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栗疫病菌对板栗几丁质酶活性的诱导
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　　[摘　要 ]　以板栗 (Castanea m ollissim a B l. ) 实生苗和嫁接苗 (怀黄) 为试材, 研究了栗疫病菌 (C ryp honectria

p arasitica)菌块、CFE、M E 等对板栗几丁质酶的诱导, 测定了几丁质酶活性、比活性, 并对其进行初步纯化。结果表

明, 菌块对板栗几丁质酶总活性、比活性的诱导效果最佳; 接种后 35～ 40 h 几丁质酶活性持续上升并达到高峰, 之

后开始下降。能够同时检测到板栗几丁质酶的内切酶和外切酶, 以内切酶活性稍高。初步确定板栗几丁质酶的分子

质量为 60 ku。
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　　几丁质酶 (EC 3. 2. 1. 14) 能将几丁质分解为几

丁寡聚糖或N 2己酰氨基葡萄糖, 在许多高等植物体

内普遍存在。几丁质酶与植物抵御病原侵害的防卫

反应有关, 因而其功能和特性日益受到重视。植物几

丁质酶具有可诱导性, 病原菌侵染均可诱导其酶活

性提高[1～ 2 ]。目前, 各种体内、体外及转基因试验已

证实植物几丁质酶具有抗真菌活性, 是植物防卫系

统的重要成员。人们希望通过对该酶的广泛深入研

究, 将其用于真菌和线虫等病害的综合防治。栗疫病

为一种弱寄生的真菌性病害[3 ] , 在我国大多数栗产

区有不同程度的发生, 且有不断加重的趋势[4 ] , 对我

国板栗生产、出口及资源的持久抗病性带来不良影

响。国内有关板栗抗栗疫病菌方面的几丁质酶研究

目前还未见报道, 为了解几丁质酶在板栗抗栗疫病

菌中的作用, 本研究用栗疫病菌菌块、病菌代谢物及

其对照等处理对板栗进行诱导, 检测板栗几丁质酶

活性并进行初步纯化, 以期为板栗抗栗疫病菌研究

提供理论依据。

1　材料与方法

材　料　以抗病性强的板栗 (Castanea m ollissi2
m a B l. ) 实生苗和抗病性弱的嫁接苗 (怀黄) 当年生新梢

为材料[5 ] , 以菌落桔黄色的野生强毒力菌株 CQ X002 做

为供试菌株, 经 PDA 培养基活化后备用。

感染试验　配制液体培养后滤液 (CFE)、干菌

丝提取液 (M E)、菌块 (FB )、无菌水及空白 PDA 培

养基[6 ] , 感染试验参照王克荣等[7 ]的方法。CFE,M E

对照为蘸无菌水, 菌块的对照为空白 PDA 培养基。

酶活性测定　酶活性测定参照文献[ 8 ]的方法。

规定每小时分解胶体几丁质产生 1 Λg N 2己酰氨基

葡萄糖的酶量为 1 个酶活性单位。

蛋白质含量测定　参照文献[ 9 ]的方法。

几丁质酶的纯化　参照杜良成等[10 ]的方法。

SD S2PA GE 电泳　参照文献 [ 11 ] 的方法,

M arker 选用上海生工生产的低分子质量标准蛋白。

2　结果与分析

2. 1　板栗几丁质酶总活性诱导的分析

　　试验结果表明, 经过菌块、M E 和CFE 诱导后,

板栗几丁质酶总活性显著高于空白对照, 其酶活性

提高 3～ 6 倍。在检测期间存在一个酶活性高峰期,

位于接种后 35～ 40 h (图 1)。菌块处理诱导后的嫁

接苗 (怀黄)和实生苗的几丁质酶总活性均高于另外

两种诱导物 (CFE 和M E) , 这表明 3 种诱导物中以

菌块的诱导效果最佳。此外, 经相同处理诱导后, 实

生苗 (抗病性强)的酶活性显著高于嫁接苗。

2. 2　板栗几丁质酶比活性诱导的分析

从不同处理对板栗几丁质酶比活性的诱导检测

结果 (图 2) 来看, 不同处理在高峰期的比活性均高

于各个对照。相对于空白对照而言, 诱导植株前期的

比活性稍低于空白对照。在对板栗比活性诱导的 3

种处理中, 以菌块的诱导效果最佳。经菌块诱导后,
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实生苗的比活性显著高于嫁接苗 (怀黄)。

图 1　不同处理对板栗几丁质酶总活性的诱导
- ◇- 干ö黄; - ◇- 干ö实; - ▲- 块ö黄; - △- 块ö实;
- □- 液ö黄; - □- 液ö实; - 3 - 空ö黄; - ø - 空ö实

F ig. 1　T he induction of differen t treatm ent
to to ta l act ivity of chestnu t ch it inases
- ◇- M EöGrafting; - ◇- M EöSeeding;
- ▲- FBöGrafting; - △- FBöSeeding;

- □- CFEöGrafing; - □- CFEöSeeding;

- 3 - B lanköGrafting; - ø - B lanköSeeding

图 2　不同处理与对照对板栗几丁质酶比活性的诱导
- ◇- 干ö黄; - □- 干ö实; - ▲- 块ö黄; - □- 块ö实;
- □- 液ö黄; - ●- 液ö实; - û- 空ö黄; - ø - 空ö实

F ig. 2 T he induction of differen t treatm ent
and con tro l to activity of chestnu t ch it inases

- ◇- M EöGrafting; - □- M EöSeeding;
- ▲- FBöGrafting; - □- FBöSeeding;

- □- CFEöGrafing; - ●- CFEöSeeding;

- û- B lanköGrafting; - ø - B lanköSeeding

图 3　不同处理对板栗几丁质酶比活性的诱导
- ◇- 干ö黄; - □- 干ö实; - ▲- 块ö黄; - □- 块ö实;
- □- 液ö黄; - ●- 液ö实; - û- 空ö黄; - ø - 空ö实

F ig. 3　T he induction of differen t treatm en t to
specific activity of chestnu t ch it inases

- ◇- M EöGrafting; - □- M EöSeeding;
- ▲- FBöGrafting; - □- FBöSeeding;

- □- CFEöGrafing; - ●- CFEöSeeding;

- û- B lanköGrafting; - ø - B lanköSeeding

图 4　板栗几丁质酶 SD S2PA GE 电泳
1, 7. M arker; 2, 3, 5, 6. 未纯化; 4. 纯化后

F ig. 4　SD S2PA GE of purified chestnu t ch it inase
1, 7. M arker; 2, 3, 5, 6. N onpuridied; 4. Purified

　
　
　

　

2. 3　板栗几丁质内切、外切酶活性诱导的分析

从板栗几丁质酶的内切、外切酶和总酶活性的

检测结果来看, 不同处理诱导后均能同时检测到内

切几丁质酶和外切几丁质酶活性, 且内切酶活性较

高。几丁质内切、外切酶和总酶活性在接种后

35～ 40 h达到高峰, 之后缓慢下降 (图 3)。这说明板

栗几丁质酶能被栗疫病菌诱导并有 1 个高峰期, 为

具有两种形式的酶。

2. 4　板栗几丁质酶 SD S2PA GE 电泳

栗疫病菌诱导的板栗几丁质酶粗酶液用再生几

丁质亲和柱初步纯化后, 用于 SD S2PA GE 电泳 (图

4)。初步确定其分子质量为 60 ku。

3　讨　论
目前, 植物几丁质酶已被证实具有两种类型: 内
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切几丁质酶和外切几丁质酶[12 ]。在本研究中也同时

检测到了经栗疫病菌诱导的板栗几丁质酶的内切酶

和外切酶活性, 内切酶活性相对高于外切酶活性, 这

与其他学者[12 ]的研究结果相同。

关于几丁质酶活性在细胞间的分布已有许多报

道, 本研究参考Bo ller 等[13 ]的方法, 试图确定板栗

几丁质酶的活性分布, 然而即使将原来离心力 (10

m in, 1 000 g)增加 10 倍 (10 m in, 10 000 g) , 仍未能

得到细胞间提取液。另外, 在进行纯化板栗几丁质酶

SD S2PA GE 电泳分析时, 电泳板上显示出板栗几丁

质酶的分子质量大约为 60 ku, 这与陈崇顺等[12 ]的

报道有较大的出入, 在第一次出现这种现象时, 曾怀

疑是否是其他蛋白的影响, 但经过多次重复、改进纯

化和电泳过程, 仍在相同的M arker 位置重复出现

时, 才最后确定其分子质量约为 60 ku。
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T he induct ion and pu rif ica t ion of C ryp honectric p a rasitica

to ch it inase of chestnu t

L IU D e-bing1, FAN Chong-hui1,W E I Jun -ya1, QIN L ing2

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of H orticu ltu re, B eij ing A g ricu ltu ra l Colleg e,B eij ing 102206, Ch ina)

Abstract: T he seedling chestnu t and graft ing chestnu t (H uai huang) w ere selected as experim en ta lm a2
teria ls. T he induct ion of b lock of C ryp honectric p a rasitica , CFE and M E to chestnu t ch it inase and the m ea2
su rem en ts of act ivity and specif ic act ivity of chestnu t and the simp le pu rif ica t ion of them w ere review ed.

T he resu lt show ed that the b lock of C ryp honectric p a rasitica had the h ighest induced effect to act ivity and

specif ic act ivity of chestnu t ch it inase, du ring 35- 40 h the act ivity of it w ere increasing after t rea tm en t and

reduced in la ter stage. Endoch it inase act ivity and indoch it inase act ivity of chestnu t w ere ob served sim u lta2
neou sly, the la t ter w as h igher than the fo rm er. T he mo lecu lar w eigh t of chestnu t ch it inase w as 60 ku.

Key words: chestnu t; C ryp honectria p a rasitica; ch it inase
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