, 
3种甜瓜材料PAL活性均呈上升趋势, 均在第4天达

到峰值, 随后逐渐下降, 而聚合基因甜瓜峰值最大, 
之后所有甜瓜PAL活性均有不同程度的下降。接

种后第8天单基因抗源PAL活性略高于对照, 而聚

合基因抗源则显著高于对照。单基因抗源、聚合

基因抗源以及感病材料对照PAL活性变化不大。

聚合基因抗源接种后的PAL活性在不同时间均高

于单基因抗源和感病材料。

表1  2014年春秋两季单基因抗源、聚合基因抗源和感病材料的平均病级统计

Table 1  The average disease level statistics of different genotype materials in spring and autumn of 2014

                            平均病情级数(RI)

     材料  5×105个·mL-1   5×107个·mL-1   5×109个·mL-1

  抗性  抗性  抗性  抗性  抗性  抗性

      
春季

 级别   
 秋季

 级别    
春季

 级别    
秋季

 级别   
 春季

 级别    
秋季

 级别

‘白皮脆’ (感病) 3.10±0.127a S 3.32±0.194a S 3.72±0.218a S 3.86±0.209a S 4.81±0.263a HS 4.89±0.247a HS

PI157082 (含Gsb-2) 0b HR 0b HR 2.11±0.100b MR 2.10±0.130b MR 3.51±0.146b S 3.62±0.140b S

PI482398 (含Gsb-4) 0b HR 0b HR 1.42±0.038c R 1.59±0.052c R 3.27±0.140b S 3.16±0.179c S

082-398 (含Gsb-2 0b HR 0b HR 0.75±0.041d HR 0.81±0.050d HR 1.35±0.057c HR 1.39±0.082d HR

和Gsb-4)

　　同一列内不同小写字母表示差异性显著(P<0.05)。

图1  不同抗性甜瓜接种蔓枯病后PAL活性变化

Fig.1  Changes of PAL activities in melons with different resistances after inoculated with D. bryoniae

2.2  蔓枯病对甜瓜内源PPO活性的影响

由图2可知: 接种前, 单基因抗源、聚合基因

抗源以及感病甜瓜的PPO活性均与对照基本相同, 
但是单基因抗源和聚合基因抗源要比感病材料中

PPO活性高。接种后, 抗、感病甜瓜PPO活性增加

幅度有所不同, 单基因抗源和聚合基因抗源随着

接种时间的延长呈现快速上升的趋势, 而感病甜

瓜上升则相对缓慢, 均在接种后第5天达到最大值, 
并且单基因抗源和聚合基因抗源峰值要比感病甜

瓜峰值大, 而聚合基因抗源甜瓜的最大。之后均

有不同程度的下降, 但都显著高于对照。3种甜瓜

材料对照PPO活性变化不大。

2.3  蔓枯病对甜瓜内源POD活性的影响

图3表明: 接种前, 抗、感病甜瓜材料的POD
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活性基本相同, 与对照相比没有显著变化。接种

后第1~3天, 所有甜瓜材料均有不同程度缓慢的上

升, 第3~4天则快速上升, 之后上升幅度有所下降, 
但继续保持上升状态, 感病甜瓜与单基因抗源和

聚合基因抗源活性变化趋势基本一致。但是, 单
基因抗源比感病甜瓜活性上升幅度大, 而聚合基

因抗源上升幅度最大。从第3天开始, 3种甜瓜材料

POD活性均显著高于对照, 且对照的POD活性均

无明显变化。

讨　　论

本研究所用的抗病材料含有优良的抗蔓枯病

基因(Gsb-2和Gsb-4), 均可用于甜瓜抗蔓枯病育种, 
为获得抗蔓枯病株系奠定基础。传统甜瓜苗期接

种鉴定孢子液浓度为5×105个·mL-1 (Frantz和Jahn 

2004), 只能区分出抗、感材料之间的差异, 不能准

确区分抗性材料之间抗蔓枯病能力的差异, 为了选

出能够更好地区分3种材料抗病性的蔓枯病菌孢子

浓度, 本试验采用3个不同浓度(5×105个·mL-1、

5×107个·mL-1和5×109个·mL-1)的蔓枯病菌菌液进行

梯度接种鉴定, 结果表明: 当接种孢子浓度为5×105

个·mL-1时, 可以区分抗、感材料间的抗性差异; 当
接种孢子浓度为5×107个·mL-1时, 抗性材料间的抗

性表现差异明显, 可以鉴定出聚合基因抗源抗性

高于单基因抗源。相关研究表明, 当病原菌达到

相对比较高的浓度时, 由于相同或者不同的病原

菌之间的拮抗作用而使得植物在接种后病情指数

下降(潘汝浩等2014), 而本研究中当孢子浓度为

5×109个·mL-1时, 可能没有达到能够使病原菌之间

产生拮抗作用的临界值, 各材料接种后病级均在

图2  不同抗性甜瓜接种蔓枯病后PPO活性变化

Fig.2  Changes of PPO activities in melons with different resistances after inoculated with D. bryoniae

图3  不同抗性甜瓜接种蔓枯病后POD活性变化

Fig.3  Changes of POD activities in melons with different resistances after inoculated with D. bryoniae
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5以下, 并没有达到最大病级, 并且单基因抗源的

抗性明显降低, 表现为感病, 而聚合基因材料的抗

性依然显著高于单基因抗源和感病材料。因此, 
聚合抗性基因在一定程度上可以提高品种的抗性, 
这与朱明涛等(2010)在番茄方面以及徐兵划等

(2014)在甜瓜方面的研究结果相一致。

不同抗性甜瓜中防卫基因表达的程度和速

度、表达产物的病理功能以及各种防卫基因同步

表达能力的不同, 而使甜瓜表现不同的抗病及感

病表现。接种蔓枯病菌后, 甜瓜叶片内防御酶的

活性迅速上升, 且抗病甜瓜的酶活性上升幅度和

峰值要显著大于感病甜瓜, 这与王红英等(2012)的
研究结果相一致。但是却与周晓慧等(2007)的研

究结果不太一致, 原因可能是周晓慧等(2007)试验

所用蔓枯病菌接种孢子浓度为5×105个·mL-1, 接种

浓度较低, 感病材料自身的抵抗能力不及抗病材

料, 受侵染后细胞壁严重受损, 因此POD活性明显

升高以修复受损的细胞壁; 而本试验接种所用的

孢子浓度为5×107个·mL-1, 接种浓度较高, 达到能

够诱发抗病材料释放防御酶来抵抗病原菌的伤害

的临界值 ,  因而POD活性升高显著高于感病材

料。接种后甜瓜早期酶活性的提高有助于寄主抑

制蔓枯病菌在体内的繁殖和运转, 酶的活性越强, 
对病菌的抑制作用越好, 最终使寄主表现抗病。

因此, PAL、POD和PPO三种防御酶活性的动态变

化可以作为早期筛选抗性品种的辅助指标。另外, 
聚合基因材料防御酶活性的上升程度要明显高于

单基因抗源和感病甜瓜, 其原因可能是由于聚合

基因材料中防卫基因的表达速度要比单基因抗源

和感病甜瓜快, 或者是表达程度高而造成的, 这在

一定程度上揭示了聚合基因材料抗性高于单基因

抗源的原因。

植物的防御体系是一个多因素相互作用的复

杂体系, 其中包括各种防御酶和抗病物质等因素

(Raguchander等2000; 杨媚等2012; Flurkey等2008: 
高芬等2014)。单一防卫基因的表达难以奏效, 需
要多种防卫基因的协同作用来达到防病目的。不

同材料拥有不同的遗传背景, 而不同的遗传背景

中, 既存在着起主导作用的防卫基因, 也存在不同

防卫基因之间的协作(王光达等2014)。本试验对

不同抗性甜瓜与蔓枯病菌互作过程中叶片内3种

防御酶(PAL、PPO和POD)的活性动态变化进行了

观察与分析。结果表明: 3种防御酶在不同抗性材

料中存在活性增长速度和表达时间上的差异。接

种后, PAL活性在第4天达到峰值, PPO活性在第5
天达到峰值, 而POD活性在接种第5天后继续保持

上升状态。由此可知, 在病原菌诱导甜瓜抗性的

过程中, PAL和PPO可能在抗性表达的早期协同作

用来抵抗外源病菌的伤害, 而POD可能是在中后

期参与防卫反应。
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Changes of PAL, PPO and POD activites in melon with different resistances 
after inoculated with Didymella bryoniae
ZHANG Ning, BI Yan-Fei, GUO Jing, XU Bing-Hua, QIAN Chun-Tao*, CHEN Jin-Feng
College of Horticulture, State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement, Nanjing Agricultural University, 
Nanjing 210095, China

Abstract: To investigate the disease resistance and the dynamic activities of endogenous defense enzymes, 
phenylalanine ammonia lyase (PAL), polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD), induced by different 
concentrations of melon gummy stem blight (GSB) pathogens, two monogenic resistance sources (PI157082 
and PI482398), one pyramided genes source (082-398) and ‘Baipicui’ were employed as the study materials. 
The results showed that the difference in resistance between single-gene and the pyramided genes sources could 
be distinguished when the spores concentration was 5×107 spores·mL-1. The pyramided genes source could still 
be resistant to high spore concentration. There is a very close relationship between the three defense enzymes 
and GSB resistance of melon. After infected by GSB, the activities of three defense enzymes were significantly 
higher than the control. Furthermore, the increasing rates and peaks of pyramided genes material were higher 
than those in the single-gene resistance sources and susceptible melon. The increasing rates of PAL and PPO 
activities were the fastest at 4 to 5 days after inoculation. In addition, the activities of PAL and PPO reached the 
peak at this stage as well, however, the activity of POD still was increasing in the middle and late period. This 
study showed that pyramiding the single resistance genes can enhance the resistance to GSB of melon to some 
extent. The activities of three defense enzymes could provide a reference for the early identification of the resis-
tance to GSB in various resistance melon. 
Key words: melon (Cucumis melo); gummy stem blight; genes pyramiding; resistance identification; defense 
enzymes 
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wangxing
文本框
简介：本文以2份甜瓜单基因抗源PI157082和PI482398、聚合基因材料082-398以及`白皮脆'为试验材料, 用3种不同浓度(5×105、5×107和5×109个·mL-1)的蔓枯病菌处理，结合相关酶活性的变化，发现单一抗性基因的聚合在一定程度上可以提高甜瓜对蔓枯病的抗性。




