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摘要!以伽师瓜和
&D@#

甜瓜为试材"通过损伤接种链格孢菌

的方法"从甜瓜果实病斑直径'病程相关蛋白活性及保护酶

活性三方面比较了二者之间的差异%结果表明"伽师瓜的病

斑直径小于
&D@#

甜瓜的"果皮病斑直径小于果肉%整个贮

藏期间"接种链格孢菌后伽师瓜和
&D@#$

种甜瓜的病程相关

蛋白活性和保护酶活性得到提高"在抵御链格孢菌侵染的过

程中起到了重要作用%尤其在侵染中后期作用显著"且伽师

瓜接种果皮和果肉活性均高于
&D@#

甜瓜%

关键词!链格孢&甜瓜&抗病性&病程相关蛋白&保护酶
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甜瓜$

+-?-K$CK7;: T*

%是新疆重要的果品特产之

一/

#I$

0

#在整个生长时期!甜瓜均可能受到链格孢菌$

H;D7B.

%0B$00;D7B%0D0

%侵染而引发黑斑病#黑斑病发病初期呈浅

黄褐色!后期病斑明显变黑!病"健组织之间分界明显!伴随

表皮凹陷!果肉呈海绵状黑色团块/

!I/

0

#伽师瓜和
&D@#

甜瓜

是新疆主要甜瓜品种!多产于新疆喀什地区!其中伽师县产

量位居第一/

D

0

#

当植物受到病原菌侵染时!往往分泌几丁质酶$

<\Y

%与

#

@#

!

!@

葡聚糖酶$

8TL

%等病程相关蛋白!来提高自身防御能

力#目前果实采后病程相关蛋白的研究也主要集中在

<\Y

/

CI&

0和
8TL

上/

HI#%

0

#也有研究/

##I#!

0表明!抗坏血酸

过氧化物酶$

FAd

%"超氧化物歧化酶$

4K,

%"过氧化物酶

$

AK,

%"多酚氧化酶$

AAK

%在植物抗病性方面起着重要作

用#植物受病害侵染可诱导这些保护酶产生变化!增强抗病

能力/

#"

0

#目前!有关甜瓜抗病菌侵染的研究/

#/I#C

0多见于其

果肉组织上!本研究拟以伽师瓜和
&D@#

甜瓜为试材!取其果

肉及果皮组织为试验对象!比较二者抵抗病原菌侵染能力的

差异!以期为选择培育优良甜瓜品种和甜瓜采后病害控制提

供依据#

#

!

材料与方法
#*#

!

材料与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

伽师瓜"

&D@#

甜瓜,采摘自新疆喀什地区伽师县三乡!选

取无病虫害"无机械损伤果实!伽师瓜单果重$

"*%k%*/

%

6

W

!

全生育期
##%

&

#$%3

!中心可溶性固形物
#"*%̂

!边部可溶

性固形物
H*%̂

#

&D@#

甜瓜单果重$

!*/k%*/

%

6

W

!全生育期

##/3

左右!中心可溶性固形物
#"*%̂

!边部可溶性固形物

H*&̂

+

/!#



链格孢,分离自伽师瓜自然发病的果实!用马铃薯葡萄

糖琼脂培养基于
"V

保存+

冰醋酸"无水醋酸钠"聚乙二醇
D%%%

"聚乙烯吡咯烷酮

$

U!%

%"曲拉通"愈创木酚"

!%̂ \

$

K

$

溶液"邻苯二酚"磷酸

氢二钠"磷酸二氢钠"丙酮"浓盐酸"盐酸"乙醇"五水合四硼

酸钾"对二甲氨基苯甲醛"磷酸氢二钾"磷酸二氢钾"抗坏血

酸,分析纯!天津市光复精细化工研究所+

二硫苏糖醇"乙二胺四乙酸"乙二胺四乙酸二钠"

!@

蛋氨

酸"氮蓝四唑"核黄素,分析纯!生工生物工程$上海%股份有

限公司+

几丁质,分析纯!美国西格玛奥德里奇公司+

脱盐蜗牛酶"

#

@

巯基乙醇,分析纯!上海索莱宝生物科技

有限公司+

葡萄糖"琼脂,生物试剂!北京奥博星生物技术有限

公司#

#*#*$

!

主要仪器设备

电子天平,

GF$#%"+

型!上海民桥精密科学仪器有限

公司+

>

\

计,

GN$%

型!梅特勒
@

托利多仪器有限公司+

无菌操作台,

+M<5@M

型!上海鸿都电子科技有限公司+

恒温霉菌培养箱,

]\A@$/%

型!上海鸿都电子科技有限

公司+

立式压力蒸汽灭菌器,

T,cd@/%UM4

型!上海申安医疗

器械厂+

显微镜,

d4A@$<

型!上海蔡康光学仪器有限公司+

高速分散器,

d\G@,̀

型!宁波新芝生物科技股份有限

公司+

高速冷冻离心机,

Y8T@#D8

型!上海安亭科学仪器厂+

紫外'可见分光光度计,

YL@#&#%A<

型!北京普析通用

公司+

超声波清洗器,

4U$$%%\

型!上海科导超声仪器有限

公司+

电热恒温水浴锅,

,cUZ@4@"

型!北京市永光明医疗仪

器厂+

气体传输泵,

$dc@$

型!临海市谭氏真空设备有限公司#

#*$

!

方法

#*$*#

!

样品处理

$

#

%马铃薯葡萄糖琼脂培养基的制备,将马铃薯去皮切

块!称取
$%%

W

放入
#%%%=T

蒸馏水中煮沸至发软!用纱布

过滤!补加蒸馏水至
#%%%=T

#加入
$%

W

葡萄糖与
#/

W

琼

脂!搅拌溶解!分装至
$/% =T

锥形瓶!

#$# V

高压灭菌

$%=O1

!倒平板备用#

$

$

%孢子悬浮液的制备,将保藏链格孢菌种的培养基在

无菌操作台打开!用高温灭菌过的镊子取适量菌落!转移至

马铃薯葡萄糖琼脂培养基!

$CV

黑暗培养
C3

后用显微镜观

察菌落特征!确认为所需菌种!收集孢子#用含有
%*%#̂

YX--1@&%

的无菌水配制浓度为
#i#%

D个.
=T

孢子悬浮液

备用#

$

!

%甜瓜预处理,用自来水冲洗!再用
$̂

过氧化氢清洗

并浸泡
!%7

消毒!最后用无菌水冲洗
!

遍!晾干备用!放入

CV

冷库预冷#

$

"

%接种与取样,在甜瓜果实赤道等距刺入
!

个深度为

/==

的伤口$直径
!*/==

%!吸取
$%

'

T

上述孢子悬浮液接

入!对照组接入等量无菌水!用塑料胶条封住!装箱!置于

CV

"相对湿度
&/̂

&

H%̂

冷库贮藏#

$

/

%取样,在
%

!

!

!

D

!

H

!

#$

!

#/

!

#&

!

$#

!

$"

!

$C

!

!%3

后观

察!取伤口周围
/==

处果皮和果肉组织!液氮速冻!

I&%V

保存#每处理用果实
#%

个#

#*$*$

!

病斑直径测量
!

将接种链格孢菌的甜瓜沿
!

个伤口

处切开!每次取
"

个瓜!切开的两半瓜都测取!取平均值#

#*$*!

!

<\Y

和
8TL

活性测定
!

参照文献/

#&

0#

#*$*"

!

保护酶活性测定
!

$

#

%

FAd

活性测定,参照文献/

#H

0#

$

$

%

4K,

活性测定,采用氮蓝四唑光化还原法/

$%

0

#

$

!

%

AK,

活性测定,参照
c2Q?-:=21

等/

$#

0方法并做修

改#称取
#%

W

冷冻果肉组织和
/

W

冷冻果皮组织!分别加入

#%

!

$%=T

提取缓冲液$

/%==()

.

T

>

\/*/

醋酸缓冲液!

#==()

.

T

聚乙二醇
D%%%

!

"

W

.

#%%

W

聚乙烯吡咯烷酮
U!%

!

#

W

.

#%%

W

曲拉通%!充分研磨成匀浆后!于
"V

"

&%%%i

&

离

心
!%=O1

!上清液即为
AK,

酶提取液#酶促反应体系,

$/==()

.

T

愈 创 木 酚 溶 液
! =T

!

%*/ =T

酶 提 取 液!

%*/=()

.

T\

$

K

$

溶液
$%%

'

T

#以蒸馏水为空白!立即在波

长
"C%1=

处测定吸光度值!然后每隔
#=O1

测定
#

次!连续

测定
D=O1

#以每克鲜重样品每分钟吸光度值增加
#

时为
#

个
AK,

活性单位$

L

%!结果以
L

.

W

表示#

$

"

%

AAK

活性测定,参照
c2Q?-:=21

等/

$#

0的方法并做

修改#称取
#%

W

冷冻果肉组织和
/

W

冷冻果皮组织!分别加

入
#%

!

$%=T

提取缓冲液$

#%%==()

.

T

>

\/*/

醋酸缓冲液!

#==()

.

T

聚乙二醇
D%%%

!

"

W

.

#%%

W

聚乙烯吡咯烷酮
U!%

!

#

W

.

#%%

W

曲拉通%!充分研磨成匀浆后!于
"V

"

&%%%i

&

离

心
!%=O1

!上清液即为
AAK

酶提取液#酶促反应体系,

/%==()

.

T

"

>

\/*/

醋酸缓冲液
"=T

!

/%==()

.

T

邻苯二

酚溶液
#=T

!

#%%

'

T

酶提取液#以蒸馏水为参比空白!立即

在波长
"$%1=

处测定吸光度值!然后每隔
#=O1

测定
#

次!

连续测定
D=O1

#以每克鲜重样品每分钟吸光度变化值增加

#

时为
#

个
AAK

活性单位$

L

%!结果以
L

.

W

表示#

#*!

!

数据处理

使用
4A44$%*%

软件进行差异性显著分析!

A

"

%*%/

表

示差异显著!利用
NR.-)$%#D

进行数据处理及绘图!试验重

复
!

次#结果以&平均值
k

标准差(表示#

$

!

结果与分析
$*#

!

链格孢侵染甜瓜果实病斑直径的变化

病斑直径可直接反映果实的病情变化#由图
#

可知!第

#$

天
$

种甜瓜均开始出现黑色病斑!由果皮向果肉发散扩

大!与蒋黎艳等/

$$

0对温州蜜柑的研究结果相一致#果皮和

果肉的病斑直径随着贮藏天数的增加均逐渐扩大!果肉病斑

直径始终大于果皮#但与
&D@#

甜瓜相比!伽师瓜病斑直径

D!#

贮运与保鲜
!

$%#&

年第
#$

期



扩展相对较慢#第
!%

天!

&D@#

甜瓜果皮和果肉病斑直径分

别是伽师瓜果皮和果肉的
#*#"

!

#*%D

倍#从甜瓜组织分析!

果皮较果肉可显著抑制甜瓜的链格孢病斑直径扩大$

A

"

%*%/

%!病斑直径增长速度比果肉慢!与其它品种相比!伽师

瓜比
&D@#

甜瓜对抵御链格孢病菌侵染具有更强能力!且病

斑直径增长速度低于
&D@#

甜瓜#同时本试验还发现!伽师

瓜和
&D@#

甜瓜果皮和果肉在同一天开始出现病斑!与张培

岭等/

$!

0的研究结果一致#

图
#

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜病斑直径的影响

GO

W

Q:-#

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(1BP-)-@

7O(173O2=-B-:(9BX(=-)(17

$*$

!

链格孢侵染对甜瓜果实病程相关蛋白活性的影响

$*$*#

!

<\Y

活性
!

病原菌引起植物抗病性机制不是单一的

机制!存在着多种机制甚至是多种机制协同作用的结果/

$"

0

#

大部分病原菌细胞壁的主要成分含有几丁质!而
<\Y

可以

有效地将其分解!从而破坏病原菌结构达到抑制病原菌的作

用/

$/

0

#由图
$

可知!贮藏期间
$

种甜瓜果皮和果肉的
<\Y

活性都呈先上升后下降的趋势#伽师瓜和
&D@#

甜瓜接种果

皮分别在
#&

&

!%

!

#/

&

$#3<\Y

活性保持较高水平!说明甜

瓜自身的抗病系统在这段时间发挥显著作用!导致酶活性升

高#

H3

前各处理增长缓慢!在此之后迅速增长并相继出现

高峰!高峰之后缓慢下降!且
$

种甜瓜接种果皮均高于对照#

伽师瓜接种果皮在第
$#

天出现明显高峰!是对照峰值的

#*C/

倍#

&D@#

甜瓜接种果皮
<\Y

活性峰值提前
!3

出现!

是对照峰值的
#*CC

倍!但仅为伽师瓜接种果皮峰值的

/%*C"̂

#

$

种甜瓜接种果肉
<\Y

活性变化较对照果肉更明

显#伽师瓜接种果肉
<\Y

活性变化在第
H

天后迅速增大!

在第
#&

&

$"

天保持较高
<\Y

活性#

&D@#

甜瓜接种果肉从

第
!

天后
<\Y

活性明显增加!在第
D

&

H

天活性高于伽师瓜

接种果肉!但差异不显著!第
#&

天出现
<\Y

活性峰值!是伽

师瓜接种果肉峰值的
CH*#Ĉ

#单春会/

$D

0将青霉菌接种于

伽师瓜发现果实中
<\Y

在不同侵染阶段启动相应反应!这

与本研究结果相似#

$*$*$

!

8TL

活性
!

8TL

存在于大部分高等植物中!与

<\Y

协同作用下可明显抑制病原菌的生长/

$C

0

#由图
!

可

知!整个贮藏期间
$

种甜瓜果皮和果肉
8TL

活性都呈先上

升后下降的趋势!与果实
<\Y

活性有着相似变化#对于果

皮!伽师瓜接种果皮
8TL

活性持续上升!在第
$"

天出现峰

值!

&D@#

甜瓜接种果皮
8TL

活性缓慢上升!提前
!3

达到最

图
$

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
<\Y

活性的影响

GO

W

Q:-$

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(1<\Y

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

图
!

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
8TL

活性的影响

GO

W

Q:-!

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(18TL

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

大活性值#伽师瓜和
&D@#

甜瓜接种果皮均高于对照$

A

"

%*%/

%#果肉趋势与果皮相似!

$

种甜瓜果肉接种组均在第
$#

天出现
8TL

活性峰值#伽师瓜接种果肉在第
H

天迅速升高

随后出现明显峰值!是对照的
$*"$

倍!这与
<\Y

在伽师瓜

C!#

第
!"

卷第
#$

期 玛尔哈巴2帕尔哈提等,采后伽师瓜和
&D@#

甜瓜果实抗链格孢菌侵染研究
!



接种果肉中活性变化表现相似!说明
<\Y

可以和
8TL

协

同!产生强烈抵抗作用!共同抵御链格孢菌侵染#

&D@#

甜瓜

接种果肉在贮藏前期
8TL

活性表现平缓!第
$#

天达到

8TL

活性高峰后缓慢下降#柴喜荣等/

$&

0发现黄瓜抵御疫病

过程中!果实中
8TL

与
<\Y

均显著增加!并与黄瓜品种抗

病性呈正相关#这表明!当植物受到病原菌侵染时!往往分

泌
<\Y

与
8TL

等病程相关蛋白!来提高自身防御能力#

$*!

!

链格孢侵染对甜瓜果实保护酶活性的影响

$*!*#

!

FAd

活性
!

保护酶也与植物体抗病"抗病原菌入侵

能力密切相关#

FAd

可以有效清除细胞内多种胁迫环境下

产生的过多活性氧!使果实体系处于相对平衡状态!对细胞

产生保护作用/

$H

0

#由图
"

可知!随着贮藏天数的延长!

$

种

甜瓜果皮和果肉的
FAd

活性都不断上升!在第
!%

天有最大

活性值#对于果皮!伽师瓜接种果皮在第
#/

天迅速升高!而

&D@#

甜瓜接种果皮总体缓慢上升!在上升期间!前者约是后

者的
$

倍#对于果肉!伽师瓜接种果肉
FAd

活性在第
H

天

明显升高!同时期
&D@#

甜瓜接种果肉增长缓慢!说明
FAd

在伽师瓜接种果肉贮藏前期就起到保护作用!一直维持到贮

藏结束#有研究/

!%

0表明!经吡唑并嘧啶衍生物诱导的黄瓜

接种尖孢镰孢菌后!保护酶
FAd

活性有所提高!且有
FAd

基因表达#

$*!*$

!

4K,

活性
!

由图
/

可知!贮藏期间
$

种甜瓜的果皮和

果肉
4K,

活性都呈先上升后下降的趋势#对于果皮!伽师

瓜接种果皮
4K,

活性涨幅趋势明显!其他处理
4K,

活性变

化波动不大!可能是受链格孢菌侵染!伽师瓜接种果皮在这

段时间内产生大量活性氧!诱导
4K,

活性提高!起到了防御

图
"

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
FAd

活性的影响

GO

W

Q:-"

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(1FAd

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

图
/

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
4K,

活性的影响

GO

W

Q:-/

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(14K,

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

氧自由基产生的第一道防线作用/

!#

0

#伽师瓜和
&D@#

甜瓜接

种果皮分别在第
#&

天和第
$#

天出现活性高峰!前者是后者

的
!*DC

倍#对于果肉!伽师瓜和
&D@#

甜瓜接种果肉
4K,

活

性变化相似!峰值均在贮藏第
$#

天出现!伽师瓜接种果肉

4K,

活性整体显著高于
&D@#

甜瓜的$

A

"

%*%/

%#

$

种甜瓜果

肉组
4K,

活性变化较果皮组平缓!可能是甜瓜受链格孢病

菌侵染后!果皮比果肉发挥更积极的抵御作用#研究/

!$

0发

现!对不同感抗品种柑橘经毒素处理!抗性品种柑橘
4K,

活

性分别在处理初期和末期出现
$

次活性最大值#

$*!*!

!

AK,

活性
!

AK,

一方面在清除"阻止活性氧形成起

着重要作用!另一方面!它与一些抗性物质如总酚"黄酮"木

质素等的合成有紧密联系/

!!I!"

0

#由图
D

可知!贮藏期间伽

师瓜和
&D@#$

种甜瓜的果皮和果肉
AK,

活性都呈先上升后

下降的趋势#对于果皮!伽师瓜接种果皮在第
#$

&

#&

天连

续出现较高
AK,

活性!并在第
#$

天出现
AK,

活性峰值!整

个贮藏期间
AK,

活性均高于对照$

A

"

%*%/

%#

&D@#

甜瓜接

种果皮在第
#&

天缓慢上升到高峰值后迅速下降!除第
$"

天

和第
$C

天外!

AK,

活性均高于对照$

A

"

%*%/

%#对于果肉!

伽师瓜接种果肉在贮藏前期
AK,

活性直线上升!第
#$

天出

现
AK,

活性峰值随后急剧下降#

&D@#

甜瓜接种果肉在第
D

天迅速达到
AK,

活性高峰后缓慢下降#同样的结果在香蕉

果实中也有发现/

!/

0

#

$*!*"

!

AAK

活性
!

AAK

活性的增加是果实受病原菌侵染后

发生的典型变化!

AAK

与
AK,

两者协同可以为果实细胞提

供防御!以减少病原菌造成的伤害!因此被认为是植物的保

护酶之一/

!D

0

#由图
C

可知!贮藏期间
$

种甜瓜果皮和果肉的

&!#

贮运与保鲜
!

$%#&

年第
#$

期



AAK

活性都呈先上升后下降的趋势#对于果皮!伽师瓜果皮

AAK

活性峰值较
&D@#

甜瓜晚
#$3

出现!除第
#$

天外!伽师

瓜接种果皮
AAK

活性均大于
&D@#

甜瓜!说明
AAK

在贮藏后

期对伽师瓜果皮抵御病原菌侵染起了主要作用!且抵抗作用

图
D

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
AK,

活性的影响

GO

W

Q:-D

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(1AK,

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

图
C

!

链格孢侵染对
$

种甜瓜
AAK

活性的影响

GO

W

Q:-C

!

N99-.B7(9H;D7B%0B$00;D7B%0D0O19-.BO(1(1AAK

2.BO[OB

;

(9BX(=-)(17

大于
&D@#

甜瓜#对于果肉!伽师瓜接种果肉在第
#$

天出现

明显
AAK

活性峰值!是对照的
#*$D

倍#

&D@#

甜瓜接种果肉

在第
#&

天出现
AAK

活性峰值!是对照的
#*%D

倍#第
#/

天

开始!

&D@#

甜瓜接种和对照果肉均高于伽师瓜接种和对照果

肉!这是因为伽师瓜在前期表现较强烈的抵御作用!随着时

间的推移慢慢减少!导致
AAK

活性低于
&D@#

甜瓜#同样在

不同品种苹果果实对抗灰霉病时!

AAK

活性表现为高抗品

种高于感病品种高于高感品种/

!C

0

#

!

!

结论
本研究结果表明!伽师瓜病斑直径小于

&D@#

甜瓜!果皮

病斑直径小于果肉!说明伽师瓜比
&D@#

甜瓜能更好地抵御

链格孢侵染!其果皮也比果肉能更好保护果实不受病原菌损

害#整个贮藏期间!增强的
<\Y

"

8TL

"

FAd

"

4K,

"

AK,

和

AAK

活性与甜瓜果实对链格孢侵染抗病性紧密相关#与

&D@#

甜瓜相比!伽师瓜果实中
<\Y

"

8TL

"

FAd

"

4K,

"

AK,

和
AAK

活性更高#说明伽师瓜比
&D@#

甜瓜有更积极的防御

链格孢侵染作用!尤其在贮藏中后期作用显著#今后的研究

重点可以从同工酶电泳和分子水平等方向深入阐述甜瓜果

实对链格孢侵染的抗病性机制!挖掘影响甜瓜抗病性的关键

基因及代谢途径#
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