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摘　要:为了进一步研究蛋白酶抑制剂对昆虫生长发育的影响 , 选取机械损伤和茉莉酸甲酯作为信号路径的激发子 ,研究了它们

在不同条件下诱导烟株局部和系统性的胰蛋白酶抑制剂和胰凝乳蛋白酶抑制剂的表达。结果显示:机械损伤或茉莉酸甲酯处理

后 ,烟株处理叶和系统叶中胰蛋白酶抑制剂和胰凝乳蛋白酶抑制剂含量都有不同程度升高;施用 2.4 mmol/ L 茉莉酸甲酯时两者的

增加量最为显著;机械损伤能明显抑制 2.4 mmol/L 茉莉酸甲酯的诱导作用 , 对 1.2 mmol/ L茉莉酸甲酯具有协同作用。

摘　要:烟草;机械损伤;茉莉酸甲酯;胰蛋白酶抑制剂;胰凝乳蛋白酶抑制剂;抗虫性
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Abstract:Proteinase inhibitor is one of the most important compounds in plants , which can effectively resist the growth and

propagation of insects.Mechanical wounding and methyl jasmonate(MeJA)were chosen as elicitors of the response pathway to

investigate the augment of trypsin proteinase inhibitor (TI)and chymotrypsin proteinase inhibitor (CI)in tobacco.Results

showed that mechanical wounding or MeJA can induce local and systemic increases of both TI and CI in different levels.Maxi-

mum levels of TI and CI in tobacco leaves would be reached when tobacco plants were treated with 2.4 mmol/L MeJA.More-

over , mechanical wounding can affect the production of TI and CI in a positive way when the plants were treated with 1.2

mmol/L MeJA while in a negative way with 2.4 mmol/L MeJA.
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　　植物蛋白酶抑制剂(Proteinase inhibitors , PIs)是分

子量较小的多肽或蛋白质[ 1] 。作为植物重要的防御

物质 ,它们能够与昆虫消化道内的蛋白酶形成复合物 ,

使酶失活 ,从而阻断或削弱蛋白酶对外源蛋白的水解 ,

干扰昆虫的正常消化作用
[ 2-4]

。此外 ,蛋白酶抑制剂分

子还可以通过消化道进入到昆虫的血液淋巴系统 ,干

扰昆虫蜕皮过程和破坏免疫[ 5-6] 。与其它抗虫蛋白相

比 ,PIs具有独特的优势:抗虫谱广;昆虫不易产生耐受

性;易于诱导表达;分子量小 、含量丰富;性质稳定 、易

于操作等 ,更为重要的是 ,现已证明蛋白酶抑制剂转入

食用作物中对人畜没有副作用[ 6-8] 。目前研究较多的

PIs主要是胰蛋白酶抑制剂(trypsin proteinase inhibitor ,

TI)和胰凝乳蛋白酶抑制剂(chymotrypsin proteinase in-

hibitor , CI),两者都属于丝氨酸类蛋白酶抑制剂 ,它们

与植物抗虫关系最为密切 ,因为大多数昆虫(包括大部

分鳞翅目 、直翅目 、双翅目 、膜翅目以及某些鞘翅目)

肠道内的蛋白酶主要是丝氨酸蛋白酶[ 9-10] 。昆虫在取

食了含有 CI和 TI的食物后 ,会消化不良 、缺乏必需氨

基酸 、生长发育受阻 、甚至死亡
[ 11]
。早在半个多世纪
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以前 ,人们就观察到了 PIs的抗虫作用:在离体情况

下 ,低浓度的大豆胰蛋白酶抑制剂能抑制甜菜夜蛾

(Spodoptera exigua)幼虫肠道中绝大部分胰蛋白酶的

活性。活体试验表明 ,当饲喂含有 TI和 CI 这两种抑

制剂的人工饲料时 ,幼虫的取食量明显下降 ,表现出营

养不良 、虫体变轻 、幼虫龄期延长等现象[ 5-6 ,12-13] 。由

于PIs具有杀虫谱广 、抗性发展慢和易表达等优点 ,分

子生物学家将之视为一个良好的抗虫剂。1987 年

Hilde等首次将豇豆胰蛋白酶抑制剂转入烟草叶片并

表达成功。目前已有多种转 PIs基因植物 ,我国不少

棉花种植区商业化栽种的所谓双抗棉就是导入苏云金

杆菌杀虫结晶蛋白(Bt-ICP)和 PIs 基因的转基因作

物[ 8 ,14] 。

植物抗性的产生包括自身固有的和诱导形成的两

种机制 , 研究表明植物的诱导抗性主要有以水杨酸

(Salicylic acid , SA)和茉莉酸((Jasmonic acid , JA)为内

源信号物质的两条路径 ,分别诱导植物抵御病原菌和

昆虫的入侵
[ 15-19 ]

。机械损伤和茉莉酸甲酯 (Methyl

jasmonate , MeJA)可以诱导植株组织内源 JA 含量局部

和系统性的增加 ,进而产生 JA 信号路径的应答 ,使组

织内抗虫害物质 ,如多酚类物质 、蛋白酶抑制剂 、尼古

丁等含量升高[ 20-24 ] 。

本文选取机械损伤和MeJA作为信号路径的激发

因子 ,研究了它们在不同条件下诱导烟株产生局部和

系统性的 TI 和CI含量的变化的现象 。

1　实验材料和方法

1.1　实验材料

供试品种为云烟 85。在盛有细土的育苗盘于

25 ℃下发芽 ,出苗后 ,每日在育苗室中(25 ℃)用生物

效应灯照射14 h ,长至 3 叶期时将其移至小塑料钵中

培养 ,植株的第 5片真叶完全展开时用于实验 。

MeJA 为 Apex Organics (Leicestershire , UK)产品。

考马斯亮蓝 G-250为 Fluka公司产品;胰酶 ,胰凝乳蛋

白酶 ,胰蛋白酶抑制剂 ,偶氮酪蛋白 ,N-苯甲酰-L-酪氨

酸对硝基苯胺(BTNA)均为Sigma公司产品 。

1.2　实验方法

1.2.1　机械损伤和MeJA对烟株的处理

实验分为 7个不同的处理组 ,每组用 5株烟苗 ,分

别为:(1)对照组:喷施 9%的乙醇溶液;(2)机械损伤

处理;(3)喷施 1.2 mmol/L MeJA;(4)喷施 2.4 mmol/L

MeJA;(5)喷施 4.8 mmol/L MeJA;(6)损伤 12 h 后再施

1.2 mmol/L MeJA;(7)损伤 12 h后再施 2.4mmol/L Me-

JA。选取烟苗的第 3 片叶(从基部到顶部)作为处理

叶 ,用 1支消毒过的接种针沿着叶脉对称地划 4道伤

口做损伤处理;将MeJA溶于 9%的乙醇溶液中 ,用小

型喷雾器均匀地喷洒在烟株叶片上 ,直至叶面有少许

溶液下滑 ,并将周围的叶片遮住。然后迅速用塑料袋

封起来保湿 。处理结束后 24 h ,剪下处理叶和烟株的

第4片叶 ,分别用于检测局部和系统性的蛋白酶抑制

剂含量。

1.2.2　酶液的提取:参照Ward K A 等[ 25]的方法。取

诱导后烟叶鲜样 1片 ,称重前除去叶脉 ,按 m :v =1:

10的比例加入 0.2 mol/L 的Tris-HCl缓冲液(pH 7.8),

内含 0.1%Tween-20 ,冰浴匀浆 ,匀浆液在 4 ℃,15 000

×g 离心 15 min ,上清液作为粗酶液。

1.2.3　胰蛋白酶抑制剂含量测定:参照 Ward K A

等[ 25 ]的方法 ,略作改进 。取 0.2 mL酶液和 0.5 mL的

0.1μg/μL的胰蛋白酶溶液在室温下振荡混合 10 min ,

加入 100 μL 的 25 mg/mL 偶氮酪蛋白 37 ℃培育 30

min ,再在 12000 × g 下离心 10 min ,取 100 μL的上清

液和 100 μL 的 0.5 mol/L 的 NaOH ,在 DLAB全自动酶

标仪上于 450 nm下检测吸光度值。以胰蛋白酶抑制

剂绘制标准曲线 。结果以μg/mg蛋白表示。总蛋白含

量用 Bradford方法测定[ 26 ] 。

1.2.4　胰凝乳蛋白酶抑制剂相对活性测定:参照

Willdon D C等[ 27 ]的方法 ,略作改进 。取 0.2 mL酶液

和0.3 mL的 100 μg/mL 胰凝乳蛋白酶溶液在室温下

振荡混合 30 min ,然后取 50 μL 上述混合液加入 96孔

板孔内 ,加入 100 μL pH7.8的 Tris-HCl缓冲液和 50 μL

0.28mmol/L 的 BTNA ,在酶标仪上于 405 nm 下检测 5

min内的吸光度变化值 。对照不加酶液 ,代用等体积的

缓冲液。结果以(■A ck-■A待测)/ ■Ack×100表示。

用SPPS 软件对单因子处理(1 ～ 5)作 Duncan 分

析 、对双因子处理(6 ～ 7)作 T测验。

2　实验结果

2.1　机械损伤和茉莉酸甲酯处理对烟株 TI和 CI的

诱导

从图 1可以看出 ,机械损伤和MeJA可以局部和系

统性的诱导烟草体内 TI和 CI 含量升高。受机械损伤

后 ,烟株的 TI 在局部和系统叶上都显著地增加 ,但 CI

的变化不显著 。而烟株喷施 1.2 、2.4 、4.8 mmol/L Me-

JA后 ,TI和 CI 在局部和系统叶上的增加量都比较显

著 ,对于局部叶 ,TI的含量分别为对照组的2.65 、3.80 、

1.35倍 , CI 的含量分别为对照组的 1.80 、2.10 、1.55
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倍。值得注意的是 ,烟株施用 2.4 mmol/L MeJA 时 ,TI

和CI的增加最为显著 ,而施用 4.8 mmol/L MeJA时 ,TI

和CI 的增加量较 1.2和 2.4 mmol/L 处理时明显有所

降低。对于系统性叶 ,TI 和CI的表现与局部叶趋势相

同 ,TI 的含量分别为对照组的 1.50 、3.20 、1.90 倍 , CI

的含量则分别为对照组的 1.80 、2.60 、1.50倍 ,也是以

2.4 mmol/L MeJA处理的TI 和 CI 的增加量最为显著 ,

但施用 4.8 mmol/L MeJA 时 ,TI 的含量较 1.2 mmol/L

的高 ,低于 2.4 mmol/L MeJA组;CI 的含量则要比 1.2

或2.4 mmol/L MeJA处理时低 。

图 1　机械损伤和茉莉酸甲酯诱导烟株局部叶胰蛋白酶抑制剂和胰凝乳蛋白酶抑制剂含量的变化

CK-对照组;W-机械损伤;M1-1.2 mmol/L 茉莉酸甲酯;M2-2.4 mmol/ L茉莉酸甲酯;M3-4.8 mmol/ L茉莉酸甲酯 。每个柱形图表示平

均值+S.E.(n = 5).(＊ P≤ 0.05 , ☆P≤0.01 , ★P≤ 0.001 下同)

图 2　机械损伤和茉莉酸甲酯双因子互作对烟草 TI和 CI的影响

M1-1.2 mmol/ L MeJA;WM1-损伤+1.2 mmol/L MeJA;M2-2.4 mmol/ L MeJA;WM2-损伤+2.4 mmol/L MeJA。每个柱形图表示平均值+

S.E.(n = 5).
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2.2　机械损伤和茉莉酸甲酯互作对烟株 TI和 CI的

影响

从图2可以看出 ,机械损伤对MeJA的诱抗效果的

影响因MeJA的浓度不同而异:烟株在损伤 12 h后喷

施2.4 mmol/L MeJA时 ,TI和 CI 在局部叶和系统叶上

的含量明显要比 2.4 mmol/L MeJA 单独处理时有所降

低 ,其中CI在局部叶上差异达到了显著水平 、TI在局

部叶和系统叶上的差异分别达到了极显著和显著水

平;然而 ,损伤后施用 1.2 mmol/L MeJA处理中 , TI 在

局部和系统叶上比 MeJA 单独处理略高;CI 的含量与

1.2 mmol/L MeJA单独处理的相比 ,在局部叶上略低 、

系统叶上略高。

3　讨论

我们的实验表明:烟株在单独实施机械损伤或喷

施不同浓度 MeJA时 ,可以导致局部和系统性 TI 和 CI

含量的升高 ,说明机械损伤和 MeJA能够很好地诱导

烟株产生 JA信号路径的应答 ,我们同期进行的生测试

验也表明取食损伤或MeJA处理烟株叶片的斜纹夜蛾

幼虫 ,其相对生长速率要比对照组明显降低(全文另

发),进一步证实了蛋白酶抑制剂对昆虫生长的抑制作

用。与同类研究相比 ,在我们的实验中 , 损伤处理的

TI和 CI增加量并不都显著 ,这可能是由于我们实验中

的烟叶受创伤程度小 ,没有诱导足量的内源 JA含量增

加 ,相应的表达也不是很强 ,因为创伤信号应答强度与

植株受伤程度在一定范围成正相关[ 28-29] 。我们的数

据也表明:MeJA的用量与烟草植株的应答强度间并非

总是呈正相关 ,超过一定的浓度植物的应答下降。这

可能与植物抗性的 JA和 SA路径的应答有关 ,当 MeJA

用量较低时 ,内源 JA的增加量不是很多 ,其产生的应

答也不是很强;然而 ,植物相应的应答是有一定限度

的 ,当 MeJA 用量超过烟草植株的应答限度 ,多余的

MeJA 反倒会诱导 SA 信号路径的功能性成份(如 ,

MeSA)增加 ,从而抑制了 JA 信号路径的应答 。前期相

关的研究中也报道有类似的情况
[ 30]
。

值得注意的是机械损伤与不同浓度的MeJA互作

表现:MeJA的浓度为 2.4 mmol/L 时 ,两者的互作表现

为拮抗;MeJA的浓度为 1.2 mmol/L 时 ,两者在整体上

则表现为协同。这种情况在本质上与我们在两因子单

独处理中所发现的 MeJA 浓度与植物应答的表现是相

同的 ,对于 2.4 mmol/L烟草植株作出了最大限度的应

答 ,而机械损伤中产生的 JA则是过量了 ,从而产生了

拮抗效应;在 1.2 mmol/L MeJA 处理来说 ,机械损伤形

成的 JA则相当于对低浓度下诱抗剂的一种补充 ,表现

为协同。

尽管世界上首先出现的转 PIs 基因作物是烟草 ,

但现实情况是我们还不能将这种转 PIs基因烟草应用

于大田 ,不过 ,我们的试验表明可以通过化学诱导的方

式激活烟草潜在的 PIs 基因 ,产生相应的抗生物质

———PIs的表达 ,抑制害虫的生长繁殖 。目前我国在烟

草生产上 ,育苗过程中有 2 ～ 3次的剪叶 ,后期打顶 ,这

都是一种机械性损伤 ,在这两个时期使用诱抗剂必须

要考虑到机械损伤的影响 。另外 ,有研究证实 PIs与

多酚类结合使用能更加有效的抑制鳞翅目幼虫的生长

发育和中肠蛋白酶的活性[ 31 ] ,而烟草中含有大量的

多酚类物质 ,其含量因烟草种类 、生育期的不同而异 ,

因此 ,未来应该就不同生长期的烟草对化学诱抗剂的

应答以及烟草次生物质与 PIs的互作进行更深入的研

究 ,以便将化学诱抗剂尽快应用于烟草大田生产。
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