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0.53%瑞香素乳油诱导烟草抗青枯病的效果
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摘 要:为明确0.53%瑞香素乳油对烟草青枯病的防效和防病机制,通过室内盆栽试验、

酶活性测定和田间试验,分析0.53%瑞香素乳油对烟草青枯防控效果及叶片防御酶酶活性.
室内结果表明,与0.1%S-诱抗素水剂、5%氨基寡糖素水剂、0.01%芸苔素内酯乳油相比,

0.53%瑞香素乳油能够有效减少烟草青枯病的发生,在接种后第10d,诱导抗性效果依然

高达71.66%.瑞香素可显著提高烟叶PPO酶、CAT酶和SOD酶活性,其酶活性分别在

10min、12h和24h达到最大值,其值分别为169.02U/g,145.42U/g和111.51U/g.田

间试验结果显示,0.53%瑞香素乳油能够促进烟株生长,而且在病害发生高峰期(8月7
日),0.53%瑞香素乳油能够有效诱导烟草对青枯病的抗性,相对防效达到44.33%,优于商

品类抗性诱导剂.以上结果表明,0.53%瑞香素乳油可作为一种新型的植物源抗性诱导剂,

为烟草青枯病的绿色防控提供理论支撑.
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Abstract:Inordertoexploretheroleofdaphnetinasapotentialnewplantelicitor,andclarify
controleffectofdaphnetinontobaccobacterialwilt,severalexperimentssuchaspotexperi-
ment,enzymeactivitydeterminationandfieldexperimentwereperformedinthisassay.There-
sultsshowedthatdaphnetincouldeffectivelyreducetheoccurrenceoftobaccobacterialwilt
comparedwithotherplantdefenseelicitors.Theefficiencyofinducedresistancebydaphnetin
wasstillupto71.66%after10daysofinoculationwithRalstoniasolanacearum.Daphnetincan
significantlyincreasetheactivitiesofsuperoxidedismutase,catalaseandpolyphenoloxidasein
tobaccoleaves,andtheenzymeactivitiesreachedtothemaximumvalueat10min,12hand
24h,at169.02U/g,145.42U/gand111.51U/g,respectively.Fieldexperimentshowedthat
daphnetinpromotedtobaccogrowth,andduringoutbreakperiodofbacterialwiltdisease,daph-
netinsignificantinducedsystemicresistanceoftobaccowithacontrolefficiencyof44.33%.
Theseresultsshowedthatdaphnetincanbeconsideredasaplant-derivedresistanceinducerfor
controllingtobaccobacterialwilt,whichcouldprovidetheoreticalsupportforthegreenpreven-
tionandcontrolofplantdisease.
Keywords:daphnetin;tobaccobacterialwilt;controleffect;enzymeactivity

  烟草是我国重要的经济作物之一,近几年因土壤酸化、发病地持续连作、土壤微生态失衡

和烟株自身抗性降低等原因烟草土传病害发生严重[1-4].烟草青枯病是由青枯雷尔氏菌(Ralsto-

niasolanacearumSmith)侵染引起的土传细菌病害,能侵染50多科450多种植物,具有致病力

强、寄主范围广泛、分布广阔等特点[5-6].该病原菌主要破坏植物的维管组织,使得植物不能正

常从土壤中吸取水分和营养物质,高温条件下植物呈现萎蔫,严重时导致烟株整株死亡.近几

年,烟草青枯病在四川省、贵州省、云南省和重庆市为代表的南方烟区个别年份呈现暴发式增

长,严重影响了各大烟区烟叶产质量[7].目前对该病害的防控措施主要有药剂防治和生物防治,

其中,药剂防治仍然是一种高效、方便、更容易让烟农接受的防治措施,但面临着药剂单一、易

产生抗药性、危害生物安全等一系列问题[8-9].因此,寻找对生态环境友好、无污染、来源于植

物本身的天然产物活性的小分子显得尤为重要.
植物源天然产物活性的小分子是一种来源于植物的提取物,具有对环境友好、安全、生物

活性多样等特点,广泛存在自然界中,种类丰富,有多种农用活性,如香豆素、黄酮类、生物

碱、多酚、有机酸、精油等[10].作为植物次生代谢物质,香豆素类化合物是一类具有苯并α-吡

喃酮结构的天然化合物,主要以游离态或糖苷的形式存在植物体中,动物和微生物中也少量存

在,并且鉴定出了1300多种香豆素[11-12].有研究表明,香豆素类化合物具有抗菌活性、诱导植

物抗性和作为微生物群-根-芽化学交流的信号小分子,在微生物-植物互作中发挥着重要作

用[13-14].瑞香素(Daphnetin)是香豆素类化合物代表性的单体成分,具有抗炎、抗氧化、抗病原

微生物等作用[15-18].目前,西南大学天然农药研究团队前期已评估了18种香豆素对烟草青枯雷

尔氏菌(R.solanacearum)的抗菌活性,结果发现羟基香豆素中的瑞香素表现出较强的生物活

性,最小抑菌浓度为64mg/L[19-20].瑞香素具有提取成本较大、难溶于水、易被氧化、见光易分

解的特性,较难直接用于杀菌剂进行开发利用,并且在增强植物抗病性和抗逆性方面的研究少

有报道.本研究从提高植物诱导抗性角度出发,探索瑞香素对烟草青枯病的诱导抗病作用,明

确在瑞香素诱导烟草产生的系统抗病反应,深入研究瑞香素的诱导抗病机理,从而为其理论实

践研究提供一定的指导意见.
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1 材料与方法

1.1 供试菌种与品种

烟草青枯菌(R.solanacearumCQPS-1)保存于西南大学天然产物研究中心,“云烟87”种子

购买于云南玉溪中烟种子有限责任公司.

1.2 供试药剂与仪器

瑞香素原药(DA,98%)购买于上海源叶生物科技有限公司;0.53%瑞香素乳油(EC)在西

南大学天然产物农药研究室配制,其中溶剂为N-甲基吡咯烷酮,乳化剂为Tween-85,填充溶

剂为松节油.5%氨基寡糖素水剂(AS)购买于上海沪联生物药业(夏邑)股份有限公司;0.01%
芸苔素内酯乳油(EC)购买于爱普瑞(焦作)化学有限公司;0.1%S-抗素水剂(AS)购买于四川国

光农化有限股份公司;过氧化氢酶(CAT酶)试剂盒、超氧化物歧化酶(SOD酶)试剂盒、多酚

氧化酶(PPO酶)试剂盒均购于北京索莱宝生物科技有限公司.UV1000型单光束紫外-可见分

光光度计购于上海天美科学仪器有限公司;1500型全波长酶标仪购于美国Thermo公司.

1.3 方法

1.3.1 4种诱抗剂诱导烟草青枯病的抗性比较

参考韩松庭[21]相关研究中的室内诱抗评价方法,5%氨基寡糖素 AS、0.1%S-抗素 AS、

0.01%芸苔素内酯EC、0.53%瑞香素EC配制有效成分的质量浓度分别为25mg/L,6.5mg/L,

0.05mg/L和2.85mg/L.采用叶面喷施的方法,对大小一致的“三叶一心”烟草幼苗进行叶面喷

施处理.每隔3d处理一次,连续2次处理,每个处理30株烟苗,以去离子水作为对照.诱导后

第3d,灌根接种青枯病菌10mL(l×l08CFU/mL),并将烟苗放置在温度为28℃、湿度为

75%、光照周期14h/10h的人工气候箱培养,随后每天记录发病情况,并按(1)和(2)计算病

情指数和相对防效.

病情指数=
∑(发病株数×该病级代表值)
调查总株数×最高级代表值 ×100 (1)

相对防效(%)=
对照病情指数-处理病情指数

对照病情指数 ×100% (2)

1.3.2 叶片防御酶活性测定

0.53%瑞香素EC配制有效成分的质量浓度为2.85mg/L,并按1.3.1方法进行叶面诱导,

以DMSO作为对照,然后在10min、6h、12h、24h处随机取3株烟叶片,液氮保存待测.粗酶

液提取:取待测样品置于液氮冷浴的研钵中研磨至粉末,然后取0.5g于无酶管中,每个处理分

装3管.随后分别加入1mLCAT酶、PPO酶和SOD酶提取液,震荡均匀,置于4℃,8000g/

min低温离心10min,离心后取上清液即为粗酶液,按照试剂盒说明书测定CAT酶、PPO酶、

SOD酶活性.

1.3.3 0.53%瑞香素EC对烟草青枯病的防控效果

在重庆市彭水县润溪乡白果坪村烟草种植单元进行,移栽时间为4月30日,品种为“云烟

87”.试验共设4个处理,水杨酸、苯丙噻二唑(BTH)、0.53%瑞香素EC配制有效成分的质量

浓度为分别为500mg/L,50mg/L,2.85mg/L,清水对照.每个处理3次重复,共12个小区,

每个小区约80株烟,周围设置保护行.在烟草团棵期、旺长期进行叶面喷施.
农艺性状调查:各小区选择有代表性的20株烟挂牌,按照《烟草农艺性状调查方法》
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(YC/T142—1998),在烟草打顶后7d测量农艺性状,并用公式(3)计算最大叶面积.

单叶面积(cm2)=0.6345×叶长(cm)×叶宽(cm) (3)

病害调查:按照《烟草病虫害分级及调查方法》(GB/T23222—2008)进行病害调查,每隔

5d调查1次,连续调查5次以上.按公式(1)和(2)计算病情指数和相对防效.

1.4 数据处理与统计学分析

采用Excel16和SPSS17.0软件进行数据处理与统计分析,应用Tuky 法进行差异显著性

检验,用GraphPadPrism8.0.2绘图.

2 结果与分析

2.1 4种诱抗剂诱导烟草青枯病的抗性比较

由室内诱导抗性结果可见,4种诱导剂均能降低烟草青枯病的病情指数,具有一定的诱导抗

病性效果,诱导抗病效果从大到小依次为2.85mg/L瑞香素,6.5mg/LS-诱抗素,25mg/L氨基

寡糖素,0.05mg/L芸苔素内酯.其中,2.85mg/L瑞香素和6.5mg/LS-诱抗素的诱导抗病效

果最明显,分别能够使青枯病发病推迟7d和6d,较好地延缓了烟草青枯病的发生.在接菌后

第10d和第12d,2.85mg/L瑞香素的病情指数分别为28.33,57.50,显著低于6.5mg/LS-诱

抗素,25mg/L氨基寡糖素,0.05mg/L芸苔素内酯的52.50,66.67,81.66;73.33,83.33,

94.33.此外,2.85mg/L瑞香素和6.5mg/LS-诱抗素在第6d以后,两者的相对防效均显著高

于25mg/L氨基寡糖素和0.05mg/L芸苔素内酯.在接菌后第10d,2.85mg/L瑞香素的相对

防效明显高于6.5mg/LS-诱抗素,25mg/L氨基寡糖素,0.05mg/L芸苔素内酯,相对防效依

次为71.66%,47.56%,33.33%,18.33%(图1).

小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

图1 4种诱导剂诱导烟草青枯病的防治效果比较

2.2 0.53%瑞香素EC对烟草叶片防御酶活性的影响

由试验结果可知,烟草叶片PPO酶活性在瑞香素处理后的24h内呈现先下降后上升的趋

势,其中在第10min时活性最高,为169.02U/g,明显高于清水对照的66.72U/g,12h后,

PPO酶活性逐渐升高,均显著高于清水对照;烟草叶片的CAT酶活性在处理后的24h内呈现

先上升后下降的趋势,经处理的叶片CAT酶活性峰值在10min和12h,均明显高于清水对
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照,12h时CAT酶活性为145.42U/g,达到最高,而清水对照仅为43.30U/g,相比于清水对

照提高了2.36倍;烟草叶片的SOD酶活性在处理后的24h内则呈上升趋势,在第24h时SOD
酶活性最高,为111.51U/g,显著高于清水对照的55.89U/g(图2).

小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

图2 瑞香素处理对烟草叶片CAT酶、PPO酶、SOD酶活性的影响

2.3 0.53%瑞香素乳油EC对打顶期烟草农艺性状的影响

于7月11日对烟草农艺性状进行调查,调查结果显示,0.53%瑞香素EC、水杨酸和苯丙

噻二唑均能促进烟株的生长,其中,株高、最大叶长均高于清水对照,差异具有统计学意义.此

外,水杨酸、苯丙噻二唑和0.53%瑞香素 EC处理的株高明显高于清水对照,分别提高了

19.27cm,13.69cm和17.17cm;水杨酸和0.53%瑞香素EC处理后的最大叶长要明显高于清

水对照,分别提高了10.28cm和5.51cm.此外,经3种诱导抗性剂处理的茎围、有效叶数、节

距、最大叶宽和最大叶面积与清水对照比较,差异无统计学意义(表1).
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表1 烟草打顶期农艺性状比较

处理方法 株高/cm 茎围/cm 叶片数/片 节距/cm 最大叶长/cm 最大叶宽/cm 最大叶面积/cm2

水杨酸 110.90±0.45a 8.03±0.64a15.40±0.00a 3.36±0.61a 78.48±0.47a 29.05±0.59a 1447.09±38.24a

苯丙噻二唑 105.32±5.48a 8.23±0.57a15.87±0.37a 3.33±0.31a 72.76±1.93ab 28.30±2.60a 1311.92±148.53a

0.53%瑞香素EC108.80±0.85a 7.88±0.16a16.47±0.41a 3.60±0.18a 73.71±0.74b 27.38±1.18a 1280.06±5.29a

清水对照 91.63±2.13b7.18±0.12a15.92±0.15a 3.57±0.13a 68.20±0.20c 25.34±0.20a 1096.49±38.88a

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.4 0.53%瑞香素EC对烟草青枯病的田间防治效果

自7月8日田间青枯病发病较为明显开始,每隔5~6d进行发病率和病情指数调查.由调

查结果可知,与清水对照相比,水杨酸、苯并噻二唑和0.53%瑞香素EC降低了烟草青枯病的

发病率和病情指数,对烟草青枯病均有一定的诱导抗病效果,其中,诱导抗病效果从小到大排

列依次为0.53%瑞香素EC、苯并噻二唑、水杨酸(图3).烟草青枯病发生初期(7月14日),

0.53%瑞香素 EC的防效高于水杨酸、苯并噻二唑,相对防效分别为92.96%,64.12%和

85.92%.在发病中期(7月26日),水杨酸、苯并噻二唑和0.53%瑞香素EC的相对防效分别为

50.80%,66.32%和79.95%,其中,0.53%瑞香素EC的相对防效显著高于水杨酸处理.在发病

高峰期(8月7日),3种抗性诱导物质诱导抗性呈显著下降,平均防效均小于50%,其中0.53%
瑞香素EC的相对防效为44.33%(表2).抗性诱导物质在诱导烟草对青枯病的抗性程度,会随

着烟株生长和病害发生程度逐渐减弱.

小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

图3 不同处理烟草青枯病田间发病情况

表2 不同处理烟草青枯病防治效果比较 %

处理方法 7月8日 7月14日 7月20日 7月26日 8月1日 8月7日

水杨酸 84.48±15.52a 64.12±18.98a 52.70±16.33a 50.80±7.98b 44.91±7.41a 30.49±15.45a

苯丙噻二唑 94.92±4.40a 85.92±7.45a 70.93±3.96a 66.32±2.00ab 60.81±6.70a 41.49±12.72a

0.53%瑞香素EC100.00±0.00a 92.96±7.46a 84.92±5.81a 76.95±3.61a 67.15±14.06a 44.33±11.35a

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).
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3 结论与讨论

当前,防控烟草青枯病的化学药剂依然存在持效低、防治效果不显著的问题[22],特别在烟

株打顶后期,高温天气一到来(7月中下旬),随着营养物质的回流,根系分泌物有机酸类的积

累,会进一步诱集青枯菌的侵染,从而加重病害.与化学杀菌剂不同,香豆素类化合物作为一

种天然次生代谢产物,生物活性多样,主要包括抑菌、杀虫、诱抗等活性.其中,在抑菌活性方

面,马伟虎等[23]发现香豆素不仅能够降低胞中葡萄糖含量和保护酶活性(PPO酶、SOD酶和

POD酶)来影响其代谢过程,而且还能够有效地抑制灰葡萄孢霉菌(Botrytiscinerea).在杀虫

活性方面,高平等[24]发现瑞香素对蚜虫(桔蚜、棉蚜和烟蚜)有很高的触杀和拒食作用,并且在

田间对棉蚜有较好的防控作用.在诱抗活性方面,帅正彬等[25]发现瑞香素能够激活植物的茉莉

酸途径(JA)来增强植物的免疫系统,同时,瑞香素还能提高烟草木质素含量及烟叶防御酶活

性,从而提高烟草对青枯病抗性.本研究结果表明,0.53%瑞香素EC对烟株进行叶面喷施处

理,能够有效的降低烟草青枯病的发生,对青枯病具有一定的防控作用.室内的盆栽试验结果

显示,0.53%瑞香素EC,0.1%S-诱抗素AS,5%氨基寡糖素AS,0.01%芸苔素内酯EC商品植

物调节剂相比,具有很好的防控效果,在接种后第10d诱导抗性效果为71.66%,具有一定的

持效性.瑞香素通过提高CAT酶、SOD酶、PPO酶的活性来增强植物对烟草青枯病的抗性作

用.田间防效的结果显示,0.53%瑞香素EC作为一种抗性诱导物质,在病害发生早期能够有效

地诱导烟草对青枯病的抗性,其中,在发病初期(7月8日),0.53%瑞香素EC对烟草青枯病的

防控效果100%,在病害发生高峰期(8月7日)防控效果较为稳定,达到44.33%,这表明

0.53%瑞香素EC在烟草青枯病的防控方面具有一定的应用潜能.
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