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　　甘薯（ＩｏｍｏｅａｂａｔａｔａｓＬａｍ）属旋花科甘薯属，是重要的粮
食、经济和饲料作物，在全世界范围内广泛种植［１－３］。我国是

甘薯种植面积最大的国家，占世界种植面积的一半以上。甘

薯黑斑病是危害甘薯种植和储藏的重要病害之一，在世界各

地甘薯产区均有发病［４］。甘薯黑斑病使幼苗期和生长期苗

茎基部黑根烂死，储藏期感染则会使薯块出现黑斑，味苦，最

后全部腐烂［５］，使甘薯失去应用价值。甘薯黑斑病病原菌为

ＣｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓｆｉｍｂｒｉａｔａＥｌｌｉｓｅｔＨａｌｓｔｅｄ，属于真菌病害。植物病
程相关蛋白（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＲｓ）是当植物体受
病原菌等刺激物刺激后产生的一类蛋白质，正常情况下含量

并不高，一旦被诱导，含量迅速增加从而提高植物对病虫害等

逆境的防御抵抗能力［６－７］。国内外的研究表明，植物几丁质

酶被认为是一类与植物抗病有着密切关系的病程相关蛋白，

它参与了植物体内防御机制的很多方面［８－９］。大量研究表

明，植物几丁质酶是一类次生代谢物，只有在真菌或病毒的诱

导刺激下才会大量积累，积累到一定量时作用于真菌等病害，

抑制其生长或直接将其杀死来提高植物的抗逆能力［１０－１２］。

本试验的前期工作已经利用甘薯黑斑病病菌诱导甘薯大量表

达了几丁质酶，说明甘薯黑斑病抗性与甘薯块根几丁质酶活

性有相关关系。核黄素、脱乙酰几丁质、黑斑病病菌处理均能

诱导甘薯块根几丁质酶活性的提高，说明甘薯几丁质酶是一

种诱导酶。体外抑菌试验结果显示，甘薯几丁质酶对甘薯黑

斑病病菌具有很强的抑制作用［１３］。进一步研究甘薯几丁质

酶的性质，能为甘薯抗黑斑病育种［１４］、新型抗黑斑病药物的

开发和生产上黑斑病的防治［１５］提供理论根据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
甘薯黑斑病病菌、南京－９２块根（高抗黑斑病品种）由江

苏省徐州市农业科学院中国甘薯研究中心提供。

１．２　黑斑病菌孢子悬液的制备
取灭菌过的ＰＤＡ液体培养基２００ｍＬ，接种甘薯黑斑病菌

于其中，在（３０±１）℃下，以１２０ｒ／ｍｉｎ振荡３ｄ，过滤除去菌
丝，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，重复３次，直至沉淀基本为白
色，经镜检确认为黑斑病菌内分生孢子，加适量水悬浮。试验

时，将上述内分生孢子配成１×１０７个孢子／ｍＬ的浓度供接
种用。

１．３　薯块染菌处理
试验时，选取大小均匀、表面光洁无病斑的块根，用蒸馏

水冲洗３次。将块根切成１～２ｃｍ厚的圆片，然后将黑斑病
菌内分生孢子悬浮液涂于块根圆片的两侧，于（３０±１）℃暗
箱中保温４ｄ。
１．４　甘薯几丁质酶的提取和活力测定

将甘薯外表层去除，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
缓冲液体积的比例为１∶１，用组织捣碎机将甘薯磨碎，４层纱
布过滤，滤液于４℃下以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［１６］进行。ＤＮＳ溶液的配制按照李合生的方法［１７］进行。几
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丁质酶活性测定参照Ｂｏｌｌｅｒ等的方法［７］进行。以每小时分解

胶体产生１μｍｏｌＮ－乙酰氨基葡萄糖的酶量为１个酶活力单
位（Ｕ／ｍＬ）。
１．５　甘薯几丁质酶的分子量测定

采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定分子量，按蔡武成等的方法［１８］

进行。

１．６　甘薯几丁质酶的等电点测定
采用圆盘电泳，按蔡武成等的方法［１８］进行等电点测定，

两性电解质ｐＨ值为７～１０。
１．７　甘薯几丁质酶的最适温度测定

分别于１０、２０、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５℃下测
定几丁质酶活性，３次重复。以温度为横坐标，几丁质酶活性
为纵坐标，得出甘薯几丁质酶活性随温度变化的曲线。

１．８　甘薯几丁质酶的最适ｐＨ值测定
几丁质酶活性测定体系的 ｐＨ值分别为２．０、３．０、４．０、

５０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、９．０、１０．０、１１．０、１２．０。其中
ｐＨ值２．０～６．５是用０．０２ｍｏｌ／Ｌ醋酸－醋酸钠缓冲液，ｐＨ值
７．０～１２．０是用０．０２ｍｏｌ／Ｌ的甘氨酸 －氢氧化钠缓冲液。３
次重复。以ｐＨ值为横坐标、几丁质酶相对活性为纵坐标，得
出甘薯几丁质酶活性随ｐＨ值变化的曲线。

２　结果与分析

２．１　甘薯几丁质酶的分子量
从高抗甘薯黑斑病品种南京 －９２块根得到粗酶液。经

热变性、硫酸铵分级沉淀、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交
换层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶层析纯化后，将有几丁质酶活性
的条带进行 １０％、１２％ＰＡＧＥ电泳，均显示为单一条带（图
１）；说明制备得到了电泳纯级的甘薯几丁质酶单一组分。将
割胶纯化后得到的几丁质酶进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳（图２），根
据低分子量标准蛋白计算可知甘薯几丁质酶相对分子量为

２３ｋｕ。

２．２　甘薯几丁质酶的等电点
以凝胶距正极的距离为横坐标，每０．５ｃｍ凝胶的 ｐＨ平

均值为纵坐标制作ｐＨ值梯度曲线（图３）。得出回归方程为
ｙ＝０．２５３２ｘ＋７．０１９５，ｒ２＝０．９９２９。几丁质酶经圆盘等电聚
焦电泳得到 １条蛋白带（图 ４），圆盘等电聚焦电泳胶总长
８ｃｍ，蛋白条带距负极端０．７ｃｍ。根据等电聚焦的标准曲线
确定等电点为ｐＨ值７．２，说明该蛋白为碱性蛋白质。

２．３　甘薯几丁质酶的最适温度
从图５中可以看出，甘薯几丁质酶在１０～７０℃之间都有

较强的活性，４５℃时酶活性达到最大，说明４５℃为是甘薯几
丁质酶的最适温度。

２．４　甘薯几丁质酶最适ｐＨ值
从图６中可以看出，甘薯几丁质酶在ｐＨ值４．０～１０．０之

间都有较强的活性，说明甘薯几丁质酶对于酸碱的耐受力较

强；在ｐＨ值为２．０时，此酶完全失去活性，而在ｐＨ值为１２．０
左右时几丁质酶还保留一些活性；在ｐＨ值为５．５时，酶活性
达到最大，说明 ｐＨ值５．５为此酶的最适 ｐＨ值。酶活性在
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ｐＨ值为６．５～７．５之间下降，主要原因是ｐＨ值接近等电点，
蛋白质发生部分沉淀，造成酶活性减小。

３　结论与讨论

本试验对纯化得到的甘薯几丁质酶的特性进行了研究。

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳显示甘薯几丁质酶的分子量在２３ｋｕ左右，
这与已报道过的植物几丁质酶的分子量在２０～４０ｋｕ之间的
结果一致。本试验结果表明，甘薯几丁质酶最适反应温度为

４５℃，在２０～７０℃时比较稳定，当温度超过７５℃，酶的活性
急剧下降；该酶的最适ｐＨ值为５．５，在ｐＨ值为４．０～１０．０比
较稳定，说明纯化的这种甘薯几丁质酶对酸碱的耐受性较强，

当ｐＨ值小于或等于 ２．０时几丁质酶失去活性，ｐＨ值超过
１２．０时活性接近于０；该几丁质酶的等电点为７．２，为碱性几
丁质酶，这与在甘蔗［１９］和中国水仙［２０］中分离得到的几丁质

酶的研究结果一致。

本试验只纯化了一种甘薯几丁质酶，由外切几丁质酶活

性测定方法可知，这种几丁质酶为外切几丁质酶。很多研究

表明，植物体内可能存在不止一种几丁质酶［２１］，本试验的目

的是要获得对甘薯黑斑病病菌有较强抑制作用的几丁质酶，

并且通过体外抑菌试验证明这种几丁质酶对黑斑病有较强的

抑制作用，对甘薯体内可能存在的其他同工酶将作进一步的

研究。
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［１０］朱新产，王倩文，于　群．苦瓜几丁质酶的分离及生物学特征分
析［Ｊ］．华北农学报，２０１５，３０（６）：１８２－１８７．

［１１］ＧｕｐｔａＰ，ＲａｖｉＩ，ＳｈａｒｍａＶ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆβ－１，３－ｇｌｕｃａｎａｓｅａｎｄ
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Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２０１３，８（２）：１５５－１６１．

［１２］ＨａｗｋｉｎｓＬＫ，ＭｙｌｒｏｉｅＪＥ，ＯｌｉｖｅｉｒａＤＡ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
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ａｎｄａｆｌａｔｏｘｉｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１５，１０（６）：
ｅ０１２６１８５．

［１３］朱刘影，张　健，刘倩倩，等．核黄素和脱乙酰几丁质对甘薯几
丁质酶的诱导作用研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（８）：１０６－
１０８．　

［１４］闫文慧，王　兵，楼康怡，等．转几丁质酶基因烟草对三种真菌
拮抗作用的研究［Ｊ］．西南师范大学学报（自然科学版），２０１４，
３９（１０）：７１－７５．

［１５］ＬｉＪＧ，ＪｉａｎｇＺＱ，ＸｕＬＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅ
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ａｇａｉｎｓｔＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｗｉｌｔｏｆｅｇｇｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＢｉｏＣｏｎｔｒｏｌ，２００８，５３（６）：
９３１－９４４．

［１６］李世贵，顾金刚，姜瑞波，等．生防木霉菌产几丁质酶特性研究
［Ｊ］．生物技术通报，２００９（４）：１３５－１３８．

［１７］李合生．植物生理生化试验原理和技术［Ｍ］．北京：高等教育
出版社，２０００：１９７－１９９．

［１８］蔡武城，李碧羽，李玉民．生物化学实验技术教程［Ｍ］．上海：
复旦大学出版社，１９８３．

［１９］许　颖，王竹青，吴期滨，等．甘蔗几丁质酶基因 ＳｃＣｈｉＩＶ１的克
隆、序列分析及其表达［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１５，３４
（６）：１２５８－１２６６．

［２０］林晓红，潘鹤立，潘东明．中国水仙几丁质酶基因的克隆与表达
分析［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科学版），２０１４，４２
（１２）：１７３－１７８．

［２１］周　樱，王风平，肖　湘．豚鼠气单胞菌ＣＢ１０１中几丁质酶基因
的克隆及其异源表达的全酶蛋白和酶片段的功能研究［Ｊ］．自
然科学进展，２００２，１２（８）：８５２－８５６．
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