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研究报告 

苹果树腐烂病菌胞外果胶酶分离纯化及其性质 
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(1. 西北农林科技大学植物保护学院  陕西 杨凌  712100) 
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摘  要：【目的】分离纯化苹果树腐烂病菌的果胶酶，明确其酶学性质。【方法】利用 0.5%淀粉

MS 培养基对苹果树腐烂病菌分别进行不同天数发酵，DNS 法定量测定果胶酶活性。通过硫酸铵

梯度盐析、Sephacryl S-100 凝胶过滤层析和阴离子交换层析 DEAE-Sepharose Fast Flow 分离纯化

果胶酶，经 SDS-PAGE 检测样品纯度，并利用生物化学技术分析其酶学性质。【结果】发酵 10 d

的发酵液中果胶酶活性最高；分离得到的果胶酶为鼠李糖半乳糖醛酸酶，分子量为 58.83 kD，等

电点为 6.03，最适反应温度为 40 °C，最适反应 pH 为 3.5，在 pH 2.0−5.5 之间酶活性比较稳定。

Ca2+、Li+、Co2+对酶活力有激活作用，K+、Fe2+、Pb2+、Zn2+、Cu2+、Mn2+、Ni+对酶活有抑制作

用，Ba2+和 Mg2+对酶活性有钝化作用。酶动力学常数 Km 和 Vm 值分别是 3.600 g/L 和         

0.162 7 g/(L·min)。【结论】从苹果树腐烂病菌的发酵液中分离得到鼠李糖半乳糖醛酸酶并明确了

其酶学性质，为果胶酶抗体的制备和细胞化学研究奠定基础。 
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Isolation, purification and characterization of extracellular pectinase 
produced by Valsa mali 

FENG Hao1  HE Yuan-Yuan2  ZHEN Wei2  GAO Xiao-Ning1  WANG Hui2  HUANG Li-Li1* 

(1. College of Plant Protection, Northwest A&F University, Yangling, Shaanxi 712100, China) 
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Abstract: [Objective] The purpose of this study was to separate and purify the pectinase of Valsa mali, 
and explore the corresponding enzymatic properties. [Methods] V. mali was cultured in MS medium 
containing 0.5% starch, and maintained for different days. The pectinase was extracted using 
ammonium sulphate gradient fractionation and purified by Sephacryl S-100 gel fitration and 
DEAE-Sepharose Fast Flow ion exchange chromatography. The purity was examined by SDS-PAGE. 
The properties of rhamnose galacturonic acid enzyme were studied using biochemical techniques. 
[Results] The result showed that the activity of the pectinase was highest after 10 days’ fermentation. 



640 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.3 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

The pectinase was identified to be rhamnose galacturonic acid enzyme. The properties including the 
molecular mass, the isoelectric point, the optimal temperature and pH were 58.83 kD, 6.03, 40 °C and 
3.5, respectively. The rhamnose galacturonic acid enzyme was stable when its pH varied from 2.0 to 
5.5. Ca2+, Li+, Co2+ could active the rhamnose galacturonic acid enzyme, while the metal ions of K+, 
Fe2+, Pb2+, Zn2+, Cu2+, Mn2+, Ni+ could inhibit it, especially Ba2+ and Mg2+. Besides, the kinetic 
constants was also detected, and the Km and Vm values were 3.600 g/L and 0.162 7 g/(L·min), 
respectively. [Conclusion] The rhamnose galacturonic acid enzyme was isolated from the fermentation 
liquor of V. mali, and enzymatic properties were explored. The results will lay the foundation for the 
preparation of antibody to pectinase and studies of cytochemistry. 

Keywords: Valsa mali, Pectinase, Separation and purification, Enzymatic property 

由黑腐皮壳属真菌(Valsa mali)引起的苹果树腐

烂病是严重危害我国苹果产区的重要病害之一。

由于对苹果树腐烂病菌的致病机理了解甚少，导

致生产上防控该病害盲目、低效。探究苹果树腐

烂病菌的致病机理对制定有效的病害防控策略具

有重要意义。 

有许多研究表明果胶酶是病原真菌的一个重要

致病因子。早在 1966 年，Bateman 和 Millar[1]发现

了果胶酶在植物细胞壁降解中的作用。Gairola 等[2]

发现果胶酶在桃树腐烂病菌(Cytospora)降解寄主细

胞壁的过程中起关键作用。在黄曲霉(Aspergillus 

flavus)和灰霉菌(Botrytis cinerea)中，同样证实了多

聚半乳糖醛酸内切酶为病菌的致病因子[3-4]。在炭

疽菌(Colletotrichum magna)的致病力缺失突变体研

究中，果胶裂解酶基因的缺失能够导致病原菌的致

病力缺失 [5]。此外，研究者们还发现 Didymella 

bryonia 等病原真菌能够产生果胶酶，且在病菌侵

染过程中对寄主组织的降解起重要作用[6-7]。 

同样，果胶酶在苹果树腐烂病菌致病过程中

的作用也逐渐被人们发现。20 世纪 80 年代，刘福

昌等[8]对苹果树腐烂病病原菌致病因素进行了探

讨，认为病原菌产生的果胶酶在其致病过程中起

着重要作用。此外，研究发现在苹果树腐烂 

病菌的发酵液中检测到高活性的果胶酶[9-10]。Ke

等[11]利用电子显微镜以及免疫胶体金细胞化学标

记技术发现，在腐烂病菌侵染树皮过程中有大量的

果胶酶产生，而其他细胞壁降解酶类没有明显的

积累。转录组分析发现苹果树腐烂病菌在侵染过

程中，果胶酶等大量水解酶基因显著上调表达[12]。

通过测定不同致病力的苹果树腐烂病菌突变体的

胞外果胶酶活性，发现其与病菌致病力呈正相  

关[13]。以上结果从不同层面证实了果胶酶是苹果

树腐烂病菌的致病关键因子。 

本研究拟通过分离、纯化苹果树腐烂病菌发酵

液中的果胶酶并开展酶学性质研究，以确证苹果树

腐烂病菌的果胶酶类型，为以后果胶酶抗体的制备

和组织细胞化学研究奠定基础，进而为揭示苹果树

腐烂病菌的致病机理和防治提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种及培养基：供试菌种为苹果树腐烂病

菌(Valsa mali)野生型菌株 03-8，由西北农林科技大

学植物病害综合治理实验室提供，4 °C 保存，在

PDA培养基(200 g马铃薯洗净去皮切碎，加水 1 L

煮沸 30 min，八层纱布过滤，加入葡萄糖 20 g，琼

脂粉 15 g)上活化后使用。发酵培养基为 0.5%淀粉

MS液体培养基，配方为每 1 000 mL培养基含可溶

性淀粉 5.00 g，L-天门冬酰胺 2.00 g，KH2PO4     

1.00 g，MgSO4·7H2O 0.50 g，ZnSO4·7H2O 0.88 g，

Fe(NO3)3·H2O 1.50 mg，MnSO4·5H2O 0.44 mg，生

物素(VH) 5.00 µg，VB1 0.10 mg。 

1.1.2  主要试剂和仪器：钌红、叠氮化钠、果胶

购自美国Sigma-Aldrich公司；考马斯亮蓝G-250、

丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺购自西安沃尔森生物

技术有限公司。 

AKTA 蛋白层析系统、蛋白层析柱购自美国
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GE Healthcare 公司；冷冻离心机购自德国

Eppendorf公司；Mini protein Ⅲ蛋白电泳系统购自

美国 Bio-Rad公司；紫外分光光度计购自上海尤尼

柯仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  粗酶液的制备：将苹果树腐烂病菌野生型

菌株 03-8 接种于 PDA 平板培养基，25 °C 培养    

3 d，于菌落边缘的幼嫩菌丝打菌饼(6 mm)，将菌

饼接种于配好的 0.5%淀粉 MS 液体培养基，每    

250 mL培养基放置 10个菌饼，接种后将三角瓶置

于 25 °C恒温分别静置培养 5、10、15 d，每天定

时摇动两次。将培养好的菌液 10 000 r/min 离心  

10 min，弃掉菌体得粗酶液。 

1.2.2  粗酶液果胶酶定量测定方法：(1) D-半乳糖

醛酸标准曲线的制作。果胶酶的定量测定采用

DNS 法[14]。配制 2 g/L 的 D-半乳糖醛酸标准溶液

100 mL，分别取标准溶液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 mL 于 10 mL 具塞试管中，用蒸馏水补足到    

1 mL，分别加入 0.5 mL pH 4.8的柠檬酸缓冲液和

3.0 mL DNS试剂，沸水浴中反应 5 min，用流动水

冷却至室温，用蒸馏水定容到 10 mL。以 D-半乳

糖醛酸含量为 0 的试管为对照，测定各处理在  

540 nm波长下的吸光值A。以吸光值为纵坐标，D-

半乳糖醛酸毫克数为横坐标，绘制标准曲线。(2) 

粗酶液果胶酶活性定量检测。取 1 mL粗酶液于试

管中，在 50 °C水浴中平衡 5 min，加入预平衡至

50 °C的果胶底物 0.5 mL，50 °C恒温浴 30 min，加

入 3.0 mL DNS终止反应后，沸水浴 5 min，用流动

水冷却至室温，最后加蒸馏水定容到 10 mL。以煮

沸 10 min灭活的粗酶液为对照在 540 nm处测吸光

值。酶活力单位(U)：1 mL酶在 50 °C、pH 4.8的

条件下，1 h分解果胶产生 1 mg D-半乳糖醛酸为 

一个酶活力单位。 

1.2.3  果胶酶活性定性测定：果胶酶活性定性测

定方法采用钌红染色法 [15]。取 0.1 g 果胶溶于   

100 mL pH 5.0、50 mmol/L 醋酸钠缓冲液，称取   

2 g 琼脂糖加入到果胶溶液中加热至琼脂糖溶解，

然后降温至 60 °C，再补加叠氮化钠使其终浓度为

2.5 mmol/L，将配好的液体直接倒入培养皿中，每

个皿 50 mL。培养皿冷却之后打 2 mm 直径的小

孔，然后取 20 μL粗酶液于小孔中，取 20 μL适当

稀释的 Sigma 果胶酶作阳性对照，在 25 °C 培养  

16 h，用 0.05%钌红染液染色 45 min，然后用蒸馏

水简单冲洗凝胶。 

1.2.4  粗酶粉的制备：将发酵 10 d 的苹果树腐烂

病菌 03-8 发酵液抽滤，硫酸铵分级沉淀，根据果

胶酶活性确定最佳硫酸铵饱和度，透析除盐，冷

冻干燥，即得粗酶粉[16]。 

1.2.5  果胶酶的纯化：Sephacryl S-100凝胶过滤层

析：将粗酶粉用 3 mL pH 5.0、50 mmol/L醋酸钠缓

冲液溶解，0.22 μm 滤膜过滤，样品预处理后过

Sephacryl S-100 (Ф1.6 cm×60 cm)柱，洗脱液为 pH 

5.0、50 mmol/L 醋酸钠缓冲液，先用洗脱液平衡

Sephacryl S-100 (Ф1.6 cm×60 cm)柱子至基线平

衡，上样，洗脱，流速为 1.5 mL/min，分管收集洗

脱液，每管 1.5 mL，用钌红染色法逐管检测是否

有果胶酶活性。将有果胶酶活性的样品合并，过

DEAE-Sepharose Fast Flow (1 mL)阴离子交换柱。A

液：pH 5.0、50 mmol/L 醋酸钠缓冲液；B 液：     

1 mol/L NaCl的 pH 5.0、50 mmol/L醋酸钠缓冲液。

先用 A液平衡柱子，然后 B液从 0−100%进行梯度

洗脱，流速为 0.5 mL/min，分管收集洗脱液，每管

1 mL，用钌红染色法逐管检测酶活性。将有活性

的样管用SDS-PAGE电泳进行检测，条带相同的样

管进行浓缩合并后备用。同时取有果胶酶活性的

样品进行 SDS-PAGE 电泳，切下条带通过

LC-ESI-MS/MS技术进行肽段氨基酸序列的测定。 

1.2.6  果胶酶性质研究：(1) 蛋白质分子量的测

定。采用SDS-PAGE电泳法来测定蛋白质亚基的分

子量，详细方法参考 Laemmli 等[17]，采用 5%和

12.5%的 SDS聚丙烯酰胺凝胶分别为浓缩胶和分离

胶。考马斯亮蓝染色，根据蛋白 Marker 和条带迁

移率计算分子量。(2) 酶的最适温度。100 μL酶液

与 50 μL 0.5%的果胶溶液(用 pH 5.0、50 mmol/L的

醋酸钠缓冲液溶解)，分别在 20、30、35、40、
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45、50、55、60、70、80 °C反应 30 min，用 DNS

法测定酶活力，确定酶的最适反应温度。(3) 酶的

最适 pH。用不同 pH 值(2.0、2.4、3.0、3.5、4.0、

4 . 4、 5 . 0、 6 . 0、 6 . 5、 7 . 0、 7 . 6、 8 . 0 )的          

50 mmol/L 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液配制 0.5%的

果胶溶液。100 μL酶液与 50 μL不同 pH的 0.5%果

胶溶液在 50 °C反应 30 min，用DNS法测定酶活，

确定酶的最适反应 pH。(4) 酶的热稳定性。100 μL

酶液与 50 μL 0.5%果胶溶液(用 pH 5.0、50 mmol/L

的醋酸钠缓冲液溶解)分别在 30、40、50、60、

70 °C水浴中反应，每隔 10 min测一次酶活，比较

相对酶活力，以 0 min为对照，确定酶的热稳定性。

(5) 酶的pH稳定性。用不同pH的缓冲溶液溶解果胶

和果胶酶，4 °C过夜，分别调 pH至 4.8后用DNS法

测酶活，比较相对酶活力，确定酶的 pH稳定性。(6) 

金属离子对酶活力的影响。分别取 20 μL 50 mmol/L

的 AgNO3、KCl、CaNO3·4H2O、MgSO4·7H2O、

FeSO4·7H2O、CuSO4·5H2O、LiCl、BaCl2·2H2O、

MnSO4·H2O、Pb(C2H3O2)2·3H2O、NiCl·6H2O、

C o ( N O 3 ) 2 · 6 H 2 O、Z n S O 4 · 7 H 2 O 盐溶液加入        

50 μL 0.5%果胶溶液(用 pH 5.0、50 mmol/L 

的醋酸钠缓冲液溶解)中，各加入 100 μL 酶液于

50 °C反应 30 min，用DNS法测定酶活力，以双蒸

水作对照，确定这些金属离子对果胶酶活性的影

响。(7) 酶的动力学常数 Vm及 Km。分别取 50 µL浓

度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 g/L的果胶(用 pH 5.0、

50 mmol/L的醋酸钠缓冲液溶解)与100 µL酶液50 °C

反应 3 0  m i n，用 D N S 法测定酶活力，用

Lineweaver-Burk 作图法求酶动力常数 Vm 及 Km。 

2  结果与分析 

2.1  不同发酵天数的粗酶液中果胶酶活性的定

量及定性检测 

发酵液果胶酶活性用 DNS 法进行定量测定，D-

半乳糖醛酸的标准曲线见图 1。通过测定，发现苹果

树腐烂病菌在 0.5%淀粉MS培养基中发酵 10 d后果

胶酶活性最高(图 2)，以后的研究均采用此条件。 

为了进一步检测该活性的特异性，用钌红染

色法对该粗酶液果胶酶进行了定性检测。由图 3可 

以看出，缓冲液(图 3中 3)和酸碱(图 3中 2和 6)都

没有显色圈，甲基化(图 3中 5)也不能产生显色圈，

只有 Sigma果胶酶对照(图 3中 1)和粗酶液具有明显

的显色圈，表明该方法作为检测果胶酶的存在十分

有效，同时也表明粗酶液中含有果胶酶。 
 

 
 

图 1  D-半乳糖醛酸标准曲线 
Figure 1  Standard curve of D-galacturonic acid 

 

 
 

图 2  果胶酶活性随发酵时间的变化 
Figure 2  The variety of the pectinase activity at different 
fermentation time 
 

 
 

图 3  果胶琼脂糖凝胶钌红染色结果 
Figure 3  Staining of agarose gel containing pectin using RR 
注：1：20 μL Sigma果胶酶；2：20 μL 1 mol/L氢氧化钠；3：

20 μL pH 5.0 50 mmol/L醋酸钠缓冲液；4：粗酶液；5：20 μL

甲醇；6：20 μL 1 mol/L HCl. 

Note: 1: 20 μL Sigma pectinase; 2: 20 μL 1 mol/L sodium hydroxide; 
3: 20 μL pH 5.0 50 mmol/L sodium acetate buffer; 4: Crude enzyme 
solution; 5: 20 μL of methanol; 6: 20 μL 1 mol/L HCl. 
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2.2  硫酸铵分级沉淀 

发酵液过滤后用不同饱和度的硫酸铵进行梯

度盐析。结果见表 1，当硫酸铵饱和度低于 40%时

没有沉淀析出；当硫酸铵饱和度达到 70%时，析

出大量沉淀，沉淀溶解之后检测到较强的果胶酶

活性；上清中继续加硫酸铵至饱和度为 90%，此

时仍有沉淀析出，但是沉淀中果胶酶的比活较

低，可能大部分是一些杂蛋白，因此选择硫酸铵

饱和度为 70%的沉淀作为目的蛋白。 

2.3  果胶酶的分离纯化 

粗酶粉经缓冲液稀释后过分子筛柱 Sephacryl 

S-100后，每管测果胶酶活(图 4)，结果表明 2-S和

1-S 两个峰对应的酶液均有酶活，但 2-S 峰的果胶

酶活性整体高于 1-S峰中果胶酶活性。由于果胶酶

是一种复合酶，说明 1-S和 2-S可能是两种不同的

果胶酶。 

将 1-S和 2-S对应的粗酶液分别过阴离子交换

柱 DEAE-Sepharose Fast Flow (图 5)。进行果胶酶

活 性 检 测 ， 将 有 果 胶 酶 活 性 的 样 品 进 行

SDS-PAGE 电泳(图 6)，1-S 由于蛋白种类太多没

有得到有效分离，由 2-S 分离得到的果胶酶已达

到电泳纯。肽段序列测定发现该氨基酸序列为

MTAGTGGGNLFFIEHTTDFEFYSANSK和GGNK 

GGLDGIDIWGTNIWVHDVEVTNK，通过 NCBI

数据库比对可知该酶为鼠李糖半乳糖醛酸酶，等

电点为 6.03。 

 
表 1  硫酸铵分段盐析结果 

Table 1  The result of salting out by ammonium sulfate 
硫酸铵饱和度 

Saturability of ammonium sulfate 

酶活力 

Enzyme activity (U/mL) 

蛋白总量 

Total protein (mg) 

比活 

Specific activity (U/mg) 

粗酶液 Crude Enzyme 46.06 2.56 17.99 

0−40% 0.00 0.00 0.00 

40%−70% 36.53 1.06 34.46 

70%−100% 6.24 0.82 7.61 

 
 

 
 

图 4  粗酶液经过 Sephacryl S-100 洗脱图谱 
Figure 4  Elution profile of coarse enzyme on Sephacryl S-100 
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图 5  1-S (A)和 2-S (B)分别经过阴离子交换柱 DEAE-Sepharose Fast Flow 洗脱图谱 
Figure 5  Elution profile of 1-S (A) and 2-S (B) on DEAE-Sepharose Fast Flow 

 
 

2.4  果胶酶的酶学性质 

2.4.1  分子量：SDS-PAGE电泳后根据标准蛋白的

标准曲线方程计算出鼠李糖半乳糖醛酸酶的分子

量为 58.83 kD (图 6)。 

2.4.2  最适反应温度：利用 DNS 法对鼠李糖半乳

糖醛酸酶进行最适反应温度测定，发现其最适反

应温度约为 40 °C；在 20 °C和 30 °C时，酶活性较 

 

 
 
图 6  SDS-PAGE 电泳图 
Figure 6  Electrophoresis of SDS-PAGE 
注：1：Marker；2：Sigma 果胶酶；3：粗蛋白；4：1-S-1；5：

1-S-2；6：2-S-1；7：2-S-2. 

Note: 1: Marker; 2: Sigma pectinase; 3: Crude protein; 4: 1-S-1; 5: 
1-S-2; 6: 2-S-1; 7: 2-S-2. 
 

低，分别为最高酶活性的 21.06%和 35.89%；当温

度达到 45 °C 时酶活性比较高，为最高酶活性的

90.45%；当温度超过 45 °C时，果胶酶活性开始明

显下降；在 80 °C 时，酶活性仅为最高酶活性的

17.97% (图 7)。 

2.4.3  最适反应 pH 值：由图 8可以看出，鼠李糖

半乳糖醛酸酶的最适反应 pH为 3.5左右；pH范围

在 2.0−4.0 时，果胶酶的相对酶活力能保持在最高

酶活力的 80%以上；当 pH 高于 5.5 时，相对酶活

力下降，低于 50%。 

 
 
 

 
 
 

图 7  鼠李糖半乳糖醛酸酶最适反应温度 
Figure 7  Effect of temperature on the activity of 
rhamnose galacturonic acid enzymes 
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图 8  鼠李糖半乳糖醛酸酶最适催化 pH 
Figure 8  Effect of pH on the activity of rhamnose 
galacturonic acid enzymes 
 

2.4.4  果胶酶的稳定性：(1) 热稳定性。由图 9 可

以看出，鼠李糖半乳糖醛酸酶在 30 °C时酶活力较

为稳定，保温 1 h后仍能保持 80%以上的酶活力；

在 40 °C，40 min以内时仍能保持 80%以上的酶活

力，40 min以上时酶活力急剧下降；温度高于 50 °C

时酶活力迅速下降； 60 °C 和 70 °C 保温         

10 min时酶活力仅为 22.0%和 16.8%。(2) pH稳定

性。鼠李糖半乳糖醛酸酶在 pH 2.0−5.5之间的果胶

酶活性比较稳定，能保持 50%以上的酶活力；在

pH 7.0−8.0 之间检测不到果胶酶活性，见图 10。(3)

金属离子的稳定性。金属离子对鼠李糖半乳糖醛

酸酶活性的影响见表 2。由表 2 可以看出，Ca2+对

酶活力有强烈的激活作用，Li+、Co2+对酶活有轻

微的激活作用，K+对酶活有轻微的抑制作用，

Fe2+、Pb2+、Zn2+、Cu2+、Mn2+、Ni+对酶活有较强

的抑制作用，Ba2+、Mg2+加入之后检测不到果胶酶

活性。 

 
 

图 9  鼠李糖半乳糖醛酸酶热稳定性 
Figure 9  Thermal stability of rhamnose galacturonic acid 
enzymes 
 
 

 
 

图 10  鼠李糖半乳糖醛酸酶 pH 稳定性 
Figure 10  pH stability of rhamnose galacturonic acid 
enzymes 
 

2.4.5  酶促反应动力学研究：用定量的果胶酶鼠

李糖半乳糖醛酸酶与不同浓度的底物 (果胶 )反

应，测得不同底物浓度条件下的反应速度。根

据 Lineweaver-Burk 法可得 y=23.095x+6.415 3，

求 出 ： Km=23.095/6.415 3=3.600 g/L ，

Vm=1/6.415 3=0.162 7 g/(L·min)。 

 

表 2  金属离子对鼠李糖半乳糖醛酸酶酶活力的影响 
Table 2  The effect of metal ion on rhamnose galacturonic acid enzyme activity 

金属离子 

Metal ions 

相对酶活力 

Relative enzyme activity (%) 

金属离子 

Metal ions 

相对酶活力 

Relative enzyme activity (%) 

Control 100.0 Control 100.0 

K+ 86.2 Cu2+ 24.0 

Ca2+ 231.1 Li+ 133.9 

Mg2+ 0.0 Ba2+ 0.0 

Fe2+ 65.0 Mn2+ 70.9 

Pb2+ 51.6 Ni+ 41.1 

Zn2+ 36.2 Co2+ 107.4 
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3  结论 

苹果树腐烂病菌的侵染致病过程是一个相当

复杂的互作过程。目前，已有很多研究表明果胶

酶可能是苹果树腐烂病致病过程中的一个重要致

病因子。 

本实验通过测定发酵液果胶酶活性确定了最

适发酵时间，并通过对发酵液进行硫酸铵盐析、

透 析 、 冷 冻 干 燥 、 Sephacryl S-100 ，

DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析等过程从苹果树

腐烂病菌发酵液中分离得到了鼠李半乳糖醛酸

酶，等电点为 6.03。与SDS-PAGE中标准蛋白的相

对迁移率 (Rf)比较，得到其亚基分子量为     

58.83 kD。经测定，该果胶酶最适反应温度为

45 °C，最适 pH为 3.5。Normand等[18]通过毕氏酵

母真核表达分离到了担子菌中存在的一种鼠李聚

半乳糖醛酸酶，它的分子量为 56 kD，最适反应温

度为 40−50 °C，最适 pH为 4.5−5.0之间。二者的研

究数据基本一致。同时，本研究还对分离到的酶

的酸稳定性和热稳定性进行了研究，发现该酶在

pH 2.2−5.5之间酶活性基本稳定，在 40 °C以下比

较稳定，这些数据目前尚未见报道。此外，本实

验还发现，Ca2+对鼠李半乳糖醛酸酶活力有强烈的

激活作用，Li+和 Co2+离子对酶活也有一定的激活

作用，而 K+、Fe2+、Pb2+、Zn2+、Cu2+、Mn2+、Ni+

对该酶活有抑制作用，特别是 Ba2+和 Mg2+离子完全

能抑制该酶的活性。由此可以推测，如果在苹果树

腐烂病防治过程中能考虑到 Ba2+和 Mg2+离子或者

K+、Fe2+、Cu2+、Mn2+等离子的应用，也许可以增强

树木对病菌侵染的抵抗能力。这一结果对苹果树腐

烂病的防治具有重要的指导意义。 

本实验在分离过程中分析有两个果胶酶区段

(1-S和 2-S)，但由于 1-S中蛋白种类较多，各组分含

量较少，未能分离纯化出来。实际上，在苹果树腐

烂病菌的致病过程中，起致病作用的成分也许是能

够分解果胶物质的果胶复合酶。许多研究也表明不

同微生物产生的果胶酶都不是单一组分，通常为一

种或几种复合酶[19]。因此要研究清楚苹果树腐烂病

菌的致病机理，还需要进一步分离纯化其他果胶酶。 
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序号 会议名称 主办/协办单位 时间 人数 地点 联系方式 

20 
第三届中国临床微生物学医院感染

学术会议
中国微生物学会临床微生物

学专业委员会
9月 50 待定 马晓莹 

21 
2017年中国微生物学会酿造分会学

术年会
中国微生物学会酿造分会 10月 200 青岛 鲁菲  高洁 

22 第 13届全国海洋药物年会 
中国微生物学会海洋微生物

学专业委员会
10月 300 青岛 于广利 

23 2017国际化学生物学会议 
中国微生物学会生化过程模
型化与控制专业委员会

10月 500 上海 谭高翼 

24 2017年中国微生物学会学术年会 中国微生物学会 
10月中
下旬

800 待定 
杨海花  王旭
010-64807200

25 
第三届放线菌生物学与产业化暨首

届微生物药物学术研讨会 
中国微生物学会分子微生物学
与生物工程专业委员会

10月下
旬

100 
湖南 
长沙 

夏立秋 

26 
第十届全国青年微生物学工作者学

术讨论会 
中国微生物学会普通微生物

学专业委员会 
10月 200 

湖南 
长沙 

王琳淇 
胡胜标 
胡玮

27 首届微生物前沿交叉创新论坛 

中国微生物学会普通微生物
学专业委员会、环境微生物
学专业委员会和分子微生物
学及生物工程专业委员会联

合主办

10月 50 
湖南 
长沙 

李越中 
覃重军 
周宁一 

28 
第二届全国昆虫肠道微生物与环境治
理学术研讨会暨第五届全国食用昆虫
与微生物转化废弃物及产业化研讨会 

中国微生物学会农业微生物
学专业委员会 

10月 200 
湖北 
武汉 

郑龙玉  罗勤
ly.zheng@mail.

hzau.edu.cn

29 类鼻疽病的实验室诊断与临床诊治 
中国微生物学会临床微生物

学专业委员会
11月 50 

海南 
三亚 

陈海 

30 
幽门螺杆菌快速分离培养、鉴定、药

敏试验新技术培训班 
中国微生物学会临床微生物

学专业委员会
11月 50 

浙江 
宁波 

吕宝霞 

31 
第九届全国微生物资源学术暨国家
微生物资源平台运行与服务研讨会 

中国微生物学会微生物资源
专业委员会 

11月 400 
江苏 
南京 

阮志勇
010-8210863
李  盼 

010-82105075

32 人体微生物组学与健康 
中国微生物学会医学微生物
学与免疫学专业委员会

待定 50 上海 郭晓奎、秦金红

33 全国医学微生物学高峰论坛 
中国微生物学会医学微生物
学与免疫学专业委员会

待定 200 上海 郭晓奎、秦金红

34 
第二十次全国环境微生物学学术研

讨会 
中国微生物学会环境微生物

学专业委员会
11月 600 

浙江 
杭州 

钟卫鸿 

36 2017中国生物制品年会 
中国微生物学会生物制品专

业委员会
11月 800 

四川 
成都 

毛群颖 

37 
第十二届全国芽胞杆菌青年工作者

学术研讨会 
中国微生物学会农业微生物

学专业委员会
12月 200 

江苏 
南京 

高学文 
025-84395268

 


