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井冈霉素对水稻纹枯病菌细胞壁降解酶活性
和可溶性蛋白的影响 *

李明海 杨迎青 杨 媚 周而勋**

华南农业大学资源环境学院,广州510642

摘要 为进一步阐明井冈霉素防治水稻纹枯病的作用机制,研究了井冈霉素对水稻纹枯病菌(Rhizoctonia
solaniKühn)多聚半乳糖醛酸酶(PG)、纤维素酶(Cx)和果胶甲基半乳糖醛酸酶(PMG)3种细胞壁降解酶活性以

及菌丝可溶性蛋白的影响。结果表明:与空白对照相比,井冈霉素在质量浓度分别为20、100、500μg/mL时,均
不同程度地降低了3种细胞壁降解酶的活性。当井冈霉素质量浓度为20μg/mL和100μg/mL时,与空白对照

相比,Cx或PG的活性下降程度分别达到显著水平。在各供试浓度下,PMG的活性与空白对照相比均未达显著

水平。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分析,每个处理的病菌菌丝可溶性蛋白均可分辨出20条谱带,较为清晰的谱带

有16条。与空白对照相比,不同处理之间的病菌菌丝可溶蛋白谱带数目和迁移率均相同,但谱带颜色的深浅和

谱带的粗细有差异,表明蛋白种类一致,只是含量不同。在蛋白分子质量为90u处,井冈霉素质量浓度为500

μg/mL时的谱带明显增强;在分子质量为16~35u之间有6条谱带,当井冈霉素质量浓度为500μg/mL时的谱

带明显减弱。这说明井冈霉素质量浓度为500μg/mL时,对病菌菌丝可溶性蛋白有一定的影响;在质量浓度为

20μg/mL和100μg/mL时,对病菌菌丝可溶性蛋白无显著影响。
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  立枯丝核菌(RhizoctoniasolaniKühn)是一种

经济上非常重要的土传性病原真菌,可侵害多种作

物,而且不同作物上的立枯丝核菌具有交互致病性,
即可以互相侵染,给防治带来很大困难[1]。由立枯

丝核菌引起的水稻纹枯病(ricesheathblightdis-
ease)是世界上重要的水稻真菌病害之一,同时也是

我国水稻三大病害之首,给水稻生产造成了严重的

经济损失[2-3]。井冈霉素(Jinggangmycin)作为防治

水稻纹枯病的主要农药品种,对水稻纹枯病的防治

发挥了重要作用,但其作用机制至今不明。进一步

阐明井冈霉素防治水稻纹枯病的机制,对发挥其更

大的作用具有重要意义。关于井冈霉素防治水稻纹

枯病的机制,沈寅初[4]和 Muller等[5]的研究结果显

示,井冈霉素抑制了水稻纹枯病菌(R.solani)海藻

糖酶的活性,使得水稻纹枯病菌的菌丝不能正常生

长,从而达到防治病害的目的;张穗等[6]的研究结果

显示,井冈霉素具有激发水稻防卫反应表达的特性,
并证明这种防御水稻纹枯病的作用是其自身的抑菌

作用和诱导植株产生抗性防卫反应协同作用的结

果。但是,井冈霉素体外的抑菌作用很弱,只有在质

量浓度达到1000μg/mL时,其抑制作用方可达到

传统意义上80%的杀菌效果[6]。除了以上作用机

制外,井冈霉素的作用机制是否会涉及到抑制水稻

纹枯病菌致病因子的表达? 有关这方面的研究目前

国内外尚未见报道。已有的研究结果表明,水稻纹

枯病菌产生的细胞壁降解酶具有显著的致病作用,
是水稻纹枯病菌的主要致病因子[7-9]。笔者从井冈

霉素是否会影响水稻纹枯病菌致病因子表达的角

度,观察了井冈霉素对水稻纹枯病菌的细胞壁降解

酶活性和菌丝可溶性蛋白的影响,旨在为揭示井冈

霉素防治水稻纹枯病菌的作用机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌株:水稻纹枯病菌(Rhizoctoniasolani
Kühn)GD-118菌株,由华南农业大学热带亚热带真



 第3期 李明海 等:井冈霉素对水稻纹枯病菌细胞壁降解酶活性和可溶性蛋白的影响  

菌研究室提供,经测定为强致病力菌株。
主要试剂:井冈霉素原药60A(武汉科诺生物科

技有限公司产品);考马斯亮蓝R-250(生化试剂,
上海伯奥生物科技有限公司产品);D-半乳糖醛酸

(生化试剂,北京齐华盛生物技术发展中心产品);
果胶(纯度87%,Sigma公司产品);甘氨酸(生化

试剂,上海伯奥生物科技有限公司产品);甲叉双丙

烯酰胺(电泳级,Sigma公司产品);丙烯酰胺(电泳

级,GenView);无水葡萄糖(分析纯,上海伯奥生物

科技有限公司产品);三羟甲基氨基甲烷(生化试

剂,GenView);羧甲基纤维素钠(分析纯,天津市科

密欧化学试剂有限公司产品);透析袋9000D(Axy-
gen);乙醇、甲醇、冰醋酸、过硫酸铵、硫酸铵等试剂

均为分析纯。
1.2 井冈霉素的处理和酶提取液的制备

用内径5.0mm打孔器在PDA培养基上生长

的病菌菌落边缘打取菌丝块,挑取10块菌丝块,移
至盛有100mL改良 Marcus培养液[10]的250mL
三角瓶中,加入井冈霉素母液,使其终质量浓度分别

为20、100、500μg/mL,以不加井冈霉素的作为空

白对照(用CK表示,用灭菌水代替井冈霉素母液,
下同),于26℃下培养,6d后过滤除去菌丝,滤液

在4℃下15000r/min离心20min,弃去沉淀,上清

液即为酶提取液,留下备用。
在上述酶提取液中加入硫酸铵至60%饱和度

(25℃),在4 ℃下静置5h后,在4 ℃,15000
r/min下离心20min,弃上清液,用50mmo1/L醋

酸-醋酸钠缓冲液(pH5.0)分别溶解沉淀。沉淀在

同样的缓冲液中于4℃下透析2d,每12h换1次

透析液,纯化的酶置于-20℃下保存备用。
1.3 葡萄糖标准曲线的绘制

葡萄糖含量标准曲线的绘制参考文献[11]中的

方法。以不同葡萄糖浓度为横坐标,以各浓度对应

的540nm处的吸光值(A540nm)为纵坐标,绘制标准

曲线,得到线性回归方程

y=0.0016x-0.0504(r=0.9984)
1.4 蛋白质标准曲线的绘制

采用考马斯亮蓝染色法测定可溶性蛋白浓

度[11]。以A595nm值(y)为纵坐标,以蛋白质浓度(x)
为横坐标,绘制标准曲线,得到牛血清蛋白质的线性

回归方程

y=0.0009x+0.0299(r=0.9987)

1.5 细胞壁降解酶的活性测定

采用紫外-可见分光光度法测定细胞壁降解酶

的活性。利用二硝基水杨酸试剂(DNS),通过日立

U-2910紫外分光光度计在540nm处测定反应混

合液释放的还原糖,通过葡萄糖含量标准曲线计算

出多聚半乳糖醛酸酶(PG)、纤维素降解酶(Cx)和果

胶甲基半乳糖醛酸酶(PMG)还原糖的量。酶活性

单位定义为50℃下每分钟催化底物释放lμg还原

糖所需酶量(U)。
1.6 菌丝可溶性蛋白的提取与分析

1)菌丝可溶性蛋白的提取。在PDA平板上培

养水稻纹枯病菌菌丝,2d后在菌落边缘取直径

5mm的5块菌丝块,分别接入CK和含有3个不同

质量浓度(20、100、500μg/mL)井冈霉素的查氏培

养液中(250mL的三角瓶中盛有100mL培养液),

25℃恒温,150r/min振荡培养5d。菌丝用布氏漏

斗抽滤,并用去离子水冲洗3次。每个浓度处理称

取鲜菌丝1.0g,加2mL磷酸缓冲液(pH7.0),冰
浴研磨成匀浆,4℃下20000r/min离心20min,取
上清液备用[12]。

2)菌丝可溶性蛋白聚丙烯酰胺垂直板凝胶电

泳。采用不连续垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳,并参

照文献[12]中的方法进行操作。电泳时使用8%分

离胶(pH8.8)和4%浓缩胶(pH6.8),电极缓冲液

为pH8.3的 Tris-甘氨酸缓冲系统,每样品蛋白点

样量为100μg。电泳在4℃的环境中进行,浓缩胶

内电压为70V,进入分离胶后电压增大为100V,当
前沿指示剂距底边1.5cm处时停止电泳。取出胶

板后以考马斯亮蓝 R-250染色30min,再用7%冰

醋酸脱色,固定后拍照。

2 结果与分析

2.1 井冈霉素对细胞壁降解酶的影响

试验结果表明(表1),质量浓度为20μg/mL的

井冈霉素对水稻纹枯病菌多聚半乳糖醛酸酶(PG)
的活性虽然有一定程度影响(下降),但与空白对照

相比无显著差异。当井冈霉素质量浓度达到100

μg/mL时,与空白对照相比PG的活性下降程度差

异显著,即井冈霉素在该浓度下显著减少了水稻纹

枯病菌PG的产生。但随着井冈霉素质量浓度增加

到500μg/mL,PG的活性并不进一步下降,即井冈

霉素质量浓度在100μg/mL以上时,各处理之间

PG的活性差异不显著。
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从表1可 看 出,当 井 冈 霉 素 的 质 量 浓 度 为

20μg/mL时,与空白对照相比水稻纹枯病菌Cx的

活性下降程度达到显著差异。随着井冈霉素质量浓

度增加到100μg/mL时,Cx的活性进一步下降。
当井冈霉素质量浓度增加到500μg/mL时,Cx的

活性虽然比在100μg/mL时略有上升,但与空白对

照相比,Cx的活性下降程度仍然有显著差异,即井

冈霉素在3种供试浓度下都显著减少了水稻纹枯病

菌Cx的产生,从而使Cx的活性显著下降。
从表1还可看出,各供试浓度井冈霉素在一定

程度上都降低了PMG的活性。但统计分析表明,
各供试浓度井冈霉素对PMG的活性影响并无显著

差异,即井冈霉素在各供试浓度下对水稻纹枯病菌

PMG的产生并没有显著影响。
表1 井冈霉素对水稻纹枯病菌细胞壁降解酶活性的影响1)

Table1 EffectsofJinggangmycinontheactivitiesofcellwalldegradingenzymeofR.solani U  

ρ/(μg/mL)
多聚半乳糖醛酸酶活性

PGactivity
纤维素酶活性
Cxactivity

果胶甲基半乳糖醛酸酶活性
PMGactivity

CK 19.28±0.40a 33.97±3.56a 21.82±1.23a
20 18.39±0.36ab 24.32±1.55bc 21.01±0.04a
100 17.24±0.40b 20.26±0.34c 19.51±1.06a
500 17.81±0.31b 27.81±0.27b 19.92±0.41a

 1)表中数据为3次重复的平均值,采用邓肯氏新复极差法(DMRT)进行差异显著性分析,同列数据字母相同者表示在5%水平上差

异不显著。

Datainthistable,representingtheaverageofthreereplicates,wereanalyzedforsignificantdifferencebyusingDuncan’smultiple

rangetest(DMRT),andthesameletterinthesamecolumnarenotsignificantlydifferentfromeachotherat5%level.

2.2 井冈霉素对菌丝可溶性蛋白的影响

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析结果如图1所示。由

图1可知,水稻纹枯病菌经井冈霉素各供试质量浓

度(20、100、500μg/mL)处理后的蛋白电泳谱型与

空白对照相似性较高,各浓度处理的谱带数目均为

20条,且较为清晰的谱带有16条。尽管井冈霉素

各供试质量浓度处理与空白对照比较谱带数目相

同,但在蛋白分子质量为90u处,井冈霉素质量浓

度为500μg/mL时的处理相对于其他处理明显

加强。
在水稻纹枯病菌菌丝可溶性蛋白电泳图谱的下

端,蛋白分子质量为35~16u之间有6条谱带,井
冈霉素质量浓度为500μg/mL时的处理相对于其

他处 理 条 带 明 显 减 弱。在 井 冈 霉 素 浓 度 为 20

μg/mL和100μg/mL时的处理,相对于空白对照图

谱的一致性非常高,且没有明显变化(图1)。

M:蛋白质分子质量标记Proteinmolecularweightmarker

图1 井冈霉素不同浓度下培养的水稻纹枯病菌菌丝可溶性蛋白电泳图谱

Fig.1 ElectrophoresispatternsofsolublemycelialproteinofR.solaniculturedat
differentconcentrationsofJinggangmycin
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3 讨 论

本研究结果表明:供试井冈霉素在质量浓度

20μg/mL和100μg/mL时,能分别显著降低水稻

纹枯病菌2种细胞壁降解酶(纤维素降解酶和多聚

半乳糖醛酸酶)的活性;随着井冈霉素浓度的增加,

Cx和PG的活性进一步下降;尽管井冈霉素在3种

供试浓度下都不同程度地降低了PMG的活性,但
与空白对照相比并未达到显著差异水平。在对水稻

纹枯病菌菌丝可溶性蛋白的影响方面,井冈霉素各

浓度处理下的菌丝可溶性蛋白谱带数目与空白对照

相比较完全相同,谱带的迁移率也一致,但对菌丝可

溶性蛋白浓度有一定程度的影响。井冈霉素质量浓

度为500μg/mL时,谱带在蛋白分子质量为90u
处明显加强,在蛋白分子质量为16~35u之间的

6条谱带明显减弱。这说明井冈霉素质量浓度在

500μg/mL时,对水稻纹枯病菌菌丝可溶性蛋白有

一定的影响;井冈霉素质量浓度为20μg/mL和

100μg/mL时,对菌丝可溶性蛋白没有显著影响。
这是目前国内外关于井冈霉素对水稻纹枯病菌细胞

壁降解酶和可溶性蛋白影响的首次报道。
井冈 霉 素 是 一 种 由 吸 水 链 霉 菌 井 冈 变 种

(Streptomyceshygroscopicusvar.jinggangensis)
产生的农用抗生素(antibiotic)[4]。自从20世纪70
年代开发应用以来,井冈霉素一直是防治水稻纹枯

病的经济、高效、低毒、低残留的药剂[13]。近年来,
尽管有些报道认为水稻纹枯病菌对井冈霉素产生了

一定程度的抗药性,防效有所降低[14-16],但在目前没

有更好的替代药剂以及没有高抗纹枯病的水稻品种

可利用以前,井冈霉素仍然是防治水稻纹枯病的首

选药剂。因此,弄清楚井冈霉素防治水稻纹枯病的

机制,对发挥其更大的作用具有重要意义。
张穗等[6]认为,抑菌作用和诱导植株产生抗性

防卫反应是井冈霉素防治水稻纹枯病的主要作用机

制。本研究结果表明,井冈霉素显著降低了水稻纹

枯病菌的主要致病因子,即2种细胞壁降解酶的活

性,据此推测井冈霉素可能减弱了水稻纹枯病菌对

寄主水稻的侵染能力,从而起到抑制纹枯病的作用。
这与Robson等[17]对有效霉素A(validamycinA)对
立枯丝核菌(R.solani)A79菌株的作用机制类似。
本研究从井冈霉素抑制水稻纹枯病菌致病因子表达

这一角度进行了有益探讨,补充和丰富了井冈霉素

防治水稻纹枯病的作用机制。
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EffectsofJinggangmycinonCellWallDegradingEnzymeActivityand
SolubleProteinsofRhizoctoniasolaniKühn

LIMing-hai YANGYing-qing YANGMei ZHOUEr-xun
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Guangzhou510642,China

Abstract TofurtherelucidatethemechanismofJinggangmycinincontrollingricesheathblight,

effectsofJinggangmycinonthreecellwalldegradingenzymes(CWDEs),i.e.polygalacturnase(PG),cel-
lulase(Cx)andpectinmethyl-galacturonase(PMG),andsolublemycelialproteinsofRhizoctoniasolani,

thecausalagentofricesheathblight,wereinvestigatedinthisresearch.Theresultsshowedthattheen-
zymeactivitiesofallthreeCWDEsdecreasedindifferentdegreesatallthreetestedconcentrationsof20,

100,500μg/mLofJinggangmycincomparedwiththeblankcontrol(absenceofJinggangmycin,thesame
inlatertext).Jinggangmycinattheconcentrationof20μg/mLor100μg/mLcausedsignificantreduc-
tionatP=0.05levelinenzymeactivityofCxorPG,respectively,whencomparedwiththeblankcon-
trol;however,therewasnosignificantdifferenceatP=0.05levelinenzymeactivityofPMGatdiffer-
entconcentrationsofJinggangmycincomparedwiththeblankcontrol.Byusingpolyacrylamidegelelec-
trophoresistechnique,solublemycelialproteinsofeachtreatmentdisplayedapatternof20protein-
bandswith16cleareroneswhenthepathogenwasculturedatabovementionedthreeconcentrationsof
Jinggangmycin.Thenumbersandthemobilityratesofprotein-bandswereidentical,whereasthecolour
darknessandbandwidthweresomewhatdifferentcomparedwiththoseoftheblankcontrol,indicating
thatthekindsofproteinwerethesame,buttheproteincontentsweredifferent;thebandwithmolecu-
larweightof90kuwasobviouslystrengthenedat500μg/mL,whereasthe6bandswithmolecular
weightsbetween16uand35uwereobviouslyweakenedatthesameconcentration,whichindicatedthat
Jinggangmycinhadcertaineffectonthesolublemycelialproteinsat500μg/mL,butnosignificanteffects
onthesolublemycelialproteinswereobservedatconcentrationsof20μg/mLand100μg/mL.Takenall
together,ourstudyrevealedthatJinggangmycinhadanimpactonCWDEsandsolublemycelialproteins
ofR.solaniweakenedtheinfectionofR.solanitorice,andthusitisspeculatedthatthismaybeoneof
themechanismsofricesheathblightcontrolofJinggangmycin.

Keywords Jinggangmycin;RhizoctoniasolaniKühn;cellwalldegradingenzymes;solublepro-
teins
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