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细胞壁降解酶在油茶炭疽病菌致病过程中的

作用研究
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摘要　为明确细胞壁降解酶在油茶炭疽病菌致病过程中的作用，本文研究了活体内外炭疽病菌产生的细胞壁降解

酶活性及其对叶片的降解情况。结果表明，活体外以羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）为诱导底物，羧甲基纤维素酶（Ｃｘ

酶）和漆酶活性最高；以柑橘果胶为诱导底物，果胶酶活性最高；以油茶叶为诱导底物，纤维素酶、果胶酶和漆酶可产

生较高活力；并且经５种诱导物诱导的酶液对叶片均有降解作用。发病叶片的各部位，以病健交界处细胞壁降解酶

活性最高。接种４ｄ后开始发病，其细胞壁降解酶活性迅速增强；６ｄ后滤纸酶（ＦＰＡ）、β葡萄糖苷酶和漆酶活性达

最大值，分别为４．５３、７．４４、１．２１Ｕ／ｍｇ；而Ｃｘ酶和果胶酶在第８天时酶活性最高，分别为１５．７９和２５．４９Ｕ／ｍｇ；接

种１０～１６ｄ，酶活性比较稳定。上述结果表明，纤维素酶、果胶酶和漆酶在油茶炭疽病菌致病过程中起重要作用。
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　　油茶炭疽病是油茶犆犪犿犲犾犾犻犪狅犾犲犻犳犲狉犪生产上

的主要病害之一，其中以胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊引起的炭疽病最为常见。该病原菌

具有潜伏侵染的特性，可以感染花、叶、果实，引起严

重的落花、落叶、落果。目前，国内关于油茶炭疽病

病原的生物学特性、发生规律及生物防治菌剂的研

究已有一些报道［１５］，但其致病机制尚不明确。了解

细胞壁降解酶在炭疽病致病机理中的作用，对进一

步针对性地控制病害具有重要意义。李宝聚等［６７］

发现黄瓜黑星病菌犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿 在

瓜条感病的病健交界处产生的细胞壁降解酶活性最

高，且纤维素酶、果胶酶对黄瓜超微结构有影响，可

迅速消解叶片组织，引起软腐。刘志恒等［８］报道接

种黄瓜棒孢叶斑病菌犆狅狉狔狀犲狊狆狅狉犪犮犪狊狊犻犻犮狅犾犪后果

胶酶活性先于纤维素酶达到高峰值，而且病菌在活

体内和活体外产生的细胞壁降解酶的活性明显不

同。陈晓林等［９］发现苹果树腐烂病菌犞犪犾狊犪犮犲狉犪狋狅

狊狆犲狉犿犪无论在活体组织内，还是在活体组织外，均

能分泌一系列的细胞壁降解酶—多聚半乳糖醛酸酶

（ＰＧ）、果胶甲基半乳糖醛酸酶（ＰＭＧ）、纤维素酶、β

葡萄糖苷酶和木聚糖酶。杨媚等［１０］研究表明内切

葡聚糖酶β１，４葡聚糖酶以羧甲基纤维素钠为诱导

物时活性最高，多聚半乳糖酵酸酶和果胶甲基半乳

糖醛酸酶以果胶酶为诱导物时活性最高；通过酶处

理叶片后发现细胞壁降解酶确实对水稻叶片组织造

成损伤，并且随着酶浓度升高，损伤程度逐渐加重。

植物病原菌与寄主相互识别的过程中，病原菌

分泌细胞壁降解酶，降解植物组织，更有利于病原菌

的侵入、定殖与扩展。因此，细胞壁降解酶是植物病

原真菌的重要致病因子［１１１２］。本试验通过油茶炭疽

菌活体外诱导培养和接种油茶叶片后，测定其产生

的细胞壁降解酶活性，分析比较其变化规律，为深入

了解其致病机制、制定油茶炭疽病的综合防治措施

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料和培养基

供试菌株：胶孢炭疽菌，中南林业科技大学微生

物实验室保存；供试油茶：‘湘林２１０’，两年生盆栽

苗，购于湖南省林业种苗中心。

酶诱导培养基采用Ｃｚａｐｅｒ液体培养基
［１３］并稍

作改良：ＫＮＯ３２．０ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，果胶１０ｇ，水

１０００ｍＬ，ｐＨ５．０。分别以相同质量的蔗糖、麸皮、

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）和油茶叶片代替果胶得

到不同诱导物的培养基。

１．２　离体培养条件下油茶炭疽病菌细胞壁降解酶

的提取及纯化

　　将ＰＤＡ培养基上活化好的炭疽菌用６ｍｍ

打孔器沿菌落边缘打取菌饼，挑取６块菌块接种

至１５０ｍＬ诱导产酶培养基中，置于２８℃下连续振

荡培养７ｄ，取出培养滤液经４层纱布过滤以除去菌

丝，然后４℃下１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去沉淀，上

清液备用。

向滤液中加入饱和度为６０％的（ＮＨ４）２ＳＯ４，在

４℃下静置５ｈ，然后４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ得

到沉淀，用５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸醋酸钠缓冲液（ｐＨ５．０）溶

解沉淀。在同样的缓冲液中，于４℃下透析２４ｈ，每

１２ｈ换一次透析液，纯化的酶在－２０℃下保存。

１．３　炭疽病菌产生细胞壁降解酶对油茶叶片的降

解作用

　　采用离体叶片浸渍法，将１．２中得到的经５种

诱导物诱导的酶液各２０ｍＬ，分别滴加在培养皿内

的棉花上，使棉花完全润湿。取油茶嫩叶，平铺在棉

花上（正面向下）。同时，接种炭疽菌菌块的叶片平

放在垫有湿润棉花（无菌水浸湿）的培养皿中，２０℃

左右光照条件下培养，３ｄ后观察叶片变化情况，以

煮沸灭活的酶液为对照处理。

１．４　活体内油茶叶片不同部位炭疽病菌细胞壁降

解酶的提取

　　将活化好的炭疽病菌接种至新鲜的ＰＤＡ培养

基中央，在２８℃恒温培养箱中培养３～５ｄ，再用灭

菌的牙签将菌丝涂断，相同条件下继续培养５ｄ，菌

落表面产生橘红色的分生孢子堆。无菌蒸馏水冲洗

平板，制备孢子悬浮液，经血球计数板计数，调整孢

子浓度至１×１０６个／ｍＬ。

采用喷雾法向油茶苗均匀地喷洒孢子悬浮液，

每株接种２０ｍＬ，共接种１００株，置于２８℃培养箱中

培养。从发病的油茶叶片病斑处、病健交界处、健处

分别切取０．２ｃｍ２的组织，取样时间为接种后５ｄ，３

次重复。按１ｇ鲜重加入５ｍＬ浓度１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

提取液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，ｐＨ７．４），在

４℃研磨、过滤，并８０００ｒ／ｍｉｎ离心，上清液按照１．２

的方法经提纯后备用。

１．５　人工接种发病叶细胞壁降解酶活性的动态

变化

　　于接种后４、６、８、１０、１２、１４、１６ｄ取病健交界处

组织，３次重复，细胞壁降解酶的提取方法同１．４，以
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接种无菌水处理为对照。

１．６　细胞壁降解酶活性测定及标准曲线制作

羧甲基纤维素酶（Ｃｘ）、滤纸酶（ＦＰＡ）、果胶酶

（ＰＭＧ）活力测定参考李宝聚等
［６］的方法；β葡萄糖

苷酶活力测定参考Ｄｏｕａｉｈｅｒ等
［１４］的方法；漆酶活性

测定参考詹旭等［１５］的方法。

纤维素酶（羧甲基纤维素钠酶、滤纸酶和β葡萄糖

苷酶）和果胶酶１个酶活力单位（Ｕ）为每分钟催化底物

产生１μｇ还原糖所需的酶量。漆酶１个酶活力单位为

１ｍｉｎ引起０．０１个犃值的增加所需的酶量。

蛋白质含量按Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法，以牛血清白蛋

白为标准蛋白质，用考马斯亮蓝Ｇ２５０显色测定。

３，５ 二硝基水杨酸法制作葡萄糖标准曲线和Ｄ半

乳糖醛酸标准曲线。所有的测定试验均重复３次。

１．７　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２００７对数据进行处理和分析，采用

ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件对数据进行统计分析，所

有数据为平均值±标准差。

２　结果与分析

２．１　活体外炭疽病菌产生的细胞壁降解酶活性

由表１可知，炭疽病菌在添加蔗糖、果胶、麸皮、

ＣＭＣＮａ、油茶叶片５种诱导物的培养基上均能产生

羧甲基纤维素酶、果胶酶和漆酶，但不同诱导物产生

的酶活力存在较大差异。在以ＣＭＣＮａ为碳源的培

养基中，Ｃｘ酶和漆酶活性分别为７３．２０Ｕ／ｍｇ和

４．５０Ｕ／ｍｇ，均显著高于其他诱导物产生的酶活性

（犘＜０．０５）；而以蔗糖为碳源的培养基中，Ｃｘ酶活

性最低。在以果胶为碳源的培养基中，果胶酶活性

显著高于其他诱导物产生的果胶酶活性（犘＜

０．０５），ＣＭＣＮａ和蔗糖诱导产生的果胶酶活性较

低。油茶叶片诱导培养基中均能检测出较高活性的

Ｃｘ酶、果胶酶和漆酶，说明油茶叶片能够诱导炭疽

病菌产生细胞壁降解酶。

表１　炭疽病菌在不同诱导物培养基上产生的细胞壁降解酶活力１
）

犜犪犫犾犲１　犃犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犮犲犾犾狑犪犾犾犱犲犵狉犪犱犻狀犵犲狀狕狔犿犲狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻犪

培养基

Ｍｅｄｉｕｍ

细胞壁降解酶活力／Ｕ·ｍｇ－１　Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅ

Ｃｘ酶Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ 果胶酶Ｐｅｃｔｉｎａｓｅ 漆酶Ｌａｃｃａｓｅ

蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ （２６．３５±１．６６）ｄ （９４．１２±９．５８）ｃ （０．１９±０．０７）ｄ

果胶Ｐｅｃｔｉｎ （４１．０７±１．６４）ｃ （３１７．７３±３９．７０）ａ （０．９９±０．２８）ｃ

麸皮Ｂｒａｎ （６７．２７±１．１５）ｂ （２０４．３６±３９．５４）ｂ （０．３７±０．１６）ｄ

ＣＭＣＮａ （７３．２０±０．７６）ａ （９６．５０±５．９６）ｃ （４．５０±０．４２）ａ

油茶叶片犆犪犿犲犾犾犻犪狅犾犲犻犳犲狉犪ｌｅａｆ （４４．２０±４．８０）ｃ （２４８．６２±６．０５）ｂ （２．００±０．４８）ｂ

　１）同列数据后具不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）。

Ｄａｔａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

２．２　炭疽病菌活体外诱导产生细胞壁降解酶的降

解作用

　　以菌丝块和蔗糖、果胶、麸皮、ＣＭＣＮａ、油茶叶

诱导产生的细胞壁降解酶（经提纯的）分别接种油茶

叶片，图１结果显示：接种菌丝块的病叶初期呈黑色

斑点，然后逐渐变成黑褐色病斑。接种灭活酶液的

对照叶片在３ｄ内没有出现受害症状，仍然保持健康

状态；而５种不同处理的酶液均对叶片有明显的降解

作用，但有一定差异。蔗糖、果胶、油茶叶诱导产生的

酶液对叶片降解程度轻，叶片局部褐变并有水渍化症

状。麸皮诱导产生的酶液作用于叶片后，叶片大面积

出现黑色，并有轻微的腐烂症状。ＣＭＣＮａ诱导产生

的酶液对叶片降解程度高，整个叶片呈现黑色。叶片

上病斑大小依次为ＣＭＣＮａ＞麸皮＞油茶叶片＞果胶

＞蔗糖＞菌丝块。（见图１）

２．３　活体内炭疽病菌产生的细胞壁降解酶活性

人工接种后发病的油茶叶片病斑处、病健交界处

和健处３种酶活力如表２所示。Ｃｘ酶、果胶酶、漆酶在

病叶不同部位的酶活性差异明显，以病健交界处酶活

性最高，病斑处次之，健处最低，并且在健处检测不到果

胶酶和漆酶活性。由此可见，在炭疽病菌的致病过程

中，纤维素酶、果胶酶、漆酶这３种酶均起到了作用。

２．４　人工接种油茶叶片细胞壁降解酶活性的动态变化

油茶叶片发病后，纤维素酶活性变化见图２。Ｃｘ

酶活性迅速增高，接种后第８天活性为１５．７９Ｕ／ｍｇ，达

到最高峰；然后酶活性降低，第１０～１６天酶活性下降

趋势平缓。接种后４～６ｄ，ＦＰＡ酶和β葡萄糖苷酶活

性上升缓慢，均在第６天酶活性最高，分别为４．５３、

７．４４Ｕ／ｍｇ；６～１２ｄ酶活性比较稳定，１２ｄ后开始下

降，到１６ｄ时仍可检测到ＦＰＡ酶和β葡萄糖苷酶活
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性。图３结果显示，接种后４～８ｄ，果胶酶活性呈近

直线上升趋势，之后活性迅速降低，１０ｄ后活性达到

稳定状态，第１６天酶活性为２１．９５Ｕ／ｍｇ。图４结果

表明，接种４～６ｄ的时间里，漆酶活性增幅最大，６ｄ

时酶活性为最大值１．２１Ｕ／ｍｇ；之后，随着接种时间

的延长而逐渐降低；至第１６天时，漆酶活性为０．７９

Ｕ／ｍｇ。从以上试验结果可知，随着病斑的逐渐扩

展，各种酶活性呈现动态变化的过程，均在１０ｄ后

活性稳定。同时也表明，在整个发病过程中，细胞壁

降解酶是油茶叶片组织变化的主要因素。

图１　炭疽病菌产生的细胞壁降解酶对油茶叶片的降解作用

犉犻犵．１　犇犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狅犳犆犪犿犲犾犾犻犪狅犾犲犻犳犲狉犪犾犲犪狏犲狊犫狔犮犲犾犾狑犪犾犾犱犲犵狉犪犱犻狀犵犲狀狕狔犿犲狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

表２　人工接种发病叶片不同部位细胞壁降解酶活力

犜犪犫犾犲２　犃犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犮犲犾犾狑犪犾犾犱犲犵狉犪犱犻狀犵犲狀狕狔犿犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犪狉狋狊狅犳犆犪犿犲犾犾犻犪狅犾犲犻犳犲狉犪犾犲犪狏犲狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

叶片部位

Ｐａｒｔｏｆｌｅａｆ

细胞壁降解酶活力／Ｕ·ｍｇ－１　Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅ

Ｃｘ酶Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ 果胶酶Ｐｅｃｔｉｎａｓｅ 漆酶Ｌａｃｃａｓｅ

病斑处Ｄｉｓｅａｓｅｄｐａｒｔ （５．６０±０．１１）ｂ （７．９４±０．１８）ｂ （０．５２±０．１４）ｂ

病健交界处Ｂｏｕｎｄａｒｙｂｅｔｗｅｅｎｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｙａｒｅａ （１５．９５±０．７３）ａ （２１．４９±３．６４）ａ （１．１８±０．１７）ａ

健处 Ｈｅａｌｔｈｙｐａｒｔ （４．６７±０．０９）ｃ ０ ０

图２　病健交界处纤维素酶活性的动态变化

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犮犲犾犾狌犾犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪犾狅狀犵狋犺犲犫狅狌狀犱犪狉狔

犫犲狋狑犲犲狀犱犻狊犲犪狊犲犱犪狀犱犺犲犪犾狋犺狔犪狉犲犪

图３　病健交界处果胶酶活性的动态变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狆犲犮狋犻狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊犻狀犫狅狌狀犱犪狉狔

犫犲狋狑犲犲狀犱犻狊犲犪狊犲犱犪狀犱犺犲犪犾狋犺狔犪狉犲犪
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图４　病健交界处漆酶活性的动态变化

犉犻犵．４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犾犪犮犮犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪犾狅狀犵狋犺犲犫狅狌狀犱犪狉狔

犫犲狋狑犲犲狀犱犻狊犲犪狊犲犱犪狀犱犺犲犪犾狋犺狔犪狉犲犪狊

３　讨论

油茶炭疽病的致病机理问题至今少见相关报

道。我们检测了活体内外炭疽病菌产生的细胞壁降

解酶活性，结果发现，活体外试验中炭疽病菌在不同

诱导物培养基产生的细胞壁降解酶活性差异明显，

并且以蔗糖为诱导物时，纤维素酶、果胶酶、漆酶的

活性均最低。这可能因为在以蔗糖为碳源的培养体

系中，蔗糖对细胞壁降解酶的产生起阻遏作用［６］。

接种５种不同碳源诱导产生的酶液后，新鲜健康的

叶片都产生了病斑，接种灭活酶液的叶片无明显变

化。由此推测，细胞壁降解酶是该病原菌致病的因

子之一。随着接种时间的延长，５种酶活性均呈现

“先增后降最后稳定”的趋势；发病初期酶活性升高，

接种１０ｄ后，酶活性稳定，说明细胞壁降解酶参与

了病斑的扩展过程。本研究还发现，炭疽病菌在活

体内产生的细胞壁降解酶活性明显低于活体外。活

体内和活体外的环境因素不同，导致酶活性差异较

大。活体外酶活性分析时，应多考虑温度、ｐＨ值、

底物浓度等对酶活性的影响，但活体内产生的酶接

近自然发病情况，具有实际研究意义［１６１７］。

植物病原菌在对寄主植物侵染致病过程中可产

生一系列的细胞壁降解酶，通过酶解植物多糖来破

坏和分解细胞壁，以提供自身营养并促进其对寄主

组织的侵入和扩展［１８１９］。诸多研究表明，纤维素酶

和果胶酶在病原菌致病过程中起重要作用［２０２３］。本

试验分析了主要的细胞壁降解酶活性的动态变化，

包括Ｃｘ酶、ＦＰＡ酶、β葡萄糖苷酶、ＰＭＧ酶、漆酶，

这也是首次分析油茶叶片中漆酶的活性变化。漆酶

是一种含铜的多酚氧化酶类，能够降解木质素纤维。

最初发现于漆树漆液中，随后发现某些高等真菌也

能分泌该酶［２４］。这说明油茶叶片内可能含有能够

诱导炭疽病菌产生漆酶的多酚类化合物，漆酶对这

些物质的氧化加速了叶片组织的降解。

本试验仅考察了油茶炭疽病菌在活体内外产生

的细胞壁降解酶的活性，从一个方面说明了这些酶

在病原菌致病过程中的作用。但植物病原菌侵入寄

主是一个复杂的过程，除了能向外分泌细胞壁降解酶

外，往往还可以产生毒素、激素及胞外多糖等致病物

质［２５２６］。因此，究竟是哪一种致病因子起主导作用以

及它们之间如何协调作用，有待进一步研究。另外，

我们也可以尝试去探究病原菌纤维素酶、果胶酶、漆

酶产生的分子基础，进而揭示炭疽病菌的致病机理。
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