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摘要 按树
、

木麻黄青枯病是广东省林业主要病害
,

近年为害猖撅导致严重损失
。

本文报道柞

蚕杀菌肤D 对按树
、

木麻黄青枯病假单胞菌 (sP eu d0 0 0n as : o al an ce a ru m )的杀菌作用
.

以荧光黄

染料隅联的杀菌肤作用于青枯病假单 胞菌
,

用电镜及激光共焦扫描显微镜观察
,

发现杀菌肤能迅

速地将菌体包围
,

作用于细胞膜
,

造成许多小孔并进人胞内
,

尔后损伤的小孔扩大形成喇叭 口
,

内

含物由此泄出胞外
,

最后菌体变成空囊而死亡
.

关键词 柞蚕 ; 杀菌肤 ;按树 ; 青枯病 ; 假单胞菌
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1

按树
、

木麻黄是我国南方主要造林树种
,

对沿海防护林带建设及生态环境的改善有重要

作用
,

按树又是高产速生的造纸原料
。

近年由于青枯病的猖撅为害
,

大量幼林青枯死亡
,

造

成严重损失
。

木麻黄青枯病也威胁着沿海防护林带
。

当前
,

已通过校树抗 青枯病 品种的选

育并依靠微繁大量繁殖苗木供生产种植
,

这些品种对青枯病菌虽有一定抗病力
,

但仍未能解

决栽培过程中感染为害
。

为此探索抗病基因转导技术
,

以图通过基因工程获得抗青枯 病的

按树品种
。

柞蚕杀菌肤是一类广谱性的杀菌多肤
。

注射大肠杆菌于柞蚕 (A
n ht ear ea p

enr iy )蛹
,

诱

导免疫产生杀菌肤
,

对 1 13 种细菌有杀灭作用 (黄自然等
,

19 86 ;李文楚等
,

19 91 )
。

本文研究

柞蚕杀菌肤对按树
、

木麻黄青枯病假单胞菌的杀灭作用
。

为今后将杀菌肤基 因导人按树培

育抗病品种打下基础
。

1 材料与方法

L l 菌种及柞蚕品种

大肠杆菌 住活
c h丽 ch ia co il) K 12D 31

。

由瑞典斯德哥尔摩大学 B o

am
n 教授赠送

,

华南 农

业大 学蚕桑系保存
。

按树青枯病假单胞菌 (sP eu do m洲 as so la na ce a ru 。 ) 1E 09
.

E ”
.

1E 25 及

E 88 均 自湛江地区病树分离而得 ; 木麻黄青枯病假单胞菌 (尸
.

so lan ac ea 。 。 ) 木 4
.

均 由华南

农业大学林学院森林保护教研室保存及供用
。

柞蚕品种青 黄一号
,

由河南省南召县河南蚕业试验场供应
。

1 2 方法

1
.

2
.

1 柞 蚕蛹免疫血琳巴 制备及杀菌肤 D 的分 离纯化 柞蚕滞育蛹
,

每头注射大肠杆菌

1更知冬一伪一 20 收稿
`
国家自然科学基金资助项 目

。

” 现在广东省生物技术研究所工作



8 9华 南 农 业 大 学 学 报 第6 1 卷

K2 1 D1 35 0拜L
.

内含1 x1 0
7

个活菌
,

置 25 一 28 ℃ 诱导 3 d
。

从蛹头部 剪开 收集血 淋

巴
,

同时加人 .0 0 2% 苯基硫脉
。

置沸水浴中加热 3() 而 n
,

速冷至 4 ℃
,

12 o oo r/而 n 离心 30 ~
,

取上清液
,

即为含杀菌肤血淋 巴
。

杀菌肤 D 的分离纯化和鉴定按戴祝英等 (l 9 88) 的方法进

行
。

冷 冻 干燥保存作 为杀菌肤 D 制剂
。

用 巧% 聚丙酞 胺 凝 胶 电脉 检测 其 纯 度
。

按

H u l trr 以 r k 等 ( 19 80) 方法检测其杀菌活力
。

1
.

.2 3 杀 菌肤 D 与 荧光黄 染料隅 联 荧 光 黄 (H uo esr ce nt 、 飞ll o w) 染料 溶 解 于 p H .g .5

0
.

02 5 m ol 几 碳酸盐缓冲液中
,

每 1 m L 加人 1 m g 杀菌肤 D 或等体积免液血淋巴
,

混匀
,

室温

下电磁拌搅 l h 以充分隅联标记 然后移 人预先用 p H g
.

5
,

0
.

0 25 m ol L/ 碳酸盐缓冲液饱和

的 S e P h e d e x G 一 5 0 层析柱 中
.

用同一缓川
’
液洗脱

,

收集活性分部
.

用 H u l tm
a r k ( 1 9 80 ) 方法

测定杀菌肤活力
。

在荧光显微镜下以 4 9 0 n m 激发光
,

观察杀菌肤对细菌 的作用
。

1
.

.2 4 柞蚕杀菌肤对青枯病假单菌的杀菌作用 的观察 按树青枯病及木麻黄 青枯病菌
,

供

试浓度为 I 又 10
’ “
个 / L

。

待测菌液中分别加人 2 一 40 声̀g/’ m L 杀菌肤 D
,

对 照菌加 人 无菌

水
.

28 ℃ 下温育
,

每隔一定时
一

间取出菌液测定残余活菌数
。

同时制成电镜及临 时标本供观

察用
。

荧光显微 镜 为 口本 Ol y l n P tls 厂制 品
,

激发 光 4 90 llnr
,

用黄 色滤 光 目镜 ; 电镜 为 日本

正M 一 100 C M I型
,

按常规方法固定及制样
。

激光共焦扫描显微镜 ( L as er s ca n l il n g C o

onf ca l

h兀 tg m g M ic or sco yP
.

BI O 一 R A I) C 。 产品二氢离子激光波长为 5 14
.

5 n m
.

由华南师范大学激

光生命科学研究所提供使用
。

2 结果

2
.

1 柞蚕杀菌肤的纯化及荧光黄隅联

注射大肠杆菌于滞育柞蚕蛹
,

收集血淋 巴
,

用平板孔穴法测 定其杀菌 活力
,

每孔穴 注人

5 拜 L免疫血淋 巴
,

对大肠杆菌及按树青枯病假单胞菌均形成 13 一 14 r n r n 的抑菌圈
。

用 C M S c p h a or se C L 6 B 凝胶层析及洗脱
,

收集活性分部
,

见 图 1
。

将杀菌肤粗提 物通

过 P h en yl S eP h a
or se C L 4 B 凝胶层析

,

收集活性分部
,

见图 2
。

收集活性物透析除盐
,

用 SD S

聚丙烯酞胺凝胶电泳
.

获得 单一区带
.

测定其分子质量为 4 0 0 0 u
,

见图 3
。

杀菌 肤 D 与 荧 光 黄 染料 隅 联
卜l
.

eses卜4
气乙飞.它且

..

.

侧经崔母哪

后
.

用 S e p h a d ex G 一 5 0 除去 未标 记

的游离染料
,

经 H ul t
lna kr 法测定其对

大 肠杆 菌 抑 菌 圈 直 径为 13 ~ 以

上
,

说明荧光黄染料隅联 的杀菌肤并 :

日

不影响其杀菌活力
。

三
2

.

: 柞蚕杀菌肤 D 对按树青枯病菌 纂
杀菌的动力学规律 尊

供试青枯病假单胞菌的浓度为

10 ’ “ 个 / L
.

在 l m L菌液中分别加人

2 一 4 0 m g 厂L 的杀菌肤 D
,

在不同

的作用时间分别取样以检测其残 留

的活菌数
,

以了解杀菌肤 D 杀菌活

力的动力学进程
,

结果见 图 4
。

提示

杀菌肤 D 对青枯病菌的有效浓度为

10 20 30 40 5 0 印

。 5

亘

尹

尹
尹

\

产
尹

`

八ē日曰

\

…
!!!|洲

\

2
l we

J月川日日日日曰曰日日曰

洗脱管数 (每管 s m L )

图 1 柞蚕免疫血淋巴中杀菌肤 D 的分离图

将第的 一 44 管合并为杀菌肤 D 组份
,

抑菌圈直径
`

13 In l l l
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12

l 0

10 m g / L
。

在有效浓度的前提下 随着作 用 时

间的延长
,

杀菌效果愈佳
.

在 1 0 0 一 1 2 0 而 n

范围内达到完全杀灭的效果
。

将杀菌肤 D 的

有效浓度 ( m g / )L
,

杀菌持续 时 间 (而 n) 及残

存活菌数 (个 / L )等 3 个因子的动力学进程计

算机模拟
。

结果提示 对按树青枯病菌 的效果

(残存活菌数 )的相关函数为
:

Z = 9
.

44 5一 0
.

0 3 2X 一 O
.

0 9 6 Y + 0
.

00() 2 Y 2

:Z 残存活菌数 (对数 ) ; :X 杀菌肤 D 浓度 (m g / )L ;

:Y 杀菌肤 D 作用时间 (而n)
。

\ \ ;
l

一舀ù

侧经涅食哪

1
\

1 1 1”

l \ 1 1

l 、 l ,

l \ l 月 f l 气

l 、 } .

l 】\ I

. ! 1 11 \ 一 互

10 20 30 40 见

洗脱管数 (每管 5 11止 )

柞蚕免疫血淋 巴中杀菌肤 D 的纯化图

将第 18 一 30 管合并为纯化杀菌肤D
,

抑菌圈直径 14 1 1刀11
.

昌ù卒侧圈扭绿

州|
l

叫|浏
1

0011 1240
撅权叔扭鹅仲扭留挤酸候榨仁敏犯

图 2

夔戳歹
作用时间 /m in

0
0八̀U42 2

` ..1

-1
1..二

图 4 柞蚕杀菌肤 D 对按树青枯病假单胞菌作用

的动力学立体图

X : 杀菌肤浓度 (m g/ L )

Y : 作用时间 (m in )

:Z 残存活菌数 (个 /L
·

对数 )

0110八à

性
、一训妈斗佘

杀菌肤 D

0

一
0 2 0 4 0石 0名 1

.

0

-fR 值

图 3 柞蚕杀菌肤分子质量D 的分子质量测定

:A 肌红蛋白 M W 19必 g u ; :B 肌红蛋白

I + 11
,

14 4{ 冲二 :C 肌红蛋白 1 865 9 ; :D 肌红蛋白

n
.

62 】4二 :E 肌红蛋白班
,

2512
.

:x 柞蚕杀菌肤 D
.

分子质量 4 〕 X ) u
。

.2 3 柞蚕杀菌肚 D 对枝树青枯病假单胞菌的

杀菌机理

用扫描电镜观察结果
:
对照菌呈杆状或短

杆状
,

两端钝圆
,

胞膜边缘清晰
,

内含物分布 均

匀
,

图版 工一 l 杀菌肤 D 作用 10 一 2 0 面
n

,

菌

体周缘出现不规则的凹 陷
,

进而形成分布 不均

匀的小孔
。

尔后
,

损伤的小孔扩大局部形 成缺

口
,

内含物从缺 口 中泄 出
,

见 图版 I 一 2
,

3
。

当

作用 3 0 m in 后损伤 的孔 口 加大内含物大量泄

出
,

菌体变成空囊乃至崩坏而死亡
。
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见图版 工一 4
。

以上结果与李 文楚等 ( 19 9 1)对番茄青枯病菌及 董春等 ( 19 92)对水稻 白叶

枯病菌的作用相似
。

说明杀菌肤 D对革兰氏阴性细菌作用的靶组织首先是造成细胞膜的

损伤
。

用激光共焦扫描显微镜观察结果 :对照菌胞膜完整
,

内含物均匀
,

层次清晰
,

图版 工~

5
。

荧光黄染料隅联的杀菌肤 D 作用 10 而
n
后

,

可见黄色荧光物质包围于菌体周缘
,

少数进

人菌休内部
。

通过调节激光焦点
,

清晰地看到杀菌肤 D 对青枯病菌细胞膜有强 的亲 和作

用
。

它是先从胞膜上造成小孔
,

并使胞膜变薄
、

凹陷
,

造成伤 口而渗人
,

尤 以菌 体两端 为

多 ; 当小孔损伤扩大后内含物从此喇叭处泄出胞外
,

菌体遂变成空囊而死亡
,

见图版 工一 6
。

3 讨论

柞蚕杀菌肤族是一种由 35 一 37 个氨基酸残基组成的多肚
,

具有广谱杀菌作用
,

除已报

道之外 (黄自然
,

19 86)
,

最近对发现对 巧 种热带作物病原细菌 (李文楚
,

199 4) 及柑桔溃疡病

黄单胞菌及黄龙病类细菌 ( B a ct e n a 1 L盘 e O gr a此m )均有 杀灭作用 ; 韩爱萍等 ( 1 9 9 3) 对妇科

病阴道毛滴虫 ( T ir hc
o m 。 。 as v

ag in as il) 及宫颈癌细胞有杀伤作用 和抑制生长效应
。

说明柞

蚕杀菌肤除细菌外
,

对原生动物及癌细胞均有作用
。

本试验用荧光黄染料隅联杀菌肤 D
,

结合激光共焦扫描显微镜直接连续观察到 杀菌肤

将细菌包围
,

作用的靶子是细胞膜
,

在短时间内 ( 5 一 10 而n) 造成胞膜凹陷
、

穿孔
,

荧光标记

的杀菌肤进人膜 内
,

进而受损的小孔扩大
,

内容物泄 出而造成死亡
。

而杀菌肤如何将菌体细

胞膜破坏
,

应作进一步的观察与研究
。

杀菌肤 D 对按树
、

木麻黄青枯病假单胞菌有明显的杀灭作用的基础上
,

我们正用人工

合成的杀菌肤 D 基 因 (徐飞等
,

1988) 及新近由柞蚕蛹分离的杀菌肤 B 基因以建立适合的载

体系统
,

对按树外植体如叶盘等作转基因试验
,

以图获得抗青枯病的新品系
.

为木本植物转

基因技术开辟新途径
。
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