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摘　　要

　　采用聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,研究了大豆锈病不同严重度、离病斑中心不同距

离 ,以及抗感锈病不同品种接种后病程与过氧化物酶同工酶的关系 ,结果表明:

发病不同严重度 (Ⅰ ～ Ⅲ级 )比对照 (未接种 0级 )酶谱带多 1～ 2条 ,活性由大到

小依次为Ⅱ级> Ⅰ级> Ⅲ级> 0级 ;离病斑中心越近酶带越多 ,且酶活性越强 ;

随着接种时间的推迟 ( 0～ 32小时 )过氧化物酶带数增多 ,酶活性增强 ;抗病品种

与感病品种接种后相同时间进行比较 ,抗病品种比感病品种多 1～ 4条酶带 ,且

其酶活性亦较高 ; Rf值 0. 78～ 0. 85间的酶谱与大豆锈病的发生发展有着密切

关系。
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大豆锈病属专性寄生病害 ,是影响大豆稳产、高产的重要因子 ,该病在东南亚各国广

泛流行 ,危害严重 ,已蔓延到大洋洲、非洲、拉丁美洲的 39个国家和地区 [1. 9. 12 ]。目前大豆

锈病在我国南方各省普遍发生且较为严重 ,有从南向北发展蔓延的趋势 ,截止 1993年底

我国已有 23个省份有分布 ,发病后产量一般损失 10%～ 30% ,严重时可达 50%以上 ,早

期发病甚至造成绝收 [ 2, 3, 8] ,因此大力加强大豆锈病的研究与防治已成为当务之急。由于

同工酶是基因表达的产物 ,其电泳图谱反映了病理过程中基因的表达 ,因而近年来同工酶

测定分析技术在抗病遗传育种 ,抗病机理 ,物种分类 ,预测杂种优势等诸方面的研究中被

广泛采用。 过氧化物酶具有多种同工酶 ,前人大量研究认为植物病害与过氧化物酶有

关 [4, 5, 6, 10, 11 ]。本文在以前研究的基础上 ,对大豆锈病严重度 ,离病斑中心不同距离 ,以及抗

感锈病不同品种接种后病程与过氧化物酶的关系进行了探讨 ,目的在于探索大豆抗感锈

病机理 ,为抗锈病育种提供理论依据及生化指标。
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材料与方法

1.供试材料

选用具有代表性的锈病感病品种猴子毛及抗病品种 PI459025。菌种为大豆锈病致病

菌— Phakopsora pach yrhizi Syd的新鲜夏孢子。以上均由中国农科院油料所提供。

2.试验设计及方法

1)播种、接种及取样方法: 1993年 2月 15日播种于中国农科院油料所玻璃棚内的塑

料盒内 , 4月 10日将其大豆锈菌连同塑料盆移至温室 ( 22℃～ 26℃ ) , 4月 12日将大豆锈

菌新鲜夏孢子从繁殖品种上轻轻敲下 ,配制成浓度为 0. 1%的夏孢子悬浮液 (每 10ml加 1

滴 Tow en 80) ,用喉头喷雾器均匀地喷在上述品种上 ,对照喷清水 ,接种后在 0、 8、 16、 24、

32小时以及接种后的第 14天取不同严重度和离病斑中心不同距离的样品 (取样标准分

别见下和见后 )各 3g ,并立即存于 4℃冰箱中备用。

严重度分级标准:

0级: 健康对照 (未接种 )

Ⅰ 级:孢子堆少而分散 ,叶色正常

Ⅱ级:孢子堆较多 ,叶面有黄斑

Ⅲ级:孢子堆密布 ,叶色变黄

2)过氧化物酶同工酶谱及酶活测定方法:酶谱测定采用聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,浓缩胶

及分离胶的浓度分别为 3% , 7% ,用溴酚兰作前沿指示剂 ,电泳时间 5～ 6小时。 Rf(迁移

率 )值计算公式采用。

Rf值=
酶带中心与原点的距离

溴酚兰指示带与原点的距离
酶活性测定参照杨家书 ,薛应龙 ( 1984) [5 ]的方法 ,酶活性以每分钟光密度的增加值来表

示 ,即△ OD
1cm
470nmmin

-1
(相对活性 )

结果与分析

1.大豆锈病严重度与过氧化物酶的关系 (图 1)

从图 1可看出: ( 1)同未接种对照 ( 0级 )相比 ,大豆感染锈菌后不同严重度 (Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ

级 )过氧化物酶带数至少增加 1～ 2条 ( Rf值为 0. 34, 0. 91)且活性比对照增强 (酶带颜色

深 ,表明其活性强 ) ; ( 2)不同严重度之间以酶带数多寡及酶活性强弱为标准排列 ,依次为

Ⅱ级> Ⅰ级> Ⅲ级> 0级 ,表明大豆锈病在发病 0～ Ⅱ级水平时 ,其发病程度与过氧化物

酶谱带数及酶活性呈正相关 ,在严重度达到最高水平Ⅲ级时 ,因叶片枯黄而其酶谱带数减

少 ,酶活性降低。
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图 1　大豆锈病不同严重度病叶的过氧化物酶同工酶谱模式图

Fig. 1　 Isoenzyme pattern o f r ust infection in differ ent disease leaves

2.大豆锈病病斑不同距离与过氧化物酶的关系 (图 2)

图 2　距离大豆锈病病斑不同位置过氧化物酶谱模式图

A: (健叶 CK1) E: (病叶 CK2) B: 距离病斑中心 0. 6cm以上 C: 0. 3- 0. 6cm D: 0. 0- 0. 3cm

Fig. 2　 Distance a par t from rust infec tion spo ts and iso enzyme pa ttern

从图 2可看出: ( 1)发病叶 E( CK2)及病叶不同部位 ( B. C. D)过氧化物酶同工酶带比

健叶 A( CK1)多 1- 2条酶带 ( Rf值为 0. 78, 0. 81) ; ( 2)病斑不同部位 ( B. C. D)的过氧化

物酶谱表明 ,越靠近病斑 ,其过氧化物酶酶带颜色愈深 ,即 B< C< D,并伴随酶带数的增

加 ; ( 3)病叶 E( CK2混合样 )的酶谱并不是病斑不同位置 B、 C、 D处酶谱的简单叠加 ; ( 4)

我们认为过氧化物酶的测定选取病斑及其周围的叶组织效果较好 , ( 5) Rf值 0. 78～ 0. 85

间的酶谱与大豆锈病的发生发展有着密切的关系。
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　　 3.大豆抗感品种接种后病程与过氧化物酶同工酶谱及酶活性的关系 (图 3)

图 3　感病品种猴子毛 ( H)与抗病品种 P I459025( P)接种大豆

锈菌后过氧化物酶谱及酶活动态变化 (接种时间 8- 32小时 )

Fig. 3 Isoenzyme patterns betw een susceptible and

resistant so ybean va rie ties under rust inocula tion

从图 3可看出: ( 1)抗病品种 PI459025和感病品种“猴子毛”未接种对照 ( PCK与

HCK)相比 ,其过氧化物酶同工酶谱和酶活性存在较大差异 ,抗病品种 PI459025的酶带

和相对酶活性分别为 10条 ,△ 0. 202 /min,而感病品种“猴子毛”分别为 6条△ 0. 122 /

min; ( 2)两个品种接种后分别比对照增加一条新酶带 ( 0. 91) ,且 Rf0. 43～ 0. 70酶带活性

随着时间的延长 ,有不断增强的趋势 ,到 32小时稳中有降 ; ( 3)比较两个品种接种后相同

时间的酶谱及酶活性 ,可清楚地看出 ,抗病品种 PI459025的过氧化物酶带数较多 ,其酶活

性较强 ,这与用光度法测定各时间过氧化物酶活性结果基本吻合 (图中所示酶活性相对值

为三次测定平均值 )。

小结与讨论

大豆锈病属专性寄生病害 ,当大豆叶片被感染锈菌后体内发生一系列生化反应 ,可迅

速诱导产生新的过氧化物酶同工酶 ,且随着接种或被侵染时间的延长 ,表现出酶带数逐渐

增多或酶活性逐渐增强 ,然而当大豆锈病发生相当严重时 ,由于寄主正常代谢受到严重破

坏 ,过氧化物酶的谱带数或酶活性并非最多或最强。

大豆锈菌感染大豆叶片后 ,引起过氧化物酶同工酶的变化 ,这种变化起初在侵染点及

其附近 ,然后向远离侵染点或病斑中心扩展 ,因而表现出病叶不同位置过氧化物酶同工酶

有所不同 ,且距离病斑中心越近 ,酶带越多或酶活性越强。
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大豆抗感锈病不同品种接种大豆锈菌后 ,其过氧化物酶同工酶变化存在明显差异 ,在

接种后相同时间进行比较 ,抗病品种比感病品种多 1～ 4条酶带 ,且其酶活性亦较高 ,这与

费甫华等 ( 1994)
[7 ]
研究结果相吻合。

本研究表明大豆锈病菌的侵染与过氧化物酶同工酶有着密切关系 ,这与大多数研究

者在其它作物病害研究方面的结果基本一致 [4、 5、 6、 11 ] ,其机理及分子生物学基础方面的工

作还需进一步研究。
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Fei Fuhua1　 Tan Yujun2　 Zhou Maofan3

( 1 Yichang Municipalit y Agri cultural Science Research Inst itute, Yichang 443004

2Oil Crops Research Institute, Chinese Academy of Agricul tural Sciences, Wuhan 430062

3Depar tment of plant protection , Huazhong Agri cultural Universit y , Wuhan 430070)

Abst ract

Using v ertical g el elect rophoresis, we s tudied the correlation between peroxidase isoen-

zyme and soybean rust of dif ferent severit y and different distance apart f rom disease spot’ s

center and dif ferent time af ter inoculation in resis tant and susceptible varieties. The results

showed that there was one or tw o more isoenzyme pat tern bands in diff erent inf ection severit y

( fromⅠ toⅢ grade) than CK t reatment ( Uninoculated, 0 g rade) . Peroxidase activi ty f rom

high t o low wasⅡ grade> Ⅰ g radeⅢ g rade> 0 grade. The closer dist ance apart f rom dis-

ease spo t’ s center and the period aft er inoculation in resis tant and susceptible varieties the

more s tronger activit y and the more enzyme pat tern bands. Comparing resis tant and suscepti-

ble v arieti es at the same time af ter inocula tion, the resis tant one had 1 to 4 more enzyme pat-

t ern bands and s t ronger enzyme activit y than susceptible one. Besides there was close correla-

tion between RF value ( 0. 78 to 0. 85) and development of soybean rus t.

Key words　 Soybean rus t; Peroxidase; Isoenzymes
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