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３　结论

采用ＧＣ－ＭＳ法在猕猴桃酒中共检出１７４种香气成分，
其中醇类１９种、酯类２９种、酸类１８种、胺类４９种、烷烃烯烃
类２３种、醛酮类１０种、其他类２３种，普通猕猴桃发酵酒、红
心猕猴桃发酵酒主要呈香成分都为辛酸乙酯，含量分别为

３１．６７％、１５．７４％，而软枣猕猴桃发酵酒的主要呈香成分为苯
乙醇，含量为２９．５９％。猕猴桃酒的香气成分是由原料果香
和酵母发酵共同产生的，其赋予不同猕猴桃发酵酒独特的风

味和风格。
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　　摘要：以高抗甘薯黑斑病品种南京－９２块根为材料，从染菌６ｄ的甘薯块根中得到粗酶液；经热变性、硫酸铵分级
沉淀后，采用高流速二乙基氨基琼脂糖交换剂 （ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ）阴离子交换层析，分离出３个蛋白峰，活性
检测可知峰２为活性峰；将峰２经葡聚糖凝胶Ｇ－７５（ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５）凝胶层析纯化后得到４个蛋白峰；将具有几丁
质酶活性的峰２经聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ），凝胶上显示２条蛋白条带，分别割胶纯化测定活性，然后将有活性的
条带进行１０％、１２％ ＰＡＧＥ电泳，均显示为单一条带；本试验分离纯化过程中得到了电泳纯级的几丁质酶，为后续的
研究奠定了基础。
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　　甘薯（ＩｏｍｏｅａｂａｔａｔａｓＬａｍ）别称番薯、红薯、山芋等，属旋
花科甘薯属。甘薯的营养价值很高，我国的种植面积占世界

种植面积的一半以上。甘薯黑斑病是由子囊菌亚门长喙壳菌

属（ＣｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓｆｉｍｂｒｉａｔａＥｌｌｉｓｅｔＨａｌｓｔｅｄ）侵染引起的真菌病
害，是严重危害甘薯生产的主要病害，产量损失高达 ２０％～
５０％［１］。黑斑病的侵染能力极强，病菌通过破坏细胞壁，侵

入甘薯细胞，在甘薯的幼苗生长阶段和地窖储藏阶段均能使

甘薯染病［２］。黑斑病的预防和控制已成为甘薯种植和储藏

研究中的重要任务之一。目前对甘薯抗黑斑病的研究主要集

中在筛选抗病品种和杂交育种方面，对甘薯抗黑斑病机制方

面的研究较少［３－４］。几丁质酶是广泛存在于微生物和植物体

内的一类蛋白质，能水解真菌细胞壁中的几丁质，从而抑制真

菌的生长增殖，提高植物的抗真菌能力，是一类重要的病程相

关蛋白（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称ＰＰ）［５－６］。本试验
的前期工作表明，甘薯块根几丁质酶是一种诱导酶，核黄素、

脱乙酰几丁质、黑斑病菌处理均能诱导甘薯块根几丁质酶活

性的提高，甘薯几丁质酶与甘薯抗黑斑病有着密切的关

系［７］。因此，本试验分离纯化几丁质酶、探究甘薯几丁质酶

的生理特性，以期从病程相关蛋白角度探究甘薯对黑斑病的

抗性机制，同时也能为甘薯几丁质酶进行末端测序、克隆甘薯

几丁质酶基因做准备。

１　材料与方法

１．１　供试材料及薯块染菌处理
供试甘薯品种南京－９２（高抗黑斑病），甘薯黑斑病病原

物由江苏徐州农业科学院中国甘薯研究中心提供。黑斑病菌

悬浮液的制备按照王景景等的方法［４］进行。选取正常无病

斑薯块，用自来水冲洗干净，晾干。将块根切成１．５ｃｍ厚度
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的圆片，将０．１ｍＬ黑斑病菌内分生孢子接种于块根圆片的表
面，放置于２８℃恒温箱中培养，以蒸馏水处理的切伤块根圆
片为伤害对照组。

１．２　几丁质酶的提取和活力测定
去除甘薯外表层，切成小块，并迅速将其浸泡于

０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸－乙酸钠缓冲液（ｐＨ值５．５）中，甘薯质量和
缓冲液的比例为１∶１（质量浓度），用组织捣碎机将甘薯磨
碎，４层纱布过滤，滤液４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ、离心１５ｍｉｎ，上清即
为几丁质酶粗酶液。胶体几丁质的制备按照李世贵等的方

法［８］进行。３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）溶液的配制按照李合
生的方法［９］进行。几丁质酶活力测定参照 Ｂｏｌｌｅｒ等的方
法［１０］进行。以１ｈ分解胶体产生１μｍｏｌＮ－乙酰氨基葡萄
糖的酶量为１个酶活性单位（Ｕ／ｍＬ）。
１．３　甘薯几丁质酶的纯化过程

从染菌６ｄ的１０００ｇ甘薯块中得粗酶液８００ｍＬ，５０℃
水浴中热变性３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心１０ｍｉｎ；于上清
液中加入硫酸铵使溶液达到２０％饱和度，４℃下放置２４ｈ，
１００００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心１０ｍｉｎ，取上清，加入硫酸铵使溶液达
到６０％饱和度，４℃下放置 ２４ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心
１０ｍｉｎ，保留沉淀，加入少量缓冲液，摇匀；透析脱盐；将透析
脱盐后的酶液依次经高流速二乙基氨基琼脂糖交换剂

（ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ）阴离子交换层析，葡聚糖凝胶
Ｇ－７５（ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５）凝胶过滤，分别收集洗脱峰，检测
其活性，并将具有几丁质酶活性的洗脱峰进行超滤浓缩；之后

将纯化浓缩的样品经不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ，分
离胶浓度５％，浓缩胶浓度１２％），经染色后切取电泳胶上的
蛋白条带，将这些蛋白条带浸泡在 １．０ｍＬｐＨ值为 ７．９的
０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中，尽量捣碎，４℃浸泡３６ｈ，离
心取上清，测定几丁质酶活性；最后经ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和聚丙烯酰胺凝胶电泳检测纯度几丁
质酶。

２　结果与分析

２．１　纯化过程中甘薯几丁质酶活性的变化
对分离纯化过程每一个阶段的甘薯几丁质酶的活性进行

比较。可以看出，随着分离纯化过程的深入，甘薯几丁质酶的

活性不断升高，表明甘薯几丁质酶逐步得到纯化（表１）。
表１　甘薯几丁质酶纯化倍数表

步骤
体积

（ｍＬ）

蛋白

含量

（ｍｇ）

酶总

活性

（Ｕ）

比活性

（Ｕ／ｍｇ）

活力回

收率

（％）

纯化

倍数

粗酶液 １０００ １２８３３．４ １７８８０ １．３９ １００．０ １．００
热变性 ９９２ ８１３９．２ １５５１６ １．９１ ８６．７ １．４０
２０％硫酸铵 ７７０ ３３８０．７ １４６２６ ４．３２ ８１．８ ３．１０
６０％硫酸铵 ５８ ２２１０．４ １４２３４ ６．４４ ７９．６ ４．６３
ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ ２５ ５２４．５ １２０３２ ２２．９６ ６７．３ １６．５２
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５ １０ ３２０．７ ９９４２ ３１．０６ ５５．６ ２２．３４
割胶纯化 ８ １６７．３ ８５３０ ５１．０７ ４７．７ ３６．７４

２．２　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换层析结果
ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换层析洗脱曲线结

果如图１所示，可以看出共分离出３个蛋白峰，活性检测可知
峰２为活性峰，收集该峰，透析、超滤、离心浓缩。

　　取具有几丁质酶活力的峰２浓缩样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，
结果见图２，酶液得到初步纯化。

２．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶层析结果
将 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ得 到 的 活 性 峰 ２经

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶层析纯化后得到４个蛋白峰（图３），活
性检测发现峰２具有几丁质酶活性。

　　取具有几丁质酶活力的峰２浓缩样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，
结果见图４，酶液得到进一步纯化。
２．４　割胶纯化ＰＡＧＥ结果

将经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶层析纯化后的样品进行１０％、
１２％ ＰＡＧＥ，由图５、图６的泳道 １可见，在１２％、１０％ＰＡＧＥ
胶上都呈现２条蛋白条带。将上下２条蛋白条带分别割取纯
化后，测定活性，结果显示下面蛋白条带有几丁质酶活性。将

有活性的条带进行１２％、１０％ＰＡＧＥ电泳，图５、图６的泳道２
显示１２％、１０％ ＰＡＧＥ均为单一条带。由此可以得出，经电
泳制备得到了电泳纯级的甘薯几丁质酶单一组分。
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３　结论与讨论

目前，生产上控制甘薯黑斑病的主要方法以药物防治为

主，但农药残留会造成严重的环境污染及食品安全问

题［１１－１２］。因此培育和栽培抗性品种是最经济有效的方法。

前期利用黑斑病菌对不同抗性品种甘薯几丁质酶进行诱导的

试验结果表明，甘薯几丁质酶是一种诱导酶，高抗品种甘薯块

内的几丁质酶比高感品种积累的量多，２个品种几丁质酶活
性最大时达到极显著差异，这与前人的研究结果［７，１３］一致。

说明甘薯几丁质酶与甘薯抗黑斑病有着密切的关系，几丁质

酶对甘薯抵抗黑斑病的侵染具有重要作用。

植物细胞壁不含几丁质，植物的几丁质酶通过水解真菌

的菌丝生长点细胞壁中的几丁质以抵御病原菌侵染，因此几

丁质酶被普遍认为是一种与抗病有关的酶［１４］。作为一种诱

导型表达的病程相关蛋白，几丁质酶已经在一些植物上表现

出抗真菌活性［１５－１６］。随着分子生物学技术的迅速发展，许多

植物几丁质酶已被克隆并被成功转化，过表达几丁质酶基因

的转基因植株拥有更强的抵御病原体入侵的能力，几丁质酶

能在抵御病原菌侵染中发挥重要的作用［１７－１９］。本试验首次

从甘薯块根内纯化得到１种几丁质酶，为后续开展甘薯几丁
质酶性质、功能鉴定及甘薯抗黑斑病基因工程的研究奠定了

基础。
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