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水杨酸甲酯、苯骈噻唑及茉莉酸甲酯对合作杨防御物质的影响
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摘要：采用熏蒸的方法，研究了3种人工合成挥船j{生物质对备作扬防御物质的诱导能力。结果表

明：水杨酸甲酯和苯骈噻唑对合作杨植株体内产生于菜莉酸信号转导途径的萜烯类挥发物的释放

具有抑制作用；而用茉莉酸甲酯对合作杨植株萜烯类挥发物的释放具有明显的促进作用。结合植物

体内的直接防御物质多酚氧化酶和过氧化物酶活性的测定，表明茉莉酸信号转导途径在诱导合作

扬间接和直接防御能力的过程中起着关键作用。
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AbsWact：The present article studied the effects of three synthesized volatiles on the inductlon of defensive

components of Populus$imonii×P．pyramidal括c．V by the method of fumigation．Treatment of plants

with gaseous BTH and MeSA suppressed the productions of terpenoids which involved in jasmonate—signal

transduction pathways．However，MeJA could not only prompted the release of volatile signals，but also

enhanced enzyme activity of PP0 and POD in the leaves．The results indicated that jasmonate—signal trans—

ducfion pathway played crucial rolehtheinductionofdirect andindirectdefenseofP．simonii×P．pyrami—

da／／s e．V．
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水杨酸(salicylic acid)是植物体内重要的内源

信号物质，在植物诱导抗病性以及系统获得抗病性

过程中起到信号转导作用。水杨酸可以诱导植物抗

病相关防御基因的表达以及相应防御物质的产

生[1]，也可能在植物虫害防御、植株间伤害信息的传

递方面起着传递信号作用[21。苯骈噻唑(benzothia—

diazole)是一种在功能上与水杨酸甲酯类似的物质，

苯骈噻唑熏蒸过的利马豆植株降低了害虫二点叶螨

的产卵率嘲。研究表明，苯骈噻唑对棉花[“、小麦[s1

系统抗病性的产生、抗病基因的表达起着关键的作

用。茉莉酸(jasmome acid)及茉莉酸甲酯(methyl

jasmonate)作为与损伤有关的信号分子广泛存在于

植物体中，在植侏间伤害信息的信号转导过程中具

有重要作用‘“。通过比较上述3种外源挥发性信号

物质对合作杨植株防御物质的诱导能力，为杨树病

虫害防治提供理论依据。

l材料与方法

1，1材料与处理

以1 a生合作杨(Populus simonii×P．pyrami—

dalis)扦插苗为试验材料．其扦插枝条采自北京林

业大学实验苗圃内9 a生合作杨植株。3月份在北京

林业大学实验苗圃将合作杨茎段扦插于盛有果园土

的塑料盆中，定期浇水和5％Hoagland营养液，试
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验前—个月经常挪动塑料盆以免根系扎根于土壤而

造成损伤。

熏蒸试验所用玻璃气室(60 cm×80 em×150

cm)体积为720 L，空气通过底部开口进入气室，开

口处装有经过高温活化的活性碳以过滤空气中的杂

质，内部放置一小型风扇促使气室内空气循环，促进

熏蒸所用试剂的迅速挥发。试验采用3种挥发性化

合物对健康合作杨植株进行熏蒸：水杨酸甲酯(浓度

为99％)、苯骈噻唑(浓度为90％)和茉莉酸甲酯(浓

度为95％)，均为Sigma-Aldrich公司产品。试验前，

将3种试剂分别用二氯甲烷稀释至1 mol·L～，待

用。

将长势良好、生长一致的2株合作杨分别放入

2个气室后，用微量移液器将配制好的上述试剂吸

取360皿。，移入放置在气室底部的培养皿中的脱脂

棉球上，使所用试剂在气室内的挥发浓度为0．5

p．mol·L～。熏蒸12h后，将处理过的植物材料1株

取出，进行挥发物的采集，挥发物采集2 h后，把叶

片摘取下来，并烘干称重}另1株摘取叶片，用锡纸

包好后立即投入液氮，保存于一70℃冰箱中．用作酶

活性测定。以移入放置在气室底部的培养皿中的脱

脂棉球上360止二氯甲烷处理的合作杨植株为溶
剂对照。每个处理重复3次。

1．2挥发物的采集

挥发性气体用QC-1型大气采样仪(北京劳动

保护研究所生产)采集，采样管为Chrompack公司

生产的热脱附专用采样管，吸附管内担体为迪玛公

司生产的Tenax-GR吸附剂(100mg。60～80目)。

不同处理的植物材料熏蒸12 h后，从气室中取出，

套上Reynolds微波炉袋(44．3 cmX55．8 cm，该袋

子在高温和高光强下挥发物的释放量很低)，构成密

闭环境。安装吸附管前，先将袋内抽空，补充经过活

性碳和硅胶过滤后的新鲜空气后，在进气口端加上

吸附管，抽气时间为2 h，气体流量为100 mL·

m．in～，采集挥发物后的吸附管置于干燥冷藏处备

用。

1．3挥发物的分析与鉴定

1．3．1样品分析收集丁气体挥发物的吸附管通

过热脱附一低温捕集装置与气相色谱质谱连用对样

品进行分析。气相色谱质谱连用中．气相色谱为ce—

instrument公司的TRACETM。质谱为Finstru—

merit公司生产的VOYAGER Mass Spectrometer，

热脱附仪采用Chrompack公司生产的CP一4010

PTI／TCT。TCT操作条件为：载气压力20 kPa，进

样口温度250℃，冷阱温度为--120℃，热脱附温度

250℃(10man)，进样时冷阱温度260℃。GC分析

条件为：色谱柱CP—Sil8 Low Bleed／MS(60 m×

0．25 mmX0．25弘m)．不分流进样，载气压力为20

kPa，初始温度为40℃(3rain)，以6℃·min_1程

序升温至250℃(3 re．in)。MS工作条件为：EI离子

源。电离能70 eV，GC／MS接口温度250℃，离子源

温度200℃，灯丝为150 pA。

1．3．2数据分析通过核对谱库(NIST98)与标准

化合物的质谱圈，对挥发物各组分进行定性分析．然

后选取特征离子进行进一步的定量分析。挥发物定

量方法采用单位采样时间内单位叶片干重所释放出

的挥发物的特征离子强度。单位为E3·g^1·h～。

1．4酶活性的测定

称取0．5 g保存的植物叶片，用液氮研磨．在液

氮挥发完全前将其转移到3 r玎_L的离心管．加入1．5

mL聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)磷酸钾缓冲液(o．1

mol·L1磷酸钾缓冲液，pH7，加人7％的聚乙烯吡

咯烷酮)，振荡混匀；冰浴条件下加入0．6 tnL 10％

的Triron X—100，振荡混匀后离心(10 000 g，i0

rain)，吸取上清液即为粗酶液，每处理3次重复。

1．4．1 多酚氧化酶的活性测定在比色杯中加人

3 mL咖啡酸一磷酸钾缓冲液(o．1 tool·L1磷酸钾

缓冲液，pH 8，加人2．92 mmol-L-1咖啡酸)，加人

40止，粗酶液，混匀，于470 nm波长下测定光密度

(OD)，每30 S记录1次，共3t11in口J。

1．4．2过氧化物酶的活性测定在比色杯中加人

3 mL愈创木酚一磷酸钾缓冲液(o．1 tool·L“磷酸

钾缓冲液，pH8，加人2．92 mmol·L1愈创木酚，1

弘L过氧化氢)，加人40 pL粗酶液。混匀，于470 nm

波长下测定光密度，每30 S记录1次，共3 min口]。

酶活性(AOD·rain一1·g_1)一△DD·min_1／(叶重

(g)／2．1 mI．)×0．04 mL。

2结果与分析

2．1不同处理对合作杨挥发物的诱导作用

合作杨植株经过3种试剂熏蒸后，释放的挥发

物种类和数量都发生明显的变化，挥发物主要来源

于脂氧合酶途径的绿叶性气味物质、异戊二烯途径

的萜烯类物质、莽草酸途径的苯系物和一些含氮化

合物[8]。比较不同处理的合作杨挥发物发现．各处理

植株挥发物种类均少于水杨酸处理的植株，但是挥

发物种类的差异均集中在桉油精、A(E)-2-己烯醛、

苯酚和二甲基酰胺各处理中释放量都很少的挥发性

组分上(表1)。

研究表明(表1)，不同处理的合作杨植株释放

的挥发物在绝对释放量上，尤其是相对含量较高的

组分存在明显差异。在苯骈噻唑处理的植株中，a一蒎

烯、6一甲基一5一庚烯一2一酮、争蒎烯、反式一香叶基丙酮、
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柠檬烯、桉油精等6种萜烯类化台物，己醛、1一己烯-

3一醇2种绿叶性气体，苯甲醛、苯乙酮等苯系物和含

氮化合物砒啶的绝对释放量低于对照植株，这些化

合物在水杨酸甲酯处理的样品中也表现出同样的规

律。与对照相比，苯骈噻唑和水杨酸甲酯处理对合作

杨的挥发物的释放具有抑制作用，尤其对来自异戊

二烯途径的谴康合作杨植株本身就大量释放6一甲

基一5一庚烯一2一酮、反式一香叶基丙酮等萜烯类物质释

放具有显著的抑制作用(P<o．05)。

合作杨植株经茉莉酸甲酯诱导后，挥发物的释

放规律上与苯骈噻唑和水杨酸甲酯处理的植株不同

(表1)。茉莉酸甲酯处理未能诱导合作杨植株释放

出苯系物和含氮化合物，却诱导来自异戊二烯途径

的萜烯类物质的大量释放，其中6一甲基一5一庚烯一z一

酮、反式一香叶基丙酮的释放量与其他处理相比均达

到了显著水平，分别为对照的4．5倍和3．7倍，说明

6一甲基一5一庚烯一2一酮、反式一香叶基丙酮可能在合作

杨植株问起到传递伤害信息，具有直接防御以及间

接防御的重要生理生态功能，尚需进一步研究。

表1不同处理台作杨挥发物的化学组成o

Table 1 The constituents of volatiles from different treatmen'cs of Populus simonliXP．pyramidalls(ES·g一1·h-1)

①表中数值是3次重复的平均值；同行不同字母表示差异显著(P<O．05)；“ND”表示末检测到。

2．2不同处理对合作杨多酚氧化酶及过氧化物酶 而实现对机械伤害的直接防御作用m]。

的诱导作用 合作杨植株用3种试剂熏蒸处理12 h后，茉莉

在昆虫取食过程中，多酚氧化酶与酚类底物混 酸甲酯处理的植株与对照及其他处理相比。多酚氧

合在一起，导致醌将食物蛋白中的必需氨基酸烷基 化酶和过氧化物酶的活性明显增加，均达到差异显

化，使昆虫不能利用其营养[9]。过氧化物酶是植物体 著水平(P<o．05)．而对照植株、萃骈噻唑与水杨酸

中重要的抗氧化蛋白，可以通过促进细胞的木质化 甲酯处理植株间2种酶的活性无显著差异(图1)。

Control一对照植壮㈠I I_0．5 tlmol·L-1苯骈噻唑处理植株；MesA—o．5 Frnol-L-1水杨酸甲酯处理植抹；MeJA一0．5 pnlol·L-l

茉莉酸甲酯处理植株‘同种酶石同字母表示差异显著(P<n 05)。

圈l不同处理台作杨多酚氧化酶(PPO)及过氧化物酶(POD)的活性

Hg·1 Enzyme activities of 90lyphenol oxidase(pPO)and pcroxidease(POD)in different treatment of Populus simoniiXp．pyramidalis
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3结论与讨论

合作杨植株经水杨酸甲酯处理后，对合作杨植

株体内通过茉莉酸信号转导途径产生萜烯类化合物

和绿叶性气味物质的合成与释放具有抑制作用；而

茉莉酸甲酯处理对合作杨体内荣莉酸信号转导途径

增强有显著的促进作用，使合作杨植株释放出大量

的萜烯类挥发性化合物，这些挥发性物质在植株间

伤害信息的传递、吸引植食性昆虫天敌以及驱避植

食性昆虫等方面具有潜在的功能．同时茉莉酸甲酯

处理对直接抗虫物质多酚氧化酶和过氧化酶的活性

提高有显著的促进作用。

Ping等“u在棒叶槭(Acer negundo)研究中发

现，植株遭受机械伤、舞毒蛾幼虫(Lymantria

dispar)取食后，大量释放出的苯骈噻唑对邻近健康

同种植株体内直接抗虫物质(酚酸)含量的增加具有

显著的诱导作用，具有在同种株间传递伤害信息的

功能。但在对合作杨的研究中。却未发现类似的现

象，一方面和对照相比，苯骈噻唑处理对合作杨直接

抗虫物质PPO和POD的活性没有显著的诱导作

用，表明不同研究对象的抗虫机理不同。Boughton

等[1日对番茄的研究表明，茉莉酸处理可以诱导番茄

植株新生叶片上叶表毛状体的形成，使番茄植株的

物理防御能力增强，茉莉酸处理可以诱导番茄植株

叶表毛状体的形成，表明植株间伤害信息的传递具

有多样性和特异性，这种多样性和特异性与植物的

种类、损伤的类型有直接关系。

本研究从挥发物和直接抗虫物质多酚氧化酶及

过氧化物酶活性的角度，分析了水杨酸甲酯、苯骈噻

唑及茉莉酸甲酯处理对合作杨植株直接和间接防御

能力的诱导作用，以后将通过昆虫行为学试验及电

生理学实验，进一步研究所检测的几种大量挥发性

物质在合作杨抗虫生理生态中的具体作用。
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