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小黑麦抗真菌蛋白组分的分离纯化和性质研究
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摘 要 以木霉为指示菌，小黑麦中饲 $DA种子中的蛋白提取物经过分离纯化后，得到了 D种主要的抗真菌蛋白组
分，经酶活检测鉴定，分别是分子量为 D%*# EF的 G)8??!型几丁质酶，两种分子量为 #!EF和 $D EF的"3!，D3葡聚糖
酶。其中几丁质酶的最适反应 .H为 5I%，最适反应温度为 DAJ，测定的 +3末端氨基酸序列与大麦几丁质酶的有很
高的同源性。在一定条件下，这 D种蛋白组分都有较强的抗木霉活性，并且有明显的协同作用，同时它们对离体易
感小麦叶片上白粉菌有很好的生长抑制作用。
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植物抵抗病原有多种方式，合成一些有抗病性

的化合物是一种重要方式，在这些有抗病性的化合

物中最重要的是一类病原相关蛋白（M8/N(C-=-?9?32-3
)8/-O .2(/-9=?，MP3.2(/-9=?）。MP3.2(/-9=? 是指一类宿
主编码的蛋白质，它们主要位于植物细胞间隙中，通

常由病原感染所诱导产生，现在被分为 # 个家族。
它们的合成也可被一些化学物质所诱导并与宿主对

病原 的 非 特 异 性 抵 抗 有 关［!］。几 丁 质 酶

（7GDI$I!I!4）是几丁质的水解酶。几丁质又称甲壳
素，是 +3乙酰 F3葡萄糖胺（B)@+L@）以"3!，4糖苷键
连接起来的直链多聚物，它是真菌细胞壁的重要组

成成分之一，同时也大量存在于昆虫和动物的甲壳

中。多数植物都能产生几丁质酶，但是植物体内迄

今尚未发现几丁质的存在，因此几丁质酶被认为与

植物的防御反应有关［$］，归类为 MP3.2(/-9=?家族 D。

"3!，D3葡聚糖酶（7GDI$I!ID&）是"3葡聚糖的水解酶，
属于 MP3.2(/-9=家族 $［!］。由于"3!，D3葡聚糖以不同
形式参与了植物和真菌细胞壁的构建组成，因此凡

是涉及它们细胞壁结构和功能改变的过程就涉及"3
葡聚糖酶，如发芽、细胞生长、抵抗病原侵染、开花及

结果等［D］。小黑麦是小麦和黑麦属间杂交，应用多

倍体育种和染色体工程方法第一个人工创造的新作

物。它既具有小麦优质高产又具有黑麦的抗寒抗旱

尤其是黑麦的抗病性的特点，有很好的应用和研究

价值。孙元枢教授培育出的小黑麦中饲 $DA已通过
品种鉴定并已在国内大面积推广，该品种有很好的

抗白粉病特性。而白粉病是一类严重危害麦类高

产、稳产的病害菌。因此，在植物生物工程技术飞速

发展的今天，了解抗病植物的抗病机理，寻找具有抗

菌活性的蛋白组分，对未来转基因植物的构建和培

育将有重要意义。

本研究以木霉为指示菌，追踪小黑麦中饲 $DA
种子中的抗真菌活性，分离纯化并鉴定了 D种主要
的抗真菌蛋白组分。在了解这些组分间相互作用的

基础上，进一步观察了其对小麦白粉病的作用，获得

了理想的实验结果。本文对小黑麦抗真菌成分所做

的研究工作在国内外尚未见报道。

! 材料和方法

!"! 菌种和材料
绿色木霉购自中国科学院微生物所；混合型白

粉菌种购自中国农科院植保所；小黑麦中饲 $DA 种
子由中国农科院作物所孙元枢教授惠赠；小麦铭贤

!5&种子由中国农科院植保所段瑕瑜老师惠赠；柱



层析材料 !"#"$%&’’(’)*&为 +,-./-0公司产品，%1$
2&3,-4)*& %5$67、2&3,-849’ 2$:;; 和 <=!> 膜、%#<2
均为 <,-/-8?-公司产品；<,&09’@’98?0&疏水柱层析材
料为自行合成；电泳试剂 #84、7?*、2!2、#<、分子量标
准和酶测活底物几丁质（%,?.?0）、昆布多糖（5-/?0-4$
?0）均为 2?@/- 公司产品；其余试剂均为国产分析
纯。

!"# 方法
!"#"! 木霉孢子液的制备：按参考文献［A］配成孢
子浓度为 B C :;D 个E/5的储存液。
!"#"# 抗木霉活性测定：
（:）固体培养基法：在文献［A］测活方法的基础
上略作改进，在土豆琼脂平板上分别加上 F!5适当
稀释的待测蛋白样品和浓度为 B C :;D 个E/5的木霉
孢子液样品，BFG培养约 BA ,后观察结果。抗木霉
活力单位定义为该条件下能抑制木霉菌生长所需的

最小蛋白量为一个活力抑制单位（(:）。
（B）液体培养基法：参照文献［H］，在 :IH/5 "3$

3&0J)4K 管中加入 ;IF/5 土豆液体培养基、;IB/5
L6M甘油、L;!5 浓度为 A C :;H 个E/5木霉孢子液和
:D;!5待测蛋白样品，BFG培养约 BA , 后测 !"66;

值。抗木霉活力单位定义为该条件下降低木霉菌正

常生长 !"66;值一半所需的最小蛋白量为一个活力

抑制单位（(B）。

!"#"$ 抗木霉蛋白组分的分离纯化：按文献［A］方
法处理获得小黑麦中饲 BLD种子浸提液，向其中缓
慢加入硫酸铵至 HHM饱和度，静置 F , 后，:; ;;;
4E/?0离心 B; /?0 去沉淀，上清液中继续加入硫酸铵
至 F;M饱和度，静置 F , 后，:; ;;; 4E/?0离心 B;/?0
收集沉淀，用少量 3N DI;，;I;BH /)’E5 磷酸缓冲液
（<72）溶解并用相同缓冲液透析过夜。将透析蛋白
液上 !"#"$%&’’(’)*& 柱（ BID8/ C DI;8/），用 含
;I;H/)’E5 O-%’的 <72洗脱，收集合并抗木霉蛋白活
性峰后，上 %1$2&3,-4)*& %5$67柱（:ID8/ C PI;8/），
用 ; Q ;IB/)’E5 O-%’的 <72进行直线梯度洗脱，收
集抗木霉蛋白活性峰浓缩后上 2&3,-849’ 2$:;;分子
筛层析柱（:I68/ C F;8/），将分离获得的抗木霉蛋白
活性组分浓缩后溶于硫酸铵浓度为 :6M的 3N DIA，
;I;B /)’E5的 R4?*$N%’缓冲液中，上 <,&09’@’98?0&疏
水层析柱（:IH8/ C :IA8/），用 :HM Q ;M硫酸铵的
R4?*$N%’缓冲液线性梯度洗脱，分别收集抗木霉蛋
白活性峰并用重蒸水充分透析，样品经真空冷冻浓

缩干燥后置于 AG冰箱中备用保存。以上抗木霉活

性测定主要采用固体培养基法，测定结果见表 :。
!"#"% 几丁质酶活性测定：用 %,?.?0作底物参照文
献［6］进行，用几丁质酶酶反应的标准曲线的初始斜
率来进行计算。酶活力单位定义为该条件下，每分

钟水解释放出相当于 :!/)’ S’8O#8单体所需的几丁
质酶为一个酶活单位（(L）。

!"#"& "$:，L$葡聚糖酶活测定：用 5-/?0-40作底物
参照文献［D］进行。活力单位定义为在该条件下每
分钟产生 :!/)’葡萄糖的"$:，L$葡聚糖酶为一个酶
活单位（(A）。

!"#"’ 蛋白质电泳分析和蛋白质印迹转移：分别参
照文献［F］中 2!2$凝胶电泳方法和蛋白质印迹转移
法进行。

!"#"( 蛋白分子量的测定：用 2!2$<#S" 和
2&3,-849’ 2$:;;凝胶柱层析法测出。
!"#") O$末端序列分析：由中国科学院遗传所用
#33’?&J 7?)*9*.&/* 1)J&’ AD6#序列测试仪测定。
!"#"* 离体叶段法测定分离蛋白组分抗白粉病作
用：取小麦铭贤 :6P 二叶期 L8/ 长叶段，用 ;I:M
R4?.)0 T$:;;处理后，铺于含 6;!@E/5防腐剂苯丙咪
唑的琼脂板上，涂抹 ;I:M R4?.)0 T$:;; 并吸去多余
液体。在不同叶片上分别涂抹 B;!5 H;(@E/5 的抗
木霉蛋白组分，72#溶液和 R4?*$N%’缓冲液后，再分
别均匀撒上白粉菌孢子，:6G，每天 :6,光照下于培
养箱中培养 F Q :;J后观察结果。

# 结 果

#"! 抗真菌蛋白的分离纯化结果
按 :IBIL中的处理方法，小黑麦中饲 BLD 种子

浸提液中的蛋白组分经硫酸铵沉淀、!"#"$%&’’(’)*&
柱层析、%1$2&3,-4)*& %5$67 柱层析、和 2&3,-849’ 2$
:;;分子筛柱层析等步骤的分离纯化后，获得分子
量差异较大的两个抗木霉蛋白组分 :和 B。其中组
分 :分子量大但有微弱的抗木霉活性，通过酶活测
定分析，有"$:，L$葡聚糖酶酶活性（:HF:(A E/@）；分子
量小的组分 B通过 <,&09’@’98?0&疏水柱层析进一步
分离又获得疏水性有差别的两个抗木霉活性组分 L
和 A，疏水性强的蛋白组分 L抗木霉活性很高，通过
酶活测定分析，有几丁质酶酶活性（:LL(L E/@）；疏水
性弱的组分 A抗木霉活性低，通过酶活测定分析，有

"$:，L$葡聚糖酶酶活性（6A;(A E/@）。分离纯化各步
蛋白含量和抗木霉活性见表 :。
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表 ! 小黑麦抗真菌蛋白组分的分离纯化
"#$%& ! ’()*+*,#-*./ .+ -0& #/-*+(/1#% 2).-&*/3 +).4 ")*-*,#%& 3&&5

!"#$%$&’($)* +(,- .)(’/ -#)(,$*012 .)(’/ ’&($3$(40"5 6-,&$%$& ’&($3$(40（"5 012） 7,&)3,#408

9#":, ,;(#’&( <=>> ?@A>>> 5B> 5>>

@@8 C B>8DE6E 55>> FB@>>> F@> @5

GHDHI9,//"/)+, J>> FA>>>> <>> <B

9KI6,-L’#)+, <@ FA>>>> B>>> <B

6,-L’&#4/ 6I5>> 5 < M5 0 0 0

= 5@ M? =JB>>> 5J>>> FJ

!L,*4/2/4&$*, F 5> MF =>A>>> =>>>> =?

NO9 < =MA 0 0 0

676 小黑麦几丁质酶的性质
组分 F蛋白样品经 6G6I凝胶电泳分析，银染表

明为一条带，其质量为 F>E@ PG（图 5）；该蛋白带进
行印迹转移后作 QI末端序列分析，结果和已报道大
麦几丁质酶 QI末端序列有很高的同源性，但和大豆
的序列有较大的差异［@］。具体比较如下：

小 黑 麦 几 丁 质 酶 QI末 端 序 列： 6IRI6I6IOI O INI
DISITIGI7IKIUIU
大麦 几 丁 质 酶 QI末 端 序 列： 6IRI6I6IOIRI6I7I

DISITIGI7IKIUIU
大豆几丁质酶 QI末端序列：GIUI 6IDIUI O I6I7I.I6ITIGI

SIKIUIV

图 5 抗真菌蛋白组分中几丁质酶分离纯化
的 6G6I!DWH分析

T$2M5 6G6I!DWH ’*’/4+$+ )% &L$(*’+, :"#$*2 (L,
-"#$%$&’($)* )% ’*($%"*2’/ -#)(,$*+

5 M @@8 C B>8DM 6；= M 9KI6,-L’#)+,；FM 6,-L’&#4/ 6I5>>；<M !L,*4I

/2/4&$*, NO9；@ M !#)(,$* 1’#P,#+

同时该蛋白样品的酶活分析表明，组分 F中几
丁质酶的活性与抗木霉活性相平行，即几丁质酶的

酶活越高，抗木霉活性越大，反之亦然；同时，固体平

板上几丁质酶对木霉菌丝顶端生长的抑制情况如图

=所示：DM正常对照中木霉菌丝自由伸展；X添加几

丁质酶后木霉菌丝成梳齿状，顶端生长明显受到抑

制。以上结果都充分说明小黑麦抗木霉活性蛋白主

要成分是其产生的几丁质酶。经测定，该酶的最适

反应温度为 F?Y，最适反应 -N为 A M >，与小黑麦正
常生理环境条件相符合。

图 = 纯化的小黑麦几丁质酶对木霉菌丝顶端生长的抑制
T$2M= O*L$Z$($)* )% .#$&L):,#1’ 14&,/$’/ 2#)[(L Z4 (L, -"#$%$,:

&L$($*’+, %#)1 .#$($&’/,
DM Q)#1’/ 2#)[(L ；XM O*L$Z$($)* )% 2#)[(L Z4 &L$($*’+,

678 两种小黑麦!9!，89葡聚糖酶的性质
组分 5和 <蛋白样品通过酶活测定分析，均测

出有!I5，FI葡聚糖酶酶活性；经 6,-L’&#4/ 6I5>>凝胶
柱层析法测定，组分 5和组分 <中的!I葡聚糖酶分
子量分别约为 @5 PG和 =F PG。
67: 几丁质酶与!9!，89葡聚糖酶抗木霉活性的协
同效果

将组分 5和 <中的!I5，FI葡聚糖酶混合后用固
体培养基法进行抑菌测定时，抑菌活力很低；通过液

体培养基法进行测定时，却表现出明显的活力。而

几丁质酶在 =种方法上都能表现出很好的抗木霉活
力。实验结果还表明，等量的小黑麦几丁质酶在液

体法测定中要比!I5，FI葡聚糖酶抗木霉活力高，并
且二者具有明显的协同作用。活力测定结果如表 =
所示。固体法和液体法中都以测定的双酶等量混合

液的抗木霉活力为 5>>8。
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表 ! 小黑麦几丁质酶和!"#，$"葡聚糖酶的抗木霉活性
%&’() ! *++),- .+ ,/0-01&2) &13!"#，$"4(5,&1&2) +6.7 %60-0,&() .1 46.8-/ 01/0’0-0.1 .+ %60,/.3)67&

!"#$%& ’(&’)’%’#( *+,,-" !./，0.12+34(45-⋯（6"1789）
:&’%’(45-
（6"1789）

!./，0.12+34(45- ; :&’%’(45-<
（6"1789） （6"1789）

=#2’> 3+2%+"- 8-%&#> < < ?@A /<<A

9’B+’> 3+2%+"- 8-%&#> < 6@A 0?A /<<A

!9: 小黑麦几丁质酶与!"#，$"葡聚糖酶的抗白粉
病作用

白粉菌是一种专性寄生菌，只能在活体组织上

生长，不能用培养基培养。因此我们采用若干小麦

离体叶段，随机平均分为 C组，如前面方法所述，分

别涂抹好测定样品，然后接种白粉菌，培养观测记录

每个叶片上的菌落数，取每组平均值，结果由表 0可
见。这显示了极低量的小黑麦几丁质酶和!./，0.葡
聚糖酶都能具有明显的抗白粉病活性。

表 $ 小麦离体叶段法测定几丁质酶和!"#，$"葡聚糖酶的抗白粉病作用
%&’() $ ;.83)6< 70(3)8 46.8-/ 01/0’0-0.1 .1 3)-&,/)3 252,)=-0’() 8/)&- ()&>)2

’< ,/0-01&2) &13!"#，$"4(5,&1&2)2 +6.7 %60-0,&()

*=D
E"’5.F:2

)+,,-"
:&’%’(45- !./，0.

12+34(45-

DG-"41- 48#+(% #, H#$>-"I 8’2>-$ #( -G-"I >-%43&-> 5+53-H%’)2- $&-4% 2-4G- /< /< < /

$ 讨 论

/?//年 *-"(4">首次在蜗牛中发现几丁质酶［?］。
J<年代初，由于发现植物体内的几丁质酶可能参与
植物防卫反应，使几丁质酶研究成为一个热点。

/??C年，9-#等［/<］对不同来源的植物几丁质酶氨基
酸序列比较分析，将几丁质酶分为 @类，即 :2455#.
$类几丁质酶。其中 :2455#类几丁质酶大多为碱
性蛋白，K末端有富含半胱氨酸的几丁质结合区；而
:2455%类几丁质酶大多为酸性蛋白，其主要结构的
氨基酸序列与 :2455#几丁质酶相似，但 K末端缺少
富含半胱氨酸的几丁质结合区，一般存在于植物细

胞间隙中，是植物防卫反应的主要机制。主要有烟

草几丁质酶、大麦几丁质酶等。从本文报道的小黑

麦几丁质酶的 K末端序列氨基酸组成情况基本可
以推测该几丁质酶属于 :2455%类。
研究表明，植物几丁质酶和!./，0.葡聚糖酶对

植物真菌病害的防治机理主要是由于对真菌细胞壁

的破坏作用。真菌胞壁的主要成分是几丁质和!.葡
聚糖，它的形成取决于真菌对自身几丁质和!.葡聚
糖合成和降解的精细平衡。当这一平衡被外加的几

丁质酶和!.葡聚糖酶破坏时，真菌胞壁的合成就会
受损，从而导致菌丝膨胀、破裂、死亡，最终表现为真

菌生长受抑制。此外有报道，植物细胞还会产生一

种核糖体失活蛋白，也有很好的抗真菌作用［@］。它

主要是通过和几丁质酶、!./，0.葡聚糖酶的协同作
用，渗入到真菌胞内，特异性地抑制其核糖体活力，

从而控制真菌靶蛋白的合成速率，抑制真菌病害的

繁殖和生长。这些都表明植物的抗真菌作用是一个

各方因素协同、综合的复杂过程。

相比之下，几丁质酶比!./，0.葡聚糖酶有更好
的抑菌效果，特别在固体培养基法中对木霉新生菌

丝延伸的抑制作用上，几丁质酶尤为明显。这主要

的原因是由于新生菌丝以顶端生长方式延伸时，顶

端最先合成的成分是几丁质，常裸露在外，更容易受

到几丁质酶的降解，导致新生菌丝的胞壁被破坏，菌

丝生长显著降低。

小麦白粉病是世界各麦区的主要病害之一，它

是由高度专性寄生菌———禾白粉菌小麦专化型

（L"I5’H&-7*2+8-"’41"48’(’5, M 5H M %"’%’3’）侵染寄主体表
细胞造成的。吸器作为禾白粉菌等寄生真菌从寄主

体内获取养分的唯一器官，它在植物细胞内的出现，

往往是病菌成功侵染的标志，而几丁质正是吸器壁

的主要成份，植物几丁质酶必然对吸器有很强的抑

制作用。如 =&4H’"4等［//］将重组的几丁质酶通过灌
溉施用于温室中的大豆、棉花，结果发现几丁质酶使
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病源菌 ! ! "#$$%&’ 的吸器迅速消失，使植株发病率降
低了 "#$。虽然目前还未见有任何几丁质酶和!%
&，’%葡聚糖酶降解小麦白粉菌吸器的直接证据，但
我们可以推测该小黑麦几丁质酶对白粉菌的生长抑

制作用，除了对其菌丝的前期生长抑制外，几丁质酶

对其重要营养器官%吸器的明显破化也是重要的原
因。

随着几丁质酶抗真菌机理的认识和植物基因工

程技术的飞速发展，近来更深一步的工作则是 (!
)*+,,-*.等［&#］将大麦种子中的几丁质酶基因转入小
麦获得了对白粉病有高抗性的小麦植株，它从另一

个角度更加证明了植物几丁质酶在抗白粉病方面起

的重要作用。预计未来，我们能获得该小黑麦几丁

质酶的完整基因序列，并转入优质高产小麦品种中，

希望构建出有良好应用前景和经济价值的转基因抗

病植株，同时对其抗真菌机理也将会有更深入的认

识和了解。
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