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摘 要：【目的】为了揭示杧果胶孢炭疽病菌（Colletotrichum gloeosporioides）漆酶基因家族成员在转录水平上响应无

机阴阳离子和有机物类型外源物的表达模式，为探究该家族在C. gloeosporioides侵染中的作用和开发潜在杀菌剂靶

标提供参考。【方法】测定了27种外源物对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶酶活性的影响，以及4种代表性外源物对胞内漆

酶酶活性、黑色素产量和附着胞形成率的影响，同时利用实时荧光定量PCR(real-time quantitative PCR，qRT-PCR)分析

了4种代表性外源物对13个漆酶基因家族成员表达的调控。【结果】对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶活性具有明显抑制
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羟基苯甲酸、二甲基亚砜、肉桂酸和香草酸，其中Fe2+、Fe3+、SO3
2-和半胱氨酸的抑制作用为90%，尤为明显；3个浓度的

Ca2+均促进，Mn2+、Cu2+、Zn2+和Mg2+在1 mmol·L-1时促进，5、10 mmol·L-1时抑制；4-羟基-3-甲氧基肉桂酸甲酯和焦性没

食子酸在1、5 mmol·L-1时抑制，在10 mmol·L-1时明显促进。从对胞内漆酶酶活性和附着胞形成率影响来看，1 mmol·L-1

的Cu2+和Mn2+促进，1 mmol·L-1的SO3
2-和半胱氨酸抑制。从对黑色素合成影响来看，1 mmol·L-1的Cu2+显著促进，但1

mmol·L-1的Mn2+和SO3
2-和半胱氨酸无显著影响。qRT-PCR结果显示，1 mmol·L-1的Cu2+对约3/4的漆酶基因家族成员

诱导表达，但抑制Cglac11和Cglac12的表达；Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸对约1/3的成员起促进作用，对23%的成员抑制表

达，不影响其余成员的调控；4种外源物均显著促进Cglac2的表达但均不影响Cglac3的表达。【结论】不同外源物对杧

果胶孢炭疽病菌漆酶活性、黑色素合成和附着胞的形成以及对漆酶基因家族成员的表达调控影响有差异，初步推测

Cglac2、Cglac12和Cglac13与外源物Cu2+、Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸之间存在密切关系。
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Abstract:【Objective】Mango (Mangifera indica Linn.) is the second most important tropical fruit in

China. Colletotrichum gloeosporioides is the main pathogen of mango anthracnose, a serious disease re-

ducing fruit production. It has large host- range and wide distributions. The main way of infection of

Colletotrichum spp. is direct invasion of the melanized appressorium to the host. Melanin could main-

tain the integrity of the appressorium cell wall, prevent the efflux of intracellular glycerol, promote the

formation of high turgor in the appressorium, and help the fungus to invade the host. So, melanin is con-
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sidered to be a virulence factor for many plants pathogenic fungi. The intracellular melanin of Colletot-

richum is mostly dihydroxynaphthalene (DHN) melanin, whose synthesis pathway is composed of a

number of key enzymes with the laccase, the last enzyme, which plays a role in oxidative polymeriza-

tion and catalyzes the synthesis of melanin. The laccase is a polyphenol oxidase containing copper ions,

and widely distributed in plants, fungi, bacteria, lichens and insects. The laccases often exist in the form

of gene superfamily and are considered as potential drug targets. In addition to being influenced by cul-

ture conditions, the expression of laccase genes is also regulated by a variety of exogenous substances

such as metal cations, inorganic anions and organic substances, in a dose-response manner. In previous

work, we cloned 13 laccase genes from C. gloeosporioides. In order to know the expression pattern of

the laccase gene family, their roles in pathogenesis of C. gloeosporioides, and subsequently explore

their possibility as potential target of fungicides or adjuvants, the influence of exogenous substances on

the laccase activity, melanin production, appressorium formation and the expression of 13 laccase genes

were analyzed in this paper.【Methods】The crude laccase was obtained by filtration and centrifugation

from C. gloeosporioides cultures when the extracellular laccase activity reached the peak. The effects of

18 anions and cations and 9 organic substances on the extracellular laccase activity were tested using a

laccase kit. On this basis, 4 representative exogenous substances were selected and their effects on the

internal laccase activity, melanin production and appressorium formation rate were determined. The ex-

pression of 13 laccase genes after treatment of 4 representative exogenous substances was analyzed by

qRT-PCR, respectively.【Results】The extracellular laccase secretion of C. gloeosporioides reached the

peak10 days after being cultuted in liquid medium. Among 27 tested exogenous substances, 20 showed

inhibitory effects on the extracellular laccase activity, including Fe2 + , Fe3 + , NH4
+ , Na + , K + , Cl- , SO3

2- ,

CO3
2- , HCO3

- , SO4
2- , NO3

- , H2PO4
- , HPO4

2- , cysteine, resveratrol, p-aniline, p-hydroxybenzoic acid, di-

methyl sulfoxide, cinnamic acid and vanillic acid. The inhibitory effect of Fe2+, Fe3+, SO3
2- and cysteine

was particularly obvious, with an inhibition rate over 90%. Ca2 + at 1, 5 and 10 mmol · L- 1 all promoted

laccase activity, while Mn2 + , Cu2 + , Zn2 + and Mg2 + promoted at 1 mmol · L- 1, and inhibited at 5 and 10

mmol·L-1. Methyl 4-hydroxy-3-methoxycinnamate and pyrogallonic acid inhibited at 1 and 5 mmol·L-1,

but significantly promoted at 10 mmol · L- 1. For the representative exogenous substances, 1 mmol · L- 1

Cu2 + and Mn2 + promoted intracellular laccase activity and appressorium formation, and promotion of

Cu2+ was more obviously than Mn2+, with the relative laccase activity of 149%. 1 mmol·L-1 SO3
2- and cys-

teine inhibited intracellular laccase activity and appressorium formation, with the relative laccase activi-

ty of 74% and 31%, respectively. For melanin synthesis, 1 mmol · L-1 Cu2+ significantly promoted mela-

nin production, the melanin content increased by 11.36% compared with the control, while Mn2 +, SO3
2-

and cysteine had no significant effect. The qRT-PCR results showed that 1 mmol·L-1 Cu2+induced the ex-

pression of about 3/4 of laccase genes, but inhibited the expression of the Cglac11 and Cglac12, and

had no effect on the expression of the Cglac3. Mn2 + , SO3
2- and cysteine promoted the expression of

about 1/3 of laccase genes, inhibited the expression of about 23% of laccase genes, and did not affect

the expression of the rest laccase genes. Four exogenous substances significantly promoted the expres-

sion of the Cglac2, and had no effect on the expression of Cglac3.【Conclusions】The different exoge-

nous substances at different concentrations showed different effects on the extracellular laccase activity

of C. gloeosporioides. Cu2+, Mn2+, SO3
2- and cysteine had different effects on intracellular enzyme activi-

ty, appressorium formation and melanin production, as well as the expression of 13 laccase genes. It

was preliminarily speculated that laccase genes Cglac2, Cglac12 and Cglac13 would be closely related

to the exogenous Cu2+, Mn2+, SO3
2-and cysteine.
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胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）是

杧果炭疽病的主要致病菌，其寄主范围很广，可危害

多种经济作物，严重影响果实的品质[1]。胶孢炭疽

菌主要靠附着胞前端的侵染丝穿透寄主表皮侵染危

害，其中附着胞中的黑色素能维持细胞壁的完整性，

防止胞内甘油外排，促使附着胞内形成高膨压，从而

助推病原菌侵入寄主[2]。黑色素不仅参与许多植物

病原真菌致病性，还能增强真菌的抗逆性[3]。刺盘

孢属（Colletotrichum）中的胞内黑色素多为二羟萘

（dihydroxynaphthalene，DHN）黑色素，需要很多关

键酶参与才能合成。其中，漆酶是合成终端酶，起氧

化聚合作用，催化合成黑色素[4]。

漆酶属于含铜离子的多酚氧化酶，在多种生物

中广泛存在。来源不同的漆酶虽然氨基酸序列相似

性低，但是却具有相当高的铜离子结合位点保守

性[5-6]。漆酶常以超基因家族的形式存在，成员几个

至十余个不等，大部分缺失突变后会导致致病力显

著下降 [7-10]。漆酶是潜在的药物靶标，Almeida等 [11]

从黑色素合成、毒性及敏感性等方面对新生隐球菌

（Cryptococcus neoformans）漆酶基因 lac1突变体表

型分析结果验证了这一点。Wang等[12]发现以漆酶

基因 lcc1和 lcc3为靶标的新抑制剂4-氯肉桂醛缩氨

基硫脲（4-chlorocinnamaldehyde thiosemicarbazide，

PMDD）具有一定的专一性，能明显抑制小麦全蚀病

菌（Gaeumannomyces graminis var. tritici），但对炭疽

菌等抑制效果一般。

漆酶可以在菌体内合成后并分泌到体外，因此

属于胞外酶[5]。漆酶的表达除了受培养条件的影响

外，还受多种外源物调控，且与外源物浓度相关。如

1.25~2.50 mmol·L-1的Mn2+对白灵侧耳（Pleurotus tu-

liensis）漆酶有激活作用，5~10 mmol·L-1却表现抑制

作用 [13]。黄曲霉（Aspergillus flavus）漆酶活力在 1

mmol ·L-1的Cu2+下提高 10倍，在 5 mmol ·L-1时降低

了 58%，在 10 mmol · L-1时接近无添加Cu2+情况 [14]。

Zn2+和Al3+等对平菇（Pleurotus ostreatus）漆酶酶活性

有促进作用[15]。将阿魏蘑（Pleurotuseryngii var. feru-

lae）漆酶基因 lacc2和 lacc6在毕赤酵母中异源表达

后，发现在1 mmol·L-1以下的K+、Cu2+、Co2+和Mn2+均

会促进 2个同工酶酶活，直到 5 mmol · L-1时酶活受

到抑制 ；1 mmol · L- 1 的 Fe2 + 酶活抑制率接近

100%[16]。同样，阴离子NO3
-和SO4

2-对栓菌属（Tram-

etes）漆酶酶活性有轻微的激活作用，Cl-抑制作用不

明显，CO3
2-却显著抑制[17]。5种有机物对T. velutina

5930漆酶的表达具有促进作用[18]；0.5 mmol·L-1的L-

半胱氨酸会完全抑制漆酶酶活性[16]。同类外源物对

漆酶家族不同成员的调控也存在差异，白腐菌

（Pleurotus ostreatus）所有漆酶基因受铜离子诱导呈

现上调表达，而铁、锰、铬等其他金属离子只诱导部

分漆酶基因转录水平上调；7种芳香化合物能显著

诱导所有漆酶基因上调表达，但存在差异；醇类诱导

效应较弱[19]。可见，真菌漆酶基因的表达受外源金

属阳离子、无机阴离子和有机物调控，且与外源物浓

度有关，差异很大，但对胶孢炭疽菌而言，仍需分析

外源物对其漆酶活性和家族基因表达调控方面的影

响，以便为后续确定靶标和靶标抑制剂提供参考。

笔者实验室前期在杧果胶孢炭疽病菌中发现漆

酶基因家族成员有13个，笔者拟开展27种外源物对

该菌漆酶活性的影响，以及 4种代表性外源物对黑

色素产量、附着胞形成和漆酶基因家族成员表达的

影响，以揭示杧果胶孢炭疽病菌漆酶基因家族成员

表达模式，为探究该家族在胶孢炭疽菌侵染杧果中

的分子致病机制和研发新靶标杀菌剂或助剂提供依

据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株 杧果胶孢炭疽病菌（C.gloeospori-

oides）A2菌株，由中国热带农业科学院环境与植物

保护研究所热带果树课题组提供，马铃薯葡萄糖琼

脂（potato dextrose agar，PDA）培养基试管斜面 4 ℃

保存。

1.1.2 供试试剂 MnSO4 · H2O、CaSO4、CuSO4 ·

5H2O、ZnSO4 · 7H2O、MgSO4 · 7H2O、K2SO4、Na2SO4、

(NH4)2SO4、Fe2(SO4)3和FeSO4 ·7H2O为待测阳离子试

剂，NaCl、Na2HPO4 ·12H2O、NaH2PO4 ·2H2O、Na2SO4、

NaNO3、NaHCO3、Na2CO3和Na2SO3为待测阴离子试

剂，香草酸、对羟基苯甲酸、肉桂酸、4-羟基-3-甲氧基

肉桂酸甲酯、焦性没食子酸、二甲基亚砜、对甲氧基

苯胺、白藜芦醇以及半胱氨酸为待测有机物试剂，均

为国产分析纯。

漆酶酶活性试剂盒来源于苏州科铭生物技术有

限公司。植物RNA提取试剂盒、凝胶回收试剂盒、

SuperReal PreMix Plus（SYBR Green）、FastKing RT

Kit来源于Tiangen。
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1.2 方法

1.2.1 外源物对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶活性的

作用 （1）确定胞外漆酶产酶高峰期。分生孢子悬

浮液的制备：将28 ℃ 180 r·min-1马铃薯葡萄糖（po-

tato dextrose，PD）培养液培养3 d的A2，过滤离心后

得分生孢子悬浮液，配成浓度为 1.67×108 个·mL-1，

以备后续使用。

在100 mL PD培养液中，加入1 mL杧果胶孢炭

疽病菌分生孢子悬浮液（1.67×108 个·mL-1，下同），

28 ℃ 180 r · min-1培养，分别在 0、2、4、6、8、10、12 d

取样，离心弃沉淀，所得上清液为胞外漆酶液。按漆

酶酶活性试剂盒说明书测定漆酶酶活性，根据胞外

漆酶曲线确定产漆酶高峰期。每组 3次重复，取平

均值，下同。

（2）无机阴阳离子对胞外漆酶酶活性的作用参

照付林俊等[17]的方法测定，配制各离子母液，再与漆

酶酶液以3:2的体积比混合作为处理组，对照组以各

离子和煮沸10 min灭活的酶液按同样比例混合，各

离子终浓度为 1、5、10 mmol · L-1，室温静置反应

30 min，再按照漆酶试剂盒进行后续反应，测定并计

算酶活性。每组 3次重复，空白对照组为相应量无

菌水代替离子母液，下同。

（3）有机物对胞外漆酶酶活性的作用。对难溶

于水的有机物用丙酮溶解，相应对照用等量丙酮代

替。

分析上述结果，结合文献[12-14,16-17]选取促

进和抑制明显的外源物进行后续试验。

1.2.2 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌胞内漆酶

酶活性的作用 将A2菌饼（Φ=5 mm）接种于终浓

度为 1 mmol·L-1代表性外源物Cu2+、Mn2+、SO3
2-和半

胱氨酸的PDA平板上，28 ℃培养 10 d，分别取 0.1 g

菌丝用液氮速冻后研磨成细粉，用漆酶测定试剂盒

测定胞内漆酶的酶活性，即按菌丝质量（g）：提取液

（mL）为 1∶10的比例混合，冰浴匀浆 5 min后，4 ℃

12 000 r ·min-1离心 30 min获得上清液，用于测定胞

内漆酶酶活性。

1.2.3 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌黑色素产

量的作用 参照Wei等[9]的方法，提取各处理等量菌

丝体的胞内黑色素，计算黑色素含量（ρ）/（g · L-1）=

OD400×0.105×N（N表示稀释倍数）。

1.2.4 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌附着胞形

成的作用 取10 μL杧果胶孢炭疽病菌分生孢子悬

浮液分别与1 mL终浓度为1 mmol·L-1的Cu2+、Mn2+、

SO3
2-以及半胱氨酸混匀，20倍镜下每视野约40个孢

子，再参照肖春丽等[10]的方法观测附着胞的形成。

1.2.5 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌漆酶基因

家族成员表达的作用 将 1 mL杧果胶孢炭疽病菌

分生孢子悬浮液接种于终浓度分别为1 mmol·L-1的

Cu2+、Mn2+、SO3
2-以及半胱氨酸的 PD培养液中，180

r ·min-1，28 ℃摇培 3 d后取菌丝提取总RNA并反转

录成 cDNA，参考肖春丽等 [10]的方法进行实时荧光

定量 PCR（real- time quantitative PCR，qRT-PCR）分

析。内参基因为 18S rRNA，表 1为各引物序列，委

托北京六合华大基因公司合成。

表 1 qRT-PCR 引物

Table 1 Primers for qRT-PCR analysis

引物名称

Primer name

Cglac1-qPCR-F1

Cglac1-qPCR-R1

Cglac2-qPCR-F1

Cglac2-qPCR-R1

Cglac3-qPCR-F1

Cglac3-qPCR-R1

Cglac4-qPCR-F1

Cglac4-qPCR-R1

Cglac5-qPCR-F1

Cglac5-qPCR-R1

Cglac6-qPCR-F1

Cglac6-qPCR-R1

Cglac7-qPCR-F1

Cglac7-qPCR-R1

Cglac8-qPCR-F1

Cglac8-qPCR-R1

Cglac9-qPCR-F1

Cglac9-qPCR-R1

Cglac10-qPCR-F1

Cglac10-qPCR-R1

Cglac11-qPCR-F1

Cglac11-qPCR-R1

Cglac12-qPCR-F1

Cglac12-qPCR-R1

Cglac13-qPCR-F1

Cglac13-qPCR-R1

SR-F1

SR-R1

序列（5’—3’）
Sequence（5’—3’）

TCAATGGTCACTCTATGG

GAGGAGGTGGTCGTTCTG

TTACTCCTCCTACCCCCA

ATAACACGAACGCTACCG

GGTCCCTGTTGTTGCTAT

GGTCAAGGTGAACGATGT

GGCCGACTACGAGTCTGA

TGCTTGTGGATAGGGTGA

ATTCTGTCGCGGAATGGA

GGCAGGGTTGGTGTTGTT

AAAGCACCTGCCAGCGAG

CGAAGTTGAATGACCCCA

TCCCTGACTACCTCCAAC

CACCGAAGATACCCTGCC

CAGCACCCCTTCCATAAG

GATAACCGTCCAGTCACC

CGGGATGGCTCGTCTACG

GACCTGCGGGTTTGTTGC

CTCTTCCACTGCCATATT

GGCTTGTTCTCACCCTTC

GGATAAGACCGGAGTTGA

ACGAGATGGATGTGGATG

TCCCTCCCATTTCTATGG

TGAAGTATTTTCCGCCTC

CCACTGCCACAATCTTAT

TTGCACCTTCTGCACAAC

GTGCCCTTCCGTCAATT

AGTTAAAAAGCTCGTAGTTG

2 结果与分析

2.1 外源物对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶活性的

作用

2.1.1 确定胞外漆酶产酶高峰期 图 1表明，胞外

漆酶酶活性达到全程最高峰是在培养杧果胶孢炭疽
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病菌至第10天的时候，故确定第10天为取样制备酶

液的最佳时间。

2.1.2 阳离子对胞外漆酶酶活性的作用 图 2 表

明，对胞外漆酶酶活性作用，3个浓度的Ca2+均促进，

相对酶活性达到了 141%~157%，但只有 1 mmol·L-1

达到显著；1 mmol·L-1的Mn2+、Cu2+、Zn2+、Mg2+均起促

进作用，其中Mn2+、Cu2+更显著，相对酶活性分别达

到165%和142%，随着浓度继续增大时，酶活性受到

明显抑制；各浓度的K+、Na+、NH4
+、Fe3+和Fe2+均显著

抑制，尤其是各浓度的 Fe2 +以及 5、10 mmol · L- 1的

Fe3+处理后的相对酶活性不到 10%。说明不同浓度

各阳离子对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶酶活性的影

响差异较大，其中 1 mmol·L-1的Mn2+、Cu2+和Ca2+促

图 1 杧果胶孢炭疽病菌 A2 菌株胞外漆酶酶活性曲线

Fig. 1 Extracellular laccase activity curve of

C. gloeosporioides strain A2

利用 SPSS 数据软件进行方差分析，不同小写字母表示差异显著性（p ＜ 0.05）。下同。

Use SPSS data software for analysis of variance. Different small letters indicate significant difference (p ＜ 0.05), The same below.

图 2 无机阳离子对胞外漆酶酶活性的作用

Fig. 2 Effect of inorganic cations on the activity of extracellular laccase

图 3 无机阴离子对胞外漆酶酶活性的作用

Fig. 3 Effect of inorganic anions on the activity of extracellular laccase

进作用更明显。

2.1.3 阴离子对胞外漆酶酶活性的作用 图 3 表

明，3 个浓度下的阴离子 Cl-、HPO4
2-、H2PO4

-、SO4
2-、

NO3
-、HCO3

-、CO3
2-和SO3

2-对杧果胶孢炭疽病菌漆酶

胞外酶活性均有抑制作用，且大部分抑制作用与浓

度成正相关，随浓度增加而增大。其中，3个浓度的

处理 Treatment
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2-和10 mmol·L-1 CO3

2-抑制作用尤为明显，抑制作

用超过90%。

2.1.4 有机物对胞外漆酶酶活性的作用 图 4 表

明，不同浓度的有机物对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆

酶酶活性的作用不同。其中，除了 10 mmol · L-1的

4-羟基-3-甲氧基肉桂酸甲酯和焦性没食子酸表现出

显著促进作用外，其他浓度的各有机物均表现显著

抑制作用；尤其是半胱氨酸，抑制效果达 90%；其次

是10 mmol·L-1的对甲氧基苯胺和白藜芦醇，抑制效

果在70%以上。
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图 4 有机物对胞外漆酶酶活性的作用

Fig. 4 Effect of organic matter on the activity of extracellular laccase

2.2 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌胞内漆酶

酶活性的作用

图 5表明，通过胞内漆酶测定发现，1 mmol ·L-1

的Cu2+、Mn2+起促进作用，其中Cu2+最明显，相对酶

活性为 149%；1 mmol · L-1的 SO3
2-、半胱氨酸显著抑

制，相对酶活性分别为74%和31%。

2.3 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌黑色素产

量的作用

图6表明，通过胞内黑色素含量分析发现，与对

照组黑色素含量（w）（16.37 μg · g- 1）相比，只有 1

mmol · L- 1 的 Cu2 + 处理组的黑色素含量增加了

11.36%，达到了显著差异；与其他处理组差异不显

著。可见，除Cu2+显著促进外，Mn2+、SO3
2-和半胱氨

酸对杧果胶孢炭疽病菌黑色素的合成影响不明显。

2.4 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌附着胞形

成的作用

图 7表明，通过观察附着孢形成率发现，前 4 h

内各外源物处理组与对照组差异不明显，6 h时出现

图 5 代表性外源物对胞内漆酶酶活性的作用

Fig. 5 Effect of representative exogenous substances on

the intracellular laccasea ctivity

图 6 代表性外源物黑色素产量的作用

Fig. 6 Effect of representative exogenous substances on the

melanin production
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差异，Mn2+组和Cu2+组表现促进作用，SO3
2-组和半胱

氨酸组表现抑制作用。

2.5 代表性外源物对杧果胶孢炭疽病菌漆酶基因

家族成员表达的作用

图 8表明，通过 qRT-PCR分析发现，1 mmol·L-1

的Cu2+显著激活 9/13漆酶基因家族成员的转录活

性，对 1/13成员显著抑制。1 mmol ·L-1的Mn2+显著

激活 3/13漆酶基因家族成员的转录活性，对 2/13成

员显著抑制。1 mmol·L-1的SO3
2-显著激活1/13漆酶

基因家族成员的转录活性，对 2/13成员显著抑制。

而1 mmol·L-1的半胱氨酸显著激活3/13漆酶基因家

族成员的转录活性，对1/13成员显著抑制。

1 mmol ·L-1的Cu2+、Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸均显

著促进 Cglac2 的表达（相对表达量提高了 232%~

612%）、显著抑制 Cglac13（下降了 97%~100%）和

Cglac12（下降了64%~100%）的表达，对Cglac3表达

无影响。但对其他漆酶基因家族成员的表达调控作

图 7 代表性外源物对附着胞形成的作用

Fig. 7 Effect of representative exogenous substances on

appressorium formation

图 8 代表性外源物对漆酶基因家族成员表达的作用

Fig. 8 Effect of representative exogenous substances on the expression of laccase gene family members
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用不同。Cu2+对Cglac1促进表达不显著，对Cglac4、

Cglac5、Cglac7、Cglac8、Cglac9、Cglac10 和 Cglac11

显著促进表达，相对表达量比对照提高了 68%~

1468%，其中对Cglac6促进表达最明显；Mn2+显著促

进Cglac6、Cglac8和Cglac9的表达，其中Cglac8和

Cglac9的相对表达量比对照提高了152%~226%，对

Cglac1 抑制表达和对 Cglac6 促进表达不显著，对

Cglac4、Cglac5、Cglac7、Cglac10 和 Cglac11 表达无

影响；SO3
2-对Cglac1和Cglac8促进表达不显著，对

Cglac4 显 著 抑 制 ，对 Cglac5、Cglac6、Cglac7、

Cglac9、Cglac10、Cglac11 表达无影响；半胱氨酸显

著促进Cglac8和Cglac9的表达，相对表达量比对照

提高了146%~819%，对Cglac1抑制表达和对Cglac4

促 进 表 达 不 显 著 ，对 Cglac5、Cglac6、Cglac7、

Cglac10和Cglac11无影响。总体来看，Cu2+对约3/4

的漆酶基因家族成员促进表达；Mn2+、SO3
2-和半胱氨

酸对约1/3的成员起促进作用，对23%的成员抑制表

达，对其余成员调控没有影响。可见，Cu2 +、Mn2 +、

SO3
2-和半胱氨酸对杧果胶孢炭疽病菌漆酶基因家族

成员的调控作用并不相同。

3 讨 论

研究结果表明，供试的8种钠盐、10种硫酸盐和

9种有机物中，对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶酶活

1 mmol·L-1 Cu2+ 1 mmol·L-1 半胱氨酸1 mmol·L-1 SO3
2-1 mmol·L-1 Mn2+

1 mmol·L-1 Cu2+

1 mmol·L-1 半胱氨酸

1 mmol·L-1 SO3
2-

1 mmol·L-1 Mn2+

0 2 4 6

时间 Time/h
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性起抑制作用的有 20种，包括Fe2+、Fe3+、NH4
+、Na+、

K + 、Cl- 、SO3
2- 、CO3

2- 、HCO3
- 、SO4

2- 、NO3
- 、H2PO4

- 、

HPO4
2-、半胱氨酸、白藜芦醇、对甲氧基苯胺、对羟基

苯甲酸、二甲基亚砜、肉桂酸和香草酸，其中 Fe2+、

Fe3+、SO3
2-和半胱氨酸的抑制作用尤为明显，抑制率

超过90%；其余外源物的作用与浓度有关，3个浓度

Ca2+均促进，而Mn2+、Cu2+、Zn2+和Mg2+在 1 mmol·L-1

时促进，而在 5、10 mmol ·L-1时抑制；4-羟基-3-甲氧

基肉桂酸甲酯和焦性没食子酸在1、5 mmol·L-1时抑

制表达，但在10 mmol·L-1浓度下明显促进表达。上

述结果中，4-羟基-3-甲氧基肉桂酸甲酯、焦性没食子

酸和对甲氧基苯胺的调控作用属于本文首次报道。

Zn2+均促进漆酶酶活性的结果与文献[20-21]一致。

Fe2 +、Fe3 +、CO3
2-、SO3

2-、半胱氨酸和二甲基亚砜均抑

制的结果与文献[12-13,16-17,21]一致。Mn2+和Cu2+

低浓度促进、高浓度抑制的特点与文献[13,16]一

致，但与文献[20-21]报道的Mn2+和Cu2+始终促进漆

酶酶活性有差异。本研究各浓度的K+、NO3
-、SO4

2-、

HCO3
-、H2PO4

-和HPO4
2-均表现抑制，但文献显示低浓

度的K+会促进阿魏蘑漆酶基因 lacc2和 lacc6这2个

同工酶酶活性，NO3
-和 SO4

2-对栓菌属（Trametes）漆

酶酶活性有弱激活作用[17]，HPO4
2-能促进漆酶降解活

性，但HCO3
-和H2PO4

-没有显著影响[21]，由此可知，同

一外源物对不同来源的真菌漆酶酶活性的影响存在

差异。

研究表明，对杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶酶活

性的影响，阳离子中1 mmol·L-1的Mn2+、Cu2+促进作

用更明显，阴离子中 1 mmol ·L-1的SO3
2-抑制作用尤

为明显，大部分有机物表现抑制作用，其中半胱氨酸

抑制最显著，而漆酶属于含铜离子的多酚氧化酶，

Cu2+必不可少。因此，开展进一步试验时最终选择

了Cu2+、Mn2+作为促进代表性阳离子外源物，SO3
2-作

为抑制代表性阴离子外源物，半胱氨酸作为有机物

抑制代表性外源物，并结合文献[12-14,16-17]确定

用1 mmol·L-1的浓度以便对比分析。如果后续能通

过搜索含这些抑制剂集团或成分的农药进行防病试

验且证明有效，那么通过测定外源物对胞外漆酶酶

活性的抑制效果或许会成为快速筛选漆酶靶标药剂

一条捷径。

qRT-PCR结果显示，Cu2+、Mn2+、SO3
2-和半胱氨

酸对杧果胶孢炭疽病菌漆酶基因家族成员的调控并

不相同，1 mmol·L-1的Cu2+对约3/4的漆酶基因家族

成员促进表达，但对 Cglac3 调控没有影响，对

Cglac12 和 Cglac13 反而抑制表达；1 mmol · L- 1 的

Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸对约一半的成员调控没有影

响，对约 1/3的成员促进表达，对 23%的成员抑制表

达，相比之下，本文推测Cglac2、Cglac12和Cglac13

很可能是这 4 个外源物共同靶标，Cglac1、Cglac4、

Cglac6、Cglac8 和 Cglac9 只是部分外源物的靶标，

Cglac5、Cglac7、Cglac10 和 Cglac11 只是 Cu2 +的靶

标，而Cglac3不是靶标。该推测尚需异源表达单个

漆酶基因家族成员后进一步证实。类似的结果也出

现在小麦全蚀病菌中，PMDD只作用于 lcc1和 lcc3，

却对 lcc1 的表达无影响 [12]；玉米大斑病菌（Seto-

sphaeria turcica）3 个 漆 酶 基 因 Stlac1、Stlac3 和

Stlac5能被0.03%（φ）白藜芦醇诱导上调表达，Stlac1

的表达却被抑制[22]；铁、锰、铬等其他金属离子只诱

导白腐菌部分漆酶基因转录水平上调[19]。可见，同

一外源物对真菌漆酶基因家族成员的调控存在差

异。这可能是来源不同的漆酶虽然具有相当高的铜

离子结合位点的保守性，但因其氨基酸序列相似性

低[6]，使得漆酶的空间构象差异大；当外源物充当底

物选择与漆酶活性中心[14]、周边酸性氨基酸残基ω-

羧基阴离子[23]以及咪唑基配位体[14,17,24]结合，会促进

或抑制漆酶的活性，进而反馈性影响上游漆酶基因

家族成员的表达。

漆酶属于含铜离子的多酚氧化酶，Cu2+是漆酶

活性的中心，也是漆酶的重要组成成分[14]。一定量

的Cu2+能充当该漆酶的底物，诱导漆酶基因转录合

成蛋白。然而 5、10 mmol · L-1的Cu2+却对漆酶酶活

性表现出抑制作用，可能有2个方面原因：①过多的

Cu2+影响活性中心与底物的结合和反应速度；②过

多的Cu2+影响漆酶分子的电荷分布和电子传递速

度[25]。Gunne等[26]研究一定阈值范围内的外源铜离

子，起促进酶的活力，但超过一定的范围则对漆酶的

反应不敏感，甚至起抑制作用。

Cu2+、Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸处理组对杧果胶孢

炭疽病菌胞内漆酶酶活性和附着胞形成率的影响与

对胞外漆酶酶活性影响一致，都是Cu2+、Mn2+促进，

SO3
2-和半胱氨酸抑制；但对黑色素合成有差异，Cu2+

显著促进，Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸无显著影响。这或

许与外源物对 13个漆酶基因的表达调控漆酶酶活

性的作用有关，最终体现在终端产物黑色素的合成

上。
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杧果胶孢炭疽病菌胞外漆酶产酶高峰期为第

10天。对该菌胞外漆酶活性具有明显抑制作用的

外源物：阳离子有Fe2+、Fe3+、NH4
+、Na+和K+，阴离子

有SO3
2-、CO3

2-、HCO3
-、SO4

2-、NO3
-、H2PO4

-和HPO4
2-，有

机物有半胱氨酸、白藜芦醇、对甲氧基苯胺、对羟基

苯甲酸、二甲基亚砜、肉桂酸和香草酸，其中 Fe2+、

Fe3+、SO3
2-、半胱氨酸的抑制作用尤为明显。3个浓

度的Ca2+均促进，而Mn2+、Cu2+、Zn2+和Mg2+在低浓度

时起促进作用，高浓度时起抑制作用；相反，4-羟基-

3-甲氧基肉桂酸甲酯和焦性没食子酸在低浓度促

进，高浓度抑制。对胞内漆酶酶活性和附着胞形成

率，1 mmol·L-1的Cu2+和Mn2+促进，SO3
2-和半胱氨酸

抑制；对黑色素合成，1 mmol·L-1的Cu2+显著促进，而

Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸无显著影响。qRT-PCR结果

显示，1 mmol·L-1的Cu2+对约3/4的漆酶基因家族成

员促进表达，Mn2+、SO3
2-和半胱氨酸对约 1/3的成员

起促进作用，对23%的成员抑制。可见，同一外源物

对杧果胶孢炭疽病菌漆酶活性和其漆酶基因家族成

员的表达调控不同。
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