
!国家自然科学基金（!"!###$$，!"%%#&"#）和浙江省自然科学基金（!"’("!）资助项目

作者简介：宋凤鸣（$"’)*），男，浙江平湖人，浙江大学植保系副教授，$""+年赴美国威斯康辛大学作访问学者，

主要从事植物病理学研究

收稿日期：$""+,$$,$!，修回日期：$""",#!,(#

水稻黄单胞菌水稻致病变种的超氧化物歧化酶活性及诱导!

宋凤鸣 葛秀春 郑 重 胡秀卿
（浙江大学植物保护系 杭州 !$##("）

摘 要：以水稻黄单胞菌水稻致病变种（!"#$%&’&#"(&)*+",-./&)*+",）的毒性菌株012""3

和无毒菌株012""3（-456.716$#89$），检测液体培养中菌体超氧化物歧化酶（:2;）活性变

化，以说明:2;与菌株致病性的关系。结果表明，菌体:2;活性高峰出现于延迟期末，之后

下降；毒性菌株:2;活性高于无毒菌株。两个菌株的:2;活性的胞内定位均以胞质为主，

占总活性的%#<以上；酶体周质中:2;活性占总活性的(#<!!#<。以)#!+##"=>?／@外

源2*( 处理细菌培养物$A，可诱导菌体中:2;活性的增加。其中以(##"=>?／@2*( 处理

:2;活性最高；$(A菌龄培养物的诱导效果优于(&A培养物；对毒性菌株:2;的诱导作用更

为明显。外源2*( 处理后细菌存活率明显降低，(&A培养物的存活率下降大于$(A培养物；

毒性菌株存活率下降大于无毒菌株。

关键词：水稻黄单胞菌水稻致病变种，活性氧，超氧化物歧化酶

中图分类号：B))& 文献标识码：3 文章编号：###$*’(#"（(###）#!*#!#$*#)

植物受病原菌侵染后可引起被侵染组织活性氧（如2*( 、C(2( 等）突增（2DEF6GE.H
IJ7KG），一般认为是一种积极的抗病防卫反应［$］，并有直接杀灭微生物的活性。因此，病

原菌要侵入并定殖于寄主植物体内就必需克服活性氧的毒害作用。已知植物病原细菌广

泛存在活性氧清除酶系统。这方面的研究主要集中在过氧化氢酶的作用上，并证明外源

活性 氧 处 理 可 诱 导 过 氧 化 氢 酶 活 性 的 提 高［(!&］。但 对 植 病 细 菌 超 氧 化 物 歧 化 酶

（:J-H7>DEFHFEK=JG6KH，:2;）的研究很少［(，)，’］。本文以引起水稻白叶枯病的水稻黄单胞

菌水稻致病变种（!"#$%&’&#"(&)*+",-./&)*+",）为材料，比较致病性不同菌株:2;活性

差异，测试外源2*( 处理对菌体:2;的诱导及对细菌存活的影响，以说明:2;在植物病

原细菌致病性中的作用。

$ 材料和方法

!/! 供试菌株及培养条件

供试菌株见表$。将 供 试 菌 株 分 别 接 入 改 良)(!培 养 液（L(C02&(8&M，NM:2&
#8!M，蛋白胨+8#M，酵母浸膏&8#M，蔗糖$#8#M，琼脂(#M，加水$@，-C%8(）中，振荡培养

（$(#7／=EO，!#P）(&A，取菌液以)<的比例接入新鲜培养液中，相同条件培养（下同）。不

同时间取样作各项分析。
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表! 细菌菌株

"#$%&! ’#()&*+#%,)*#+-,

.)*#+-, /0#*#()&*+,)+(, 1&2&*&-(&,#-3,45*(&,

67899: ;+%3)<=&，>+*5%&-))4*+(&?+)0!!@!A*&,+,)#-(&B&-& ［C］

67899:（=’D#>*7#!AEF!）/4-)#+-+-B"#$!"!A，#>+*5%&-))4*+(&?+)0!!@!A*&,+,)#-(&B&-& ［C］

!"# $%&的提取

培养液经GAAA*／H+-离心!AH+-收集菌体，用!AHH4%／I"*+,JK/%缓冲液（内含

LAHH4%／IMB/%N，=KCOL）洗涤一次，后将菌体悬浮于GAHH4%／I磷酸缓冲液中，@NAP
保存。按Q%4)R和K5)(0&,4-的方法［N］提取菌体.8S。

菌体周质.8S按F&**4JI5RR+:H&,等［T］的方法提取。!HI悬浮于GAHH4%／I磷酸

缓冲液中的菌体加入!G!I氯仿，UP放置!GH+-，!GAAA*／H+-离心!AH+-，上清液即为周

质.8S提取液。沉淀的菌体按上述方法经洗涤和离心后得胞内.8S提取液。

!"’ $%&活性测定

按V%JM4,0#)<等［9］的 方 法 进 行。LHI反 应 液 组 成 为：GAHH4%／I磷 酸 缓 冲 液、

!LHH4%／I甲硫氨酸、CG!H4%／I氮兰四唑、N!H4%／I核黄素，最后加入!AA!I酶液。在

NTP、UWIX日光灯下光化反应!AH+-后，黑暗终止反应，测%&GYA。一个酶单位定义为引

起LHI反应液中抑制GAZ光化反应所需的酶量。酶液中的蛋白浓度按’*#324*3的方法

测定［!A］，以’.:为标准。

图! 菌体中.8S活性的变化

F+BE! .8S#()+>+)+&,+-$#()&*+#%%<,#)&,

!E[*4?)0(5*>&4267899:；

NE[*4?)0(5*>&4267899:（=’D#>*7#!AEF!）；

LE.8S#()+>+)<+-67899:；

UE.8S#()+>+)<+-67899:（=’D#>*7#!AEF!）E

!"( 外源活性氧对$%&活性的诱导及对细菌存活的影响

取培养!N0和NU0的菌液，加入不同浓度的甲基紫精（H&)0<%>+4%4B&-，8@N 产生源）在

光下处理!0后，离心收集菌体，分别按

!ON和!OL节的方法提取并测定.8S活

性。同样处理的菌液用无菌水作梯度稀

释，!HI稀释液与!AHI培养基混合倒入

培养皿中，NTP培养U3，计数细菌菌落，计

算细菌的存活率。

N 结果和分析

#"! 不同培养时期菌体$%&活性的变化

图!显示，在液体培养条件下，两个菌

株菌体内.8S活性均在培养前期迅速上

升，至90时（延迟期末）达到高峰，进入对

数生长期后酶活性开始下降。毒性菌株

67899:菌体中.8S活性高于无毒菌株

67899:（=’D#>*7#!AEF!）。

#"# $%&在细菌菌体中的亚细胞定位

菌体的周质和胞内均有.8S活性的
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分布，胞内!"#活性较高，占总活性的$%&以上。而周质中的!"#酶活性仅占’%&!
(%&；随着培养时间的延长，周质中的!"#活性占总活性的比例略有下降（表’）。两个

菌株!"#活性分布一致。

表’ 菌体中!"#活性的亚细胞定位

)*+,-’ !.+/-,,.,*0,1/*,23*421516!"#*/427242-82549-+*/4-02*,/-,,

!40*258
!.+/-,,.,*0

,1/*,23*4215

!"#*/42724:／（;／<=）

（!>?!#）

@’9 ’A9
BC"DDE

F:41G,*8< AAHIA?%H($（$’HJ&） (AHI%?@HD’（$$H$&）

B-02G,*<8 @JHD%?’H@D（’$HA&） @%H%@?%HD(（’’H(&）

)14*, J@H$’（@%%&） AAHI@（@%%&）

BC"DDE（GK;*70C*@%HL@）

F:41G,*8< ($H’@?%HDJ（$’H%&） ’$HA(?@H@’（$JHJ&）

B-02G,*<8 @AHAI?’H(%（’IH%&） IH(J?@H’@（’(H$&）

)14*, M@HJD（@%%&） (JH$D（@%%&）

!"# 外源$%! 对菌体&$’的诱导

由表(可见：外源"N’ 可诱导菌体!"#活性的提高，以’%%"<1,／O"N’ 的诱导效果

最明显；"N’ 处 理 对 培 养@’9的 细 菌 菌 体!"#活 性 的 诱 导 效 果 较 强，对 毒 性 菌 株

B"CDDE!"#的诱导作用更为明显。

表( 外源"N’ 处理@9后细菌菌体!"#活性（;／<=）

)*+,-( !"#*/427242-825+*/4-02*,,:8*4-8->G18-P

41"N’610@9

!40*258
!（"N’）／（"<1,／O）

% M% @%% ’%% A%% I%%

BC"DDE

@’9/.,4.0- ADH%MIHIJJHI$$HDJDHIM$HM

’A9/.,4.0- ’JHI(AHJ(JH@A%HI(’H$(’H@

BC"DDE（GK;*70C*@%HL@）

@’9/.,4.0- ’$H’A’H%AJH@ADH$AMHI(DH@

’A9/.,4.0- @DH@’(HA’IHM(%HJ’%HI’%HA

!"( 外源$%! 处理对细菌存活的影响

以外源"N’ 不同浓度处理细菌培养液

@9后以稀释平板法计数得细菌存活率（图

’）。证明外源"N’ 处理后供试菌株的存活

率明显降低，随着"N’ 处理浓度的增加，细

菌的存活率也下降；"N’ 处理后培养’A9的

细菌存活率下降更为显著；"N’ 处理对毒性

菌株BC"DDE存活率的影响更大。

图’ 外源"N’ 处理@9后细菌存活率

L2=H’ !.0727*,0*4-1649-+*/4-02*->G18-P
41->1=-51.8"N’610@9

@HBC"DDE=01Q5610@’9；

’HBC"DDE=01Q5610’A9；

(HBC"DDE（GK;*70C*@%HL@）=01Q5610@’9；

AHBC"DDE（GK;*70C*@%HL@）=01Q5610’A9H
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! 讨论

"#$已 被 认 为 是 一 些 动 物 致 病 菌 的 致 病 因 子。比 如：星 状 诺 卡 氏 菌（!"#$%&’$
$()*%"’&*(）致病菌株"#$活性可在活体内防御活性氧毒害［%%］。而且证明，一些"#$缺失

突变体的致病力显著低于野生型出发菌株［%&］。在植物与病原微生物相互作用中需要探

索"#$是否也是病原生物的致病因子之一［’］。本文证明，毒性菌株"#$活性高于无毒

菌株。但这种差异是否说明毒性菌株能抗御寄主活性氧突增的毒害，从而"#$是决定菌

株致病性差异的因子之一，还需要做致病过程的实验。同时，有研究认为细菌菌体中

"#$活性的过分增长会导致菌体功能失调甚至死亡［%!］。本文在&((!)*+／,以下的外源

#-& 处理后，菌株"#$活性上升，但存活率开始下降，可能与此有关。

已有研究报告，水稻黄单胞菌水稻致病变种（+,"%-.$*./0"%-.$*）的"#$活性高峰

出现于延迟期末［1］，本文结果与此一致。但在许多细菌培养中，"#$活性高峰出现在稳

定期初。野油菜黄单胞菌野油菜致病变种（+,#$/0*()%’(./0#$/0*()%’(）"#$活性动态

也如此［’］。这种差异的原因尚不明确。

大肠杆菌（1(#2*%’#2’$#"3’）具备!种类型"#$，23"#$和45"#$存在于细胞质，而

67895"#$存在于周质［%:］。本文有关供试菌"#$活性亚细胞定位的结果是否反映!种

类型"#$在胞内的不同定位需要进一步研究。
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······书 讯······

《戊型肝炎病毒与戊型肝炎》一书由第二军医大学戚中田教授主编，香港亚洲医

药出版社出版，大JI开，IDDD年I月正式出版，CM万字左右，订价CG元（加邮挂费共

C?元）。本书内容包括戊型肝炎病毒的特性，戊型肝炎病毒基因的克隆与鉴定，戊型

肝炎病毒活性的合成与修饰，戊型肝炎的临床表现与病理，戊型肝炎的治疗，戊型肝

炎的流行病学与预防和新型肝炎的研究展望。可供临床各科医师、医学院校师生及

从事病毒学、分子生物学和基础医学工作的科研与教学人员参考。

联系人：上海翔殷路MDD号，第二军医大学微生物学教研室 孙如美 谢正阳

邮编：IDDPJJ 电话：（DIC）ILDGDIUM
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