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摘� 要:本研究初步探讨了合作杨抗虫性与过氧化氢 ( H 2 O2 )含量、丙二醛( M DA)含量及超氧化物歧化酶( SOD)、过

氧化氢酶( CAT )和过氧化物酶( POD)活性变化的关系。发现昆虫取食和机械损伤均可以引起叶片中 H 2 O2 和 M DA

含量的积累及相应的抗氧化酶 SOD, CAT , POD活性提高。两种不同处理方法中, 昆虫取食诱导的膜质过氧化和抗氧

化酶活性变化(除了 CAT 活性)与机械损伤诱导结果表现出明显差异。这些结果表明, 昆虫取食和机械损伤可以诱

导叶片中 H2 O 2 和 M DA 积累, 且其代谢受到抗氧化酶活性变化的共同影响, 通过提高抗氧化酶活性可以减轻膜质过

氧化程度,有效地诱导伤害防御反应的产生。同时, 两种处理之间的差异表明 H2 O 2, SOD, CAT 和 POD 与合作杨抗

虫性之间存在一定的关联。
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Effects of Damage Stress on Membrane Lipid Peroxidation and

Antioxidant Enzymes in Poplar Leaves
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Abstract: The concentrat ion of hydrogen perox ide ( H 2O 2 ) and malondialdehyde ( M DA) and the act ivit ies o f

superox ide dismutase ( SOD) , catalase ( CAT ) and perox idase ( POD) w ere m easured in poplar leaves dam�
aged by mechanical dam age and her bivor e w ounding. The results show ed that the concentr at ion of H 2O 2 and

MDA and the act ivit ies of SOD, CAT and POD w ere enhanced; the change of membrane lipid perox idat ion

and ant iox idant enzymes w as signif icant ly higher in the herbivore w ounding t reatment ( except CAT ) . T he

results suggest that the concentr at ion of H 2O 2 and M DA w ere closely related to the change in ant io xidant en�
zymes act ivit ies. A high level o f ant iox idant enzymes could decr ease membrane lipid perox idat ion levels and

ef fectively induce plant defense r esponses. M eanw hile, the dif ference betw een m echanical dam age and her bi�
vore w ounding suggest that H 2O 2 , SOD, CA T and POD are associated w ith insect resistance in poplar.

Key words: damage st ress; react ive oxygen species; ant io xidant enzymes; insect resistance; poplar

� � 当植物受到机械损伤、昆虫取食等非生物和生物

胁迫时,会产生一系列防御反应, 这些防御反应一方

面有助于受损部位愈合, 另一方面诱导全身反应进一

步阻止伤害的发生[ 1�2] 。近年来关于伤害诱导植物体

内生理生化变化方面的研究报道有很多,在伤害胁迫

研究领域人们日益关注活性氧( ROS)的产生和细胞

抗氧化防御系统的关系[ 3�5]。正常情况下, 植物依赖

其体内存在的 ROS 清除系统包括超氧化物歧化酶

( SOD)、过氧化氢酶 ( CAT )、过氧化物酶( POD)、抗

坏血酸等维持自由基生成与消除的动态平衡。但另

一方面, ROS 积累可导致膜质过氧化和膜透性丧失,

从而引起植物体内发生一系列的生理生化变化、代谢

紊乱, 使植物受到伤害。同时, 研究发现不同损伤形

式诱导植物体内产生的防御反应也存在差异。



Maffei等 [ 6]研究表明,经棉贪夜蛾( Sp odop ter a li tto�
rali s )取食和机械损伤的利马豆( P haseolus lunatus )

叶片中,钙离子和活性氧的积累, 及抗氧化酶活性和

基因表达都表现出明显差异。但也有研究表明,连续

的机械损伤能够诱导利马豆释放出与棉贪夜蛾取食

非常相似的挥发物, 机械损伤完全能够模拟昆虫取

食
[ 7]
。因此,机械损伤和昆虫取食能否诱导相同的防

御反应, 机械损伤能否完全替代昆虫取食, 还存在

争议。

合作杨( Pop ulus simoni i ! P. p y r amidal i s cv.

∀Opera 8277# )是杂交品种,具有扦插育苗易生根、易

繁殖、造林成活率高、适应性强、生长快等特点, 是我

国北方地区特别是黄土高原以及�三北 地区主要的

造林树种,但其极易受到病虫危害, 给林业生产和发

展造成重大损失。因此, 本试验以合作杨为材料, 研

究了昆虫取食和机械损伤对合作杨叶片膜质过氧化

及抗氧化酶活性的影响, 并对抗氧化酶在合作杨抗病

虫防御反应中的作用进行了探讨, 以期为建立新的无

公害病虫害防治方法提供理论依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验材料

以 1年生合作杨( Pop ulus simonii ! P . p y ra�
mindal i s cv. ∀Opera 8277# )扦插苗为试验材料。3

月份将插条扦插于直径 25 cm、盛有果园土的塑料盆

中,定期浇水,缓苗后定期供给 H oagland营养液, 以

避免产生干旱胁迫或缺乏营养影响实验结果。试验

于 7月份进行, 选取长势较好且一致的幼苗。

实验用虫为杨扇舟蛾( Closter a anachor eta Fab�
r icius) 3龄幼虫, 由通州区小耕垡林场提供, 饲养于

温室的指形管中。

1. 2 � 处理方法
机械损伤:用打孔器模拟昆虫取食叶片的方式对

合作杨的功能叶片进行损伤,损伤大约 30%的叶面积;

昆虫取食: 实验前一天晚上终止杨扇舟蛾进食,

使其处于饥饿状态, 第二天取 8~ 10条健康的杨扇舟

蛾幼虫放到合作杨叶片上取食 30 min后开始计时;

在各种处理 0. 5, 1, 2, 4, 8 h 后分别取伤害叶片

和邻近的上、下位健康叶片, 立即投入液氮中冷冻,

- 80 ∃ 保存备用。以相同条件下未损伤的合作杨植

株上相同部位叶片为对照,每种处理均设 3个重复。

1. 3 � 测定项目及方法

1. 3. 1 � 过氧化氢( H 2O 2 )含量测定 � 参照刘俊等[ 8]

的方法, 用丙酮提取叶片中的 H 2O 2 , 萃取脱色,

T i( IV) - PAR比色法。按照同样程序制备 H 2O 2 标

准曲线, 通过标准曲线计算 H 2O2 的含量, 结果以

nmo l/ g FW 表示。

1. 3. 2 � 丙二醛( MDA)含量测定 � 参照赵世杰等 [ 9]

的硫代巴比妥酸 ( T BA ) 法, 最后采用公式 M DA

( �mol/ L) = 6. 45 ( D532 - D600 ) - 0. 56D 450来计算

M DA 含量,结果以 nmo l/ g FW 表示。

1. 3. 3 � 酶活性测定 � 取 0. 2 g 合作杨叶片, 液氮研

磨,加入 1. 5 m l预冷的 50 mmo l/ L 磷酸缓冲液( pH

7. 0) , 匀浆在 4 ∃ 下 10 000 g 离心 20 min, 上清液立

即用于酶活性测定。

SOD用氮蓝四唑( NBT)光化还原法[ 10] , 以抑制

NBT 光化还原的 50%为一个酶活性单位,以U/ gFW

表示。CAT 采用分光光度法测定 [ 11] ,以每分钟吸光

值 的 变 化 来 表 示 酶 活 性 大 小, 单 位 为

�OD240 / min % g FW。POD 采用 愈创 木酚 法 测

定 [ 11] ,以每克鲜重每分钟吸光值的变化值来表示酶

活性大小, 单位为 &OD470 / min % g FW。

1. 4 � 数据处理

用 Excel软件对数据进行整理, 实验结果利用

SAS 软件进行 Duncan分析,图中不同的字母表示各

处理间的差异显著性( P< 0. 05)。

2 � 结果与分析

2. 1 � 伤害胁迫对合作杨叶片 M DA 含量的影响

机械损伤和昆虫取食处理后 MDA 含量随时间

的增加均有一个上升过程(图 1) , 机械损伤处理后

M DA 含量略高于其相应时间的对照, 但无显著差

异。昆虫取食 2 h后, MDA含量达到最大值,较对照

增加了 93. 9% ,随后下降,到处理后 8 h,基本恢复至

对照水平。机械损伤处理后 MDA 含量变化趋势与

昆虫取食一致,但含量显著低于昆虫取食。

图 1� 伤害胁迫对合作杨叶片 M DA 含量的影响

2. 2 � 伤害胁迫对合作杨叶片 H 2O 2 含量的影响

机械损伤和昆虫取食均能诱导合作杨处理叶片

中 H 2 O2 含量的增加, 且处理间存在显著差异 (图

2)。昆虫取食叶片后, H 2O 2 含量与对照相比均有显

著的增加( P< 0. 05) ,且表现出同步性的特点。随着

昆虫取食时间延长, H 2O 2 含量有一个升高又恢复的

242 � � � � � � � � � � � � � � � � � 水 土 保 持 研 究 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 17 卷



过程,在取食 1 h后迅速升高, 并在 2 h时达到最大

值,较对照增加了 70. 5%, 随后迅速下降。机械损伤

处理后, H 2 O2 含量在早期( 0. 5 h)升高幅度最大, 之

后持续下降, 8 h 后又有所增加。从总的趋势来看,

昆虫取食对 H2 O2 积累的影响大,表明植物对不同损

伤形式具有识别能力。

图 2 � 伤害胁迫对合作杨叶片 H2 O2 含量的影响

2. 3 � 合作杨叶片受损伤后抗氧化酶活性的变化

SOD、CA T 和 POD是植物细胞中清除活性氧的

主要抗氧化酶类,机械损伤和昆虫取食后, 合作杨叶

片中 3种抗氧化酶活性均发生变化, 但各有其特点

(图 3)。机械损伤处理后, 损伤叶中 SOD活性迅速

增加,并在 1 h时达到最大值,随后开始下降,直至恢

复到对照水平。昆虫取食后, SOD活性在处理初期

变化比较平缓, 虽有所升高, 但增幅不大, 到 2 h 时

SOD活性开始迅速上升并达到最大值, 随后迅速下

降,在 8 h时显著低于对照。而叶片中 CAT 活性与

对照相比均显著升高,并随时间延长呈先上升再下降

的趋势,在处理后 2 h 时 CAT 活性达到峰值,随后开

始下降。昆虫取食后,叶片中 CAT 活性变化趋势与

机械损伤相似, 与对照相比 CA T 活性变化不显著;

叶片中 POD活性随时间延长无明显变化, 维持在一

个相对稳定的水平。昆虫取食后, 叶片中 POD 活性

在 0. 5 h 时迅速升高达到最大值, 最大增幅为

70. 4% ,之后POD活性有所下降,但仍高于显著高于

对照。

图 3 � 伤害胁迫对合作杨叶片 SOD, CAT , POD 活性的影响

3 � 讨论

植物在遭受到损伤时,在其受伤部位会发生一系

列的早期信号事件, ROS 的产生是早期信号事件之

一。当 ROS 积累超过抗氧化系统的清除能力时,

ROS就会大量积累, 造成了抗氧化酶活性的降低和

膜透性的增加
[ 12�13]

。M DA 是膜质过氧化的主要产物

之一, 其积累是自由基毒害作用的表现。因此, M DA

可以代表细胞的脂质过氧化水平和生物膜损伤程度

的大小,目前已成为判断膜质过氧化作用的一个重要

指标[ 14] 。本研究结果表明, 昆虫取食后, H 2O 2 含量

与对照相比均有显著的增加, 且在取食 1 h后迅速升

高,并在 2 h时达到最大值,随后迅速下降(图 2) ;与

之相应的, MDA含量也呈先上升后下降趋势,并在取

食 2 h 后达到最大值,随后下降, 直至恢复至对照水

平(图 1)。机械损伤处理后 M DA 含量变化趋势与昆

虫取食一致,但含量显著低于昆虫取食; H 2O 2 含量在

早期( 0. 5 h)升高幅度最大, 之后持续下降, 8 h后又

有所增加。表明机械损伤和昆虫取食均在一定程度

上引起合作杨叶片膜质过氧化。

植物在长期进化过程中自身形成了多种机制可

以清除活性氧,其中 SOD、CAT 和 POD等抗氧化酶

类在植物体内协同作用清除过量的活性氧, SOD 可

抑制膜质过氧化产物 MDA的积累,保持和修复细胞

膜; POD可把 SOD等产生的 H 2O 2 变成 H 2O, 使活

性氧维持在较低水平上; CAT 可与 SOD偶联, 彻底

清除体内超氧阴离子及 H2 O2 等氧自由基。这些抗

氧化酶类在维持活性氧的代谢平衡、保护膜结构的稳

定性中起重要作用, 从而使植物在一定程度上忍耐、

减缓或抵御逆境胁迫伤害[ 15]。

在本研究中,伤害胁迫后合作杨叶片内各种保护

酶活性均受到不同程度的影响,其变化方式因不同损

伤形式而异(图 3)。从总体趋势来看, 随着处理时间

延长,抗氧化酶活性( SOD、CAT 和 POD)呈先升高后

下降的变化规律,表明了它们抗伤害胁迫的协同性,

共同组成防御过氧化系统,抵抗不良条件对植物体的

破坏。昆虫取食后, SOD和 POD活性随时间的增加

而增加,分别在 1 h和 2 h 时达到最大值,随后开始下
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降; CAT 活性也表现出相似的趋势, 但与对照相比无

显著变化。机械损伤处理后, 合作杨叶片中的 SOD

和 CA T 活性随着损伤时间的延长呈现先升高再降低

的趋势, 在处理末期其活性仍然显著高于对照; 而

POD活性随时间延长无明显变化, 维持在一个相对

稳定的水平。这些酶活性变化与昆虫取食和机械损

伤后叶片内 MDA 和 H 2O 2 积累表现出一致性,从而

有效清除 ROS, 维持膜系统稳定。两种不同处理方

法中, 昆虫取食诱导的膜质过氧化和抗氧化酶活性变

化与机械损伤诱导结果表现出明显差异, 这是因为昆

虫取食除了对合作杨叶片造成机械损伤, 同时还有其

口腔分泌物的参与。表明合作杨遭到伤害胁迫后体

内 H 2O 2短时间内快速积累可能与抗虫性之间存在

着一定关联。

综上所述, 机械损伤和昆虫取食均能引起合作杨

叶片中活性氧迸发, 同时又通过诱导抗氧化酶类活性

提高,降低膜质过氧化水平, 进一步诱导伤害防御反

应产生,为探讨合作杨抗虫性机制从生理生化方面奠

定了基础。
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