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枯草芽胞杆菌犢犅０５对小麦抗病性相关

防御酶系的诱导作用
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摘要　本文研究了生防菌枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和病原菌小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７对小麦体内防御酶活性的影响，探

讨其诱导小麦抗病性机理。以苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）和多酚氧化酶（ＰＰＯ）５种防御酶作为小麦抗病性反应指标，于不同时段测定各防御酶活性；以ＰＤ培养基为

对照，测定生防菌ＹＢ０５及小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７对小麦叶片和根部抗性相关酶的影响。结果表明，小麦经生防

菌与病原菌混合处理、病原菌处理、生防菌处理后，叶片和根部与植物防御抗病相关的ＰＰＯ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＡＬ、ＣＡＴ

防御酶活性均比对照组高，其中生防菌与病原菌混合处理后抗性相关酶活最高，叶片中ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＰＯ、

ＣＡＴ酶活峰值达到４６．７０５、１６８２９．２７４、１０４．６８７、９７．４４和１２５９．５６５Ｕ／ｇ，为对照组的１．７４、２．４４、２．２７、２．４０和

２．４２倍。根部ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ酶活峰值达到１３１．５３６、５６４２４．７９、１９７７．０４、２２．５６４和２０６．２４１Ｕ／ｇ，为

对照组的１．６５、１．５２、２．５７、２．０７、１．７４倍。表明枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７均能诱导小麦叶片

和根部的防御酶活性增强，两者共同处理后小麦叶片和根部５种防御酶活性高于单独处理，说明枯草芽胞杆菌ＹＢ

０５和小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７共同诱导具有协同增效作用。

关键词　小麦；　生防菌ＹＢ０５；　小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７；　防御酶系；　诱导抗性
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　　小麦为禾本科植物，是世界上分布最广泛的粮

食作物，我国主要产于华北及东北地区。病害问题

一直是影响小麦产量和质量的重要因素，小麦病害

的防治是小麦生产的重中之重，也是提高小麦产量

的重要途径。化学药剂长期使用或使用不当易导致

病原菌抗药性、环境污染及农药残留等问题。近年

来，生物防治由于其安全、低毒等特点已成为国内外

研究的热点。拮抗细菌在植物病害防治中起到了非

常重要的作用，无论是在自然发生的生物拮抗现象

还是在生物防治中，细菌的生防效果都非常明显［１］。

在众多的生防细菌中，枯草芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻

犾犻狊凭借其易培养、环境适应能力强、对人畜无毒等

优点而受到青睐［２３］。植物对病害及其他逆境的抗

性与多酚氧化酶（ＰＰＯ）、苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢

酶（ＣＡＴ）等多种酶的活性变化有关
［４６］。大量研究

表明，生防菌可以诱导这些植物抗病相关防御酶产

生变化，增强抗病能力［７］。易龙等研究发现，芽胞杆

菌Ｂｎ１３０菌液可诱导辣椒体内ＰＯＤ、ＰＰＯ和ＰＡＬ

活性增高［８］。周林等采用灌根法接种枯草芽胞杆菌

ＴＲ２１发酵液、菌体及发酵上清液后，香蕉根系内

ＰＯＤ、ＰＰＯ和ＰＡＬ活性均高于空白对照
［９］。林陈

强等发现，枯草芽胞杆菌ＣＳ１６发酵液及上清液处

理香蕉苗均能诱导香蕉叶片中ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＰＡＬ和

ＰＯＤ等防御酶活性变化
［１０］。目前，国内生防菌对小

麦抗病防御反应酶影响的研究尚未见报道，为此本

研究选择ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ作为抗病性

反应指标，研究了生防菌ＹＢ０５对小麦植株抗病相

关酶的影响，以明确ＹＢ０５对抗病防御酶的诱导机

制，为小麦生产中合理利用ＹＢ０５防治小麦真菌病

害和深入研究ＹＢ０５的生防机制奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

生防菌枯草芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＹＢ０５

为本实验室分离得到，现保藏于中国微生物菌种保

藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号为ＣＧＭ

ＣＣ０２ＮＯ．６４９８。

小麦全蚀病菌犌犪犲狌犿犪狀狀狅犿狔犮犲狊犵狉犪犿犻狀犻狊ｖａｒ．

狋狉犻狋犻犮犻ＧＧＴ００７为本实验室从小麦根部分离得到，

并在本实验室保存。

小麦品种：供试小麦品种为‘郑麦３６６’。

试验所用培养基为ＰＤＡ和ＰＤＢ培养基。

１．２　试验方法

１．２．１　菌株的制备及接种

将ＹＢ０５菌株在ＰＤＡ平板中划线活化，２７℃下

恒温培养２４ｈ，得到活化的ＹＢ０５菌株单菌落，然后

挑取单菌落接种于ＰＤＢ培养基中，２７℃，１２５ｒ／ｍｉｎ条

件下振荡培养４８ｈ即得ＹＢ０５种子液，调节菌液浓

度至１０６ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，备用。

１．２．２　小麦的催芽与诱导处理

挑选大小一致的小麦种子，首先用７５％乙醇处

理５ｓ，灭菌水冲洗３次，０．１％升汞消毒９ｍｉｎ，再用

无菌水冲洗５次，然后将经消毒处理的小麦种子平

铺于直径１２ｃｍ无菌平皿中，加入５ｍＬ无菌水，放

置于室温。１ｄ后将露白的小麦种子转移至另一个

铺有无菌滤纸的平皿中（直径１２ｃｍ），每皿放置约

５０粒种子，加入１０ｍＬ无菌水，放置于室温。２ｄ

后，将根长２～３ｃｍ的发芽小麦转移至灭菌组培瓶，

处理组分别为每瓶接种５株小麦和５ｍＬ１０６ｃｆｕ／ｍＬ

ＹＢ０５菌悬液、５株小麦和５ｍＬＧＧＴ００７菌悬液

（０．５ｇＧＧＴ００７菌丝溶于５ｍＬＰＤＢ培养基中）、

５株小麦和５ｍＬＹＢ０５和ＧＧＴ００７混合悬液（０．５ｇ

ＧＧＴ００７菌丝溶于５ｍＬＹＢ０５菌悬液中），对照组

为５株小麦和５ｍＬＰＤＢ培养基。

分别于处理后２４、４８、７２、９６、１２０ｈ取小麦幼叶

和小麦根提取粗酶液，检测不同时间小麦体内相关

防御酶的活性变化。

１．２．３　诱导抗性测定

分别取０．１ｇ叶片和根部用于提取粗酶，ＰＡＬ、
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ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ等酶活均按照酶活性试剂盒

（苏州科铭生物技术有限公司）步骤，利用可见光分

光光度计检测与诱导植物抗病性密切相关的防御酶

活性（ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ）变化。

２　结果与分析

２．１　犢犅０５发酵液对小麦叶片和根部苯丙氨酸解

氨酶（犘犃犔）活性的影响

　　由图１可知，经ＹＢ０５发酵液诱导后，各浓度处

理组的小麦叶片和根部ＰＡＬ活性均高于对照处理

组。空白对照组小麦叶片和根部的ＰＡＬ活性最低，

在试验期间无明显变化。Ｙ＋Ｇ处理组小麦叶片中

ＰＡＬ活性明显高于其他３组处理，并在处理后的９６ｈ

达到峰值，为４６．７０５Ｕ／ｇ，为对照组的１．７４倍，与对

照组差异显著。Ｙ处理组小麦叶片的ＰＡＬ活性在

７２ｈ时达到峰值，为３５．１９５Ｕ／ｇ，为对照组的１．６５

倍，与对照组差异显著。Ｇ处理组小麦叶片的ＰＡＬ

活性在试验期间也有显著变化，在４８ｈ酶活性达

到峰值，为３９．３２５Ｕ／ｇ，为对照组的１．４１倍，与对

照组差异显著。Ｙ＋Ｇ处理组小麦根部中ＰＡＬ活

性明显高于其他３组处理，并在处理后７２ｈ达到

峰值１３１．５３６Ｕ／ｇ，为对照组的１．６５倍，与对照组

差异显著。Ｙ和Ｇ处理组小麦根部的ＰＡＬ活性均在

９６ｈ时达到峰值，为１１２．３２４Ｕ／ｇ和１０２．５７６Ｕ／ｇ，分

别为对照组的１．３３、１．２１倍，与对照组差异显著。

因此，ＹＢ０５发酵液和全蚀病菌均能诱导小麦叶片

和根部中ＰＡＬ的活性增强，且ＹＢ０５发酵液和全

蚀病菌共同处理的活性高于单独处理，可见ＹＢ０５

发酵液和全蚀病菌共同诱导对ＰＡＬ具有协同增效

作用。

图１　生防芽胞杆菌犢犅０５及全蚀病菌犌犌犜００７对小麦犘犃犔活性的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊犢犅０５犪狀犱狑犺犲犪狋狋犪犽犲犪犾犾犌犌犜００７狅狀犘犃犔犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狑犺犲犪狋

２．２　犢犅０５发酵液对小麦叶片和根部过氧化氢酶

（犆犃犜）活性的影响

　　生防菌及病原菌共同处理后小麦叶片和根部

ＣＡＴ活性如图２所示。Ｙ＋Ｇ处理组小麦叶片ＣＡＴ

活性在试验期间均高于其他３组处理，且在７２ｈ达到

峰值，为１２５９．５６５Ｕ／ｇ，为对照组的２．４２倍。Ｇ处

理组中小麦叶片的ＣＡＴ活性在９６ｈ达到峰值，为

７８４．１０２Ｕ／ｇ，为对照组的１．３３倍。Ｙ处理组小麦叶

片ＣＡＴ活性变化规律与Ｙ＋Ｇ处理组一样，在７２ｈ

达到峰值，为９７４．０９４和１２５９．５６５Ｕ／ｇ，为对照组的

１．８７和２．４２倍。３组处理ＣＡＴ活性均高于空白对

照，且Ｙ＋Ｇ同时处理的小麦叶片ＣＡＴ活性比单独

Ｙ或Ｇ处理的小麦叶片ＣＡＴ活性高。没有进行任

何处理的对照组小麦叶片ＣＡＴ活性在１２０ｈ内变

化不大。Ｙ＋Ｇ处理组、Ｙ处理组以及Ｇ处理组小麦

根部ＣＡＴ活性在９６ｈ分别达到２０６．２４１、１８４．５１８、

１７３．４６Ｕ／ｇ峰值，与对照组相比ＣＡＴ活性显著增

高，峰值分别是对照组的１．７４、１．５６、１．４６倍，与对

照组差异显著。对照组小麦根部ＣＡＴ活性变化范

围不大。比较４个处理组ＣＡＴ活性变化，结果显

示，Ｙ＋Ｇ处理组小麦叶片和根部的酶活性均显著

高于其他３个处理组，诱导效果最佳。
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图２　生防芽胞杆菌犢犅０５及全蚀病菌犌犌犜００７对小麦犆犃犜活性的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊犢犅０５犪狀犱狑犺犲犪狋狋犪犽犲犪犾犾犌犌犜００７狅狀犆犃犜犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狑犺犲犪狋

２．３　犢犅０５发酵液对小麦叶片和根部过氧化物酶

（犘犗犇）活性的影响

　　枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和小麦全蚀病菌诱导小麦

叶片ＰＯＤ活性变化见图３，由图可知，Ｙ＋Ｇ处理组、

Ｙ处理组以及Ｇ处理组小麦叶片ＰＯＤ活性在第４８ｈ

分别达到１６８２９．２７４、１３７８５．９０２５、１１６５３．２６５Ｕ／ｇ

峰值，与对照组相比ＰＯＤ活性显著增高，峰值是对

照组的２倍左右。Ｙ＋Ｇ处理组、Ｇ处理组的小麦

根部ＰＯＤ活性在７２ｈ时分别达到峰值５６４２４．７９、

５２７１５．８６Ｕ／ｇ，Ｙ处理组在２４ｈ达到峰值４８５５５．９４５Ｕ／ｇ

是对照组的１．５２、１．４２、１．７倍，差异显著。试验期

间对照组小麦叶片和根部ＰＯＤ差异不大。同时接

种生防菌ＹＢ０５和病原菌ＧＧＴ００７的小麦叶片和

根部的ＰＯＤ活性比单独接种生防菌ＹＢ０５或病原

菌ＧＧＴ００７的ＰＯＤ活性高。说明同时添加ＹＢ０５

发酵液和小麦全蚀病菌ＧＧＴ００７对小麦叶片和根

部ＰＯＤ活性显著高于其他３个处理组，诱导效果

最佳。

图３　生防芽胞杆菌犢犅０５及全蚀病菌犌犌犜００７对小麦犘犗犇活性的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊犢犅０５犪狀犱狑犺犲犪狋狋犪犽犲犪犾犾犌犌犜００７狅狀犘犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狑犺犲犪狋

２．４　犢犅０５发酵液对小麦叶片内超氧化物歧化酶

（犛犗犇）活性的影响

　　ＳＯＤ活性检测结果（图４）所示，Ｙ＋Ｇ处理组

小麦叶片ＳＯＤ活性呈下降趋势，且在诱导后２４ｈ

达到峰值１０４．６８７Ｕ／ｇ，为对照组的２．２７倍。Ｙ处

理组、Ｇ处理组小麦叶片ＳＯＤ活性均在９６ｈ达到峰

值，分别为对照组的１．６３倍和１．９１倍，达到７３．５２、

８６．３２Ｕ／ｇ，与对照组差异显著；Ｙ＋Ｇ处理组小麦根

部ＳＯＤ活性在试验期间均高于其他３组处理，且在

７２ｈ达到高峰，峰值为１９７７．０４Ｕ／ｇ。Ｙ处理组小麦

根部ＳＯＤ活性变化规律与Ｙ＋Ｇ处理组一致，在７２ｈ

达到峰值，为１４９３．４３Ｕ／ｇ。Ｇ处理组中小麦根部的

ＳＯＤ活性在９６ｈ达到峰值，为１２４６．８９Ｕ／ｇ。３个处

理组Ｙ、Ｇ和Ｙ＋Ｇ处理小麦根部ＳＯＤ活性均高于

对照，且Ｙ＋Ｇ同时处理ＳＯＤ活性比单独Ｙ或Ｇ

处理的ＳＯＤ活性高。没有进行任何处理的对照组

无论根或叶的ＳＯＤ活性在１２０ｈ内变化不大。

２．５　犢犅０５发酵液对小麦叶片内多酚氧化酶

（犘犘犗）活性的影响

　　枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和小麦全蚀病菌对小麦
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叶片和根部ＰＰＯ活性的影响结果见图５。Ｙ＋Ｇ处

理组的小麦叶片ＰＰＯ活性在９６ｈ时达到峰值

９７．４４Ｕ／ｇ，是对照组的２．４倍，差异极显著。Ｙ处

理组、Ｇ处理组小麦叶片的ＰＰＯ活性均为先增高后

降低的趋势，均在７２ｈ达到峰值８４．２、７２．５８Ｕ／ｇ，分

别为对照的１．９６倍、１．６９倍，与对照组差异显著。Ｙ

＋Ｇ处理组小麦根部ＰＰＯ活性明显高于其他３组处

理，并在处理后的７２ｈ达到峰值２２．５６４Ｕ／ｇ，为对照

组的２．０７倍，差异显著。Ｙ处理组和Ｇ处理组的

ＰＰＯ活性与Ｙ＋Ｇ处理组变化趋势一致，均在７２ｈ

时达到峰值１７．７８６Ｕ／ｇ和１４．２６５Ｕ／ｇ，分别为对

照组的１．６３、１．３１倍，与对照组差异显著。结果显

示ＹＢ０５发酵液和全蚀病菌ＧＧＴ００７均能诱导小

麦叶片和根部ＰＰＯ活性增强，且两者共同处理的活

性高于单独处理，可见枯草芽胞杆菌ＹＢ０５发酵液

和全蚀病菌共同诱导对ＰＰＯ具有协同增效作用。

图４　生防芽胞杆菌犢犅０５及全蚀病菌犌犌犜００７对小麦犛犗犇活性的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊犢犅０５犪狀犱狑犺犲犪狋狋犪犽犲犪犾犾犌犌犜００７狅狀犛犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狑犺犲犪狋

图５　生防芽胞杆菌犢犅０５及全蚀病菌犌犌犜００７对小麦犘犘犗活性的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊犢犅０５犪狀犱狑犺犲犪狋狋犪犽犲犪犾犾犌犌犜００７狅狀犘犘犗犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狑犺犲犪狋

３　结论与讨论

当植物受病原菌侵染或诱导处理后，与抗病反

应相关的保护性酶活性升高是诱导抗性产生的重要

机制之一，其中ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＡＬ和ＰＰＯ是植物

体内与抵制病原微生物侵染有关的重要酶，其活性的

变化通常作为衡量植物体内防卫反应的重要指标［１１］。

ＰＡＬ是植物苯丙烷类代谢途径的关键调节酶，

可使Ｌ苯丙氨酸加速形成反式肉桂酸，是抗菌物质

（木质素、植保素、黄酮素类色素、酚类物质）合成途

径中的重要限速酶［４］。ＰＯＤ是木质素形成的关键

酶，能够加速氧化酚类和脂肪族物质，其活性的提高

标志着植物体加速合成木质素以及抗性产生。ＰＰＯ

可氧化酚类物质形成对病原微生物杀伤或抑制的醌

类物质，增强植物抵御病原微生物的侵入和扩展能

力［１２１３］。ＳＯＤ是植物体内的抗氧化剂，可将Ｏ－２ 转

化为Ｈ２Ｏ２。Ｈ２Ｏ２ 是诱导植物产生抗病性的一种

起始激发分子。因此ＳＯＤ的表达是检测植物抗病

·３０１·
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性是否被诱导的一个重要指标［１４１５］。ＣＡＴ是植物

细胞的活性氧清除剂，逆境下有机体Ｈ２Ｏ２ 活性增

强，ＣＡＴ可将Ｈ２Ｏ２还原为Ｏ２和Ｈ２Ｏ，减轻活性氧

所造成的损伤，它在植物细胞内清除Ｈ２Ｏ２ 和维持

Ｈ２Ｏ２的正常水平起重要作用
［１６１７］。

在本试验中，施用生防菌ＹＢ０５和接种小麦全

蚀病菌后，利用可见光分光光度计检测与诱导植物

抗病性密切相关的防御酶活性（ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＳＯＤ、

ＰＯＤ、ＣＡＴ）变化。结果显示，小麦经生防菌与病原

菌混合处理、病原菌处理、生防菌处理后，叶片和根

部与植物防御抗病相关的ＰＰＯ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＡＬ、

ＣＡＴ防御酶活性均比对照组高，说明无论接种生防

菌或小麦全蚀病菌，都能刺激小麦体内防御酶活性

的增加，从而达到抵御病害侵染的效应，增强其抗病

性。其中生防菌与病原菌混合处理后抗性相关酶活

最高，叶片中ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ酶活峰值分

别在９６、４８、２４、９６和７２ｈ达到４６．７０５、１６８２９．２７４、

１０４．６８７、９７．４４和１２５９．５６５Ｕ／ｇ，为对照组的１．７４、

２．４４、２．２７、２．４０和２．４２倍。根部ＰＡＬ、ＰＯＤ、

ＳＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ酶活峰值分别在７２、７２、７２、７２和

９６ｈ分别达到１３１．５３６、５６４２４．７９、１９７７．０４、２２．５６４

和２０６．２４１Ｕ／ｇ，为对照组的１．６５、１．５２、２．５７、２．０７、

１．７４倍。表明枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和小麦全蚀病

菌均能诱导小麦叶片和根部的防御酶活性增强，两

者共同处理后小麦叶片和根部５种防御酶活性均高

于单独处理，说明枯草芽胞杆菌ＹＢ０５和小麦全蚀

病菌ＧＧＴ００７共同诱导具有协同增效作用。

目前防治小麦全蚀病菌主要以化学防治为主，

但长期大量使用化学药剂使得抗药性不断增强，农

药残留易造成食品安全问题，同时会加剧环境污染。

生物农药以其对人畜及生态环境无害的特点越来越

受到人们的关注，而天然生防微生物以其独特的作

用机理一跃成为生物农药发展热点。枯草芽胞杆菌

ＹＢ０５是河南省农业科学院植物保护研究所通过对

其１６ＳｒＤＮＡ基因序列的分析发现的一种对小麦全

蚀病菌具有显著抑制作用的菌株，本试验发现诱导

抗性可能是枯草芽胞杆菌ＹＢ０５防治小麦真菌病

害的重要机制之一。但对其发酵液在田间的防病效

果还有待评价。因此，后续的研究有必要通过大田

试验以明确其抗病潜能，验证其抗性诱导机理，为实

现该菌株的开发应用提供技术支持。
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