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瑞香素对烟草青枯病的防治效果及其作用机理
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摘要：为探究植物次生代谢产物瑞香素对烟草Nicotiana tabacum青枯病的防治效果及其诱导抗性

作用，通过室内和田间试验评价瑞香素对烟草青枯病的防治效果，利用高效液相色谱（high perfor-

mance liquid chromatography，HPLC）和实时荧光定量PCR（real-time quantitative PCR，RT-qPCR）技

术分析其对烟草体内酶活性、木质素含量、激素水平和抗性相关基因表达量的影响。结果表明，叶面

喷施瑞香素对烟草青枯病有较好的防治效果，其中2.85 mg/L处理的防治效果最佳，其次是5.70 mg/L

和11.40 mg/L处理，接种后14 d的相对防效依次为66.93%、42.52%和48.03%。瑞香素处理可显著

提高烟草体内过氧化物酶、苯丙氨酸解氨酶和多酚氧化酶的活性，处理后12 h分别较对照显著提高

了 3.56 倍、1.68 倍和 1.82 倍；瑞香素处理后 4 d 和 7 d 烟草根部木质素含量分别较对照显著提高了

1.33倍和1.54倍；瑞香素处理后6 h烟草体内茉莉酸和脱落酸含量分别较对照显著提高了35.98%

和34.55%，而水杨酸含量较对照显著降低了25.56%。同时，叶面喷施2.85 mg/L瑞香素后显著抑制

了茉莉酸途径拮抗基因JAZ3的表达，处理后6 h的表达量较对照下调了9.19倍，同时显著促进病程

相关基因PR1的表达。提前喷施2.85 mg/L瑞香素能有效控制田间烟草青枯病发生，相对防效达到

52.22%~75.54%，显著高于对照药剂苯并噻二唑的相对防效 33.50%~53.00%。表明瑞香素能提升

烟草体内酶活性和根部木质素含量，促进抗性基因表达，对田间烟草青枯病有稳定的防治效果，具

有开发为防治烟草青枯病的植物激活剂的潜力。
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Abstract: To investigate the control efficacy of daphnetin on tobacco bacterial wilt and explore the in-

duced systemic resistance of daphnetin on tobacco plants, the pot and field experiments were per-

formed, respectively. Then, plant enzymes, lignin content and plant resistance genes under daphnetin

treatment were evaluated by high performance liquid chromatography (HPLC) and real-time quantita-

tive PCR. The results showed that spray application of 2.85 mg/L daphnetin had the optimal control effi-

cacy on tobacco bacterial wilt, with control efficacy of 66.93% at 14 days after inoculation with Ralsto-

nia solanacearum, which was more efficient than 5.70 mg/L and 11.40 mg/L daphnetin treatment, with

control efficacy as 42.52% and 48.03%, respectively. Furthermore, daphnetin could significantly induce
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由青枯雷尔氏菌Ralstonia solanacearum侵染引

起的青枯病属于土传细菌病害，该菌致病力强，寄主

广泛，能侵染我国近百种植物，包括烟草 Nicotiana

tabacum、番茄 Solanum lycopersicum、辣椒Capsicum

annuum和马铃薯Solanum tuberosum等茄科作物，阻

碍作物安全生产，造成严重的经济损失（Mansfield

et al.，2012；Jiang et al.，2017）。青枯雷尔氏菌通过

根部伤口或自然孔口侵染进入植物的根部，在细胞

间隙定殖，随后进入木质部导管中，大量繁殖并分泌

胞外多糖，堵塞维管束水分运输，造成植物萎蔫死

亡，具有潜伏期长、暴发迅速、危害严重以及难防难

治等特点（Genin & Denny，2012；Zuluaga et al.，2013；

Lowe-Power et al.，2018）。近年来，烟草青枯病在重

庆、四川和云南等省市烟草种植区发生加重，严重制

约着烟草产业的健康发展（Li et al.，2017；Liu et al.，

2017a）。目前，从抗病育种、生物防治和化学防治等

方面对该病害的防控开展了大量研究，至今仍无理

想的防控措施，该病已成为阻碍茄科作物生产可持

续发展的瓶颈（赵倩等，2022）。因此，以植物免疫激

活为导向，挖掘绿色、低毒、高效和安全的植物源天

然激活剂并提升对青枯病的防控效果对于作物安全

生产有重大意义（赵显阳等，2018；郑雪芳等，2018）。

植物免疫激活剂是指对病原菌没有直接抑制作

用或活性很低，通过增强植物的免疫防御系统，进而

促使植物产生对病原菌的系统诱导抗性的物质（张

越等，2020）。近年来，大量研究聚焦筛选天然活性小

分子化合物，通过激活植物系统免疫来抵御病虫害

的发生（Chen et al.，2018；Guo et al.，2020；Wang et al.，

2020）。香豆素类化合物作为一类具有苯骈α-吡喃酮

母核的天然化合物，主要通过苯丙烷类代谢途径合

成，以游离态或糖苷的形式广泛存在于茄科、十字花

科、伞型科和菊科等植物中（Stringlis et al.，2019）。

当植物受到病原菌侵染时，香豆素类化合物合成途

径被迅速激活并产生大量活性物质，提升寄主的系

统抗性并抑制病原菌生长，进而起到防治效果（El

Oirdi et al.，2010；Sun et al.，2014；吴劲松，2020）。

香豆素类化合物具有抗菌活性、杀螨/杀虫活性、激

活植物免疫、调控营养吸收和塑造根际微生物菌群

等功能，在微生物-植物互作中发挥着重要作用（Vo-

ges et al.，2019；刘瑾林等，2019；Stassen et al.，2021）。

Beyer et al.（2019）研究发现拟南芥Arabidopsis thali-

ana对大豆锈病的非寄主抗性与香豆素类化合物东

莨菪内酯的富集有关。Sun et al.（2014）研究发现渐狭

叶烟草Nicotiana attenuat中东莨菪内酯作为一种植

保素能通过茉莉酸途径激活植物免疫系统，进而抵

御链格孢菌 Alternaria alternata 的侵染。Cai et al.

（2020）研究发现4-甲氧基香豆素能促进烟草体内活

性氧积累和酶活性升高，通过水杨酸途径激活植物

免疫系统以抵御烟草花叶病毒病的危害。香豆素类

化合物被证实具有激活植物免疫、抵御植物病害侵

染的作用，但大部分研究主要集中在其对植物病毒

和真菌病害的防控效果方面，对植物细菌病害的防控

效果和作用机制仍不清楚。

瑞香素是一种简单香豆素类化合物，具有抗炎、

抗氧化和抑制病原菌生长的作用，在医学领域研究

应用较广泛，其农用生物活性也被逐渐关注（Fylak-

the activity of plant enzymes, including peroxidase (POD), phenylalanin ammonialyase (PAL) and poly-

phenol oxidase (PPO), which were improved 3.56-, 1.68-, and 1.82- times compared with control treat-

ment at 12 h after application. Lignin content of tobacco roots was significantly induced 1.33-fold and

1.54-fold at 4 d and 7 d after daphnetin application. Compared with the control at 6 h after daphnetin ap-

plication, jasmonic acid and abscisic acid contents in tobacco were significantly increased by 35.98%

and 34.55%, while salicylic acid content significantly decreased by 25.56%. Meanwhile, daphnetin

could significantly down-regulate expression level of jasomonate ZIM-domain 3 (JAZ3) with 9.19-fold,

and induce expression level of pathogenesis-related protein gene 1 (PR1). Control efficacy of 2.85 mg/L

daphnetin treatment was 52.22%-75.54% in field conditions, significantly higher than benzothiadiazole

treatment with 33.50%-53.00%. Therefore, application of daphnetin improved plant enzyme activity

and root lignin content, inducing expression levels of plant resistance genes, and displayed stable filed

control efficacy on tobacco bacterial wilt. Thus daphnetin could be used as an alternative plant elicitor

for controlling tobacco bacterial wilt.

Key words: daphnetin; tobacco bacterial wilt; induced resistance; plant elicitor; control efficacy; resis-

tance gene
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takidou et al.，2004；Stringlis et al.，2019）。本课题组

前期研究发现瑞香素对青枯雷尔氏菌有较好的抑制

活性，能通过靶向抑制青枯雷尔氏菌胞外多糖合成

和三型分泌系统表达来降低其致病力，进而有效防

治青枯病的发生（Yang et al.，2018；2021a，b）。但关于

低浓度瑞香素在促进植物系统抗性、抵御青枯雷尔

氏菌侵染的研究报道极少。本研究采用高效液相色

谱（high performance liquid chromatography，HPLC）、

实时荧光定量 PCR（real-time quantitative PCR，RT-

qPCR）和植物酶活检测等手段评价瑞香素对烟草防

御酶活性、木质素含量、激素含量和抗性基因表达量

的影响，明确瑞香素对烟草青枯病的防控效果及其

激活植物系统抗性的作用机制，以期为将瑞香素开

发为植物激活剂用于土传病害防控提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试烟草和菌株：烟草品种为云烟 87，由玉溪

中烟种子有限责任公司提供，易感青枯病，种于西南

大学植物保护学院温室内，于 16 L∶8 D、昼夜温度

28 ℃/20 ℃、相对湿度 60%条件下培养至 4 叶期供

试。青枯雷尔氏菌菌株CQPS-1由西南大学天然产

物农药研究室从重庆市彭水县的发病烟株上分离

获得，于-80 ℃保存备用（Liu et al.，2017b）。

供试培养基：营养肉汤（nutrient broth，NB）液体

培养基成分为胰蛋白胨 10 g、酵母提取物 1 g、酪蛋

白水解物 1 g，去离子水定容至 1 L，pH 7.0；营养琼

脂（nutrient agar，NA）固体培养基为NB液体培养基

中加入15 g琼脂粉和5 g葡萄糖。

试剂及仪器：98%瑞香素（daphnetin），上海源叶

生物科技有限公司；过氧化物酶（peroxidase，POD）、

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、苯丙

氨酸解氨酶（phenylalanin ammonialyase，PAL）和多

酚氧化酶（polyphenol oxidase，PPO）检测试剂盒和

木质素检测试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；

SteadyPure通用型RNA提取试剂盒、Evo M-MLV反

转录预混试剂盒和 SYBR® Green Pro Taq HS 预混

qPCR试剂盒，湖南艾科瑞生物工程有限公司；其余

试剂均为国产分析纯。UV1000 紫外分光光度计，

上海天美科学仪器有限公司；Multiskan GO全波长

酶标仪，美国Thermo公司；Allegra X-30R台式离心

机，美国Beckman Coulte公司；Mini-Sub-Cell GT电

泳仪、T100TM Thermal Cycler PCR 扩增仪、CFX96TM

Real-Time System RT-qPCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；

1260 Infinity II高效液相色谱仪，美国安捷伦科技有

限公司；3WBD-16型背负式电动喷雾器，台州市路

桥区农意喷雾器厂。

1.2 方法

1.2.1 瑞香素对烟草青枯病的室内防治效果测定

用二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）溶解

瑞香素并梯度稀释配制成0.36、0.71、1.43、2.85、5.70、

11.40和22.80 mg/mL共7个浓度。取保存的青枯雷

尔氏菌菌株 CQPS-1，在 NA 固体平板上于 28 ℃划

线培养 2 d，挑取单菌落至 NB 液体培养基中，于

28 ℃、180 r/min条件下过夜培养至A600 nm为1.0，再稀

释10倍，制成终浓度约为108 CFU/mL的菌悬液，保

存备用。取生长40 d的4叶期云烟87幼苗，分别用

0.36、0.71、1.43、2.85、5.70、11.40 和 22.80 mg/L 瑞香

素喷施叶面，每株喷施 3 mL，每个浓度处理 3 次重

复，每个重复12株烟苗。第1次喷药后间隔3 d再喷

施 1 次药剂，共施药 2 次；以喷施 2 次等量 0.1%

DMSO处理作为对照。第 2次喷药后 3 d采用无伤

根灌根方式接种108 CFU/mL青枯雷尔氏菌悬浮液，

每株接种 10 mL。将烟苗放置在 28 ℃恒温培养室

培养，光照和湿度自然，从接种后第 2天开始，每天

同一时间调查青枯病发生情况，记录发病株数并计

算病情指数。室内烟草青枯病分级标准：0级，全株

没有发病症状；1级，1%~25%叶片萎蔫；2级，26%~

50%叶片萎蔫；3级，51%~75%叶片萎蔫；4级，全株

萎蔫。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），相对防效=（对照病情指

数-处理病情指数）/对照病情指数×100%（Han et

al.，2021）。

为明确瑞香素对青枯菌生长的影响，按上述方

法配制含不同浓度瑞香素的NB液体培养基，分别

为 0.36、0.71、1.43、2.85、5.70、11.40和 22.80 mg/L共

7个浓度。将上述制备好的青枯菌菌悬液稀释10倍，

使其浓度为109 CFU/mL，按体积比0.5%将青枯菌加

入含瑞香素NB液体培养基中，以不接菌的NB液体

培养基为对照，于28 ℃、180 r/min条件下培养24 h，

利用全波长酶标仪检测培养液的吸光值A600 nm，比较

各处理的青枯菌生长情况。每个处理3次重复。

1.2.2 瑞香素处理后烟草体内酶活性的测定

为探究瑞香素对烟草体内防御酶活性的影响，

取生长40 d的4叶期云烟87幼苗，用2.85 mg/L瑞香

素均匀喷施在叶片背面和正面，每株喷施 3 mL，以

喷施等量0.1% DMSO处理作为对照。喷施后0、6、

12和 24 h每个处理分别随机选取 9株烟苗，收集同
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一位置的叶片组织于无酶离心管中，并迅速置于液

氮中保存，每个处理 3个重复，每个重复 3株烟苗。

POD、SOD、PAL 和 PPO 的提取及测定参照高俊凤

（2006）方法并略有改动：精确称取保存于液氮中的

烟草叶片 2.0 g，置于预冷研钵中，加入液氮研磨至

粉末状，迅速分装到4个无酶管中，分别向无酶管中

加入 1 mL 对应的酶提取液并充分混匀，于 4 ℃以

8 000×g离心10 min，上清液即为粗酶液。

POD活性采用愈创木酚法测定，取0.2 mL粗酶

液，加入质量浓度为0.3%的愈创木酚溶液1 mL，测

量反应体系在波长 470 nm 处的吸光值 A470 nm，每分

钟读取 1次数值，以每分钟A470 nm变化 0.01为 1个酶

活单位。试验设3次技术重复。

SOD活性采用氮蓝四唑光还原法测定，取0.2 mL

粗酶液，再依次加入 130 mmol/L甲硫氨酸 0.6 mL、

750 μmol/L氮蓝四唑0.6 mL、100 μmol/L乙二胺四乙

酸二钠0.6 mL、20 μmol/L核黄素0.6 mL、0.05 mol/L

磷酸缓冲液（pH 7.8）3 mL和蒸馏水1 mL，在4 000 lx

条件下光照15 min，测定反应体系在波长560 nm处

的吸光值A560 nm，计算 SOD 活性。SOD 活性=（光照

下A560 nm-样品A560 nm）/（光照下A560 nm×0.5×样品质量×

测定酶液体积×时间）。试验设3次技术重复。

PAL活性测定参照高俊凤（2006）方法，取1 mL

粗酶液，加入0.02 mol/L L-苯丙氨酸1 mL和磷酸缓

冲液 1 mL，40 ℃水浴 30 min，测定反应体系在波长

290 nm 处的吸光值 A290 nm，以每分钟 A290 nm变化 0.01

作为1个酶活单位。试验设3次技术重复。

PPO活性测定参照高俊凤（2006）方法，取0.5 mL

粗酶液，加入磷酸缓冲液1.5 mL和0.1 mol/L邻苯二

酚 1 mL，37 ℃水浴 10 min，测定反应体系在波长

410 nm 处的吸光值 A410 nm，以每分钟 A410 nm变化 0.01

作为1个酶活单位。试验设3次技术重复。

1.2.3 瑞香素处理后烟草根系木质素含量的测定

瑞香素喷施烟草叶片的方法同1.2.2，喷雾处理

后 0、1、2、3、4、5、6和 7 d每个处理分别随机取 3株

烟草，收集根系组织，置于80 ℃烘干至恒重，研磨后

过孔径 0.425 mm筛，称取 5 mg于 1.5 mL离心管中

备用。利用木质素检测试剂盒按照说明书进行木质

素含量的测定。在装有样品的离心管中加入 40%

乙酰溴-冰乙酸溶液500 μL和高氯酸20 μL，将样品

于80 ℃水浴40 min，轻柔振荡。待样品冷却后加入

2 mol/L NaOH 20 mL并混匀，以8 000×g离心10 min，

取上清液 20 μL 于新离心管中，加入 980 mL 冰乙

酸。以不加提取样品液的处理为空白对照，在波长

280 nm处记录吸光值A280 nm。每个处理3次重复。根

系木质素含量=ΔA÷Ɛ÷d×V 检测液÷（V 上清液×m÷V 乙酰化）=

2.184×ΔA/m，其中ΔA=处理吸光值 A1-空白对照吸

光值A0；Ɛ为木质素消光系数；d为比色皿光径；V 检测液

为检测液体积；V 上清液为上清液体积；m为样本质量；

V 乙酰化为乙酰化反应体系体积。

1.2.4 瑞香素处理后烟草体内激素含量的测定

为探究瑞香素对烟草激素水平的影响，采用

HPLC 技术检测水杨酸、茉莉酸和脱落酸的含量。

瑞香素喷施烟草叶片的方法同1.2.2，收集处理后6 h

和 12 h烟叶样品，加入液氮速冻并研磨粉碎待测。

精确称取 0.2 g烟叶样品，加入 2 mmol/L盐酸 1 mL

萃取2次，超声提取30 min，以8 000×g离心10 min，

收集上清液，在氮吹仪上冰浴吹干，加入 0.5 mL乙

腈溶液进行溶解，过 0.22 μm 滤膜后进行茉莉酸含

量的HPLC检测，采用C18反相色谱柱（长250 mm×

直径 4.6 mm，填充物粒径 5 μm），流动相A为乙腈，

流动相B为 1%甲酸水溶液，两者体积比为 45∶55，

进样量 10 μL，流速 1 mL/min。另外精确称取 0.1 g

烟叶样品，加入预冷 70%甲醇 1 mL 过夜浸提，以

8 000×g离心 10 min，收集上清液，在氮吹仪上冰浴

吹干，加入1 mL甲醇溶液进行溶解，过0.22 μm滤膜

后进行水杨酸含量的HPLC检测，采用C18反相色

谱柱（长 250 mm×直径 4.6 mm，填充物粒径 5 μm），

流动相A为甲醇，流动相B为 0.1%乙酸水溶液，两

者体积比为 35∶65，进样量 10 μL，流速 0.8 mL/min。

再精确称取 0.2 g烟叶样品，用 1 mL预冷的 70%甲

醇过夜浸提，12 000×g 离心 10 min，收集上清液于

40 ℃减压蒸发后，再采用等体积的石油醚、三乙胺

和乙酸乙酯溶液进行萃取，并在 40 ℃减压蒸发至

干，加入1 mL甲醇溶液进行溶解，过0.22 μm滤膜后

进行脱落酸含量的HPLC检测，采用C18反相色谱

柱（长 150 mm×直径 4.6 mm，填充物粒径 5 μm），流

动相A为甲醇，流动相B为 0.1%乙酸水溶液，两者

体积比为55∶45，进样量20 μL，流速0.8 mL/min。根

据出峰时间和峰面积计算各激素的含量，每个处理

3次重复。

1.2.5 瑞香素处理后烟草体内抗性基因表达量的测定

瑞香素处理方法和取样方法同1.2.2，经液氮冷

冻后研磨成粉末，利用SteadyPure通用型RNA提取

试剂盒参照说明书进行总 RNA 的提取。用 50 μL

RNase Free ddH2O溶解提取的总RNA，利用全波长

酶标仪检测总 RNA 浓度，利用凝胶电泳检测 RNA

质量。浓度和质量均合格的总 RNA 采用 Evo M-
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MLV 反转录预混试剂盒合成单链 cDNA。参考

Wang et al.（2023）设计烟草相关抗性基因NtEFE26、

NtNPR1、NtJAZ3、NtPR1 以及 NtEF 的引物，分别为

NtEFE26-F （5′-CGGACGCTGGTGGCATAAT-3′ ）/

NtEFE26-R（5′-CAACAAGAGCTGGTGCTGGATA-

3′）、NtNPR1-F（5′-GGCCTGGCTAAACTCCTTTTT-

C-3′）/NtNPR1-R（5′-AGCCGATTCAAGTGCTCCT-

C-3′）、NtJAZ3-F（5′-TGAAAACAAGGTGTGGCTT-

GG-3′）/NtJAZ3-R（5′-CCTACACAAAAGGGCACT-

GAA-3′）、NtPR1-F（5′-ATGGTCAATACGGCGAA-

AAC-3′）/NtPR1-R（5′-CCTAGCACATCCAACACG-

AA-3′）、NtEF-F（5′-GAAAGACTGCTTATTGACTC-

CACC-3′）/NtEF-R（5′-CCACACGACCAACAGGG-

ACA-3′），均委托深圳华大基因科技服务有限公司

合成。以NtEF为参考基因，利用 SYBR® Green Pro

Taq HS 预混 qPCR 试剂盒进行目的基因的定量检

测。20 μL 反应体系：2×SYBR Green Pro Taq HS

Premix 10 μL、正反向引物各1 μL、cDNA模板2 μL，

ddH2O补足至20 μL。反应程序：95 ℃预变性3 min；

95 ℃变性10 s，55 ℃退火20 s，56 ℃延伸30 s，40个

循环。采用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量（Li-

vak & Schmittgen，2001）。

1.2.6 瑞香素对烟草青枯病的田间防治效果测定

于 2019年在贵州省遵义市正安县市坪乡井水

台村烟草青枯病常年重发地进行试验，试验地面积

约1 200 m2，海拔1 201 m，地势平整，土壤pH为5.1。

烤烟品种为云烟87，采用漂浮育苗。垄体高度30 cm，

行距 110 cm×株距 55 cm，每个小区长 10 m、宽 7 m，

均按大田相关标准进行统一管理。试验共设3个处

理，即2.85 mg/L瑞香素处理、62.5 mg/L苯并噻二唑

（benzothiadiazole，BTH）药剂对照以及清水空白对

照，每个处理3次重复，共9个小区，随机区组分布，

每个小区约100株，设置保护行。在烟草团棵期（5月

28日）、旺长期（6月7日）使用电动喷雾器进行叶面

喷施，每个小区喷施3 L。烟草青枯病发病等级按照

《烟草病虫害分级及调查方法》（GB/23222—2008）

进行调查，在发病初期开始调查，每隔 15 d 调查

1次，共调查5次。计算病情指数和相对防效。

1.3 数据分析

利用SPSS 16.0统计软件对试验数据进行方差

分析，应用Duncan氏新复极差法和Student’s t检验

法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 瑞香素对烟草青枯病的室内防治效果

与对照相比，2.85 mg/L瑞香素对烟草青枯病的

防治效果最佳，能够推迟4 d发病，在接种青枯雷尔氏

菌后 14 d，2.85、5.70和 11.40 mg/L瑞香素处理的烟

草病情指数分别为1.17、2.03和1.83，均低于对照处

理的3.53（图1-A），相对防效分别为66.93%、42.52%

和48.03%，显著高于其他浓度处理（图1-B）。同时，

0.36~11.40 mg/L瑞香素处理不影响青枯雷尔氏菌的

正常生长（图2），表明低浓度瑞香素并不是通过抑制

青枯雷尔氏菌生长来有效控制烟草青枯病的发生。

图1 不同浓度瑞香素对烟草青枯病的防治效果

Fig. 1 Control efficacy of different concentration of daphnetin on tobacco bacteria wilt

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示同一时间点不同处理间经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SD. Different lowercase letters indicate significant difference among different treatments at the same time by Dun-

can’s new multiple range test (P<0.05).
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图2 不同浓度瑞香素对烟草青枯病菌生长的影响

Fig. 2 Effect of different concentrations of daphnetin on

growth of Ralstonia solanacearum

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示经

Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are

mean±SD. Different lowercase letters indicate significant dif-

ference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

2.2 瑞香素对烟草体内防御酶活性的影响

叶面喷施瑞香素能显著提升烟草体内防御酶活

性，各酶活性均呈现先上升后下降的趋势，但各酶活

性达到峰值的时间不同，其中，POD和PPO的活性均

在处理后 12 h达到峰值（图 3-A~B），PAL和SOD的

活性均在处理后 6 h达到峰值（图 3-C~D）。瑞香素

处理后12 h烟草体内POD、PPO和PAL的活性分别

较对照显著提高了3.56倍、1.82倍和1.68倍（图3）。

2.3 瑞香素对烟草根部木质素含量的影响

瑞香素处理后1~3 d，烟草根部木质素含量无明

显差异；处理后 4、5、6和 7 d，根部木质素含量逐渐

提升，分别为 16.44、20.14、21.15和 23.82 mg/g，显著

高于对照，分别较对照显著提高了 1.33倍、1.39倍、

1.44倍和1.54倍（图4）。

2.4 瑞香素对烟草体内激素含量的影响

与对照相比，叶面喷施瑞香素能显著提升烟草

中茉莉酸含量，处理后6 h和12 h分别较对照显著提

升了35.98%和39.32%（图5-A）；叶面喷施瑞香素后

6 h即可显著抑制烟草中水杨酸含量，较对照显著降

低了25.56%（图5-B）；但却显著提升了脱落酸含量，

较对照显著提高了34.55%（图5-C）。

图3 瑞香素对烟草体内防御酶活性的影响

Fig. 3 Effect of daphnetin on defensive enzymes activity of tobacco plant

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示处理组和对照组之间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01），

ns表示无显著差异。Data are mean±SD. * or ** indicates significant difference between the treatment group and control group by

Student’s t test (P<0.05 or P<0.01), ns indicates no significant difference.



3期 杨 亮等：瑞香素对烟草青枯病的防治效果及其作用机理 715

图4 瑞香素对烟株根部木质素含量的影响

Fig. 4 Effect of daphnetin on the lignin content in tobacco roots

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示处理组和

对照组之间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05和P<

0.01），ns 表示无显著差异。Data are mean±SD. * or ** indi-

cates significant difference between the treatment group and

control group by Student’s t test (P<0.05 or P<0.01), ns indi-

cates no significant difference.

2.5 瑞香素对烟草体内抗性基因表达的影响

瑞香素处理能显著抑制茉莉酸途径拮抗基因

JAZ3的表达量，处理后 10 min和 6 h分别较对照下

调了31.59倍和9.19倍（图6-A）。同时，瑞香素处理

显著提高了PR1基因的表达量，处理后6、12和24 h

分别较对照显著提高了14.60倍、20.34倍和27.53倍

（图 6-B）。瑞香素处理也能抑制NPR1基因的表达

量，较对照下调了2.23~3.65倍（图6-C）；但对乙烯合

成基因EF26的表达量无显著影响（图6-D）。

2.6 瑞香素对烟草青枯病的田间防控效果

叶面喷施瑞香素和BTH后均能有效减缓烟草

青枯病的发生。在发病高峰（7月30日），2.85 mg/L瑞

香素和 62.5 mg/L BTH 处理的烟苗病情指数分别

为2.75和4.79，显著低于对照的病情指数8.09（图7-

A）。2.85 mg/L瑞香素处理对烟草青枯病的相对防

效为52.22%~75.54%，显著高于对照药剂BTH处理

的相对防效33.50%~53.00%（图7-B）。

图5 瑞香素对烟草激素含量的影响

Fig. 5 Effect of daphnetin on the hormones content of tobacco plant

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示处理组和对照组之间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01），

ns表示无显著差异。Data are mean±SD. * or ** indicates significant difference between the treatment group and control group by

Student’s t test (P<0.05 or P<0.01), ns indicates no significant difference.

3 讨论

植物激活剂能够在不影响病原菌生长的条件

下，通过激活植物的免疫防御系统达到有效控制病

害发生的效果（De Kesel et al.，2021）。商品化的外

源化学小分子植物激活剂主要有BTH、2，6-二氯异

烟酸（2，6-dichloroisonicotinic acid，INA）、噻酰菌胺

（tiadinil，TDL）和异噻菌胺等（张越等，2020）。植物

源次生代谢产物是筛选植物激活剂的重要资源库，

如N-羟基哌啶酸能够激活植物系统获得抗性并在

植物体内转运，同时通过提高植物病程相关基因表

达和激活相关代谢途径来抵御细菌病害的侵染

（Chen et al.，2018）；小檗碱通过激活植物体内防御

酶活性和病程相关基因表达来有效控制烟草花叶病

的发生（Guo et al.，2020）；香豆素类化合物作为一种

重要的次生代谢产物，被证实能有效抵御烟草灰霉

病菌Botrytis cinerea以及链格孢菌等病原真菌的侵

染（El Oirdi et al.，2010；Sun et al.，2014）。本研究结

果表明，叶面喷施瑞香素能有效防控烟草青枯病的

发生，显著提高烟草体内PPO、PAL和POD的活性，

增加烟草根部木质素含量。其中，PPO是植物响应

生物和非生物胁迫的重要酶，参与植物防御、质体氧



化水平调节和苯丙烷途径等（Zhang & Sun，2021）。

PAL是苯丙氨酸代谢的关键酶，参与植保素、木质素

和胼胝质等物质的合成（Dong & Lin，2021）。木质

素是由植物体内木质素单体形成的重要酚类物质，

木质素单体可被POD氧化形成木质素单体自由基，

自由基相互结合形成稳定的木质素聚合物，使细胞

和次生细胞壁具有一定的强度和刚度，从而抵御病

原菌的入侵（Chou et al.，2018）。Cai et al.（2020）研

究发现 4-甲氧基香豆素能提高烟草中SOD和POD

活性。Saleh & Madany（2015）研究结果表明香豆素

处理能显著提升植物体内激素含量和 POD 活性。

与上述研究结果相似，本研究证实瑞香素能够增强

烟草体内的抗病相关酶活性，激活其免疫系统，有效

控制青枯病的发生，是一种潜在的植物激活剂。

图6 瑞香素对烟草抗性基因JAZ3（A）、PR1（B）、NPR1（C）和EF26（D）相对表达量的影响

Fig. 6 Effects of daphnetin on relative expression levels of JAZ3 (A), PR1 (B), NPR1 (C) and EF26 (D) genes in tobacco plant

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示处理组和对照组之间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01），

ns表示无显著差异。Data are mean±SD. * or ** indicates significant difference between the treatment group and control group by

Student’s t test (P<0.05 or P<0.01), ns indicates no significant difference.

图7 叶面喷施瑞香素对烟草青枯病的田间防治效果

Fig. 7 Control efficacy of daphnetin on tobacco bacterial wilt in field condition

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示处理组和对照组之间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01）。

Data are mean±SD. * or ** indicates significant difference between the treatment group and control group by Student’s t test (P<

0.05 or P<0.01).

香豆素类化合物参与植物铁元素吸收和免疫防 御系统，在植物-病原菌互作及植物-微生物互作中

716 植 物 保 护 学 报 51卷



发挥着信号分子作用（Stringlis et al.，2019；Stassen

et al.，2021）。这类化合物被证实可能通过茉莉酸途

径来激活植物的防卫反应，抵御病原真菌和病毒的

侵染（Sun et al.，2014）。链格孢菌侵染渐狭叶烟草

能诱导其产生东莨菪内酯和东莨菪苷，这 2种化合

物在体外具有抑制链格孢菌生长的中等活性，其受

茉莉酸信号系统调控（Sun et al.，2014；Li & Wu，

2016；吴劲松，2020）。本研究发现叶面喷施瑞香素

能显著抑制烟草茉莉酸途径拮抗基因JAZ3的表达，

促进病程相关基因PR1的表达，从而提升了烟草对

青枯菌的抵抗力。病程相关蛋白是植物响应生物胁

迫诱导的一类蛋白，在抵御青枯雷尔氏菌侵染过程

中发挥着重要作用（Liu et al.，2019）。病原物入侵、

生物胁迫和超敏反应等都会诱导PR1基因的表达，

刺激病程相关蛋白的产生，因此PR1是植物系统获

得抗性的指示基因。病程相关基因非表达蛋白是水

杨酸信号途径的转录调控因子，可有效调控水杨酸

介导的系统获得抗性的启动（Chen et al.，2021）。

JAZ（jasomonate ZIM-domain）蛋白是茉莉酸调控通

路的因子，JAZ蛋白结合MYC2转录因子，促进茉莉

酸开启应答反应来调控茉莉酸信号的传导，从而增

强对生物胁迫的抗性（李永华等，2021）。JAZ3基因

与诱导系统抗性相关，是茉莉酸介导的防卫反应的

标志基因。本研究发现瑞香素处理后烟草体内PR1

基因的表达量被显著诱导，同时茉莉酸途径拮抗基

因 JAZ3和NPR1的表达量被显著抑制，对乙烯合成

酶基因EF26无显著影响，这促进了烟草茉莉酸含量

显著升高，因此推测瑞香素处理下烟草对青枯雷尔

氏菌侵染的抗性应答类似于系统诱导抗性，表明瑞

香素可能通过茉莉酸信号途径激活植物的免疫防御

系统，但具体作用机制仍需进一步研究。

综上所述，瑞香素叶面喷施可有效防控烟草青

枯病，显著增强植物体内酶活性，促进根部木质素含

量，提升烟草体内茉莉酸含量并促进抗病相关基因

表达，激活烟株的免疫防御系统，有效延缓烟草青枯

病的发生。因此，瑞香素是一种潜在的、有效的植物

激活剂，具有防治植物细菌病害的潜力。
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