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3 种作物纹枯病菌可溶性蛋白和酯酶同工酶的比较

朱名海　贺晓霞　杨　媚　周而勋

华南农业大学农学院/广东省微生物信号与作物病害重点实验室,广州５１０６４２

摘要　为明确水稻、玉米和小麦纹枯病菌之间的生化差异,采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳技术,对这３种

作物纹枯病菌(Rhizoctoniaspp．)１８个菌株的可溶性蛋白和酯酶同工酶进行比较.结果发现,３种纹枯病菌的可

溶性蛋白和酯酶同工酶图谱间均存在显著差异,其中可溶性蛋白图谱比酯酶同工酶图谱更具多样性.水稻和玉

米纹枯病菌可溶性蛋白谱带有１４~１９条,而小麦纹枯病菌可溶性蛋白谱带７~９条;水稻和玉米纹枯病菌酯酶

同工酶谱带有５~７条,而小麦纹枯病菌仅有３条,表明它们之间的差异是明显的.NTSYS聚类分析结果表明,

水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌株可溶性蛋白和酯酶同工酶谱带均具有丰富的多样性.
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　　丝核菌(Rhizoctoniaspp．)是一类土传性的、具
有广泛寄主范围的重要植物病原真菌.这类真菌除

了可引起很多单子叶和双子叶植物的幼苗猝倒病和

立枯病外,也可引起水稻(Oryzasativa L．)、玉米

(ZeamaysL．)和小麦(Triticumaestivum L．)等农

作物的纹枯病,给农业生产造成了严重的经济损

失[１Ｇ３].其中,水稻和玉米纹枯病病原为立枯丝核菌

(R．solani),而小麦纹枯病则是由禾谷丝核菌(R．
cerealis)引起的[４].目前,菌丝融合群分类法是丝

核菌最常用的分类方法,但其不足之处在于不能对

融合群间以及融合群内的遗传多样性和种群系统发

育信息进行更多的披露,而真菌菌体的可溶性蛋白

和酯酶同工酶电泳等生化技术可弥补这些缺陷[５Ｇ６].
通过对真菌菌体可溶性蛋白和酯酶同工酶进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamidegelelectrophoreＧ
sis,PAGE)分析,可从蛋白质水平上反映出丝核菌

种间和种内不同融合群或不同融合亚群间的差

异[７Ｇ９],这些技术在食用和药用菌的分类、鉴定和遗

传标记等方面应用广泛[１０Ｇ１１],但尚未应用于比较水

稻、玉米和小麦纹枯病菌之间的差异.因此,本研究

采用PAGE技术,对水稻、玉米和小麦纹枯病菌的

可溶性蛋白和酯酶同工酶进行比较,旨在明确不同

寄主来源的纹枯病菌在生理生化上的差异,从而为

三大作物纹枯病菌的深入研究提供理论基础.

1　材料与方法

1.1　供试菌株

三大作物纹枯病菌供试菌株共１８株,其中水

稻、玉米和小麦纹枯菌株各 ６ 株,菌株的详情见

表１.
1.2　可溶性蛋白比较

１)菌丝体的培养.将保存于PDA 试管斜面的

上述１８个菌株移接到PDA平板培养基上,在２５℃
下培养２~３d,然后挑取５块菌落边缘处的菌丝块

(５mm)放入装有１００mLPDB培养基的三角瓶中,
封好口后置于摇床中,２５℃、１３０r/min条件下恒温

振荡培养７d.用布氏漏斗将菌丝抽滤至干,用去离

子水冲洗３次,即得到备用菌丝体.

２)菌体可溶性蛋白的提取.２．０g菌丝体中加

入pH７．０的磷酸缓冲液２．０mL,在冰浴中研磨成

匀浆,然后置于离心机,在４℃、１２０００r/min下离

心２０min,所得上清液即为本试验所需的菌体可溶

性蛋白溶液,放置于－２０℃冰箱中保存备用.

３)菌体可溶性蛋白的定量分析.绘制牛血清蛋白

标准曲线,测量粗蛋白样品的 OD５９５值,结合可溶性蛋

白的标准曲线,即可求出各菌株的可溶性蛋白的含量.
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表１　三大作物纹枯病菌供试菌株

Table１　DetailsoftheRhizoctoniaspp．fromthreemajorcrops

菌株编号

StrainNo．
分类属性

Classification
寄主

Host
来源

Origin

B２２６
Rhizoctonia

solani
水稻

Oryzasativa
广东茂名

Maoming,Guangdong

B３０６ R．solani
水稻

O．sativa
广东潮州

Chaozhou,Guangdong

B３２４ R．solani
水稻

O．sativa
广东连州

Lianzhou,Guangdong

D８０ R．solani
水稻

O．sativa
广西玉林

Yulin,Guangxi

D１４１ R．solani
水稻

O．sativa
广西桂林

Guilin,Guangxi

D１８０ R．solani
水稻

O．sativa
广西百色

Baise,Guangxi

M１ R．solani
玉米

Zeamays
山东枣庄

Zaozhuang,Shandong

M６ R．solani
玉米

Z．mays
山东泰安

Tai’an,Shandong

M１６ R．solani
玉米

Z．mays
山东济宁

Jining,Shandong

M２１ R．solani
玉米

Z．mays
四川雅安

Ya’an,Sichuan

M２６ R．solani
玉米

Z．mays
四川雅安

Ya’an,Sichuan

M３０ R．solani
玉米

Z．mays
四川雅安

Ya’an,Sichuan

W４ R．cerealis
小麦

Triticumaestivum
江苏淮安

Huaian,Jiangsu

W８ R．cerealis
小麦

T．aestivum
江苏徐州

Xuzhou,Jiangsu

W１０ R．cerealis
小麦

T．aestivum
江苏镇江

Zhenjiang,Jiangsu

W２２ R．cerealis
小麦

T．aestivum
河南许昌

Xuchang,Henan

W２４ R．cerealis
小麦

T．aestivum
河南驻马店

Zhumadian,Henan

W２８ R．cerealis
小麦

T．aestivum
河南鹤壁

Hebi,Henan

　　４)菌体可溶性蛋白的电泳分析.采用不连续垂

直板聚丙烯酰胺凝胶电泳.分离胶和浓缩胶的质

量/体积(m/V)分别为１２％和４％,pH 分别为８．８和

６．８.所用的电极缓冲液为TrisＧGlycine缓冲液(pH
８．３),每个点样孔的上样量为１００μg,于４℃条件下

进行电泳.电泳开始时,样品在浓缩胶中的电压为

７０V,当样品进入分离胶后,电压提高到１００V,电
泳时间为４~５h.以溴酚蓝作为电泳指示剂.当

前沿指示剂距胶板底边１．５cm 时停止电泳.
取出胶板后,弃掉浓缩胶,分离胶在清水中漂洗

数次后,以考马斯亮蓝 R２５０染色过夜,再用７％冰

醋酸脱色(至蛋白条带清晰),最后观察并拍照.同

时测量分离胶前端到指示剂前端的距离(L)和各谱

带到分离胶前端的距离(l),计算迁移率 Rf＝l/L.
试验数据的分析采用 NTSYS软件进行.
1.3　酯酶同工酶比较

１)菌丝体的培养.菌丝体的培养方法同本文

“材料与方法１．２”中１).

２)酯酶同工酶的提取.基本方法同上,提取缓

冲液为pH６．８,０．０５mmolTrisＧHCl溶液.４℃、

１２０００r/min离心２０min.

３)酯酶同工酶定量分析.试验方法同本文“材
料与方法１．２”中３).

４)酯酶同工酶电泳分析.在３％浓缩胶内,用

７５V电泳３０min;在８％分离胶内,用１１０V 电泳

４~５h,整个电泳过程在４℃环境中进行.电泳样

品点样量为６０μg或１００μg,以溴酚蓝作为电泳前

沿指示剂.电极缓冲液为pH８．３的 TrisＧGlycine
缓冲系统.

电泳结束后,取下胶板,放入酯酶染色液中,

３７℃染色１５min左右至酶带清晰,用清水漂洗数

次,然后观察电泳结果并拍照,最后采用 NTSYS软

件进行酶谱分析.

2　结果与分析

2.1　可溶性蛋白电泳

１)可溶性蛋白电泳结果.水稻、玉米和小麦纹

枯病菌可溶性蛋白的SDSＧPAGE电泳分析结果如

表２所示,３种作物纹枯病菌菌株的可溶性蛋白谱

带存在显著差异.其中,水稻和玉米纹枯病菌菌株

的可溶性蛋白谱带数目较丰富,为１４~１９条,而小

麦纹枯病菌菌株可溶性蛋白谱带数目为７~９条.
所有供试菌株共有迁移率(Rf值)分别为为０．３５、

０．３６、０．４１、０．５０、０．７６、０．８１和０．８９的７条谱带.水

稻纹枯病菌菌株共有迁移率分别为０．２５、０．３１、０．３２
和０．４４的蛋白条带,玉米纹枯病菌菌株仅有１条迁

移率为０．５２的共同谱带,而小麦纹枯病菌菌株没有

共有的谱带.

６５
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表２　水稻、玉米和小麦纹枯病菌可溶性蛋白电泳结果

Table２　TheelectrophoreticresultsofsolubleproteinsofRhizoctoniaspp．fromrice,cornandwheat

Rf
菌株编号 Strainnumber

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８

０．１４ － － － ＋ － ＋ － － － － － － － ＋ － ＋ － －

０．２５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．３１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － － － － － － － － －

０．３２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － －

０．３５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．３６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．４１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．４４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － － － － － －

０．４５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － －

０．４７ － － － － － － ＋ － － － － － － － － － － －

０．５０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．５２ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

－０．５５ ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋ － － － － － －

０．６２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．６４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．６７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．７１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － － － －

０．７６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．８１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．８５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．８９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．９１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

　注:表中的＋、－分别代表不同迁移率电泳谱带的有无;１~１８菌株编号依次是 B２２６、B３０６、B３２４、D８０、D１４１、D１８０、M１、M６、M１６、

M２１、M２６、M３０、W４、W８、W１０、W２２、W２４和 W２８,其中１~６为水稻纹枯病菌菌株,７~１２为玉米纹枯病菌菌株,１３~１８为小麦

纹枯病菌菌株.下表同.Note:“＋”and“－“inthetablerepresentthepresenceandabsenceofelectrophoreticbandswithdifferent

mobilityrates;１Ｇ１８arethestrainnumbersinorder:B２２６,B３０６,B３２４,D８０,D１４１,D１８０,M１,M６,M１６,M２１,M２６,M３０,W４,W８,W１０,

W２２,W２４andW２８,amongthem,１Ｇ６arericestrains,７Ｇ１２arecornstrains,and１３Ｇ１８arewheatstrains．Thesameasbelow．

　　２)可溶性蛋白聚类分析.运用 NTSYS软件得

出相似系数和聚类树(图１),供试菌株相似系数在

０．５２~１．００之间,说明水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌

株可溶性蛋白谱带具有丰富的多样性.

图１　水稻、玉米和小麦纹枯病菌可溶性蛋白聚类分析

Fig．１　ThesolubleproteindendrogramofRhizoctonia
spp．fromrice,cornandwheat

在相似系数为０．５２时,１８个纹枯病菌菌株分为

２类:水稻和玉米纹枯病菌菌株为一类,小麦纹枯病

菌菌株属另一类.当相似系数为０．７４时,供试菌株

又分为３类:水稻纹枯病菌菌株、玉米纹枯病菌菌株

和小麦纹枯病菌菌株各自为一类.
2.2　酯酶同工酶电泳

１)酯酶同工酶电泳结果.从电泳结果(表３)来
看,３种作物纹枯病菌酯酶同工酶谱带差异显著.
水稻和玉米纹枯病菌菌株的酶带较多,可辨别的酶

带有５~７条;小麦纹枯病菌菌株的酶带只有３条.
水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌株共有１条迁移率(Rf
值)为０．５８的谱带.水稻和玉米纹枯病菌菌株共有

迁移率分别为０．１８、０．２２和０．５８的酯酶同工酶谱

带,而小麦纹枯病菌菌株共有迁移率分别为０．１１、

０．５８和０．６０的条带.

７５
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表３　水稻、玉米和小麦纹枯菌酯酶同工酶电泳结果

Table３　TheelectrophoreticresultsofesteraseisozymesofRhizoctoniaspp．fromrice,cornandwheat

Rf
菌株编号 Strainnumber

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８

０．１１ ＋ ＋ ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．１８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．２２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．２９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － － － － － － － － －

０．３３ ＋ ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．４４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － － － － －

０．５８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．６０ － － － － － ＋ ＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０．７１ － － － － － － ＋ ＋ － － － － － － － － － －

　　２)酯酶同工酶聚类分析.运用 NTSYS软件得

出相似系数和聚类树(图２),供试菌株相似系数在

０．３９~１．００之间,说明水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌

株酯酶同工酶谱带具有丰富的多样性.
在相似系数为０．３９时,１８个纹枯病菌菌株分为２

类:水稻和玉米纹枯病菌菌株为一类,小麦纹枯病菌菌

株属另一类.当相似系数为０．６０时,供试菌株亦分为３
类:水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌株各自为一类.

图２　水稻、玉米和小麦纹枯病菌酯酶同工酶聚类分析

Fig．２　TheesteraseisozymedendrogramofRhizoctonia

spp．fromrice,cornandwheat

3　讨　论

Reynolds等[１２] 对 立 枯 丝 核 菌 (R．solani)

AGＧ１~AGＧ５菌株的可溶性蛋白进行了电泳分析,
结果表明:同一融合群内菌株之间的蛋白质图谱存

在着较大的相似性,但融合群间差异显著;同时还发

现 AGＧ１融合群内不同菌株间也存在不同的电泳图

谱.李华荣等[１３]和张敦华等[１４]分别对双核丝核菌

(binucleateRhizoctonia)多个融合群的可溶性蛋白

和同工酶进行电泳分析,也发现了同一融合群菌株

之间的可溶性蛋白和同工酶图谱具有相似性,而不

同融合群菌株之间的差异明显.赵桂东等[８]比较了

立枯丝核菌(R．solani)和禾谷丝核菌(R．cerealis)
多个融合群及亚群的同工酶电泳图谱,结果表明立

枯丝核菌和禾谷丝核菌之间以及菌丝融合群或亚群

之间的电泳图谱均差异明显,而与各自对应的融合

群或亚群的标准菌株则极为相似.
本研究通过对水稻、玉米和小麦纹枯病菌菌株

的可溶性蛋白和酯酶同工酶进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳分析,明确了３种作物纹枯病菌在可溶性蛋白和

酯酶同工酶酶谱上的差异.水稻和玉米纹枯病菌菌

株同属于立枯丝核菌的 AGＧ１IA亚群,但两者在可

溶性蛋白和酯酶同工酶酶谱上也存在一定差异.另

外,同一种纹枯病菌的不同菌株,其可溶性蛋白和酯

酶同工酶酶谱也具有明显差异.这些研究结果与前

人[７Ｇ８]的报道一致,具有可靠性.
真菌体内的可溶性蛋白和同工酶都是基因表达

后的最终产物,均能在一定程度上反映出不同菌株

间的遗传差异.但由于蛋白质和同工酶的提取过程

受环境、人为操作等因素的影响较大,故为了确保试

验结果的稳定性和可靠性,必须在条件一致的情况

下进行试验.
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Comparisonsoftotalsolubleproteinsandesteraseisozymes
ofRhizoctoniaspp．fromthreekindsofcrops

ZHU Minghai　HEXiaoxia　YANG Mei　ZHOUErxun

GuangdongProvinceKeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl/

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　Inordertoelucidatethebiochemicaldifferencesofthesheathblightpathogensamong
rice(OryzasativaL．),corn(ZeamaysL．)andwheat(Triticumaestivum L．),thetotalsolubleproＧ
teinsandesteraseisozymesfrom１８strainsofRhizoctoniaspp．collectedfromthesethreecropswereanＧ
alyzedusingverticalslabpolyacrylamidegelelectrophoresis．TheresultsshowedthatthepatternsoftoＧ
talsolubleproteinsandesteraseisozymesofRhizoctoniastrainsfromthreecropsweresignificantlydifＧ
ferent,ofwhichtotalsolubleproteinweremorediverse．Thebandnumbersoftotalsolubleproteins
fromriceandcornstrainswere１４to１９,andthosefromwheatstrainswere７to９．Thebandnumbersof
esteraseisozymesfromriceandcornstrainswere５to７,andthosefromwheatstrainswereonly３,indiＧ
catingobviousdifferencesamongthem．TheresultsofclusteranalysisbasedonNTSYSsoftwareshowed
thattheprofilesoftotalsolubleproteinsandesteraseisozymesofRhizoctoniaspp．fromrice,cornand
wheathadarichdiversity．Thesefindingswilllayafoundationforthebiochemicalidentificationofthe
cropsheathblightpathogens．

Keywords　Rhizoctoniaspp．;rice;corn;wheat;totalsolubleprotein;esteraseisozyme
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