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冷激及 H2O 2 处理对采后番茄

果实抗病性的诱导

王 菲，生吉萍，范 蓓，于萌萌，申 琳 *

(中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京      100083)

摘   要： 以番茄果实为试材，研究冷激对采后番茄果实抗病性的影响以及H2O2 在其中的作用。结果表明，冷

激提高了番茄果实的抗病指数，诱导了冷藏初期番茄果实中H2O2 含量的升高和谷胱甘肽转移酶活性的提高，并且

诱导了抗病相关酶苯丙氨酸解氨酶(PAL)，几丁质酶和β-1,3葡聚糖酶的活性增加。外源H2O2 处理可以促进冷激诱

导的果实内H2O2 含量的升高和谷胱甘肽转移酶的提高，并且促进抗病相关酶活的诱导，而外源抑制H2O2 会使诱

导作用大大减弱。由此得出结论，冷激可以诱导采后番茄果实的抗病性，提高抗病相关酶活，H2O 2 参与了冷激

介导的抗病性增强。
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Abstract ：The effects of hydrogen peroxide on the induced disease-resistance of tomato fruits by cold-shock treatment were

studied. Cold-shock treatment could induce the disease-resistance of tomato fruits, enhance the endogenous H2O2 content in the

beginning of storage and increase the activity of GST. Furthermore, cold-shock could induce the activities of some anti-disease

enzymes, including PAL, chitinase and β-1,3 glucanase. The inducement of H2O2 content and activity of GST could be accelerated

by pretreatment with H2O2 before cold-shock, which promoted the induction of anti-disease enzyme activities. All of the

inductions were inhibited by pretreatment with dimethylthiourea before cold-shock. In conclusion, the cold-shock treatment

could induce the disease-resistance of postharvest tomato fruits, and hydrogen peroxide played an important role in the

progress.
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病害为果蔬采后贮运带来了巨大损失，解决好病害

问题是果蔬采后贮藏的关键。国内外研究表明冷激可以

通过调控抗病相关基因的表达而提高果蔬的抗病性，包

括 H2O2 在内的一些重要信号分子在其中发挥着重要的作

用[1-2]。已有研究表明 H2O 2 的产生是植物抗病早期反应

之一，细菌、真菌、激发子等均可诱导植物体内 H 2O 2

的产生[3]，进而 H2O2 作为第二信使调控抗性相关基因的

表达，最终通过影响抗性蛋白物质的产生而帮助植物体

抵抗病菌的侵害[4]。有研究表明在拟南芥中，H2O 2 可以

诱导苯丙氨酸解氨酶(PAL)基因的表达，从而大大提高

拟南芥对病原菌的抵抗能力[5]。然而对于冷激处理是否

通过调节 H2O2 的含量而影响采后番茄果实的抗病性还没

有报道。

本实验研究了冷激处理对番茄果实抗病性的诱导，

同时引入外源 H 2O 2 及其抑制剂 D M T U 的处理，通过测

定抗病相关酶活的水平，研究这种重要的信号分子是如

何参与上述的生理生化过程，从而为果蔬采后抗病保鲜

技术的研究提供新的证据和理论支持。
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1 材料与方法

1.1 材料

绿熟期番茄(品种：918 号)，采自北京郊区土井村；

病原菌    本实验室自行从病害番茄果实表面分离出

的灰霉(Botrytis cinerea Pers)。

1.2 试剂

二甲基硫脲(DMTU)    Sigma 公司；ST-GST 试

剂盒    南京建成生物工程公司。

1.3 方法

1.3.1 番茄果实的采集和贮藏

采收绿熟期(花期 40d 左右，番茄果实已经充分膨

大，但果皮全为青绿色，即为mature green)、大小均

匀、成熟度相对一致、无病虫害、无机械伤的 9 1 8 号

番茄。贮藏条件为温度 2 0 ℃，维持湿度 9 0 % 。

1.3.2 番茄处理方法

冷激：以0℃的冰水混合物为冷却介质，用0.01mm

的聚乙烯薄膜袋包装番茄，排出袋内气体并封口，将

果实完全浸入冰水中，冷激 2. 5 h，处理完毕后，在自

然状态下充分晾干。

H2O2 结合冷激处理：番茄果实放入盛有10mmol/L H2O2

溶液的大型干燥器中，用真空泵抽真空，达到－ 0.04M Pa

的压强后保持30s，真空渗透后在常压下浸透2min，进

行溶液与果实之间的固相和液相之间的平衡，自然晾

干，之后冷激处理，置于清洁塑料筐中贮藏。

DMTU 结合冷激处理：番茄果实放入盛有 5mmol/L

D M T U 溶液的大型干燥器中，用真空泵抽真空，达到

－0.04MPa 的压强后保持30s，真空渗透后在常压下浸透

2m i n，进行溶液与果实之间的固相和液相之间的平衡。

自然晾干，之后冷激处理，置于清洁塑料筐中贮藏。

病原菌接种处理：绿熟期番茄表面用 7 5 % 的酒精

消毒，晾干后用灭菌大头针在每个番茄腔室部位均匀

扎 3 到 4 个小孔，放置 1h 后用移液器注入浓度为 5 ×

105CFU/ml 的病原菌悬浮液5μl，用塑料袋封口后贮存。

1.3.3 H 2O 2 含量及抗病相关酶活测定方法

番茄果实抗病相关酶活苯丙氨酸解氨酶(PAL)测定参

照何钟佩[6]方法，以在相应的反应条件下每分钟每克鲜

重OD 值每变化 0.01 所需的酶量为一个酶活单位。几丁

质酶活测定参照蒋跃明方法[7]，以反应条件下每克鲜重

分解胶状几丁质产生1μg N-乙酰氨基葡萄糖所需的酶量

定义为一个酶活单位。β -1,3 葡聚糖酶测定参照《现

代植物生理实验指南》中的方法[8]，以反应条件下，每

克鲜重产生 0.01μg 葡萄糖的酶量定义为一个酶活单位。

H2O2 含量测定参照Brennen 方法[9]，H2O2 清除酶谷胱甘

肽 -S 转移酶酶活使用 ST-GST 试剂盒测定。

2 结果与分析

2.1 冷激与 H 2O 2 及 D M T U 结合处理对番茄果实抗病性

的影响

冷激处理、H 2O 2 结合冷激处理以及 D M T U 结合冷

激处理后番茄果实接种病原菌室温贮藏，未处理后接种

病原菌的果实作为对照。4 d 后观察发病情况，用直尺

测量病斑直径，计算防治效果。

                   
对照病斑直径－处理病斑直径

防治效果(%)=——————————————————— ×100

                               
对照病斑直径

结果表明，冷激可以较大程度的提高番茄果实的抗

病性，防治效果达到 20 . 4 %，外源 H 2O 2 可以促进诱导

效果的增强，防治效果达到 23.6%，抑制番茄体内 H2O 2

会削弱防治效果。结果如表 1 所示。

处理方式 对照 冷激2.5h H2O 2+ 冷激处理 D M T U + 冷激处理

防治效果(%) 0 20.4 23.6 11.0

表1  不同处理方式番茄果实对病原菌的防治效果

Table 1    Effects of control of Botrytis cinerea on tomatoes under
different treatments

表 1 表明，冷激处理确实能够提高番茄果实的抗病

能力，并且 H 2 O 2 的确参与其中。

2.2 冷激与 H 2O 2 或 DM T U 结合处理对番茄果皮中 H 2O 2

含量及 H2O 2 清除酶 GST 的影响

2.2.1 贮藏期间番茄果皮 H 2O 2 含量的变化

由图 1 可见，对照番茄在贮藏期间 H 2O 2 含量先缓

慢上升然后降低。冷激处理的番茄 H 2O 2 含量在第 1d 急

剧升高，是对照的 1 . 4 倍，之后逐渐降低，从第3d 后

一直低于对照。H2O 2 加冷激处理的番茄果实在前两天出现

H2O2 含量的显著升高，第2d 达到峰值，为对照的 1.5 倍，

此后缓慢下降但一直维持高于对照的 H 2 O 2 含量。而

DMT U 加冷激处理后的番茄果实，H 2O 2 含量在贮藏前期

始终维持比对照低的水平，维持缓慢上升的趋势，并

图1   贮藏期间不同处理番茄果皮H2O2含量的变化

Fig.1    H2O2 content of tomato fruit pericarp under different
treatments during storage
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从第 7 d 开始高于对照。可见冷激可以在贮藏初期诱导

H2O 2 的表达，从而在其下游调控抗病相关的生理生化反

应，提高果实抗病性，外源 H 2O 2 可以很大程度的促进

诱导，D M T U 会削弱诱导现象。

2.2.2 贮藏期间番茄果皮 GST 酶活性变化

谷胱甘肽S 转移酶 GST 可以催化活性氧与谷胱苷肽

巯基共价结合，从而避免植物体受到内源或外源活性氧

的侵害。已有研究表明，活性氧可以诱导 G S T 表达，

因此番茄体内 GST 酶活性的高低可以间接表明体内 H2O2

水平及其代谢途径[1 0 ]。由图 2 中可以看出，对照番茄

GS T 酶活呈整体下降趋势，并在第 8d 有一个小幅度上

升。冷激处理的番茄 GST 酶活在第 1d 显著上升，达到

对照的 1.4 倍，之后下降，但始终比对照水平高。H2O 2

结合冷激处理的番茄果实酶活变化趋势与冷激番茄相

同，但上升幅度明显加大，第1d 峰值为对照的1.7 倍。

但是 D M T U 结合冷激处理的番茄 G S T 酶活趋势有所不

同，在第 1 d 下降，之后升高。由此可见冷激可以在

番茄贮藏初期较大程度的诱导 G S T 酶活，外源 H 2O 2 可

以极大促进酶活的诱导，外源抑制 H 2O 2 后，诱导现象

消失。结果表明贮藏期间番茄果皮 G S T 酶活与 H 2O 2 含

量的变化趋势一致。

图2   贮藏期间不同处理番茄果皮GST活性变化

Fig.2    GST activities of tomato fruit pericard with different
treatments during storage
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2.3 冷激与 H 2O 2 或 D M T U 结合处理对番茄果皮抗病相

关酶活的影响

2.3.1 各种处理对番茄果实 PAL 酶活的影响

苯丙氨酸解氨酶PAL 是苯丙氨酸类代谢途径的定速

酶，催化产生植保素、木质素等多种与植株抗病性相

关的终产物，从而使植株产生抗病性[11]。由图 3 可见，

冷激处理后的番茄果实与对照相比，PAL 酶活有较大程

度的提高，在第4d达到最高值11.1U，是对照的1.7倍，

之后逐渐降低，但始终保持高于对照的水平。H 2O 2 结

合冷激处理的番茄果皮PAL酶活的升高幅度大于单独用冷

激处理的番茄，PAL 酶活也在第4d 达到峰值12.8U，是

对照的 2.0 倍。而用 DMTU 处理后的番茄果实与对照相

比无明显差异。

2.3.2 各种处理对番茄果皮几丁质酶活的影响

几丁质是真菌细胞壁的组成部分，几丁质酶可以消

化病原菌细胞壁，帮助番茄果实抵抗病原菌的进攻[12]。

图 4 所示，冷激处理后的番茄果皮几丁质酶活性迅速上

升，在第 2d 达到峰值 10.9U，是对照的 1.5 倍。H 2O 2

结合冷激处理后番茄果实的几丁质酶活性上升的幅度要

大于冷激单独处理的果实，在第2d 达到峰值12.8U，是

对照的 1.7 倍，并在贮藏期间酶活始终高于冷激单独处

理的果实。D M T U 结合冷激处理的番茄果实与对照相

比，几丁质酶活无明显差异。

2.3.3 不同处理对番茄果实β -1,3葡聚糖酶活的影响

图3   贮藏期间不同处理番茄果皮PAL酶活变化

Fig.3    PAL activities of tomato fruit pericard with different
treatment during storage
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图4   贮藏期间不同处理番茄果皮几丁质酶活变化

Fig.4   Chitinase activities of tomato fruit pericard with different
treatment during storage
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β-1,3葡聚糖同样是真菌细胞壁的组成部分，β -1,

3 葡聚糖酶可以帮助消化病原菌细胞壁，因此其活性同

样体现了番茄果实抗病性的强弱[13]。如图 5 结果显示，

冷激处理的番茄果实β-1,3 葡聚糖酶活有一定程度的提

高，在第 2d 达到最大值 10.2U，是对照的 1.2 倍，而

H2O2 处理后的番茄果实再经过冷激后，β-1,3 葡聚糖酶

活可在第3d 达到 11.8U，是对照的1.4 倍。DMTU 结合

冷激处理后的番茄果实与对照相比，β-1,3 葡聚糖酶活

无明显的升高，但是在贮藏后期，始终保持比对照略

高的水平。

由以上结果可以看出冷激处理可以在番茄果实贮藏
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初期诱导与抗病密切相关的PAL，几丁质酶和β-1,3 葡

聚糖酶活性的提高，从而使番茄提高抵御病原菌侵害的

能力。外源施加 H 2O 2 可以使酶活诱导的趋势加强，抑

制体内 H 2O 2 会使诱导能力大大减弱。可见 H 2O 2 在抗性

酶活诱导过程中起到重要的作用。

3 讨  论

已有研究表明冷激处理可以增强番茄果实的抗逆

性。本实验表明，冷激这种采后处理方法同样可以提

高果实抗病性，并且这种抗病性的提高与番茄体内 H2O 2

的含量有密切关系。冷激可以瞬时提高番茄果实 H2O2 的

含量，并使得其下游与代谢、信号传导密切相关的 GST

酶活上升。前人研究表明 H2O2 作为植物的第二信使，在

多种生物及非生物胁迫的信号转导中起到十分重要的信

号转导作用。它在信号转导中调控下游信号流，进而

激活和调控植物体内各种胁迫相关基因，并将信号最终

放大为蛋白的翻译表达，在植物体中即为产生各种抗性

相关物质。由此推断冷激通过调控信号分子 H2O2 的含量

而影响抗病物质的产生，并且这种信号分子的下游传递

与谷胱甘肽途径有关。

抗性酶活的测定结果支持了这一推测。PAL 是植物

苯丙烷类代谢途径的关键酶，参与合成重要的抗病相关

次生产物。几丁质和β-1,3 葡聚糖是病原菌细胞壁的重

要组成成分，可分别被几丁质酶和β- 1 , 3 葡聚糖酶分

解，从而抑制病原菌的生长。因此这三种酶活水平，

可以直接证明果实的抗病能力。实验结果表明，冷激

可以在贮藏初期极大的诱导抗病相关酶活的增加，在后

期使酶活始终保持高于对照的水平，并且这种趋势与番

茄体内 H 2O 2 水平的变化同步。外源抑制 H 2O 2 的含量使

得冷激对酶活的诱导受到抑制，但在贮藏后期这种抑制

会逐渐减弱。由此可以得出结论冷激诱导的抗性相关酶

增加是可以通过 H2O2 的信号传导途径进行调控的。但对

于其具体的下游信号传递途径以及该途径是否与 GST 参

与的谷胱甘肽途径密切相关还需要进一步研究。

之前研究表明，H 2O 2 参与了冷激诱导的番茄果实

抗冷性提高，结合本实验可推断，H 2O 2 可能是番茄对

病害和冷害交叉抗性中的关键因子，但对于其在交叉抗

性中的具体作用机制尤其是基因调控手段还有待近一步

研 究 。
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图5   贮藏期间不同处理番茄果皮β -1,3葡聚糖酶活变化

Fig.5   β-1,3 glucanase activities of tomato fruit pericard with
different treatments during storage
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