
链孢粘帚霉几丁质酶的诱导及其抗真菌活性研究!

马桂珍! 高会兰" 张拥华" 李世东"!! 谢丙炎#

（淮海工学院海洋学院 连云港 """$$%）!

（中国农科院植物保护研究所 北京 !$$$&!）" （中国农科院蔬菜研究所 北京 !$$$&!）#

摘要：链孢粘帚霉 ’()!)! 菌株在不同培养条件下产几丁质酶活性不同，核盘菌菌核对其几丁质酶的诱导作用高于

几丁质；首次用菌核配制培养基成功诱导了几丁质酶的产生，其产酶的最适初始 *’ 值为 +,%，最适培养时间为 -.。

几丁质酶对 !$ 种病原菌都有不同的抑制作用，对小麦雪腐病、葡萄白腐病、玉米黄斑病及斑点落叶病等病原菌的

孢子萌发具有明显的抑制作用；该几丁质酶还能明显抑制核盘菌和立枯丝核菌的菌核萌发。
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由核盘菌（ =./*:+)$’$# (./*:+)$+:"6（(6N）.9 F<MK）

引起的菌核病是一类重要的植物土传病害，该病原

菌寄主种类多，据报道可达 0% 科 +%$ 多种，如油菜、

大豆、向日葵等油料作物，莴苣、芹菜、萝卜等多种

蔬菜作物和多种豆类等菌核病［!］，对作物的产量和

品质构成了严重威胁。

粘帚霉是一种寄生于核盘菌菌核上的重要菌

寄生菌，可使菌核腐烂，从而应用于防治作物的菌

核病，是一种具有生防价值和潜力的菌寄生菌。我

们在研究大豆菌核病菌菌核重寄生菌时，经大量筛

选获得一株对菌核有强寄生能力的链孢粘帚霉菌

株（D P .#)*’"/#)"6）’()!)!，该菌株室内平板试验对

菌核的寄生率达 !$$X，并使 2$X以上的菌核腐烂，

同时对多种植物病原真菌具有抑制作用［" Y +］。生物

学特性研究表明，该菌株适应性强，易于培养［%］，具

有较好的应用前景。已有的研究表明，菌寄生菌在

寄生过程中分泌几丁质酶、葡聚糖酶、纤维素酶和

蛋白酶等一系列细胞壁降解酶，其中以几丁质酶最

为重要，(?M6H? 等测定了哈茨木霉几丁质酶对 2 种植

物病原真菌的抗菌活性，其中内切几丁质酶对灰葡

萄孢 霉（ >+):1)$( .$’*:*#）分 生 孢 子 萌 发 的 EC%$ 为

+%!@ZS( Y +2!@ZS(
［-］。本研究探讨链孢粘帚霉 ’()
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!"! 菌株的几丁质酶产生条件及其抗真菌活性，为

几丁质酶的纯化及其基因克隆和转化奠定基础。

! 材料和方法

!"! 供试菌株

链孢粘帚霉（!"#$%"&’#() %&*+,("&*()）菌株 #$"
!" ! 分离自湖南浏阳的红壤土稻田中。所用病原菌

及其来源为：黄瓜枯萎病菌（-(.&/#() $01.2$/()）、

油菜菌核病菌（3%"+/$*#,#& .%"+/$*#$/()）和辣椒疫霉病

菌（451*$25*5$/& %&2.#%#）由中国农科院植保所提供，

小麦 雪 腐 病 菌（ -(.&/#() ,#6&"+）、葡 萄 白 腐 病 菌

（ 7$,#+""& ’#2"$’#+""& ）、小 麦 赤 霉 病 菌（ -(.&/#()
8/&)#,#%$"&）和苹果腐烂病菌（71*$.2$/& )&"#）由中科

院微生物所提供。

!"# 链孢粘帚霉 $%&!&! 菌株几丁质酶的诱导

!"#"! 产几丁质酶培养基的筛选：将链孢粘帚霉

#$"!"! 菌株等量接种到 !% 种不同配方培养液中，

在相同条件下发酵培养。培养液配方见表 !。

表 ! 供试培养基组分

培养液 组分

蛋白胨酵母膏几丁质 蛋白胨 &’()，*)+,- ’.#%, &’()，酵母膏 &’()，/0+,-&’&!)，1%#2,- &’.)，34+,- &’&&!)，粉状几丁质 !&)，水 !&&&5$

蔗糖几丁质
1#%2,- 67&5)，蔗糖 ()，1%#2,- 7.&5)，/0+,- %5)，189 %&&5)，34+,- %5)，:#-:,; !)，*4+,- %5)，*)+,- ’.#%,

%&&5)，8<89% %&&5)，粉状几丁质 !&)，水 !&&&5$
酵母膏几丁质 %&&)，!&)，酵母膏 ()，粉状几丁质 %)，水 !&&&5$

微量元素几丁质
*)+,- ’.#%, &’%)，34+,- ’.#%, &’&&%)，1%#2,- &’=)，:#-:,; !’&)，/0+,- ’.#%, &’&&%)，*4+,- ’-#%, &’&&%)，189

&’%)，粉状几丁质 %)，水 !&&&5$
氯化钠几丁质 粉状几丁质 !&)，:<89 ;)，1%#2,-;)，*)+,- ;)，水 !&&&5$
菌核粉几丁质 粉状几丁质 ()，菌核粉 ()，:<89 ;)，1%#2,-;)，*)+,- ;)，水 !&&&5$
2> 葡萄糖 %&)，马铃薯 %&&)，水 !&&&5$

将核盘菌的成熟干燥菌核用样品粉碎机粉碎

过 !&& 目筛，制成菌核粉。以等量的菌核粉代替表

% 不同培养基中的几丁质，配制成相应的菌核培养

基，与表中培养基共同实验。

从生长 ! 周的 #$"!"! 菌落边缘取直径 655 菌

苔 !( 个接种于 !%&5$ 2> 培养液中，;&? !7& @A5B4
振荡培养 %-C 作为种子液，取 -5$ 接种于 !%&5$ 的

不同培养液中，每种接种 ; 瓶。;&? !7&@A5B4 恒温

振荡培养 6D，-? 6&&&@A5B4 离心，上清液即为粗酶

液，测定不同培养液的几丁质酶活性，筛选出产酶

较高的培养液配方用于 !’%’% 和 !’%’; 试验。

!"#"# 培养时间对几丁质酶产生的影响：按上述

筛选出的最适培养液配方及其接种方法接种 ;& 瓶，

;&?!7&@A5B4 培养 !D、%D、;D、-D、(D、6D、.D、7D、=D、

!&D，每天取 ; 瓶测定几丁质酶活性。

!"#"’ 初始 E# 值对产酶的影响：将筛选出的最适

培养基的初始 E# 分别调节为 -’&、-’(、(’&、(’(、

6’&、6’(、.’&、.’(、7’&、7’(，振荡培养 6D，测定不同

E# 值处理培养基的几丁质酶活性。

!"’ 几丁质酶活性的测定

取 !F胶状几丁质 &’-5$，加入 &’!5G9A$ E#(’7
磷酸缓冲液 &’-5$ 和 &’-5$ 酶液，混匀。于 ;.?保

温 %C，!&&&&@A5B4 离心 !&5B4［.，7］。

取上清液 &’-5$，加入 -&!$ ;F的蜗牛酶溶液，

;.?保温 ;&5B4 后加入 &’%5$ 饱和硼砂溶液，!&&?
水浴 .5B4，冷 却，加 入 %5$ 冰 醋 酸 和 !5$ !F 的

>*HI 溶液，;.?温浴 !(5B4，测 (7(45 处 9: 值，用

:"乙酰氨基葡萄糖作标准曲线，以每小时产生 !!)
:"乙酰氨基葡萄糖的量为一个酶活性单位［=］。重复

; 次。

!"( 几丁质酶对病原真菌菌丝生长的抑制作用

采用牛津杯法。将供试的不同病原真菌接种

于 2>H 平板上，当菌落生长到 ;J5 K -J5 时，在菌落

的四周距菌落边缘 !J5 处放置无菌的牛津杯，杯中

加入 %&&!$ 粗酶液，以等量的培养基为对照，!%C 观

察结果。每一病菌接种 ; 皿为 ; 次重复。

!") 几丁质酶对病原菌孢子和菌核萌发的抑制作

用

用几丁质酶液把培养 .D 的病原真菌孢子配成

浓度为 !&6 A5$ 左右的孢子悬浮液，取 &’%5$ 涂布于

2>H 平板上，%C 后调查孢子萌发率，每一处理接种 ;
皿为 ; 次重复。

将立枯丝核菌和核盘菌的菌核表面消毒吹干

后，在粗酶液中浸泡 %-C，用无菌滤纸将表面吸干置
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于 !"# 平板上，以无菌水为对照，每种病菌处理 $%
粒菌核，&’ 后调查菌核的萌发率。

! 结果和分析

!"# 产几丁质酶培养基的筛选

链孢粘帚霉 ()*+*+ 菌株在以菌核为唯一碳源

的氯化钠菌核培养液中产生的几丁质酶活性最高，

达 +,&-&./，其次为蔗糖几丁质培养液，为 +&,-0+/，

!" 培养液未检测到酶活性。表明氯化钠菌核培养

液是供试培养液中产几丁质酶的最佳培养基配方，

可作为本研究其它试验项目产酶培养基配方。以

氯化 钠 菌 核 培 养 液 几 丁 质 酶 的 相 对 酶 活 性 为

+%%1，计算其它配方的酶活相对百分数，作图比较

供试的不同培养液中的几丁质酶活性高低（图 +）。

图 + 链孢粘帚霉在不同培养液中几丁质酶活性

注：+ 蛋白胨酵母膏几丁质；& 蛋白胨酵母膏菌核；2 蔗糖几丁质；

0 蔗糖菌核；$ 酵母膏几丁质；, 酵母膏菌核；. 微量元素几丁质；

3 微量元素菌核；4 氯化钠几丁质；+% 氯化钠菌核；++ 菌核粉几丁

质；+& !"

选择氯化钠菌核培养液为供试培养液。链孢

粘帚霉培养不同时间的几丁质酶活性不同，接种 +’
后开始产生几丁质酶，以后酶活性逐渐升高，培养

,’ 的酶活性达到 最 高 为 +20-0+3/，第 .’ 次 之 为

++0-&%./，第 3’ 开始明显下降。表明培养 ,’ 是链

孢粘帚霉产几丁质酶的最佳培养时间。以第 ,’ 的

几丁质酶活性为 +%%1相对酶活，计算其它培养时

间的相对酶活百分率，作图比较不同培养时间的几

丁质酶活性（图 &）。

!"! 初始 $% 值对产酶的影响

培养液的初始 5( 值不同，几丁质酶活性明显

不同，5(0 时几丁质酶的活性为 32-+3./，5(0-$ 时，

几丁质酶活性达 ++0-0,&/，5($ 时，几丁质酶活性

为 30-&+3/，5($-$ 时 几 丁 质 酶 活 性 下 降 到

,0-$2,/，表明链孢粘帚霉产几丁质酶的最适初始

图 & 链孢粘帚霉在氯化钠菌核培养液中

培养不同时间后的几丁质酶活性

图 2 不同初始 5( 对链孢粘帚霉几丁质酶活性的影响

5(0 6 $。以 5(0-$ 的几丁质酶活性为 +%%1相对酶

活，计算其它初始 5( 值的相对酶活百分率，作图比

较不同初始 5( 值的几丁质酶活性（图 2）。

!"& 粘帚霉几丁质酶对病原菌菌丝生长的影响

粗酶液对供试的 +% 种病原菌的菌丝生长表现

出了 不 同 程 度 的 抑 制 作 用。 其 中 对 病 原 菌

! 7 "#$%&%’、( 7 )#*+,)#%++’ 的抑菌作用较强，抑菌带宽

度较大，分别达到 2-2088 和 2-&388，对 - 7 "’*.#"#
的抑菌作用较小，抑菌带宽度为 %-$488。见表 &。

表 ! 几丁质粗酶液对 #’ 种病原菌的抑菌带宽度（((

!!!

）

!!

病原菌 抑菌带宽度 病原菌 抑菌带宽度

/0.’&#01 ,23.*,&01 &-0. 9 %-++ !,4&34#. "#$%&%’!! 2-20 9 %-$$
5"+%&,4#$#’ ."+%&,4#,&01 2-%3 9 %-%, (0&60+’&#’ +0$’4’!! &-&+ 9 %-&%
-734,*747,&’ "’*.#"# %-$4 9 %-%3 8+4%&$’&#’ .,+’$#!! +-$3 9 %-+.
(,$#%++’ )#*+,)#%++’ 2-&3 9 %-&3 8+4%&$’&#’ ’+4%&$’4’9!! &-0% 9 %-%0
/0.’&#01 :&’1#$#",+’ &-.+ 9 %-++ ;7#<,"4,$#’ .,+’$# &-0+ 9 %-&.

!") 链孢粘帚霉几丁质酶对病原菌孢子和菌核萌

发的影响

从图 0 可 以 看 出 几 丁 质 酶 对 / 7 $#6’+%、

( 7 )#*+,)#%++’、( 7 +0$’4’、8 7 ’+4%&$’4’ 的分生孢子萌
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发的抑制作用较强，酶液处理的孢子萌发率明显低

于对照，对 ! ! "#$%&’ 的分生孢子萌发的抑制作用较

小，对 ( ! )%*"’)’ 孢子萌发的抑制作用最小，其孢子

萌发率与对照差异极小。

油菜菌核病菌的菌核被无菌水处理后的萌发

率为 "#$，粗酶液处理后的萌发率为 %&$。立枯丝

核菌的菌核被无菌水处理后的萌发率为 "%$，被粗

酶液处理后的萌发率为 ’%$，说明酶液对供试的两

种植物病原真菌的菌核萌发具有明显的抑制作用，

对立枯丝核菌菌核的萌发抑制作用高于对油菜菌

图 ’ 几丁质酶处理病原菌孢子和菌核的萌发率

注：( ( ! )%*"’)’；) + ! &’,%$-；# . ! /’*$#/’-$$%；’ . ! $0&%1%；

% ! ! "#$%&’；& ! ! %$1-2&%1%；* 3 ! ")$-2#1’#204；+ 5 ! "#$%&’

核病病原菌菌核的萌发率的抑制作用（图 6）。

! 结论与讨论

研究 结 果 表 明 在 有 适 当 底 物 存 在 的 情 况 下

,-.(.(可被诱导产生大量的几丁质酶，在所供试的

() 种培养基中，以菌核粉为唯一碳源配制成的氯化

钠菌核培养基的诱导效果最好，在 /0 培养液中几

乎未检测到几丁质酶活性，说明几丁质酶在非诱导

条件下表达量很少，而在诱导条件下大量产生。前

人在对木霉几丁质酶的研究中发现，在哈茨木霉寄

生齐整小核菌菌的菌核过程中，在菌核内部检测到

木霉分泌的几丁质酶活性及!.(，#.葡聚糖酶活性，

进一步研究表明菌核的侵染部位检测到几丁质酶

的活性，但在非侵染部位未检测到其活性。用纯化

几丁质或植物病原真菌，如立枯丝核菌（5 ! "#$%&’）
和灰葡萄孢霉（7 ! )’&-2-%）细胞壁作唯一碳源，可在

离体条件下诱导木霉产生几丁质酶［&，(1］。以往的重

寄生菌研究中几丁质酶的诱导物主要为几丁质和

菌丝的细胞壁，有关以菌核为几丁质酶诱导物的研

究尚未见报道。

大多数成熟真菌菌核的主要成分为碳水化合

物（约 *%$）、蛋白质（约 (1$ 2 )%$）、脂类（)$ 2
#$）和 灰 分（#3%$ 2 %31$），其 中 糖 类 主 要 包 括

!.葡聚糖、几丁质、海藻糖、甘露糖和其他少量的还

原糖类［((］。本试验首次用菌核成功诱导了供试菌

株的几丁质酶，这一结果对研究和揭示该菌株对菌

核具有强寄生作用的生化机理具有重要意义，有关

菌核对几丁质酶的诱导作用高于几丁质的作用机

理尚在进一步研究中。

链孢粘帚霉 ,-.(.( 产生的几丁质酶对供试的

多种病原真菌的菌丝生长、孢子萌发及菌核萌发都

具有明显抑制作用，对供试的两种卵菌纲真菌的菌

丝生长和孢子萌发的抑制作用较小，说明几丁质酶

在链孢粘帚霉侵染菌核和抑制真菌生长的过程中

起重要作用。本文研究结果与 -45674［&］和柳良好等

人［(1］对木霉几丁质霉的研究结果基本一致，表明链

孢粘帚霉几丁质酶与木霉产生的几丁质酶有着共

同的抗菌作用。与木霉几丁质酶一样［()］，粘帚霉产

生的几丁质酶对植物病原真菌的抑制作用具有广谱

性、协同增效作用，能够降解具有几丁质.葡聚糖复合

结构的老熟细胞壁和菌核，具有开发应用前景。
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和大力帮助。

参考文献

［ ( ］849:;< = > ，,:99 ?! @:;:<6:; >4A5;:9 4B /9:;7 /:7C494DE，(""’，"#：

"# 2 (1+3
［ ) ］马桂珍，吴学仁，杨文兰 !华中农业大学学报，)11’，$!（(）："& 2

""3
［ # ］暴增海，吴学仁，杨文兰，等 ! 吉林农业大学学报，)11’，$#（’）：

#"’ 2 #"+3
［ ’ ］暴增海，马桂珍，杨文兰，等 !河南农业科学，)11’，"%：’1 2 ’#3
［ % ］马桂珍，李世东，张拥华，等 !植物病理学报，)11’，!&（’）：#1* 2

#(#3
［ & ］945674 F，,:5G:; = H，,:EIJ @ K，-1 %$ ! /CE74L:7C494DE，(""#，’!：

#1) 2 #1*3
［ * ］9:J FI5MI<IJ 0 F! ! @A55I;7 =I;I76MJ，)11(，!’：##% 2 ’)3
［ + ］/:A9 8! NHFO F6M54P6494D6M:9 -I77I5，("""，"’"：)** 2 )+13
［ " ］QI696;DI5 O! NA;D:9 =I;I76MJ :;< 86494DE，("""，$#：(#( 2 ’13
［(1］柳良好，徐 同 !植物病理学报，)11#，!!（’）：#%" 2 #&#3
［((］@:5J4964 @! RLL96I< :;< H;S654;GI;7:9 F6M54P6494DE，("""，#(：")" 2

#%3
［()］柳良好，徐 同 !植物病理学报，)11)，!$（)）："* 2 (1)3

·+1"· 微 生 物 学 通 报 )11* 年 #’（%）




