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外源甜菜碱提高苹果对炭疽叶枯病的抗病性

刘禹彤，徐瑞旋，王洪涛，时彦娇，李翠英，马锋旺，梁 微*

（旱区作物逆境生物学国家重点实验室·陕西省苹果重点实验室·西北农林科技大学园艺学院，陕西杨凌 712100）

摘 要：【目的】探讨外源喷施甜菜碱（GB）对苹果炭疽叶枯病抗病性的影响。【方法】以苹果嘎拉-3（GL-3）组培生根幼

苗为试材，设置不同浓度梯度的外源喷施GB处理组（0、1、2、4、6 mmol ·L-1），通过对接种苹果炭疽叶枯病病原菌叶片

的病斑面积、相对电导率（REC）和相对叶绿素含量（SPAD）等指标的分析，筛选出外源喷施GB的最适浓度。随后通过

测定抗氧化酶活性、内源激素和氨基酸含量以及病程相关基因的表达量，分析其动态变化规律，为解析外源喷施GB

提高苹果炭疽叶枯病抗病机制提供参考。【结果】2 mmol · L-1为 GB 的最适喷施浓度。与 0 mmol · L-1浓度处理组

相比，2 mmol·L-1 GB处理组接病后叶片病斑面积最小、REC值最低，SPAD值最高。与GLS组相比，GLS+GB组叶片

抗氧化酶活性提高，水杨酸（SA）含量增加，同时脱落酸（ABA）和1-氨基环丙烷羧酸（ACC）含量降低，茉莉酸（JA）和生

长素（IAA）含量先升高后降低，脯氨酸（Pro）含量降低，MdPR1、MdPR4、MdPR8、MdPAL基因表达量上调，几丁质酶和

β-1，3-葡聚糖酶基因在前期表达量上调，MdERF3基因表达差异不显著。【结论】在苹果炭疽叶枯病原菌的侵染下，外源

喷施2 mmol·L-1 GB预处理2 d可提高叶片细胞抵抗病原菌侵染的能力，增加氧化酶系统活性，调节内源激素含量，提

高病程途径相关基因的表达水平，最终提高苹果幼苗对病原菌的抗性。
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Exogenous glycine betaine improved the resistance of apple to Glomerella
leaf spot
LIU Yutong, XU Ruixuan, WANG Hongtao, SHI Yanjiao, LI Cuiying, MA Fengwang, LIANG Wei*

(State Key Laboratory of Crop Stress Biology for Arid Areas/Shaanxi Key Laboratory of Apple/College of Horticulture, Northwest A & F

University, Yangling 712100, Shaanxi, China)

Abstract:【Objective】Glomerella leaf spot (GLS), a fungal disease caused by G. cingulata, severely af-

fects apple quality and yield. In the present experiment, we studied the effects of glycine betaine (GB)

on the resistance of apple to G. cingulata, screened out the optimal exogenous concentration, and fur-

ther analyzed its dynamic changes, so as to provide reference for the study of resistance mechanism of

apple to G. cingulata.【Methods】GL-3 seedlings (Malus domestica‘Royal Gala-3’, provided by Prof.

Zhihong Zhang at Shenyang Agricultural University, Shenyang, China) were used as plant materials.

The optimal concentration of exogenous GB was screened by observing the phenotype, determining the

lesion area, relative electrical conductivity (REC) and relative chlorophyll content (SPAD) in apple

leaves after inoculation with G. cingulate (isolated and provided by Prof. Lili Huang at the College of

Plant Protection, Northwest A & F University, Yangling, China). Furthermore, the oxidase activity, con-

tent of hormone and amino acid, and expression levels of pathogenesis- related genes in vitro apple

leaves were analyzed to study the dynamic effects of exogenous GB (0, 1, 2, 4, 6 mmol · L- 1) on GLS.

The determination of REC, superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT) were

all based on Junfeng Gao’s method. The relative chlorophyll content was measured by SPAD instru-
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ment. The diseased leaves were scanned by EPSON Chops V700 PHOTO scanner and the lesion area

was calculated by ImageJ software. Hormones and amino acid were determined by liquid chromatogra-

phy-mass spectrometry (LC-MS, LC: AC, ExionLC; MS: Qtrap5500 AB Sciex). The instrument used

for real-time quantitative PCR was LightCycler® 96.【Results】After inoculation with G. cingulata, com-

pared with 0 mmol · L-1 concentration GB treatment, the lesion area of 1, 2, 4 mmol · L-1 GB treatments

decreased by 62.2%, 95.9% and 8.9%, respectively. While that of 6 mmol ·L-1 increased by 34.2%. The

REC of the 1, 2, 4, and 6 mmol · L- 1 decreased by 21.1%, 88.4%, 35.2% and 2.0%, respectively. The

SPAD value of 1, 2, 4 mmol ·L-1 increased by 0.8%, 28.7% and 5.4%, respectively. While the value of 6

mmol·L-1 decreased by 7.0%. Summarely, 2 mmol·L-1 GB treatment had the lowest lesion area, the low-

est REC and the highest SPAD value. Then we further studied the effect of 2 mmol·L-1 GB on the physi-

ology of apple leaves after infection. The CAT activity treated with CK+GB, GLS, GLS+GB increased

by 231.1%, 71.1% and 353.3%, the POD activity increased by 33.3%, 132.9% and 151.0%, and the

SOD activity increased by 154.9%, 194.9% and 168.7% compared with the CK. The SA content treated

with CK+GB, GLS and GLS+GB all basically increased with time. The SA content of CK+GB was al-

ways higher than that of the CK, and significantly increased by 1 513.7% on the 4th day of inoculation.

The SA content of GLS+GB was always higher than that of the GLS, even significantly increased by

159.6% on the second day. JA content of CK + GB, GLS and GLS + GB increased first and then de-

creased at the early stage due to the antagonistic relationship between the JA and SA. The JA content of

CK+GB reached the highest on the first day and significantly increased by 1 746.5% compared with the

CK. The JA content of GLS+GB and GLS reached the peak on 0.5d, while that of the GLS+GB was sig-

nificantly increased by 10.1% compared with the GLS. After 0.5 d, the contents of GLS+GB and GLS

decreased, while that of the GLS increased again and then decreased after 2 d. These results indicated

that GB could positively regulate the antagonistic relationship between the JA and SA after inoculation.

The ABA and ACC contents of GLS and GLS+GB significantly increased compared with the CK, but

the ABA and ACC contents of GLS+GB significantly decreased by 37.9% and 34.0%. The CK+GB had

no significant difference. The content of IAA of GLS + GB, compared with GLS, first increased by

83.1% and then decreased by 55.0%. The CK+GB has no significant difference compared with the CK.

The GLS and GLS + GB both induced a large amount of amino acid compared with the CK, and in-

creased gradually over time. Except for 0 and 4 d, the amino acid content of GLS+GB was always sig-

nificantly lower than that of the GLS, and decreased by 65.0%, 76.6%, 73.1% and 71.2% at 0.5, 1, 2

and 6 d, respectively. There was no significant difference in amino acid content between CK+GB and

CK. The expression levels of the MdPR1, MdPR4, MdPR8, MdPAL were all up-regulated on 0.5-6 d,

and the expression levels of chitinase and β-1, 3-glucanase genes were up-regulated at early stage, while

the expression level of the MdERF3 had no significant difference.【Conclusion】Under the infection of

G. cingulata, exogenous 2 mmol · L- 1 GB pretreatment could most effectively enhance the ability of

plant cells to deal with the G. cingulata, increased the activity of the oxidase system, regulated the con-

tent of hormones, and enhanced the expression levels of pathogenesis-related genes, resulting in the im-

provement of the resistance of apple to G. cingulata .
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苹果（Malus × domestica）是重要的温带果树之

一。我国是世界上苹果栽培面积最大、产量最高的

国家。近年来，由围小丛壳（Glomerella cingulata，

无性态为炭疽菌属Colletotrichum spp.）侵染引起的

苹果炭疽叶枯病（Glomerella leaf spot，GLS）成为我

国苹果主产区一种危害严重的真菌性病害[1]。该病

害于1988年在巴西首次被报道，经被侵染的嘎拉和

金冠苹果的病原鉴定，确认其为围小丛壳 [2- 3]。

1997—1999年在巴西 6个苹果产区均发现此病害，

由于易感病品种嘎拉在巴西广泛种植，导致该病成

为巴西苹果的主要病害[4-5]。1998年在美国发现该

病害[6]。2009年后，在我国山东、陕西、河南等苹果

主产区呈蔓延趋势[1]。不同苹果品种对炭疽叶枯病

的抗性存在显著差异。金冠、嘎拉、秦冠和乔纳金等

为高感品种，富士和红星等为高抗品种，尤其是富士

在田间自然环境下几近免疫[7]。GLS主要危害苹果

叶片，造成病叶早期干枯、脱落，发病严重时可导致

苹果树 90%以上的叶片脱落，也能侵染果实引起坏

死性斑点，影响果实发育。该病害虽是我国近年新

发病害，但其发展迅速、危害严重，尤其是夏季高温

多雨的气候特别适宜GLS的流行[4]。GLS给中国苹

果产业造成了巨大的经济损失，严重威胁着苹果产

业的绿色健康可持续发展，因此对苹果炭疽叶枯病

的防治十分重要。

目前，防治苹果炭疽叶枯病的主要方法是使用

化学农药，但是过量使用农药会污染环境甚至危害

人体健康[8]。植物免疫诱抗剂能诱导植物免疫系统

启动，从而使植物获得或提高对病原菌的抗性，植物

免疫诱抗剂的应用能大幅减少农药使用，减轻病虫

害的发生，是减轻环境污染、解决农产品安全问题的

有效途径[9]。甜菜碱（Glycine betaine，GB）是一种植

物免疫诱抗剂，可以作为渗透调节物质参与植物细

胞的渗透调节，亦可作为渗透保护物质来提高生物

大分子结构和功能的稳定性[10]，并且可以提高植株

对金属离子[11]、盐[12-13]、低温[14]、干旱[15]等多种非生物

逆境的抗性，在提高植物对生物胁迫的抵御能力中

也起到了一定作用[16]。近年来，GB在不同植物上提

高非生物胁迫抗性的研究较多，但在提高生物胁迫

抗性的研究相对较少，更鲜有报道GB对苹果炭疽

叶枯病抗病性的影响。为了在绿色环保理念下提供

一种有效防治苹果炭疽叶枯病的方法，笔者在本研

究中拟通过外源喷施GB后对离体苹果叶片接种炭

疽叶枯病原菌的方式，筛选出提高苹果叶片炭疽叶

枯病抗性的最适GB浓度，并分析在GB最适浓度预

处理下苹果叶片响应炭疽叶枯病病原菌侵染的过程

中抗氧化酶系统相关酶的活性、内源激素和脯氨酸

（Pro）含量以及病程相关基因表达量的动态变化，以

期对苹果炭疽叶枯病的防治以及抗病机制的研究提

供参考。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验材料嘎拉-3（GL-3）组培苗由沈阳农业大学

提供，经继代培养和生根后，移栽至10 cm×10 cm营

养钵中培养。当幼苗株高约 20 cm 时进行试验处

理。GLS病原菌由青岛农业大学植物医学学院李保

华教授馈赠。

外源甜菜碱（GB），购自上海源叶生物科技有限

公司，纯度为超纯（含量≥99%）。

1.2 苹果炭疽叶枯病病原菌的培养和离体叶片的

接种

参考刘源霞等 [7]的方法，将苹果炭疽叶枯病病

原菌接种到 PDA固体培养基上，在 25 ℃培养箱中

黑暗培养 3 d进行病原菌的活化培养。苹果离体叶

片接种试验参考刘源霞等[7]的方法进行，即挑取活

化培养后的病原菌，配置成 105个·mL-1浓度的孢子

悬浮液，均匀喷施在嘎拉-3组培苹果苗离体叶片的

正反两面上并用湿棉花包裹叶柄，放入 25 ℃、湿度

95%、光照度10 000 lx和14 h /10 h（光照/黑暗）的恒

温培养箱中培养发病。

1.3 外源喷施GB的处理方法

（1）GB最适浓度筛选：挑选长势良好的嘎拉-3

苹果幼苗30株，分为6组，每组5株幼苗，其中5组以

不同浓度的GB溶液（0、1、2、4、6 mmol ·L-1）连续2 d

喷施幼苗的叶面和叶背，每天2次，剩余一组喷清水

作为对照（CK）。GB预处理结束后，各组取健康成

熟叶片各15枚，对叶片进行炭疽叶枯病病原菌离体

接种试验，方法见1.2，而CK组的15枚叶片不接病，

用湿棉花包裹叶柄后置于相同环境中。7 d后观察

各组叶片发病情况，调查病斑面积，测定相对叶绿素

含量（SPAD）和相对电导率（REC）生理指标，寻找发

病程度最低的一组，以此筛选出外源喷施GB后提

高苹果炭疽叶枯病抗病性的最适浓度。

（2）GB诱抗效应分析：选择 120株长势良好的
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嘎拉-3苹果幼苗，分为4组（即每组30株）以进行不

同的处理：①无外源GB+不接病组（CK组）；②外源

喷施GB+不接病组（CK+GB组）；③无外源GB+接

病组（GLS组）；④外源喷施GB+接病组（GLS+GB

组）。用筛选出的最适浓度GB喷施预处理②和④

组幼苗，处理方法见上，其余幼苗喷清水处理。GB

喷施预处理结束后，每株取健康成熟叶片7枚（即每

处理210枚叶片），对③和④组的苹果幼苗进行离体

叶片接病，方法见 1.2，同时对处理①和②的叶片用

湿棉花包裹叶柄后置于相同环境中。接病后0、0.5、

1、2、4和6 d，每处理取叶片30枚，用液氮冷冻后，置

于-80 ℃冰箱中，用于测定生理指标和进行基因表

达分析。第 6天，每处理取 15枚叶片用于调查病斑

面积，其余15枚叶片用于测定REC。

1.4 病斑面积的测定

将叶片在 EPSON PERFECTION V700 PHOTO

扫描仪下扫描后，用 Image J软件计算病斑面积。每

处理测5枚叶片。

1.5 生理指标的测定

对外源喷施最适浓度2 mmol·L-1 GB的幼苗，进

行苹果炭疽叶枯病诱抗效应分析，即对其抗氧化酶

活性、内源激素含量和Pro含量进行测定。

REC、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶

（POD）、过氧化氢酶（CAT）的测定均参照高俊凤[17]

的方法。用SPAD仪测定叶片SPAD值，在待测叶片

上左右各测1次取平均值。每处理3次重复。

内源激素水杨酸（SA）、茉莉酸（JA）、脱落酸

（ABA）含量、1-氨基环丙烷羧酸（ACC）和吲哚乙酸

（IAA）的测定参考Guo等[18]的方法。称取0.1 g磨碎

的冻样置于 2 mL 离心管中，加入 1 mL 提取液[甲

醇、异丙醇体积比为 20∶80与 1%冰醋酸]，混匀后置

于 4 ℃冰箱内 7 h, 离心后（12 000 r · min- 1，10 min，

4 ℃）收集上清液，经 0.22 µm尼龙过滤器过滤后用

于测定。

Pro 的提取和测定根据 Li 等 [19]的方法。称取

0.1 g磨碎的冻样用 1 mL 50%的乙醇水溶液（含 0.1

mol ·L-1 HCl）匀浆研磨，12 000 r ·min-1离心 10 min。

上清液经0.22 µm水系过滤器过滤后用于测定。

内源激素和 Pro含量的测定均采用液相色谱-

质谱联用技术（LC- MS，LC：AC，ExionLC；MS：

Qtrap5500 AB Sciex），以流动相A（甲醇）和流动相B

（0.1%甲酸）为洗脱液，流速为0.3 mL ·min-1，样品注

入体积为10 μL。每处理3次重复。

1.6 病程相关基因表达量的分析

将诱抗效应分析试验中的叶片样品提取RNA，

经过反转录获得cDNA，以cDNA为模板，使用PR1、

PR4、PR8、ERF3、PAL、几丁质酶、β-1,3-葡聚糖酶基

因的荧光定量引物（表 1），对其表达量进行 qRT-

PCR测定。EF-1α为内参基因。

表 1 实时荧光定量 PCR 引物

Table 1 Quantitative real-time PCR primer sequence

引物名称 Primer name

EF-1α-F

EF-1α-R

PR1-F

PR1-R

PR4-F

PR4-R

PR8-F

PR8-R

ERF3-F

ERF3-R

PAL-F

PAL-R

Chitinase-F

Chitinase-R

β-1,3-glucanase-F

β-1,3-glucanase-R

序列 Sequence（5’- 3’）

ATTCAAGTATGCCTGGGTGC

CAGTCAGCCTGTGATGTTCC

GCAGCAGTAGGCGTTGGTCCCT

CCAGTGCTCATGGCAAGGTTTT

ACTCACAGTCACCATCCTCAAC

AATCGAACATCAGCTGAATAGG

CAAAACGGCAACGAAGGAAC

AAGTACCACTAGCGGGGTT

TCCTTCAAAGCTCCGCTGACTT

CCAAGATGGTGCCTGGAAATCA

GACCAAACGGTCAGACCCTCAATG

AGCCAAGCCAGAACCAACAGCAG

TGGAGGATGGGAAAGTGC

GGGTGAGTTGGATGGGTC

TGCCGTAGGAAACGAAAT

TGATGGAGGAAAGGAATT

1.7 数据统计与分析

利用SPSS 26.0软件统计所有数据，计算均值和

标准差，用 Tukey’s 法进行差异显著性分析（p ＜

0.05）。使用Excel 2019软件作图。

2 结果与分析

2.1 外源喷施GB的最适浓度筛选

接种苹果炭疽叶枯病病原菌后，与CK组相比，

不同浓度GB喷施处理组的叶片病斑面积有明显差

异（图1-A）。与0 mmol ·L-1浓度的GB处理组相比，

浓度为 1、2和 4 mmol ·L-1 GB处理组的平均病斑面

积分别减小62.2%、95.9%和8.9%，而6 mmol·L-1 GB

处理组增加 34.2%（图 1-B）。与 0 mmol ·L-1处理组

相比，其余4组的叶片REC分别下降21.1%、88.4%、

35.2%和2.0%，其中2 mmol·L-1 GB处理组显著降低

（p ＜ 0.05）（图 1-C）。1、2 和 4 mmol · L-1处理组与

0 mmol · L- 1 处理组相比，SPAD 平均增加 0.8%、

28.7%和5.4%，而6 mmol·L-1组平均减少7.0%，其中

2 mmol·L-1 GB处理组显著增加（p ＜ 0.05）（图1-D）。
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以上结果表明，外源喷施 2 mmol · L- 1浓度的 GB 溶

液，可最大程度地缓解炭疽叶枯病病原菌对苹果叶

片细胞造成的组织坏死和叶绿素降解。因此 2

mmol ·L-1是外源喷施GB处理提高苹果炭疽叶枯病

抗性的最适浓度。

2.2 外源喷施GB对接种苹果炭疽叶枯病病原菌的

叶片抗病性的效应分析

2.2.1 外源喷施GB对叶片病斑面积的影响 GLS

组的叶片平均病斑面积为GLS+GB组的 24.4倍，而

GLS+GB组的平均病斑面积与CK组的差异不大。

说明喷施GB可降低病原菌对叶片组织的破坏程度，

降低叶片组织坏死的面积，有利于叶片抵抗苹果炭

疽叶枯病病原菌的进一步侵染（图2）。

图 2 外源喷施 2 mmol·L-1 GB 对接种苹果炭疽叶枯病

病原菌的离体叶片表型的影响

Fig. 2 Effects of exogenous 2 mmol· L-1 GB on the phenotype

of apple leaves after inoculation with G. cingulata

2.2.2 外源喷施GB对叶片抗病响应中抗氧化酶活

性的影响 随着苹果炭疽叶枯病病原菌侵染时间的

延长，与CK组相比，CK+GB组、GLS组和GLS+GB

组的CAT酶活性分别增加231.1%、71.1%和353.3%，

POD酶活性分别增加33.3%、132.9%和151.0%，SOD

酶活性分别增加 154.9%、194.9%和 168.7%。GLS+

GB组的抗氧化酶活性比GLS组增强的趋势更显著，

且 CK+GB 组比 CK 组的抗氧化酶系统活性更高。

说明喷施GB可在病原菌入侵细胞组织后提高氧化

酶系统活性从而快速清除活性氧等物质，保护蛋白

等大分子物质及结构。同时，在正常条件下外源喷

A. 喷施不同浓度 GB 后叶片的发病情况；B. 病斑面积；C. 相对电

导率；D. 相对叶绿素含量。

A. Phenotype of infection leaves after exogenous GB with different

concentrations; B. Lesion area; C. Relative electrolytic leakage; D.

SPAD.

图 1 外源喷施 GB 处理最适浓度的筛选

Fig. 1 Screening of optimum concentration of exogenous

GB treatment
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图 3 外源喷施 2 mmol· L-1 GB 对接种苹果炭疽叶枯病病原

菌的离体叶片抗氧化酶活性的影响

Fig. 3 Effects of exogenous 2 mmol· L-1 GB on the activity

of antioxidant enzymes in apple leaves after inoculation

with G. cingulata
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施GB也可提高氧化酶活性，提前对外来病原菌的

侵害做出防御（图3）。

2.2.3 外源喷施GB对叶片抗病响应中内源激素含

量的影响 接种病原菌后，与CK组相比，CK+GB

组、GLS组和GLS+GB组的SA含量均升高，且 3个

处理组的SA含量基本是随时间的增加而逐渐升高

（图4-A）。CK+GB组一直比CK组的SA含量高，在

接种第4天显著增加了1 513.7%。GLS+GB组也一

直比GLS组的SA含量高，且增长幅度剧烈，在第 2

天显著增加了159.6%（p ＜ 0.05）（图4-A）。说明外

源喷施GB能促进SA的生物合成，抵御苹果炭疽叶

枯病病原菌的侵染。

与CK组相比，其余 3个处理组的 JA含量均显

著升高。由于 JA与SA存在拮抗关系，在接种前期3

个处理组的 JA含量均呈现先升高后下降的变化趋

势（图4-B）。CK+GB组的 JA含量在接种后1 d达到

最高值且比 CK 组显著增加了 1746.5%（p ＜

0.05）。GLS+GB组与GLS组的 JA含量在第 0.5天

均达到峰值，此时GLS+GB组比GLS组显著增加了

10.1%（p ＜ 0.05）。第 0.5 天后二者含量下降，而

GLS组在第 2天又先上升后下降（图 4-B）。说明外

源喷施GB后能正向调节 JA与SA的拮抗关系，减少

JA的合成，使GLS+GB组在第0.5天后始终保持 JA

含量的低水平状态。

与CK组相比，GLS组和GLS+GB组的ABA和

ACC 含量显著上升，但 GLS + GB 组比 GLS 组的

ABA和ACC含量更低，显著减少了 37.9%和 34.0%

（p ＜ 0.05）。CK+GB 组与 CK 组相比无显著差异

（图4-C和4-D）。说明GB能抑制ABA和ACC的合

成，减缓细胞组织衰老死亡的速度，延缓叶片衰老。

在病原菌侵染的过程中，IAA属于合成受到抑

制的激素。由图 4-E曲线趋势可知，GLS+GB组与

GLS组相比，IAA含量先达到最高值增加了 83.1%

后降低了 55.0% ，均达到显著水平（p ＜ 0.05）。

CK+GB组与CK组相比，无显著差异（图 4-E）。说

明外源 GB 在响应抗病通路中，能抑制 IAA 合成，

并促进 IAA快速降解，使组织细胞增殖分裂的速度

减慢，以不利于病原菌菌丝透过细胞壁破坏细胞结

构。

2.2.4 外源喷施GB对叶片抗病响应中 Pro含量的

影响 Pro是参与植物抗病生理生化反应的重要氨

基酸，在病原菌侵染植物组织过程中，植物体内会产

生大量Pro。与CK组相比，GLS组和GLS+GB组均

产生大量 Pro，并且其含量随着时间的增加逐渐增

多。除第0天和第4天外，GLS+GB组的Pro含量始

终显著低于GLS组（p ＜ 0.05），在第 0.5、第 1、第 2

和第6天分别减少了65.0%、76.6%、73.1%和71.2%；

CK+GB组的 Pro含量与CK组无明显差异（图 5）。

说明苹果叶片在响应抗病反应中，Pro的合成能降低

细胞渗透势来应对外界胁迫，但在正常条件下，外源
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GB并不能促进Pro的合成。

2.2.5 外源喷施GB对叶片抗病响应中病程相关基

因表达量的影响 抗病相关蛋白在植物抵抗病原

菌侵染过程中起到至关重要的作用，为了探讨外源

GB诱导的苹果炭疽叶枯病抗病性是否有抗病相关

蛋白和抗病途径关键基因的参与，对苹果的 PR1、

PR4、PR8、ERF3、PAL、几丁质酶、β-1，3-葡聚糖酶等

7个基因，分别在CK组、CK+GB组、GLS组和GLS+

GB组的6个时间点进行了表达量分析。结果（图6）

表明，苹果炭疽叶枯病病原菌侵染后能够诱导以上

7个基因表达上调。除ERF3、几丁质酶和 β-1，3-葡

聚糖酶基因外，其他基因在第 0.5、第 1、第 2、第 4和

第 6 天的表达量基本是 GLS+GB 组高于 GLS 组。

图 4 外源喷施 2 mmol·L-1 GB 对接种苹果炭疽叶枯病病原菌的离体叶片内源激素含量的影响

Fig. 4 Effects of exogenous 2 mmol·L-1 GB on the content of endogenous hormones in apple leaves

after inoculation with G. cingulata

图 5 外源喷施 2 mmol·L-1 GB 对接种苹果炭疽叶枯病病原

菌的离体叶片内源脯氨酸含量的影响

Fig. 5 Effects of exogenous 2 mmol·L-1 GB on endogenous

proline content in apple leaves after inoculation

with G. cingulata
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而ERF3基因的表达量在GLS+GB组与GLS组无明

显差异，β-1，3-葡聚糖酶基因的表达量在第 0.5 和

第 2 天时，GLS+GB 组高于 GLS 组，第 4 天时 GLS

组高于GLS+GB组，其他时间点无明显差异。几丁

质酶基因的表达量在第 0.5、每 1和第 2天时GLS+

GB 组高于GLS 组，第 4天时GLS 组高于GLS+GB

组，其余时间点无明显差异。以上结果说明，外源

喷施 GB 处理能不同程度地提高苹果炭疽叶枯病

病原菌侵染下叶片中病程相关基因的表达，促进抗

病相关物质的合成，提高苹果叶片抵抗病原菌的能

力。其中PR1、PR8、PAL、几丁质酶基因、β-1，3-葡聚

糖酶基因比PR4和ERF3基因的抗病响应更为显著。

图 6 外源喷施 2 mmol·L-1 GB 对接种苹果炭疽叶枯病病原菌的离体叶片病程相关基因表达的影响

Fig. 6 Effects of exogenous 2 mmol·L-1 GB on the expression of pathogenesis-related genes in apple leaves

after inoculation with G. cingulata
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3 讨 论

笔者在本研究中设置不同浓度梯度的外源喷施

GB处理组（0、1、2、4、6 mmol ·L-1），通过对接种苹果

炭疽叶枯病病原菌叶片的病斑面积、REC和 SPAD

等指标的分析，发现GB可以显著延缓病原菌对苹

果叶片的侵染过程，有效提高嘎拉-3叶片对苹果炭

疽叶枯病原菌的抗性，其中以外源喷施 2 mmol ·L-1

浓度效果最佳，这与GB提高西瓜抗枯萎病能力的

研究结果一致[16]。进一步分析发现外源GB不仅可

显著降低接病苹果叶片的 REC，提高抗氧化酶活

性，还能显著提高SA和 IAA含量，显著降低衰老相

关激素的含量，也能提高病程相关蛋白基因的表达

水平，表明外源喷施GB有助于增强苹果叶片的免

疫系统以抵御炭疽叶枯病病原菌的侵染。

ROS已被证明参与多种植物与病原菌的相互作

用[20]。一般活性氧是在植物受到逆境胁迫时急剧产

生，氧化清除系统平衡被打破，过量的活性氧造成细

胞结构和功能发生氧化损伤，影响植物的正常生命

活动。植物保护酶是植物抵御逆境伤害的第一道屏

障，负责清除活性氧，包括POD、SOD、CAT等抗氧化

酶。研究发现，通过外源施用GB，可以提高植物在

胁迫下SOD、CAT、POD等抗氧化酶的活性[21-22]，本研

究与前人研究的结果一致，GLS+GB组的CAT、POD

和SOD活性分别在第2、第6和第6天达到最大值，由

此能推测出外源喷施2 mmol·L-1 GB能在不同程度上

有助于提高苹果叶片抗氧化酶系统的活性，清除活

性氧对细胞结构和大分子活性物质的伤害。

SA、JA、ABA、乙烯和生长素参与了植物抗病反

应，是植物抗病反应中的重要信号物质[23-25]。在病原

菌侵染的过程中，SA与 JA的信号防御途径发生拮

抗作用[26]，ABA和ACC会大量合成与积累，而 IAA

这种致病因子含量会下降[27]。本试验结果与前人相

同，与GLS组相比GLS+GB组的SA含量增幅剧烈，

在 2 d时迅速达到最大值，同时 JA增高后又迅速降

低，推测外源GB可能增强了SA和 JA途径的拮抗作

用，进一步使SA的含量提升，更好地提高了植物抵

御病原菌的能力。与 GLS 组相比，GLS+GB 组的

ABA和ACC含量分别在第 2天和第 1天出现降低

的现象，这可能是因为GB缓解了炭疽叶枯病病原

菌造成的胁迫作用，或者GB可能参与了抑制ABA

和ACC的生物合成途径，最终达到减少叶片组织细

胞衰老死亡的效果[28]。与GLS组相比，GLS+GB组

的 IAA含量在第1天和第2天之间出现转折，在第1

天含量出现升高后又在第 2 天迅速下降。由此推

测，在苹果炭疽叶枯病病原菌侵染前期GB响应了

IAA合成抑制的信号，减缓或暂停细胞增殖过程，使

病原菌不利于入侵及扩散，在某种程度上也起到了

提高植物抗病性的效果。

Pro作为一种重要的渗透调节物质，当细胞受到

渗透胁迫时 Pro被转运至细胞质，通过降低细胞渗

透势，达到降低逆境对植物危害的作用[29]。本研究

中，与GLS组相比，GLS+GB组的Pro含量出现降低

的现象，且在第 6天 2组处理 Pro总量相差最多，这

可能与外源GB在苹果炭疽叶枯病病原菌侵染初期

诱导抗氧化酶系统活性迅速提高、产生大量 SA和

JA有关，从而缓解了病原入侵产生的生物胁迫，使

Pro生物合成量下降。

病程相关蛋白PRs是植物免疫系统中抵御外来

病原的重要组成部分，其中PR1主要参与SA抗病信

号通路，PR4主要参与 JA抗病信号通路[30]。接种苹

果炭疽叶枯病病原菌后，病程相关蛋白基因大量表

达，PR1、PR4、PR8、β-1，3-葡聚糖酶和几丁质酶基因

的表达量随着病原菌侵染时间的增加逐渐升高。同

时，抗病途径中合成苯丙氨酸解氨酶和乙烯的关键

基因PAL和ERF3的表达量，也随着病原菌侵染时间

的增加而升高。其中，与GLS组相比，GLS+GB组

的PR1、PR8和PAL基因表达量最高，而ERF3基因

表达量差异不显著，β-1，3-葡聚糖酶和几丁质酶基

因的表达量是抗病响应前期高，推测这有可能是外

源喷施GB处理后炭疽叶枯病病原菌侵染趋势得到

有效控制的结果。

4 结 论

筛选出 2 mmol ·L-1为外源喷施GB提高苹果对

炭疽叶枯病抗病性的最适浓度。叶片接种苹果炭疽

叶枯病病原菌后，GB参与了抗氧化酶系统的响应，

促进SA和 JA的积累，抑制ABA、ACC和 IAA合成，

提高抗病相关蛋白基因表达，最终使苹果炭疽叶枯

病病原菌的生长繁殖在侵染初期被有效抑制，从而

增强了苹果叶片对炭疽叶枯病的抗性。
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