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　　摘　要:以保加利亚尖椒为对照 ,在接种疫霉菌前后 ,对转 RS-AFP2辣椒进行病情调查 ,并对

叶片中的SOD、POD 、PPO 、PAL 、SOD同工酶和POD同工酶进行分析 ,检测转RS-AFP2辣椒的抗

病性效果。结果表明:①保加利亚尖椒在接种后 SOD活性立即开始上升 ,第 3天后开始下降 ,在

第7天表现出疫霉病症状 ,转 RS-AFP2辣椒在接种后 24 h才开始上升 ,第 7天开始下降 ,不表现

发病病症;②接种前 ,转 RS-AFP2辣椒 POD活性明显高于保加利亚尖椒 ,接种后第 5天保加利亚

尖椒开始高于转 RS-AFP2辣椒;③无论在接种前还是接种后 ,转 RS-AFP2辣椒 PPO和 PAL酶

活都明显高于保加利亚尖椒;④转 RS-AFP2辣椒和保加利亚尖椒在接种前和接种后 ,SOD同工

酶条带数都一样 ,无变化;⑤保加利亚尖椒在接种后POD同工酶增加 2条带 ,转 RS-AFP2辣椒增

加1条带 ,最终两者都表现出 4条带。
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　　辣椒疫霉病 ,又称辣椒黑茎病 ,是辣椒疫霉菌侵染

辣椒韧皮部导致辣椒死亡的一种土传性疾病 ,严重影响

辣椒广泛栽培 ,给生产上带来严重损失。其发病率一般

在10%～ 30%,严重时可达 50%～ 60%以上[ 1] ,通过基

因工程技术培育转基因辣椒抗病新品种是防治该病害

最有效的途径之一。该实验室前期工作已经获得了转

RS-AFP2辣椒 ,该试验对转 RS-AFP2辣椒接种疫霉菌

后叶片中生化指标进行测定分析 ,以分析已获得的转

RS-AFP2辣椒的抗病性效果。

1　材料与方法
1.1　材料

1.1.1　试验材料　辣椒种子:转 RS-AFP2辣椒种子 ,由

该实验室保存;保加利亚尖椒种子 ,由市场上购买;供试

菌种:辣椒疫霉菌(Phytophthora capsici Leon.),由广东

海洋大学生物技术重点实验室提供。

1.1.2　试剂　邻苯三酚 、邻苯二酚、愈创木酚 、过氧化

氢、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、巯基乙醇 、甘油 、L-苯丙氨

酸、联苯胺 、冰醋酸 、氯化铵 、氯化硝基四氮唑(NBT)、N ,

N ,N' , N'-四甲基乙二胺(TEMED)、核黄素 、丙烯酰胺

(Acr)、过硫酸铵 、甘氨酸等。

1.1.3　培养基　采用 PDA培养基 200 g 马铃薯去皮 ,

切成小块 ,加入蒸馏水1 000 mL ,煮沸 30 min ,4层纱布

过滤 ,加水补足1 000mL ,再加葡萄糖20 g ,琼脂20 g ,融

化后分装 ,121℃灭菌 30 min。

1.2　方法

1.2.1　辣椒育苗　辣椒种子用 50 ～ 55℃温水浸泡 6 ～

8 h ,播种于培养皿中 ,26℃人工气候箱中催芽 ,成苗后移

栽到花盆中 ,温室内正常水肥管理。

1.2.2　转 RS-AFP2辣椒的筛选　转 RS-AFP2辣椒子

一代成苗后 ,取叶片提基因组 DNA ,进行 PCR ,检验是

否含有目的基因 ,筛选出具有 RS-AFP2基因的子一代

植株。

1.2.3　疫霉菌孢子悬浮液的制备　待培养皿布满疫霉

菌菌丝后 ,向培养皿中加10 mL无菌水 ,4℃放置30 min ,

诱导游动孢子的释放 ,室温光照2 h后 ,用毛笔刷洗培养

基表面 ,双层纱布过滤 ,收集游动孢子 ,调整浓度到游动

孢子 10 000个/mL。

1.2.4　接种及取样　待辣椒长至开花初期 ,用孢子悬浮

液灌根法接种 ,每株 3mL ,调查病情。在接种前 、接种后

第 1 、3 、5 、7、9天分别取样。测定叶片酶活 ,3次重复 ,取

平均值;同时对采取的叶片进行同工酶电泳分析。

1.2.5　酶活测定以及同工酶电泳分析　超氧化物歧化

酶(SOD)活性测定参考 Marland等
[ 2]
的方法;苯丙氨酸

解氨酶(PAL)和多酚氧化酶(PPO)活性测定参考梁军锋
等[ 3] 的方法;过氧化物酶(POD)活性测定参考潘建菁

等[ 4] 的方法;超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶

(POD)同工酶电泳分析参考袁庆华等[ 5]的方法。
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2　结果
2.1　转 RS-AFP2辣椒的筛选

PCR结果表明 ,通过播种得到的 11株转 RS-AFP2

辣椒子一代植株都含有大小为 250 bp的条带 ,与 RS-

AFP2基因的大小一致(图1)。

2.2　接种疫霉菌后病情调查

通过病情调查发现 ,保加利亚尖椒在接种后的第 7

天植株开始萎蔫 ,茎秆开始变黑;而转 RS-AFP2辣椒却

没有表现出疫霉病症状(图2)。

2.3　酶活测定

2.3.1　接种疫霉菌后SOD活性变化　保加利亚尖椒在

接种后 SOD活性立即开始上升 ,于第 3天后开始下降;

而转 RS-AFP2辣椒接种疫霉菌后 ,其 SOD活性在接种

后 24 h开始表现出上升的趋势 ,但最大酶活却不及保加

利亚尖椒 ,从第 7天起 ,活性开始下降 ,但始终能维持较

高的酶活水平(图 3)。

图 1　转 RS-AFP2辣椒子一代植株 PCR电泳图 图 2 接种第 7天辣椒表现症状

　　注:泳道 1:Marker;泳道 2:阳性对照 , RS-AFP2/ PC-Ti质粒;

泳道 3:阴性对照 ,保加利亚尖椒;泳道 4-14:转 RS-AFP2子一代植株。

图3　接种疫酶菌后SOD活性变化 图4　接种疫酶菌后 POD活性变化 图 5　接种疫酶菌后 PPO活性变化

图6　接种疫酶菌后 PAL活性变化

2.3.2　接种疫霉菌后 POD活性变化　接种前 ,转 RS-

AFP2辣椒POD活性明显高于保加利亚尖椒;接种后 ,

保加利亚尖椒 POD活性急剧上升 ,从第 5天起开始高

于转 RS-AFP2辣椒(图 4)。

2.3.3　接种疫霉菌后 PPO活性变化　保加利亚尖椒接

种后到第 3天 ,其 PPO 活性持续上升 ,然后一直到第 7

天都表现出下降的趋势 ,第9天酶活又开始上升;转 RS-

AFP2辣椒的变化曲线同保加利亚尖椒基本相似 ,但无
论在接种前还是接种后 ,其酶活都明显高于保加利亚尖

椒(图5)。

2.3.4　接种疫霉菌后 PAL 活性变化　在 PAL 活性方

面 ,保加利亚尖椒的变化曲线同 PPO活性具有相同的

变化趋势;而转 RS-AFP2辣椒与保加利亚尖椒的不同之

处在于:其PAL 酶活在接种病前和接种后都明显高于

保加利亚尖椒 ,另外 ,在接种后的第 5天 ,转 RS-AFP2辣

椒 PAL 酶活不是降低 ,而是在升高(图6)。
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2.4　电泳分析

2.4.1　SOD同工酶电泳分析　通过 SOD同工酶电泳

分析发现 ,无论在接种前还是接种后 ,转 RS-AFP2辣椒

和保加利亚尖椒都维持在 3 条带 ,没有条带数的变化

(图 7)。

图 7　SOD同工酶电泳,接种 1～ 9 ,表示接种后的第 1～ 9天

2.4.2　POD同工酶电泳分析　接种前 ,保加利亚尖椒

POD同工酶电泳条带为 2条 ,但接种后 ,表现出4条带 ,

增加 2条;转 RS-AFP2辣椒在接种前为 3条带 ,但在接

种后的第 3天 ,增加 1条带 ,也表现出 4条带(图 8)。

图8 POD同工酶电泳,接种1～ 9 ,表示接种后的第 1～ 9 天

3　讨论
SOD、POD 、PPO 、PAL 的活性与植物抗病性密切相

关。植物体内广泛存在能清除活性氧代谢的保护酶 ,如

POD 、PPO 、SOD等 ,可以把活性氧转化成低活性物质 ,

从而保护膜系统免受自由基的伤害[ 6] ;PPO 、POD可将

植物体内的酚氧化成醌 ,致使病原菌中毒死亡[ 7] ;除此

以外 ,PPO 、POD 、PAL 还能催化木质素合成 ,木质化了

的细胞壁机械性能加强 ,一方面增加了细胞壁抗病原物

的穿透压力 ,另一方面限制真菌酶和毒素的扩散 ,对病
原菌从寄主获得水和营养物质的路径起到限制作用[ 8] ;

另外 ,PAL能参与酚类物质的合成 ,这些酚类物质能直

接杀伤病原菌 ,为植物提供保护;PAL 还能催化苯丙氨

酸直接脱氨基转化为反式肉桂酸 ,是植保素生物合成的

关键酶 ,植保素是参与植物防御反应的重要生理活性物

质之一 ,它们能直接阻止病原物的生长发育和侵染[ 9] 。

研究发现 ,辣椒在接种疫霉菌后 ,由于受到病原菌

的诱导 ,都表现出酶活的上升 ,来增强机体对病原物的

抵抗能力 ,但并非都持续升高 ,除 POD为递增曲线外 ,

其他都表现出不同程度的曲折。许多研究发现 ,植物在

感病后 , SOD、PPO 、POD 、PAL 活性一般都会持续升

高[ 10-11] ,但也有研究发现 ,SOD、PPO 、POD 、PAL活性在

受到病原物诱导后表现出曲折性变化 ,而不是持续性升

高[ 12-13] ,该研究的结果也反映出这一变化曲线。但无论

曲线如何变化 ,转 RS-AFP2辣椒各种酶活的平均水平都

比保加利亚尖椒高 ,尤其体现在接种前的很低水平 ,这

在 PAL 和PPO上最能得到体现 ,在接种后第 7天 ,保加

利亚尖椒表现出疫霉病症状 , PAL 和 PPO 活性呈现出

最低水平 ,转 RS-AFP2辣椒 PAL 和 PPO活性虽下降 ,

但仍比保加利亚尖椒高 ,最终也并没有表现出疫霉病

症状。

植物同工酶条带数与植物病害同样也存在着密切

的关系 ,研究发现 ,保加利亚尖椒 POD同工酶接种前为

2条带 ,转 RS-AFP2 辣椒接种前为 3 条带 ,这正好与

POD活性测定结果一致 ,说明转 RS-AFP2辣椒接种前

POD活性高于保加利亚尖椒是由于增加了新的 POD同

工酶。但从接种后第 3天起 ,两者同工酶条数一致 ,推
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测此时 POD活性的变化是由其中的某一条或几条同工

酶活性被诱导所引起的 ,SOD活性的变化和同工酶电泳

结果也显示出这种情况。病原物侵染植物后 ,会使植物

组织发生特殊的代谢变化 ,迅速诱导出许多种新的同工

酶 ,或提高其中某一种同工酶的活性 ,这些新产生的同

工酶对酚的代谢 、木质素的形成及对激素的影响等产生

重要作用 ,从而在寄主对病菌的抗性反应中占重要地

位[ 14] 。
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Study on Several Biochemical Indexes of RS-AFP2 Transgenic Pepper after
Infected with Phytophthora capsici

HE Wei-hua2 ,1 , LI Yuan1 , 2 , ZENG Fu-hua2 , 1 , CHENG Xin-bo1 , HUANG Zhen-chi1 , 2

(1.College of Bioscience and Biotechnology , Hunan Ag riculture University , Chang sha , Hunan 410128 , China;2.School of Life Science and

Technology , Zhanjiang Normal University , Zhanjiang , Guangdong 524048 , China)

Abstract:Used Bulgaria pepper as control , the RS-AFP2 pepper was surveyed on disease infection , the SOD 、POD、PPO 、

PAL 、SOD isozyme、POD isozyme were analyzed before and after Phy tophthora capsici infected , which was to test the

disease-resistant effects of RS-AFP2 pepper.Results:①The SOD activity in Bulgaria pepper increased immediately after

infected with Phytophthora capsici , but , it started to decline on the third day , when on the seventh day , the plants

presented the symptom of the disease.However , the SOD activity in the RS-AFP2 pepper started to increase in the 24

hours after inoculation , on the seventh day , it started to decline , but the plants didn' t show the symptom of the disease.

②The POD activity in the RS-AFP2 pepper was significantly higher than Bulgaria pepper before inoculation , but , f rom

the fif th day after inoculation , the Bulgaria pepper was higher than the RS-AFP2 pepper.③The PPO and PAL activity

in the RS-AFP2 pepper was significant ly higher than Bulgaria pepper before and after inoculation.④Before and after in-

oculation , the RS-AFP2 pepper and the Bulgaria pepper had the same SOD isozyme electrophoresis bands.⑤The POD

isozyme in Bulgaria pepper increased 2 bands after inoculation , which increased 1 bands in the RS-AFP2 pepper , at last ,

they all had 4 bands.

Keywords:Phylophthora capsici;SOD;POD;PPO;PAL;Isozyme
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