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香蕉多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白的分离与纯化
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摘要 多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白(PGIP)能够特异性结合并抑制真菌侵染所产生的多聚半乳糖醛酸酶。

本试验以健康香蕉幼苗植株为材料,通过硫酸铵沉淀、PM10膜超滤浓缩、亲和层析、离子交换层析以及凝胶层

析等步骤,纯化获得一种PGIP,SDS-PAGE确定其分子质量为38.2ku。该PGIP的活性对温度敏感,对香蕉枯

萎病菌4号小种(Foc4)PG酶活性的抑制高于对AspergillusnigerPG酶活性的抑制,表明其对不同PG酶的抑

制具有选择性。
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  香蕉枯萎病是一种严重的土传病害,在香蕉的

整个生长期内均可发生,其病原为古巴尖孢镰刀菌

Fusariumoxysporumf.sp.cubense。香蕉枯萎病

菌从受伤的根茎侵入,通过寄主维管束向假茎上部

及叶部分蔓延,堵塞木质部导管,引起维管束腐烂坏

死,最终导致香蕉植株枯萎死亡[1]。侵染源主要是

带菌的吸芽、病株残体和带菌土壤。近年来,由于连

年种植,香蕉枯萎病在我国海南、广东等产区大面积

爆发,香蕉枯萎病已对我国香蕉产业构成严重威胁。
病原真菌侵染植物遇到的第一道防线是植物的

细胞壁,针对细胞壁中的每一种多糖成分,植物病原

真菌都有相应的降解酶对其进行降解,如果胶酶、纤
维素酶和半纤维素酶等[2]。病原降解寄主细胞壁的

过程中,这些酶的产生具有一定的顺序,完全降解细

胞壁,需要这些酶在时空和功能上的相互配合。果

胶酶是病原物突破植物细胞壁过程中一类非常重要

的复合酶。根据底物的不同可以分成许多类,其中

多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase)是一类参与

果胶降解的酶。通常也将内切多聚半乳糖醛酸酶

(endo-polygalacturonase,endo-PG)简称为 PG,它
能够随机地在不同部位水解切开非甲基化的果胶或

多聚半乳糖醛酸的α-1,4-糖苷键而导致细胞壁降解

及植物组织浸解软化,是重要的致病因子[2]。香蕉

枯萎病尖孢镰刀菌分泌的PG酶能够裂解胞间层果

胶,为其他细胞壁降解酶等致病因子的作用提供了

条件,从而加速枯萎病病程的扩展。
在植物与病原菌长期相互作用的过程中,植物

相应地产生能够抑制病原菌PG酶活性的因子,其
中以多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白(endo-polygalac-
turonase-inhibitingprotein,PGIP)为 主[3]。PGIP
最早由Albersheim等[4]在菜豆下胚轴番茄悬浮培

养细胞的提取物中发现,是一类富含亮氨酸重复的

细胞壁结合蛋白,能够特异性、非竞争性地结合PG
酶,抑制PG酶活性,增强植物抗病性。近十几年

来,国内外对PGIP的研究取得了一些成果。1993
年,Williamson等[5]首次从树莓果实中分离纯化出

PGIP,该蛋白分子质量为38.5ku,能够非竞争性地

抑制灰霉属真菌PG酶的活性。Sharrock等[6]于

1994年在西洋梨中克隆了PGIP的编码基因。目

前,国内外对PGIP的分离及其在抗病育种中的应

用等研究已取得一定的进展。Abu-Goukh等[7]报

道梨对灰葡萄孢菌、扩展青霉菌和柑橘小穴壳菌繁

殖的抵抗能力随着果实的成熟逐渐减弱,与此同时,
梨体内的PGIP含量也相应降低。阮期平等[8]分离

纯化获得了小麦PGIP,免疫试验表明小麦幼苗中

PGIP的含量较高,并且更不易遭受小麦禾谷镰刀

菌的侵染。这些研究表明,PGIP可能主要在植物

生长幼苗期对病原真菌起防御作用。Bennett等[9]
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成功将梨的PGIP基因转入番茄,并获得高效表达,
使番茄对Botrytiscinerea 的抗性明显增加。1997
年,Desiderio等[10]将菜豆PGIP基因对番茄、烟草

和大豆等进行了转化,其转化番茄对镰刀菌有抗性。
将PGIP基因转入靶标植物提高植物本身的抗性,
为香蕉枯萎病的防治提供了新思路。

PG是香蕉枯萎病菌侵染香蕉的重要致病因

子。笔者对健康香蕉幼苗中的PGIP进行了分离与

纯化,并分析其生物活性,旨在了解PGIP对香蕉枯

萎病病原菌PG酶活性的抑制作用,为研究PGIP
诱导香蕉抗枯萎病的作用机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

健康组培香蕉苗购于广东省农业科学院苗木中

心,种植于25℃温室内,每日12h光照,光照强度

10000lx,待生长至株高10~15cm时采样。
尖孢镰刀菌古巴专化型Fusariumoxysporum

f.sp.cubense(E.F.Smith)SnyderetHansen4号

小种(Foc4)PG酶由笔者所在实验室分离保存。
试 剂:层 析 填 料 ConA-Sepharose4B,CM-

SepharoseFastFlow,SephacrylS-100HighReso-
lution购自 Pharmacia公司;D-(+)-galacturonic
acid,2-氰乙酰胺(2-cyanoacetamide)购自Sigma公

司;AspergillusnigerPG(EC3.2.1.15)购自Sig-
ma-Aldrich公司。其他试剂均为国产分析纯。
1.2 多聚半乳糖醛酸酶(PG)的制备

以0.5%柑橘果胶和0.5%羧甲基纤维素钠

(CMC)为碳源,培养获得Foc4培养液10L,PM10
膜浓缩至200mL,转入透析袋中,用上样缓冲液

(0.015mol/LNaCl,pH4.5,0.02mol/LNaAc)
透析24h,0.45μm滤膜抽滤后上同样缓冲液平衡

过SephacrylS-100柱,流速2.5mL/min。收集各

峰,将具有活性的部分转入30ku超滤离心管中浓

缩,用缓冲液(pH4.5,0.02mol/LNaAc)进行平

衡后上SepharoseSPXL16/10阳离子交换层析

柱,并用缓冲液(0.075mol/LNaCl,pH4.5,0.02
mol/LNaAc)进行线性洗脱,流速为4mL/min。
活性峰经30ku超滤离心管超滤浓缩,用缓冲液

(pH4.5,0.02mol/LNaAc)除盐后上CM-Sepha-
roseFF柱,用缓冲液(0.075mol/LNaCl,pH4.5,

0.02 mol/L NaAc)进 行 线 性 洗 脱,流 速 为

1mL/min。再次经30ku超滤离心管超滤浓缩,并

用缓冲液(pH4.5,0.02mol/LNaAc)除盐后进行

PG酶活力测定和SDS-PAGE电泳,获得的纯化

Foc4PG酶置于-20℃冰箱中保存备用。
1.3 PG 酶活性的检测

参照Gross的方法[11]进行测定。25μLPG酶

(0.5mg/mL)与100μL多聚半乳糖醛酸(PGA,

0.4%PGA溶于pH5.2的0.05mol/LNaAc缓

冲液中)在30℃下水浴30min,加入1mL硼酸缓

冲液(pH9.0,0.1mol/L)终止反应并加入200μL
1%的2-cyanoacetamide,沸水浴10min显色,取出

冷却至室温后于280nm处测定其吸光值。

PG酶活力单位定义:在30℃时,0.4%的多聚

半乳糖醛酸缓冲液(pH5.2,0.05mol/LNaAc)中,
每分钟内能降解底物产生相当于1μmol半乳糖醛

酸(即1μmol/min)的酶量为1个酶单位(U)。
1.4 PGIP 的分离与纯化

1)PGIP的提取及纯化。PGIP提取及纯化方

法参照Favaron等[12]和 Kemp等[3]的方法并做适

当修改。取整株香蕉苗共1000g,洗净后剪碎,置
于组织捣碎机中,加入液氮研磨至粉末状。加入

2000mL抽提缓冲液(0.05mol/LNaAc,pH5.2,

0.5 mol/L NaCl,0.001 mol/L EDTA,0.005
mol/LDTT,1%PVPP,0.01%β-巯基乙醇)4℃下

搅拌0.5h,转入离心瓶中,13000r/min,4℃离心

30min,取上清液,PM10膜超滤浓缩至200mL。
滤液用硫酸铵沉淀法按0~90%硫酸铵饱和度进行

沉淀,13000r/min离心,沉淀物溶解于NaAc缓冲

液(pH5.2,0.05mol/LNaAc)中,并用该缓冲液

于4℃下透析24h。将样品于8000r/min,4℃下

离心30min,取上清液经0.22μm微孔滤膜过滤并

用 Millipore超滤离心管(MWCO10ku)浓缩,经

ConAbuffer(0.2 mol/L NaAc,pH6.0,0.002
mol/LNaCl,0.002 mol/LCaCl2,0.002 mol/L
MgCl2,0.002mol/LMnCl2)透析,上预先用此缓冲

液平衡过的ConA-Sepharose4B柱,用0.25mol/L
α-methyl-D-manno-pyranoside以1mL/min的流

速进行洗脱。收集活性峰部分,用缓冲液(pH5.2,

0.5mol/LNaAc)透析,超滤浓缩后上1.0cm×20
cmCM-SepharoseFF 柱,以2mL/min的 流 速,

1mol/LNaCl梯度线性洗脱,每管收集2mL活性

峰,用缓冲液(pH5.2,0.05mol/LNaAc)透析并浓

缩后上同样缓冲液预先平衡过的SephacrylS-100
柱,流速0.5mL/min,收集活性峰后10ku超滤管
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浓缩,并进行SDS-PAGE电泳。

2)PGIP的活性检测。根据PGIP与PG共同

存在时多聚半乳糖醛酸的还原性醛基末端相对减少

的量 确 定 PGIP 的 活 性。25 μL PG 酶 (0.5
mg/mL),75μLPGIP和100μL 多聚半乳糖醛酸

(PGA,0.4% PGA 溶于pH5.2的 0.05mol/L
NaAc缓冲液中)在30℃下水浴30min,加入1mL
硼酸缓冲液(pH9.0,0.1mol/L)终止反应并加入

200μL1%的2-cyanoacetamide,沸水浴10min显

色,取出冷却至室温后于280nm处测定其吸光值。

PGIP酶活力单位定义:在30℃下,pH5.2时,
使1个酶单位的PG酶活力下降50%的PGIP量为

1个活力单位(U)。
1.5 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳

参照Laemm的方法[14],浓缩胶浓度为4%,分
离胶浓度为12%,并采用考马斯亮蓝 G-250染色

法[15]。蛋白含量的测定采用改良的Bradford方法

进行。
1.6 温度对 PGIP 活性的影响

1)温度对PGIP活性的影响。将纯化获得的

PGIP等量地与PG酶混匀,分别在15、30、45、60、

75、90℃的不同温度梯度下处理30min之后,立即

检测PGIP活性。

2)不同温度下PGIP对2种PG酶活性的抑制。
将纯化获得的 PGIP等量地与 Aspergillusniger
PG酶及香蕉枯萎病4号小种(Foc4)PG酶混匀,分
别在15、30、45℃的不同温度梯度下处理30min,
检测PGIP对2种PG酶活性的抑制。以单位浓度

的PG被完全水解所需的酶活为标准,计算PGIP
的抑制百分比。

2 结果与分析

2.1 香蕉植株 PGIP 的分离与纯化

香蕉幼苗经研磨、匀浆以及硫酸铵沉淀后获得

粗提液,活性测定表明粗提液能够抑制PG酶的活

性,沸水浴后抑制活性丧失,这表明硫酸铵沉淀中含

有PGIP。将此沉淀物溶解后过 ConA-Sepharose
4B亲和柱,将未结合峰Con-1(未结合蛋白)与结合

峰Con-2(结合蛋白)的收集液分别进行PGIP活性

检测。检测结果表明,与ConA-Sepharose4B亲和

柱结合的部分对PG酶具有抑制作用(图1),说明

Con-2峰的收集液中具有PGIP的生物活性。
将有抑制活性的收集液继续过CM-Sepharose

弱阳离子交换柱,洗脱曲线由C-1、C-2和C-3峰组

成,对每个峰的收集液分别进行活性检测。活性检

测表明,C-2峰(此时 NaCl洗脱浓度约为42%)的
洗脱液对PG具有较强的抑制作用(图2)。

将C-2峰的洗脱液超滤浓缩后上SephacrylS-
100凝胶柱,洗脱曲线由S-1、S-2和S-3峰组成,对
每个峰收集液活性检测表明,S-2峰的收集液对PG
活性有抑制作用(图3),说明S-2峰的收集液能够

抑制PG酶的活性,具有PGIP的生物活性。
将S-2峰的收集液超滤浓缩后进行SDS-PAGE

电泳,考马斯亮蓝染色后获得1条清晰条带,分子质

量约为38.2ku(图4)。这表明香蕉幼苗组织经过

研磨、匀浆、超滤膜超滤、硫酸铵沉淀以及不同的柱

层析纯化获得了能够抑制PG酶活性的PGIP。

图1 香蕉PGIP的ConA-Sepharose4B层析

Fig.1 ChromatographyofPGIPinbananaby
ConA-Sepharose4Bcoloum

 虚线为洗脱液的梯度浓度。Thedensitygradientofthe

NaClsolutionisrepresentedbythelineofdashes.

图2 PGIP的CM-SepharoseFF层析图

Fig.2 ChromatographyofPGIPinbananaby
CM-SepharoseFFcoloum

图3 PGIP的SephacrylS-100层析图

Fig.3 ChromatographyofPGIPinbananaby
SephacrylS-100coloum
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 M:DL2000marker;1:纯化获得的PGIP条带 GetPGIP

bandsofpurification.

图4 PGIP的SDS-PAGE电泳图

Fig.4 SDS-PAGEofPGIPinbanana

2.2 PGIP 对 2 种酶活性的抑制作用

将纯化获得的PGIP分别对Aspergillusniger
PG和香蕉Foc4PG酶在15、30、45℃(pH5.2)下
进行活性抑制测定,结果表明,在3个不同温度下,

PGIP对AspergillusnigerPG酶活性的抑制均比

较低,分别为6.8%、7.2%、5.2%。而对Foc4PG
酶活性的抑制比较高,分别为76.05%、80.38%、

51.50%。结果表明香蕉PGIP对不同PG酶的活

性具有选择性抑制作用。
2.3 温度对 PGIP 活性的影响

测定结果表明,在15~30℃条件下,随着温度

升高PGIP活性略微提高;30℃以后,随着温度的

升高PGIP的活性逐渐下降;在60~75℃条件下,

PGIP的活性抑制比从41.30%急剧下降至4.72%;

90℃之后,PGIP活性丧失,表明香蕉PGIP对PG
酶活性的抑制对温度敏感。

3 讨 论

目前,人们已经在多种植物如苹果、甜橙、青椒、
黄瓜、苜蓿和小麦中发现了能够抑制PG酶活性的

PGIP,但尚未见到香蕉PGIP分离纯化的相关报

道。本试验通过硫酸铵沉淀、ConA刀豆凝集素亲

和层析、阳离子层析以及凝胶柱层析的方法,获得分

子量为38.2ku的香蕉PGIP。本试验结果表明,健
康香蕉幼苗中存在PGIP,并能够高效抑制Foc4PG
酶的活性。这可为进一步探讨香蕉体内PGIP的存

在情况,研究其抑制香蕉枯萎病菌PG酶的作用机

制提供科学依据。

Kemp等[13]利用纯化获得的小麦PGIP对9种

不同PG酶活性的抑制进行了研究,结果显示,小麦

PGIP对A.nigerIPG酶、A.nigerⅡ PG酶和A.
nigerExo-PG酶活性的抑制较低,均不超过10%,
但对CochliobolussativusPG酶活性的抑制比达到

90%,说明小麦中PGIP对PG酶活性的抑制可能

存在特异性。本试验结果表明,香蕉中 PGIP对

FOC4PG酶活性的抑制比远远高于对A.nigerPG
酶活性的抑制比,说明香蕉中PGIP对不同PG酶

活性的抑制也具有选择性。由于PGIP对不同的

PG酶表现出的抑制活性不同,因此在纯化PGIP的

过程中,应当选择适当的PG酶进行检测,并以其中

活性抑制比较高的PG酶作为检测标准,从而保证

获得真正具有活性的PGIP。
植物细胞壁果胶类物质水解后的产物能够激活

植物的防御反应[16]。本试验结果表明,香蕉PGIP
对Foc4PG酶活性的抑制能够达到80%,但香蕉

PGIP在香蕉抗病进程中的作用,还需进一步研究。

Favaron等[17]从韭葱中获得的PGIP粗提取液,经
离子柱交换层析和等电聚焦电泳分离后,获得多个

组分的PGIP。不同的组分对分别来自核盘菌、葡
萄孢和串珠镰孢的PG酶活性具有不同程度的抑

制,表明一种植物中存在或能够产生多种抑制PG
酶活性不同的PGIP。由此推测,香蕉组织中可能

也存在分子质量相近,且结构有差异的不同PGIP,
从而对病原物分泌的PG酶活性具有不同特异性的

抑制作用。
本试验材料选取的是整株香蕉苗,对于香蕉各

个器官的PGIP含量并未分别进行分离与纯化,香
蕉PGIP是否具有器官、组织特异性未知。香蕉枯

萎病侵染主要是通过根部侵入,病原物分泌的PG
酶主要侵染根部,故有必要对香蕉各个器官尤其是

根部PGIP进行深入研究,了解其分布和结构以及

对Foc4PG酶活性的抑制差异。对香蕉不同部位

PGIP或可能存在不同PGIP的研究,将丰富对枯萎

菌与香蕉植株之间相互作用及香蕉体内抗病性产生

机制的理解。香蕉PGIP的分离与纯化,可为其进

一步编码基因的克隆以及利用工程菌转化进行香蕉

枯萎病防控的研究提供新策略。
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Isolationandpurificationofapolygalacturonase-inhibitingproteinfrombanana

DAIYi JIChun-yan WANGZhen-zhong

LaboratoryofPhysiologicalPlantPathology,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China

  Abstract Polygalacturonase-inhibitingprotein(PGIP)isacellwallbindingproteinthatcanspecif-
icallyinhibittheactivityoffungalpolygalacturonase.APGIPwaspurifiedfromhealthybananaseed-
lingsbyaseriesofcolumnchromatography:ConAaffinitycolumn,CM-Sepharoseionexchangecolumn
andSephadexS-100gelfiltrationcolumn.The38.2kuPGIPwasshownasasingleband,asdetermined
bySDS-PAGE.Itsactivityissensitivetodifferenttemperatures.TheinhibitionofthePGIPtoFusari-
umoxysporumf.sp.cubenserace4(Foc4)ishigherthanitsinhibitiontoAspergillusnigerPG,which
suggestedthebananaPGIPactivitymightspecificallyinhibitcertainPG.

Keywords banana;polygalacturonase;inhibitingprotein;Fusariumoxysporum f.sp.cubense
race4
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