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摘要:苹果炭疽叶枯病(Glomerella
 

Leaf
 

Spot,
 

GLS)是由炭疽菌属(Colletotrichum)真菌引起的一种重要苹果叶部

病害。
 

为开发绿色防控策略,
 

以“嘎啦”苹果组培苗为试材,
 

通过浓度梯度法、
 

含药平板抑菌和离体叶片接种试验,
 

筛选出800倍香菇多糖(Lentinan,
 

LNT)稀释液为最佳喷施浓度。
 

该处理下,
 

LNT对GLS的抑菌率达32.49%,
 

病

斑面积减少93.58%。
 

LNT处理显著增强抗氧化酶活性,
 

超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活性分别提

高至CK+GLS组的1.42和2.05倍,
 

同时降低H2O2 和O-2· 含量,
 

减少胼胝质沉积。
 

LNT处理显著提升了水杨酸

(SA,
 

为CK组的4.75倍),
 

玉米素(ZT)、
 

吲哚-3-乙酸(IAA)、
 

6-苄氨基嘌呤(6-BA)和脱落酸(ABA)等激素含量。
 

LNT处理还促进了多种氨基酸的积累,
 

其中蛋氨酸和精氨酸含量分别较CK+GLS组提高3.63和2.35倍。
 

此外,
 

LNT处理诱导了绿原酸、
 

对香豆酸以及类黄酮物质(异栎素和金丝桃苷)的差异积累。
 

基因表达分析显示,
 

LNT可

显著上调病程相关基因PR1、
 

PR4 和PPO 的表达水平。
 

田间试验进一步证实,
 

喷施800倍LNT稀释液可有效降

低苹果叶部病害发病率,
 

并促进植株生长。
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Abstract:
 

Glomerella
 

leaf
 

spot
 

(GLS),
 

caused
 

by
 

Colletotrichum,
 

is
 

a
 

serious
 

apple
 

leaf
 

disease.
 

To
 

devel-
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op
 

a
 

green
 

control
 

strategy,
 

tissue-cultured
 

‘Gala’
 

seedlings
 

were
 

treated
 

with
 

lentinan
 

(LNT)
 

using
 

con-
centration

 

gradient
 

assays,
 

antifungal
 

plate
 

tests,
 

and
 

detached
 

leaf
 

inoculation
 

experiments.
 

The
 

800-fold
 

dilution
 

of
 

LNT
 

was
 

identified
 

as
 

the
 

optimal
 

spraying
 

concentration,
 

achieving
 

an
 

antifungal
 

rate
 

of
 

32.49%
 

and
 

reducing
 

the
 

lesion
 

area
 

by
 

93.58%
 

compared
 

with
 

the
 

CK+GLS
 

group.
 

LNT
 

significantly
 

enhanced
 

antioxidant
 

enzyme
 

activities,
 

increasing
 

SOD
 

and
 

POD
 

levels
 

to
 

1.42
 

and
 

2.05
 

times
 

those
 

of
 

the
 

CK+GLS
 

group,
 

respectively,
 

while
 

decreasing
 

H2O2 and
 

O-2·  levels
 

and
 

reducing
 

callose
 

deposition.
 

LNT
 

also
 

elevated
 

the
 

contents
 

of
 

salicylic
 

acid
 

(SA,
 

4.75
 

times
 

that
 

of
 

the
 

CK
 

group),
 

zeatin
 

(ZT),
 

indole-3-acetic
 

acid
 

(IAA),
 

6-benzylaminopurine
 

(6-BA),
 

and
 

abscisic
 

acid
 

(ABA),
 

as
 

well
 

as
 

various
 

amino
 

acids.
 

Notably,
 

the
 

contents
 

of
 

methionine
 

and
 

arginine
 

were
 

increased
 

by
 

3.63
 

and
 

2.35
 

times,
 

respectively,
 

compared
 

with
 

the
 

CK+GLS
 

group.
 

Furthermore,
 

LNT
 

induced
 

the
 

differential
 

accumula-
tion

 

of
 

chlorogenic
 

acid,
 

p-coumaric
 

acid,
 

and
 

flavonoids
 

(isoquercitrin
 

and
 

hyperoside),
 

and
 

upregulated
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

pathogenesis-related
 

genes
 

PR1,
 

PR4,
 

and
 

PPO
 

significantly.
 

Field
 

trials
 

confirmed
 

that
 

spraying
 

the
 

800-fold
 

diluted
 

LNT
 

solution
 

effectively
 

reduced
 

the
 

incidence
 

of
 

apple
 

leaf
 

diseases
 

and
 

promoted
 

plant
 

growth.
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苹果炭疽叶枯病(Glomerella
 

Leaf
 

Spot,
 

GLS)是由围小丛壳(Glomerella
 

cingulata)侵染引起的一种真

菌病害,
 

其无性态为炭疽菌属(Colletotrichum)真菌[1-2]。
 

该病害主要侵染叶片和果实,
 

导致叶片焦枯脱落、
 

果实褐斑腐烂,
 

造成树势衰退、
 

产量骤降及果实商品性丧失[3]。
 

自1988年在巴西首次报道以来[4],
 

GLS因

潜伏期长、
 

暴发性强、
 

防治难度大、
 

为害严重,
 

已成为影响我国苹果产业可持续发展的主要真菌病害之一。
 

目前主要依赖传统化学防治,
 

长期使用易引致抗药性和农药残留问题。
 

利用植物免疫诱抗剂诱导激活植物

自身抗病性,
 

已成为绿色防控的重要策略,
 

对苹果产业可持续发展具有重要意义。

植物免疫诱抗剂,
 

又称植物疫苗,
 

是一类新型生物农药。
 

该类物质虽无直接杀菌或抗病毒活性,
 

但

能通过激活植物先天免疫系统,
 

实现抗病、
 

增产的效果,
 

同时有助于减少化学农药的使用量,
 

符合绿色

植保理念。
 

植物免疫诱抗剂主要分为5大类:
 

无机化合物类、
 

有机酸类、
 

苯并噻二唑类、
 

寡糖类、
 

蛋白多

肽类和免疫诱抗菌类[5]。
 

其中,
 

寡糖类植物免疫诱导剂在我国研究应用较早。
 

该类诱导剂的分子结构与

真菌细胞壁的降解产物高度相似,
 

能够模拟病原菌侵染过程,
 

从而激活植物体内病程相关蛋白的表达,
 

有效诱导植物系统抗病性的形成[6]。
 

香菇多糖(Lentinan,
 

LNT)作为代表性寡糖类诱抗剂,
 

是一种从香

菇(Lentinus
 

edodes)子实体或菌丝体中提取的天然β-葡聚糖,
 

对植物、
 

人畜和环境无害,
 

符合绿色农业

需求[7]。
 

自1968年被日本学者千原吴郎首次分离以来,
 

LNT除作为肿瘤辅助治疗药物外[8],
 

在植物保

护领域也显示出良好的应用潜力。
 

单宏英等[9]研究发现1%
 

LNT溶液对烟草灰霉病的防治效果达

85.08%;
 

王胤等[10]发现其可显著抑制番茄灰霉病菌菌丝生长。
 

在抗病毒方面,
 

Wang等[11]研究表明

LNT通过诱导 H2O2 暴发及上调PR2、
 

Chitinase、
 

PAL 等抗病基因表达,
 

抑制烟草花叶病毒(TMV)侵

染与复制;
 

鄢兴祥[12]试验显示10
 

g/L
 

LNT对番木瓜花叶病毒病防效为82.7%,
 

并能提高番木瓜的株高

和茎粗;
 

姜莉莉等[13]发现LNT与化学杀菌剂混用可协同防治小麦纹枯病和根腐病,
 

实现减药控害目

标。
 

因此,
 

LNT作为一种高效安全的植物免疫诱抗剂,
 

兼具抗病、
 

促生和化学农药减量增效功能。
 

然而,
 

目前有关LNT对GLS防控效果的研究较少,
 

其作用机制和实际应用价值尚待研究。

本研究拟以“嘎啦”苹果组培生根苗为试材,
 

通过设置不同浓度的LNT喷施处理,
 

结合含药平板抑

菌与离体叶片接种试验,
 

筛选出可诱导苹果植株产生最大GLS抗病性的最适LNT稀释浓度。
 

在最佳浓

度处理下,
 

通过组织学方法观察LNT对病原菌侵染进程的抑制作用,
 

并系统测定活性氧含量、
 

抗氧化

酶活性、
 

内源激素水平、
 

氨基酸和酚类次生代谢物的积累量,
 

以及病程相关基因的表达动态,
 

以初步解
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析LNT提高苹果对炭疽叶枯病抗病性的生理与分子机制。
 

基于室内研究结果,
 

进一步开展田间防控试

验,
 

评估LNT对苹果叶部病害的实际防治效果,
 

以明确其农业应用潜力,
 

为苹果病害的绿色防控提供

理论依据与实践指导。

1 材料和方法

1.1 试验材料

以“嘎啦-3”(GL-3)苹果组培苗为试材,
 

经继代培养生根后移栽至营养钵。
 

待幼苗长至20
 

cm高时,
 

选

取茎秆粗壮、
 

木质化程度一致的植株用于试验。
 

苹果炭疽叶枯病病原菌由青岛农业大学李保华教授馈赠,
 

2%香菇多糖水剂购自山东圣鹏科技股份有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 GLS病原菌活化与苹果离体叶片接种

将GLS病原菌在PDA培养基上于25
 

℃黑暗条件下培养,
 

取5
 

mm菌饼转接至PDB液体培养基中,
 

25
 

℃、
 

140
 

r/min振荡培养4
 

d,
 

收集孢子并调配浓度至1×106
 

CFU/mL。
 

接种时,
 

用喷雾器将孢子悬浮液

均匀喷施于叶片表面,
 

以叶片正反面均被细密雾滴完全覆盖,
 

但无液滴形成为宜,
 

叶柄基部包裹湿棉条保

湿。
 

接种后植株置于(30±1)
 

℃、
 

相对湿度
 

(90±5)%、
 

黑暗的人工气候箱培养。

1.2.2 试验设计

LNT适宜浓度筛选:
 

取60株苹果幼苗,
 

随机分为6组(5个处理组和1个对照组),
 

每组10株。
 

将2%
 

LNT水剂分别稀释200倍、
 

400倍、
 

600倍、
 

800倍和1
 

000倍。
 

分别对5个处理组叶面喷施上述对应浓度

的LNT稀释液,
 

每日2次,
 

连续处理2
 

d;
 

对照组喷施等量清水。
 

每处理组取30片苹果叶片接种GLS病原

菌,
 

72
 

h后测定病斑面积和相对电导率(REL)等指标,
 

以确定最佳诱抗浓度。

LNT诱抗效应分析:
 

取80株幼苗,
 

随机分4组,
 

每组20株。
 

①
 

CK组(喷施清水,
 

不接种GLS病原

菌);
 

②
 

LNT组(喷施800倍LNT稀释液,
 

不接种);
 

③
 

CK+GLS组(喷施清水后接种);
 

④
 

LNT+GLS
组(喷施800倍LNT稀释液后接种)。

 

每组取200片健康叶片,
 

于接种后0、
 

6、
 

12、
 

24、
 

48和72
 

h取样,
 

液

氮速冻后-80
 

℃保存,
 

用于生理指标及基因表达分析。
 

剩余叶片用于病斑面积统计和活性氧染色等组织化

学观察。

1.2.3 LNT对GLS菌丝生长抑制效果的测定

分别将500、
 

250、
 

166、
 

125和100
 

μL的2%
 

LNT水剂加入45
 

℃融化的PDA培养基中,
 

定容至

100
 

mL,
 

配制成稀释倍数分别为200、
 

400、
 

600、
 

800和1
 

000倍的含药平板培养基,
 

以加等量无菌水的

PDA平板为对照。
 

每组设2次重复。
 

取直径5
 

mm的GLS菌饼接种于平板中央,
 

25
 

℃黑暗培养5
 

d,
 

十字

交叉法测量菌落直径。
 

计算菌丝生长抑制率:

菌丝生长抑制率=
对照组菌落直径-处理组菌落直径

对照组菌落直径-5
 

mm ×100% (1)

1.2.4 叶片病斑面积测定

使用EPSON
 

perfection
 

V700
 

photo扫描仪获取叶片图像,
 

采用ImageJ
 

Pro软件定量分析病斑面积。

1.2.5 相对电导率测定

分别于0
 

d和3
 

d时从各组采集幼嫩叶片3~5片,
 

去离子水冲洗干净,
 

吸干表面水分后测定相对

电导率[14]。

1.2.6 叶片切片制作及显微结构观察

取1.5
 

cm×1.5
 

cm叶片样品,
 

于4
 

℃下用FAA固定液固定24
 

h。
 

经梯度乙醇脱水、
 

二甲苯透明、
 

石

蜡包埋后,
 

切成8~10
 

μm厚度的切片,
 

贴片烘干。
 

切片脱蜡复水,
 

苯胺蓝染色,
 

再经脱水透明,
 

中性树脂

封片,
 

于奥林巴斯BX-53显微镜下观察拍照。

3第5期        韩海霞,
 

等:
 

香菇多糖对苹果炭疽叶枯病的诱抗效应分析



1.2.7 DAB和NBT组织化学染色

采用DAB染色检测H2O2(棕色),
 

NBT染色检测O-
2·(蓝色)。

 

DAB染色液为含0.5%
 

DAB和0.1%
 

TritonX-100的PBS缓冲液,
 

NBT染色液为含0.5
 

g/L
 

NBT和0.1%
 

TritonX-100的 HEPES缓冲液(pH
值7.5)。

 

叶片分别浸入相应染色液,
 

抽真空避光静置(DAB过夜,
 

NBT
 

1
 

h)。
 

染色后,
 

用脱色液(乳酸∶甘

油∶无水乙醇=1∶1∶3)沸水浴脱色至叶绿素完全褪去,
 

制片镜检。

1.2.8 活性氧含量及抗氧化系统相关酶活性的测定

采用H2O2-2-Y、
 

SA-2-G、
 

SOD-2-Y和POD-2-Y试剂盒(苏州科铭生物技术有限公司)分别测定叶片中

H2O2 和O-
2·含量以及超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)的酶活,

 

操作按说明书进行。

1.2.9 氨基酸的提取及含量测定

提取氨基酸并进行对应的含量测定[15],
 

检测包括脯氨酸、
 

精氨酸、
 

赖氨酸、
 

苏氨酸、
 

苯丙氨酸、
 

酪氨

酸、
 

组氨酸、
 

丝氨酸、
 

丙氨酸、
 

甲硫氨酸、
 

缬氨酸、
 

异亮氨酸、
 

亮氨酸、
 

甘氨酸、
 

谷氨酸和天冬氨酸等16种

氨基酸的含量。

1.2.10 酚类物质的提取及含量测定

提取酚类物质并进行含量测定[15],
 

分别检测根皮苷、
 

肉桂酸、
 

儿茶素、
 

原花青素、
 

芦丁、
 

槲皮素、
 

金丝桃

苷、
 

异栎素、
 

表儿茶素、
 

对香豆酸、
 

没食子酸、
 

山柰酚、
 

原儿茶酸、
 

阿魏酸和绿原酸等15种酚类物质的含量。

1.2.11 内源激素的提取及含量测定

提取激素并进行含量测定[16],
 

检测包括玉米素(ZT)、
 

生长素(IAA)、
 

1-氨基环丙烷-1-羧酸(ACC)、
 

赤

霉素(GA3)、
 

水杨酸(SA)、
 

6-苄氨基嘌呤(6-BA)和脱落酸(ABA)等7种激素的含量。

1.2.12 病程相关基因表达分析

于接种GLS后0
 

h、
 

3
 

h、
 

6
 

h、
 

12
 

h、
 

24
 

h和48
 

h取样,
 

液氮速冻后-80
 

℃保存。
 

采用Fast
 

Pure
 

Uni-

versal
 

Plant
 

Total
 

RNA
 

Isolation
 

Kit(Vazyme)试剂盒提取叶片总RNA,
 

HiScript
 

IV
 

All-in-one
 

Ultra
 

RT
 

Super
 

Mix
 

for
 

qPCR试剂盒反转录合成cDNA。
 

以cDNA为模板,
 

使用表1中PR1、
 

PR2、
 

PR4、
 

PR5、
 

PAL、
 

PPO 和Chitinase 基因的引物进行qRT-PCR。
 

反应程序:
 

95
 

℃预变性10
 

min;
 

95
 

℃变性15
 

s,
 

60
 

℃退火1
 

min,
 

共30个循环。
 

采用2-ΔΔCT 方法[17]计算基因相对表达量。

表1 qRT-PCR引物序列

引物名称 序列(5'→3')

qMdMDH-F CGTGATTGGGTACTTGGAAC

qMdMDH-R TGGCAAGTGACTGGGAATGA

qMdPR1-F GCAGCAGTAGGCGTTGGTCCCT

qMdPR1-R CCAGTGCTCATGGCAAGGTTTT

qMdPR2-F TGGGACTCGATACCCTAGCCTCT

qMdPR2-R GCTTGATCACCACCTTCAGAAGGC

qMdPR4-F CCACCTCTACAATCCACAGCAAAAC

qMdPR4-R GTCCGCAAAAGGCAGTCCATCCA

qMdPR5-F AACTAGCATCCAAAGCTAGCC

qMdPR5-R CCACAGTCTGCAGTTTCACAAG

qMdPAL-F GACCAAACGGTCAGACCCTCAATG

qMdPAL-R AGCCAAGCCAGAACCAACAGCAG

qMdPPO-F TGCTGGGAGTTTTGTGAGTG

qMdPPO-R CCGATCTTAACAGCCTGAGC

qMdChitinase-F TGGAGGATGGGAAAGTGC

qMdChitinase-R GGGTGAGTTGGATGGGTC
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1.2.13 胼胝质沉积染色

将叶片切成1
 

cm×1
 

cm小块,
 

用95%乙醇脱色至透明(每2
 

h更换脱色液)。
 

以含0.01%苯胺蓝的

150
 

mmol/L
 

K2HPO4 缓冲液(pH值9.5)避光染色过夜。
 

叶片于50%甘油中保存并制片,
 

在激发波长

400~485
 

nm下观察胼胝质沉积。

1.2.14 田间喷施LNT对苹果生长和叶部病害抗性诱导效应分析

田间试验于2024年在陕西省宝鸡市扶风县青龙庙村开展,
 

设处理和对照:
 

喷施800倍LNT稀释液,
 

对照喷施等量清水。
 

每处理120棵树,
 

间隔一行果树以防交叉污染。
 

5月10日首次施药,
 

使用芝浦ZP-LD-
DYQ背负式电动静电喷雾器(工作压力0.2~0.4

 

MPa,
 

流量1
 

L/min,
 

雾滴中径≤120
 

μm)喷雾,
 

以叶片

润湿不滴液为施药标准。
 

每15
 

d喷施1次,
 

共3次,
 

试验期间未使用其他杀菌剂。
 

末次喷施后第7
 

d,
 

测定

株高、
 

新梢数量、
 

新梢长度和冠径等生长指标,
 

并按照分级标准[18]调查发病情况、
 

统计病级、
 

计算病情指

数和诱抗防治效果。

1.2.15 数据处理与分析

采用GraphPad
 

Prism
 

v10.1.2软件进行单因素方差分析(ANOVA)及Tukey􀆳s检验(p<0.05),
 

数据

以平均值±标准误(SE)表示。
 

使用Origin
 

2019软件(OriginLab,
 

Northampton,
 

USA)绘图,
 

TBtools软件

绘制氨基酸、
 

酚类物质和激素含量热图。

2 结果与分析

2.1 LNT对GLS菌丝生长的抑制效果

试验结果看出,
 

CK组的菌落直径最大,
 

600倍和1
 

000倍LNT稀释液处理组与CK组无显著差异,
 

200倍和400倍处理组的菌落直径小于CK组,
 

800倍处理组的菌落直径最小,
 

为37.20
 

mm(图1a、
 

b)。
 

抑菌率分析表明,
 

800倍稀释液的抑菌率最高,
 

为32.49%(图1c),
 

说明该浓度对GLS菌丝生长的抑制

作用最强。

图1 不同浓度LNT对GLS菌丝生长的抑制效果
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2.2 LNT喷施处理诱导苹果抗病性的最适浓度筛选

苹果离体叶片接种GLS后,
 

200、
 

400、
 

600、
 

800和1
 

000倍LNT稀释液处理组的病斑面积均显著

小于CK组(图2a),
 

表明LNT能缓解病原菌造成的叶片组织坏死,
 

其中800倍稀释液处理组的病斑面

积最小,
 

较CK组减小93.58%(图2b)。
 

接种3
 

d后,
 

仅800倍处理组的相对电导率显著低于CK组,
 

降

至30.34%(图2c)。
 

以上结果表明,
 

800倍LNT稀释液能有效抑制病斑扩展并减轻细胞膜损伤,
 

后续试

验选用该浓度。

图2 LNT喷施处理诱导苹果叶片抗病性的最适浓度筛选

2.3 GLS侵染下LNT对苹果叶片发病情况的影响

接种GLS后,
 

CK组病斑面积从3
 

d时的36.30
 

mm2 扩大至5
 

d时的60.80
 

mm2(图3a)。
 

相比之下,
 

LNT处理组的病斑扩展显著受限,
 

在3
 

d和5
 

d时的病斑面积分别为4.55
 

mm2 和10.69
 

mm2,
 

仅为同期

CK组的12.54%和17.68%(图3
 

b)。
 

表明LNT处理可显著抑制GLS侵染引起的病斑扩展。

2.4 GLS侵染下LNT对苹果叶片显微结构的影响

接种GLS后,
 

CK组与LNT组叶片显微结构差异显著(图4)。
 

第0
 

d,
 

叶片结构完整,
 

细胞饱满。
 

接

种3
 

d后,
 

CK组表皮细胞受损,
 

栅栏组织和海绵组织褐变;
 

LNT组仅轻微损伤,
 

结构良好。
 

接种5
 

d时,
 

CK组结构严重崩解;
 

LNT组损伤加重,
 

但完整性相当于CK组第3
 

d水平,
 

细胞仍可辨。
 

表明LNT处

理能延缓GLS引起的组织破坏,
 

维持细胞完整性,
 

减轻病害。

2.5 GLS侵染下LNT对ROS含量与抗氧化酶活性的影响

DAB和NBT染色显示,
 

第0
 

d时两组叶片均无明显染色。
 

接种GLS后,
 

CK+GLS组叶片中 H2O2

(棕色)和 O-
2·(蓝色)大量积累,

 

而LNT处理后两者显著减少(图5a)。
 

定量结果与染色一致:
 

LNT组
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图3 800倍LNT稀释液喷施处理对苹果炭疽叶枯病发病情况的影响

图4 GLS侵染下LNT对苹果叶片显微结构的影响

H2O2 含量低于CK组,
 

接种GLS后,
 

CK+GLS组升高,
 

而LNT+GLS组较CK+GLS组降低23.47%

(图5b)。
 

O-
2·含量变化趋势类似,

 

LNT+GLS组较CK+GLS组降低11.11%(图5c)。
 

SOD活性以CK组

最低(43.35
 

U/g),
 

LNT处理后升高,
 

接种GLS后,
 

CK+GLS组进一步升高,
 

LNT+GLS组达到最高值

(151.54
 

U/g),
 

显著高于CK+GLS组(图5d)。
 

POD活性变化趋势相同,
 

LNT+GLS组最高,
 

显著高于

CK+GLS组(图5e)。
 

上述结果表明,
 

LNT处理能增强SOD和POD活性,
 

减少GLS侵染诱导的活性氧

(ROS)积累,
 

缓解氧化胁迫,
 

提高苹果叶片抗病性。

2.6 GLS侵染下LNT对苹果叶片中氨基酸、
 

酚类物质和内源激素含量的影响

在氨基酸代谢方面(图6a),
 

与CK组相比,
 

LNT处理使甘氨酸和苯丙氨酸含量升高了29%和12%,
 

精氨酸等下降。
 

CK+GLS组中多数氨基酸含量最低,
 

其中脯氨酸和精氨酸分别仅为CK组的11.29%和

17.09%。
 

LNT+GLS组中各氨基酸含量均较CK+GLS组显著提高,
 

以甲硫氨酸增幅最大(3.63倍)。
 

聚

类分析显示,
 

脯氨酸和精氨酸在CK组中最高,
 

接种GLS后降低,
 

聚为一簇;
 

苯丙氨酸和酪氨酸变化趋势

相似,
 

聚为另一簇;
 

甘氨酸和谷氨酸变化不同,
 

单独成簇。

7第5期        韩海霞,
 

等:
 

香菇多糖对苹果炭疽叶枯病的诱抗效应分析



图5 GLS侵染下LNT对苹果叶片中ROS含量与抗氧化酶活性的影响

在酚类物质代谢方面(图6b),
 

与CK相比,
 

LNT处理使表儿茶素等8种酚类物质含量提高,
 

芦丁增幅

最大,
 

提高了59%。
 

CK+GLS组中原儿茶酸等6种酚类物质含量较CK组显著上升,
 

以绿原酸(10.73倍)

和对香豆酸(6.26倍)最为显著。
 

LNT+GLS组中根皮苷等9种酚类物质较CK+GLS组进一步升高,
 

其中

异栎素和金丝桃苷增加最明显,
 

分别提高了39%和31%,
 

而绿原酸等4种酚类物质则下降至CK+GLS组

的17.77%~66.10%。
 

聚类分析显示,
 

芦丁、
 

金丝桃苷、
 

槲皮素等在LNT组积累较多,
 

对香豆酸和绿原酸

等在CK+GLS组积累较高。

在激素调控方面(图6c),
 

未接种GLS时,
 

LNT组中玉米素含量为0.02
 

ng/g(CK组未检出),
 

脱落
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酸、
 

6-苄氨基嘌呤和生长素分别较CK组提高34%、
 

130%和437%。
 

接种GLS后,
 

CK+GLS组玉米素

升至0.06
 

ng/g,
 

水杨酸达峰值,
 

为CK组的18.06倍;
 

脱落酸、
 

6-苄氨基嘌呤和生长素分别为CK组的

1.30、
 

2.84和8.78倍;
 

而1-氨基环丙烷-1-羧酸和赤霉素与CK组差异不大。
 

与CK+GLS组相比,
 

LNT+

GLS组中6-苄氨基嘌呤、
 

1-氨基环丙烷-1-羧酸、
 

玉米素、
 

赤霉素和生长素分别升高至1.34、
 

1.79、
 

2.99、
 

3.10和3.04倍,
 

而水杨酸和脱落酸分别降至25.24%和8%。
 

聚类分析表明,
 

玉米素和生长素在各处理

组中依次升高,
 

聚为一簇;
 

1-氨基环丙烷-1-羧酸和赤霉素在LNT+GLS组中显著积累,
 

聚为另一簇;
 

水

杨酸在接种GLS后急剧上升,
 

但LNT处理使其增幅减小,
 

单独成簇。

图6 GLS侵染下LNT对苹果叶片中氨基酸、
 

酚类物质和内源激素含量的影响

2.7 GLS侵染下LNT对苹果叶片病程相关基因表达量的影响

如图7所示,
 

0
 

h时各组基因表达无显著差异。
 

接种GLS后,
 

各基因表达均被诱导。
 

PR1 基因在24
 

h
和48

 

h时,
 

LNT+GLS组表达量显著高于其他组,
 

分别为CK组的9.51倍和19.34倍(图7a)。
 

PR2 基因

在0~6
 

h以CK+GLS组表达较高,
 

24~48
 

h则以LNT+GLS组更高(图7b)。
 

PR4 和PR5 基因表达趋

势相似,
 

LNT+GLS组在各时间点均高于CK+GLS组,
 

24
 

h时分别为后者的3.31倍和3.95倍,
 

48
 

h时

两组均快速上升并达到峰值(图7
 

c、
 

d)。
 

PPO 基因在3
 

h和6
 

h时,
 

LNT+GLS组表达量高于CK+GLS
组(图7e)。

 

PAL 基因在3
 

h时CK+GLS组较高,
 

之后下降,
 

而LNT+GLS组在24
 

h前缓慢上升(图7f)。
 

Chitinase基因表达趋势与PPO 相似,
 

12
 

h达峰值(图7g)。
 

综上,
 

GLS侵染显著诱导7个病程相关基因上

调,
 

LNT处理进一步增强其转录水平,
 

提高苹果对GLS的防御能力。

2.8 GLS侵染下LNT对苹果叶片胼胝质沉积的影响

为探究GLS侵染下LNT处理对苹果叶片胼胝质积累的影响,
 

分别对CK+GLS组和LNT+GLS组

在第0
 

d和接种后第3
 

d的叶片进行胼胝质染色。
 

如图8所示,
 

接种前(第0
 

d),
 

两组胼胝质沉积量无显

著差异。
 

接种后第3
 

d,
 

CK+GLS组沉积量显著增强,
 

而LNT+GLS组胼胝质信号强度显著低于同期

CK+GLS组。
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图7 GLS侵染下LNT对苹果叶片中病程相关基因表达量的影响

2.9 田间喷施LNT对苹果生长和叶片病情指数的影响

田间喷施800倍LNT稀释液可显著降低苹果叶片病害,
 

病情指数较CK组下降17.96%,
 

免疫诱抗效

果达33.56%。
 

同时,
 

株高、
 

新梢数量、
 

新梢长度、
 

东西和南北冠径等生长指标均优于CK组,
 

较CK组分

别提高了9.47%、
 

32.79%、
 

28.10%、
 

34.23%和29.52%,
 

其中东西冠径增长最显著(表2)。
 

表明喷施
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800倍LNT稀释液可有效降低苹果叶片病害的发病率并促进树体生长。

图8 GLS侵染下LNT对苹果叶片胼胝质沉积的影响

表2 田间800倍LNT稀释液喷施处理对苹果生长和叶片病情指数的影响

处理
株高/

cm

新梢数量/

个

新梢长度/

cm

冠径/cm
东西 南北

病情指数/

%

诱抗效果/

%
CK 169.57±26.82b 11.65±3.45b 52.95±8.10b 74.38±19.75ab 76.12±16.74b 53.52 -

LNT
 

800 185.04±29.38a 15.47±1.66a 67.83±9.58a 99.84±24.27a 98.59±27.47a 35.56 33.56

3 讨论和结论

3.1 讨论

平板抑菌试验表明,
 

LNT在200~1
 

000倍稀释液浓度下均对GLS病原菌的生长表现出一定的抑制作

用,
 

但抑制效果未达到显著水平,
 

该结果与已有研究结论一致,
 

即植物免疫诱抗剂主要通过激活系统获得

性抗性(SAR)增强植物自身抗病能力,
 

而非直接抑制病原菌生长[19]。
 

离体叶片接种试验进一步表明,
 

喷施

800倍LNT稀释液能显著降低苹果叶片GLS发病率和病斑面积,
 

表明该浓度对GLS具有良好防控效果。
 

相对电导率测定结果也证实LNT对叶片细胞膜结构具有保护作用。
 

综上,
 

本研究最终选用800倍LNT稀

释液进行后续试验以探究其诱导苹果抗病性的作用机制。

组织学观察发现,
 

CK+GLS组苹果叶片在接种3
 

d时表皮细胞出现损伤,
 

5
 

d后结构明显破碎。
 

该损

伤源于GLS分生孢子形成附着胞与侵染钉,
 

穿透上表皮并引起细胞壁溶解,
 

同时病原菌分泌酶类降解角质

层,
 

破坏表皮防御结构,
 

促进其进一步扩散与定殖。
 

随侵染进展,
 

栅栏组织逐渐褐变,
 

可能与菌丝在胞内扩

展有关,
 

最终形成典型褐色坏死斑[20]。
 

相比之下,
 

LNT处理显著延缓了GLS的侵染进程,
 

减轻发病程度,
 

并维持了细胞结构完整性。
 

有报道显示,
 

石莼多糖等植物免疫诱抗剂可通过抑制附着胞黑化阻碍GLS病原

菌有效侵染,
 

提示LNT作为多糖类物质可能通过类似机制发挥防控作用[21]。

在植物—病原物互作过程中,
 

ROS暴发是常见的早期响应。
 

为应对氧化胁迫,
 

植物会激活抗氧化酶系

统,
 

合成SOD、
 

POD等酶以清除ROS,
 

减轻细胞损伤[22]。
 

本研究显示,
 

GLS侵染诱导苹果叶片中 H2O2
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积累,
 

导致ROS水平升高;
 

而LNT处理增强了SOD和POD活性,
 

显著降低了ROS含量,
 

表明LNT能

够激活抗氧化系统,
 

有效缓解由GLS引发的氧化损伤。
 

在激素水平方面,
 

LNT处理显著提高了ABA含

量,
 

推测其作为免疫诱抗剂模拟病原菌侵染,
 

激活防御信号、
 

诱导ABA合成和促进气孔关闭,
 

从而限制病

原菌侵入[23-24]。
 

另外,
 

LNT处理也使ZT、
 

IAA、
 

ACC和GA3 含量有不同程度提高,
 

说明LNT在诱导植物

抗病性的同时,
 

可能通过调节生长相关激素促进植物生长发育[25]。
 

ACC作为乙烯前体,
 

其积累可能促使乙

烯早期暴发,
 

协同SA信号诱导PR蛋白表达[26]。
 

LNT可能通过提前积累ACC,
 

促使乙烯早期暴发,
 

从而

增强对GLS的早期抑制。

氨基酸代谢在植物抗病中发挥重要作用,
 

不仅为蛋白质合成提供基础,
 

还参与次生代谢、
 

能量供应

和抗氧化等多种抗病防御反应[27]。
 

本研究发现,
 

LNT处理显著缓解GLS侵染引起的氨基酸消耗,
 

并提

高多种抗病相关氨基酸的水平,
 

从而增强苹果对GLS侵染的适应能力。
 

具体表现为:
 

脯氨酸消耗减少,
 

有助于细胞维持渗透平衡和功能稳定[28];
 

精氨酸含量回升,
 

可能通过 NO信号途径激活 PR 基因表

达[29];
 

赖氨酸消耗受抑,
 

推测其转化为谷氨酰胺等含氮防御物质参与抗病免疫反应;
 

天冬氨酸含量上

升,
 

可能通过三羧酸(TCA)循环增强能量供给[30];
 

甘氨酸作为谷胱甘肽前体含量提高,
 

有助于增强抗氧

化能力[31]。
 

综上,
 

LNT通过协同调控氨基酸代谢,
 

在渗透调节、
 

免疫信号、
 

能量代谢和抗氧化防御等多

方面增强苹果对GLS的抗性。

酚类物质在植物抗病中既可作为木质素等细胞壁组分的前体增强物理屏障[32],
 

又能通过类黄酮等次

生代谢产物直接抑制病原菌生长[33]。
 

本研究显示,
 

LNT处理可促进芦丁、
 

金丝桃苷和槲皮素等类黄酮类物

质积累,
 

这些物质可能通过下游代谢增强对GLS的抗性;
 

而CK+GLS组则大量积累阿魏酸和对香豆酸等

酚酸类物质,
 

其中阿魏酸参与细胞壁强化[33],
 

对香豆酸作为苯丙烷代谢的关键节点响应病害侵染[34]。
 

因

此,
 

LNT可能通过特异性激活类黄酮代谢途径诱导植物系统性抗性,
 

其作用机制不同于病原菌直接侵染引

发的广泛酚类积累反应。

在植物免疫中,
 

病原菌侵染会触发病原相关分子模式激发的免疫反应(PTI)与效应蛋白激发的免疫反

应(ETI),
 

激活SA等防御信号通路并诱导PR蛋白表达[35]。
 

LNT可能通过模拟病原体相关的分子模式

(PAMPs),
 

经模式识别受体(PRRs)激活PTI免疫反应,
 

与病原信号叠加增强防御响应,
 

进而促进SA通

路驱动PR 基因表达。
 

PR1 是植物防御反应的关键标志物[36]。
 

本研究中,
 

GLS侵染诱导SA通路启动并上

调PR1 表达;
 

LNT+GLS组在12
 

h后表达量高于CK+GLS组,
 

表明LNT具有免疫诱抗作用。
 

PR2 是β-

1,
 

3-葡聚糖酶基因,
 

在CK+GLS组早期显著上调,
 

而LNT+GLS组表达较缓,
 

至24
 

h才明显升高,
 

说明

LNT可能延缓了病原体侵染进程。
 

PAL 是苯丙氨酸解氨酶基因,
 

在GLS侵染后迅速响应但逐渐减弱,
 

LNT处理则能增强其表达持续性,
 

促进木质素合成以强化细胞壁[37]。

田间试验表明,
 

喷施LNT可显著降低苹果叶部病害病情指数,
 

并有效促进树体生长,
 

表现为东西冠径

和新梢数量的显著增加。
 

前人研究也表明LNT具有促进油菜根系生长[38]和提升番茄产量等作用[39],
 

印证

了LNT兼具诱导植物抗病性与促进生长的双重功能,
 

符合植物免疫诱抗剂的典型特征。
 

因此,
 

以LNT为

核心的植物免疫诱导技术有望成为苹果病害绿色防治的有效策略[40]。
 

然而,
 

LNT的诱抗效果易受品种与

田间环境因素影响,
 

且当前研究多限于小区试验,
 

缺乏规模化果园的长期验证,
 

未来需结合区域生态与栽

培管理,
 

开展系统性田间集成示范,
 

以推动该技术的产业化应用。

3.2 结论

本研究采用浓度梯度试验、
 

平板抑菌及离体叶片接种等方法,
 

确定800倍LNT稀释液为外源喷施诱

导苹果对GLS抗性的最适浓度。
 

组织学观察表明,
 

LNT处理有助于维持细胞结构完整性,
 

减少防御物质
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异常沉积。
 

在生理水平上,
 

LNT激活SOD、
 

POD等抗氧化酶活性,
 

缓解氧化损伤;
 

同时调控激素和氨基酸

代谢通路,
 

促进黄酮类等抗病次生代谢物积累。
 

基因表达分析表明,
 

LNT诱导多种病程相关基因上调表

达。
 

综上,
 

LNT通过协同调控抗氧化防御、
 

激素信号传导和次生代谢等多层次免疫响应,
 

系统增强苹果对

GLS的抗性。
 

田间试验进一步证实,
 

喷施800倍LNT稀释液可有效降低病情指数并促进植株生长,
 

展现

出良好的应用潜力。
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