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　　摘要：为明确叶疫病病菌侵染芒果后细胞壁降解酶活性的变化，以台农芒果叶作为试验材料，通过体外培养的方
法分离得到芒果叶疫病菌，将其接种于离体的芒果幼叶，利用３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法和紫外分光光度计法检测
病原菌侵染过程中细胞壁降解酶活性的变化。结果表明，在细胞壁降解酶中，β－葡萄糖苷酶活性最高，羧甲基纤维素
酶（Ｃｘ）活性与多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）活性次之，聚甲基半乳糖醛酸酶（ＰＭＧ）活性最低；纤维素酶在病原菌侵染初期
最早分泌并起作用，并且纤维素酶比果胶酶对芒果叶片的致病作用明显。
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　　芒果被称为热带水果之王。在我国，芒果主要种植在东
南部的云南和南部的贵州与广西地区［１－２］，芒果叶疫病别称

为交链孢霉叶枯病，主要危害树冠下老叶，在一些实生苗与嫩

叶上发病率高，其生长温度条件充足，在雨水充足时期发病率

高，随着雨水的降临，叶疫病的菌丝可侵染嫩叶及抵抗力弱的

老叶，具有一定的传染性。严重时可导致叶片大量枯死，影响

植株生长。植物细胞壁是植物健康的保障，病原菌通过入侵

植物细胞壁，分泌细胞壁降解酶使植物受到侵染，从而导致病

害的发生。细胞壁降解酶是病原菌侵染寄主组织的主要致病

因子之一［３］，本试验致力于研究植物细胞壁降解酶的种类与

其在致病过程中所起到的作用，为进一步研究芒果与叶疫病

菌的互作机制及减少芒果果产量损失提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用材料为台农芒果，摘取病叶为广西壮族自治区

百色市右江区本地台农芒果树上的老叶，分离纯化得到芒果

叶疫病病菌，针刺法接种于离体台农芒果幼叶，台农幼苗于

２０１６年９月至２０１７年１月种植于百色学院实验楼前，待叶长
至８张时，取不同植株同一位置的幼叶，以针刺后不接种菌丝
的叶片为空白对照，放于２８℃条件下倒置培养，分别于接种
后２、４、６、８、１０、１２ｄ取样，而后样品保存于－２０℃冰箱。
１．２　方法
１．２．１　病原菌的分离与纯化　摘取疑似芒果叶疫病的台农
芒果叶片，于实验室用流水洗净，表面消毒后，使用０．１％氯

化汞消毒１．５ｍｉｎ，７５％乙醇消毒３０ｓ，蒸馏水润洗３次每次
１ｍｉｎ；所用器皿均已高压灭菌，利用剪刀裁取病健交界处
０．５ｍｍ２左右叶片，放入马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基中，
２８℃倒置培养。通过点接的方法分离纯化致病菌。
１．２．２　病原菌反侵染　根据柯赫氏法则将已纯化的菌丝分
别接种至同一品种、同一长势的百色市本地健康无病害的实

生苗上。摘取与叶疫病原症状一致的叶片，重新进行叶片中

致病菌的分离，观察２种病菌是否为同一种。
１．２．３　酶液的提取　称取叶片１ｇ，放入研钵中，进行冰浴研
磨，１ｇ样品中加入 ５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ提取液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，ｐＨ值 ７．４），然后倒入 １０ｍＬ离心管中，
４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清液即为酶的粗提液，于
４℃ 保存。
１．２．４　羧甲基纤维素酶（Ｃｘ）活性测定　量取１ｍＬ粗酶液，
加入１ｍＬ柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲液，再加入１ｍＬ底物（底
物配制：称取０．１ｇ羧甲基纤维素钠溶于１０ｍＬｐＨ值为５．０
的 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液中），在５０℃下酶解
３０ｍｉｎ，加入 １ｍＬ３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ），沸水浴
１０ｍｉｎ，取出后经流水冷却，在５４０ｎｍ处测定吸光度。
１．２．５　β－葡萄糖苷酶活性测定　参照“１．２．４”步骤，底物
配制：称取 ０．１ｇ水杨苷溶于 １０ｍＬｐＨ值为 ５．０的
５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液。
１．２．６　多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）活性测定　参照“１．２．４”步
骤，底物配制：称取０．１ｇ多聚半乳糖醛酸溶于１０ｍＬｐＨ值
为５．０的５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液。
１．２．７　聚甲基半乳糖醛酸酶（ＰＭＧ）活性测定　参照
“１２４”步骤，底物配制：称取０．１ｇ果胶溶于１０ｍＬｐＨ值为
５０的５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液。

Ｃｘ、β－葡萄糖苷酶、ＰＧ与ＰＭＧ的酶活性单位为５０℃下
１ｍｉｎ催化１μｇ还原糖所需酶量，根据 Ｄ－半乳糖标准曲线
计算生成的还原糖，还原糖采用ＤＮＳ比色法测定。

酶蛋白浓度测定按照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法［４］进行，用考马斯

亮蓝Ｇ－２５０显色，在５９５ｎｍ处比色测定，用小牛血清蛋白
（ＢＳＡ）作标准曲线ｙ＝０．３６２２ｘ＋０．０７８１，ｒ２＝０．９９８４。
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２　结果与分析

２．１　芒果叶疫病病原菌形态结构
由图１、图２可知，此次分离得到的病原菌即为芒果叶疫

病病原菌细极链格［Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ（Ｆｒ．）Ｗｉｌｔｓｈ］，属半知
菌类真菌。湿度大时病斑上出现灰色霉状物，即病菌分生孢子

梗和分生孢子。梗单生或２～３根丛生，褐色，偶尔出现１个膝
状曲折，分生孢子倒棍棒形，单生或２～４个串生，孢身褐色，大
小为（１８．８～３１．３）μｍ×（８．０～１２．５）μｍ，具横隔膜３～６个，
纵隔膜１～３个，喙变化较大，色略浅，长３．８～１１．３μｍ。

　　芒果叶疫病病原菌前期生长较为缓慢，在生长至第３天
后生长态势急剧上升，第７天可达到生长顶峰，第８天开始有
孢子产生。病原菌菌丝生长形态细密、绵软，菌丝向上生长约

０．５ｃｍ，形成内凹外凸的形状，菌丝以散射状形势向外扩散，
孢子以接种中心为圆心向培养基边缘部分扩散，在孢子生成

过程中孢子可在培养皿中形成同心圆。

２．２　Ｃｘ活性测定
由图３可知，试验处理组酶活性在接种后４ｄ达到高峰，

此时是对照组的１．３６５倍，随后酶活性开始下降，在１２ｄ又

达到第３次酶活性高峰，为对照组的３．９３８倍。对照组酶活
性在培养过程中随着时间的推移整体逐渐降低。

２．３　β－葡萄糖苷酶活性变化
由图４可知，β－葡萄糖苷酶在接种后２ｄ达到酶活性高

峰，是对照组酶活性的１．２４３倍，试验处理组在接种后１０ｄ
达到第２次酶活性高峰，是对照组酶活性的２．８０７倍。试验
组β－葡萄糖苷酶活性在１０ｄ后开始急剧下降，对照组 β－
葡萄糖苷酶活性随着时间的增加而下降。

２．４　ＰＧ活性的变化
由图５可知，接种后２ｄ试验处理组ＰＧ活性低于对照组

ＰＧ活性，此时试验组叶片中 ＰＧ活性受到抑制，接种后 ６ｄ
ＰＧ活性逐渐上升，接种后８ｄＰＧ活性达到峰值，是对照组的
２．５９６倍。对照组 ＰＧ活性随着接种时间的增加整体逐渐
减小。

２．５　ＰＭＧ活性变化
由图６可知，试验处理组 ＰＭＧ活性在接种后４～６ｄ内

无明显变化，接种８ｄ后受到明显抑制，接种１０ｄ后活性达到
高峰，是对照组ＰＭＧ活性的１．５６８倍，对照组ＰＭＧ接种后先
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急剧下降后达到平衡。

２．６　酶活醒比较
由图７可知，芒果感染叶疫病病菌后 β－葡萄糖苷酶活

性最高，Ｃｘ、ＰＧ活性次之，ＰＭＧ活性最低。

３　结论与讨论

本试验探讨了细胞壁降解酶的致病性作用，试验从芒果

叶疫病病原菌的提取到病原菌的致病机制研究，期间做了多

次预试验与试验分析，并从中挑选出最佳的试验方案。本研

究所用的芒果病叶最佳的消毒方法为流水冲洗５ｍｉｎ，氯化汞
消毒溶液消毒１．５ｍｉｎ，７５％乙醇消毒３０ｓ，最后得出的芒果
病叶细菌感染率最低。芒果叶疫病具有感染性，可通过空气

中的水与风传播，孢子可随风依附在树叶上，遇水后生长，因

此芒果叶疫病在雨季多发。病原菌侵染过程中相关酶的活性

出现高低起伏变化可能是活体外叶片的自身免疫作用，β－
葡萄糖苷酶在接种后２ｄ出现酶活性高峰，Ｃｘ和 ＰＧ在接种
后 ８ｄ出现酶活性高峰，这与前人研究结果一致。李敏等在
研究可可球二孢产细胞壁降解酶在侵染芒果果实过程中的作

用时发现可可球二孢在离体培养条件下或接种芒果果实后均

可产生ＰＧ、ＰＭＧ、多聚半乳糖醛酸反式消除酶（ＰＧＴＥ）、果胶
甲基反式消除酶（ＰＭＴＥ）及 Ｃｘ，其中 ＰＧ、ＰＭＧ和 Ｃｘ活性较
高，ＰＧＴＥ和ＰＭＴＥ活性极低［５］。在大量分泌的３种细胞壁降
解酶中，ＰＧ和Ｃｘ活性高峰出现较早，ＰＭＧ活性高峰出现较
迟。芒果叶疫病病原菌侵染过程中，β－葡萄糖苷酶活性最
高，Ｃｘ、ＰＧ活性次之，ＰＭＧ活性最低。王麒然等研究花生品
种对叶腐病的抗性鉴定时发现，花生叶腐病菌能产生果胶酶、

纤维素酶、木聚糖酶、漆酶等细胞壁降解酶，无论活体外养还

是接种植株体内都表现为果胶酶活性最高，其次是漆酶和木

聚糖酶，活性最弱的是纤维素酶［６］。高增贵等研究发现，玉

米茎腐病菌在活体内和活体外都能分泌细胞壁降解酶，其产

生的果胶酶、纤维素酶等都对玉米胚根有明显的浸解作用，并

且随着酶液浓度的升高浸解能力也逐渐增强，表明果胶酶、纤

维素酶等细胞壁降解酶是玉米茎腐病菌的重要致病因子［７］。

Ｌａｌａｏｕｉ等研究发现，木聚糖酶在菜豆褐斑病菌（Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ
ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ）致病中起重要作用［８］。陈晓林等研究发现，腐烂

病菌在寄主体内产生细胞壁降解酶的活性变化规律不同，

ＰＭＧ和木聚糖酶在接种后最先被检测到活性显著升高，ＰＭＧ
活性于接种后第１３天达到高峰，随后活性降低，而木聚糖酶
和其他３种酶活性则随接种天数的增加活性不断增强；５种
细胞壁降解酶中，Ｃｘ最大酶活性最低，而木聚糖酶活性最高，
是其他酶最大酶活性的１．７４～７．４４倍［９］。因此，细胞壁降解

酶是一些植物病原菌的重要致病因子。Ｋａｎｇ等研究发现，引
起小麦根腐的禾谷镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）分泌果胶
酶活性高的菌株致病性相对强，并且果胶甲基半乳糖醛酸酶

（ＰＭＥ）和ＰＧ不仅比其他酶活性高，而且它们之间还存在协
同作用，突显果胶酶是该病菌的主要致病因子［１０－１１］。张大智

等探讨了芒果细菌性角斑病在发病过程中产生细胞壁降解酶

的种类及其在致病过程中的作用，结果发现细胞壁降解酶在

病原菌的入侵和致病过程中起重要作用［１２］。果胶酶在病原

菌侵染初期最早分泌并起作用，纤维素酶主要降解次生壁，致

病作用发生在后期，并且果胶酶比纤维素酶对芒果叶片的致

病作用明显［１２］。但本研究发现起主要致病作用的是纤维素

酶，纤维素酶活性先达到峰值，之后果胶酶活性才升高，这可

能是因为致病菌的不同而导致了二者分泌先后顺序的差异。

本研究通过对芒果活体接种叶疫病病菌产生的细胞壁降解酶

进行活性分析，也表明β－葡萄糖苷酶活性最高，Ｃｘ、ＰＧ、ＰＭＧ
活性与病菌侵染芒果及叶疫病发生密切相关，进一步明确了

细胞壁降解酶在一些病菌致病中起着重要作用，是主要的致

病因子的观点。

本研究表明，病原菌侵染宿主时，起主要作用的细胞壁降

解酶是β－葡萄糖苷酶，羧甲基纤维素酶二者都属于纤维素
酶，纤维素酶起作用不断分解植物的细胞壁，降低机体免疫

力；而在接种之后，ＰＧ与ＰＭＧ开始活跃，二者都属于果胶酶，
致病菌开始生长；也即是纤维素酶在病原菌侵染初期最早分

泌并起作用，并且纤维素酶比果胶酶对芒果叶片的致病作用

明显。
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研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｍａｉｘｉａｈｕｉ＠１６３．ｃｏｍ。

　　大白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｓｓｐ．ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ）属于十字花科
芸薹属芸薹种大白菜亚种，是一种起源于我国的重要蔬菜作

物。根肿病是由芸薹根肿菌（ＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅＷｏｒｏｎ）
侵染引起的一种世界性病害［１－２］，主要感病植物有大白菜、青

菜、芥菜等十字花科蔬菜［３］。根肿病病菌被归为原生界根肿

菌门，其通过侵染十字花科植物根毛导致根部薄壁细胞增生

而形成肿瘤［４］，从而影响植物吸水功能［５］，使地上部分生长

迟缓、缺水萎蔫［６］。该病最初于１７３７年被发现在地中海西岸
（英国）和欧洲南部（前苏联列宁格勒），由于该病传染力强，

传播途径多，感病植物根部释放的休眠孢子在土壤中存活可

达１０年［７］，随后在世界各地的十字花科蔬菜种植区域蔓延扩

散。又由于发病初期蔬菜地上部分的症状不明显，不易被发

现，使得发病地区减产严重，根肿病又有“根癌”之称，已成为

一种世界性难题。

近年来，根肿病的防治方法主要有农业防治、生物防治、

化学防治及抗病育种等。而从环境保护、成本、管理难易程度

等方面考虑，选用抗病品种是目前防治根肿病的最佳方

案［８］。游离小孢子培养（ｉｓｏｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｃｕｌｔｕｒｅ，简称
ＩＭＣ）技术是由Ｎｉｔｓｃｈ在进行花药培养的同时创建和发展的，
１９８２年德国的Ｌｉｃｈｔｅｒ率先在甘蓝型油菜上成功地进行了游
离小孢子培养，并发现小孢子胚胎及其再生植株的产量远高

于花药培养［９］，这引起了育种工作者的浓厚兴趣，此后小孢

子培养技术在农作物，尤其是芸薹属蔬菜作物中得到了迅速

发展。利用游离小孢子培养技术，可以快速纯化含有抗病基

因的植株，并从大量的抗病双单倍体（ｄｏｕｂｌｅｄｈａｐｌｏｉｄ，简称
ＤＨ）群体中，寻找具有优良生物性状的植株作为亲本进行下
一步的育种工作。本研究以１０份市售的抗根肿病大白菜品
种为材料，筛选易出胚的基因型材料，并利用根肿抗性基因

ＣＲａ分子标记对种质进行筛选，以期为大白菜抗根肿病新品
种的选育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试抗根肿病大白菜材料为１５ＣＲ３７、１５ＣＲ３８、１５ＣＲ５３、

１５ＣＲ８２、１５ＣＲ１０４、１５ＣＲ１２１、１５ＣＲ１２２、１５ＣＲ１２８、１５ＣＲ１３２、
１５ＣＲ１３６，均由西北农林科技大学十字花科蔬菜研究室提供。
１．２　试验方法
１．２．１　试材准备　材料于２０１６年１０月１５日播种于陕西省
油菜杂交中心大田，自然条件下春化，常规田间管理，于２０１７
年３月２６日始花期至４月２２日终花期取材培养。
１．２．２　游离小孢子培养　在大白菜初花期和盛花期，于每天
０８：００—１１：３０摘取健壮花序上未开的花蕾，花蕾长度为
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