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香蕉枯萎病菌２种细胞壁降解酶酶活性
平板检测方法

施金秀，林先丰，姜乃月，凌金锋，李敏慧，姜子德

（华南农业大学 资源环境学院，广东广州 ５１０６４２）

摘要：以病原真菌香蕉枯萎病菌４号生理小种为材料，建立了多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶的平板检测方法．多聚
半乳糖醛酸酶的最佳产酶和检测条件为：诱导底物为果胶，接种孢子终浓度为１×１０４ｍＬ－１，培养时间为３ｄ．３７℃
时检测的多聚半乳糖醛酸酶活性最大；纤维素酶的最佳产酶和检测条件为：诱导底物为羧甲基纤维素，接种孢子终

浓度为１×１０５ｍＬ－１，培养时间为３ｄ，３７℃时检测的纤维素酶活性最大．在此基础上，筛选已获得的香蕉枯萎病菌
４号生理小种致病力减弱突变体，获得了２株多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶酶活性显著降低的致病突变体．
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　　细胞壁降解酶（Ｃｅｌｌｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ，
ＣＷＤＥｓ）是植物病原真菌在侵染寄主植物的过程中
最先分泌的致病工具之一．它能够降解寄主植物细

胞壁的各种成分，破坏植物细胞壁，使细胞分离、组

织溃散，进一步促进病原真菌侵入植物体内并在植

物的组织间和细胞间生长繁殖［１２］．根据酶作用的底



物种类，可将细胞壁降解酶分为角质酶、果胶酶、纤

维素酶、半纤维素酶和其他酶类如蛋白酶、淀粉酶、

脂肪酶和磷脂酶等［２３］．多聚半乳糖醛酸酶通过水解
作用切断糖苷键降解果胶，是病原真菌侵入植物过

程中最先分泌的一类果胶酶．果胶类物质被降解后，
其他的细胞壁组成物质才有可能被其他酶如纤维素

酶、半纤维素酶、木质素酶等降解．病原真菌正是通
过一步步降解植物细胞壁成分，达到其致病的目

的［４］．因此，作为重要的致病因子，多聚半乳糖醛酸
酶和纤维素酶酶活性的检测对于进一步了解和探索

病原真菌的致病机制具有重要的意义．
由尖镰孢菌古巴专化型［Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．

ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ（Ｅ．Ｆ．Ｓｍｉｔｈ）ＳｎｙｄｅｒｅｔＨａｎｓｅｎ，ＦＯＣ］，
侵染引起的香蕉枯萎病，是香蕉生产中为害最严重

的病害［５］．尽管该病害具有典型的细胞壁降解症
状［６］，但病原菌与细胞壁降解相关的致病机制尚未明

确，建立针对多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶的酶活性

检测体系是非常必要的．而目前细胞壁降解酶的检测
方法包括紫外 －可见光分光光度计法［７］、滤纸法［８］、

平板透明圈法［９］、等电聚焦电泳分析法［１０］等，这些都

存在着不同程度的步骤繁琐、检测成本高、不能定量检

测等缺点．本研究通过摸索香蕉枯萎病菌４号生理小
种在不同条件下多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶产量

及酶活性检测方法，以期建立一种省时省力的细胞壁

降解酶酶活性平板的检测方法，并通过这种方法筛选

外源ＴＤＮＡ随机插入的致病突变体［１１］，以期得到细

胞壁降解酶酶活性降低的致病突变体，为阐明香蕉枯

萎病菌与细胞壁降解相关的致病机制提供材料，也为

研究其他病原真菌的致病机制提供方法上的参考．

１　材料与方法

１．１　供试菌株
香蕉枯萎病菌４号生理小种野生型菌株（Ｗｉｌｄ

ｔｙｐｅ，ＷＴ）：ＸＪＺ２，为华南农业大学资源环境学院植
物病理学系真菌研究室分离、鉴定和保存［５］；致病力

减弱突变体为通过致病性检测筛选获得的外源 Ｔ
ＤＮＡ随机插入的突变体［１１］．
１．２　孢子悬浮液的制备

于ＰＤＡ（马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，
加双蒸水定容至１０００ｍＬ）平板上活化低温保存的
ＸＪＺ２菌株，２５℃黑暗条件培养至长出新鲜菌丝后，
挑取菌落边缘菌丝至一新 ＰＤＡ平板，相同培养条件
下培养５ｄ；用灭菌接种环挑取５ｍｍ菌碟接种于装
有１０ｍＬＹＰＤ（酵母浸出粉１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡萄糖

２０ｇ，加双蒸水定容至１０００ｍＬ）培养液的５０ｍＬ离
心管中，２００ｒ／ｍｉｎ、２５℃条件下培养２ｄ后，用一层
擦镜纸过滤除去菌丝块，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收
集小孢子并以灭菌水制成孢子悬浮液，血球计数板

计算孢子浓度，用灭菌水配成不同浓度的孢子悬浮

液备用．
１．３　产酶培养基及粗酶液的制备

产酶培养基采用合成培养基加１％诱导底物［果
胶（Ｐｅｃｔｉｎ）、多聚半乳糖醛酸（Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＰＧＡ）和羧甲基纤维素（Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，
ＣＭＣ）］配制而成（以上化学试剂均购自Ｓｉｇｍａ公司）．
合成培养基［１２］配方为：０２ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０４ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，０２ｇＫＣｌ，１ｇＮＨ４ＮＯ３，００１ｇＦｅＳＯ４，００１ｇ
ＺｎＳＯ４，００１ｇＭｎＳＯ４，用双蒸水补足至１０００ｍＬ．

粗酶液的制备：在１００ｍＬ三角瓶中加２５ｍＬ产
酶培养基，用已经配制好的孢子悬浮液接种，使最终

接种密度为１×１０１～１×１０６ｍＬ－１，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ条
件下，培养１～５ｄ，分别收集培养液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后，取上清并用孔径０２２μｍ的细菌过滤器过
滤，得到的滤液为粗酶液，置于４℃保存备用．
１．４　酶活性检测培养基的配制及酶活性平板检测

参照Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ等［１３］提出的酶活性检测培养基配

方，稍作修改．多聚半乳糖醛酸酶检测培养基：１０ｇ／Ｌ
ＰＧＡ，１０ｇ／Ｌ酵母浸出粉，２２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１１０
ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ５５），２０ｇ／Ｌ琼脂糖；纤维素酶
检测培养基：１ｇ／ＬＣＭＣ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠（ｐＨ
７０），２０ｇ／Ｌ琼脂糖．

将配制好的酶活性检测培养基以每皿１２ｍＬ的
量倒入直径为９ｃｍ的培养皿中，待稍凝固后，置孔
径７ｍｍ的灭菌牛津杯于培养基上，待全部凝固后，
即制成检测平板．

取上述制备的粗酶液每孔１００μＬ加入牛津杯
中，分别于２８、３０和３７℃温度下放置１６～１８ｈ后，
进行显色处理，观察并测量酶解圈的直径．其中，多
聚半乳糖醛酸酶酶活性平板检测用４ｍｏｌ／Ｌ盐酸浸
洗显色１５ｍｉｎ；纤维素酶酶活性平板检测先用１ｇ／Ｌ
的刚果红染色 ３０ｍｉｎ，再用 １ｍｏｌ／Ｌ氯化钠脱色 ２
次，每次１５ｍｉｎ．

本试验根据影响产酶量和酶活性检测的主要因

子，逐一进行单因子条件试验．其中，后续因子最优
条件的确定是在前面因子已确定的条件下进行的．
每个处理设３个重复，用 ＳＡＳ软件进行差异显著性
分析．
１．５　致病力减弱突变体的酶活性平板检测

将筛选的致病力减弱的突变体与野生型菌株
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ＸＪＺ２（作为内参照）复壮后，配成相同浓度的孢子悬
浮液，接种到产酶培养基中，按上述的最佳检测参数

进行这２种细胞壁降解酶的酶活检测，观察并测量
酶解圈大小，每个处理设３个重复，用 ＳＡＳ软件进行
差异显著性分析．

２　结果与分析

２．１　多聚半乳糖醛酸酶酶活性平板检测
在对多聚半乳糖醛酸酶进行酶活性平板检测时，

不同的诱导底物、接种ＸＪＺ２孢子浓度、培养时间及检
测温度都对酶解圈的直径有影响．如图１Ａ所示，诱导

底物为果胶时，得到的多聚半乳糖醛酸酶的酶解圈最

大，说明果胶适合诱导该酶的产生；用果胶诱导产酶，

培养３ｄ，当接种终浓度为１×１０４ｍＬ－１时，酶解透明圈
的直径达到最大（图１Ｂ）；确定用果胶诱导产酶，接种
孢子浓度为１×１０４ｍＬ－１时，培养３ｄ即可检测到最大
的酶解圈，随着培养时间的增加，酶解圈反而减小（图

１Ｃ），说明以果胶诱导，接种终浓度为１×１０４ｍＬ－１孢
子时，培养３ｄ所产生的酶量最大．当确定前３个影响
因子后，不同的温度下，酶活性检测得到的酶解圈大小

不同，在３７℃时，所得的酶解圈最大（图１Ｄ），说明３７
℃为多聚半乳糖醛酸酶酶活性平板的最佳检测温度．

图１　不同影响因子对多聚半乳糖醛酸酶检测的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

２．２　纤维素酶酶活性平板检测
不同的产酶诱导底物、接种 ＸＪＺ２孢子终浓度、

培养时间及酶活性平板检测温度得到的纤维素酶的

酶解透明圈大小不同．如图２Ａ所示，诱导底物为羧
甲基纤维素时，得到的酶解圈最大，说明羧甲基纤维

素适合诱导纤维素酶的产生；以其诱导产酶，当接种

孢子终浓度为１×１０５ｍＬ－１，培养３ｄ时，酶解透明圈
的直径达到最大，增加接种孢子浓度到 １×１０６

ｍＬ－１，酶解透明圈大小并没有相应增加，而是有所减
少，因而确定最适接种孢子浓度为１×１０５ｍＬ－１（图

２Ｂ）；确定用羧甲基纤维素诱导产酶，接种孢子浓密
为１×１０５ｍＬ－１时，培养３ｄ后即可检测到最大的酶
解圈，培养时间增加，酶解圈反而减小，因此最适的

培养时间为３ｄ（图２Ｃ）；在确定前３个影响因子后，
不同的酶活性检测温度下，得到的酶解圈大小不同，

３７℃时所得的酶解圈最大（图２Ｄ），说明纤维素酶酶
活平板检测时３７℃为最适的酶反应温度．因而，确
认纤维素酶酶活性平板检测的最佳条件为以羧甲基

纤维素为诱导底物，接种香蕉枯萎病菌的孢子终浓

度为１×１０５ｍＬ－１、培养３ｄ，３７℃下进行检测．

图２　不同影响因子对纤维素酶检测的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｃｅｌｌｕｌａｓｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

２．３　香蕉枯萎病菌致病力减弱突变体２种细胞壁
降解酶酶活性检测

　　按上述最佳检测参数，以香蕉枯萎病菌 ４号
生理小种的野生型（ＷＴ）菌株为对照，对已经筛
选到的该病原菌致病力减弱突变体进行多聚半乳

糖醛酸酶和纤维素酶的酶活性平板检测，结果发

现了２株细胞壁降解酶酶活性下降的致病突变体
Ｌ２４８和 Ｌ１０１２（图 ３）．与 ＷＴ相比，突变体 Ｌ２４８
的多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶的酶解圈都明显

变小，差异显著性分析表明它们与 ＷＴ之间存在
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极显著差异（Ｐ＜００１）．突变体 Ｌ１０１２的多聚半
乳糖醛酸酶酶解圈明显小于 ＷＴ的，且存在极显
著性差异（Ｐ＜００１），而纤维素酶酶解圈与 ＷＴ
相比没有明显的变化．该结果表明：２个致病性减

弱的突变体的纤维素酶和多聚半乳糖醛酸酶酶活

性上都表现为不同程度地降低，暗示这 ２种细胞
壁降解酶可能在香蕉枯萎病菌的致病过程中起重

要的作用．

表示突变体与ＷＴ相比差异极显著（Ｐ＜００１）．

Ａ：多聚半乳糖醛酸酶平板检测结果；Ｂ：纤维素酶平板检测结果；Ｃ：统计分析ｔ检验结果．

图３　致病力减弱突变体多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶酶活性平板检测结果
Ｆｉｇ．３　Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅａｎｄｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｍｕｔａｎｔｓ

３　讨论与结论
为了能够快速地从外源ＴＤＮＡ随机插入的香蕉

枯萎病菌４号生理小种致病突变体中找到与细胞壁
降解酶有关的致病突变体，本研究建立了多聚半乳

糖醛酸酶和纤维素酶２种细胞壁降解酶酶活性平板
检测方法．该方法是基于平板透明圈法［９］和滤纸

法［８］的一种省时省力的酶活检测方法．与常规的紫
外－可见光分光光度计法［７］相比，该方法不用制作

标准曲线，也不需要借助仪器，可以在短时间内，通

过观察酶解圈的大小，非常直观地观察到目标酶的

活性；与马桂珍等［９］采用的平板透明圈法相比，２种
方法都比较直观，但本研究以酶液取代了菌饼，不仅

可以定性而且在设有内参（ＷＴ）的条件下，通过固定
接种孢子密度、培养时间等与产酶量相关的参数，在

一定范围内可定量地检测酶活性，同时也避免了随

着酶解时间的延长透明圈会被菌落所覆盖而不能准

确反映酶活性的缺点；与等电聚焦电泳分析法［１０］相

比，本研究具有检测成本低、操作简单及不需要借助

仪器的优点．因此本研究所建立的方法所需时间短，
检测方法直观可靠，检测成本低，特别适合短时间内

大量地筛选酶活性有变化的突变体．此外，本研究所
确定的最佳检测参数，也可为镰孢菌属内其他种真

菌的细胞壁降解酶酶活性检测提供方法参考．
多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶是植物病原真菌

侵入寄主植物初期分泌的最重要的２种细胞壁降解
酶，被认为是植物病原真菌的重要致病因子，在其致

病过程中特别是侵入与定殖阶段起着重要作

用［１４１６］．本研究筛选到致病力下降的突变体Ｌ２４８，其
多聚半乳糖醛酸酶及纤维素酶活性与 ＷＴ相比显著
下降；而突变体 Ｌ１０１２的多聚半乳糖醛酸酶活性也
有比较明显地下降．该结果验证了这一类细胞壁降
解酶酶活性降低与病原菌致病力下降之间的正相关

关系．但是，Ｐｉｅｔｒｏ等［１２，１７１８］的研究也表明，敲除单一

细胞壁降解酶基因不一定影响尖孢镰刀菌的致病

力．Ｍｉｃｈｉｅｌｓｅ等［１９］认为，这可能与该病原菌中存在

着其他冗余基因编码的细胞壁降解酶有关，突变 １
个基因，其他冗余基因就会表达并合成同样功能的

酶，而表现为不影响病原菌的致病力．ＯｓｐｉｎａＧｉｒａｌｄｏ
等［２０］从尖孢镰刀菌番茄专化型（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）上分离到１个受蔗糖抑制的多种细胞壁
降解酶调控基因 ＳＮＦ１，敲除该基因，多种细胞壁降
解酶的表达受到抑制，突变菌株也表现为致病力显

著下降．该基因在其他的植物病原真菌中也被证明
具有同样的细胞壁降解酶表达调控功能，并最终影

响其病原菌的致病力［２１２２］．因此，研究一类细胞壁降
解酶基因表达的调控因子，对于揭示病原菌与此相

关的致病机制具有重要的意义．本研究筛选的突变
体Ｌ２４８和Ｌ１０１２均不同程度地影响着细胞壁降解
酶多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶的酶活性水平，而

对其突变基因的序列分析表明这２个基因均不是细
胞壁降解酶的合成基因（结果另述），由此推断该基

因极有可能通过调控细胞壁降解酶基因的表达，并最

终影响香蕉枯萎病菌的致病力，但如何影响以及通过

哪种信号传导途径进行调控，仍需进一步的研究．
本研究通过多聚半乳糖醛酸酶和纤维素酶的平
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板检测方法，快速地筛选和检测了香蕉枯萎病菌致

病突变体，并找到２株多聚半乳糖醛酸酶和纤维素
酶酶活性下降的突变体 Ｌ２４８和 Ｌ１０１２，为研究香蕉
枯萎病菌与细胞壁降解相关的致病机制提供了材

料，并奠定了科学的基础．
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