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香蕉枯萎病菌 4 个生理小种生化特征的比较
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摘要　为研究香蕉枯萎病菌(Fusariumoxysporumf．sp．cubense)生理小种之间的差异,对该菌的细胞壁降

解酶、酯酶同工酶和可溶性蛋白进行测定和分析,结果表明:在４个生理小种中均能检测到４种细胞壁降解酶

(PG、PMG、Cx和FPA).其中４号生理小种的PMG和 Cx酶活性最高,且国外的１号和４号生理小种菌株的

Cx酶活性比国内同种生理小种菌株的高;国内１号生理小种的 FPA 酶活性最低,其他小种的酶活性差异不显

著;同一生理小种国内外菌株的PG酶活性差异不显著;４个生理小种的酯酶同工酶和可溶性蛋白电泳图谱差异

较大,聚类分析表明致病力相近的菌株聚在同一分枝上,亲缘关系较近.
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　　香蕉枯萎病又称巴拿马病(Panamadiseaseof
banana),是在世界范围内分布最广、毁灭性最强的

植物病害之一[１],该病已广泛分布于亚洲、非洲、澳
大利亚、南太平洋及热带美洲的香蕉产区[２].作为

国际植物病害检疫对象之一,香蕉枯萎病给香蕉种

植国的香蕉进出口贸易带来了严重的经济损失.
香蕉枯萎病的病原菌为尖镰孢古巴专化型

(Fusariumoxysporumf．sp．cubense,简称Foc),该
菌可侵染香蕉根系和假茎,堵塞输导组织,使罹病植

株表现黄叶症状,香蕉一旦罹病将全株死亡.据报

道,该病菌目前有４个生理小种[３].１号生理小种

呈世界性分布,对大蜜啥(GrosMichel)、Apple和

Silk等香蕉品系的侵染力最强;２号小种在中美洲

可侵染三倍体杂种煮食蕉和某些Jamaica四倍体蕉

等;３号生理小种被报道能危害野生羯尾蕉属(HelＧ
iconiaspp．)植物;４号小种的毁灭性最大,能侵染大

蜜啥、矮香蕉和Cavendisph品系[４].这４个生理小

种不仅在寄主品种和致病性方面差异很大,而且在

分布范围上也具有区域性.我国分布有１号和４号

这２个生理小种[５Ｇ６],２号和３号小种在我国尚未见

报道.
目前人们对香蕉枯萎菌的致病因子进行了较多

的研究,这些致病因子包括细胞壁降解酶[７Ｇ８]、土壤

理化因素[９]、毒素[１０]和激素[１１Ｇ１２]等.细胞壁降解酶

可降解植物细胞壁初生壁和次生壁中的多糖成分,
从而破坏细胞壁,或使细胞分离,组织溃散[１３].王

琪[８]的研究结果表明,４号生理小种分泌的细胞壁

降解酶对粉蕉、巴西香蕉和大蕉假茎有明显的浸解

作用,而１号小种的细胞壁降解酶只对粉蕉组织起

作用.董章勇等[７]测定了粉蕉、巴西蕉和大蕉在受

到４号和１号生理小种侵染后细胞壁降解酶活性,
结果表明这些香蕉品种均能产生细胞壁降解酶,该
研究还比较了不同的碳源培养条件下香蕉枯萎菌

１号和４号小种分泌细胞壁降解酶和酯酶同工酶的

差异.
在真菌中,同工酶和可溶性蛋白也被广泛应用

于种间和种内分析[１４Ｇ１５],真菌的不同致病类型与酯

酶同工酶有着较为密切的关系[１６Ｇ１７].因为蛋白是基

因的外在表达产物,在某种程度上可看作是对结构

基因的分析.但对于香蕉枯萎病菌的４个生理小

种,尚未有这方面的报道.因此,为明确香蕉枯萎病

菌４个生理小种的生化差异,本研究以香蕉枯萎菌

４个生理小种为材料,对其细胞壁降解酶、酯酶同工

酶、可溶性蛋白和滤纸酶进行比较分析,旨在为该病

菌的致病机制研究和生理小种的分类鉴定提供重要

的生化依据.
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1　材料与方法

1.1　真菌菌株(小种)和试剂

供试 菌 株 (小 种)如 下:WG０２(１ 号 小 种)、

WG０３(２号小种)、WG０４(３号小种)和 WG０５(４号

小种),这４个菌株(小种)均来自澳大利亚,由澳大

利亚Bentley博士提供;Z１３(４号小种)、Z１４(１号小

种)、Z１５(１号小种)和Z１６(４号小种),这４个菌株

来自中国,由笔者所在研究室姜子德教授提供.所用

的试剂均为分析纯级,购自北京鼎国昌盛有限公司.
1.2　细胞壁降解酶液的制备

真菌培养采用改良的 Marcus液体培养基[１８].
将５块直径为５mm 的菌丝块接种到５０mL培养

基中,２８℃下静止培养６d后过滤掉菌丝,在４℃下

以１５０００r/min离心２０min,所得上清液即为粗酶

液.粗酶液加入硫酸铵至饱和度为６０％后在４℃
静止过夜,然后在４℃下,１２０００r/min离心２０min
后弃上清液.所得沉淀用５０mmol/L的醋酸Ｇ醋酸

钠缓冲液(pH５．０)溶解后在４℃透析２d,每隔１２h
换１次透析液,即得到细胞壁降解酶液.
1.3　细胞壁降解酶活性的测定

１)纤维素降解酶(Cx).取１．０mL酶液加入等

体 积 的 ５０ mmol/L 柠 檬 酸Ｇ柠 檬 酸 钠 缓 冲 液

(pH５．０),再加 １．０ mL 羧甲基纤维素钠盐溶液

(CMC,１．０％,V/V),然后在５０℃酶解３０min后立

即加入１．５mL二硝基水杨酸(DNS)终止反应,沸
水浴１０min后用流水冷却,再加５．５mL的蒸馏水,
稀释冷却后在５４０nm 处测定其酶活性.对照试验

除在终止反应后才加入底物外,其余操作同上.CX

的酶活性单位为５０℃下每小时每毫升细胞壁降解

酶液催化底物(CMC)释放１μg还原糖所需的酶量

(U/mL).试验设计３次重复.

２)多聚半乳糖醛酸酶(PG).取０．５mL酶液

加入等体积０．２５％ PG溶液后再加入１．０mL的蒸

馏水,然后在５０℃条件下酶解１h后加入２．５mL
DNS终止反应,在沸水浴中孵育１０min后用流水

冷却,再加５．５mL蒸馏水稀释,酶活测定和重复次

数同本文“１．３”中１).

３)果胶甲基半乳糖醛酸酶(PMG).取０．５mL
酶液加入等体积０．２５％果胶溶液,再加１．０mL蒸

馏水后于５０℃酶解１h后加入２．５mLDNS终止反

应,沸水浴１０min后取出冷却,再加５．５mL蒸馏水

稀释,酶活测定和重复次数同本文“１．３”中１).

４)滤纸酶(FPA).参考李宝聚等[１９]的方法,取

０．５mL酶液加入１．５mL 的５０mmol/L柠檬酸缓

冲液(pH４．５)和一片大小为１cm ×６cm 的滤纸条

(新华１号定量滤纸,５０±０．５mg),５０℃孵育１h后

加入１．５mLDNS终止反应,沸水浴１０min后取出

冷却,再加入６．５mL蒸馏水稀释,酶活测定和重复

次数同本文“１．３”中１).

５)酯酶同工酶的定性分析.用直径为５mm 的

打孔器从菌落边缘打取５块菌丝块,接种到１００mL
PDB培养基中,在室温条件下以１２０r/min的转速

连续培养７d后收集菌丝,加入１∶２(质量比)的

TrisＧHCl缓冲溶液(pH６．９)后冰浴研磨,在４℃下

以１２０００r/min转速离心２０min,弃掉沉淀物.酯

酶同工酶的电泳和染色参考许广波等[２０]的方法.

６)可溶性蛋白的测定.用于提取可溶性蛋白的

菌丝培养参照车建美等[２１]的方法.将１g冷冻菌

丝加入液氮充分研磨成粉状,然后转入１．５mL的

离心管中,加入６００μL的 TrisＧHCl(pH６．８)充分

混匀,于４℃放置过夜,然后在４℃下以 １００００
r/min离心１０min,所得上清即为可溶性蛋白溶液.
将可溶性蛋白酶溶液稀释１０倍后测量其 OD５９５nm

值,结合可溶性蛋白的标准曲线,即可求出各试验样

品的可溶性蛋白浓度[２２].

７)数据分析.本研究所有数据分析使用SPSS
１３．０软件,方差分析使用DMRT法进行.

2　结果与分析

2.1　细胞壁降解酶的测定结果

１)不同生理小种Cx酶活性的比较.从图１可

看出,不同小种和同一小种不同菌株在纤维素酶活

水平上都有差异:１号小种(WG０２,Z１４和 Z１５)和

４号小种(WG０５,Z１３和Z１６)的 Cx酶活性整体上

高于２号小种(WG０３)和３号小种(WG０４);国外的

１号小种(WG０２)和４号小种(WG０５)的Cx酶活性

均高于国内的同一小种的菌株(Z１４和Z１５,Z１３和

Z１６),而且差异显著.

２)不同生理小种PG酶活性的比较.从图２可

看出,来自国内外的４个生理小种共８个菌株的PG
酶活性在数值上存在少许的差异,但总体来说差异

不显著.其中２号生理小种(WG０３)的酶活性为

２０．２ U/mL,浓度最高;４ 号生理小种 (WG０５ 和

Z１３、Z１６)的酶活性(２０．０、２０．０、１９．９U/mL)略高于

１号生理小种(WG０２和Z１４、Z１５)的酶活性(１９．８、

３３
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１９．７、１９．８U/mL);而３号生理小种(WG０４)的酶活

性最低,约为１９．５U/mL.

　WG０２、WG０３、WG０４和 WG０５分别为国外的１~４号生理小种

菌株;Z１３、Z１４、Z１５和Z１６分别为国内的４、１、１和４号生理小种

菌株.下同.WG０２,WG０３,WG０４andWG０５representedtheiＧ

solatesofraces１Ｇ４fromaboard,respectively;Z１３,Z１４,Z１５and

Z１６representedtheisolatesofraces４,１,１and４fromdomestic,

respectively．Thesameasbelow．

图１　香蕉枯萎病菌不同生理小种的Cx酶活性

Fig．１　ActivitiesofCxproducedby４physiologicalracesof
Fusariumoxysporumf．sp．cubense

图２　香蕉枯萎病菌不同生理小种的PG酶活性

Fig．２　ActivitiesofPGproducedby４physiologicalraces
ofFusariumoxysporumf．sp．cubense

　　３)不同生理小种PMG 酶活性的比较.由图３
可知,国内外的１号小种和４号小种的所有菌株的

PMG酶活性约为国外的２号和３号小种的２倍而

且差异显著;而１号小种和４号小种的 PMG 酶活

性在１２．０~１６．２U/mL之间,差异不显著.

图３　香蕉枯萎病菌不同生理小种的PMG酶活性

Fig．３　ActivitiesofPMGproducedby４physiologicalraces

ofFusariumoxysporumf．sp．cubense

　　４)不同生理小种 FPA 酶活性的比较.由图４
可看出,来自国内的１号生理小种(Z１４,Z１５)的

FPA酶活性较低,约为１．３８~１．５１U/mL,与国外

的１号生理小种菌株 WG０２以及与国内外的２号、

３号和４号生理小种的各个菌株均有显著差异.从

图４中还可看出,国内的４号生理小种Z１６菌株的

FPA酶活达２．４０U/mL,活性最高,但其与国外的

４个生理小种的菌株以及与国内的４号生理小种

Z１３菌株的差异不显著.

图４　香蕉枯萎病菌不同生理小种的FPA酶活性

Fig．４　ActivitiesofFPAproducedby４physiologicalraces
ofFusariumoxysporumf．sp．cubense

2.2　酯酶同工酶的测定结果

１)不同生理小种酯酶同工酶电泳图谱的比较.
从电泳图谱可见１４条酯酶同工酶酶带(图５),但谱

带的位置和颜色的深浅(表达量)具有很大的差异,
表明不同生理小种之间的酯酶同工酶谱存在较大的

差别.按照同工酶电泳谱带的迁移率,将其划分为

６种类型:Z１３和Z１６同为４号生理小种,谱带属于

同一种类型,都有７条谱带,迁移率也相同,只是在

表达量的多少上存在差异;Z１４和Z１５同为１号生

理小种,酶谱也属于同一种类型,都有４条谱带,迁
移率也基本相同;其 他 ４ 个 小 种 菌 株 (WG０２~
WG０５)的酶谱各为一个类型,表现出明显的差异,
这些差别不仅表现在谱带迁移率上,而且还表现在

谱带表达量的多少上;不同生理小种酯酶同工酶谱

各有差异,同一生理小种的菌株酶谱很接近,但来自

国内外的同一生理小种还是有一定差异的.

２)不同生理小种酯酶同工酶电泳图谱的聚类分

析.根据各个生理小种菌株条带的迁移率建立聚类

分析树 状 图 (图 ６),同 属 １ 号 生 理 小 种 的 菌 株

WG０２、Z１４和 Z１５聚成一枝,同属于４号小种的

Z１３和Z１６聚成一枝,而 WG０３(２号小种)和 WG０５
(４号小种)亲缘关系较近,WG０４(３号小种)单独成

一枝;来自国内的４号小种(Z１３和Z１６)与来自国

４３
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外的４号小种(WG０５)虽为同一生理小种,但亲缘关

系较远,表现出了一定的地域分化现象.

　１:WG０２;２:WG０３;３:WG０４;４:WG０５;５:Z１３;６:Z１４;

７:Z１５;８:Z１６．

图５　香蕉枯萎病菌不同生理小种的酯酶同工酶电泳图谱

Fig．５　Electrophoretogramofesteraseisozymesproduced
by４physiologicalracesofFusarium

oxysporumf．sp．cubense

图６　香蕉枯萎病菌不同生理小种酯酶

同工酶谱的聚类分析

Fig．６　Clusteranalysisofesteraseisozymes

producedby４physiologicalracesofFusarium

oxysporumf．sp．cubense

2.3　可溶性蛋白的电泳结果

１)不同生理小种可溶性蛋白电泳图谱的比较.
香蕉枯萎病菌不同生理小种的可溶性蛋白电泳图谱

如图７所示.各个生理小种(菌株)的条带都比较

多,比酯酶同工酶的带型更复杂.不同生理小种的

可溶性蛋白酶谱均有差异,同一小种的菌株的酶谱

很接近,如同为国内１号生理小种的Z１４和Z１５菌

株、同为国内４号生理小种的Z１３和Z１６菌株的酶

谱都很相似,但它们与来自国外的同一小种菌株的

谱带存在一定差异,表现出一定的地理分化现象.

２)不同生理小种可溶性蛋白电泳图谱的聚类分

析.根据各个生理小种菌株的可溶性蛋白条带的迁

移率构建聚类分析树状图(图８),结果显示:各个生

理小种菌株的聚类分析图和图６聚类分析图谱一

样,同一小种的亲缘关系比较近,不同小种的亲缘关

系较远,致病性较近菌株亲缘关系较近;从一定程度

上反映出某些基因表达的一致性;同样,来自国外的

４号小种菌株 WG０５与来自国内的４号小种菌株

Z１３和Z１６的亲缘关系较远,也表现出了一定的区

域分化现象.

　１:WG０２;２:WG０３;３:WG０４;４:WG０５;５:Z１３;６:Z１４;

７:Z１５;８:Z１６．

图７　香蕉枯萎病菌不同生理小种的可溶性蛋白电泳图谱

Fig．７　Electrophoretogramofsolubleprotein

producedby４physiologicalracesofFusarium
oxysporumf．sp．cubense

图８　香蕉枯萎病菌不同生理小种菌株

可溶性蛋白图谱的聚类分析

Fig．８　Clusteranalysisofsolubleproteinproduced
by４physiologicalracesofFusarium

oxysporumf．sp．cubense

3　讨　论

为了比较香蕉枯萎病菌不同生理小种的生化差

异,本研究收集了国内外香蕉枯萎病菌全部４个生

理小种的代表菌株,通过测定其细胞壁降解酶、酯酶

同工酶和可溶性蛋白,为该病菌的致病机制研究和

生理小种的分类鉴定提供了重要的生化依据.
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细胞壁降解酶被认为是植物病原真菌的重要致

病因 子 之 一.高 洪 敏 等[２３]研 究 表 明,禾 谷 镰 孢

(F．gramimearum)在活体外能产生的酶都具有典

型性动力学特性,并认为细胞壁降解酶是该病菌致

病的一个重要因子;李宝聚等[１９]通过活体内外黄瓜

黑星病菌(Cladosporiumcucumerinum)产生的细

胞壁降解酶活性分析,初步明确了 Cx、PMG 和

PMTE 在该病菌侵染黄瓜过程中的作用.杨迎

青[２４]报道了水稻纹枯病菌(Rhizoctoniasolani)的
细胞壁降解酶对水稻叶片组织具有损伤作用,随着

酶浓度增加,损伤程度逐渐加大.本研究通过在改

良的 Marcus培养液中添加果胶和 CMC来诱导细

胞壁降解酶的产生,产生的４种胞壁降解酶活性大

小为:PG＞PMG＞Cx＞FPA,果胶酶整体高于纤维

素酶;４号生理小种所分泌的４种细胞壁降解酶活

性总体上比其他小种高,这也从另一个侧面说明了

４号生理小种对现有的香蕉品种具有毁灭性的原

因;各个生理小种菌株的PG酶活性最高,重复试验

中的稳定性最好.但在本研究中,４个生理小种的

PG酶活性差异不显著,说明了PG酶活性和致病性

并不一定存在正相关.本研究还发现２号和３号小

种在Cx、FPA酶活上显著低于其他小种,说明一系

列纤维素酶也可能参与了香蕉枯萎病菌的致病

作用.
蛋白是基因的表达产物.利用同工酶和可溶性

蛋白技术对生物进行分析在一定程度上可看作是对

生物内部某些基因的分析.本研究通过对香蕉枯萎

病菌不同生理小种同工酶和可溶性蛋白的测定,为
香蕉枯萎病菌生理小种的分化提供了重要的生化依

据.本研究中香蕉枯萎病菌酯酶同工酶谱和可溶性

蛋白电泳结果稳定,重复性好,可溶性蛋白电泳谱带

多而密,这一结果与曹君等[２５]报道的结果一致;这
两种图谱都表明,同一生理小种的图谱相似度高,不
同生理小种图谱的差异较大;通过对酯酶同工酶图

谱的分析,还可以发现致病力的强弱与条带的数量

和强弱有密切的关系,如４号小种的菌株(WG０５、

Z１３、Z１６)的条带强度和数量明显高于其他小种的

菌株,这与张莉等[２６]对棉花枯萎病菌酯酶同工酶的

研究结果一致.
本研究根据酯酶同工酶和可溶性蛋白电泳图谱

的差异构建了相应的聚类分析树状图,结果发现所

构建的树状图完全一样,从一定程度上反映了香蕉

枯萎病菌生理小种在专化型水平上的遗传一致性,

进一步证实了同工酶谱可以用于真菌种或亚种的分

类鉴定[２７].另外,本研究结果从一定程度上证实了

酯酶同工酶和可溶性蛋白是相关基因的表达产

物[２８],并验证了利用这两种手段进行致病性分析和

区分小种的可行性[２９Ｇ３０],为香蕉枯萎病菌不同生理

小种的致病机制方面的研究奠定了基础.
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Comparisonofbiochemicalcharacteristicsamongfourphysiological
racesofFusariumoxysporumf．sp．cubense

SHUCanwei　ZHANGYuanming　ZENGRui　ZHOUErxun

GuangdongProvinceKeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl/

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　ToidentifythedifferencesamongphysiologicalracesofFusariumoxysporum f．sp．
cubense (Foc),thecellwallＧdegradingenzymes,esteraseisozymeandsolubleproteinofthispathogen
weretestedandanalyzed．TheresultsshowedthatfourkindsofcellwallＧdegradingenzymesincluding
polygalacturonase(PG),pectinmethylＧgalacturonase(PMG),celluloses(Cx)andfilterpaperenzyme
(FPA)weredetectedinallthefourphysiologicalracesofFocfromdomesticandabroad．ThePGandCx
activitiesofFoc４werethehighest．TheCxactivitiesofFoc１andFoc４fromabroadwerehigherthan
thoseofthesameracefromdomestic．TheFPAactivityofFoc１fromdomesticwasthelowest,while
therewasnosignificantdifferenceamongotherraces．ThePGactivityshowednosignificantdifferencein
thesameracefromdomesticandabroad．TheelectrophoretogramsofesteraseisozymeandsolubleproＧ
teinindictedthatgreatdifferenceexistedamongallthefourraces．Clusteranalysisfurtherdemonstrated
thattheisolateswithsimilarpathogenicitywereclusteredintothesamebranch,whichhadclosegenetic
relationship．

Keywords　Fusariumoxysporumf．sp．cubense;physiologicalrace;cellwallＧdegradingenzymes;

esteraseisozyme;solubleprotein
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