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芦笋茎枯病菌细胞壁降解酶活性的测定及条件优化
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摘要 为明确芦笋茎枯病菌细胞壁降解酶的活性及测定条件,利用3,5-二硝基水杨酸法(DNS法)测定7种

常见细胞壁降解酶的活性,比较不同底物对3种主要酶的诱导作用,并从温度、时间、pH值等方面优化酶活性的

测定条件。结果表明:7种细胞壁降解酶中,多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase,PG)的活性较高,其次是果

胶甲基半乳糖醛酸酶(polymethylgalacturonase,PMG)和β-1,4-内切葡聚糖酶(endo-β-1,4-glucanase,Cx),其他

4种酶活性较低。在3种主要细胞壁降解酶中,Cx以1%羧甲基纤维素钠盐(CMC)作为底物的诱导效果较好,

PG和PMG以1%柑橘果胶(pectin)作为底物的诱导效果较好。Cx的最佳反应温度是50℃,PG的最佳反应温

度是50~60℃,PMG的最佳反应温度是60℃;Cx的最佳反应时间是50min,PG和PMG的最佳反应时间是

60min;Cx和PG的最佳反应pH值是4.0,PMG的最佳反应pH值是8.0。
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  芦笋(AsparagusofficinalisLinn.)又称石刁

柏,属百合科天门冬属植物,是世界十大名菜之一,
在国际市场上被称为蔬菜之王。芦笋营养价值高,
能润肺、镇咳、祛痰,且具有抑制肿瘤生长等功能,深
受人们的喜爱[1]。近年来,随着芦笋栽培面积的扩

大,病害的发生也逐年加重,尤其是茎枯病的发生和

危害已严重影响了芦笋的产量与质量[2-3]。由天门

冬拟茎点霉[Phomopsisasparagi(Sacc.)Bubak]
引起的芦笋茎枯病,是一种世界性分布的毁灭性病

害[4]。在中国、日本、泰国、印尼等亚洲芦笋种植国

家发生比较严重,尤以中国发病最重,在芦笋生产省

份均发生普遍,且南方重于北方[5-6]。茎枯病的发生

需要湿热气候条件,欧美芦笋主产区均为冷凉气候,
因此,在欧美国家基本不发生茎枯病,相应的研究报

道也较少。
已有的试验结果表明,拮抗细菌及其发酵物和

甲基托布津等农药对芦笋茎枯病菌有较强的抑制作

用[7-8],但长期以来,该病尚未得到有效控制,并有逐

渐加重之势。这主要是因为目前无高抗茎枯病的芦

笋品种,且对引起芦笋茎枯病的病原菌致病机制尚

不清楚,因此,单纯靠药剂筛选和生物农药不能根本

解决该病的防治问题,只有探索其致病机制并以此

为靶标进行遗传育种才是防控的可行途径。细胞壁

降解酶是植物病原真菌的重要致病因子[9-11],但目

前尚未有芦笋茎枯病菌细胞壁降解方面的相关报

道。笔者通过人工诱导的方法,提取芦笋茎枯病菌

的细胞壁降解酶,纯化后测定了几种主要细胞壁降

解酶的活性,并从温度、时间、pH 值等方面对其测

定条件进行优化,旨在明确芦笋茎枯病菌细胞壁降

解酶的离体培养条件、酶活性测定条件和酶活性大

小,为了解其致病机制和病害防治提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌株:芦笋茎枯病菌株FJ2,由笔者所在实

验室分离与保存,为强致病力菌株[2],在PDA平板

上26℃培养,备用;供试芦笋品种:JK701,由江西

省农业科学院芦笋创新中心提供。
1.2 培养液配制

改良 的 Marcus 培 养 液:KNO32.0g,KCl
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0.5g,FeSO40.01g,K2HPO41.0g,MgSO4·

7H2O0.5g,VB10.2mg,L-天冬酰胺0.5g,柑橘

果胶(pectin,Sigma)或羧甲基纤维素钠盐(CMC)

10.0g,蒸馏水1000mL。培养液调至pH5.0后

经121℃高压灭菌20min[10-11]。
1.3 细胞壁降解酶的提取与纯化

病菌在 Marcus培养液中静置培养8d,过滤除

去菌丝后,将得到的培养滤液在 饱 和 度60%的

(NH4)2SO4中4℃过夜,然后在4℃、11000r/min
下离心20min,得到沉淀。用50mmol/L的醋酸-
醋酸钠缓冲液(pH5.0)溶解沉淀,在同样缓冲液中

4℃透析24h,期间更换透析液2次,得到的酶液置

于-20℃保存备用。
1.4 酶活性测定

1)酶浓度测定。按照0.2mL酶液+0.8mL
的0.9% NaCl溶液、0.4mL的酶液+0.6mL的

0.9% NaCl溶液和0.6mL酶液+0.4mL0.9%
NaCl溶液的比例配制3管酶溶液,加5mL考马斯

亮蓝G-250溶液后测定D595值,将D595值代入牛血

清白蛋白标准曲线函数[10],计算出酶浓度,取3个

数值的平均值。

2)细胞壁降解酶活性测定。参照高增贵等[12]

和李宝聚等[13]的方法测定β-1,4-内切葡聚糖酶(en-
do-β-1,4-glucanase,Cx)、多聚半乳糖醛酸酶(polyg-
alacturonase,PG)、果胶甲基半乳糖醛酸酶(polym-
ethylgalacturonase,PMG)和 滤 纸 酶(filterpaper
enzyme,FPA)的活性并略作修改。试验中采用的

DNS用量为1.5mL,加蒸馏水定容到10mL后测

定D540值,以50℃下每分钟催化底物释放1μg还

原糖所需酶量为1个酶活单位(U)。
利用NaOH滴定法计算酶作用后所释放的羧

基的数量来计算果胶甲基酯酶(pectinmethylester-
ase,PE)活性。按李宝聚等[13]的方法在232nm处

测定反应混合液的消光值,计算多聚半乳糖醛酸反

式消除酶(polymethylgalacturonasetrans-eliminas,

PGTE)和 果 胶 甲 基 反 式 消 除 酶(pectin methyl-
trans-eliminase,PMTE)的活性,以30℃下每分钟

催化底物释放1μmol不饱和醛酸所需酶量为1个

酶活单位(U)。所有酶活性测定均重复3次,酶蛋

白浓度按Bradford[14]的方法计算。

3)底物对细胞壁降解酶的诱导。分别在加入

1%CMC、1%柑橘果胶和0.5% CMC+0.5%柑

橘果胶3种底物的 Marcus培养液中静置培养8d,

并按上述方法进行提取、纯化和酶活性测定,比较

3种底物对Cx、PG和PMG的诱导作用。
1.5 不同条件下酶活性的观察

1)温度。分别在设置20、30、40、50、60、70℃的

恒温条件下,按上述方法测定Cx、PG和PMG酶的

活性,找出酶活性测定的最适反应温度。

2)反应时间。分别测定细胞壁降解酶与相应底

物反应10、20、30、40、50、60、70min后Cx、PG和

PMG酶的活性,明确酶活性与反应时间的关系。

3)pH 值。以 KH2PO4-K2HPO4为缓冲体系,
分别在pH值为4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0
的条件下测定Cx、PG和PMG酶的酶活性,观察

pH值对这3种酶活性的影响。

2 结果与分析

2.1 细胞壁降解酶活性的测定

测定结果表明:PG酶的活性较高,以1%CMC作

为底 物 和 以1%果 胶 作 为 底 物 下 的 酶 活 分 别 为

407.60U和553.55U;其次是PMG和Cx,以1%CMC
作为底物和以1%果胶作为底物下的酶活分别为

214.50U、324.50U和227.54U、114.42U(图1)。

  图中数据为3次重复的平均值±标准误,采用Duncan氏

新复极差法(DMRT)进行差异显著性分析,不同字母表示在

5%水平上差异显著(下图同)。Datainthefigureweretheav-
erage±S.E.ofthreereplicates,andanalyzedforsignificant

differencebyusingDMRT,thedatawiththedifferentletters

aresignificantlydifferenceat5%level(thesameasfollowing

figures).

图1 几种主要细胞壁降解酶的活性

Fig.1 Enzymeactivitiesofseveralcommoncellwall
degradingenzymes

2.2 底物对细胞壁降解酶的诱导作用

测定结果表明:Cx用1%CMC的诱导效果较

好,PG和PMG用1%果胶的诱导效果较好(图2)。
2.3 不同条件对酶活性的影响

测定结果表明:Cx的最佳反应温度是50℃,

PG的最佳反应温度是50~60℃,PMG的最佳反

应温度是60℃(图3-A);Cx的最佳反应时间是

50min,PG 和 PMG 的最佳反应时间是60min
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(图3-B);Cx和PG的最佳反应pH值是4.0,PMG
的最佳反应pH值是8.0(图3-C)。

图2 不同底物对3种细胞壁降解酶的诱导

Fig.2 Inducedeffectsofdifferentsubstrateson3main
cellwalldegradingenzymes

图3 不同条件下3种细胞壁降解酶的活性

Fig.3 Enzymeactivitiesof3maincellwalldegrading
enzymesunderdifferentconditions

3 讨 论

细胞壁降解酶是植物病原真菌的一个重要致病

因子,在植物病害发病过程中起着重要作用[9-11]。
已有的研究结果表明,植物病原菌细胞壁降解酶在

离体诱导时出现的顺序是不同的,果胶酶的产生要

早于纤维素酶,增加CMC的量会缩短纤维素酶出

现的 时 间,果 胶 酶 和 纤 维 素 酶 的 产 生 会 相 互 抑

制[15]。本试验结果表明,芦笋茎枯病菌菌丝体在改

良的 Marcus培养液中培养8d生长较好,产生的细

胞壁降解酶浓度较高。为比较各种细胞壁降解酶的

活性差异,本试验采用改良的 Marcus培养液统一

培养8d。
本试验测定了常见的7种细胞壁降解酶(Cx、

PG、PMG、PE、FPA、PGTE和PMTE)的活性,结果

发现Cx、PG和PMG酶的活性较高,而其他4种酶

的活性较低,这与其他植物病原真菌方面的研究结

果基本一致[10]。此外,通过观察与测定不同诱导底

物对Cx、PG和PMG等3种主要酶的诱导作用,结
果发现Cx用1%CMC诱导效果最佳,PG和PMG
用1%果胶诱导效果最佳,这也与已有的研究结果

基本一致[10,15]。
本试验还从温度、反应时间、pH 值3个方面,

对Cx、PG和PMG酶的活性测定条件进行了优化。
在最佳反应温度方面,本试验结果表明:Cx的最佳

反应温度是50℃,PG为50~60℃,PMG为60℃,
这与前人的研究结果略有差异。杨媚等[10]的研究

结果证明,水稻纹枯病菌 Cx的最佳反应温度是

30℃,PG和PMG的最佳反应温度是50℃;高增贵

等[12]等通过试验得到玉米茎腐病菌Cx和PG最佳

酶活测定温度是50℃,PMG的最佳温度是40℃。
造成芦笋茎枯病菌与水稻纹枯病菌和玉米腐病菌细

胞壁降解酶最佳反应温度不同的原因,可能与其亲

缘关系较远有关,相应其细胞壁降解酶的化学组成

和结构略有差异。
在酶反应时间方面,本试验结果表明:Cx的适

宜反应时间为50min,PG和PMG的适宜反应时间

为60min。高增贵等[12]对玉米茎腐病菌PG最佳

反应时间的观察结果也是60min。杨媚等[10]对水稻

纹枯病菌 PG 最佳反应时间 观 察 的 结 果 是0~
40min时酶活性增幅较大,反应40min后酶活性增

大趋势变缓,与本试验结果(0~60min为酶活性作

用关键期)略有不同,这可能与试验所用的病原菌不

同有关。
本试验结果表明:Cx和PG的最佳反应pH值

是4.0,PMG的最佳反应pH值是8.0。这与高增

贵等[12]对玉米茎腐病菌的研究结果略有不同(Cx
和PG酶最佳pH值均为6.0,PMG的最佳反应pH
值为5.0),其差异可能与它们是不同属真菌有关。
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Measurementofcellwalldegradingenzymesfromasparagusstemblight
pathogenanditsoptimizationofactivitydeterminationconditions
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  Abstract Todefinetheactivityandoptimizethedeterminationconditionsofthecellwalldegrading
enzymesfromasparagusstemblightpathogen,theactivitiesof7cellwalldegradingenzymeswerede-
terminedbythe3,5-dinitrosalicylicacid(DNS)method,theinducedeffectsofdifferentsubstrateswere
compared,andthedeterminationconditionsfor3mainenzymeswereoptimizedin3aspects,i.e.tem-
perature,timeandpHvalue.Theresultsrevealedthatinthe7cellwalldegradingenzymestheactivity
ofpolygalacturonase(PG)wasthemostvigorous,followedbypolymethylgalacturonase(PMG)anden-
do-β-1,4-glucanase(Cx),whereastheother4enzymeswereofloweractivity.Inthe3mainenzymes,

1%CMCwasthebetterinducedsubstrateforCxand1%pectinwasthebetterforPGandPMG.Inre-
gardingtoreactiontemperature,itwasfoundthatthebestreactiontemperatureforCxwas50℃andthe
bestforPGandPMGwas50-60℃and60℃,respectively.Inregardingtoreactiontime,itwasfound
that50minwasmoresuitableforCx,whereas60minwasmoresuitableforPGandPMG.Inregarding
topHvalue,itwasfoundthatpH4.0wasmoresuitableforCxandPG,whereaspH8.0wasmoresuit-
ableforPMG.

Keywords asparagus;stemblightpathogen;cellwalldegradingenzymes;enzymaticactivity
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