
·研究简报· 北方园艺 2009(9):62～ 64

木霉菌 REMI转化体诱导番茄植株产生防御酶系的研究
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　　摘　要:对不同木霉菌 REMI转化体诱导番茄产生的PAL、POD 、CAT 和SOD防御酶系进行

了研究。结果表明:Ttrm55处理番茄植株产生的酶活性与其它菌株有所不同 , PAL 、POD和

CAT 的变化趋势明显不同于其它菌株;SOD与其它菌株的变化趋势一致 ,但SOD酶活性高于其

它菌株。Ttrm31处理番茄植株产生的各种防御酶系的变化趋势与其它菌株的基本一致 ,但

CAT 、PAL活性高于其它菌株;而 SOD 、POD活性稍低。Ttrm34处理番茄植株产生的防御酶系

中POD 、PAL活性稍高;而其它酶活性稍低。
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　　木霉菌(Trichoderma spp.)作为重要的植物病害生

防菌已引起人们的普遍关注 ,目前关于木霉菌生防机制

的研究大多集中于对病原菌的重寄生作用 、拮抗作用和

营养竞争方面[ 1-4] 。De Meyer等利用哈茨木霉 T39接种

根部或叶子 ,控制了灰葡萄孢引起的病害 ,认为诱导抗

性是重要机制之一[ 5] 。Yedidia 等也证实了哈茨木霉菌

株T203穿透到黄瓜根部产生了一种类似的诱导抗
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性[ 6] 。为了研究木霉菌与植物抗病代谢活动的关系 ,现

利用限制性内切酶介导整合(Restriction Enzyme-Media-

tion Integration , REMI)技术对木霉菌 T21进行了改造 ,

获得了对番茄灰霉病防效不同的木霉菌转化体 ,利用这

些木霉菌转化体处理番茄幼苗后 ,对叶片几种主要防御

酶活性进行了初步研究 ,为进一步深入研究木霉菌的多

重生防机理和 REMI技术在木霉菌上的应用奠定基础。

1　材料与方法
1.1　番茄品种和供试菌株

品种为 L1402 ,菌株为木霉菌初发菌株 T21 , REMI

变异株 Ttrm31、Ttrm34和 Ttrm55。

1.2　接种及取样

将番茄 L1402育苗后 ,移栽到花盆中 ,于沈阳农业

大学植物免疫研究所温室 ,待长至5 ～ 6叶期 ,采用毛笔
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蘸木霉菌孢悬液(1×107个孢子/mL)刷番茄植株下部

1～ 3叶片 ,接种量为每株孢悬液 1 mL。然后将接菌的

番茄植株移至 25℃的人工气候室中生长 ,同时在 24 h

内保持人工气候室的湿度在 90%以上 ,以后每天喷水

早、晚 1次。接种木霉菌后的 12、24 、48 、72 、96 h 后取植

株4 ～ 6片叶 ,用蒸馏水冲洗干净并用滤纸吸干水分 ,每

处理准确称取 1 g , -20℃低温冰箱中保存。

1.3　防御酶系测定

1.3.1　酶粗提取液的制备　将1 g样品 ,放入预冷的研

钵中 ,加入1.5 mL 硼酸缓冲液及 0.2 g 石英砂 ,冰浴中

研磨成匀浆 ,再用1.5 mL 缓冲液冲洗研钵及钵棒2次 ,

合并入离心管 ,15 000 rpm ,4℃离心20 min ,上清液为酶

的粗提液。-20℃低温保存。

1.3.2　防御酶系测定　苯丙氨酸解氨酶(PAL)、过氧化

物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT )和超氧化物歧化酶

(SOD)活性测定参见 Jean-Berchmans等方法
[ 6-8]

。

2　结果与分析
2.1　苯丙氨酸解氨酶(PAL)

由图 1可以看出 ,不同木霉菌 REMI转化体接种番

茄植株下部叶片后 ,12 ～ 96 h番茄植株上部叶片中 PAL

的活性变化趋势基本一致 ,都在 24 h出现酶活高峰 ,之

后酶活性逐渐下降。Ttrm55与其他的菌株稍有不同 ,在

72 h酶活性又有所上升 ,出现了 2个酶活高峰。在酶活

高峰处 , Ttrm31和 Ttrm34处理 ,番茄叶片中的 PAL活

性高于初发菌株 T21处理 ,而 Ttrm55处理PAL活性低

于初发菌株 T21处理。

2.2　过氧化物酶(POD)

由图 2可以看出 ,除了 Ttrm34外 ,其余菌株处理

后 ,番茄叶片中POD活性变化趋势基本一致 ,随着接种

时间的延长酶活性逐渐增高 ,但酶活稍有不同。Ttrm34

在48 h时出现酶活高峰 ,之后逐渐下降;Ttrm55诱导番

茄植株在 48 h 时出现酶活低峰 ,然后又开始上升;

Ttrm31使酶活性随时间变化呈波浪式变化 ,24 h时酶

活处于最低点 ,之后上升 ,在72 h时酶活又出现低峰 ,然

后再上升;初发菌株 T21随着时间变化逐渐升高的。说

明不同的菌株处理后 ,对番茄叶片中 POD活性的影响

不同。

2.3　过氧化氢酶(CAT)

　　由图 3可以看出 ,不同菌株处理后 ,番茄植株 CAT

活性的变化不同 ,除 Ttrm55外 ,其余菌株处理番茄叶片

中CAT 活性都随时间的延长而下降 ,Ttrm31和 Ttrm34

下降趋势较快。72 h 以前 , Ttrm55 处理番茄叶片中

CAT 活性变化规律相反 ,Ttrm55在24 h时出现一个酶

活高峰;72 h后诱导产生的 CAT 活性开始上升。菌株

T21处理番茄叶片 CAT 活性基本不变 ,活性低于所有

木霉菌转化体。

图 1　木霉菌转化体处理后番茄叶片 PAL活性的变化

图 2　木霉菌转化体处理后番茄叶片中 POD活性的变化

图 3　木霉菌转化体处理后番茄叶片CAT 活性的变化

图 4　木霉菌转化体处理后番茄叶片中SOD活性的变化

2.4　超氧化物歧化酶(SOD)

由图 4可知 ,所有木霉菌菌株处理番茄后 ,叶片中

SOD活性随时间变化的趋势一致 ,酶活性都在 48 h时

63



·研究简报· 北方园艺 2009(9):62～ 64

出现最高峰。其中 Ttrm55和 T21处理番茄叶片中的酶

活性高于 Ttrm31和 Ttrm34。

3　讨论
3.1　木霉菌转化体处理后番茄叶片防御酶系变化不同

PAL和 POD是植物防御反应的重要酶系已成为植

物抗病性评价的重要生理指标。PAL是木质素和异黄

素类植保素合成的关键酶 ,POD参与木质素和植保素的

合成并清除体内活性氧。李洪连等(1993)报道 ,黄瓜在

进行诱导接种后 ,POD 、PAL 活性明显增强 ,木质素和酚

物质类含量明显增多[ 9] 。该研究发现 ,与接种初发菌株

相比 ,一些转化体接种后可诱导番茄植株 POD和 PAL

活性及防病效果明显提高 ,与前人研究结果一致。然而

该研究发现 ,Ttrm55虽较上述 3种酶活性低 ,但防效仍

较高 ,说明可能有其它防御酶系或机制参与了该转化体

对番茄的抗性诱导。

3.2　木霉菌染色体的外源质粒片段插入变异的多重

性 ,导致与宿主互作反应的多样性

Yakoby(2002)研究通过 REMI技术获得的 Colleto-

t richum gloeosporioides 的 2个没有致病性的突变体:

Cg-M-142和Cg-M-1150对鳄梨果实炭疽病的生防机理

时发现 ,菌株 Cg-M-142是通过提高 HI-ATPase 活性和

诱导产生活性氧(ROS)等早期信号 ,随后提高 PAL活

性、表儿茶酸和抗菌物质的浓度 ,从而使果实腐烂延后 ,

而菌株 Cg-M-1150则不能激活早期信号来达到防病的

作用
[ 10]
。该试验也发现了转化体间诱导番茄产生防御

酶的种类及活性明显不同 ,可能与不同转化体变异的遗

传基础差异不同有关 ,导致了与番茄互作反应的差异。

因此今后对不同插入位点分子特性的深入研究 ,明确插

入位点的侧翼序列 ,对今后研究生防木霉菌与宿主互作

类型及分子基础以及发现新的生防机理均具有重要意

义 ,同时对其它有益微生物与宿主的互作的基础研究提

供了新思路。
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Abstract:A series of defensive enzyme , PAL , POD , CAT and SOD in tomato plant induced by Trichoderma REMI

transformants were studied.The results showed that the activities of PAL , POD and CAT in tomato induced by Ttrm55

were g reat different from other transformants except SOD.SOD activity in tomato stimulated by st rain Ttrm55 was

higher than that induced by others.The CAT , PAL activities induced by Ttrm31 were higher than those by other trans-

formants , but lower in SOD and POD than those by others.POD and PAL activities were higher in tomato induced by

Ttrm34 than other enzymes , but contrary in other enzymes.
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