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摘 要

本文从膜质过氧化反应及保护晦休系的 变化
、

过氧化物晦
、

苹果酶脱氮晦同

工酶 的表达特性
,

分析 了才补性不 同的大豆 品种对灰斑病 l
、

7
、

8 号小种 的生理生

化反应
。

研究结果表明
:

在灰斑病 1
、

7
、

8 号小种侵染下
,

感病品种膜质过氧化水

平加重
,

保护晦体 系失去活 力
,

而杭病品种
,

虽然丙二醛 (M D A )含量有所增加
,

但膜质的保护晦 系统活性都很强
,

植株受害较轻
。

而过氧化物酶
、

苹果酸脱 氢晦

同工酶的变化反应 T 品种对灰斑病的才补性
,

这两个 同工酶的协同反应
,

标志着品

种杭灰斑病的特性
。

关键词 灰斑病 ;保护酶 ; 膜质过氧化
.

大豆灰斑病是一种世界性病害
,

种植感病品种一般减产 10 一 29 派
,

严重时可在 50 %

以上
,

1 9 9 4年黑龙江省灰斑病大发生
,

造成生产
、

出 口和经济上的巨大损失
。

因此
,

开展灰

斑病的深入研 究就更 日趋重要
。

近些年 来
,

许多学者相继在大豆灰斑病 的病理陈
8〕

、

遗

传队 6]
、

育种 4[]
、

抗性遗传 9j[
、

资源筛选方面做了许多工作
,

而在分子标记和抗性机制方面

报道甚少
。

本文从膜质过氧化反应及保护酶体系的变化入手
,

探讨大豆抗灰斑病的抗性机

制
,

为大豆抗灰斑病的生化标记及鉴定提供理论依据
。

`
省自然科学基金资助项目

本文于 19 9 5 年 3 月 1 0 日收到
.

T h i s 阳 pe
r w a s r

峨 i v e d on M a r e h 10
.

19 9 5
.
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材料和方法

1
.

供试材料
:

东农 5 93
、

东农 邻 74
、

合丰 33
、

黑农 39
、

绥农 8号
、

绥农 4号
。

2
.

供试菌种
:

大豆灰斑病生理小种 1号
、

7号
、

8号
,

由东北农业大学大豆研究所提供
。

3
.

接种与取样
:

供试材料的每品种 (系 )播 24 盆
,

每盆 4 株
,

当第三复叶完全展开时
,

移入接菌池
,

用超低量喷雾器喷雾接菌
。

接菌后遮光保湿 24 小时
。

发病后
,

3 天内取接种

和未接种的复叶进行测定
,

3 次重复
。

4
.

样品分析方法
:

苹果酸脱氢酶和过氧化物同工酶采用 PA GE 电泳检测技术
。

苹果酸

脱氢酶的染色
: l m o l / L L

一

苹果酸钠盐底物深液配以辅酶 I 和 N B T
、

P M s 的 0
.

Zm o l/ L
、

rT i-s

cH l 绥冲液
.

过氧化物酶的染色
:
采用醋酸联苯胺染色法

。

超氧化物歧化酶的测定
:

采用 N B T 法〔 ’〕进行
。

丙二醛含量的测定
:
参照王爱国 19 8 6 年的方法进行 2[]

。

结 果

(一 )大豆品种 (系 )对灰斑病生理小种的抗性反应
.

不同抗性的大豆品种在接种灰斑病 1 号
、
7 号

、

8号生理小种后
,

对各灰斑病小种的抗

性是不同的
,

从表 1可以看到
,

对各生理小种抗性表现较好的为东农 9 6 7 4 和合丰 33
,

感

病较重的为黑农 39
。

表 1 不同大豆品种接种灰斑病生理小种后的抗性反应
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. a “ ar a) 对大豆保护醉体系的影响

(二 )灰斑病 l 号小种怪染大豆后的膜质过级化水平

丙二醛 ( aM l on id al d比 dy
e
简称

:
M D A )是膜质过氧化的有毒代谢产物

,

而超氧化物歧化

酶 s( u ep r
ox ide 川sln

u at se 简称 s o D )
、

过氧化氢酶则是细胞膜免受过氧化的两个保护酶
,

它

在清除自由基
,

提高体内的抗逆性方面起到 了重要的作甩
.

通过 M D A
、

s 0 D
、

过氧化氢酶

的变化
,

可反应品种在病源菌侵染条件下
,

膜质的过氧化水平
,

从表 2 可以看到
:

不同类型

的大豆 品种在接种灰斑病 ] 号后
,

感病品种的 MD A 含量增 加较多
,

膜质过氧化水平加

重
。

对高感品种绥农 4 号来说
,

它的两个保护酶体系的酶活性都降低了
.

而一般感病品种
,

黑农 39
,

它的两个酶系统仍具有一定的活性
。

由此说明
:
当膜质的过氧化水平加重时

,

如

果保护酶体系失去活力
,

则防御体系就不存在了
,

因而使大豆表现出许多病症
。

而抗病品

种
,

虽然 M D A 含童有所增加
,

但它的两个保护酶系统活性都很强
,

清除有毒代谢产物

— 氧自由基的能力很强
,

而使膜质过氧化程度相对较低
,

植株受害较轻
。

表 2 对灰斑病 1号生理小种俊染后的膜质过氧化反应

aT bl e 2 M . m br a n

ou
s
声

r o x 记 a d c r ea c d叭 of d妞 ,e 拍 nt cu 川姐m i n o c u加 ut l w iht F】名 N o
.

1

品 种
C u l t i v . t翻

对灰斑病 1

.

号 生理 小
种 的杭 性
反应
R .e 门, t . n t

M D A 含 t
( , m ol / L

9
.

f w )

M D ^

CO们 t e n !

与 ck 相比
的变化
R e l吕 t i v e

c h a n职
. 0 . , .P .r t i v .

w百t h e k

S O D 醉 的
活性
A d 奋训它y

o r S O D

与 ck 相 比

的变化
R e la t i v e

c h朋举
c . m .P r 。 “ 姆
w it h C k

过 氧 化 氢
酶 的 含 t
( m s / g

。

鲜
!

·

分 )

H y d r O侣. n

eP or
x 记创峪

C O n t. n t

与 改 相 比

的变化
R e la t i v e

c h a n ge
C。叮 n l翔犷C吧

一 it v 七

w i t卜 C k

合丰 3 3

价 eF
n g 3 3

R 5
.

9 0 6 4 一 o
·

, 6
.

0写 2 0魂6
.

2 7 + 1 44
.

1 7% 8
.

8 6 + 17 6
.

2 0%

绥农 4号

S u i H翻 9 4
55 5

.

4 14
·
0. 4 5

.

0% 15 6忿
.

1 2 一 15
.

9 8% 1
.

7 2 一 6 6
.

6%

绥农 8 号

uS i N翻 9 8

R 6
.

0 3 5
一

o , 一 12
.

0% 2 2 0 0
.

5 2 + 6 5
.

8 9% 3
·

43 + 2 3 3
·

0 1 %
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(三 )灰斑病 7 号小种俊染大豆后的膜质过叙化水平

参试品种在灰斑病 7 号小种的侵染条件下
,

膜质过氧化水平加重
,

抗性品种其表现

为
:

丙二醛含量产生少一些
,

两个保护酶体系的酶活力较强
。

而感病品种
,

膜质的过氧化程

度较重
,

表现为丙二醛含量增加幅度较大
,

只有一个保护酶清除氧自由基的能力较强
。
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表 3 不同大豆品种对灰斑病 7 号生理小种侵染后的膜质过氧化反应
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(四 )灰斑病 8号小种俊染大豆后的膜质过权化水平

表 4 不同大豆品种对灰斑病 8 号生理小种的膜质过氧化反应
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8 6旦石

不同抗性的大豆品种对灰斑病 8号小种的生化反应是不同的
。

抗病品种被灰斑病 8



号小种侵染后

,

M D A 含量降低
,

对多抗性品种来说
,

主要是它的两个保护酶活性变化较

大
。

如合丰 33
: s 0 D 和过氧化氢酶活性与 ck 相比变化较大

,

故使细胞内有毒代谢产物
,

被

迅速清除掉
。

而感病品种
、

则发生较强的膜质过氧化
,

有毒的代谢产物积累
。

(五 )灰斑病生理小种对大豆过氧化物酶
、

苹果酸脱氮酶的反应

过氧化物酶是植物体内的一种保护酶
,

抗性不同的大豆品种对灰斑病的反应本现为
:

过氧化物酶同工酶的数量增 多了
,

抗病性较好的材料
,

过氧化物酶同工酶的表达与
c k 相

比变化不大
,

只增加 1一 2 条酶带
,

而感病品种
、

与 ck 相 比变化较大
。

有些原来表达的基

因
,

在接种后没有表达并增加了许了新谱带
,

对某些小种感病较重时

表达的数量与 ck 相比有所减少 (图 1 )
.

,

过氧化物同工酶的

合毛 3 3

llwe

叭沙
l!tl

|了少
ǎ

抓
.

护 、

爪少

厂跨l刀

了们“
!

;
!

|

l、
口

护,ù曰切

热
! i

{ \八
、

少一洲

图 1 大豆灰斑病对抗性不同大豆品种过载化物酶同工酶活性的影响

iF g
·

1 fE f忱 t o
f F SL 闭 讲

r
以 ld别记 a川讨 t y of d if fer

e n t c u l t i

vasr
抗性不同的大豆 品种接种灰斑病菌后

,

品种的苹果酸脱氢酶变化较大
,

谱带类型变化

较丰富
,

抗病品种谱型变化较少
,

如东农 9 6 7 4
,

接种 1 , 7 号小种后 : 苹果醉脱氢酶的谱型

与
c k 相 比

,

谱型没有变化
,

酶活性略有降低
,

只有接种 8号小种后
,

缺失了二条谱带
。

合丰

33 在灰斑病 7 号
、

8 号小种侵染条件下
,

谱型与 ck 相比无明显的变化
,

灰斑病 1
.

号小种侵

染后
,

迁移率为 0
.

13 的这条谱带没有表达
.

而感病品种如绥农 4 号
,

接种灰斑病后
,

谱带

变化较大
。
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表 5 不同大豆品种接种灰斑病后苹果酸脱氢醉同工醉的表达

Ta 比 5 M a
uc de h y d r剑乒 n
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Bn of uc川 va sr in o c u at t司 w lht F L S
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】 j闪 Z y袱 加 n山

O
l ld y剧门

R f= 0
.

1 3 0
.

3 1 0
.

3 6 0
.

4 3 0
.

4 6 0
.

4 9 0
.

5 3

kc 十 + + + 十 十

绥农 4号 1号 + + + + +

`

翻一N训. 4 7号 + + +

8号 + + 十

kc + 十 +
.

十 十 +

东农 9 6 7 4 1号 + + + + + +

。团. 协鹅 9 6 7 4 7号 + + + + + +

8号 + + + +

kc + 十 +
`

+ +

合丰 33 1号 十 + + +

H e F亡 n g 33 7号 + + + + +

8号 + + + 十

改 + 十 十 + +

黑农 3 9 一号 + + +
`

H d 洲七 n. 39 7号 + + + +

8号 + + + +

讨 论

许多学者研究认为
:

植物的抗病性是与膜质的过氧化水平和保护酶体系密切相关的
。

在我们的试验中
,

也证实了这一点
:

感染大豆灰斑病后
,

抗病品种 M D A 含量略有增加
,

同

时清除自由基的两个保护酶体系的酶活性都很强
。

而感病品种的 M D A 含量增加幅度较

大
,

保护酶体系中的酶活性降低
。

鉴于 s o D ,

过氧化氢酶等在清除自由基方面的特殊保护

作用
,

这些保护酶活性的变化及膜质过氧化水平的高低
,

可作为评定品种搞病性大小的指

标
。

过氧化物酶同工酶的表达与活性的变化与品种的抗病性是有关的
。

苹果酸脱氢酶的

变化反应了品种对灰斑病各生理小种的反应程度
。

这两个酶的协同反应
,

标志着品种抗灰

斑病的特性
。
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