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摘　要：以具有不同 ＳＭＶ抗性的 ２个野生大豆和 ２个栽培大豆为材料，分析其感染大豆花叶病毒株系 ＳＭＶＮ３后

苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的动态变化，比较了野生大豆与栽培大豆

抗病机制的差异。结果表明：抗病品种感染病毒后，叶片中各酶活性比对照高，感病品种比对照低；野生大豆酶活

性变化比较缓慢，栽培大豆酶活性变化比较迅速，但趋势大体一致；大豆对机械损伤与病毒侵染防御途径部分重

叠，但存在较大差异。
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　　大豆花叶病毒是大豆生产上的主要病害之一，
严重影响大豆的产量与品质，而抗病育种是控制其

危害的重要途径。野生大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）是栽培
大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）的近缘祖先种［１］

，具有高蛋白、

多抗、广适应性和繁殖系数高等优良性状，可与栽

培大豆相互杂交，且后代可育
［２］
。野生大豆和栽培

大豆病毒病的毒源相同，都是大豆花叶病毒
［３］
，因

此利用野生大豆创造新的抗病毒病种质，拓宽大豆

育种的遗传基础具有重要意义
［４］
。

植物在逆境或病原物的诱导下，体内的各种防

御酶，参与活性氧清除及酚类、木质素和植保素等

抗病相关物质的合成，抵御活性氧及氧自由基对细

胞膜系统的伤害，激发植物的抗逆和抗病反应
［５］
，

增强植物对病原物的抵抗能力
［６］
。植物保护自身

防止病原物对其伤害的反应就是复杂的新陈代谢

过程，其生理反应是通过一系列的酶催化作用来实

现的
［７］
。

大豆的抗花叶病毒病机理与其体内代谢的变

化有关，但由于野生大豆长期生活于野生环境下，

遗传背景复杂，对这方面的研究还不多。该文通过

对野生大豆与栽培大豆叶片苯丙氨酸解氨酶

（ＰＡＬ）、过氧化物酶 （ＰＯＤ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性动态变化的比较，初步研究了野生大豆
抗花叶病毒与生化指标的关系，为深入开展野生大

豆抗花叶病毒的机理研究和筛选抗病品种提供参

考资料。

１　材料与方法

１．１　供试材料
野生大豆 ＳＲＹ８（抗 ＳＭＶＮ３株系，无症状）与

ＳＲＹ３８（感 ＳＭＶＮ３株系，呈系统花叶症状）由上海
交通大学大豆种质资源课题组提供，栽培大豆中品

９５５３８３（抗 ＳＭＶＮ３株系，无症状）由中国农业科学
院作物研究所提供，合丰 ２５（感 ＳＭＶＮ３株系，呈系
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统花叶症状）由东北农业大学大豆研究所提供。

大豆花叶病毒株系 （ＳＭＶＮ３）由东北农业大学
李文滨教授提供，接种在感病品种 １１３８２上繁殖，
待症状明显时采收典型症状的嫩叶作接种毒源（置

于无虫网室）。

１．２　试验方法
１．２．１　材料处理　每个参试品种播 ３０盆（直径
１５ｃｍ的盆钵，置于无虫网室），每盆 １０株，其中 １０
盆接种 ＳＭＶＮ３株系，１０盆作为划伤处理对照，１０
盆作缓冲液处理对照。待幼苗的真叶充分展平后，

接种 ＳＭＶＮ３株系，接种前研钵、研棒用洗洁剂洗
净，在微波炉中高温消毒 ３ｍｉｎ，刷子用洗洁剂洗
净。取新鲜病叶，加磷酸缓冲液，按每克新鲜病叶

加３～５ｍＬ磷酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．０）
的比例，并加入适量金刚砂（６００目），在研钵中研磨
成匀浆供接种使用，采用常规人工磨擦接种方法接

种大豆花叶病毒。在接种后１、３、５、７、９、１１、１３ｄ分
别取叶龄相同的样品，每份样品称重后，存放于超

低温冰箱。

１．２．２　酶活性测定　苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）的提
取与测定：取叶片０．５ｇ，加５ｍＬ含５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
巯基乙醇的硼酸缓冲液，０．０２ｇ聚乙烯吡咯烷酮
（ＰＶＰ），液氮研磨，在 ４℃ １００００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。取 １ｍＬ酶液，加 １ｍＬ
０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１苯丙氨酸，２ｍＬ蒸馏水，总体积为
４ｍＬ。对照不加酶液，而多加 １ｍＬ蒸馏水。反应液
置恒温水浴 ３０℃中保温，３０ｍｉｎ后用紫外分光光
度计在 ２９０ｎｍ波长处测定吸光度。以每小时在
２９０ｎｍ波长处吸光度变化０．０１所需的酶量为 １个
单位（相当于每毫升反应混合物形成 １μｇ肉桂
酸）。

过氧化物酶（ＰＯＤ）的提取测定：取叶片 ０．５ｇ，
加０．０２ｇ聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ），液氮研磨，加入
６ｍＬ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１预冷的磷酸缓冲液（ｐＨ６．０），
于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ，上清液即为
粗酶液，取上清液 １００μＬ，用 １ｍＬ缓冲液稀释。
ＰＯＤ活性测定采用愈创木酚法：取光径为 １ｃｍ比色
杯２支，其中一支加入反应混合液 ３．９ｍＬ，２０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１ＫＨ２ＰＯ４０．１ｍＬ作为校零对照；另一支加入
反应混合液 ３．９ｍＬ，酶液 ０．１ｍＬ，立即开启秒表，
记录时间，与分光光度计下测量波长 ４７０ｎｍ处的
吸光度，每隔３０ｓ读一次数，记录 ＯＤ４７０。以每分钟
每毫克鲜重 ＯＤ值变化 ０．０１所需的酶量为 １个酶
活单位。

超氧物歧化酶（ＳＯＤ）的提取与测定：取叶片
０．５ｇ，加入４ｍＬ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ｐＨ７．８），

液氮研磨，于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取
上清液为粗酶液。ＳＯＤ活性测定采用氮蓝四唑法：
在透明试管中依次加入 ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液
１．５ｍＬ、１３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲硫氨酸（Ｍｅｔ）溶液０．３ｍＬ、
７５０μｍｏｌ· Ｌ－１氮蓝四唑 （ＮＢＴ）溶液 ０．３ｍＬ、
１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡＮａ２溶液 ０．３ｍＬ、２０μｍｏｌ·Ｌ

－１

核黄素０．３ｍＬ、酶液 ０．０５ｍＬ、蒸馏水 ０．２５ｍＬ（以
上各溶液均在用前配制，避光放置），２个对照管以
缓冲液代替酶液。将溶液混匀后，在光照培养箱内

照光１０ｍｉｎ，取出试管，迅速测定ＯＤ５６０值，以不加酶
液的照光管为对照。ＳＯＤ活性计算，ＳＯＤ活性 ＝
［（ＯＤｏＯＤｓ）ＶＴ］／［０．５ＯＤｏ·ＦＷ·Ｖ１］，试中 ＳＯＤ

总活性为每克鲜重含酶单位数（Ｕ·ｇ－１），ＳＯＤ比活
力单位为每毫克蛋白酶单位数（Ｕ·ｍｇ－１），ＯＤｏ为
照光对照管的光吸收值，ＯＤｓ为样品管的光吸收值，
ＶＴ为样品总体积（ｍＬ），Ｖ１为测定时样品用量，ＦＷ
为样品鲜重（ｇ）。

２　结果与分析

２．１　接种 ＳＭＶＮ３对供试品种 ＰＡＬ活性的影响
供试材料的 ＰＡＬ活性变化趋势差异较大（图

１），ＳＲＹ８接种 ＳＭＶ后 ＰＡＬ活性缓慢上升，且分别
在接种后第７天和第１１天出现２个峰值，其活性在
第７天是缓冲液处理的 １．９２倍、划伤处理的 １．５２
倍，第１１天是缓冲液处理的 １．０７倍、划伤处理的
１．３８倍；而中品９５５３８３在接种 ＳＭＶ后第５天突然
上升并达到最高峰，其活性是缓冲液处理的 ５．７８
倍、划伤处理的９．０４倍，然后逐渐显著下降；二者的
对照表现相似，划伤处理略高于缓冲液处理且差异

不明显。ＳＲＹ３８接种 ＳＭＶ后 ＰＡＬ活性变化显著，
且与２个对照三者之间在不同时间点上互有高低，
而合丰２５接种 ＳＭＶ后 ＰＡＬ活性在初期变化不大，
在第９天突然上升，然后降低，并且与２个对照间无
显著差异。

２．２　接种 ＳＭＶＮ３对供试品种 ＰＯＤ活性的影响
从图 ２可以看出，ＳＲＹ８与中品 ９５５３８３接种

ＳＭＶ后 ＰＯＤ的活性变化十分相似，均迅速增加，且
活性始终维持在较高的水平，不同的是 ＳＲＹ８在接
种 ＳＭＶ后 ＰＯＤ活性在第３天和第 ７天出现 ２次高
峰，并且其活性在第 ３天是缓冲液处理的 １．６６倍、
划伤处理的 １．７０倍，在第 ５天是缓冲液处理的
１．３４倍、划伤处理的 １．５２倍；而中品 ９５５３８３在接
种 ＳＭＶ后第５天出现高峰，其活性是缓冲液处理的
３．９０倍、划伤处理的 １．８６倍，然后稳步减弱。
ＳＲＹ８的缓冲液处理和划伤处理的 ＰＯＤ活性差异不
明显，而中品 ９５５３８３则表现为缓冲液处理高于划
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伤处理，且差异明显。ＳＲＹ３８与合丰 ２５接种 ＳＭＶ
后 ＰＯＤ活性变化相似，酶活性略高于对照但差异不
明显；ＳＲＹ３８在接种 ＳＭＶ后 ＰＯＤ活性迅速下降且

在第３天达到最低，然后缓慢上升，而合丰 ２５变化
较小；ＳＲＹ３８划伤处理的酶活性略高于缓冲液处
理，合丰２５则相反，且差异不明显。

图 １　野生大豆与栽培大豆叶片中 ＰＡＬ的活性变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｏｆＰＡＬａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａａｎｄＧｌｙｃｉｎｅｍａｘｌｅａｖｅｓ

图 ２　野生大豆与栽培大豆叶片中 ＰＯＤ的活性变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｏｆＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａａｎｄＧｌｙｃｉｎｅｍａｘｌｅａｖｅｓ

２．３　接种 ＳＭＶＮ３对供试品种 ＳＯＤ活性的影响
供试材料 ＳＯＤ的活性水平变化较小（图 ３），

ＳＲＹ８、ＳＲＹ３８和中品 ９５５３８３接种 ＳＭＶ后变化趋
势相似，总体上呈先上升然后缓慢下降的趋势，并

在接种后第３天达到峰值；ＳＲＹ８与中品 ９５５３８３接
种 ＳＭＶ后的酶活性高于对照，而 ＳＲＹ３８低于对照；
在接种 ＳＭＶ后第 ３天 ＳＲＹ８的 ＳＯＤ活性是缓冲液
处理的１．１９倍、划伤处理的 １．２２倍，中品 ９５５３８３

的 ＳＯＤ活性是缓冲液处理的 １．２２倍、划伤处理的
１．２２倍，而 ＳＲＹ３８的 ＳＯＤ活性是缓冲液处理的
７５．６％、划伤处理的８５．７％。合丰 ２５接种 ＳＭＶ后
的酶活性水平呈持续缓慢下降趋势并且显著低于 ２
个对照，在第９天与 ２个对照差异最大分别是缓冲
液处理的５５．６％、划伤处理的 ８０％，且划伤处理的
酶活性高于缓冲液处理。
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图 ３　野生大豆与栽培大豆叶片中 ＳＯＤ的活性变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｏｆＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａａｎｄＧｌｙｃｉｎｅｍａｘｌｅａｖｅｓ

３　讨论

病原菌与植物的非亲和性互作过程中，会给植

物造成逆境，引起一种特殊抗病的过敏性反应，导

致植物体内 ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＳＯＤ等膜保护酶系及内源激
素的含量和活性发生变化。

苯丙氨酸解氨酸是苯丙烷类代谢途径的关键

酶，它的活性与酚类化合物的合成密切相关。酚类

物质本身具有抗菌素的性质，由酚类物质氧化而成

的醌类物质是潜在的抗病因子
［８］
。试验结果表明，

野生大豆与栽培大豆抗病品种在接 ＳＭＶ以后 ＰＡＬ
活性变化趋势一致，且高于对照，而感病品种的

ＰＡＬ活性低于对照，说明大豆花叶病毒侵染后抗病
品种能产生足量的苯丙烷类代谢产物，从而产生过

敏反应，适应抗病的需要，而感病品种的苯丙烷类

代谢在一定程度上受到抑制。

植物体内重要的活性氧清除酶类 ＰＯＤ，是将
Ｈ２Ｏ２降解成为无毒害的 Ｈ２Ｏ和 Ｏ２，因此这些酶系

统就成为植物在逆境中的保护体系
［９］
，维持体内的

活性氧代谢平衡，保护膜结构，从而使植物能在一

定程度上忍耐、减缓或抵抗逆境胁迫
［１０］
。大豆感染

ＳＭＶ后，叶片 ＰＯＤ活性上升，上升幅度因品种抗性
水平而异，抗病品种上升幅度大，感病品种上升幅

度小，且抗病品种明显高于感病品种，野生大豆与

栽培大豆 ＰＯＤ酶活性变化表现基本一致，说明野生
大豆与栽培大豆的抗病过程保持一致，但栽培大豆

ＰＯＤ酶活性出现１次高峰，而野生大豆出现 ２次高
峰，表明野生大豆与栽培大豆的 ＰＯＤ酶活性存在细
微差别。

植物体内存在活性氧清除系统，ＳＯＤ是植物体
内防御活性氧毒性的保护酶，它能清除超氧化物阴

离子自由基，提高植物抗逆性
［１１］
。感染 ＳＭＶ后抗

病品种大豆 ＳＯＤ活性先急剧上升达到最高峰后缓
慢下降，且活性高于对照，而感病品种 ＳＯＤ活性低
于对照，说明 ＳＯＤ在大豆抗 ＳＭＶ侵染的过程中起
着重要作用，并且在不同抗性中表现出明显的差

异，并且不同抗、感品种 ＳＯＤ活性变化在野生大豆
与栽培大豆中的表现极为相似，说明在大豆的长期

进化过程中 ＳＯＤ在抗病反应方面没有发生变化。
不同抗性野生大豆材料的氧化酶活性变化存

在明显的差异，且与栽培大豆的变化规律基本一

致，但野生大豆材料的酶活性变化比较缓慢而栽培

大豆则比较剧烈，可能是因为野生大豆与栽培大豆

原为同一物种，它们有着相同的抗病途径，由于人

们的长期选择，造成二者对花叶病毒不同的选择

压，从栽培大豆易筛选出对花叶病毒特异抗性的品

种，而野生大豆长期生存于自然状态下，自然的选

择比较漫长且病原较少，一旦遇到病原侵害造成抗

病机制调控混乱，因此其抗病途径比较复杂，从而

形成了二者间抗病性上的差异。

划伤、缓冲渗透液处理、病原物处理可以诱导

植物反映的交迭，在烟草中创伤和水杨酸都可以诱

导蛋白激酶
［１２］
，这些激酶也可以被其它胁迫所诱

导，包括划伤、水杨酸盐、ＴＭＶ侵染［１２１４］
。花叶病毒

侵害植物的方式主要是以蚜虫或机械损伤后造成

伤口感染的方式传播，而蚜虫属刺吸式口器，造成

植物表面损伤后将带毒汁液注入植物体内进而传

播毒害。该试验采用模仿在自然情况下植物受到
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病原物侵染而感病的过程，即将叶片划伤，然后将

含有病毒粒子的缓冲液涂抹其上，因此该试验比以

往类似研究多加了一次对照处理。结果表明，病毒

胁迫与机械损伤胁迫的最后反应是不同的。机械

胁迫比基因诱导更加短暂，说明最后的结果不同可

能是由于相同的途径成分和基因诱导激活持续时

间和表达量的不同。大豆抗病基因在识别病毒后

导致大量的活性氧和下游抗病基因元件表达，活性

氧的表达似乎是抗病基因表达的一个辅助，虽然缓

冲液处理也有活性氧变化，但不如病毒混合液的诱

导明显，说明机械胁迫与病毒处理虽然有部分途径

重叠，但还是有很大的差别。

野生大豆与栽培大豆虽然在抗 ＳＭＶ各主要活
性酶的变化上存在细微差别，但抗病的生理生化机

制基本一致，说明野生大豆可以成为抗 ＳＭＶ育种的
可靠种质资源。下一步需要对野生大豆抗花叶病

毒的分子机理进行研究，以明确抗病途径，更有效

的利用野生大豆资源，培育出新的抗病大豆品种。
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［１０］张俊立，彭德良，克强．河北省大豆胞囊线虫分子鉴定及其分

布［Ｊ］．植物保护，２００５，３１（１）：４０４３．（ＺｈａｎｇＪＬ，ＰｅｎｇＤＬ，

ＫｅＱ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙ

ｃｉｎｅｓｉｎＨｅｂｅｉ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００５，３１（１）：４０４３．）

［１１］ＭｉｌｌｅｒＤＲ，ＣｈｅｎＳＹ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｉｌｐＨｏｎｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａ

ｔｏｄｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ（Ａｂｓｔｒａｃｔ），２００２，９２（６）：

Ｓ５６．

［１２］ＡｎａｎｄＳＣ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｏｉｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｐＨｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｓｏｙ

ｂｅａｎｔｏＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｅｍａｔｏｌｏｇｙ，１９９５，２７

（４）：４７８４８２．

［１３］计钟程，许文芝．重茬大豆减产与土壤环境变化［Ｊ］．大豆科

学，１９９５，１４（４）：３２１３２８．（ＪｉＺＣ，ＸｕＷ Ｚ．Ｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ

ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｒｏｐｐｉｎｇｓｏｙｂｅａｎａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｓｏｉｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，１９９５，１４（４）：３２１３２８．）

［１４］许艳丽，陈伊里，司兆胜，等．不同茬口条件下的作物根渗出物

对大豆胞囊线（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ）卵孵化影响［Ｊ］．植物病理

学报，２００４，３４（６）：４８１４８６．（Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｒｏｏｔｄｉｆｆｕｓａｔｅｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｏｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｏｎｔｈｅｅｇｇｈａｔｃｈｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａ

ｔｏｄｅＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｔｏｐｈｙｌａｃｉｃａＳｉｎｉｃａ，２００４，３４

（６）：４８１４８６．）

［１５］司兆胜，许艳丽，李兆林，等．不同茬口种植的大豆品种根渗出

物对大豆胞囊线虫卵孵化的影响［Ｊ］．中国油料作物学报，

２００４，２６（３）：６２６６．（ＳｉＺＳ，ＸｕＹＬ，ＬｉＺＬ，ｅｔａｌ．Ｈａｔｃｈｏｆｓｏｙ

ｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａｔｏｄｅＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓｅｇｇｉｎｒｏｏｔｄｉｆｆｕｓａｔｅｆｒｏｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｏｔａｔｉｏｎｓｙｓ

ｔｅｍｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｉｌＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００４，２６（３）：６２

６６．）


