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核桃果实黑斑病苯丙烷代谢途径关键酶和次生代谢物的变化1
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摘 要：【目的】核桃黑斑病（Walnut bacterial blight）对核桃（Juglans regia L.）的产量和品质构成了严重

威胁。在抗病过程中，植物自身的代谢系统起到了关键的作用。【方法】本研究以清香核桃（Juglans regia

L. Qingxiang）为试验对象，研究黑斑病对核桃果实发育不同时期渗透调节物质、氧化物质及苯丙烷代谢途

径关键酶和代谢途径中次生代谢物的影响。【结果】随着病程的发展，核桃果实在感病后可溶性糖（soluble

sugar，SS）和可溶性蛋白（soluble protein，SP）含量均随黑斑病胁迫时间的延长出现先上升后下降的趋势，

脯氨酸（proline，Pro）含量随黑斑病胁迫时间的延长不断增加，丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量随

黑斑病胁迫时间的延长呈现下降趋势；苯丙氨酸解氨酶（phenylalanine ammonia lyase，PAL）和 4-香豆酸

辅酶 A连接酶（4-coumarate-CoA ligase，4CL）活性和木质素、总酚（total phenol，TP）含量升高极显著

（p<0.01），肉桂酸-4-羟化酶（cinnamic acid 4-hydroxylase，C4H）活性和类黄酮的含量在病程中提升显著

（p<0.05）。【结论】苯丙烷代谢途径在核桃抵抗黑斑病的过程中发挥了一定的作用。
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Abstract：【Objective】Walnut bacterial blight poses a serious threat to the yield and quality of

Juglans regia L. In the process of disease resistance, the plant's own metabolic system plays a

crucial role. 【Methods】This study used Juglans regia L. Qingxiang walnut as the experimental

object to investigate the effects of black spot disease on osmoregulatory substances, oxidative

substances, key enzymes and secondary metabolites in phenylpropane metabolism pathways

during different stages of walnut fruit development. 【Results】The results showed that as the

disease progressed, the accumulation of soluble sugar (SS), soluble protein (SP), proline (Pro),
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and malondialdehyde (MDA) in walnut fruits increased with the increase of black spot stress after

infection; The activities of PAL and 4CL, as well as the contents of lignin and TP, increased

significantly (p<0.01), while the activities of C4H and the content of flavonoids increased

significantly (p<0.05) during the course of the disease, reflecting the role of the phenylpropane

metabolic pathway in the resistance of walnuts to black spot disease. Under normal conditions

(CK) and black spot susceptibility stress conditions (Xaj), the results showed that: The contents of

6 indexes of (soluble sugar, SS), (soluble protein, SP), (proline, Pro), (malondialdehyde, MDA),

were determined, and the dynamic changes of 4 indexes in three different periods were compared.

The results showed as follows: the SS content of Xaj decreased by 24.36% compared with CK at

day 30; SS content of Xaj increased by 30.48% compared with CK at day 60; SS content of Xaj

decreased by 21.00% compared with CK at day 90; Compared with CK, SP content of Xaj

increased by 30.46% at day 30, SP content increased by only 2.23% at day 60, and SP content

decreased by 77.74% at day 90. The Xaj content was 60.43% lower than CK at 30 d, 185.15%

higher than CK at 60 d, and 102.60% higher than CK at 90 d. The MDA content of Xaj was

200.98% higher than that of CK at 30 days, 2.34% higher than that of CK at 60 days, and 16.33%

lower than that of CK at 90 days. The research results indicate that black spot disease has a

significant periodic effect on the activities of PAL, C4H, and 4CL key enzymes in the

phenylpropanoid metabolism pathway of walnut fruit, as well as on the content of lignin,

flavonoids, and TP in secondary metabolites. The activity of PAL and 4CL, as well as the content

of lignin and TP, showed a significant increase (p<0.01) in the disease group after infection,

reflecting the key role of these enzymes in resisting black spot disease, indicating that walnut fruit

attempts to resist pathogen invasion by activating defense mechanisms. The activity of C4H

enzyme and the content of flavonoids also significantly increased in the subsequent course of the

disease (p<0.05), indicating that they play an important role in the walnut fruit's response to

pathogen infection. Over time, there will be a decrease in enzyme activity in walnut fruits,

indicating that after walnut infection, a large amount of energy and substances will be consumed

to improve the efficiency of phenylpropane metabolism, which may lead to gradual depletion of

resources. At this point, the walnut fruit may need to be restored to a more energy-efficient state to

maintain basic life activities, so the activity of PAL, C4H, and 4CL enzymes, as well as the

content of lignin, flavonoids, and TP, may decrease to conserve resources and avoid self injury

caused by excessive defense. The phenylpropane metabolic pathway is a complex biochemical

process, starting from phenylalanine and undergoing a series of enzymatic reactions to produce

various secondary metabolites including lignin, flavonoids, TP, etc. There is a close relationship

between key enzymes in the phenylpropane metabolic pathway and changes in the content of

secondary metabolites, which jointly participate in the response and adaptation process of plants to

biological stress. The upregulation of the phenylpropane metabolic pathway not only increases the

content of lignin, but also enhances the physical defense of plants. Meanwhile, the synthesis of

flavonoids has been increased through branching pathways, providing the ability for chemical



defense and adaptation to environmental changes. 【Conclusion】This comprehensive effect is a

synergistic strategy for plants to cope with adversity, ensuring their survival and reproduction.

Therefore, selecting and cultivating varieties with high PAL, C4H, and 4CL enzyme activity

backgrounds is expected to enhance the resistance of walnuts to black spot disease. In addition,

understanding the dynamic changes of these key enzymes and secondary metabolites during the

disease course can help develop targeted disease prevention and control strategies, such as

applying biostimulants or chemical regulators in advance during the disease prone period to

activate or maintain the activity of these key enzymes and improve the plant's disease resistance.
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核桃（Juglans regia L.）在全球范围内广泛种植，尤其在中国，核桃产业已成为推动地

方经济发展、促进农民增收、优化产业结构的重要支柱。然而，核桃产业的持续健康发展，

却面临着诸多挑战，其中，黑斑病的频繁暴发与蔓延，对核桃的产量和品质构成严重威胁。

核桃黑斑病，由黄单胞菌属尤其是核桃专化型黄单胞杆菌（Xanthomonas arboricola pv.

juglandis）引起，是全球核桃产业的一大威胁。病菌通过风雨、昆虫传播，侵害叶片、嫩梢

和果实，形成褐色或黑色病斑，严重时会导致组织坏死、病斑凹陷。核桃黑斑病的发病早晚

及发病程度与温度、湿度有关。在足够的湿度条件下，细菌侵染叶片的温度范围为 4~30°C，

侵染幼果的为 5~27°C。病菌的潜育期在不同部位也有差异，果实上为 5~34 d，叶片上为 8~18

d，但通常在大田环境下，这一过程 15 d即可完成；从发病时间上看，核桃黑斑病从 5月上

旬至 6月上旬开始发病，直至 7月下旬至 8月上旬，期间会反复侵染多次，核桃黑斑病的发

病期一般为 4~8月。黑斑病不仅破坏核桃外观品质，导致商业价值骤降，更严重的是造成产

量锐减。因此，黑斑病已成为制约核桃产量稳定和品质提升的关键因素[1]。

核桃果实发生黑斑病会导致细胞内的活性氧逐步地积累，对细胞膜系统造成伤害，严重

时甚至会导致植物细胞死亡。可溶性糖（soluble sugar，SS）是在植物体内扮演着重要的渗

透调节剂的角色，感病胁迫往往导致植物体内 SS含量增加，以增强植物抗逆性。当植物被

病原物及其代谢物侵染以后，一般都会抑制其体内正常蛋白质的合成；而可溶性蛋白（soluble

protein，SP）含量的变化与其抗病性相关。脯氨酸（proline，Pro）在植物的对抗逆境的反

应中，不仅可以作为渗透调节物质和能量来源，其含量也可以被用作评价植物抗病能力的标

准。丙二醛（Malondialdehyde，MDA）是植物膜脂过氧化产物，其含量能够较准确地反映

植物受损伤的程度[2-4]。

苯丙烷代谢是植物次生代谢的核心，其产物包括酚类化合物、黄酮类和木质素等，既是

植物结构成分，又具有强大的生物活性，对植物抗病、抗逆起着至关重要的作用。其中，苯

丙氨酸解氨酶（phenylalanine ammonia lyase，PAL）、肉桂酸 -4-羟化酶（cinnamic acid

4-hydroxylase，C4H）和 4-香豆酸辅酶 A连接酶（4-coumarate-CoA ligase，4CL）是这一途



径的关键调控酶。PAL作为限速酶，催化苯丙氨酸转化为反式肉桂酸，启动整个苯丙烷代谢。

C4H酶将反式肉桂酸转化为顺式肉桂酸，进一步进入多元酚合成路径。4CL 酶则催化顺式

肉桂酸与辅酶 A结合生成肉桂酸-CoA，衍生出多种酚类和黄酮类化合物。在植物抗病防御

中，苯丙烷代谢途径的激活常伴随着酚类物质的大量积累。这些物质可以直接抑制病原菌生

长，或通过增强细胞壁硬度、形成物理屏障，防止病原菌入侵。此外，酚类物质还能作为信

号分子，触发植物防御反应，诱导防御基因表达，增强系统性抗病性。已有研究揭示，不同

核桃品种在应对黑斑病时，其苯丙烷代谢途径关键酶活性及酚类物质积累水平与抗病性能密

切相关。如抗病品种在病原侵染后，PAL、C4H和 4CL酶活性及次生代谢物木质素、类黄

酮和总酚（total phenol，TP）含量显著高于感病品种，高效运转的苯丙烷代谢途径可能是抗

病品种对抗黑斑病的重要机制[5-6]。

清香核桃（Juglans regia L. Qingxiang）目前在北方种植面积比较广泛的核桃品种，在我

国核桃生产中具有比较好的发展前景，但是广大农户反映该品种在生产中存在较易感染核桃

树黑斑病，发病率较高，对核桃树种植户造成了一定的损失。本试验以清香核桃果实为研究

对象，研究黑斑病病程中苯丙烷代谢途径中 3种关键酶（PAL、C4H和 4CL）的活性变化以

及代谢途径中次生代谢物木质素、类黄酮和 TP含量的变化，旨在揭示核桃果实在不同感病

时期苯丙烷代谢的动态响应及其与抗病性的内在联系。通过深入了解这些关键酶在核桃防御

黑斑病中的具体作用，有助于为我们筛选获得抗黑斑病的核桃新种质提供一定的理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

材料品种为清香核桃，栽植于河南省济源市露地生产田，八年生植株。

1.2 方法

核桃坐果后 30、60和 90 d到生产田采集果实，共采集三个时期。（1）对照材料（CK）：

无病核桃果实；（2）黑斑病感病材料（Xaj）（图 1）：感染黑斑病的核桃果实。两种材料

分别采集 30个核桃果实，放入泡沫箱低温冷藏带回实验室，放置到 4℃冰箱中保存待用。

1.2.1 黑斑病胁迫下核桃果实渗透调节物质和氧化物质含量的测定

SS、SP、Pro 和MDA含量测定采用分光光度计法（722型分光光度计，上海仪电分析

仪器有限公司）进行测定，测定试剂盒为 BC0030、BC3180、BC0290 和 BC0020（北京索

莱宝科技有限公司）。具体操作步骤严格按照试剂盒所提供的说明书执行，3次重复。

1.2.2 黑斑病胁迫下核桃果实苯丙烷代谢途径关键酶的测定

苯丙烷代谢途径中 PAL、C4H和 4CL酶活性测定采用分光光度计法（721G型分光光度

计，上海仪电分析仪器有限公司）进行测定，测定试剂盒为 BC0210、BC4080和 BC4220（北

京索莱宝科技有限公司）。具体操作步骤严格按照试剂盒所提供的说明书执行，3次重复。

1.2.3 黑斑病胁迫下核桃果实苯丙烷代谢途径次生代谢物的测定

苯丙烷代谢途径次生代谢物中的木质素、类黄酮和 TP的含量测定方法均为分光光度计



法（木质素采用 721G型分光光度计；类黄酮和 TP 采用 722型分光光度计，均为上海仪电

分析仪器有限公司），由北京索莱宝科技有限公司提供试剂盒，试剂盒型号分别为 BC4200、

BC1330和 BC1340。操作步骤严格按照试剂盒所提供的说明书执行，3次重复。

主要操作步骤：

①采集回来的核桃果实称取果仁 0.1 g。

②将材料放在预冷的研钵中，加入 1 ml提取液，进行冰浴研磨。

③使用低温离心机进行离心，取上清液，置冰上待测。

④按照试剂盒说明书上的步骤和计算公式进行酶活测定以及计算（使用到紫外分光光度计、

可见光分光光度计和水浴锅等）。

1.2.4 数据处理与分析

使用 Excel 2019处理数据，SPSS 20.0用于分析数据，Origin 2022软件进行绘图。

2 结果与分析

2.1 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期渗透调节物质含量的变化

由图 2A 可以看出，30 d 时黑斑病感病胁迫条件下的 SS 含量比 CK 的 SS 含量下降了

24.36%，60 d时黑斑病感病胁迫条件下的 SS含量比 CK的 SS含量上升 30.48%，说明在感

病条件下，病原菌的侵入可能会诱导植物体内小分子多糖的水解，造成 SS 含量增加，SS

含量升高是一种感病的生理生化表现。核桃果实细胞中进行大量的物质积累，90 d时 SS含

量比 CK的 SS含量显著降低（p<0.05）。

由图 2B可以看出，30 d时黑斑病感病胁迫条件下 SP 含量相比 CK含量上升 30.46%，

60 d时 SP 含量上升仅 2.23%，这可能是由于在感病条件下，病原菌的刺激激活植物体蛋白

合成酶的活性，或者抑制了蛋白降解酶的活性，导致感病的组织细胞内 SP含量增加。而在

90 d时 SP含量显著（p<0.05）下降了 77.74%，可能是由于该时期黑斑病感病胁迫条件下降

解 SP以参与抗病物质的合成增强了其抗病性。

由图 2C可以看出，30 d时黑斑病感病胁迫条件下的 Pro 含量比 CK的 Pro 含量极显著

（p<0.01）降低了 60.43%，由于 Pro 的含量较低，导致体内渗透平衡受损，病原菌更容易入

侵细胞。60 d时黑斑病感病胁迫条件下的 Pro 含量比 CK的 Pro含量极显著（p<0.01）升高

了 185.15%，90 d时黑斑病感病胁迫条件下的 Pro含量含量比 CK的 Pro含量极显著（p<0.01）

升高 102.60%，60 d和 90 d时产生了大量的 Pro。

由图 2D可以看出，MDA含量在 30 d时黑斑病感病胁迫条件下比 CK极显著（p<0.01）

升高 200.98%，表明该时期细胞膜脂受损的程度较为严重，细胞膜的膜脂过氧化程度较强。

MDA含量在 60 d时黑斑病感病胁迫条件下比 CK仅升高 2.34%，说明该时期细胞膜损伤程

度减轻。MDA 含量在 90 d时黑斑病感病胁迫条件下比 CK降低 16.33%，与同时期的 CK相

比，黑斑病感病胁迫条件下显著降低（p<0.05）。



图 1 黑斑病胁迫下不同发育时期的核桃果实

Fig.1 Walnut fruits at different developmental stages under black spot disease stress

A.SS含量；B.SP含量；C.Pro含量；D.MDA含量；数据以平均值±SD表示，差异以*，p<0.05和**，p<0.01

表示，下同。



A. SS content; B. SP content; C. Pro content; D. MDA content. The data is expressed as mean ± SD, and

differences are expressed as *, p<0.05, and * *, p<0.01, respectively. the same below.

图2 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期渗透调节物质含量的变化

Fig.2 Changes in the content of osmoregulatory substances during different stages of walnut

fruit development under black spot disease stress

2.2 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径关键酶的变化

植物在应对生物胁迫的过程中，PAL酶扮演者至关重要的角色。由图 3A可以看出，在

30 d时，无论是 Xaj还是 CK，核桃果实的 PAL酶活性都相对较低，变化不大。说明核桃此

时处于刚感病的状态，体内的酶活性还处于比较稳定的状态，还未参与到抗病过程。感病一

个月以后，Xaj中 PAL 酶活性极显著提升（p<0.01）。60 d 时，与同时期的 CK相比，Xaj

的酶活提升了 34.1%。60 d与 30 d相比，CK的酶活提升了 193%，而 Xaj的酶活则提升了

406.2%。核桃感病一个月后 PAL酶活性提升明显，说明此时 PAL酶已经参与到核桃果实对

黑斑病的调控过程中。植物体内 PAL酶活性增加，有助于提高代谢途径内其他次生代谢物

质的产量，以便于提高抗病性。到 90 d时，CK与 Xaj的 PAL酶活性均下降明显，与 CK相

比，Xaj中的酶活下降了 19.3%。90 d与 60 d相比，无论是 Xaj本还是 CK，核桃体内 PAL

酶活性明显下降，CK 下降了 57.1%，Xaj下降了 74.2%，说明核桃果实体内 PAL酶已经开

始进入衰退期。从整体来看，当核桃遭受到病原微生物侵染后，核桃果实中 PAL酶活性的

变化整体表现为先升高后降低的趋势，升高后会出现一个下降的现象。PAL酶的活性可能因

反馈抑制或拮抗机制而下降，这是核桃果实为了保持代谢平衡和避免长期高成本防御的自我

调节。

C4H酶活性的升高，可以促进苯丙烷代谢酚酸类物质的合成，形成的香豆酸、阿魏酸

和咖啡酸等酚酸可直接消灭病原物，从而对病原菌的生长繁殖产生抑制作用。由图 3B可以

看出，在 30 d时，Xaj对比 CK无明显变化，说明核桃刚感病时体内的酶还处在正常代谢的

状态，还未参与到核桃果实对黑斑病的调控过程中。随着病程的发展，到 60 d时，Xaj的酶

活显著提升（p<0.05），与同时期 CK相比提升了 17.2%。60 d与 30 d相比 CK提升了 23.2%，

Xaj提升了 35.6%。说明随着病程的发展，C4H酶已经开始参与到核桃果实对和黑斑病的调

控过程中。随着果实的发育与病程的发展，到 90 d时，Xaj与 CK的酶活均有所下降，两者

之间并无显著关系，但 Xaj的酶活依旧高于 CK，与 CK相比，Xaj提升了 17.3%，说明此时

C4H酶依旧在核桃的抗病进程中发挥着作用。整体来看，核桃感病后 Xaj的酶活与 CK相比

发生了较大程度的升高，说明当核桃受到病原微生物侵染以后，激活了苯丙烷代谢途径，

C4H酶会提高活性以保证对病原微生物的抗性，从而增强核桃果实抗病性。

4CL酶在植物苯丙烷代谢网络中扮演着关键的节点角色，它对于多种具有抗菌活性次生

化合物的合成至关重要。在 4CL酶的催化作用下，植物会形成多种代谢物。这些代谢物不

仅能够直接抑制病原微生物的活动，还能够在植物免疫系统中发挥间接保护作用，抵御病原



菌的侵袭。由图 3C可以看出，30 d时，Xaj对比 CK的酶活无显著变化，说明核桃刚感病

时 4CL酶还处于比较稳定的状态，并未参与到核桃果实抗病的代谢过程。感病一个月后，

到 60 d时，两组酶活均有提高，与同时期 CK相比，Xaj的酶活极显著提升（p<0.01），提

升了 19.7%。60 d与 30 d相比，CK提升了 12.2%，Xaj提升了 38%。到 90 d时，两组酶活

均有所下降，两者活性变化不显著。与同时期 CK相比，Xaj下降了 5%，说明核桃果实内

4CL酶可能已经进入衰退期，酶的活性可能因反馈抑制等机制而下降。整体来看，两组的酶

活变化都呈现出了先升后降的趋势，但 Xaj酶活的变化幅度明显大于 CK，说明 4CL酶在核

桃果实对黑斑病调控的进程中发挥了积极的作用。

A.PAL活性；B.C4H活性；C.4CL活性

A. PAL activity; B. C4H activity; C. 4CL activity

图 3 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径关键酶的变化

Fig. 3 Changes in key enzymes involved in phenylpropane metabolism pathway during

different stages of walnut fruit development under black spot disease stress

2.3 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径次生代谢物的变化

木质素是植物细胞壁的主要成分之一，对于增强细胞壁的机械强度和减少病原体入侵至

关重要。在生物胁迫下，PAL、C4H和 4CL 酶活性的升高会促进木质素合成，可以加固细

胞壁，从而阻止病原体扩散。由图 4A可以看出，30 d时，Xaj对比 CK的含量无显著变化。

说明刚感病时核桃体内苯丙烷代谢途径中的次生代谢物还处于正常产生的状态，并未参与到

抗病的过程中。感病一个月以后到 60 d时，CK与 Xaj的木质素含量均有提高，与同时期的

CK相比，Xaj的含量呈现出极显著提升（p<0.01），提升了 31.5%。60 d与 30 d相比，CK

提升了 114.6%，Xaj提升了 198.1%。说明木质素的增加可以加强细胞壁的机械强度，形成

物理屏障，在一定程度上可以阻止病原体的入侵和扩散。90 d时，CK的含量有略微提升，

与 60 d的 CK相比提升了 2.5%；Xaj的含量有所下降，与 60 d 的 Xaj 相比下降了 11.3%。

但 Xaj含量依旧高于 CK，与同时期 CK相比，Xaj的含量显著提升（p<0.05），提升了 13.8%。

说明木质素在核桃抵抗黑斑病的进程中发挥了作用。整体来看，当核桃遭受到病原微生物的

侵染后，果实内木质素的变化整体呈现出先升高后降低的趋势。说明随着病害的进一步发展，

核桃可能会启动其他的防御机制，如产生抗病蛋白、分泌抗菌物质等，此时木质素的合成和



积累可能会达到一个平台期或有所下降。

类黄酮是一类具有抗氧化和抗菌性质的次生代谢物，能够结合并中和有害的自由基，保

护植物细胞免受氧化损伤。同时，某些类黄酮还能作为信号分子参与植物的防御反应，或直

接抑制病原体生长。PAL、C4H 和 4CL酶的活性增强可以促进类黄酮的合成，加强植物的

防御体系。从图 4B可以看出，30 d 时，Xaj对比 CK 的含量无显著变化。说明刚感病时核

桃果实内苯丙烷代谢途径中的次生代谢物还处于正常的代谢状态，未参与到核桃果实对黑斑

病调控的过程中去。到 60 d时，CK与 Xaj的类黄酮含量均有提高，与同时期的 CK相比，

Xaj的含量显著提升（p<0.05），提升了 31.3%。60 d与 30 d相比，CK提升了 285.2%，Xaj

提升了 379.5%。类黄酮在核桃感病后的变化趋势与木质素类似。说明核桃在感病后，类黄

酮的含量会升高来清除有害物质和参与化学防御反应。到 90 d时，两组含量均有所下降，

与 60 d 相比，CK 下降了 44.3%，Xaj 下降了 45.1%。但 Xaj 含量依旧高于 CK，与同时期

CK相比，Xaj的含量显著提升（p<0.05），提升了 29.3%，说明类黄酮依旧在核桃应对黑斑

病的过程中发挥着作用。整体来看，当核桃遭受到病原微生物的侵染后，类黄酮的变化整体

呈现出先升高后降低的趋势。说明随着病害的进一步发展，核桃可能会调整自身的防御策略，

类黄酮的合成和积累可能会受到其他因素的影响而发生变化。

TP包括了多种酚类化合物，它们在植物防御中扮演多重角色，包括抗氧化、抗微生物

和吸引天敌等。在生物胁迫下，苯丙烷代谢途径关键酶活性的提高，加速了酚类物质的合成，

增强了植物的抗性。从图 4C可以看出，30 d 时，Xaj对比 CK的含量无显著变化。到 60 d

时，CK与 Xaj 的类黄酮含量均有提高，与同时期的 CK相比，Xaj的含量呈现出极显著提

升（p<0.01），提升了 23.3%。60 d与 30 d相比，CK提升了 501.5%，Xaj提升了 554.1%。

说明核桃在感病后，为了抵抗病原菌的入侵，可能会启动一系列防御机制，包括增加 TP等

次生代谢物质的合成。这些物质可以抑制病原菌的生长和繁殖，减轻病害对核桃果实造成的

伤害。到 90 d时，两组含量均有所下降，与 60 d相比，CK下降了 3.2%，Xaj下降了 15.6%，

但 Xaj 含量依旧高于 CK，与同时期 CK相比，Xaj的含量提升了 7.5%，说明 TP 依旧在核

桃抗病过程中发挥作用。整体来看，当核桃遭受到病原微生物的侵染后，TP的变化整体呈

现出先升高后降低的趋势。TP 的下降可能是因为病原菌已经破坏了核桃果实细胞结构，导

致 TP等物质的合成受到抑制或无法合成足够的量来抵抗病害。



A.木质素含量；B.类黄酮含量；C.TP含量

A. Lignin content; B. Flavonoid content; C. TP content

图 4 黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径次生代谢物的变化

Fig. 4 Changes in secondary metabolites of phenylpropane metabolism pathway during

different stages of walnut fruit development under black spot disease stress

3 讨 论

3.1 关于黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期渗透调节物质变化的研究

在黑斑病胁迫下，核桃果实可能会通过调整其内部的糖类、无机盐、氨基酸等渗透调节

物质的含量来应对病害带来的压力。这些物质的变化可能旨在维持果实的正常生理功能，减

轻病害对果实发育的不良影响。本试验研究发现清香核桃患黑斑病 60 d时 SS含量升高，90

d时含量下降，这与李亚等[7]试验研究结果一致。糖类是动植物新陈代谢的基础，植物体内

的糖不仅可以作为各种代谢反应的物质和能量来源，还可以为病原菌提供营养来源。SS 是

植物体内重要的渗透调节剂，感病胁迫往往导致植物中 SS含量升高，从而提升植物抗逆性

[8-9]。SP 被认为是参与机体渗透调节的关键物质之一，经常作为评估品种抗性的重要标准。

植物细胞降解的可溶性蛋白是合成抗病物质的物质基础[7]。本试验中 30 d和 60 d时黑斑病

感病胁迫条件下的 SP 含量相比 CK含量上升，这是由于在感病条件下，病原菌的刺激可能

会激活植物体蛋白合成酶的活性，或者抑制蛋白降解酶的活性，使得染病的组织细胞内 SP

含量增加，90 d 时 SP 含量反而下降了 77.74%，是由于该时期黑斑病感病胁迫条件下降解

SP以参与抗病物质的合成，从而增强了其抗病性。这与李亚等[7]的试验研究结果一致。Pro

作为渗透调节物质，是植物在生物胁迫下形成的一种重要的代谢适应性机制，它不仅可用于

维持细胞内外渗透平衡，还可以提高植物抵抗逆境的能力。目前对植物渗透调节物质的研究

主要集中在其抗氧化活性和细胞保护功能等方面。此外在自由基清除方面也有重要作用[10-11]。

本试验研究中 Pro含量变化呈现不断上升的趋势，这与李亚等[7]的试验研究结果一致。这种

变化可能由于 Pro的积累较少，破坏机体内的渗透平衡，使得病原菌更容易侵入。当植物体

被病原菌侵染时，能够迅速产生 Pro以减轻由于渗透失衡造成的酶蛋白变性，并通过调节组

织细胞的渗透压来抵御外界环境的胁迫，发挥抗性作用。MDA含量的增加可能导致细胞及

细胞膜受损，其含量可以用来检测膜脂受损程度，从而反映细胞膜脂过氧化的程度[12]。本

试验中相比于 CK，30 d时黑斑病感病胁迫条件下的MDA含量呈升高趋势，这与赵秀娟等[3]

的试验研究结果一致。

3.2 关于黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径关键酶变化的研究

PAL是苯丙烷代谢途径的第一个酶，催化 L-苯丙氨酸转化为肉桂酸，这是整个途径的

起始步骤。这一转化标志着从初级代谢向次级代谢的转变。肉桂酸随后进入不同的分支，生

成多种重要的次生代谢物。在植物抗病过程中，PAL酶的活性增强可以促进酚类化合物和植

保素的合成，这些物质能够直接抑制病原体或参与植物的防御信号传导，增强植物的抗病性



[12-14]。C4H酶紧接着 PAL酶的作用，将肉桂酸转化为 4-香豆酸，这是苯丙烷途径中的一个

关键转化步骤。这个反应使产物向木质素、类黄酮等化合物的合成方向推进。在植物抵抗病

原体侵袭时，C4H酶的活性增强有助于加速合成具有抗病作用的酚类物质和木质素沉积，

形成物理屏障，限制病原菌的扩散[15]。4CL酶负责将 4-香豆酸等酚酸转化为相应的辅酶 A

酯（如 4-香豆酰-CoA），这是进一步合成木质素、类黄酮等化合物的前体。作为苯丙烷途

径中转向下游分支的最后一个酶，4CL酶的活性对调节下游产物的合成至关重要。在植物的

抗病机制中，4CL酶通过促进这些次生代谢物的合成，不仅直接参与到化学防御中，还可能

通过调节细胞壁的加固，增强植物的物理防御能力[16]。本试验研究发现清香核桃在感染黑

斑病后这些酶活性的变化均呈现先升高后降低的趋势，这些酶在前期推动了苯丙烷代谢途径，

激发了清香核桃对黑斑病胁迫的自身保护机制，是清香核桃适应环境的能力的体现。本试验

与尚军等[13]的试验研究结果一致。

3.3 关于黑斑病胁迫下核桃果实发育不同时期苯丙烷代谢途径次生代谢物变化的研究

木质素、类黄酮和 TP含量的升高说明了当核桃遭受病原体侵染时，为了抵抗病原体，

其体内的苯丙烷代谢途径会提高次生代谢物的产量来提高自身的抗病能力。木质素、类黄酮

和 TP是苯丙烷代谢途径中重要的次生代谢物，它们在植物感病后的变化趋势通常与植物的

抗性密切相关[17-18]。木质素是一种复杂的酚类聚合物，主要存在于植物细胞壁中，具有增强

细胞壁强度、抵抗病原体入侵的功能。当植物受到病原体感染时，木质素的合成和积累通常

会增加。这是因为木质素的增加可以加强细胞壁的机械强度，形成物理屏障，阻止病原体的

进一步入侵和扩散。此外，木质素还参与植物对病原体的化学防御反应，例如通过氧化反应

产生有毒物质来杀死或抑制病原体的生长。类黄酮是一类广泛存在于植物中的多酚类化合物，

具有多种生物活性，包括抗氧化、抗炎和抗菌等。在植物感病后，类黄酮的合成和积累也会

发生变化。一方面，类黄酮的抗氧化作用可以帮助植物清除因病原体感染而产生的有害物质，

减轻植物受到的损伤。另一方面，类黄酮还可以参与植物的化学防御反应，通过抑制病原体

的生长和繁殖来减少病害的发生。TP是一类广泛的酚类化合物的总称，包括了单酚和多酚

等。在苯丙烷代谢途径中，TP 占据核心地位，因为它们不仅作为结构成分参与植物细胞壁

的加强，还具有多种生物学功能，如抗氧化、防御响应、吸引传粉者、以及调节植物生长发

育等。TP的合成与积累是植物响应环境变化如病原体攻击、物理伤害、紫外线照射的一种

策略，体现了植物次生代谢在适应性和生存竞争中的重要作用。植物在感病后，其 TP含量

的变化趋势通常与植物对病害的抵抗能力有关。TP是植物体内的一类重要次生代谢物质，

它们具有抗氧化、抗菌、抗病毒等多种生物活性，对于植物抵抗外界胁迫如病害、虫害等具

有重要意义[19-20]。本试验与张昱等[18]的试验研究结果相似，研究发现清香核桃在感染黑斑病

后木质素、类黄酮和 TP含量升高，说明核桃在遭受病原体侵染时，苯丙烷代谢途径被激活，

次代谢生物产量增加，以增强抗病能力。这些次生代谢物的变化体现了核桃对病原体胁迫的

适应能力。



苯丙烷代谢途径是植物应对逆境的一种协同策略，确保了植物的生存与繁衍。因此，筛

选和培育具有高 PAL、C4H和 4CL酶活性背景的品种，有望增强核桃对黑斑病的抵抗力。

此外，了解这些关键酶以及次生代谢物在病程中的动态变化，有助于制定针对性的病害防治

策略，如在病害易发期提前施加生物刺激剂或化学调控剂，以激活或维持这些关键酶的活性，

提高植株的抗病能力。

4 结论

在黑斑病胁迫下，清香核桃果实通过调整其内部的可溶性糖、可溶性蛋白、脯氨酸及丙

二醛等渗透调节物质的含量来应对病害带来的压力，在苯丙烷代谢途径中，经过一系列酶促

反应，产生包括木质素、类黄酮、TP等多种次生代谢物，苯丙烷代谢途径各种酶活性的上

调不仅提高了木质素的含量，增强了植物的物理防御，同时，通过分支途径增加了类黄酮的

合成，提供了化学防御和适应环境变化的能力。它们共同参与了清香核桃果实对黑斑病胁迫

的响应和适应过程。
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