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不同碳、氮源组合对小麦全蚀病菌
产生胞外Β21, 32葡聚糖酶的影响

α

余永廷,谢媛媛,黄丽丽,康振生
(西北农林科技大学 植保学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用改进的M S 液体培养基,通过改变碳、氮源组合,分别在振荡培养小麦全蚀病菌 7, 14, 21 d 时

(26 ℃, 150 röm in) ,用 3, 52二硝基水杨酸 (DN S)比色法测定培养滤液中的Β21, 32葡聚糖酶活性。结果表明,培养基

中分别以小麦茎秆、叶片,玉米茎秆、叶片和根系为碳源与不同氮源组合,培养滤液中 Β21, 32葡聚糖酶活性有明显差
异,其中以小麦叶片为碳源时酶活性最高,以玉米根系为碳源时酶活性较低,但两者之间酶活性无明显差异。培养

基中加入有机氮时酶活性均明显高于加入无机氮,但两种有机氮培养基中的酶活性变化趋势完全不同。以牛肉膏

为氮源时,在小麦全蚀病菌培养 7 d 时培养滤液中的酶活性最高,且酶活性随病菌培养时间的延长而逐渐下降; 以

蛋白胨为氮源时酶活性则呈上升趋势,在病菌培养 21 d时最高。以上结果表明,供试各组合中以牛肉膏为氮源、小

麦叶片为碳源的组合为最佳组合, 7 d 时有相对较高的酶活性。
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Abstract: T he pathogen ic fungi Gaeum annom y ces g ram in is var. tritici (Ggt) w as cu ltu red in modif ied

M S m edium (26 ℃, 150 röm in) w ith differen t com b inat ion s of carbon and n it rogen sou rces. T he enzym e

act ivity in the cu ltu re filt ra te w as detected by 3, 52din it ro sa licylic acid (DN S) in 7, 14, 21 d after cu ltu ring

the fungu s. T he resu lts show ed the enzym e act ivit ies w ere obviou sly differen t in the cu ltu re filt ra te w ith

w heat sta lk s, w heat leaves, m aize sta lk s, m aize leaves and m aize roo ts as carbon sou rce com b ined w ith

differen t n it rogen sou rces. T he h ighest enzym e act ivit ies w ere detected in the cu ltu re filt ra te w ith w heat

leaves as the carbon sou rce and the low est enzym e act ivit ies w ere in the cu ltu re filt ra te w ith m aize roo ts as

the carbon sou rce. T he enzym e act ivit ies w ere no t sign if ican t ly differen t in the cu ltu re filt ra te w ith w heat

t issues as compared w ith that w ith m aize t issues. Comparing 4 n it rogen sou rces, the enzym e act ivit ies w ere

obviou sly h igher in the cu ltu re filt ra te w ith o rgan ic n it rogen than that w ith ino rgan ic n it rogen. T he h ighest

enzym e act ivit ies w ere detected in the cu ltu re filt ra te w ith beef ex tract as n it rogen sou rce 7 d after

cu ltu ring the fungu s. T he enzym e act ivit ies detected in the cu ltu re filt ra te w ith pep tone w ere low and
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reached the peak 21 d after cu ltu ring the fungu s. T he enzym e act ivit ies in the cu ltu re filt ra te w ith beef

ex tract decreased gradually du ring the cu ltu re stage. T he best carbon and n it rogen com b inat ion in the

m edium fo r enzym e act ivit ies w as beef exact and w heat leave detected 7 d after cu ltu ring the fungu s.
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　 　 小 麦 全 蚀 病 是 由 禾 顶 囊 壳 小 麦 变 种

(Gaeum annom y ces g ram in is (Sacc. ) von. A rx and

O livier var. tritici W alker) 侵染小麦引起的重要根

茎部病害,主要引起黑根、分蘖减少、枯白穗等症状,

造成严重的产量和经济损失。由于该病在世界小麦

种植区广泛分布,且在小麦生育期均可危害,加之没

有免疫和高抗品种,使得病害防治更加困难。国内外

植物病理工作者在小麦全蚀病的化学防治、生物防

治、致病机理等方面已经进行了大量的研究工

作[128 ] ,基本明确了小麦全蚀病菌侵染过程的细胞学

行为以及细胞壁降解酶在致病过程中的作用[528 ] ,特

别是对病菌分泌的纤维素酶、半纤维素酶、果胶酶在

侵染、致病过程中的作用进行了研究,但目前关于小

麦全蚀病菌分泌胞外Β21, 32葡聚糖酶及其与致病过
程的关系研究报道甚少。

本课题组在对受小麦全蚀病菌侵染的根组织进

行细胞化学研究时证实,小麦根组织受侵染后产生

的防御反应结构——“木质管 (lign in2tube)”中含有

大量的Β21, 32葡聚糖[9210 ] ,据此推测小麦全蚀病菌在

穿透木质管的过程中可能会分泌胞外Β21, 32葡聚糖
酶,以降解Β21, 32葡聚糖,达到穿透木质管而入侵、

扩展和定殖的目的。另外,采用液体发酵方法培养小

麦全蚀病菌,用生物化学方法已经证实培养滤液中

含有病菌分泌的胞外Β21, 32葡聚糖酶[11 ] ,但由于该

酶产量少、活性低,分离纯化困难,所以目前仍未明

确其酶学性质、结构及其功能。因此,本研究在前期

工作的基础上,筛选有利于产酶的培养基,为进一步

研究小麦全蚀病菌胞外Β21, 32葡聚糖酶的性质、结
构, 揭示其在病菌侵染、致病过程中的作用奠定基

础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　 供 试 菌 种 　 禾 顶 囊 壳 小 麦 变 种

Gaeum annom y ces g ram in is var. tritici (Ggt) 9826菌

株,由西北农林科技大学植物病理研究所提供。病菌

按常规方法在PDA 平板培养基上繁殖、保存备用。

1. 1. 2　基础培养基　液体发酵产酶培养基 (改进的

M S 液体培养基) , 参考V an Hoof 等[12 ]和王旭丽

等[11 ]的方法。

1. 1. 3　供试碳源　将1. 1. 2改进的M S液体培养基

中的麸皮分别改为收获后晒干的小麦茎秆、叶片及

玉米根系、茎秆和叶片,用量为1%。

1. 1. 4　供试氮源　将1. 1. 2改进的M S液体培养基

中的酵母浸膏分别改为牛肉膏、蛋白胨、硝酸铵、氯

化铵,用量为1%。

1. 1. 5　化学试剂及来源　昆布多糖 (L am inarin)为

Sigm a 公司产品,其他试剂均为国产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养方法　将在PDA 平板培养基上黑暗培

养 (26 ℃) 3～ 5 d 的小麦全蚀病菌,用打孔器取直径

5 mm 的菌饼 4 块,放入装有 50 mL 液体培养基的

150 mL 三角瓶中,设 3 个重复,置恒温摇床振荡培

养 (26 ℃、150 röm in,黑暗)。并根据不同碳、氮源设

为不同处理。

1. 2. 2　酶液的提取　分别在振荡培养 7, 14, 21 d

时, 于无菌条件下吸取培养液, 4 ℃、10 000 röm in

离心5 m in,取上清液备用。

1. 2. 3　酶活性的测定　酶活性的测定采用 3, 52二
硝基水杨酸 (DN S)比色法。取 0. 05 mo löL pH 5. 5

的乙酸钠2乙酸缓冲液配制的 0. 1%底物昆布多糖

100 ΛL , 37 ℃水浴预热 5 m in 后加入 100 ΛL 酶液,

混匀,置37 ℃保温30 m in。采用DN S法测定生成的

还原性糖[11 ]。

一个酶活力单位 (U )定义为: 37 ℃,每m in 分解

底物昆布多糖产生1 Λmo l葡萄糖的酶量。

2　结果与分析

2. 1　以小麦组织为碳源对产酶的影响

　　由图1可以看出,分别以小麦茎秆、叶片为碳源

与牛肉膏、蛋白胨、硝酸铵、氯化铵组合,培养滤液中

小麦全蚀病菌胞外Β21, 32葡聚糖酶活性在不同培养
时间、不同组合之间明显不同。从图1 a 可以看出,以

小麦茎秆与牛肉膏组合,培养滤液中Β21, 32葡聚糖
酶活性在病菌培养 7 d 时较高,为 0. 062 U ömL ,明

显高于其他组合, 14 d 时酶活性略有下降 (0. 06 U ö
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mL ) ,但仍然高于其他组合,到21 d 时酶活性下降至

0. 051 U ömL ,较第7天下降了17. 7%。以小麦茎秆

与蛋白胨组合,培养滤液中Β21, 32葡聚糖酶活性在
病菌培养过程中呈明显上升趋势, 7 d 时酶活性较

低, 只有 0. 027 U ömL , 14 d 时酶活性为0. 044 U ö

mL ,较第 7天时增加了 63. 0% ,到 21 d 时酶活性继

续上升,较第 7 天时增加了 122. 2% ,达到 0. 06 U ö

mL。而以小麦茎秆与硝酸铵和氯化铵的组合,培养

滤液中Β21, 32葡聚糖酶活性在整个病菌培养过程中
均较低,且酶活性变化不大。

图 1　以小麦组织为碳源时不同氮源对小麦全蚀病菌产生胞外Β21, 32葡聚糖酶的影响
- ◇- . 牛肉膏; - ●- . 蛋白胨; - △- . 硝酸铵; - □- . 氯化铵; a. 小麦茎秆; b. 小麦叶片

F ig. 1　Extracellu lar Β21, 32glucanase activity detected in the differen t m edia of w heat stalk as the single

Carbon source and beef ex tract, pep tone, N H 4NO 4 and N H 4C l as n itrogen source, respectively, in the differen t incubation tim e

- ◇- . Beef ex tract; - ●- . Pep tone; - △- . ammonium nitrate; - □- . Ammonium ch lo rine; a. W heat stalk; b. W heat leaves

　　由图 1 b 可以看出,小麦叶片与牛肉膏组合,培

养滤液中Β21, 32葡聚糖酶活性在病菌培养过程中呈
逐渐下降趋势;以小麦叶片与蛋白胨组合,培养滤液

中 Β21, 32葡聚糖酶活性在病菌培养过程中呈明显上
升趋势; 以小麦叶片为碳源与牛肉膏、蛋白胨组合

时, 培养滤液中Β21, 32葡聚糖酶活性在病菌培养过
程中均高于小麦茎秆与牛肉膏、蛋白胨组合。以小麦

叶片为碳源与硝酸铵和氯化铵组合, 培养滤液中

Β21, 32葡聚糖酶活性在整个病菌培养阶段均较低,

且酶活性变化不大。从图1还可以看出,以硝酸铵和

氯化铵为氮源时, Β21, 32葡聚糖酶活性在病菌培养
期间明显低于以牛肉膏和蛋白胨为氮源,说明有机

氮较无机氮有利于小麦全蚀病菌胞外Β21, 32葡聚糖
酶的产生。

2. 2　以玉米组织为碳源对产酶的影响

由图2可以看出,以玉米茎秆、叶片及根系分别

为碳源,与牛肉膏、蛋白胨、硝酸铵、氯化铵组合,小

麦全蚀病菌胞外Β21, 32葡聚糖酶活性在小麦全蚀病
菌不同培养时间、不同组合之间明显不同。从图2 a

可以看出,以玉米茎秆与牛肉膏组合,培养滤液中Β2
1, 32葡聚糖酶活性在病菌培养过程中呈逐渐下降趋
势,在7 d 时最高,为0. 057 U ömL , 14 d 之后酶活性

明显下降, 21 d 时酶活性下降至0. 03 U ömL ,较第7

天时下降了47. 4% ,且明显低于其他组合;而以蛋白

胨为氮源的组合酶活性呈现升高趋势, 7 d 时酶活

性为0. 037 U ömL , 14 d 时达到0. 049 U ömL ,较第7

天时升高了13. 3% , 21 d 时酶活性上升至0. 075 U ö

mL ,明显高于其他组合; 以硝酸铵及氯化铵为氮源

的组合酶活性均较低 (0. 021～ 0. 027 U ömL ) ,在病

菌培养过程中酶活性虽有上升,但幅度较小。

以玉米叶片为碳源与不同氮源组合,在不同培

养时间Β21, 32葡聚糖酶活性变化趋势以及酶活性水
平与以玉米茎秆为碳源时相似 (图2 b)。以蛋白胨为

氮源, 21 d 时以玉米叶片为碳源的酶活性比以玉米

茎秆为碳源的低 10. 7% ; 以硝酸铵为氮源, 21 d 时

以玉米叶片为碳源的酶活性比以玉米茎秆为碳源的

高11. 1%。

从图2 c可以看出,以玉米根系为碳源与牛肉膏

组合, Β21, 32葡聚糖酶活性水平在不同时间与以玉
米茎秆、叶片为碳源的相似,酶活性在 14 d 时比7 d

时略高,之后明显下降; 以蛋白胨为氮源的组合,酶

活性水平在不同时间均较以玉米茎秆、叶片为碳源

的组合低,在21 d 时相差更明显,分别比二者低 35.

8%和42. 7% ,且酶活性在培养期间增幅较小, 14和

21 d 的酶活性分别较 7 d 时增长 12. 9%和 38. 7% ;

以硝酸铵及氯化铵为氮源的组合,酶活性水平均比

以玉米茎秆、叶片为碳源的组合低,酶活性变化趋势
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也与二者不同。

图 2　以玉米组织为碳源时不同氮源对小麦全蚀病菌产生胞外Β21, 32葡聚糖酶的影响
- ◇- . 牛肉膏; - ●- . 蛋白胨; - △- . 硝酸铵; - □- . 氯化铵; a. 玉米茎秆; b. 玉米叶片; c. 玉米根系

F ig. 2　Extracellu lar Β21, 32glucanase activity detected in the differen t m edia of m aize stalk as the single

Carbon source and beef ex tract, pep tone, N H 4NO 4 and N H 4C l as n itrogen source, respectively, in the differen t incubation tim e

- ◇- . Beef ex tract; - ●- . Pep tone; - △- . ammonium nitrate; - □- . Ammonium ch lo rine; a. M aize stalk; b. M aize leaves; c. M aize roo ts

　　从图2还可以看出,以玉米茎秆、叶片及根系为

碳源,有机氮明显较无机氮有利于小麦全蚀病菌胞

外Β21, 32葡聚糖酶的产生; 以牛肉膏为氮源,在病菌

培养早期酶活性较高;以蛋白胨为氮源,在病菌培养

后期酶活性较高;以硝酸铵和氯化铵为碳源,无论何

种供试氮源均不利于病菌产酶。

综合以上结果可以看出,以小麦茎秆、叶片及玉

米茎秆、叶片和根系为碳源与不同氮源组合, Β21, 32
葡聚糖酶活性受碳源的影响较小而受氮源的影响较

大,有机氮明显比无机氮有利。从培养时间来看,以

牛肉膏为氮源时在培养初期即可获得较高的酶活

性,较王旭丽等[11 ]报道的培养时间缩短了2倍,更有

利于酶的分离纯化。

3　讨　论
小麦全蚀病菌侵染过程的细胞化学研究结果显

示,病菌的侵染过程可能涉及Β21, 32葡聚糖酶[9210 ] ,

该病菌在液体培养过程中也能够产生胞外Β21, 32葡
聚糖酶[11 ]。因此,为了分离纯化出足量的小麦全蚀

病菌胞外Β21, 32葡聚糖酶,明确该酶在病菌侵染过

程中的作用,以及为抗病基因工程研究提供物质基

础,首先应筛选出产酶培养基和利于小麦全蚀病菌

分泌胞外Β21, 32葡聚糖酶的条件。
利于不同植物病原真菌生长和产生胞外Β21, 32
葡聚糖酶的碳、氮源不同,如大麦葡聚糖或茯苓多糖

有利于里氏木霉菌 (T richod erm a reesei)产生胞外Β2
1, 32葡聚糖酶,但在以葡萄糖为碳源的培养基中产酶

量较少[13 ]; 燕麦麸皮和酵母浸膏利于炭色旋孢腔菌
(Coch liobolus ca rbonum )产酶,少量蔗糖则抑制其产

酶[12 ]; 而San to s等[14 ]利用以葡萄糖和硝酸钠分别为

碳、氮源的查氏 (Czapek)培养基培养意大利青霉菌,

使其产生胞外Β21, 32葡聚糖酶,但同时研究发现培养

基中过量的葡萄糖会抑制意大利青霉菌产酶,王旭丽

等[11 ]在研究小麦全蚀病菌产酶条件筛选时也发现,

葡萄糖和蔗糖会抑制病菌分泌胞外Β21, 32葡聚糖酶,

以小麦麸皮和牛肉膏分别为碳、氮源的组合比其他组

合更利于产酶。本研究发现,供试各组合中以牛肉膏

为氮源,小麦叶片为碳源的组合最好,在病菌培养早

期Β21, 32葡聚糖酶活性就达到较高水平。这些研究结
果对前期的结果是很好的补充和完善。
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