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摘要　木霉是一类重要的生防真菌，木霉产生的几丁质酶在其生物防治的重寄生过程中起着重要作用。拟康宁木

霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊Ｔ５１是一株对番茄灰霉病有生防潜力的木霉菌株，本文测定了Ｔ５１菌株产生几丁质

酶的活性，结果表明Ｔ５１在ＰＤＢ中液体培养以及与灰霉病菌在ＰＤＡ上对峙培养时产生的几丁质酶活性显著受到

灰霉病菌的诱导。采用ＲＡＣＥ技术首次克隆了拟康宁木霉Ｔ５１中一个几丁质酶基因犜犽犮犺犻狋４２，全长为１８１７ｂｐ，

包含４个外显子和３个内含子。预测该基因有一个１２７５ｂｐ的开放阅读框，编码４２４个氨基酸，预测的蛋白总分子量

为４６．３７８ｋＤａ，预测的等电点（ｐＩ）为５．１６，与犜．犽狅狀犻狀犵犻犻中４２ｋＤａ内切几丁质酶的氨基酸序列相似性达到９９％。
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　　果蔬灰霉病是我国保护地果蔬生产中最主要的

病害之一［１］，在保护地果蔬生产中造成巨大的产量损

失。灰霉病菌对化学农药极易产生抗药性［２］，而且化

学农药所引起的农药残留和环境污染等问题也受到

人们的重视，因此，生物防治作为一种可替代的灰霉

病防治措施，逐渐得到了植物保护研究者的关注。

木霉是一类具有广谱生防效果的生防真菌，对

包括灰霉病在内的许多植物真菌病害都有生防作

用。木霉对植物真菌病害的生防机制是多样的，包

括对病原菌营养竞争、重寄生、抗生作用以及通过诱

导植物抗性防治病害［３４］。木霉的重寄生作用过程

中，分泌真菌细胞壁水解酶是极其重要的［５］。几丁

质是仅次于纤维素的自然界中第二大有机的可再生

资源，也是真菌细胞壁骨架的主要成分［６］，分泌几丁

质酶能够帮助木霉降解寄主真菌的细胞壁，帮助木

霉寄生寄主真菌。几丁质酶家族十分庞大，可分为
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内切几丁质酶、外切几丁质酶、β犖乙酰氨基葡糖苷

酶和壳二糖酶等［７］，这些酶共同作用将几丁质逐步

降解为单糖。许多研究表明，木霉产生的几丁质酶活

性受到病原菌细胞壁的诱导［８］，在重寄生过程中几丁

质酶基因的表达也有显著的上调［９］。拟康宁木霉Ｔ

５１是本实验室分离筛选得到的生防木霉菌株，前期的

研究结果表明Ｔ５１对灰霉病菌有很强的重寄生能

力，并且可以有效抑制灰霉病菌在植物残体上产孢，

还有产生抗真菌物质、促进植物生长、诱导植物抗性

等作用，对番茄灰霉病表现出很好的生防潜力［１０］。然

而，目前世界上对于拟康宁木霉生物防治的研究极

少，对拟康宁木霉生物防治的分子机制暂无报道。

１　材料与方法

１．１　菌株来源

拟康宁木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊菌株Ｔ５１

由本实验室分离自湖北省武汉市油菜田土壤中。

灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪菌株ＲｏｓｅＢＣ３由本

实验室分离自月季灰霉病残体上。

１．２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，ＵＳＡ）、ｐＭＤ１８ Ｔ、

ｒ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ混合物、５′ＦｕｌｌＲＡＣＥ

试剂盒和３′ＦｕｌｌＲＡＣＥ试剂盒等均购于ＴａＫａＲａ

公司（中国大连）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购于Ａｘｙ

ｇｅｎＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；粉状几丁质购于Ｓｉｇｍａ公司，并且根

据任莉［１１］的方法制成胶态几丁质。１％ＤＭＡＢ（对

二甲氨基苯甲醛）：１０ｇＤＭＡＢ溶于１００ｍＬ含有

１２％浓盐酸的冰醋酸溶液中，待完全溶解后置于

４℃下贮存备用，使用时用冰醋酸稀释１０倍。

１．３　粗酶液的制备

１．３．１　液体培养

灰霉病菌菌株ＲｏｓｅＢＣ３菌丝块接种在铺有玻

璃纸的ＰＤＡ平板上生长，菌落长满后，将菌丝刮下，

加液氮研磨成粉，按１％（犠／犞）比例加入ＰＤＢ培养

基中，在８０℃水浴锅中水浴４ｈ后，用双层滤纸过

滤，１２１℃蒸汽灭菌，即为ＢｃＰＤＢ。取３ｍＬＢｃＰＤＢ

或ＰＤＢ在２０ｍＬ的玻璃摇菌瓶中，每瓶加入一个直

径５ｍｍ的木霉Ｔ５１生长２ｄ的新鲜菌丝块，在２５℃

摇床中１５０ｒ／ｍｉｎ摇培３ｄ。取摇培上清液为粗酶液。

１．３．２　对峙培养

将灰霉病菌菌株ＲｏｓｅＢＣ３和拟康宁木霉菌株

Ｔ５１的菌丝块分别接种在ＰＤＡ平板的两端，两个

菌丝块相距７ｃｍ，或者在ＰＤＡ平板上单独接种灰

霉或单独接种木霉。将接种后的ＰＤＡ平板放在

２０℃下培养７ｄ，互作区域的粗酶液浸提方法参考任

莉［１１］，将对峙培养的平板中灰霉病菌和木霉菌落重

叠区域（即为木霉与灰霉病菌的互作区，简称为Ｔ＋

Ｂ）或单独灰霉病菌（Ｂｏｎｌｙ）或单独木霉（Ｔｏｎｌｙ）菌落

下的ＰＤＡ培养基切下，捣碎，按照２∶１（犠／犞）的比例

在ｄｄＨ２Ｏ中浸提过夜，然后取上清液作为粗酶液。

１．４　几丁质酶活力测定

几丁质酶的测定方法参考任莉［１１］，吸取０．５ｍＬ

粗酶液或ＰＤＢ（空白对照）于５ｍＬ的离心管中，加

入０．５ｍＬ胶态几丁质。将离心管置于３７℃水浴中

反应４ｈ。然后以８０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ终

止酶促反应。吸取０．５ｍＬ上清液于一支洁净离心

管中，加入０．１ｍＬ浓度为０．８ｍｏｌ／Ｌ四硼酸钾溶

液（ｐＨ９．１）。摇匀后，沸水浴中反应３ｍｉｎ，迅速用

冰水冷却至室温。再加入３ｍＬ制备好的１％对二

甲氨基苯甲醛（ＤＭＡＢ）试剂，并在３７℃下保温

２０ｍｉｎ，自来水中冷却至室温。测定各反应体系在

５８５ｎｍ下的吸光值。以犖乙酰氨基葡萄糖做标准

曲线，在上述酶促反应体系中，定义１ｍＬ酶液每小

时释放出１μｍｏｌ的犖乙酰氨基葡萄糖定义为一个

酶活力单位（Ｕ），计算各粗酶液中的几丁质酶活力。

１．５　核酸提取

将生长旺盛的拟康宁木霉Ｔ５１菌丝接种到铺

有玻璃纸的固体ＰＤＡ平板上，置于２０℃下培养３ｄ

后收集菌丝。分别使用ＣＴＡＢ法和ＴＲＩｚｏｌ法提取

菌丝总ＤＮＡ和总ＲＮＡ
［１２］。

１．６　犘犆犚扩增

本研究所使用的引物序列见表１，其中Ｐ１ Ｆ／Ｒ

引物参考伊洪伟［１３］克隆长枝木霉中几丁质酶基因

的ＰＣＲ引物，其余引物是本研究中设计，由北京奥

科鼎盛生物科技有限公司合成。

首先以拟康宁木霉Ｔ５１的基因组ＤＮＡ为模

板，用Ｐ１Ｆ和Ｐ１Ｒ引物（表１）进行扩增，ＰＣＲ扩增体系

（５０μＬ）：ＤＮＡ（１μｇ／μＬ）１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，

ｄＮＴＰｍｉｘ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ）１μＬ，Ｐ１ Ｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ，Ｐ１ Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ｒ犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４０．５μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃

预变性３０ｓ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ

（３５个循环）；７２℃１０ｍｉｎ，１６℃５ｍｉｎ。基因末端序

列的克隆使用５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的方法，根据

·２２·
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已经测序获得的序列设计了引物Ｔｋ５′ＧＳＰＯｕｔｅｒ、

Ｔｋ５′ＧＳＰＩｎｎｅｒ、Ｔｋ３′ＧＳＰＩｎｎｅｒ及 Ｔｋ３′ＧＳＰ

Ｏｕｔｅｒ（表１），根据试剂盒说明书进行扩增。

表１　本文使用的犘犆犚扩增引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｐ１ Ｆ ＡＴＧＴＴＧＧＧＴＴＴＣＣＴＣＧＧＡＡＡＡＴＣＣ

Ｐ１ Ｒ ＣＴＡＧＴＴＧＡＧＡＣＣＧＣＴＴＣＧＧＡＴＧＴＴ

Ｔｋ５′ＧＳＰＯｕｔｅｒ ＣＴＧＧＧＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＧＧＧＴＡＣＴ

Ｔｋ５′ＧＳＰＩｎｎｅｒ ＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＡＧＡＡＡＧＣＡＴＡＡＣＣ

Ｔｋ３′ＧＳＰＩｎｎｅｒ ＡＣＧＧＴＡＴＣＴＧＧＧＡＣＴＡＣＡＡＧＧ

Ｔｋ３′ＧＳＰＯｕｔｅｒ ＴＧＧＧＡＧＴＡＣＣＣＴＴＣＣＧＡＴＧＡ

１．７　扩增产物的纯化、连接、转化及测序

扩增后的产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，切

下目的片段，使用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒进行纯化，

然后连接ｐＭＤ１８ Ｔ载体，转化大肠杆菌ＤＨ５α，筛

选阳性转化子测序。测序由北京奥科鼎盛生物科技

有限公司完成。

１．８　序列分析

核酸序列在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）上进行同源性检索，使用ＤＮＡＭＡＮ软件

对序列进行拼接，并将核苷酸序列翻译为氨基酸，使

用ＢｉｏＥｄｉｔ分析软件对基因的核苷酸序列进行碱基

成分和氨基酸组成分析。使用ＮＣＢＩ的ＯＲＦＦｉｎｄ

ｅｒ分析序列的保守结构域。使用ＳｉｇｎａｌＰ工具（ｈｔ

ｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）中预测氨

基酸序列的信号肽，通过 ＴａｒｇｅｔＰ工具（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／）进行蛋白亚

细胞定位的预测，用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ工具（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测蛋白的三维模

型。使用ＭＥＧＡ软件（ＮＪ法，重复运算１０００次）构

建与同源基因序列的系统发育树。

２　结果与分析

２．１　几丁质酶活性

Ｔ５１在ＢｃＰＤＢ和ＰＤＢ中的几丁质酶活性测

定结果如图１，Ｔ５１在ＢｃＰＤＢ中培养产生的几丁质

酶活性（１２．８５±４．８５Ｕ／ｍＬ）显著高于（犘＜０．０５）在

ＰＤＢ中培养产生的几丁质酶活性（９．３６±０．６１Ｕ／ｍＬ）。

Ｔ５１和灰霉病菌对峙培养过程中的几丁质酶活性

测定结果如图２，在Ｔ５１与ＲｏｓｅＢＣ３的互作区域

（Ｔ＋Ｂ）中的几丁质酶活性（３２．６７±１０．２７Ｕ／ｍＬ）显

著高于（犘＜０．０５）单独培养木霉（Ｔｏｎｌｙ）（１１．７１±

１．７２Ｕ／ｍＬ）或者单独培养灰霉病菌（Ｂｏｎｌｙ）（９．９９±

１．６８Ｕ／ｍＬ）所产生的几丁质酶活性。这表明灰霉

病菌会诱导拟康宁木霉Ｔ５１产生几丁质酶，特别是

在Ｔ５１重寄生灰霉病菌菌落的过程中，几丁质酶活

性显著上升，这表明几丁质酶可能在木霉的重寄生

过程中起着重要的作用。

图１　拟康宁木霉犜５１在犅犮犘犇犅与犘犇犅中

产生的几丁质酶活性

犉犻犵．１　犆犺犻狋犻狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊

犜５１犻狀犅犮犘犇犅犪狀犱犘犇犅

图２　拟康宁木霉犜５１与灰霉病菌对峙培养时产生的

几丁质酶活性

犉犻犵．２　犆犺犻狋犻狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犱狌犪犾犮狌犾狋狌狉犲狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪

犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犪狀犱犅狅狋狉狔狋犻狊狅狀犘犇犃

２．２　拟康宁木霉犜５１几丁质酶基因的克隆及序列

分析

　　通过Ｐ１ Ｆ／Ｒ引物的扩增两株拟康宁木霉Ｔ５１

的基因组ＤＮＡ得到１４００ｂｐ左右的条带，如图３ａ。

该目的条带测序结果得到１４７０ｂｐ的序列。这段序

列经过ＮＣＢＩ中比对，发现与许多木霉属其他种的内

切几丁质酶基因有很高的同源性，其中与其近缘种康

宁木霉犜．犽狅狀犻狀犵犻犻中编码４２ｋＤａ内切几丁质酶基因

的核苷酸序列同源性达到９７％，因此将这个基因命名

为犜犽犮犺犻狋４２。然后根据这段序列设计了特异性引物

进行末端序列的克隆。通过对ｃＤＮＡ的巢式ＰＣＲ分
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别扩增５′端（图３ｂ）和３′端（图３ｃ），均得到约６００ｂｐ

的条带。测序后的序列使用ＤＮＡＭＡＮ软件进行拼

接得到了该基因的全长序列。犜犽犮犺犻狋４２基因序列在

ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号为ＫＵ１４０６７２。

图３　犜犽犮犺犻狋４２基因的犘犆犚及犚犃犆犈扩增电泳图

犉犻犵．３　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犜犽犮犺犻狋４２犫狔狌狊犻狀犵犘犆犚犪狀犱犚犃犆犈

　　序列分析的结果表明，该基因全长共１８１７ｂｐ

（不含ｐｏｌｙＡ），其中５′端非编码区有１３５ｂｐ，３′端非

编码区有２１２ｂｐ。包含４个外显子和３个内含子，

内含子大小分别为５７、７０、６８ｂｐ。外显子组成一个

长１２７５ｂｐ的开放阅读框，起始密码子为ＡＴＧ，终

止密码子为ＴＡＡ（图４），犜犽犮犺犻狋４２基因全长碱基组

成：Ｇ＋Ｃ＝４９．２６％，Ａ＋Ｔ＝５０．７４％。

图４　犜犽犮犺犻狋４２基因全长结构示意图

犉犻犵．４　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犜犽犮犺犻狋４２犵犲狀犲

２．３　犜犽犮犺犻狋４２基因编码的氨基酸序列分析

犜犽犮犺犻狋４２基因编码４２４个氨基酸（图５），其中丝氨

酸含量最高（１０．８２％），半胱氨酸含量最低（０．２４％）。

预测的蛋白总分子量为４６．３７８ｋＤａ，预测的等电点

（ｐＩ）为５．１６。氨基酸序列在ＮＣＢＩ上预测到内切几丁

质酶的保守结构域，属于ＧＨ１８ 几丁质酶超家族，有

几丁质酶的活性位点。根据ＳｉｇｎａｌＰ４．０预测，在氨

基酸序列前端存在信号肽，最可能的剪切位点是在２７

～２８位：ＶＡＡＫＤ。使用ＴａｒｇｅｔＰ预测蛋白亚细胞

器定位，预测结果表明该蛋白最有可能定位在胞外，

是分泌蛋白。使用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ在线预测了犜犽

犮犺犻狋４２编码的蛋白三维结构的丝带模型，如图６。

２．４　同源性及分子进化分析

将犜犽犮犺犻狋４２编码的氨基酸在ＮＣＢＩ数据库中比对

发现，其序列与多种木霉属真菌中４２ｋＤａ内切几丁质

酶或几丁质酶基因的氨基酸序列相似性都达到８５％以

上，其中与犜．犽狅狀犻狀犵犻犻相似性达到９９％（表２）。利用

ＭＥＧＡ软件建立犜犽犮犺犻狋４２编码的氨基酸序列及其他木

霉中的同源氨基酸序列的系统进化树，如图７。

３　结论与讨论

几丁质酶在木霉与寄主真菌互作的过程中十分

重要，其中的β犖乙酰氨基葡糖苷酶ＮＡＧ１在木霉

识别寄主真菌的过程中起到关键作用［１４］。木霉与

寄主真菌还未接触的时候，木霉通过分泌少量的β

犖乙酰氨基葡糖苷酶来识别寄主真菌，当识别反应

成功后，便在短时间内大量分泌几丁质酶来降解寄

主真菌的细胞壁［１５１６］，降解寄主细胞壁后产生的小
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分子产物反馈给木霉后又能激活包括几丁质酶基因

在内的重寄生相关基因的表达上调，进一步分泌更

多的细胞壁水解酶类，最终导致寄主真菌细胞壁裂

解，细胞死亡［１７］。已有研究表明木霉的几丁质酶等

细胞壁水解酶类的活性受到寄主真菌细胞壁的诱

导［８］，例如哈茨木霉产生的几丁质酶受到灰霉病菌

细胞壁的诱导［１８］。本文的研究结果表明拟康宁木

霉Ｔ５１在ＰＤＢ摇培中产生几丁质酶的活性受到灰

霉病菌的诱导，在拟康宁木霉Ｔ５１对灰霉病菌对峙

培养时的互作区几丁质酶活性也显著升高，这意味

着几丁质酶在Ｔ５１在对灰霉病菌的生物防治过程

中可能起着重要作用。本实验室前期的研究表明，

拟康宁木霉Ｔ５１对番茄灰霉病有着很好的生防潜

力，并且对多种其他植物病原真菌菌落有重寄生能

力。因此有必要对拟康宁木霉中生防相关的分子机

制进行深入的研究。

本研究首次克隆了拟康宁木霉中的一个几丁质

酶基因犜犽犮犺犻狋４２。在木霉中存在多种几丁质酶，在重

寄生的过程中起着不同的作用，这些几丁质酶在木霉

不同的种之间都存在差异。目前报道木霉中的内切

几丁质酶的分子量主要为３３、３７ｋＤａ以及４２ｋＤａ等
［１９］，

同源性分析表明犜犽犮犺犻狋４２的序列与编码４２ｋＤａ的

内切几丁质酶基因的序列较为相近，根据本研究克

隆的几丁质酶基因犜犽犮犺犻狋４２核酸序列预测其编码

蛋白的分子量为４６ｋＤａ。胡仕凤等
［１５］通过比对分

析１７种木霉的４２ｋＤａ几丁质酶具有信号肽，序列

为其Ｎ端的２２个氨基酸残基，序列通常为“ＭＬＧＦＬ

ＧＫＳＶＡＬＬＡＡＬＱＡＴＬＴＳＡ”，本研究中犜犽犮犺犻狋４２编码

的前２２个氨基酸序列与之相同，而且犜犽犮犺犻狋４２也

预测到了信号肽。

图５　犜犽犮犺犻狋４２基因预测的开放阅读框序列及氨基酸序列

犉犻犵．５　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犗犚犉犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犜犽犮犺犻狋４２
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图６　犜犽犮犺犻狋４２编码蛋白的三级结构丝带模型的预测

犉犻犵．６　犜犺犲３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀

犲狀犮狅犱犲犱犫狔犜犽犮犺犻狋４２

图７　基于犜犽犮犺犻狋４２推导的氨基酸序列与其他木霉

几丁质酶氨基酸序列的系统进化树

犉犻犵．７　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲狆狉犲犱犻犮狋犲犱犪犿犻狀狅

犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犜犽犮犺犻狋４２

表２　犜犽犮犺犻狋４２的同源序列及编码氨基酸相似性

犜犪犫犾犲２　犎狅犿狅犾狅犵狔狊犲狇狌犲狀犮犲狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔犪狀犱狋犺犲犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犻犿犻犾犪狉犻狋狔狅犳犜犽犮犺犻狋４２

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

基因编码产物

Ｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

物种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

氨基酸序列相似性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｇｉ｜６６３０９３６｜ｇｂ｜ＡＡＦ１９６１２．１｜ ４２ｋＤａ内切几丁质酶 康宁木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻犻 ９９

ｇｉ｜２２６５９６９５３｜ｇｂ｜ＡＣＯ７２６０４．１｜ 几丁质酶 深绿木霉犜．犪狋狉狅狏犻狉犻犱犲 ９７

ｇｉ｜６６３０９４８｜ｇｂ｜ＡＡＦ１９６１８．１｜ ４２ｋＤａ内切几丁质酶 绿色木霉犜．狏犻狉犻犱犲 ９６

ｇｉ｜５６９６７６０２｜ｇｂ｜ＡＡＷ３１９５０．１｜ ４２ｋＤａ内切几丁质酶 黄绿木霉犜．犪狌狉犲狅狏犻狉犻犱犲 ９６

ｇｉ｜２９７５７３４５７｜ｇｂ｜ＡＤＩ４６５７９．１｜ ＣＨＩ４２几丁质酶 棘胞木霉犜．犪狊狆犲狉犲犾犾狌犿 ９５

ｇｉ｜６６３０９６２｜ｇｂ｜ＡＡＦ１９６２５．１｜ ４２ｋＤａ内切几丁质酶 酒色木霉犜．狏犻狀狅狊狌犿 ９５

ｇｉ｜８８１９１６８１｜ｇｂ｜ＡＢＤ４２９２１．１｜ 内切几丁质酶 长枝木霉犜．犾狅狀犵犻犫狉犪犮犺犻犪狋狌犿 ９４

ｇｉ｜７４０４９０５６｜ｇｂ｜ＡＡＺ９５１７４．１｜ 内切几丁质酶 哈茨木霉犜．犺犪狉狕犻犪狀狌犿 ９４

ｇｉ｜２７３８１０９｜ｇｂ｜ＡＡＣ６０３８５．１｜ 内切几丁质酶 钩状木霉犜．犺犪犿犪狋狌犿 ９４

ｇｉ｜２９４９９２３３１｜ｇｂ｜ＡＤＦ５７３０９．１｜ 几丁质酶ｃｈｉ１８ ５ 加纳木霉犜．犵犺犪狀犲狀狊犲 ８５

ｇｉ｜１３５１６８８５｜ｄｂｊ｜ＢＡＢ４０５９４．１｜ 内切几丁质酶 假康宁木霉犜．狆狊犲狌犱狅犽狅狀犻狀犵犻犻 ８５

ｇｉ｜１３５１６８７３｜ｄｂｊ｜ＢＡＢ４０５８８．１｜ 内切几丁质酶ｅＧ２ 绿木霉犜．狏犻狉犲狀狊 ８５

ｇｉ｜２９４９９２３３３｜ｇｂ｜ＡＤＦ５７３１０．１｜ 几丁质酶ｃｈｉ１８ ５ 橘绿木霉犜．犮犻狋狉犻狀狅狏犻狉犻犱犲 ８４

ｇｉ｜５８９１１２２２９｜ｒｅｆ｜ＸＰ＿００６９６８１３７．１｜ 几丁质酶 里氏木霉犜．狉犲犲狊犲犻 ８３

ｇｉ｜２８４４５１２７８｜ｇｂ｜ＡＤＢ８９２２０．１｜ ４２ｋＤａ内切几丁质酶 土星孢木霉犜．狊犪狋狌狉狀犻狊狆狅狉狌犿 ８１

ｇｉ｜３１７１３４３５０｜ｇｂ｜ＡＤＶ０２７５１．１｜ 几丁质酶 粉红单端孢霉犜狉犻犮犺狅狋犺犲犮犻狌犿狉狅狊犲狌犿 ７１

　　几丁质酶有着广泛的应用前景。几丁质被几丁

质酶降解后的产物（几丁寡糖、壳聚糖和犖乙酰氨基

葡萄糖）具有抗菌及抗肿瘤等活性［２０］。木霉中的几丁

质酶基因转入水稻［２１］、烟草［８］、苹果［８］、棉花［２２］等植

物，能够诱导植物对一些病原真菌产生抗性。哈茨木

霉产生的几丁质酶粗提物能够抑制灰霉病菌菌丝生

长和孢子萌发，并且抑制番茄灰霉病的发生［２３］。本研

究结果表明拟康宁木霉Ｔ５１产生的几丁质酶可能在

生防过程中起着重要的作用，因此将来有必要对拟康

宁木霉Ｔ５１的几丁质酶等生防相关的酶类进行更深

入的研究，探究其在灰霉病防治中的作用。
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