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苦豆子内生真菌诱导子促进宿主生物
碱合成积累的生理防卫反应
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摘　 要:分别以 ４ 株苦豆子内生真菌菌液浓缩物为诱导子ꎬ研究不同诱导时间下ꎬ各诱导子对苦豆子组培苗中

氧化苦参碱(ＯＭＡ)含量以及防御酶苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、抗坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸ)和过氧

化氢酶(ＣＡＴ)活性的影响ꎮ 结果显示:４ 种苦豆子内生真菌的菌液浓缩物均可提高宿主中 ＯＭＡ 的积累ꎬ其中诱导效

果最佳的是内生真菌诱导子 ＸＫＹＫＤＦ４０ꎬ在 ０~１５ ｄ 诱导期间宿主中 ＯＭＡ 含量持续增长且始终高于对照ꎬ在诱导第

１５ ｄ 达到最高ꎬ为 ３.６１６ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ是同时期对照组的 ２.０９ 倍ꎮ ４ 种内生真菌诱导子还可诱发宿主中生物碱合成关键

酶 ＰＡＬ 和 ３ 种抗氧化酶(ＰＯＤ、ＡＰＸ 和 ＣＡＴ)活性升高ꎮ 诱导子 ＸＫＹＫＤＦ４０激发 ＰＡＬ 活性的作用最佳ꎬ在诱导第 ６ ｄ
ＰＡＬ 活性达最大值ꎬ为 ６１.９２ Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ是同时期对照组的 １.４２ 倍ꎻ与其他诱导子相比ꎬ诱导子 ＸＫＺＫＤＦ２７能够明显诱发

ＰＯＤ 的活性ꎬ在诱导第 １２ ｄ 达到最大值ꎬ为 ６２.３０ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是同时期对照组的 ２.７０ 倍ꎻ诱导子 ＸＫＺＫＤＦ１１可诱导宿主

中的 ＡＰＸ 和 ＣＡＴ 活性大幅度提高ꎬ在诱导第 １２ ｄ 酶活性达到最高ꎬ分别为 ０.５５３８ Ｕ􀅰ｍｇ－１和 １９.８２ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是同时

期对照组的 ４.９７ 倍和 ３.００ 倍ꎮ 结果表明ꎬ苦豆子内生真菌诱导子的加入不仅激活了宿主组培苗的防御性应答反应ꎬ
还促进了 ＯＭＡ 的合成ꎮ
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　 　 植物内生真菌是生长于植物体内ꎬ与宿主植物

互利共生的一类微生物ꎬ内生真菌诱导子作为一种

特殊的外源诱导子ꎬ可以通过信号传导途径ꎬ诱发

植物自身的防御反应ꎬ调节次生代谢途径中某些关

键酶活性ꎬ从而高效、快速、专一地调控某些次生代

谢物的合成[１－３]ꎮ 将真菌诱导子作用于植物培养

物ꎬ通过激活植物防御而促进次生代谢物的合成是

目前提高植物次生代谢物产率最有效的技术手段

之一[４]ꎮ
植物次生代谢产物的合成与积累是植物应对

外界胁迫所产生的防御反应的一个分支ꎬ因此植物

的防御反应与植物次生代谢产物的合成关系密

切[５]ꎮ 防御酶活力的提高在一定程度上代表着植

物细胞次级代谢的增强ꎬ酶活性的提高有利于植物

中次生代谢产物的合成和积累[６]ꎮ 李培琴等[７] 利

用盾叶薯蓣内生真菌 Ｂｅｒｋｌｅａｓｍｉｕｍ ｓｐ. Ｄｚｆ １２ 寡糖

诱导子ꎬ明显促进了盾叶薯蓣培养物中苯丙氨酸解

氨酶 ( ＰＡＬ)、过氧化物酶 ( ＰＯＤ) 和多酚氧化酶

(ＰＰＯ)的活性升高ꎮ 王梦亮等[８] 通过向红景天组

培苗中添加内生真菌的提取物ꎬ不仅诱发红景天苷

合成途径中关键酶 ＰＡＬ、酪氨酸脱羧酶(ＴＡＬ)和肉

桂酸－４－羟化酶(ＣＡ４Ｈ)活性升高ꎬ还促进了红景天

苷的合成积累ꎮ
苦豆子(Ｓｏｐｈｏｒａ ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.)系豆科(Ｌｅｇｕ￣

ｍｉｎｏｓａｅ)槐属多年生草本植物ꎬ主要分布于我国的

西北荒漠地区及中亚细亚一带ꎬ是我国干旱荒漠区

具有保土固沙作用的重要自然植被ꎬ同时也是中医

药领域中重要的沙生药用植物资源[９]ꎮ 喹诺里西

啶(ＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅꎬＱＡｓ)类生物碱是其重要的生物活

性成分ꎬ其中的氧化苦参碱(ＯｘｙｍａｔｒｉｎｅꎬＯＭＡ)在保

肝、抗炎抗敏、抗肿瘤及抗心律失常等方面有重要

的药理活性ꎬ在杀虫抗菌等方面也有着重要的作

用[１０]ꎮ 近年来ꎬ由于人们对苦豆子 ＯＭＡ 等原料药

的需求量逐渐增加ꎬ野生苦豆子资源乱采滥掘日益

猖獗ꎬ苦豆子野生自然资源面临着逐渐枯竭的危

险ꎮ 本课题组在前期实验中从宁夏野生苦豆子中

筛选获得了可产生 ＱＡｓ 生物碱的内生真菌[１１]ꎬ并以

苦豆子内生真菌产碱菌株、优势菌株和高活性抑菌

菌株的灭活菌丝和菌液浓缩物为诱导子ꎬ发现菌液

浓缩物能明显提高宿主培养物中 ＱＡｓ 生物碱的合

成积累[１２]ꎬ本研究在此基础上ꎬ以苦豆子组培苗为

对象ꎬ以 ４ 株高活性苦豆子内生真菌的菌液浓缩物

为诱导子ꎬ分析其对苦豆子组培苗中 ＯＭＡ 合成和

防御酶活性的影响ꎬ探究内生真菌促进生物碱合成

积累的生理防卫反应机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材　 料

植物材料:苦豆子豆荚采自宁夏白芨滩自然保

护区ꎬ经宁夏大学农学院李小伟副教授鉴别证明为

Ｓｏｐｈｏｒａ ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.ꎮ
苦豆子内生真菌菌株:本实验室筛选得到 ４ 株

高活性苦豆子内生真菌(表 １)ꎬ分别为菌株 ＸＫＺＫ￣
ＤＦ１１ꎬ菌株 ＸＫＺＫＤＦ２７ꎬ菌株 ＸＫＹＫＤＦ４０和菌株 ＮＤＺ￣
ＫＤＦ１３ꎮ

表 １　 供试苦豆子内生真菌菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ. ｆｏｒ ｔｒｉａｌ

菌株号
Ｆｕｎｇｉ ｎｕｍｂｅｒ

鉴定种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＸＫＺＫＤＦ１１
芬芳镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ

产喹诺里西啶生物碱菌株
Ｆｕｎｇｕｓ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

ＸＫＹＫＤＦ４０
外瓶霉

Ｅｘｏｐｈｉａｌａ ｓｐ.

产喹诺里西啶生物碱菌株
Ｆｕｎｇｕｓ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

ＸＫＺＫＤＦ２７
三线镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ
高抑菌活性菌株

Ｈｉｇｈｌｙ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ

ＮＤＺＫＤＦ１３
细极链格孢

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ
优势菌株

Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆｕｎｇｕｓ
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主要试剂:氧化苦参碱 ＯＭＡ 标准品 (批号:
Ｂ２１４７０)购自上海源叶生物技术有限公司ꎬ苯丙氨

酸解氨酶 ( ＰＡＬ) 试剂盒、抗坏血酸过氧化物酶

(ＡＰＸ)试剂盒、过氧化氢酶(ＣＡＴ)试剂盒、过氧化

物酶(ＰＯＤ)试剂盒、ＢＣＡ 法微量蛋白检测试剂盒ꎬ
以上试剂盒皆购自南京建成生物工程研究所ꎮ
１.２　 方　 法

１.２.１　 苦豆子组培苗的培养　 按高媛等[１２] 的方法

培养苦豆子组培苗ꎮ 饱满健康的种子经过 ８０％浓

硫酸(Ｖ / Ｖ)软化种皮和 ５％次氯酸钠(Ｖ / Ｖ)消毒处

理后ꎬ暗培养 ２４ ｈꎬ每天连续光照 １２ ｈꎬ培育 ５ ｄ 后

用 ５％次氯酸钠(Ｖ / Ｖ)再次对幼苗消毒ꎬ接种于 ＭＳ
培养基上ꎮ 培养条件为:２５℃ꎬ每天连续光照 １２ ｈꎬ
光强为 １ ０００ ｌｘꎬ组培苗每 ２５ ｄ 继代 １ 次ꎮ
１.２.２　 内生真菌诱导子的制备与添加 　 真菌诱导

子的制备参照 Ｆａｒｍｅｒ[１３]的方法ꎬ将内生真菌菌株接

种于马铃薯葡萄糖液体培养基中ꎬ２５℃ꎬ１５０ ｒ􀅰
ｍｉｎ－１恒温摇床中暗培养 ７ ｄꎬ对获取的菌株发酵液

进行抽滤ꎬ分离得到菌液后ꎬ经过减压浓缩ꎬ获得菌

液浓缩物ꎮ 真菌诱导子的浓度以多糖浓度为标准ꎬ
向组培苗的 ＭＳ 培养基中添加一定量的菌液浓缩

物ꎬ使培养基中多糖浓度为 １.００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ高压灭菌

后备用ꎮ 以不加诱导子组培苗为对照ꎬ２５℃培养ꎬ各
处理组每天连续光照 １２ ｈꎬ光强为 １ ０００ ｌｘꎬ包括添

加诱导子当天在内每 ３ ｄ 取 １ 次样本ꎬ共取样 ６ 次ꎬ
液氮速冻后ꎬ－８０℃保存ꎮ
１.２.３　 苦豆子组培苗中 ＯＭＡ 含量测定

(１)苦豆子组培苗中 ＯＭＡ 的提取ꎮ 称取 ０.５ ｇ
苦豆子组培苗子叶ꎬ加入 ２ ｍＬ 无水乙醇充分研磨ꎬ
常温水浴超声处理 ３０ ｍｉｎꎬ置于 ４℃冰箱过夜浸提ꎬ
于 ２５℃ ８ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液于新离心管

中ꎬ氮吹后ꎬ用流动相定容至 １.５ ｍＬꎬ０.４５ μｍ 滤膜

过滤后ꎬ即为样品制备液ꎬ于 ４℃冰箱中保存ꎬ待测ꎮ
(２)色谱柱条件ꎮ 色谱柱:Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ 反相色

谱柱(２５０ ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相:０.０３７ ｍｏｌ􀅰
Ｌ－１磷酸缓冲液(Ｈ３ＰＯ４ ＝ ３.６５ ｇ􀅰Ｌ－１) －甲醇(９０ ∶
１０ꎬＶ / Ｖ)ꎻ紫外检测波长:２１６ ｎｍꎻ柱温:３０℃ꎻ流速:
１.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１(见图 １)ꎮ

(３)ＯＭＡ 标准曲线的建立ꎮ 精确称量 ＯＭＡ 标

准品 ２.０ ｍｇꎬ用流动相溶解定容至 １ ｍＬꎬ配制浓度

为 ２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的标准贮备液ꎮ 精密吸取标准贮备

液ꎬ梯度稀释成质量浓度为 ２ ０００、１ ０００、５００、２００、
１００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１和 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的标准品溶液ꎮ 按上

述的色谱条件ꎬ吸取标准品溶液进样ꎬ每次进样 １０
μＬꎬ以质量浓度为横坐标( ｘ)ꎬ以峰面积为纵坐标

(ｙ)进行线性回归ꎬ绘制标准曲线ꎬ其回归方程为:ｙ
＝ ７９４.９ ｘ＋１１７１３.２ꎬＲ２ ＝ ０.９９９０ꎬ表明氧化苦参碱浓

度在 ０.００２~ ２.０００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１范围内ꎬ峰面积线性关

系良好ꎮ
(４)ＯＭＡ 含量测定ꎮ 精密量取待测样品制备

液 １０ μＬ 进样ꎬ在相同色谱条件下检测ꎬ根据标准曲

线计算待测样品 ＯＭＡ 含量ꎬ其单位为 ｍｇ􀅰ｇ－１ꎮ
１.２.４　 苦豆子组培苗中防御酶的活性测定 　 以不

加诱导子的组培苗为对照组ꎬ４ 种内生真菌诱导子

处理的苦豆子组培苗为处理组ꎬ分别测定不同处理

组不同诱导天数的组培苗中 ＰＡＬ、ＰＯＤ、ＡＰＸ、ＣＡＴ
活性ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ

(１)ＰＡＬ 活性测定ꎮ 按照 ＰＡＬ 测定试剂盒说明

书进行操作ꎮ 参照宛伟国等[１４]的方法ꎬ按样本鲜重

计算ꎬ以每克组织在每 ｍＬ 反应体系中每分钟使 ２９０
ｎｍ 吸光度变化 ０.１ 为一个酶活力单位ꎮ

(２)ＰＯＤ 活性测定ꎮ 按 ＰＯＤ 检测试剂盒说明

书进行操作ꎮ 参照魏池泉[１５]的方法ꎬ按照样本蛋白

浓度计算:以每毫克组织蛋白每分钟催化 １ μｇ 底物

的酶量为一个酶活力单位ꎮ 样本可溶性蛋白含量

按照 ＢＣＡ 法微量蛋白检测试剂盒说明书进行测定ꎮ
(３)抗坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸ)活性的测定ꎮ

按 ＡＰＸ 检测试剂盒说明书进行操作ꎮ 参照孙云[１６]

的方法ꎬ按照样本蛋白浓度计算:以每毫克组织蛋

白每分钟氧化 １ μｍｏｌ 抗坏血酸(ＡｓＡ)的酶量作为

一个酶活性单位ꎮ 样本可溶性蛋白含量按照 ＢＣＡ
法微量蛋白检测试剂盒说明书进行测定ꎮ

(４)过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性测定ꎮ 按 ＣＡＴ 检测

试剂盒说明书进行操作ꎮ 参照朱小文[１７] 的提取方

法ꎬ以每毫克组织蛋白每秒钟分解 １ μｍｏｌ Ｈ２Ｏ２的量

为一个活力单位ꎮ 样本可溶性蛋白含量按照 ＢＣＡ
法微量蛋白检测试剂盒说明书进行测定ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同内生真菌诱导子对苦豆子组培苗 ＯＭＡ 含

量的影响

　 　 由图 ２ 可知ꎬ４ 种内生真菌诱导子在不同程度

上均能提高苦豆子组培苗中 ＯＭＡ 的含量ꎬ其中产

碱菌株 ＸＫＹＫＤＦ４０的诱导效果最好ꎬ苦豆子组培苗

中 ＯＭＡ 含量增加较为明显ꎬ在诱导第 １５ ｄ 达到最

高ꎬ为 ３.６１６ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ是对照组第 １５ ｄ 的 ２.０９ 倍ꎮ
内生真菌诱导子 ＸＫＺＫＤＦ１１与诱导子 ＸＫＹＫＤＦ４０的

诱导趋势相似ꎬ在 ０~１５ ｄ 诱导期间 ＯＭＡ 含量持续
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图 １　 氧化苦参碱标准品(Ａ)和苦豆子组培苗中氧化苦参碱(Ｂ)的 ＨＰＬＣ 检测色谱图

Ｆｉｇ.１　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＯＭＡ ｓｔａｎｄａｒｄ (Ａ) ａｎｄ ＯＭＡ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ. ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ (Ｂ)

图 ２　 苦豆子内生真菌诱导子在不同诱导时间下
对宿主 ＯＭＡ 含量的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｆｒｏｍ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.
ｏｎ ｈｏｓｔ ＯＭＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

增长ꎬ且始终高于对照ꎬ并在第 １５ ｄ 达到最高ꎬ是对

照组第 １５ ｄ 的 １.５８ 倍ꎮ 诱导子 ＸＫＺＫＤＦ２７、ＮＤＺＫ￣
ＤＦ１３在诱导第 ３ ~ ９ ｄꎬ组培苗中 ＯＭＡ 含量保持增

长ꎬ在第 ９ ｄ 时 ＯＭＡ 含量达到最高ꎬ分别为对照组

第 ９ ｄ 的 １.２７ 和 １.９５ 倍ꎬ此后随着培养时间的延

长ꎬＯＭＡ 含量逐渐下降ꎬ至诱导结束 ＮＤＺＫＤＦ１３仍高

于对照组ꎮ
２.２　 内生真菌诱导子对宿主防御酶活性的影响

２.２.１　 内生真菌诱导子对宿主 ＰＡＬ 活性的影响　
以不同内生真菌诱导子处理的苦豆子组培苗为材

料ꎬ测定不同诱导时间下 ＰＡＬ 的活性ꎮ 如图 ３ꎬ在 ４
种内生真菌诱导子处理初期ꎬ苦豆子组培苗中 ＰＡＬ
的活性均持续升高ꎬ随着诱导时间的延长ꎬＰＡＬ 活

性逐渐呈现下降趋势ꎬ但均高于对照组ꎮ 其中ꎬ诱
导子 ＸＫＹＫＤＦ４０和 ＸＫＺＫＤＦ１１激发 ＰＡＬ 活性的作用

最好ꎬ在诱导处理 ０ ~ ６ ｄ 内迅速诱发宿主 ＰＡＬ 活

性ꎬ诱导第 ６ ｄ 达最大值ꎬ分别为 ６１. ９２ Ｕ􀅰ｇ－１ 和

５８.３２ Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ是对照组第 ６ ｄ 的 １.４２ 和 １.３３ 倍ꎮ

图 ３　 内生真菌诱导子对苦豆子组培苗 ＰＡＬ 活性的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ＰＡＬ ｉｎ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.

其次ꎬ内生真菌诱导子 ＸＫＺＫＤＦ２７和 ＮＤＺＫＤＦ１３则是

在诱导的 ３~９ ｄ 内诱发宿主 ＰＡＬ 活性ꎬ诱导第 ９ ｄ
达到峰值ꎬ分别为 ５６.０５ Ｕ􀅰ｇ－１和 ５０.８０ Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ是
对照组第 ９ ｄ 的 １.４６ 倍和 １.３２ 倍ꎮ
２.２.２　 内生真菌诱导子对宿主 ＰＯＤ 活性的影响　
如图 ４ 所示ꎬ４ 种内生真菌诱导子加入后ꎬ宿主中

ＰＯＤ 活性均高于对照组ꎬ其中内生真菌诱导子

ＸＫＺＫＤＦ２７诱导效果最显著ꎬＰＯＤ 活性始终保持增

长ꎬ在第 １２ ｄ 达到最大值ꎬ为 ６２.３０ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是对

照组第 １２ ｄ 的 ２.７０ 倍ꎮ 诱导子 ＸＫＺＫＤＦ１１诱导宿主

中 ＰＯＤ 活性的变化规律与诱导子 ＸＫＺＫＤＦ２７相似ꎬ
在诱导处理前期 ＰＯＤ 活性保持增长ꎬ第 １２ ｄ 达到

最大值ꎬ为 ４９.１３ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是对照组第 １２ ｄ 的２.１３
倍ꎮ 诱导子 ＮＤＺＫＤＦ１３和 ＸＫＹＫＤＦ４０对宿主 ＰＯＤ 活

性的影响存在小的波动ꎬ在第 ３ ｄ 出现第一个小高

峰ꎬ在诱导第 ９ ｄ 时ꎬ诱导子 ＮＤＺＫＤＦ１３诱发宿主中

ＰＯＤ 的活性达到峰值ꎬ为 ４９.７９ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是对照组

第 ９ ｄ 的 ２.４６ 倍ꎮ 而诱导子 ＸＫＹＫＤＦ４０处理组在第

１２ ｄ 时 ＰＯＤ 活性达到最高ꎬ为４２.４６ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是对
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照组第 １２ ｄ 的 １.８４ 倍ꎮ
２.２.３　 内生真菌诱导子对宿主 ＡＰＸ 活性的影响　
如图 ５ 所示ꎬ４ 种内生真菌诱导子在诱导处理前期

苦豆子组培苗中 ＡＰＸ 的活性虽高于对照组ꎬ但增长

缓慢ꎬ而在诱导处理中后期宿主 ＡＰＸ 活性均大幅升

高ꎮ 其中诱导子 ＸＫＺＫＤＦ１１ 的诱导效果最为明显ꎬ
在诱导 ９~１２ ｄ 时 ＡＰＸ 活性激增ꎬ在第 １２ ｄ 达到峰

值ꎬ为 ０.５５３８ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是各自同时期对照组的 ４.９７
倍ꎻ其次ꎬ诱导子 ＸＫＹＫＤＦ４０和 ＸＫＺＫＤＦ２７在诱导处

理第 ９ ｄ 后ꎬＡＰＸ 活性开始迅速升高ꎬ分别于第 １２ ｄ
和 １５ ｄ 达到最高ꎬ为 ０.３９４８ 和 ０.４９９１ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是
同时期对照组的 ３.５４ 和 ３.３１ 倍ꎻ诱导子 ＮＤＺＫＤＦ１３

则在诱导 ６~９ ｄ 内 ＡＰＸ 活性激增ꎬ在诱导第 ９ ｄ 达

到最高ꎬ为 ０. ２７２８ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是同时期对照组的

１.３４倍ꎮ

图 ４　 内生真菌诱导子对苦豆子组培苗 ＰＯＤ 活性的影响
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ＰＯＤ ｉｎ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.

图 ５　 内生真菌诱导子对苦豆子组培苗 ＡＰＸ 活性的影响
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ＡＰＸ ｉｎ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.

２.２.４　 内生真菌诱导子对宿主 ＣＡＴ 活性的影响　
由图 ６ 可知ꎬ除诱导子 ＮＤＺＫＤＦ１３外ꎬ其他 ３ 种诱导

子在诱导处理前期 ＣＡＴ 活性皆呈现相对缓慢的增

长趋势ꎬ在诱导中后期 ＣＡＴ 活性快速升高ꎬ之后随

着诱导时间的延长ꎬＣＡＴ 活性逐步减弱ꎮ 诱导子

ＸＫＺＫＤＦ１１和 ＸＫＹＫＤＦ４０在处理 ０ ~ ９ ｄ 内 ＣＡＴ 活性

增长缓慢ꎬ在 ９~１２ ｄ 内 ＣＡＴ 活性迅速增加ꎬ第 １２ ｄ
达到最高ꎬＣＡＴ 活性分别为 １９.８２、１６.８７ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ
是同时期对照组的 ３.００ 倍和 ２.５６ 倍ꎻ诱导子 ＸＫＺ￣
ＫＤＦ２７在 ６ ~ １５ ｄ 内 ＣＡＴ 活性快速增长ꎬ于第 １５ ｄ
达到最高为 １０.３０ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ是同时期对照组的１.４７
倍ꎻＮＤＺＫＤＦ１３诱导子在诱导 ３ ~ ９ ｄ 内 ＣＡＴ 活性持

续增长ꎬ于第 ９ ｄ 达到最高ꎬＣＡＴ 活性为１４.９７ Ｕ􀅰
ｍｇ－１ꎬ是同时期对照组的 ２.４７ 倍ꎮ

３　 讨　 论

内生真菌诱导子现已广泛用于提高植物次生

代谢产物的合成积累ꎬ人们选择性地利用真菌诱导

子促进某种植物中次生代谢物质的合成和累积[１８]ꎮ
陶如等[１９]通过向白花丹参毛状根中添加内生真菌

诱导子ꎬ使丹酚酸 Ｂ 和丹参素的产量分别增加 １.５５
倍和 ２.６８ 倍ꎮ 本试验以内生真菌菌液浓缩物为诱

导子ꎬ研究其对宿主 ＯＭＡ 含量的影响ꎬ发现 ４ 种内

生真菌诱导子在不同程度上均能提高苦豆子组培

苗氧化苦参碱 ＯＭＡ 含量ꎬ其中产碱菌株 ＸＫＹＫＤＦ４０

的诱导效果最好ꎬ但其余 ３ 种诱导子对宿主中 ＯＭＡ
含量的诱导效果并不持续增加ꎬ而是在 ＯＭＡ 的合

成积累量达到某一临界值后开始下降ꎬ其原因可能

是:一方面ꎬ内生真菌诱导子对苦豆子合成 ＯＭＡ 的

图 ６　 内生真菌诱导子对苦豆子组培苗 ＣＡＴ 活性的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ＣＡＴ ｉｎ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｓ. ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ Ｌ.
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作用受内生真菌种类、诱导子时间和浓度等许多因

素的影响ꎮ 不同类型的内生真菌诱导子所具备的

被宿主细胞受体识别的信息类型及时间先后不同ꎬ
诱导反应的途径、速度和强度也不相同ꎬ故不同内

生真菌诱导子表现出的诱导活性有明显的差异[２０]ꎮ
以同 浓 度 的 炭 角 菌 ( Ｘｙｌａｒｉａ ｓｐ.)、 黑 孢 霉 菌

(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ.)和链抱菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ.)诱导子分

别处理毛葡萄愈伤组织ꎬ虽 ３ 种真菌诱导子对毛葡

萄愈伤组织黄酮含量的积累都有一定程度的促进

作用ꎬ但炭角菌(Ｘｙｌａｒｉａ ｓｐ.)的诱导效果最好ꎬ经其

处理的愈伤组织中黄酮含量比对照提高了 ７６％[２１]ꎮ
另一方面ꎬ植物次生代谢物的合成积累不是无限制

的ꎬ过多的次生代谢物积累会使植物细胞受到毒

害[２２]ꎮ 植物细胞自身通过调控代谢途径中关键酶

的活性来限制次生代谢物的产量ꎬ以维持内生真菌

与宿主植物之间的拮抗平衡[２３]ꎮ
ＰＡＬ 是苯丙烷类代谢途径中的第一个关键酶ꎬ

也是植物防御反应中重要的标志性酶ꎬ参与调控黄

酮类、生物碱类及萜类等次生代谢物的合成ꎬ同时ꎬ
ＰＡＬ 还参与了木质素、植保素和植物信号分子水杨

酸的合成及多种与植物防御反应相关代谢物的合

成[２４]ꎮ 本试验中 ４ 种内生真菌诱导子均能有效激

活宿主 ＰＡＬꎬ在诱导早期使宿主 ＰＡＬ 活性明显提

高ꎬ表明诱导子触发了细胞快速应答ꎮ 诱导处理后

期ꎬＰＡＬ 活性呈现下降趋势ꎬ可能是由于参与 ＯＭＡ
合成的前体物质已经合成ꎬ路径中的后续物质合成

需要其他酶来催化ꎮ
活性氧中的 Ｈ２Ｏ２是一种常见植物信号分子ꎬ是

植物对细胞内信号及外界刺激响应的重要调节物ꎬ
参与介导多种代谢反应ꎬ但它也可伤害植物细胞ꎬ
胞内高浓度的 Ｈ２Ｏ２可引起细胞膜的氧化及过敏反

应ꎬ从而引起细胞死亡[２５－２６]ꎮ 逆境下植物中 Ｈ２Ｏ２

浓度会升高ꎬＰＯＤ、ＡＰＸ 及 ＣＡＴ 都是清除活性氧的

关键酶ꎬＰＯＤ 还可提高植物抗逆性并促进次生代谢

产物的合成[２７]ꎬＣＡＴ 和 ＡＰＸ 通过将 Ｈ２Ｏ２还原为 Ｏ２

和 Ｈ２Ｏꎬ以减轻 Ｈ２Ｏ２对植物的伤害ꎬ对维持细胞中

活性氧的代谢平衡也起着十分关键的作用[２８ꎬ ２９]ꎮ
陶金华等[３０] 用内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ＳＰ１ 处理茅苍术

悬浮细胞ꎬ不仅诱发了 ＰＰＯ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 的活性ꎬ还
提高了 β－桉叶醇的含量ꎮ 本试验中 ４ 种内生真菌

诱导子诱导宿主组培苗中 ＰＯＤ、ＣＡＴ 和 ＡＰＸ 活性

大幅上升ꎬ最后促进宿主 ＯＭＡ 的合成ꎬ由此说明苦

豆子内生真菌诱导子可能引起宿主中活性氧的迸

发ꎬ宿主细胞对诱导子的刺激迅速做出响应ꎬ利用

抗氧化酶清除过多的 Ｈ２Ｏ２ꎬ减轻活性氧对植物的毒

害ꎬ从而有利于宿主生物碱的合成积累ꎮ

总之ꎬ苦豆子内生真菌诱导子的加入激发了苦豆

子组培苗的防御性应答反应ꎬ继而提高了宿主中

ＯＭＡ 含量ꎮ 内生真菌诱导子诱导植物次生代谢物合

成是一个复杂的生物学过程ꎬ往往受众多内源信号分

子调控[３１]ꎮ 苦豆子内生真菌诱导子是否通过激活宿

主细胞内某些特殊的信号转导途径ꎬ诱发宿主的防御

反应并促进生物碱合成ꎬ还有待于进一步研究ꎮ
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