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UV-B辐射增强对苹果采后炭疽病发病情况
和抗病相关酶活性的影响
吴芳芳，郑有飞，万长健，吴荣军
南京信息工程大学环境科学与工程学院, 江苏 南京 210044

摘要：模拟UV-B增强的实验条件，在人工接种的情况下，比较了苹果采后炭疽病的发病情况，测定了一些与抗病相关酶的活性。UV-B增强后，苹果炭疽病斑直径、病斑扩展速率降低，发病指数较对照下降了58.83%。POD活性在处理后第7天时达最大值，为处理前的1.76倍，PPO活性在处理后第6天增加到对照的1.5倍。PAL活性在第6d提高1.74倍,几丁质酶和β－1,3葡聚糖酶活性都有所升高，且它们的变化时程一致。结果表明：UV-B增加限制了苹果采后炭疽病的发展，诱导果实中防御酶活性。
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由于平流层臭氧层减薄导致的到达地表紫外线B增强是当今全球性环境问题之一，倍受各国科学家关注。大量的模拟试验结果表明：在增强UV-B辐射下，许多植物——在检测的近300种植物中有2/3的植物——的生长和生物量都有明显的降低[1]。这可能与生物的物质代谢的紊乱有关[2]。目前普遍认为,植物的抗病系统和抗氧化系统影响植物对逆境胁迫抗性的大小，影响植物对有害因素的防御机制，进而改变物质的代谢进程[3]，如抑制CO2固定、加速叶片的衰老、膜脂过氧化和增加植物发病率和发病指数等。然而,增强UV-B辐射对抗病系统的影响研究很少,国内外鲜见报道。为此,本试验以苹果为受试材料,研究增强UV-B辐射下抗病系统的变化,并探讨其变化的原因。果蔬中多酚氧化酶、过氧化物酶、苯丙氨酸解氨酶、几丁质酶、β－1,3葡聚糖酶等的活性是植物抗病性的重要指标[4-5]。本文在增加UV-B辐射条件下，测定了采后苹果中防御酶PPO、POD、PAL、几丁质酶、β－1,3葡聚糖酶的活性。为UV-B在影响果蔬采后抗病性的机理研究中提供理论依据。
1  材料与方法

1.1  UV-B处理

选择大小一致健康的红富士苹果（从南京市白云亭水果批发市场订购），用自来水冲洗后晾干，再经75%酒精表面消毒。在苹果上方30 cm处悬挂10个紫外线-B灯管组成一个紫外辐射系统，紫外线-B灯管30 W，波长峰值315 nm，每个灯管用一张0.08 mm乙酸纤维素膜包被，以去除小于290 nm的短波辐射, 辐射剂量用UV-B辐照计测定，再经Caldwell[6]公式转换,获得生物有效辐射(Biologically effective radiation, UV-BBE)。实验的UV-B辐射强度为12.83 kJ/(m2·d)，以无增强UV-B辐射为对照。照射时旋转处理果使受照均匀。UV-B照射后第1、2、3、4、5、6、7、8、9天分别取1 mm厚的果皮组织存于冰箱中,用于测定过氧物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)、苯丙氨酸解氨酶(PAL、几丁质酶和β－1,3葡聚糖酶活性。每天从3个苹果中取样测定酶活性，不同取样时间分别设立3个对照果，共54个苹果。
1.2  发病率和发病指数的统计

以菌浓度为1×105个/mL的苹果炭疽菌(Colletotrichum gloeosporioides)分生孢子悬浮液针刺接种于健康苹果。10个苹果置于UV-B辐射强度为12.83 kJ/(m2·d)下照射，照射时旋转处理果使受照均匀，10个苹果不接受UV-B辐射设为对照。逐日按十字交叉法测量病斑的直径,并记录发病的严重度。

发病的严重度分为3级：0级指没有形成分生孢子盘；1级表示出现黑色分生孢子盘；2级指分生孢子盘颜色加深，但不成轮纹状排列；3级表示出现深褐色分生孢子盘，且轮纹状排列。
发病率φ=发病果数/检查总果数×100%

发病指数=[Σ(发病级别×该级别个数)/(3×检查总果数)]×100%

1.3  酶活性测定方法

1.3.1  过氧化物酶(POD)活性的测定
　　参照张宪政等[7]的方法，测A470值。单位是min-1·g-1·mf。

1.3.2  多酚氧化酶(PPO)活性的测定
　　按照Mozzetti等[8]的方法测定酶活性，测定A410值。以3.0 mL不含邻苯二酚的缓冲液加相应酶液做参比，单位是min-1·g－1·mf (鲜质量)。

1.3.3  苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性的测定

照射后不同时间取苹果组织，切成小块，称质量，在冰浴中用2倍体积的0.1 mol/L，pH 8.8硼酸缓冲液(内含15 mmol/L巯基乙醇, w=0.5%抗坏血酸和100 mg PVP)匀浆,12 000 g离心20 min，取上清液。反应液为1.6 mL，0.1 mol/L-1硼酸缓冲液(pH8.8内含10 mmol·L-1苯丙氨酸)加0.2 mL酶液, 38～40 ℃反应1 h后,加入0.20 mL 6 mol·L-1 HCl终止反应,测A290,以反应时间零作参比。A290变化0.01为一个酶单位(U·h-1·g-1·mf)。

1.3.4  几丁质酶(Chitinase)活性的测定

酶液抽提:取照射后不同时间的苹果组织，切成小块，称质量，在4 ℃下，用2倍体积0.5 mol·L-1醋酸钠缓冲液Ph 5.2(内含15 mmol·L-1巯基乙醇)中匀浆后，在4 ℃下12 000 g离心20 min，取上清液，再在4 ℃下12 000 g离心60 min，取1 200 µL上清液。用4倍体积丙酮在-20 ℃下沉淀后，离心，取沉淀物。用预冷的丙酮洗2次后，减压干燥，用0.5 mol·L-1醋酸钠缓冲液溶解(Ph 5.2)。用几丁质粉（sigma产品）制备含量为15 mg/mL的胶体几丁质，4 ℃保存。

酶活性测定：反应液中含0.5 mL酶液,10 µL 1 mol·L-1醋酸钠缓冲液(Ph 4.0)，0.3 mmol·L-1叠氮钠(Sodium azide) 和0.2胶状几丁质，37 ℃水浴中反应2 h后，1 000 g离心3 min终止反应。取上清液0.5 mL, 加30 µL,1 mol·L-1磷酸钾缓冲液(Ph 7.1)和20 µl浓度为15 mg/mL脱盐的蜗牛酶溶液 (为了水解几丁质低聚物), 继续在37 ℃水浴中反应1 h。加0.1 mL磷酸钠缓冲液(Ph 7.1), 沸水中煮3 min, 冷却后,再加2 mL体积分数为1%的对甲氨基苯甲醛溶液,37 ℃中保温20 min后,测定A585。用N-乙酰葡萄糖胺作标准曲线,以反应时间零作参比,一个酶单位定义为每1 s释放出1 mol N-乙酰葡萄糖胺所需要的酶量。

1.3.5  β-1,3-葡聚糖酶(β-1,3-Glucanase)活性的测定

接几丁质酶液提取方法提取β-1,3-葡聚糖酶液。以昆布多糖还原释放出的还原糖量测定该酶的活性。100 µL酶液加130 µL w=4%的昆布多糖,40 ℃反应1 h, 然后加300 µL DNS试剂终止反应, 沸水浴煮5 min,冷却后加5.4 mL去离子水，混匀，测A500。以反应时间零作参比,一个酶单位定义为60 s内还原昆布多糖中释放出1 mol葡萄糖量所需的酶量。
2  结果与分析

2.1  UV-B增强对苹果采后炭疽病发病情况的影响

从表1可知，在人工接种苹果炭疽菌的情况下，发病率均达到100%，在增强的UV-B条件下照射，苹果的病斑直径、病斑扩展速率、发病指数均小于对照，其中发病指数比对照下降了58.83%。结果表明，UV-B增强抑制了苹果炭疽病斑的扩展，降低了发病指数。这与一定剂量的紫外线诱导了苹果的抗病性有关[9]。在苹果与病原菌互作过程中，紫外线诱导了苹果果实的抗病性，抑制了苹果炭疽病菌在果实中的发生发展。
表1  苹果炭疽病的发病情况
Table 1
	处理
	病斑直经
(cm)
	病斑扩展速率
(cm/d)
	发病指数
(%)
	发病率
/%

	对照(ck)
	6.23
	2.08
	56.67
	100


	UV-B增强
	4.87
	1.67
	23.33
	100


注：病斑直径、发病指数均为接种后第7天,10次重复的平均值
2.2　UV-B增强对苹果中POD活性的影响

苹果中过氧化物酶的活性从图1中可看出,UV-B照射后从第2天到第5天，POD活性缓慢上升,UV-B照射的处理果POD活性与对照差异不显著，第5天后UV-B照射的果实POD活性开始迅猛增加，第7天时达最大值，为处理前的1.76倍，第8天后POD活性下降，但始终高于对照。对照POD的活性波动不大。结果表明UV-B照射苹果后能够诱导苹果中POD活性，酶活性发生响应的时间为处理后第5天，第7天时活性达最高。


[image: image1.wmf]图1 UV－B照射后苹果中POD活性的变化
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2.3  UV-B处理对苹果中PPO活性的影响
从图2可知，对照果中多酚氧化酶的活性随时间的变化没有显著差异。UV-B照射的处理第6天，PPO活性迅速增加到最高值，是此时对照的1.5倍。第7天后出现下降但始终高于对照。结果说明，UV-B照射苹果后刺激了苹果中PPO活性的增强，酶活性发生响应的时间为处理后第5天，第6天时活性达最高。


[image: image2.wmf]图2 紫外线照射PPO活性的变化�
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2.4  UV-B处理对苹果中PAL活性的影响

从图3可知, UV-B照射的处理，苹果中苯丙氨酸解氨酶PAL活性的在第6 d时升到最高值，为处理前的1.74倍，此后下降。对照果在7 d时也出现酶活性的升高，最高值为9.985 5 U，较处理前提高1.27倍。结果表明，随贮藏时间的延长PAL的活性均有一定程度的提高，但UV-B照射后，PAL活性增加的绝对值较大，并且缩短了PAL活性增加的响应时间，UV-B处理能刺激苹果中的PAL活性的迅速升高。

[image: image3.wmf]图3 紫外照射苹果PAL活性的变化�
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2.5  UV-B处理对苹果中几丁质酶(Chitinase)和β-1,3-葡聚糖酶(β-1,3-Glucanase)活性的影响

从图4中可看出, UV-B照射苹果后，几丁质酶活性第2天开始增加,第4—5天增加至最大,是对照最高值的1.35倍，此后迅速下降，但始终高于对照，对照随贮藏时间延长几丁质酶活性没有显著差异。表明：UV-B照射能迅速激活几丁质酶活性，且几丁质酶活性下降的速度较快。


[image: image4.wmf]图4 紫外线照射后几丁质酶活性的变化
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苹果中β-1,3葡聚糖酶活性也有影响。从图5中可看出, 对照的β-1,3-葡聚糖酶活性在观察期内变化不显著。而UV-B照射苹果后，第4天增加至最大，此后又下降，与几丁质酶活性的变化趋势相同。UV-B处理的β-1,3葡聚糖酶活性始终较对照的高,说明UV-B处理激活的酶活性具有持久性。β-1,3-葡聚糖酶活性变化时程与几丁质酶活性变化时程一致。

[image: image5.wmf]图5 UV-C对苹果β-1,3-葡聚糖酶的影响�
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3  结论与讨论

3.1  UV-B增强对发病情况的影响
一定剂量的UV-B能抑制苹果果实中炭疽病斑的发展,降低发病指数。因为紫外线具有比可见光更高的能量,因此在照射植物就可能产生更多的活性氧。Mishra等认为活性氧的积累能诱导抗氧化系统的生物合成[10]。病原菌侵入植物后可诱导活性氧的迸发[11]，苹果感染病原菌后，能诱导一些抗病相关酶活性的增加[5]，植物抗氧化系统与抗病系统相偶联，苹果的抗病性得到增强。

笔者前期的研究工作中，在体外培养条件下，UV-B能促进苹果炭疽病菌菌丝的生长和分生孢子的萌发，本试验中苹果炭疽病菌针刺接种于果实内，UV-B不能直接作用于病菌，而UV-B直接照射于果实诱导了果实的抗病性，促进了抗氧化系统和抗病系统生物的合成，从而限制了病斑的扩展，发病指数降低。
3.1  过氧化物酶和多酚氧化酶

没有UV-B照射的苹果POD和PPO的活性随贮藏时间的延长没有显著变化，UV-B增强后照射苹果，POD和PPO活性分别在第7天和第6天时升高到最大值，此后下降。在实验过程中UV-B辐射增强POD和PPO活性显著高于对照。这说明一定剂量的UV-B照射能增强苹果采后POD和PPO的活性。POD具有氧化酚类化合物的能力，在植物体内的活性与植物的抗病性密切相关。当植物受物理、化学因素或生物侵染后，诱导一些防御相关蛋白的形成或活性增强，PPO就是其中很重要的一种。生物、物理和化学因子都可诱导植物防御酶活性提高[12]，UV-B增强后提高了苹果采后的抗病性。
3.2  苯丙氨酸解氨酶 

在苹果贮藏过程中，PAL的活性都有所增加，UV-B照射后PAL活性始终高于对照，比对照提前1 d达到最高值。UV-B处理能刺激苹果中的PAL活性的迅速升高。PAL是与细胞内木质素生成和沉积有关的防御酶。PAL除了参与植保素的合成途径以外，在植物感染和受物理因素刺激时植物内酚类化合物积累的调节过程中也起重要作用。UV-B照射后，诱导了PAL的活性，增强其抗病性。这与前人的报道一致[13]。 

3.3  几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶
UV-B照射后几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶的活性升高，而且β-1,3-葡聚糖酶活性变化时程与几丁质酶活性变化时程相一致。植物防御反应中，一个重要因素是病程相关蛋白质的产生。病程相关蛋白质中，植物的水解酶（如几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶）被认为与植物对病原菌的抗病性有相关。几丁质酶活性不仅可由病原物诱导增加,还能被物理和化学因子所诱导提高[14]。
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Effects of enhanced UV-B radiation on anthracnose incidence 
and activities of defense enzymes in apple postharvest fruit

Wu Fangfang, Zheng Youfei, Wan Changjian, Wu Rongjun

Department of Environmental Science and Enginerring, Nanjing University of Information Science & Technology, Nanjing 21004, China

Abstract: Under UV-B radiation enhanced and inoculated artificially in apple with Anthracnose pathogen (Colletotrichum gloeosporioides), we examined the incidence rate ,the index of Anthracnose and the activities of defense enzymes. The results showed that infection ratio and lesion area expansion were less than CK, the index of disease was decreased 58.83% compared to CK. After UV-B irradiated enhanced, the activity of peroxidase (POD), polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine ammonia-lyase(PAL) were increased 1.76 and 1.5 and 1.74 times respectively in 7 days. The activities of Chitinase and β-1,3-Glucanase were markedly increased with increase of the time course of irradiation. The results indicated that anthracnose was controlled and the activities of defense enzymes were induced when the apples irradiated with enhanced UV-B radiation.
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Fig14.Changes in chitinase activity in apple fruit after inoculation with C.gloeosporioides



Sheet2

		



接种时间(天)
day(d)

-1,3-葡聚糖酶活性
-1,3-glucanase activity(U/g FW)

图15.接种炭疽病菌后苹果组织中-1,3-葡聚糖酶活性的变化
Fig.15.Changes in -1,3-glucanase actiivity in apple fruit after inoculation with C.gloeosporioides.



Sheet3

		





		






_1277881248.xls
图表4

		0.1809		0.1805

		0.184		0.1821

		0.199		0.1851

		0.2076		0.19

		0.2198		0.1705

		0.278		0.1653

		0.3187		0.1528

		0.2545		0.1721

		0.2314		0.1786



处理

对照　

照射后天数/d

POD活性U

图1 UV－B照射后苹果中POD活性的变化



Sheet1

		

						ck

		1		0.1809		0.1805

		2		0.184		0.1821

		3		0.199		0.1851

		4		0.2076		0.19

		5		0.2198		0.1705

		6		0.278		0.1653

		7		0.3187		0.1528

		8		0.2545		0.1721

		9		0.2314		0.1786





Sheet1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



照射后天数(d)

POD活性U

图1UV－C照射后苹果中POD活性的变化



Sheet2

		





Sheet3

		





MBD000250AA.xls

图表1


			0.235			0.1805


			0.251			0.1821


			0.264			0.1906


			0.286			0.2257


			0.304			0.2642


			0.35			0.2658


			0.398			0.2298


			0.3422			0.2412


			0.3243			0.2513





照射后天数(d)


PPO活性/u


图2紫外线照射后苹果PPO酶活性的变化





Sheet1


			


									ck


			1			0.1809			0.1805


			2			0.184			0.1821


			3			0.199			0.1851


			4			0.2076			0.19


			5			0.2198			0.1705


			6			0.278			0.1653


			7			0.3187			0.1528


			8			0.2045			0.1721


			9			0.2162			0.1786


									ck


			1			0.235			0.1805


			2			0.251			0.1821


			3			0.264			0.1906


			4			0.286			0.2257


			5			0.304			0.2642


			6			0.35			0.2658


			7			0.398			0.2298


			8			0.3422			0.2412


			9			0.3243			0.2513








Sheet1


			1			1


			2			2


			3			3


			4			4


			5			5





接种后天数（d）
day（d）


POD活性PODactivity（OD470min-1/g FW）


图9.接种炭疽病菌后苹果组织中POD活性的变化
Fig9.Changes in POD activity in apple fruit after inoculation with C.gloeosporioides
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