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山定子抗苹果褐斑病菌侵染过程中 ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ与类 ｃａｓｐａｓｅｓ活性的检测

范 涛，任 斌，韩青梅，黄丽丽
（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，陕西 杨凌 ７１２１００）

摘 要：接种褐斑病菌分生孢子悬浮液于山定子与富士苹果叶片，接种后１、３ｄ和５ｄ取样，提取 ＤＮＡ，检测
ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；提取样品粗蛋白，用特异性荧光底物检测粗蛋白中类 ｃａｓｐａｓｅ活性，探索山定子受褐斑病菌侵染过程中
引起的细胞程序性死亡（ＰＣＤ）与抗性的关系，检测 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ和类 ｃａｓｐａｓｅｓ活性变化的规律。研究发现：在接种后
１、３ｄ和５ｄ，山定子和富士苹果叶片中没有明显 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ的产生；受检测的 ＹＶＡＤａｓｅ、ＤＥＶＤａｓｅ、ＩＥＴＤａｓｅ和 ＶＥＩ
Ｄａｓｅ活性在接种后１ｄ和３ｄ没有显著变化，但在接种后５ｄ，活性均降低３０％左右，显著低于对照。研究表明，山
定子在褐斑病菌侵染过程中并没有ＤＮＡｌａｄｄｅｒ产生，但却伴随着类ｃａｓｐａｓｅ活性的下降。
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由 Ｄｉｐｌｏｃａｒｐｏｎｍａｌｉ侵染引起的苹果褐斑病主要
侵染叶片引起苹果树早期大量落叶，造成严重产量

和经济损失。抗性资源的开发和利用是防治苹果褐

斑病菌最经济的方法。目前种植的苹果品种对苹果

褐斑病的抗性虽存在明显差异，但缺乏免疫或高抗

材料［１］。作为苹果育种的砧木苹果属山定子（Ｍａｌｕｓ
ｂａｃｃａｔａ）被发现对褐斑病具有高水平抗性，其抗性表

现在受相同致病力褐斑病菌侵染时，叶片上产生非

常小的病斑，且繁殖体数量非常稀少［２］。组织学观

察发现，在接种后３ｄ，褐斑病菌在山定子内的扩展
受到抑制，病原菌被局限在角质层下，致使病菌生长

发育推迟。在接种后７ｄ，受侵染山定子叶肉细胞出
现细胞死亡，表现出细胞质皱缩、细胞核和液泡解

体、叶绿体肿胀等特征［３］，但山定子细胞死亡的原因



及其与山定子抗性机理的关系仍然未知。

细胞程序性死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）被
定义为发生在真核生物生长发育阶段或逆境胁迫响

应过程，产生的由基因控制的细胞自动消除的现

象［４］。发生 ＰＣＤ细胞常见有液泡破裂、细胞器解
体、染色质皱缩和ＤＮＡ的片段化等特征。ＤＮＡ片段
化过程是由于位于细胞核的 ＣＡＤ（ｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ）受类 ｃａｓｐａｓｅ－３激活［５］，进而在核
小体连接处特异地切断 ＤＮＡ链。被切断的 ＤＮＡ片
段呈１８０～２００ｂｐ倍数增加，通过琼脂糖凝胶电泳可
检测到ＤＮＡ片段呈明显的梯状排列，被称为“ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ”［６］。类 ｃａｓｐａｓｅ活性则广泛参与到植物 ＰＣＤ
过程的信号传导和执行中，其中具有类 ｃａｓｐａｓｅ－１
活性的ＶＰＥｓ（ｖａｃｕｏｌａｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ）与液泡的裂
解直接相关，已被证明参与ＴＭＶ诱导的携带Ｎ抗性
基因烟草叶片抗性ＰＣＤ反应中［７］。

现有研究结果表明，不同苹果材料对褐斑病菌

的抗性机理存在共性特征，如主效基因效应的数量

性状抗性遗传［８－９］和几丁质酶、β－１，３葡聚糖酶等
ＰＲ蛋白的参与［１０－１１］。因此，本研究旨在探索山定
子在褐斑病菌侵染扩展过程中发生的细胞死亡机

理，检测 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ和类 ｃａｓｐａｓｅｓ活性变化的规律，
为阐明山定子抗褐斑病菌机理提供重要依据，同时

也对苹果抗褐斑病机理的研究具有借鉴意义。

１ 材料与方法

１．１ 植物材料与菌株

植物叶片来自山定子和富士苹果（感病材料）两

年生幼苗。幼苗栽培于人工温室，光照充足，设有隔

虫网，每周一次用 １０×Ｈｏａｇｌａｎｄ’ｓ培养液灌根。选
择一年生枝条３～７位完全展开叶作为离体接种材
料。

供试苹果褐斑病菌株 Ｈｐｈ－１４１由西北农林科
技大学植物病害综合治理实验室提供，经离体叶片

接种鉴定为高致病力菌株［２］。菌株纯培养品保存于

－８０℃。活化过程将菌体接种于 ＰＤＡ培养基，２５℃
培养２０ｄ。
１．２ 主要试剂

荧光底物 Ａｃ－ＹＶＡＤ－ＡＭＣ、Ａｃ－ＤＥＶＤ－
ＡＭＣ、Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＡＭＣ与 Ａｃ－ＶＥＩＤ－ＡＭＣ购买于
Ｍｅｒｃｋ公司。

蛋白提取缓冲液：２５ｍＭＭＯＰＳ（ｐＨ７．５），１ｍＭ
ＥＤＴＡ、５ｍＭＤＴＴ、１０％蔗糖２ｍＭＰＭＳＦ。

Ｃａｓｐａｓｅ反应缓冲液：１００ｍＭＮａＡｃ、１０％ 蔗糖、
０．１％ＣＨＡＰＳ（ｐＨ５．５）

３％ＣＴＡＢ裂解液：３％ＣＴＡＢ、１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、２ｍｏｌ·
Ｌ－１ＮａＣｌ，用前加入２％ＰＶＰ和２％β－巯基乙醇。
１．３ 菌株复壮与孢子悬浮液制备

采集健康的富士苹果叶片用０．６％次氯酸钠溶
液表面消毒３ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，用于菌株复壮。
将活化菌落从培养基上刮下，用研钵轻轻研磨后制

成菌悬液。用移液枪接种于处理过的叶片上，每滴

１０～２０μＬ菌悬液，用饱和无菌水的脱脂棉包裹叶
柄。转移叶片到用０．６％次氯酸钠溶液消毒后的托
盘中，覆盖保鲜膜保湿，于 ２５℃放置 １４ｄ。待叶片
表面涌出病菌分生孢子团，用含０．１％吐温８０无菌
水反复冲洗并收集，调整浓度到 ５×１０５个
孢子·ｍＬ－１，孢子悬浮液４℃保存待用。
１．４ 离体叶片接种与样品收集

待接种富士与山定子叶片用０．６％ ＮａＣｌＯ溶液
表面消毒。叶片正面用记号笔对称位置标记 ７ｍｍ
直径接种点８～１０个，每个接种点用移液枪点接１０

μＬ分生孢子悬浮液，空白对照样品接种１０μＬ无菌
水。接种后的叶片放置到托盘中保湿，之后置于

２５℃环境培养，每日光照１６ｈ。叶片接种后１、３ｄ和
５ｄ收集样品。样品收集时，随机选择接种叶片，利
用７ｍｍ打孔器对接种点取样，每１６个接种点为一
组样品。样品收集后即刻浸入液氮中处理，之后－
８０℃保存。
１．５ 样品ＤＮＡ提取

山定子与富士苹果样品 ＤＮＡ提取参照 ＣＴＡＢ
法［１２］进行。取样品约 １００ｍｇ，放入液氮充分研磨。
之后样品粉末与８５０μＬ预热３％ ＣＴＡＢ裂解液充分
混合，６５℃温育３０ｍｉｎ后再加入８５０μＬ酚∶氯仿∶异
戊醇（２５∶２４∶１）充分混合。１２０００ｒｐｍ，４℃离心 １５
ｍｉｎ。转移上清并加入等体积氯仿，稍稍混匀后４℃
离心１５ｍｉｎ。再转移上层清液并加入２倍体积无水
乙醇，－２０℃沉淀 ３０ｍｉｎ。４℃离心收集 ＤＮＡ析出
物，并用４５０μＬ７５％乙醇（ｖ／ｖ）洗涤沉淀两次，即获
得纯净 ＤＮＡ样品。加水溶解后，样品加入 １０
ｍｇ·ｍＬ－１ＲＮａｓｅＡ，３７℃温育３０ｍｉｎ，以去除 ＲＮＡ残
留。

１．６ ＤＮＡｌａｄｄｅｒ检测
利用５×ＴＡＥｂｕｆｆｅｒ和琼脂糖制备２％琼脂糖凝

胶，向胶槽中点入处理组与对照组样品 ＤＮＡ及
ｍａｒｋｅｒ，１５０Ｖ电泳 ３０ｍｉｎ用于检测。电泳结果经
ＥＢ染色并照相。试验重复３次。
１．７ 样品粗蛋白提取

山定子与富士叶片样品活性粗蛋白提取参照文
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献［１３］的方法。取１００ｍｇ样品借助液氮充分研磨，
收集粉末并加入到 ２００μＬ蛋白提取缓冲液中。轻
轻混匀后，加入 ２ｍＭＰＭＳＦ并于冰上静置 ３０ｍｉｎ。
之后４℃离心２０ｍｉｎ，转移上清并分装到小管中，即
刻保存于－８０℃。

蛋白浓度测定参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１４］进行。利用梯
度稀释ＢＳＡ和考马斯亮蓝 Ｇ－２５０结合，测量吸光
度并建立标准曲线，用于提取蛋白浓度测定。

１．８ 类ｃａｓｐａｓｅｓ活性检测
类ｃａｓｐａｓｅ活性测定参照 Ｍａｕｒｉｃｅ方法［１５］进行。

向酶标板反应孔中加入 ２００μＬ反应缓冲液，１０μｇ
粗蛋白和５０μＭ荧光底物 ＡＣ－ＹＶＡＤ－ＡＭＣ、ＡＣ－
ＤＥＶＤ－ＡＭＣ、ＡＣ－ＩＥＴＤ－ＡＭＣ或 ＡＣ－ＶＥＩＤ－
ＡＭＣ。３７℃水浴 ３０ｍｉｎ后，利用 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００酶标仪
（３６０ｎｍ激发光，４６０ｎｍ吸收光）测定样品中荧光强
度。ＡＣ－ＹＶＡＤ－ＡＭＣ特异检测 ＹＶＡＤａｓｅ（ｃａｓｐａｓｅ
－１－ｌｉｋｅ）活性；ＡＣ－ＤＥＶＤ－ＡＭＣ特异检测 ＤＥＶ
Ｄａｓｅ（ｃａｓｐａｓｅ－３－ｌｉｋｅ）活性；ＡＣ－ＩＥＴＤ－ＡＭＣ特异
检测 ＩＥＴＤａｓｅ（ｃａｓｐａｓｅ－８－ｌｉｋｅ）活性；ＡＣ－ＶＥＩＤ－

ＡＭＣ特异检测 ＶＥＩＤａｓｅ（ｃａｓｐａｓｅ－６－ｌｉｋｅ）活性。试
验重复３次。
１．９ 反应体系ｐＨ值对类ｃａｓｐａｓｅｓ活性检测的影响

利用醋酸钠／醋酸缓冲液调整反应缓冲液 ｐＨ
值到３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５和７．０，以检测
ｐＨ值对类ｃａｓｐａｓｅｓ活性的影响。向２００μＬ不同 ｐＨ
值反应缓冲液中加入１０μｇ粗蛋白和５０μＭ荧光底
物ＡＣ－ＹＶＡＤ－ＡＭＣ、ＡＣ－ＤＥＶＤ－ＡＭＣ、ＡＣ－ＩＥＴＤ
－ＡＭＣ或 ＡＣ－ＶＥＩＤ－ＡＭＣ。３７℃水浴 ３０ｍｉｎ后，
测定样品中荧光强度。试验重复３次。

２ 结果与分析

２．１ 山定子叶片受褐斑病菌侵染过程 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ
检测

结果显示，山定子叶片在接种后１、３ｄ和５ｄ均
未产生明显的 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ（图 １）。同样检测富士苹
果叶片在相同时间点也未表现出明显ＤＮＡｌａｄｄｅｒ现
象。图中所检测核酸条带单一，也未发生明显的降

解。

注：（Ａ）图为富士苹果中ＤＮＡｌａｄｄｅｒ检测，泳道１～３为富士苹果叶片接种病菌分生孢子１、３、５ｄ后样品，泳道４～６为对应的接种无菌水空

白对照；（Ｂ）图为山定子中ＤＮＡｌａｄｄｅｒ检测，泳道１～３为山定子叶片接种病菌分生孢子１、３、５ｄ后样品，泳道４～６为对应的接种无菌水空白对

照；Ｍ为ｍａｒｋｅｒ。

Ｎｏｔｅ：（Ａ）ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｌａｄｄｅｒｉｎＭ．ｄｅｍｅｓｔｉｃａｃｖ．Ｆｕｊｉ；Ｌａｎｅ１～３ｗｅｒｅＦｕｊｉｓａｍｐｌｅｓｈａｒｖｅｓｔｅｄ１，３，ａｎｄ５ｄａｙｗｉｔｈｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｉｄｉａｏｆＤ．

ｍａｌｉ；Ｌａｎｅ４～６ｗｅｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈａｒｖｅｓｔｅｄ１，３，ａｎｄ５ｄａｙｗｉｔｈｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｗａｔｅｒ．（Ｂ）ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｌａｄｄｅｒｉｎＭ．ｂａｃｃａｔａ；Ｌａｎｅ１～

３ｗｅｒｅＭ．ｂａｃｃａｔａｓａｍｐｌｅｓｈａｒｖｅｓｔｅｄ１，３，ａｎｄ５ｄａｙｗｉｔｈｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｉｄｉａｏｆＤ．ｍａｌｉ；Ｌａｎｅ４～６ｗｅｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈａｒｖｅｓｔｅｄ１，３，ａｎｄ５ｄｗｉｔｈ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｗａｔｅｒ．Ｍｗａｓｔｈｅｍａｒｋｅｒ．

图１ 褐斑病菌侵染过程山定子及富士苹果叶片ＤＮＡｌａｄｄｅｒ检测
Ｆｉｇ．１ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｌａｄｄｅｒｉｎＭａｌｕｓｂａｃｃａｔａａｎｄＭ．ｄｏｍｅｓｔｉｃａｃｖ．ＦｕｊｉｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＤｉｐｌｏｃａｒｐｏｎｍａｌｉ

２．２ 类ｃａｓｐａｓｅｓ活性变化
如图２所示，接种无菌水的空白对照山定子叶

片中受检测的 ＹＶＡＤａｓｅ、ＤＥＶＤａｓｅ、ＩＥＴＤａｓｅ和 ＶＥＩ
Ｄａｓｅ活性在接种后５ｄ一直没有显著变化。与对照
组结果相比，在接种病原菌的山定子叶片中，接种１
ｄ和３ｄ时４种类ｃａｓｐａｓｅ活性没有变化，但在接种５
ｄ时，４种类 ｃａｓｐａｓｅ活性显著降低。对比接种后１ｄ

的活性，ＹＶＡＤａｓｅ活性下降２４．９％，ＤＥＶＤａｓｅ活性下
降３０．５％，ＩＥＴＤａｓｅ活性下降 ３３．６％，ＩＥＴＤａｓｅ活性
下降２４．１％。同时检测富士叶片接种病原菌后 ４
种类ｃａｓｐａｓｅ活性变化，结果显示（图 ３）在所有取样
时间点，４种类ｃａｓｐａｓｅ活性都没有显著变化，说明山
定子中类ｃａｓｐａｓｅ活性的变化与山定子抗性反应相
关。

４４ 干旱地区农业研究 第３３卷



２．３ 反应体系ｐＨ值对类ｃａｓｐａｓｅｓ活性检测的影响
为测试反应体系ｐＨ值对类ｃａｓｐａｓｅ活性测定的

影响，实验设置了ｐＨ３．５～ｐＨ７．０范围的ｃａｓｐａｓｅ反
应ｐＨ梯度缓冲液。结果如图４所示，４种类 ｃａｓｐａｓｅ

活性随着ｐＨ值接近中性而逐渐增高的趋势，但有
些许差异。其中ＹＶＡＤａｓｅ对ｐＨ值变化不敏感，ＤＥ
ＶＤａｓｅ和ＩＥＴＤａｓｅ在ｐＨ５．０～ｐＨ７．０有最适活性，而
ＶＥＩＤａｓｅ活性逐步增高，在ｐＨ７．０达最高活性。

注：底物相对裂解率＝（各时间点样品的裂解活性／接种病原菌１天后样品的裂解活性）×１００％。Ａ．ＹＶＡＤａｓｅ活性检测；Ｂ．ＤＥＶＤａｓｅ活性

检测；Ｃ．ＩＥＴＤａｓｅ活性检测；Ｄ．ＶＥＩＤａｓｅ活性检测。每个时间点数据都是三个独立试验的平均值，试验结果经三次重复。表示数据差异显

著，显著性分析通过Ｓｔｕｄｅｎｔｔｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０５）完成。下同。

Ｎｏｔｅ：Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｌｅａｖａｇｅｒａｔｅ＝（ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ／ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐａｔｈｏｇｅｎ－ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｉｎ１ｄａｙ）×１００％．Ａ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＹＶＡＤａｓｅ；Ｂ．ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＤＥＶＤａｓｅ；Ｃ．ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＩＥＴＤａｓｅ；Ｄ．ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＶＥＩＤａｓｅ．Ｄａｔａｏｆｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔｗｅｒｅｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔｓ．Ｔｈｅｔｅｓｔｗａｓｒｅｐｅａｔｅｄｆｏｒｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓ． ｉｎｅａｃｈｄｒａｗｍｅａｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｕｓｉｎｇＳｔｕｄｅｎｔ－ｔｔｅｓｔａｎａｌｙｓｉｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

图２ 褐斑病侵染过程山定子中类ｃａｓｐａｓｅｓ活性检测
Ｆｉｇ．２ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅｌｉｋｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎＭ．ｂａｃｃａｔａｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＤ．ｍａｌｉ

图３ 褐斑病侵染过程富士苹果中类ｃａｓｐａｓｅｓ活性检测
Ｆｉｇ．３ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ－ｌｉｋｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎＦｕｊｉｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＤ．ｍａｌｉ
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注：底物相对裂解率 ＝（各样品的裂解活性／最大裂解活性）×

１００％；试验所用蛋白粗样品为富士苹果和山定子叶组织粗蛋白１∶１

混合物；每个时间点结果都是三个独立试验的平均值。

Ｎｏｔｅ：Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｌｅａｖａｇｅｒａｔｅ＝（ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ／

ｍａｘｉｍｕｍｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖｉｔｙ）×１００％；Ｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｔｅｓｔｓｗｅｒｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＦｕｊｉａｎｄＭ．ｂａｃｃａｔａｍｉｘｅｄｗｉｔｈａ１∶１ｒａｔｉｏ；Ｄａｔａｏｆ

ｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔｗｅｒｅｍｅａｎｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

图４ ｐＨ值对Ｍａｌｕｓ材料叶组织中的类ｃａｓｐａｓｅｓ活性的影响

Ｆｉｇ．４ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｏｎｃａｓｐａｓｅｌｉｋｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｏｒＭａｌｕｓｌｅａｖｅｓ

３ 讨 论

山定子对于苹果褐斑病具有显著抗性。离体接

种实验发现山定子叶片在接种后 １０ｄ出现肉眼可
见病斑，比富士苹果叶片发病推迟 ３ｄ左右。王
洁［３］认为山定子对褐斑病菌的扩展表现出抗性，并

利用显微技术在接后种 ７ｄ检测到叶肉细胞死亡。
本研究选择在接种后１、３ｄ和５ｄ取样，检测山定子
细胞死亡过程ＤＮＡ片段化和类ｃａｓｐａｓｅｓ活性变化规
律，借以分析山定子抗褐斑病菌扩展的机理。

ＤＮＡ片段化是植物 ＰＣＤ过程一个重要特征。
在植物ＰＣＤ过程中，Ｃａ２＋或 Ｍｇ２＋依赖的 ＣＡＤ被激
活并特异地切断 ＤＮＡ是 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ产生的直接原
因。但并不是所有的植物抗性 ＰＣＤ反应都伴随有
ＤＮＡｌａｄｄｅｒ的产生，如金刚［１６］在研究黑松与松材线
虫互作过程ＰＣＤ反应中虽通过 ＴＵＮＥＬ技术检测到
ＤＮＡ片段化存在，但却没有ＤＮＡｌａｄｄｅｒ产生。此外，
在研究受 ＴＭＶ诱导的烟草叶片 ＨＲ反应过程中，
ＤＮＡ被检测到裂解成约 ５０ｋｂ长度片段［７，１７］。本研
究虽未检测到 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ的产生，但并不能排除
ＤＮＡ片段化的产生。

类ｃａｓｐａｓｅ活性变化是植物 ＰＣＤ过程另一特征
反应。研究表明具有类 ｃａｓｐａｓｅ－１活性的 ＶＰＥｓ是
ＴＭＶ诱导的携带 Ｎ抗性基因烟草叶片抗性 ＰＣＤ反
应中的关键因子，但另有研究发现 ＶＰＥ同样参与真
菌毒素 ＦＢ１诱导的拟南芥叶片感病细胞坏死过

程［１８］，这说明 ＶＰＥｓ同样参与了植物的抗性反应和
病原菌致病反应。本研究在接种后５ｄ检测到山定
子叶片中类 ｃａｓｐａｓｅ－１活性降低，可以推测此时由
ＶＰＥ介导的液泡崩溃型细胞死亡过程是受到抑制
的。此外，在锈菌和鹰嘴豆（Ｖｉｇｎａｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ）互作
体系中检测到类 ｃａｓｐａｓｅ－３活性的存在，并发现多
聚（ＡＤＰ－核糖）聚合酶（ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）是类 ｃａｓｐａｓｅ－３活性的天然底物［５］。
植物类ｃａｓｐａｓｅ－３活性可剪切 ＰＡＲＰ，使 ＰＡＲＰ失去
活性，进而细胞内 Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋依赖 ＣＡＤ受 ＰＡＲＰ负
调控诱导激活，特异性降解 ＤＮＡ。类 ｃａｓｐａｓｅ－３活
性受抑制可阻断 ＣＡＤ激活过程［５］。本研究在接种
后５ｄ检测到山定子叶片中类ｃａｓｐａｓｅ－３活性降低，
这或许解释了此过程没有出现ＤＮＡｌａｄｄｅｒ现象的原
因。

组织学观察发现，在接种后 ５ｄ山定子受侵染
组织中并没有胞内菌丝的产生，说明褐斑病菌此时

仍处在寄生阶段。此时的山定子细胞死亡对褐斑病

菌的扩展和侵染是不利的，因此可以推测，此时类

ｃａｓｐａｓｅｓ活性降低是褐斑病菌抑制山定子细胞死亡
的结果。然而在本研究中，山定子叶片中 ＹＶＡＤａｓｅ、
ＤＥＶＤａｓｅ、ＩＥＴＤａｓｅ和ＶＥＩＤａｓｅ在接种后５ｄ活性显著
降低，推测褐斑病菌是通过作用于 ＹＶＡＤａｓｅ、ＤＥＶ
Ｄａｓｅ、ＩＥＴＤａｓｅ和 ＶＥＩＤａｓｅ活性途径的瓶颈位置，从而
实现对４种类 ｃａｓｐａｓｅ活性的无差别抑制。受此影
响，山定子细胞死亡现象推迟［３］。

本研究证明了山定子在褐斑病菌侵染过程中并

没有ＤＮＡｌａｄｄｅｒ的产生，但却伴随着类 ｃａｓｐａｓｅ活性
的下降，对研究山定子的抗性机理提供新的方向。

研究中类ｃａｓｐａｓｅ活性的下降发生在接种后 ５ｄ，因
此对于山定子抗性机理的前期表现仍需进一步研

究。
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