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东莨菪内酯与瑞香素诱导柑橘抗溃疡病的效果评价
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摘 要:柑橘溃疡病是柑橘生产中最为严重的细菌性病害之一,可对柑橘产量和品质造成

巨大影响。抗性诱导剂作为绿色防治生物病害的重要工具,其研究与应用日益受到关注。

探究抗性诱导剂东莨菪内酯(SC)和瑞香素(DA)用于防治柑橘溃疡病的作用效果。结果表

明,东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病菌没有直接作用;经东莨菪内酯和瑞香素处理8~

24h,柑橘抗性相关防御酶POD、PAL和CAT的活性高于对照,具有诱导激活柑橘免疫

系统,提高柑橘抗性的作用;田间试验中,东莨菪内酯处理对柑橘溃疡病的防治效果为

62.07%,瑞香素处理对柑橘溃疡病的防治效果为75.86% ;东莨菪内酯和瑞香素处理后溃

疡病病情指数增长减慢,有效延缓了溃疡病蔓延,具有一定的防治效果。
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Abstract:Citruscankerdiseaseisoneofthemostseriousbacterialdiseasesincitrusproduction.
Greencontrolwithresistance-inducerisanimportantmeansofbiologicalcontrolofthedisease.
Inthisstudy,wemainlyinvestigatedtheeffectofScopoletinandDaphnetinonthecontrolof
citruscankerdisease.TheeffectsofScopoletinandDaphnetinonthecitruscankerpathogensand
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theactivityofcitrusdefenseenzymesweredetectedbysettingclearwatertreatmentasthecon-
trol.TheresultsshowedthatScopoletinandDaphnetinhadnodirectinhibitioneffectonXan-
thomonascitrisubsp.citri.TheenzymeactivitiesofPOD,PAL,andCATweresignificantly
elevatedaftertreatmentwithScopoletinandDaphnetincomparedtocontrolsat8-24hourspost-
treatment,suggestingthesecompoundsmayinduceandactivatetheimmuneresponseincitrus
plants,therebyenhancingtheirresistance.Inthefieldtest,thecontroleffectofScopoletintreat-
mentoncitruscankerdiseasereached62.07%andthatofDaphnetintreatmentwas75.86%;
ScopoletinandDaphnetintreatmentsloweddownthegrowthofthecankerdiseaseindexandef-
fectivelysloweddownthespreadofcankerdisease,whichhasacertainpreventiveeffect.
Keywords:citruscankerdisease;resistanceinduction;Scopoletin;Daphnetin;plantdefenseen-
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  柑橘溃疡病是柑橘种植过程中危害最大的细菌性病害之一,由柑橘黄单胞菌柑橘亚种

(Xanthomonascitrisubsp.citri,Xcc)引发,可对柑橘产业造成重大经济损失[1-7]。目前,柑橘

溃疡病尚无根治方法,大多数柑橘种植区均以化学防治为主,且柑橘品种与该病害的发生密切

相关[8]。在柑橘溃疡病的绿色防控方面,当前主要运用抗性品种栽培、生防微生物以及抗性诱

导剂等技术措施 [2,9-12]。然而,用于柑橘溃疡病防治的抗性诱导剂数量种类有限,如烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸、氨基酸甲硫氨酸等处理均能提高柑橘树对溃疡病的抗性[13-14]。

近年来,众多研究表明抗性诱导剂可以诱导植物的抗病性,减少植物病害进一步发展蔓

延[15-16]。天然香豆素类化合物是一类存在于芸香科、菊科、豆科等植物中的次生代谢产物,常

以游离态或糖苷化形态存在,香豆素的生物合成在植物响应逆境胁迫中发挥着重要作用[17-18]。

研究表明,香豆素类化合物具有抗菌和诱导植物抗性的作用[19]。有学者发现,东莨菪内酯和瑞

香素是能够诱导植物产生抗性的化合物[20-22]。香豆素类化合物中的东莨菪内酯和瑞香素,在植

物体内具有抗氧化作用,可以激活烟草、大豆、棉花、番茄等植物的抗性,帮助其抵御病

害[23-25]。本研究从诱导植物抗性的角度出发,探究东莨菪内酯和瑞香素对柑橘抗性的影响,评

估二者对柑橘溃疡病的防治效果,为防治柑橘溃疡病挖掘新的抗性诱导剂。

1 材料与方法

1.1 供试样品

柑橘叶片样本来自重庆西南大学植物保护学院天然产物农药研究室温室种植的脐橙。脐

橙是易感病品种,与田间试验品种一致。

1.2 供试菌株

供试病原菌为柑橘黄单胞菌柑橘亚种(Xanthomonascitrisubsp.citri,Xcc),柑橘溃疡病

病菌由上海交通大学农业与生物学院陈功友老师实验室提供。

1.3 供试试剂与仪器

东莨菪内酯(Scopoletin,SC,98%)购于北京索莱宝生物科技有限公司;瑞香素(Daphne-

tin,DA,98%)购于上海源叶生物科技有限公司;过氧化氢酶(CAT)试剂盒、过氧化物酶

(POD)试剂盒、苯丙氨酸解氨酶(PAL)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。
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LB培养基(胰蛋白胨10g/L、酵母膏5g/L、NaCl10g/L);NA培养基(蛋白胨5g/L,酵

母膏1g/L,牛肉膏3g/L,葡萄糖10g/L,琼脂15g/L),实验所用培养基配制完成后,于

121℃条件下高压灭菌20min。

1.4 实验设计与处理

1.4.1 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病菌的影响

在LB液体培养基上活化培养已保存的柑橘溃疡病菌,置于28℃、180r/min旋转震荡器

中,培养至OD600为0.8~1.0,待后续实验使用。取100mL的NA培养基待冷至45℃(可用手

拿起即可),加入东莨菪内酯或瑞香素轻轻摇动,混合均匀,每个培养皿约加入10mL带抗性

诱导剂的培养基,待培养基完全冷却凝固。每个平板滴加3个呈三角形分布的病原菌菌点,然

后在28℃条件下培养24~48h,观察平板上病原菌的生长情况。

1.4.2 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘防御酶的影响

将东莨菪内酯和瑞香素分别喷施在离体干净健康的脐橙叶片上,分别于4、8、12、24和

48h共5个时间点进行随机采样,液氮冷冻后保存于-80℃冰箱。叶片采集的时间参照王

曼[26]的方法。

处理1:东莨菪内酯(16μmol/L);处理2:瑞香素(16μmol/L);处理3:清水对照处理。

通过对植物抗性相关防御酶的活性检测,如苯丙氨酸解氨酶、过氧化物酶、过氧化氢酶等,

验证东莨菪内酯和瑞香素对柑橘植株抗病性的影响[26-32]。

取待测样品置于液氮冷浴的研钵中研磨至粉末,然后取0.1g于无酶管中,缓慢加入1mL
对应提取液处理样品,冰浴匀浆,4℃离心10min,取上清液即为粗酶液,置于冰上待测。按

照酶活试剂盒说明书测定CAT、PAL和POD活性。

1.4.3 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病的影响

试验在重庆市奉节县康乐镇柑橘种植园区开展(31°07'N,109°23'E,海拔300~400m)。

试验共设5个处理,每个处理设置3个小区,每个小区有4株柑橘树,处理小区采用随机区组

排列法。各小区的品种、树龄、树势、管理水平等均基本一致。

处理1:喷施浓度为16μmol/L的东莨菪内酯;处理2:喷施浓度为16μmol/L的瑞香素;

处理3:喷施清水作为对照处理。

对柑橘植株进行整株喷施处理,每15d喷施一次,共喷施2次。此外,根据柑橘溃疡病的

实际发生情况酌情用药。

病害调查:参照GB/T17980.103—2004调查溃疡病发生情况。在每株果树的东、西、南、

北4个方位各调查2个枝梢的全部叶片以及5个果实,记录枝梢、叶片和果实上溃疡病的发病

情况,包括调查的总果数、各级病果数等,以便计算病情指数。

叶(果)病斑分级标准如下:

0级:每个叶片(果)上均无病斑;1级:每个叶片(果)上有1~5个病斑;3级:每个叶片

(果)上有6~10个病斑;5级:每个叶片(果)上有11~15个病斑;7级:每个叶片(果)上有

16~20个病斑;9级:每个叶片(果)上有21个以上。

发病率(%)=病叶(果)数/调查的总叶(果)数×100%
病情指数=[Σ(各级病叶(果)数×相对级数值)]/[调查总叶(果)数×9]×100
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防治效果(%)=(对照组病情指数-处理组病情指数)/对照组病情指数×100%

1.5 数据分析

使用Excel2016整理汇总数据,使用IBMSPSSStatistics24进行方差分析以及显著性检

验(p<0.05),使用GraphPadPrism9绘图。

2 结果与分析

2.1 东莨菪内酯和瑞香素对病原菌的影响

平板试验检测东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病菌生长的影响,结果如图1所示。由图1
可知,病原菌Xcc可以在含有抗性诱导剂东莨菪内酯和瑞香素的平板上正常生长,表明抗性诱

导剂SC和DA对柑橘溃疡病菌不存在直接的抑制作用,需进一步研究二者对柑橘植株的作用

及其对柑橘溃疡病防治效果。

图1 抗性诱导剂东莨菪内酯(SC)和瑞香素(DA)对病原菌Xcc的生长影响

2.2 东莨菪内酯和瑞香素诱导激活植物防御系统

采集经抗性诱导剂东莨菪内酯和瑞香素处理后的样品,通过试剂盒检测植物防御酶活性,

结果如图2所示。由图2可知,柑橘叶片过氧化物酶活性在东莨菪内酯、瑞香素处理后的48h
内均呈现先上升后下降的趋势,在12h活性最高,分别为1473.33U/g和1410U/g,显著高

于对照组的1173.33U/g。柑橘叶片苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性在东莨菪内酯、瑞香素处理后

的48h内均呈现先上升后下降的趋势,东莨菪内酯处理后在24h活性达到最高,酶活性为

41.31U/g;瑞香素处理后在12h酶活性最高,酶活性达到43.10U/g,显著高于对照处理的酶

活性。柑橘叶片过氧化氢酶活性在东莨菪内酯处理后8h达到最高水平,为162.72U/g,处理

12h酶活性为117.52U/g,8h和12h活性均显著高于对照处理,表明SC处理对柑橘CAT活

性影响持久。瑞香素处理后,CAT在处理后12h活性达到最高水平,为131.08U/g,处理后

24h活性为110.74U/g,均显著高于对照处理的酶活性;DA处理在12~24h内CAT维持较

高的活性。柑橘防御酶的活性变化表明,抗性诱导剂东莨菪内酯(SC)和瑞香素(DA)处理诱导

激活柑橘免疫系统,提高了柑橘的抗性。
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注:*、**、***表示组间数据比较差异具有统计学意义。

图2 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘防御酶活性POD、PAL和CAT活性的影响

2.3 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病的防治效果

田间试验表明施用抗性诱导剂东莨菪内酯和瑞香素会对柑橘溃疡病发生的影响。田间试

验地块柑橘溃疡病发生的平均病情指数达到0.50,喷施后15d调查病害发生情况。抗性诱导

剂东莨菪内酯和瑞香素处理后柑橘溃疡病的病情指数如图3所示。抗性诱导剂喷施处理后,柑

橘溃疡病发展蔓延趋势被遏制,尤其是东莨菪内酯。第一次东莨菪内酯处理后,柑橘溃疡病病

情指数为0.62,瑞香素处理后的柑橘溃疡病病情指数为0.309,相较于未处理组的1.42,柑橘溃

疡病发生情况明显减轻。第二次处理后柑橘溃疡病发生延缓,其中东莨菪内酯处理的病情指数

为0.679,相比于第一次试验处理后,病情指数仅增加0.062,瑞香素处理病情指数为0.432,相

比于第一次试验处理后,病情指数仅增加0.123,对照处理病情指数增加0.37。最终,东莨菪内

酯处理的防治效果为62.07%,瑞香素处理防治效果为75.86%(表1)。这是由于抗性诱导剂东

莨菪内酯和瑞香素处理激活了柑橘的免疫系统,柑橘抗性得到提升,阻止了柑橘溃疡病的进一

步蔓延。结果表明,柑橘植株在经过抗性诱导剂东莨菪内酯和瑞香素处理后,柑橘溃疡病的蔓

延程度明显减轻。

图3 东莨菪内酯和瑞香素处理后柑橘溃疡病的病情指数
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表1 东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病的防治效果

处理 病情指数1 防治效果% 病情指数2 防治效果%

SC 0.620±0.283 56.33 0.679±0.385 62.07
DA 0.309±0.283 78.26 0.432±0.428 75.86
CK 1.42±0.385 — 1.79±0.595 —

3 讨论

香豆素类化合物东莨菪内酯和瑞香素源自于植物,在医药领域具有重要的应用价值,由于

具有良好的杀虫、抗菌杀菌、杀螨等生物活性,因而在植物病虫害防控中也具有重要作

用[18,33-36]。东莨菪内酯具有杀螨作用,在亚致死剂量下能使朱砂叶螨种群的发育和繁殖速率降

低,且不易产生抗药性[37]。当植物受到病原菌或外来物质刺激时,会合成更多的东莨菪碱内

酯,从而提高植物的抗性[38]。有研究表明,0.5mg/mL的东莨菪内酯能够抑制烟草灰霉病菌

的孢子萌发和菌丝生长[39]。另有研究表明,抗性诱导剂处理可以诱导激活植物免疫系统,提高

植物抗性相关防御酶活性。POD、PPO、PAL、CAT是植物体内主要的植物抗性防御酶,其活

性与植物的抗性变化密切相关。杨亮等[40]研究发现,瑞香素能显著提高烟草体内PPO、PAL
和POD的活性,从而有效防控烟草青枯病的发生。外源施用水杨酸、黄腐酸等可以显著提升

烟草体内的POD、PAL等多种防御酶活性[41-42]。茉莉酸甲酯(MeJA)、乙酰水杨酸(ASA)和β-
氨基丁酸(BABA)等抗性诱导剂可以提高植物抗性相关防御酶活性,提高植物抗病性;叶面喷

施0.3mmol/L茉莉酸甲酯,诱导3次可显著降低宁杞7号叶斑病的自然发病率和病情指

数[43]。本研究发现,东莨菪内酯和瑞香素对柑橘溃疡病菌没有杀菌或抑菌作用,但经东莨菪内

酯和瑞香素处理12h和24h后,POD、PAL和CAT的活性提高。本研究表明,抗性诱导剂东

莨菪内酯(SC)和瑞香素(DA)的田间应用能增强植物抗性相关防御酶活性,降低柑橘溃疡病的

蔓延速度,但不能治疗已经发生柑橘溃疡病的叶片。究其原因,可能是抗性诱导剂东莨菪内酯

(SC)和瑞香素(DA)主要作用于植物免疫系统,诱导增强植物抗性,柑橘溃疡病发生时叶片免

疫系统被破坏,抗性诱导剂无法发挥抗性诱导作用。有学者研究表明,抗性诱导剂的主要作用

诱导激活植物抗性,延缓病害的发展,降低发病程度。杨枫[44]发现外源施用多胺处理有效延缓

了冰糖橙叶片的发病时间,降低了病害程度。茉莉酸和水杨酸之间的拮抗作用在植物对病原菌

侵染的免疫调控中起着关键作用,病原菌可能促进了宿主脱落酸的生物合成,促进茉莉酸积

累,反过来抑制了水杨酸介导的植物防御,导致病害发生[45]。目前,在柑橘溃疡病的防治中少

有利用抗性诱导剂进行防治的研究。本研究表明,抗性诱导剂东莨菪内酯(SC)和瑞香素(DA)
可以有效降低柑橘溃疡病发生程度。后续将深入研究抗性诱导剂在防控柑橘溃疡病的应用及

作用机制,以期找到安全高效的防治柑橘溃疡病的技术措施。
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