
文章编号! !""#$"%"&’(""#)"*$"!!($"(

禾谷镰刀菌产生的细胞壁降解酶的特性研究
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摘 要! 禾谷镰刀菌+!"#$%&"’ (%$’&’)$%"’.是引起玉米茎腐病$穗腐病的主要病原菌之一% 该病原菌在活体外
能产生 /0$/10$/023 和 /123 四种细胞壁降解酶" 这些酶都具有酶的典型性动力学特性% 细胞壁降解酶是 !*
(%$’&’)$%"’ 致病的一个重要因子%
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禾谷镰刀菌 ’:* (%$’&’)$%"’.是引起玉米茎腐
病$穗腐病的主要病原菌之一%关于此病原菌的侵染
规律方面"目前国内外研究较多"但在致病机制方面
研究较少% 本文对 :* (%$’&’)$%"’活体外产生的细
胞壁降解酶进行研究" 以讨论该病原菌侵染的生理
机制%

! 材料与方法
?@? 细胞壁降解酶的提取
按 0,?,/DKDU=SDI 和 V,6,6TBNI’!%&#.的方法"在

!" L< 直径的培养皿中倒入 !# <W /X6 培养基"接
种病菌 :* (%$’&’)$%"’"并在 (#Y恒温条件下培养"
*" P 后在菌落边缘处用打孔器’",Z# L<.打下菌片"
每个三角瓶’(#" <W.盛液体培养基 !"" <W"加 5 个
菌片"(#Y下培养 5 [ - P"每天用手振荡一次% 液体
培养基采用 1DNLMI等’!%-&.的培养基% 当病菌在液
体培养基中生长到一定时间后" 过滤除去菌丝和孢
子"在 5Y和 # """ N \ <=:下离心 !# <=:"弃去沉淀"
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留上清液%
?@A 细胞壁降解酶的纯化
向病菌培养液和组织提取液中加入硫酸铵到

&"^饱和度+(#Y."在 5Y下静置 *" <=: 后"在 5Y$
!# """ N \ <=: 下离心 (" <=: "弃去上清液"用 #" <1
醋酸$醋酸钠缓冲液+K8#,".或 #" <1 甘氨酸$氢氧
化钠缓冲液+K8 %,".分别溶解沉淀物"在同样的缓冲
液中于 5Y下透析 5- F"每 !( F 换一次透析液"纯化
的酶在$("Y下保存备用%
?@B 细胞壁降解酶活性的测定

+!.紫外$可见光光度法% 利用 X@4+*>#$二硝基
水扬酸.方法在岛津 MU$!("$"( 分光光度计 #(" :<
处测反应混合液的消光值" 根据酶反应所释放的还
原糖量计算 /0+多聚半乳糖醛酸酶.$/10+聚甲基半
乳糖醛酸酶.和 ?_+!$!>5$内切葡聚糖酶.的活性% 反
应混合液为 !," <W 酶液"!," <W 底物+!^果胶酸钠
或 !^果胶或 !^羧甲基纤维素"K8#,"."!," <W 醋
酸$醋酸钠缓冲液 +#" <1"K8#,".% 以 !""Y下煮沸
!# <=: 的酶液为对照 % /0$/10$?_ 酶活单位为
*"Y下每分钟毫克酶蛋白催化底物释放 ! "; 还原
糖所需的酶量+‘ \ <;.%

+(.按 89JJ<D:+!%-(.的方法% 在 (*( :< 处测定
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反应混合液的消光值!计算 !"#$%多聚半乳糖醛酸
反式消除酶 &和 !’#$%果胶甲基反式消除酶 &的活
性"反应混合液为 ()* +,酶液!()* +,底物%(-果胶
酸钠或 (-果胶!./0)*&!()* +, 甘氨酸1氢氧化钠缓
冲液%2* +’!./ 0)*&!()* +, 的 3 +’ 45467" 3*8下
每分钟毫克酶蛋白催化底物释放 ( !9 不饱和醛酸
为一个酶活单位%: ; +9&"

%3&连续滴定法"按 <) ’5=>?@和 A) B>CDEFD=%(0G3&
的方法测定 !$%果胶甲基脂酶&的活性" 在 ./H)2 下
连续用 *)*(I I5J/ 滴定酶作用后所释放的羧基"
反应混合液为 ()7 +, 酶液!H)* +, 底物 %(-果胶&"
3*8下每分钟毫克酶蛋白催化底物释放 ( !9 当量
羧基为一个酶活单位%: ; +9&"
所有的酶活测定均重复 3 次! 酶蛋白浓度按

,KL=M%(02(&的方法测定"

7 结果与分析
!"# 温度与酶活的关系
分别在 (*#7*#3*#N* 和 2*8恒温条件下测定

!" #$%&’&(%$)& 产生的 !"#!’"#!"#$#!’#$ 和 4O
的活性!找出酶活最适温度"温度对细胞壁降解酶有
不同程度的影响!其中!!"# 和 !"#$ 酶活随温度的
变化波动性较大!表现为典型的钟型曲线"酶活最适
温度分别为 2*8和 3*8" 4O 只有在温度高于 7*8
时才表现出活性! 在 7* P 2*8酶活波动程度较大!
酶活最适温度为 N*8" !’#$最适酶活温度在 7*8
和 3*8之间"
!"! $%与酶活的关系
以磷酸二氢钾1磷酸氢二钠为缓冲体系! 分别

在 ./2)*#H)*#Q)*#G)*#0)*条件下测定 !" #$%&’&(%$)&
在活体外产生的 !"#!’"#!"#$#!’#$ 和 4O 的活
性!找出不同酶最高酶活的 ./值"

./对细胞壁降解酶的活性有不同程度的影响"
!" 受 ./ 的影响最为明显! 呈现典型的钟型曲线!
最适酶活的 ./ 值为 H)*" !’" 最适酶活 ./ 值为
2)*!./ 大于 2)* 时! 酶的活性逐渐降低! 当 ./ 为
G)*时!!’"的活性完全丧失" 4O随 ./的变化亦呈
典型的钟型曲线! 酶活最适 ./ 值为 H)*! 在 ./G)*
和 0)* 之间!酶的活性变为最低" 在 ./2)*和 0)*范
围内!!"#$ 和 !’#$ 活性随着 ./ 值的增大而逐渐
增大!在 ./0)*时表现最大"
!&’ 反应时间与酶活的关系
在其它条件都相同时! 分别测定与底物反应

(*#7*#3*#N*#2*#H* 和 Q* +RS 时 !" #$%&’&(%$)& 在
活体外产生的 !"的活性!找出 !" 最高酶活的反应

时间"
随着反应时间的延长!!" 的活性逐渐增大!当

反应时间为 H* +RS 时!酶活达到最大值!反应时间
超过 H* +RS 后! 酶的活性不再增大并维持最大值"
由此看来!!"酶活与反应时间有密切的联系! 最大
酶活反应时间为 H* +RS"
!&( 底物浓度与酶活的关系
配制 2-的果胶酸钠%缓冲液为 2* +’ 醋酸1醋

酸钠!./ 2)*&! 然后依次稀释成 2#(*#(2#7* 和 72
倍" 用 TIB方法测定 !"与上述各浓度底物在 3*8
下反应 3* +RS 时还原糖的产量!再计算出不同底物
浓度下的反应速度%单位时间产物浓度的变化&"
由试验结果可知!在底物浓度为 * P 2-的范围

内!随着底物浓度的增加! !" #$%&’&(%$)& 产生的
!" 的活性 %反应速度& 不断增加! 符合 ’R>C5D6R@1
’DSFDS理论"

3 结 论
!" #$%&’&(%$)&在活体外能产生 !"#!’"#!"#$

和 !’#$ N 种细胞壁降解酶! 国内外也有这类的报
道 %陈捷 !(00(!(002!7**($毛存贵等 !(003$’5=>?@
等!(0GH$/D=@CDSCK=S等!(00*&" 这些酶都具有酶的
典型性动力学特性"这些酶的作用!使玉米幼苗茎基
部的细胞壁降解!导致苗根部褐变和腐烂!以致枯萎
和死亡$使成株茎基部维管束组织的细胞溶解!输导
组织堵塞!造成茎基部湿腐和地上部分枯萎$使子粒
的表皮细胞壁降解!导致子粒腐烂" 因此!细胞壁降
解酶是 !" #$%&’&(%$)& 致病的一个重要因子!应对
其致病机制进行进一步的研究"
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