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抗烟草黄瓜花叶病毒多糖筛选及其对烟草防御酶活性的影响
沈小英!宋双!罗晶!张鑫!安德荣!

旱区作物逆境生物学国家重点实验室&西北农林科技大学植物保护学院&杨凌!%&/&00

摘要#2目的3筛选出对烟草黄瓜花叶病毒病有良好抑制作用的多糖并探索其对烟叶防御酶活性的影响%
2方法3采用半叶法&测定了安络小皮伞多糖等 /& 种真菌多糖在枯斑三生烟上对 5Ph的钝化’预防及治疗
效果&并测定了抗病毒多糖处理后普通烟 35I$( 体内防御酶的变化% 2结果3安络小皮伞多糖对 5Ph具有
较好的钝化及预防效果&其 /00 倍液与等量供试病毒液混合 #0 BA= 后接种&钝化效果为 $#])&e$喷施安络
小皮伞多糖 /00 倍液 /) 8 后接毒处理&预防效果可高达 (#]&"e% 安络小皮伞多糖对 5Ph防治机理的研究
表明&多糖处理后烟草相关防御酶YQ‘’Y*T和YYQ活性增强&其中喷施安络小皮伞多糖 /) 8 后接毒处理的
酶活增加最为显著&该处理烟苗的 YQ‘’Y*T和 YYQ的酶活峰值分别可增加至对照的 /]%)’#])" 和 /]$/
倍% 2结论3安络小皮伞多糖通过增强烟草体内防御酶活性而提高烟草对烟草黄瓜花叶病毒病的抗性%
关键词!安络小皮伞& 多糖& 黄瓜花叶病毒& 酶活
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!!黄瓜花叶病毒 !5+C+BRG<P;->AChA<+-&5Ph"
属于雀麦花叶病毒科成员&是分布最广&危害最重&
最具经济重要性的病毒之一% 世界范围内所有烟草
和蔬菜种植区均有该病毒的分布和危害&可侵染约
#4 科双子叶和 ) 科单子叶的千余种植物% 烟草和
蔬菜感染后造成品质和产量下降&甚至绝收&给农业
生产带了严重的经济损失 (&) %

真菌多糖是存在于大型真菌子实体’菌丝体中
通过糖苷键连接多个单糖而构成的高分子聚合物%
真菌多糖资源丰富’具有丰富的生物活性&而且易被
微生物降解’对环境无污染&是目前及具开发前景的
药物新资源% 安络小皮伞!%$’$16&51$-9’(1$".51"系

担子菌纲’白磨科小皮伞属真菌&主要活性组分是水
溶性多糖&相关医学研究表明其水溶性多糖具有提
高机体免疫力&抗肿瘤等多种活性&是一种传统的镇
痛和抗风湿的保健中药&对人体无毒副作用 (/) % 医
学研究表明&真菌多糖可通过抑制病毒吸附’干扰病
毒复制和提高机体免疫力等途径&有效抑制人体病
毒病的侵染传播 (# ’)) % 5;??A=-等 (")发现云芝多糖不
但能抑制 V1hI& 与宿主细胞结合&而且能显著抑制
V1hI?逆转录酶活性&从而抑制病毒复制% 但真菌
多糖对植物病毒的抑制作用鲜见报道&吴艳兵 (4)发
现毛头鬼伞多糖对 FPh具有较强的体外钝化及抑
制 FPh侵染复制作用&可有效预防 FPh病毒病%
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许玉娟 (%)发现喷施苍耳多糖后&可有效抑制 FPh侵
染心叶烟&推测可能是苍耳多糖通过诱导增强防御
酶活性进而抑制 FPh%

为了筛选得到对烟草上黄瓜花叶病毒病
!5Ph"具有显著抑制作用的真菌多糖&明确真菌多
糖处理对烟苗相关防御酶的影响&本实验将采用半
叶法&从安络小皮伞多糖等 /& 种真菌多糖中筛选出
对!5Ph"具有显著抑制作用的多糖&并探索其对烟
苗相关防御酶活性变化的影响&为进一步开发安络
小皮伞多糖防治 5Ph病毒病提供理论基础%

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!"供试多糖!表 & 中 /& 种多糖均由本实验室
提取’制备和纯化 (/) &并于铝箔袋密封室温保存备
用%

表 !$试验供试多糖
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!#!#%"供试作物!枯斑三生烟 !?&#"(#&$-$ #$)$"56
_><@2>B-+= 33"’普通烟 35I$(!?&#"(#&$-$ #$)$"56
_><@35$("&由陕西省烟草研究所提供% 所用育苗
物质经消毒后&于防虫温室内种植%
!#!#."供试病毒!黄瓜花叶病毒!5+C+BRG<P;->AC

hA<+-& 5Ph"&为西北农林科技大学植物保护学院
保存在防虫温室中普通烟草上% 制备供试病毒接种
液时&取 & ,5Ph感病叶片&加少量石英砂&于
&0 BTŶ 2 溶液中研磨成匀浆&纱布过滤&无菌水稀
释至 &00 BT备用%
!#!#F"主要试剂和仪器!邻苯二酚&购于国药集团
化学试剂有限公司$TI苯丙氨酸&购于国药集团化学
试剂有限公司$愈创木酚&购于国药集团化学试剂有
限公司$紫外分光光度计 !‘i$00 =+C?GAC>CAU6
9<;.GA= >=>?OMG<&购于 ĜCdB>= 5;+?.G<公司"$高速
冷 冻 离 心 机 ! *_>=.A( EIL 5G=.<AZ+,G& 购 于
L̂5DP*35QiTFLX公司"%
!#%"多糖的提取

本实验所用的 /& 种多糖均按照改良后的谢红
旗 ($)方法提取$菌株子实体预处理 # 沸水浸提 #
提取液合并’浓缩 #乙醇沉淀 # 冷冻干燥 # 粗多
糖 # 乙醇沉淀洗涤!# 次"# 水溶解 # 2G_>,除蛋
白 # 透析 # 活性炭脱色 #透析#冷冻干燥#
P;?A-C8 反应鉴定多糖%
!#."抗病毒多糖的筛选
!#.#!"对 QPZ的体外钝化效果!选取 % 叶期长势
一致的枯斑三生烟&打顶&留 # ’) 片叶&培养 & 周%
将 "0 BT稀释为 /00 和 )00 倍液的 /& 种多糖液分
别与等量的供试病毒接种液混合&静置 #0 BA= 后&
用半叶法摩擦接种到烟叶半叶&另半叶摩擦接种清
水与供试病毒液混合物为对照% 然后于温室中培
养&每处理 # 株&重复 # 次% 待出现典型枯斑症状后
统计枯斑数&计算钝化效果#

钝化效果 \!处理半叶枯斑数 ’对照半叶枯斑
数"6对照半叶枯斑数 p&00e%
!#.#%"对 QPZ的预防效果!将稀释为 /00 和 )00
倍液的 /& 种多糖液分别喷施到 % 叶期枯斑三生烟
烟叶半叶&另半叶为喷清水对照% 于喷施处理 /)’
)$ 8 后&对各处理及对照烟叶全叶摩擦接种病毒
液% 然后于温室中培养&待出现典型枯斑症状后统
计枯斑数&计算预防效果#

预防效果 \!处理半叶枯斑数 ’对照半叶枯斑
数"6对照半叶枯斑数 p&00e%
!#.#."对 QPZ的治疗效果!将供试病毒接种液摩
擦接种到 % 叶期枯斑三生烟烟苗叶片全叶&分别于
处理 0&/) 8 后&将稀释为 /00 和 )00 倍液的 /& 种多
糖液喷施到处理烟叶半叶&另半叶为喷施清水对照%

#$$
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然后于温室中培养&待出现典型枯斑症状后统计枯
斑数&计算治疗效果#

治疗效果 \!处理半叶枯斑数 ’对照半叶枯斑
数"6对照半叶枯斑数 p&00e%
!#F"不同浓度多糖液对 QPZ抑制效果测定

在 /]# 实验基础上&选择对 5Ph抑制效果最好
的多糖&将其稀释为 &00’/00’)00’$00 倍液等 ) 个
不同浓度的多糖液&采用半叶法在枯斑三生烟上分
别测定其对 5Ph的体外钝化效果’预防效果及治疗
效果%
!#G"安络小皮伞多糖处理后酶活性测
!#G#!"幼苗处理!待普通烟 35I$( 烟苗长至 # 或 )
片真叶时作如下处理#处理 &&喷施安络小皮伞多糖
稀释液不接种供试病毒接种液$处理 /&供试病毒接
种液与等量的安络小皮伞多糖稀释液混合 #0 BA=
后摩擦接种$处理 #&喷施安络小皮伞多糖稀释液
/) 8后摩擦接种供试病毒接种液&以喷施清水不接
种供试病毒接种液为对照% 上述处理所用多糖液浓
度为 /00 倍稀释液&供试病毒接种液制备方法同
/]&]#% 每处理 #0 株&重复 # 次% 接种后第 /’)’4’
$’&0’&/’&) 天固定叶位取样!# 或 ) 片"&制为待测
酶液于 ’/0m保存备用%
!#G#%"待测酶液制备!参照薛应龙的方法 (() &称取
0]4 ,烟叶&放入预冷的研钵中&加 # BT磷酸缓冲液
! 0]/ B;?6T 9V%]$ " 冰 浴 条 件 下 研 磨 成 匀 浆%
/]$" p&0# ,&)m下离心 /0 BA=&取上清液于 ’/0m
冰箱内保存&测定 YYQ及 YQ‘酶活% 另称取 0]/,
烟叶&放入预冷的研钵中&加 / BT硼酸缓冲液!0]/
B;?6T9V$]%"及少许聚乙烯吡咯烷酮&冰浴条件下
研磨&/$"0 p,’)m离心 /0 BA=&上清液于 ’/0m冰
箱内保存&测定 Y*T酶活%
!#G#." 酶活性的测定! 分别测定多酚氧化酶
!YYQ"’苯丙氨酸解氨酶 !Y*T" 和过氧化物酶
!YQ‘"的活性变化% 酶提液用相应缓冲液稀释 /
倍后&分别加入邻苯二酚’TI苯丙氨酸和愈创木酚为
底物制备多酚氧化酶’苯丙氨酸解氨酶和过氧化物
酶待测液 (() % 参考朱广廉 (&0)的方法&‘i$00 紫外分
光光度计于各酶适合波长下测定 Q‘值&每隔 & BA=
读数一次% 每个样品重复 # 次&以每分钟 Q‘变化
值表示酶活性大小%

%"结果和分析

%#!"抗病毒多糖筛选结果
由表 / 可看出&/& 种真菌多糖对 5Ph的钝化

效果均低于 $/e&其中安络小皮伞多糖钝化效果最
好&钝化效果为 $&])(e&其次为虫草多糖&其钝化
效果为 $&]#"e$/& 种真菌多糖对 5Ph的预防效果
差异显著&其中&安络小皮伞多糖喷施 /) 8 后接毒
处理对 5Ph的预防效果最好&高达 ()]%)e&其次
为猪苓菌多糖喷施 )$8 后接毒处理&其预防效果为
(0]/)e&其余处理对 5Ph的预防效果均低于
(0e$/& 中真菌多糖对 5Ph的治疗效果均不明显&
接毒 )$8 后喷施多糖处理对 5Ph的治疗效果较接
毒 /)8 后喷施多糖处理差&其治疗效果均低于
40e% 多糖不同处理方式及浓度均影响其对 5Ph
的抑制效果&处理方式的影响尤为明显%
%#%"安络小皮伞多糖室内对烟草黄瓜花叶病毒的
抑制效果

依据抗病毒多糖初筛结果&选择钝化效果及预
防效果相对较好的安络小皮伞多糖&进一步测定不
同浓度的安络小皮伞多糖对 5Ph的抑制效果%

从表 # 可以看出&安络小皮伞多糖对黄瓜花叶
病毒的钝化效果与处理浓度有关&其 /0 倍液对
5Ph的钝化效果最好&为 $#])&e$安络小皮伞多糖
对 5Ph具有较强的预防效果&喷施安络小皮伞多糖
/00 倍液 /) 8 后接毒处理的预防效果最佳&其预防
效果高达 (#]&"e&喷施安络小皮伞多糖 )$ 8 后接
毒处理的预防效果随浓度减小而减弱$安络小皮伞
多糖对 5Ph的治疗效果不如预期好&治疗效果均低
于 4"e%
%#."安络小皮伞多糖处理后的烟草防御酶系变化

为了探讨安络小皮伞多糖抑制烟草上黄瓜花叶
病毒病的生理机制&将采集的烟叶制成酶液&加入相
应底物后测定烟叶体内 YQ‘’YYQ和 Y*T酶的活性
变化%
%#.#!"烟草经处理后体内 KN,活性变化!从图 &
可看到&各处理组烟叶体内 YQ‘活性变化显著&呈
先增加后降低的趋势% 单独喷施安络小皮伞多糖处
理 YQ‘酶活变化相对较小&低于其余两处理&同时
在第 &0 天出现峰值&出现时间相对较晚$安络小皮
伞多糖与等量病毒液混合 #0 BA= 后接种和喷施安

)$$
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络小皮伞多糖 /) 8 后接病毒两处理酶活变化显著&
且在第 $ 天峰值出现后呈现急剧下降的趋势&其中&
喷施安络小皮伞多糖 /) 8 后接病毒处理变化最为
显著&其峰值为对照的 /]%) 倍&其次为安络小皮伞

多糖与等量病毒液混合 #0BA= 后接种处理&其峰值
为对照的 /]#4 倍% 对照组酶活几乎不变&趋于稳
定&且显著低于处理%

表 %$不同多糖对 QPZ的抑制作用
F>R?G/@F8GA=8ARA.A;= GZZGC.;ZUAZZG<G=.9;?O->CC8><AUG-;= 5Ph

Y;?O->CC8><AUG-
‘A?+.A;=

<>.A;6e

‘G>C.A_>.A=,

GZZGC.6e

Y<G_G=.A=,GZZGC.6e F<G>.A=,GZZGC.6e
/) 8 )$ 8 0 8 /) 8

!;"0*&-9’$".$ 9;?O->CC8><AUG /00.ABG- "(]#) %$]"4 4)]"# )#]/& #/])(
)00.ABG- )4]$( %0]&" 4/]#% )/](% /$]#%

3;"&#’&-&2&*.$#519;?O->CC8><AUG /00.ABG- )$]/% "4]/) "%]#) #$]4) #&]%)
)00.ABG- )4]/& "0]&) )(]#% #)](" /"]4)

>;B5"&B(’6&19;?O->CC8><AUG /00.ABG- #&]/" %$]#) 4$]&% /$])" /)]&4
)00.ABG- /(]4) %4]/( 4)]/4 /)]#& /&]()

,;#/&).#$-519;?O->CC8><AUG /00.ABG- )$]#" ""]&# ")]4% )4]#( )&]/$
)00.ABG- )/]&$ "$])4 )#]/( "&]/( #)]4/

H;8.*5#&2.19;?O->CC8><AUG /00.ABG- %)]$( $$]&# %4](" $/]## )4]($
)00.ABG- 4$]") $/]#) $0]&" %$]#4 )$]"/

3;"("(19;?O->CC8><AUG /00.ABG- #$]%4 )(]#& "/])( /$]#% )4]##
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表 .$不同浓度的安络小皮伞多糖溶液对 QPZ的抑制作用
F>R?G#@F8GA=8ARA.A;= GZZGC.;Z%;$-9’(1$".51G=_G?;9G[A.8 UAZZG<G=.C;=CG=.<>.A;=-;= C+C+BRG<B;->AC_A<+-

‘A?+.A;= <>.A; ‘G>C.A_>.A=,GZZGC.6e
Y<G_G=.A=,GZZGC.6e F<G>.A=,GZZGC.6e
/) 8 )$ 8 0 8 /) 8

&00 .ABG- 4%]4& r0]"/ ^ $(]$" r&]04 ^ $4]4) r0]%4 * 4/]#0 r0]%) * "$]%$ r0]4/ *
/00 .ABG- $#])& r&]&) * (#]&" r0])/ * %(]0# r0]4& ^ 40]&& r0](" * ")](/ r0])0^
)00 .ABG- %0]$% r&]#& 5 $#]#" r&]04 5 %0]$( r&]&"5 "/]&& r0]#" ^ "&]%$ r0](05
$00 .ABG- "&](0 r0]/0 ‘ 4(]/& r0](4 ‘ "0])( r&]%&‘ )(]/$ r0]%$^ )"]%$ r0]"&‘

! F8GU>.>;Z.8G.>R?G><G.8G>_G<>,G;Z# <G9G.A.A;=-@‘>.>Z;??;[GU RO.8GUAZZG<G=.-B>???G..G<-A= .8G->BGC;?+B= A=UAC>.GU -A,=AZAC>=.UAZZG<G=CG-!3

z0]0&"@

图 !$不同处理烟草 KN,酶活性变化
JA,+<G&@F8GG=MOBG>C.A_A.OUA_G<-AZAC>.A;= ;ZYQ‘;= .;R>CC;

>Z.G<.<G>.BG=.@

%#.#%"烟草经处理后体内 K(J活性变化!由图 /
可看出&各处理烟叶的 Y*T活性变化显著&明显高
于对照% 三处理组的 Y*T酶活变化趋势一致&均为
先增加后降低&且均于第 $ 天出现活性峰值后急剧
下降&第 &0 天后 Y*T酶活变化相对趋缓&对照组的
Y*T活性变化不大&较为平稳% 喷施安络小皮伞多
糖 /) 8 后接毒处理组的 Y*T变化最明显&峰值最
高&为对照的 #])" 倍&其次为安络小皮伞多糖与等
量病毒液混合 #0 BA= 后接种处理组$单独喷施安络
小皮伞多糖处理烟叶酶活变化相对较小&其峰值显
著低于另两处理%
%#.#."烟草经处理后体内 KKN活性变化!从图 #
看出&三处理组的 YYQ酶活变化较对照组显著% 单
独喷施安络小皮伞多糖处理组的 YYQ酶活前阶段
缓慢升高&直至第 &0 天出现峰值后降低$喷施安络
小皮伞多糖 /) 8 后接毒处理组 YYQ酶活变化显著&
于第 ) 天出现一个小高峰后降低&随后继续升高直
至第 &0 天出现峰值&为对照的 /]$/ 倍$安络小皮伞

图 %$不同处理烟草 K(J酶活变化
JA,+<G/@F8GG=MOBG>C.A_A.OUA_G<-AZAC>.A;= ;ZY*T;= .;R>CC;

>Z.G<.<G>.BG=.@

多糖与等量病毒液混合 #0 BA= 后接种处理组的
YYQ酶活变化趋势与喷施多糖 /) 8 后接毒处理组
的变化趋势相似&但在第 &/ 天才出现峰值且低于喷
施多糖 /) 8 后接毒处理组的峰值%

."结论和讨论

本研究表明安络小皮伞多糖对 5Ph有显著的
体外钝化和预防效果&喷施安络小皮伞多糖 /00 倍
液 /) 8 后 接 5Ph 病 毒 液& 预 防 效 果 可 高 达
(#]&"e% 安络小皮伞多糖不同处理方式及浓度影
响其对 5Ph的防治效果%

植物抗病是一个多种因素互作的过程&其中包
括木质素’植保素’酚类合成和其他病程相关蛋白合
成的相关因子 (&&) % 过氧化物酶!YQ‘"在植物机体
防御体系中起重要作用% 不仅是重要的内源活性氧
清除剂&还参与了木质素聚合过程&YQ‘活性升高
有利于细胞壁木质化而对病原菌的侵染和扩展有一
定的限制作用% Y*T是植物苯丙烷类次生代谢途

4$$
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图 .$不同处理烟草 KKN酶活变化
JA,+<G#@F8GG=MOBG>C.A_A.OUA_G<-AZAC>.A;= ;ZYYQ;= .;R>CC;

>Z.G<.<G>.BG=.@

径关键酶和限速酶&催化苯丙氨酸脱氨基后产生肉
桂酸并最终转化为木质素% 病菌入侵时&植物细胞
受到刺激后启动 Y*T系统产生木质素并沉积在细
胞壁周围&限制病原物在一定的细胞范围内而阻止
其扩散 (&/) % 大量研究 (&# ’&))结果表明&YYQ能促进
木质素前体酚类化合物在受侵染部位的合成和积
累&促进细胞壁和组织的木质化&以抵抗病原的侵
染% 此外&大量的酚被氧化成能钝化病原物呼吸酶
的醌&阻碍病原物的生长&同时&醌的次生反应所产
生痂可阻止病原菌扩散% 大多抗病机制研究认为
YYQ活性与植物抗病性呈正相关%

实验结果表明安络小皮伞多糖可诱导烟苗相关
防御酶 YQ‘’Y*T和 YYQ的活性&呈现先增加&达到
峰值后急剧降低的变化趋势% 同时&YQ‘’Y*T和
YYQ酶活峰值期与对照烟苗顶部叶片出现明显的花
叶症状时间相同&分析安络小皮伞多糖诱导烟草相
关防御酶活性进而提高烟苗的抗病性%
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