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　　摘要：几丁质酶是催化降解几丁质的水解酶，在防治植物真菌病害与虫害方面的应用越来越广泛，是一种重要的
生防蛋白。棘孢木霉ＴＤ３１０４是一株优良的植物病害生防菌，几丁质酶在抑菌防病过程中发挥重要作用。为克隆表
达棘孢木霉ＴＤ３１０４几丁质酶基因ｇｅｎｅ０２５１４，明确酶学性质和抑菌活性，利用毕赤酵母表达系统对目的蛋白进行表
达，并通过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶进行纯化，对序列进行分析并研究其酶学性质及进行体外抑菌试验。本研究成功地构
建了ｐＰＩＣ９Ｋ／ｇｅｎｅ０２５２４重组载体，并且经过比对发现其包含ＧＨ１８家族的特征氨基酸序列，获得了毕赤酵母转几丁质酶

基因工程菌，表达的重组几丁质酶表观分子量４４．４ｋｕ，Ｋｍ＝２．０４８２ｇ／Ｌ，Ｖｍａｘ＝０．６３５５×１０
３μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），最适反应

温度为５０℃，最适ｐＨ值为５．０，在ｐＨ值为３．５时稳定性最高；金属离子Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋可强烈抑制酶活性；可抑制金黄
壳囊孢菌等病原真菌的生长。研究结果为解析棘孢木霉几丁质酶在生防中的作用及功能奠定了基础，并为植物病虫

害的防治提供了新的基因资源。
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　　植物真菌病害被认为是对作物产量影响最严
重的因素［１］，会造成严重的经济损失［２］。目前对植

物真菌病害的防治普遍采用化学防治，这不仅会污

染环境、破坏生态平衡，而且病原菌易产生抗药

性［３］，也可能会影响人的健康［４］。随着人们环保意

识以及个人保护意识的增强，生物防治由于其低成

本、环境友好等特点逐渐成为防治病害时首先考虑

的方法。

用于植物病害防治的生物因子主要包括细菌、

真菌、放线菌，目前在生防真菌中木霉菌是应用比

较广泛的一类生防菌［５］。木霉菌对多种植物病害

均有防治效果，并且对土壤生态平衡的影响最小，

不会损害有助于控制病原体的有益生物体，可以提

高植物抗病性，促进养分吸收和肥料利用，改善发

育环境并提高产量［１］。几丁质酶在木霉菌防治植

物病害过程中发挥着重要作用。

几丁质酶（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＥＣ３．３．２．１４）是以几丁质
为底物，通过催化降解 β－１－４－糖苷键将几丁质
（ｃｈｉｔｉｎ）降解为Ｎ－乙酰氨基葡萄糖或寡聚 Ｎ－乙
酰氨基葡萄糖的水解酶［６－７］，在自然界中发挥着重

要的作用。植物病原真菌的细胞壁主要由葡聚糖

和几丁质等物质组成［８］，生防木霉菌会产生几丁质

酶及葡聚糖酶等细胞壁降解酶［８－９］，对病原菌的细

胞壁进行破坏，从而达到抑制病原真菌的效果，并

且几丁质酶在杀虫剂的应用中也有良好的前

景［１０－１１］。通过基因工程将几丁质酶基因转化到生

防菌株或植物中，可以使生防菌生防效果增强或提

高植物对病原菌的抗病性［１２－１３］。

棘孢木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｓｐｅｒｅｌｌｕｍ）ＴＤ３１０４是一
株优良的生防菌株，全基因组测序分析发现，该菌

株有数十种几丁质代谢相关的基因，其中有１５个内
切几丁质酶基因。由于不同的几丁质酶在生物中

发挥着不同的作用，为了之后可以更好地了解几丁

质酶系统在木霉中所发挥的作用，尤其是在抑制病

原菌方面的作用，本研究以内切几丁质酶基因

ｇｅｎｅ０２５２４为研究对象，利用巴斯德毕赤酵母
（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）表达系统进行异源表达、分离纯化，
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分析其酶学性质，检测其对病原真菌生长的影响，

为解析几丁质酶系统中不同组分在生防中的作用

奠定基础。

１　材料与方法

本试验于２０２０—２０２１年在青岛农业大学完成。
１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株　棘孢木霉 ＴＤ３１０４、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α、毕赤酵母 ＧＳ１１５、苹果轮纹
病 菌 （Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ｄｏｔｈｉｄｅａ）、新 月 弯 孢 菌
（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａ）、金 黄 壳 囊 孢 菌 （Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ
ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ）、板 栗 疫 病 病 原 菌 （Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａ
ｐａｒａｓｉｔｉｃａ）均为笔者所在实验室保存。
１．１．２　试剂　本试验所需的 Ｔｒｉｚｏｌ、Ｇ４１８ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＥｃｏＲⅠ与 ＮｏｔⅠ、ＳｔｕⅠ均购
自赛默飞世尔科技公司；ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ、Ｔ４连接
酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公
司；几丁质、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒均购自

生工生物工程（上海）股份有限公司。各类培养基

参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的毕赤酵母表达说明书配制。
ＰＣＲ引物合成与序列测序均由北京擎科生物科技

有限公司完成，全基因组测序由上海美吉生物医药

科技有限公司于２０２０年２月完成。
１．２　目的序列的分析及重组载体的构建

Ｔｒｉｚｏｌ法提总 ＲＮＡ之后反转录得到 ｃＤＮＡ文
库，根据全基因组测序和注释分析得到 ｇｅｎｅ０２５２４
序列（图１），根据序列设计扩增 ｇｅｎｅ０２５２４几丁质
酶ＣＤＳ的特异性引物０２５２４Ｓ：５′－ＣＣＧＡＡＴＴＣＴＣＴＧ
ＡＧＧＧＣＧＧＴＴＡＴＣＧＣＴ－３′；０２５２４Ａ：５′－ＧＧＧＣＧＧＣＣ
ＧＣＴＴＡＧＴＴＡＴＴＴＧＧＧＡＡＴＣＣＡＴＴＣＴＴ－３′。以ｃＤＮＡ
文库为模板，利用设计的特异性引物进行扩增，胶

回收ＰＣＲ产物，与Ｔ载体连接转化ＤＨ５α感受态细
胞，筛选测序得阳性克隆，提取质粒用 ＥｃｏＲⅠ和
ＮｏｔⅠ 酶切，将回收后的目的片段，与酶切后的酵母
表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ通过Ｔ４ＤＮＡ连接酶，１６℃过夜连
接得到重组载体 ｐＰＩＣ９Ｋ／ｇｅｎｅ０２５２４，并进行双酶切
验证。将正确的质粒通过 ＳｔｕⅠ线性化后转入毕赤
酵母ＧＳ１１５。酵母感受态的制备、转化及筛选等操
作参考 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的酵母表达说明书进行。
ＤＮＡＭＡＮ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｌｙｎｎｏｎ．ｃｏｍ／ｄｎａｍａｎ．ｈｔｍｌ）
和ＷｅｂＬｏｇｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂｌｏｇｏ．ｂｅｒｋｅｌｅｙ．ｅｄｕ／ｌｏｇｏ．ｃｇｉ）
用来进行氨基酸的比对。

１．３　几丁质酶的诱导表达及分离纯化
几丁质酶的诱导表达、分离纯化及酶活力测定

参照汤伟等对几丁质酶 Ｔａｃｈｉ１酶学性质研究的方
法［１４］。具体为：将重组表达 ｇｅｎｅ０２５２４工程株在
２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养，每天加入甲醇诱
导，维持甲醇终浓度为０．５％，并每天通过ＤＮＳ法对
酶活性进行检测，３组重复。待酶活性稳定之后取

菌液上清，将上清液使用硫酸铵沉淀获得蛋白，透

析除盐后通过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶纯化。
１．４　几丁质酶的酶学性质分析
１．４．１　几丁质酶的最适温度及温度稳定性测定　
分别在３０～８０℃温度条件下测定表达的几丁质酶
ｇｅｎｅ０２５２４的活性，将最高的酶活性定为１００％，分
别计算其余处理组的酶活性。并将纯化后的酶液
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分别在３５、４０、４５℃ 温度下孵育一段时间（１０、２０、
３０、４０、５０、６０ｍｉｎ），以最高的酶活性为１００％，检测
酶活性。

１．４．２　最适ｐＨ值及ｐＨ值稳定性的测定　将表达
的几丁质酶液在不同 ｐＨ值（３．０～１０．０）条件下反
应并测定其酶活性，将最高的酶活性定为１００％，测
定其余处理的酶活力。ｐＨ值稳定性则是将酶液置
于最适温度下于 ｐＨ值为 ３．０～１０．０体系中孵育
１ｈ，以最高的酶活性为 １００％，检测其余处理的酶
活性。不同的ｐＨ值由表１缓冲体系提供。

表１　ｐＨ值缓冲体系

ｐＨ值范围 缓冲液

３．０～３．５ 甘氨酸－盐酸

＞３．５～６．０ 柠檬酸－柠檬酸钠

＞６．０～８．０ 磷酸氢二钠－磷酸二氢钠

＞８．０～９．０ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ

＞９．０～１０．０ 甘氨酸－氢氧化钠

１．４．３　几丁质酶 ｇｅｎｅ０２５２４米氏常数及酶促反应
进程曲线的测定　酶促进程曲线为在最适环境中
进行酶促反应，利用ＤＮＳ法每隔１０ｍｉｎ进行取样并
测定还原糖产量。将底物稀释至终浓度分别为２５、
２０、１０、５、２．５ｍｇ／ｍＬ，在最适条件下进行酶促反应，
计算各处理的反应速度，做出Ｈａｎｓ－Ｗｏｏｌｆ曲线，得
出米氏常数Ｋｍ与Ｖｍａｘ。
１．４．４　测定反应体系中金属离子对酶活性的影响
　在酶反应体系中分别加入金属离子（Ｃｕ２＋、Ｃａ２＋、
Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｈｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ａｇ＋、Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、ＮＨ＋４、
Ｂａ２＋），使其终浓度为０．０５ｍｏｌ／Ｌ，测定不同处理组
的几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４活性。将加水处理组的酶活
性定义为１００％，计算其余处理的相对酶活性。
１．４．５　变性剂和蛋白抑制剂对酶活性的影响　在
最适条件下，分别在体系中配入供试的变性剂和蛋

白抑制剂，使尿素终浓度分别为０．５、３．０ｍｏｌ／Ｌ，十
二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）终浓度分别为０．１％、１．０％，
乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）与 β－巯基乙醇终浓度为１、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ，甘油、异丙醇、甲醇、乙醇的终浓度则分
别设置１％和１０％ ２个浓度处理，将加入水的处理
组的酶活性定义为１００％，测定其余酶活。
１．５　几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４对病原真菌的抑制作用

将供试真菌接种于马铃薯琼脂葡萄糖（ＰＤＡ）
板上，置于２８℃培养箱中，待其长满板后取菌块于
新的ＰＤＡ平板中央，当菌落生长至３～４ｃｍ时，在

距菌落中心５ｃｍ处放置４个无菌滤纸片，分别加入
不同量（３、５、７μｇ）的酶，继续培养。以加灭菌水的
处理为对照，参考下式计算抑菌率：

病原菌生长抑制率 ＝（对照菌落半径 －处理菌
落半径）／对照菌落半径×１００％。

２　结果与分析

２．１　ｐＰＩＣ９Ｋ／ｇｅｎｅ０２５２４重组质粒构建及序列分析
提取几丁质诱导的棘孢木霉 ＴＤ３１０４菌丝中的

总ＲＮＡ（图２－ａ），以反转录得到的ｃＤＮＡ文库为模
板，０２５２４Ｓ和０２５２４Ａ为引物，扩增得到 ｇｅｎｅ０２５２４
基因编码序列全长１１９０ｂｐ（图２－ｂ），经测序和序
列比对，克隆的 ＣＤＳ序列正确。ｇｅｎｅ０２５２４几丁质
酶基因含有２个内含子，大小分别为７４、６６ｂｐ，编码
３９７个氨基酸，预测表达蛋白大小４４．４８ｋｕ，理论等
电点为５．６７。将氨基酸序列与ＧＨ１８家族的几丁质
酶比对，发现其包含 ＧＨ１８家族特征的序列 ＳＸＧＧ
及ＤＸＸＤＸＤＸＥ［１５］（图３－ａ、图３－ｂ）。构建的克隆
载体和酵母重组表达载体分别命名为 ｐＭＤ－１８Ｔ／
ｇｅｎｅ０２５２４和 ｐＰＩＣ９Ｋ／ｇｅｎｅ０２５２４，酶切鉴定结果与
预期相符 （图 ２－ｃ、图 ２－ｄ）。将 ｐＰＩＣ９Ｋ／
ｇｅｎｅ０２５２４通过 ＳｔｕⅠ 线性化后转入毕赤酵母

ＧＳ１１５，经筛选得到表达重组几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４的
酵母工程菌ＧＳ１１５／ｇｅｎｅ０２５２４。
２．２　几丁质酶的诱导表达及纯化

诱导表达５ｄ之后酶活性趋于稳定（图４－ａ），
粗酶液经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤层析纯化，经
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ可以发现纯化后的蛋白在４４．４ｋｕ大
小处有一条带（图４－ｂ），表观分子量与预测大小
一致。

２．３　几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４的酶学性质
２．３．１　最适温度及温度稳定性测定　在不同温度
下测定ｇｅｎｅ０２５２４蛋白的酶活性，从图５－ａ可以看
出，该几丁质酶的最适温度为５０℃，８０℃时仍有活
性，３０～５５℃范围内具有５０％以上活性，具有较宽的
温度适用性。将 ｇｅｎｅ０２５２４酶蛋白置于不同的温度
中孵育，并对其剩余酶活性进行检测，可以看到该几

丁质酶在３５℃以下活力基本没有损失，保温 ６０ｍｉｎ
后仍有超过 ８０％的活力，在 ４０℃与 ４５℃下保温
６０ｍｉｎ后仍然可剩３０％左右的酶活力（图５－ｂ）。
２．３．２　最适 ｐＨ值及 ｐＨ值稳定性　研究发现
ｇｅｎｅ０２５２４蛋白不仅具有非常广泛的ｐＨ值适用范围
（图６－ａ），还拥有非常高的ｐＨ值稳定性（图６－ｂ）。
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在ｐＨ值 ４．０～１０．０范围内均有较高的催化活性
（剩余酶活＞５０％），最适ｐＨ值为５．０。在 ｐＨ值为
３．５时酶的稳定性最高，并且在 ｐＨ值３．０～８．５范
围内孵育６０ｍｉｎ后仍均保有８０％以上的酶活力。

２．３．３　酶促反应进程曲线及米氏常数的测定　
ｇｅｎｅ０２５２４重组几丁质酶的酶促反应在０～１０ｍｉｎ
内随着反应的进行还原糖产量不断增加，３０ｍｉｎ后
趋于稳定（图７－ａ）。取反应时间０～１０ｍｉｎ作酶动
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力学Ｈａｎｓ－Ｗｏｏｌｆ曲线（图７－ｂ），当胶体几丁质为
底物时，几丁质酶 ｇｅｎｅ０２５２４的 Ｋｍ ＝２．０４８２ｇ／Ｌ，
Ｖｍａｘ＝０．６３５５×１０

３μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）。
２．３．４　金属离子对 ｇｅｎｅ０２５２４酶活性的影响　供
试金属离子对ｇｅｎｅ０２５２４酶活性有不同程度的抑制
作用，研究发现 Ｃｕ２＋与 Ｈｇ２＋对酶活性抑制作用最
强，剩余酶活性均只剩 ３０％左右；而 Ｋ＋、Ｎａ＋与
ＮＨ＋４ 则抑制酶活性较小，剩余酶活性均在７０％以
上；其他金属离子相对酶活性在 ４０％ ～６０％之间

（表２）。
２．３．５　变性剂和蛋白抑制剂对酶活性的影响　
ｇｅｎｅ０２５２４重组几丁质酶对供试变性剂和蛋白抑制
剂抵抗力较强，除ＳＤＳ外其他试剂处理后酶活性均
剩余５０％以上；ＳＤＳ对 ｇｅｎｅ０２５２４酶活性有明显的
抑制作用；１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ与１０ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙
醇对酶活性有一定的促进作用（表３）。

２．４　几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４对病原真菌的抑制作用

纯化后的几丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４对供试病原菌生
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表２　金属离子对ｇｅｎｅ０２５２４活性的影响

金属离子
相对酶活

（％） 金属离子
相对酶活

（％）

Ｈ２Ｏ １００ Ｋ＋ ７８

Ｃｕ２＋ ３０ Ｎａ＋ ８１

Ｃａ２＋ ５７ Ａｇ＋ ４８

Ｍｎ２＋ ５９ Ｍｇ２＋ ４６

Ｆｅ２＋ ４０ Ｈｇ２＋ ３３

Ｂａ２＋ ５８ ＮＨ＋４ ７２

Ｚｎ２＋ ４０

表３　变性剂和蛋白抑制剂对ｇｅｎｅ０２５２４活性的影响

变性剂和蛋白抑制剂 浓度
相对酶活性

（％）

水 １００

尿素 ０．５ｍｏｌ／Ｌ ９１

尿素 ３．０ｍｏｌ／Ｌ ８１

ＳＤＳ ０．１％ ３１

ＳＤＳ １．０％ ３３

ＥＤＴＡ １ｍｍｏｌ／Ｌ １０２

ＥＤＴＡ １０ｍｍｏｌ／Ｌ ８１

β－巯基乙醇 １ｍｍｏｌ／Ｌ ９３

β－巯基乙醇 １０ｍｍｏｌ／Ｌ １０７

甘油 １％ ８５

甘油 １０％ ８８

异丙醇 １％ ７６

异丙醇 １０％ ５７

甲醇 １％ ８５

甲醇 １０％ ６７

乙醇 １％ ８８

乙醇 １０％ ５３

长均有一定的抑制作用，并且存在一定的剂量效

应。相同用量ｇｅｎｅ０２５２４蛋白对金黄壳囊孢菌生长
抑制作用最强，５μｇｇｅｎｅ０２５２４抑制率便能超过

５５％；３μｇｇｅｎｅ０２５２４对新月弯孢菌的抑菌率为
１５５６％，当酶量达到 ７μｇ时，抑菌率增加到
４０００％（表４）。

表４　重组几丁质酶对病原真菌生长的抑制率

病原真菌
用量

（μｇ）
抑制率

（％）

苹果轮纹病菌 ０

３ １９．８７

５ ２０．００

７ ２６．３２

新月弯孢菌 ０

３ １５．５６

５ １５．９０

７ ４０．００

金黄壳囊孢菌 ０

３ ４０．００

５ ５５．５６

７ ５５．６２

板栗疫病病原菌 ０

３ ２５．７１

５ ２８．５７

７ ３０．４０

３　讨论

微生物几丁质酶的分子量一般在２０～９０ｋｕ之
间，胡仕凤等统计了８种木霉的３９个几丁质酶，发
现木霉几丁质酶多为内切酶，并且大多数分子量为

４２ｋｕ［１６］。Ｌｏｒｉｔｏ等研究发现，木霉几丁质酶是对植
物病原真菌非常有效的几丁质酶，不仅能够降解病

原菌的菌丝，也对有几丁质复合结构的细胞壁及菌

核有降解作用［１７－１８］。毕赤酵母异源表达的

ｇｅｎｅ０２５２４与原核表达的几丁质酶 Ｔａｃｈｉ２相比，热
稳定性 ｇｅｎｅ０２５２４低于 Ｔａｃｈｉ２；但是 ｇｅｎｅ０２５２４在
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ｐＨ值 ３．０～８．５范围内相对酶活性在８０％以上，具
有更高的ｐＨ值稳定性［１９］。而ｇｅｎｅ０２５２４与同为酵
母异源表达的棘孢木霉几丁质酶 Ｔａｃｈｉ１相比，在热
稳定性上低于 Ｔａｃｈｉ１，但是在 ｐＨ值稳定性上高于
Ｔａｃｈｉ１，并且当环境中存在金属离子及变性剂和蛋
白酶抑制剂时ｇｅｎｅ０２５２４有更高的稳定性［１４］，说明

ｇｅｎｅ０２５２４与已报道的棘孢木霉几丁质酶相比具有
一定的差异性。几丁质酶对很多病原菌都有抑制

效果，Ｏｌｉｖｅｒａ等研究发现不同的几丁质酶作用方式
不同［２０］，所以不同的几丁质酶对不同的病原菌抑制

效果不同。本研究表达的 ｇｅｎｅ０２５２４与已报道的棘
孢木霉几丁质酶在酶学性质上有很多差异，这种酶

性质的差异可能导致不同几丁质酶在木霉中执行

不同的生物学功能，有待于进一步深入研究。本研

究实现了几丁质酶 ｇｅｎｅ０２５２４的酵母表达，明确了
ｇｅｎｅ０２５２４的酶学性质和抑菌活性，为植物病害的
防治提供了新的基因资源，同时也为进一步研究棘

孢木霉中几丁质酶的结构及功能奠定了基础。

４　结论

本研究成功通过毕赤酵母表达系统表达了几

丁质酶ｇｅｎｅ０２５２４，蛋白表观分子量为４４．４ｋｕ，与理
论分子量相符，ｇｅｎｅ０２５２４基因编码序列全长
１１９０ｂｐ，编码３９７个氨基酸并包含ＧＨ１８家族特征
的序列 ＳＸＧＧ及 ＤＸＸＤＸＤＸＥ，理论等电点为５．６７。
最适反应温度为 ５０℃，在 ３５℃下稳定性最好；
ｇｅｎｅ０２５２４蛋白具有非常广泛的 ｐＨ值适用范围，在
ｐＨ值４．０～１０．０范围内均有较高的催化活性（剩余
酶活＞５０％），最适ｐＨ值为５．０，在 ｐＨ值为３．５时
稳定性最高；金属离子对 ｇｅｎｅ０２５２４活性有明显影
响，其中Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋强烈抑制酶活性；ＳＤＳ强烈抑制
酶活性，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ与１０ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙
醇对酶活性有一定的促进作用。ｇｅｎｅ０２５２４对供
试的病原菌均有不同程度的抑制效果，抑菌谱

较广。
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［１１］ＭａｈｍｏｏｄＳ，ＫｕｍａｒＭ，ＫｕｍａｒｉＰ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｃｈｉｔｉｎａｓｅ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＭａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２０，１５９：

３９４－４０１．　

［１２］ＫｕｍａｒＶ，ＰａｒｋｈｉＶ，ＫｅｎｅｒｌｅｙＣＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｆｅｎｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ ｐｌａｎｔｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｎ ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｉｒｅｎｓｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，２００９，

２３０（２）：２７７－２９１．

［１３］ＳｈａｈＭ Ｒ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＰＫ，ＥａｐｅｎＳ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｆｕｎｇａｌ

ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｍａｔｏａｎｄｔｏｂａｃｃｏｒｅｓｕｌｔｓｉｎ

ｅｎｈａｎｃｅｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏｆｕｎｇａｌｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙｏｆＰｌａｎｔｓ，２０１０，１６（１）：３９－５１．

［１４］汤　伟，李雅华，刘　露，等．重组毕赤酵母表达棘孢木霉几丁

质酶Ｔａｃｈｉ１的酶学性质研究及表达条件优化［Ｊ］．微生物学

报，２０１２，５２（３）：３４５－３５２．

［１５］Ｒｏｓａｓ－ＧａｒｃíａＮＭ，Ｆｏｒｔｕｎａ－ＧｏｎｚáｌｅｚＪＭ，Ｂａｒｂｏｚａ－ＣｏｒｏｎａＪＥ．

ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ

Ｍｅｘｉｃａｎｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＦｏｌｉａＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ，２０１３，５８（６）：４８３－４９０．

［１６］胡仕凤，高必达，陈　捷．木霉几丁质酶及其基因的研究进展

［Ｊ］．中国生物防治，２００８，２４（４）：３６９－３７５．

［１７］ＬｏｒｉｔｏＭ，ＰｅｔｅｒｂａｕｅｒＣ，ＨａｙｅｓＣＫ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｆｕｎｇａｌｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９４，１４０（Ｐｔ３）：６２３－６２９．

［１８］ＬｏｒｉｔｏＭ，ＷｏｏＳＬ，ＤＡｍｂｒｏｓｉＭ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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　　ｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅａｆｆｅｃｔｉｎｇ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ－ＭｉｃｒｏｂｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，１９９６，９

（３）：２０６－２１３．

［１９］张军霞，丛大鹏，李雅华，等．棘孢木霉几丁质酶 ｔａｃｈｉ２基因的

原核表达及酶学性质研究［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０１３，３３

（６）：４５－５１．

［２０］ＯｌｉｖｅｒａＩＥ，ＦｉｎｓＫＣ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＳＡ，ｅｔａｌ．Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ

ｆａｍｉｌｙ２０（ＧＨ２０）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｐｕｔａｔｉｖｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓｔｈａｔａｒｅ

ｓｈａｒｅｄ ｂｙ ａｎｉｍａｌｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｏｏｍｙｃｅｔｅｓ，ｂｕｔａｒｅ ａｂｓｅｎｔｉｎ

ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＢＭＣＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，１６（１）：２３２．

杨　波，姜彩鸽，宋　双，等．不同药剂对宁夏葡萄霜霉病田间药效及对葡萄果面微生物群落的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（９）：１０３－１１０．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．０９．０１７

不同药剂对宁夏葡萄霜霉病田间药效

及对葡萄果面微生物群落的影响

杨　波１，２，姜彩鸽１，宋　双１，张华普１，张　怡１

（１．宁夏农林科学院植物保护研究所，宁夏银川７５０００２；２．宁夏农垦农林牧技术推广服务中心，宁夏银川 ７５００２１）

　　摘要：为筛选对宁夏葡萄霜霉病防治有效、环境友好型的药剂以及明确施药后葡萄果面微生物群落的结构，采用
田间药效试验和Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序的方法，比较７种药剂对葡萄霜霉病的田间防效及施药后葡萄果面真菌和细菌
群落组成、结构以及多样性。结果表明，７种药剂中４７％春雷王铜对葡萄霜霉病的防治效果最好，在调查的３个时间
段中，防效均在８２．１７％～９１．５６％之间，其次防效较好的是生物源农药０．３％苦参碱，防效均在８０％以上。不同药剂
处理后葡萄果面微生物的优势属种主要有枝孢属、链格孢属、线黑粉酵母属、马赛菌属和鞘氨醇单胞菌属等，但各处理

间微生物的丰富度、多样性、均匀度、结构相似性存在明显差异，微生物物种多样性较高、分布均匀的组分别为 ＥＵ组
和ＰＯ组，而微生物丰度较高的组分别为ＰＯ组和ＢＳ组；基于加权ＵｎｉＦｒａｃ距离矩阵的主坐标分析（ＰＣｏＡ）发现ＰＯ组、
ＰＦ组和ＭＡ组之间真菌群落结构组成相似，而细菌群落组成结构相似的组分别为 ＫＣ组、ＥＵ组和 ＣＫ组。通过对不
同药剂的田间防效及施药后葡萄果面微生物群落结构和多样性的初步研究，对微生物群落结构、种类和多样性有了一

定的了解，为防治宁夏葡萄霜霉病提供了理论依据，及揭示施药后葡萄果面微生物多样性，提高葡萄酒品质提供了理

论支持。

　　关键词：葡萄；葡萄霜霉病；药剂筛选；微生物多样性；主坐标分析

　　中图分类号：Ｓ４３６．６３１．１＋９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２２）０９－０１０３－０８
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基金项目：宁夏回族自治区重点研发计划（编号：２０１９ＢＢＦ０２０１３）；宁

夏回族自治区农业科技自主创新资金（编号：ＮＧＳＢ－２０２１－４－

０４）。

作者简介：杨　波（１９９２—），男，宁夏中卫人，硕士，助理农艺师，主要

从事植物保护研究。Ｅ－ｍａｉｌ：７５２５３６６４５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：张　怡，硕士，研究员，主要从事农林病虫害防治技术研究

工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｘｚｈｙ０９５１＠１６３．ｃｏｍ。

　　葡萄霜霉病 （ｇｒａｐｅｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗ）是由葡萄生
单轴霜霉（Ｐｌａｓｍｏｐａｒａｖｉｔｉｃｏｌａ）引起的一种世界性专
性寄生病害，各葡萄产区均有发生，严重危害葡萄

产量和品质［１－２］，制约着葡萄产业高质量、可持续发

展。宁夏回族自治区（简称宁夏）因独特的地理位

置及适宜葡萄生长的气候特点，被公认为是我国酿

酒葡萄的最佳产地［３］。随着宁夏葡萄酒产业的欣

欣发展，葡萄种植面积也在逐年增加，葡萄霜霉病

作为宁夏葡萄产区最主要的病害，严重影响着葡萄

种植业和葡萄酒酿造业［４］。目前，在葡萄霜霉病的

防治中，药剂防治是最直接有效的防治方法，但随

着化学药剂“３Ｒ”问题的日趋严重，化学药剂对环境
破坏等问题凸显，化学农药造成的食品安全事件、

农药残留超标事件时有发生，已经不能适应现代葡

萄产业的发展、不能保证葡萄生产的正常进行，新

型高效环保的杀菌剂及合理安全的用药技术在葡

萄生产中迫切需求。

葡萄霜霉病的生物防治近些年成为研究的热

点之一，已开发与筛选出一些对葡萄霜霉病有效的

生物药剂［５］。芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）是国内外开
发微生物源农药的重要资源，因其低毒、低污染的

特点，在生物防治中得到广泛研究和应用［６－７］，是目

前较为理想的微生物农药，研究较多的是枯草芽孢

杆菌。陈浩等研究发现枯草芽孢杆菌 Ｂ－ＦＳ０１在
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