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摘要　对不同抗、感病品种接种疫霉根腐菌１号生理小种前及２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后测定叶片中
抗坏血酸氧化酶单位的变化特点进行分析，探讨了该酶在抗大豆疫霉根腐病的作用。结果表明，抗

病品种酶单位呈现上升下降再上升的变化趋势，感病品种酶单位呈现上升再下降的变化趋势。
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　　大豆疫霉根腐病（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）是一种危
害严重的疫霉病害。由于其土传的特性和极强的生

存能力，该病害迄今在世界大豆主产区仍呈扩大蔓

延之势［２］。美国等国家在２０世纪５０年代就对该病
进行了系统的研究，但主要集中在对生理小种的鉴

定、病害的流行、抗性机制、抗原筛选以及病害的防

治等方面，取得了较大的进展，而对于抗病性的生理

生化机制研究很少［１］，目前对该病的抗病性与酶活

性之间关系的研究报道一直集中于超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶、过氧化物酶这一类酶上，对氧化酶、

次生代谢酶的研究报道很少。

抗坏血酸氧化酶（ＡＡＯ）存在于植物体的细胞
质中，是植物体中普遍存在的一种含铜的氧化酶，是

呼吸链末端氧化酶的一种［３］，它催化分子氧将抗坏

血酸氧化为脱氢抗坏血酸［４］，其过程常与谷胱甘

肽、ＮＡＤＰＨ（或 ＮＡＤＨ）的氧化还原相偶联，形成一
个以抗坏血酸氧化酶系统为末端的氧化还原系统。

一些研究者发现，植物体中的抗坏血酸氧化酶活性

变化抗病性有关［５］，目前尚未发现有关大豆抗病性

与抗坏血酸氧化酶活性之间关系的研究报道。试验
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通过对３个抗病大豆品种和４个感病大豆品种接种
大豆疫霉根腐菌１号生理小种后叶片中抗坏血酸氧
化酶活性变化进行研究，初步探讨抗坏血酸氧化酶

与大豆疫霉根腐病抗性的关系。

１ 材料与方法
１．１ 试验材料

１．１．１ 供试品种　　抗病品种：Ｄａｒｂｙ、Ｈｏｂｂｉｔ、
Ｋｏｔｔｍａｎ抗线 ２号；感病品种：绥农 １４号、黑河 １９
号、黑农３５号、合丰２５号。
１．１．２　供试菌种　大豆疫霉根腐病菌１号生理小
种。

１．２ 试验方法

１．２．１ 种植及接种方法　采用盆栽，每品种种植
２５株，在第二对复叶展开后用大豆疫霉根腐菌１号
生理小种于子叶上方对各材料进行伤口涂抹接种，

接种后套袋保湿并放置于阴凉处。

１．２．２ 取样方法　接种前及接种２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、
９６ｈ后采集各品种叶片５ｇ，（同一时间采集的叶片
位置相同）叶片采集后立即放入冰盒中，在 －８０℃
冰箱中保存备用。

１．２．３　ＡＡＯ酶液的提取及酶单位的测定方法　取
各时期各材料叶片１ｇ，剪碎后于预冷的研钵中加少
量ｐＨ６０磷酸盐缓冲液（预冷）及少量石英砂迅速
研磨至匀浆，把全部材料用缓冲液洗入２５ｍＬ量瓶
中，并用缓冲液定容，放在１８℃～２０℃水浴上浸提
３０ｍｉｎ，上清液为酶提取液。分别取三只三角瓶，标
号，１＃瓶空白测定：４ｍＬ缓冲液、２ｍＬ抗坏血酸
（０１％）、１ｍＬ偏磷酸（１０％）；２＃瓶测定：４ｍＬ缓冲
液、２ｍＬ抗坏血酸；３＃瓶测定：４ｍＬ缓冲液、２ｍＬ抗
坏血酸。向各瓶中加入酶提取液２ｍＬ，水浴中保温
１０ｍｉｎ后向２、３号瓶中加入１ｍＬ偏磷酸终止反应。
各加入３滴淀粉溶液做指示剂，用微量滴定管以５／
６ｍｍｏｌ·Ｌ－１碘液进行滴定至出现浅蓝色为止，记录
滴定值。由计算公式：抗坏血酸氧化酶单位 ＝
０４４Ｖ［Ｖ３－（Ｖ１＋Ｖ２）／２］（ａｗｔ）

－１计算酶单位，其

中Ｖ１＝滴定１号瓶所用碘液毫升数；Ｖ２＝滴定２号
瓶所用碘液毫升数；Ｖ３＝滴定３号空白瓶所用碘液
毫升数；Ｖ＝酶提取液总体积（ｍＬ）；０．４４＝每毫升
５／６ｍＭ碘液氧化抗坏血酸毫克数；ａ＝测定时所用
提取液毫升数；ｗ＝样品鲜重（ｇ）；ｔ＝测定时间
（ｍｉｎ），用ｍｇ·ｇ－１·ｍｉｎ－１表示酶单位单位。（反应
进行中室温控制在２０℃）

２ 结果

由图１、图２可以看出接种前在正常生长条件
下，三种抗病大豆品种叶片中 ＡＡＯ酶单位在００２
～００８ｍｇ·ｇ－１·ｍｉｎ－１之间，四种感病品种叶片内
ＡＡＯ酶单位在００２～００７ｍｇ·ｇ－１·ｍｉｎ－１之间，
抗感类型之间无太大差异，证明在无病害侵染条件

下，同一栽培条件下不同品种大豆叶片内ＡＡＯ酶单
位基本相同。

图１　接种大豆疫霉根腐菌１号生理小种前及
接种后抗病品种ＡＡＯ酶单位变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＡＡＯｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｕｌｔｉｖａｒｓ

图２　接种大豆疫霉根腐菌１号生理小种前及
接种后感病品种ＡＡＯ酶单位变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＡＡＯｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｃｕｌｔｉｖａｒｓ

　　由图１可以看出，对于抗病品种，在接种疫霉１
号生理小种２４ｈ后叶片内ＡＡＯ酶单位呈现上升变
化，４８ｈ后ＡＡＯ酶单位下降，７２ｈ后ＡＡＯ酶单位再
次上升且活性均高于２４ｈ后测定值，９６ｈ后除Ｋｏｔｔ
ｍａｎ品种ＡＡＯ酶单位大幅度下降外，其它两抗病品
种ＡＡＯ活性有小幅度上升。
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由图３可以看出，对于感病品种，在接种疫霉１
号生理小种２４ｈ后叶片内ＡＡＯ酶单位呈现上升变
化，４８ｈ后ＡＡＯ酶单位上升至最大值，７２ｈ后ＡＡＯ
酶单位下降但活性均高于２４ｈ后测定值，９６ｈ后
ＡＡＯ酶单位降至最低值。

３ 分析与讨论

植物感病后的一个重要的生理变化就是呼吸作

用的增加，耗氧量增加。在植物感病后，有氧呼吸中

的戊糖磷酸途径（ＰＰＰ）可以占到全部呼吸的５０％以
上，而抗坏血酸氧化酶可以与 ＰＰＰ途径中所产生的
ＮＡＰＤＨ起作用［４］，ＫｉｒａｉＶ和Ｆａｒｋａｓ观察到呼吸作用
的增加与抗坏血酸氧化酶单位的增加成平行关系，

并且磷酸戊糖途径的电子传递通过有抗坏血酸参加

的抗坏血酸氧化酶系统。抗坏血酸氧化酶作为呼吸

电子传递链末端氧化酶的一种，其活性的增加表明

在病原菌侵染过程中植株呼吸作用增强，能够促进

伤口附近的木栓形成层，加快伤口愈合速度，将健康

组织与受病害组织分离，抵御病原菌的进一步侵染。

本研究中对ＡＡＯ酶单位变化测定发现，无论是
抗病品种还是感病品种在接种后２４ｈ内ＡＡＯ酶单
位均呈现上升变化，呼吸加强，证明在疫霉根腐病菌

浸染大豆植株的过程中，抗坏血酸氧化酶参与了对

疫霉根腐病的抗性反应。其中抗病品种，在接种２４

～４８ｈ内酶单位开始下降，说明在病原菌侵染过程
中，抗坏血酸氧化酶大量快速参与抗病反应，抵御病

原菌进一步侵染，暂时抑制了病原菌的侵染，反应强

度减弱，整个过程中新酶不断的被合成参与到抗病

反应中，从４８ｈ后酶单位不断上升，加快木栓形成
层的合成，抵抗病原菌的入侵和病原菌对植株的毒

害作用，最终达到抗病目的。而感病品种在２４～４８
ｈ内酶单位继续上升，说明该酶继续参与对病原菌
侵入的抵抗过程，但感病植株最终无法抵御病原菌

的侵染以及其毒害作用而逐渐发病，因此４８ｈ后酶
单位不断下降。
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