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嗜果刀孢菌在野杏叶片致病过程中

主要酶的种类及活性分析
刘楚丽，鲁海龙 a，陈虹瑾，孙洪涛，马 荣*

（新疆农业大学林学与风景园林学院，乌鲁木齐 830052）

摘 要：【目的】明确引起野杏穿孔病的嗜果刀孢菌（Wilsonomyces carpophilus）在致病过程中主要酶的种类及活性。

【方法】通过3，5-二硝基水杨酸（DNS）法开展了细胞壁降解酶的种类及其活性的测定，并分析了野杏叶片受嗜果刀孢

菌侵染后抗氧化酶活性的变化。【结果】首次发现嗜果刀孢菌在体外不同诱导物培养条件下均可产生木聚糖酶、多聚

半乳糖醛酸酶（PG）、聚甲基半乳糖醛酸酶（PMG）等6种细胞壁降解酶，且酶活性呈显著差异。嗜果刀孢菌侵染野杏

叶片后产生的细胞壁降解酶中PG和PMG酶活性最高，羧甲基纤维素酶活性最低；过氧化物酶（POD）、超氧化物歧化

酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）3种抗氧化酶活性随嗜果刀孢菌侵染时间的延长呈先上升后下降趋势。【结论】首次明确

果胶酶在嗜果刀孢菌致病过程中起重要作用，野杏叶片受嗜果刀孢菌危害后体内抗氧化酶活性升高。
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The kinds and activities of main enzymes in the pathogenic process of
shot hole disease caused by Wilsonomyces carpophilus in Prunus armeniaca
LIU Chuli, LU Hailonga, CHEN Hongjin, SUN Hongtao, MA Rong*
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Abstract:【Objective】Prunus armeniaca is the origin species of apricot widely cultivated in the world,

and an important germplasm resource of characteristic fruit trees in Xinjiang, China. The occurrence of

perforation disease of drupes has become an important factor threatening the healthy growth of the wild

fruit forest. Wilsonomyces carpophilus is the most serious pathogen causing perforation disease, which

can not only damage the leaves of stone fruit plants, but also damage the fruits and shoots. The study

aimed to clarify the kinds and activities of main enzymes in the pathogenic process of shot hole disease

caused by W. carpophilus in P. armeniaca.【Methods】W. carpophilus were cultured for 10 days on

PDA medium, the hyphae were added into induction media containing sucrose, pectin, CMC, cellulose

particle, filter paper powder, and cotton pectin or P. armeniaca leaves respectively as inducers. The me-

dia were shaken in a shaker incubator set at 25 ℃ for 7 days, vacuum filtered to remove hyphae and

spores, and centrifuged at 4 ℃ for 30 minutes at 10 000 r · min- 1. The healthy leaves of P. armeniaca

were inoculated with W. carpophilus, and the blank culture medium was used as control. Samples were

taken on 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 and 16 d after inoculation. The samples tissues were cut into slices and

put into mortar, grinded with sodium chloride at 4 ℃, centrifuged at 4 ℃and 5 000 r · min-1 after filtra-

tion, and the supernatant was collected as the crude enzyme for later use. The 3,5-dinitrosalicylic acid

(DNS) and the Coomassie blue staining method was used to detect the kinds and activies of cell wall de-
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野杏（Prunus armeniaca）是世界上广泛栽培杏

的起源物种，也是我国新疆特色果树的重要种质资

源，具有极高的科研价值、生态价值及应用价值[1]。

近年来，穿孔病的发生已成为威胁野杏健康生长的

重要影响因子，其中以嗜果刀孢菌（Wilsonomyces

carpophilus）引起的穿孔病最为严重。该病原菌具

有潜伏侵染的特性，主要危害核果类植物的叶片和

果实，也可危害嫩枝、休眠芽及花萼，严重影响植株

生长和果品质量[2-4]。目前，国内外关于嗜果刀孢菌

的研究多集中在病原菌的种类和防治方面，少数学

者研究了该菌的流行病学、真菌寄主范围、遗传多样

性及次生代谢产物等[3-11]。关于嗜果刀孢菌引起的

穿孔病致病机制的研究很少，尚未有嗜果刀孢菌致

病过程中产生的酶的种类及活性的相关研究。

grading enzymes. The absorbance of the reaction mixture was measured by UV-Vis spectrophotometer,

and the the enzyme activities were calculated according to the reducing sugar released. The degradation

of Apricot leaves by cell wall degrading enzymes produced by W. carpophilus. The obtained enzyme so-

lutions induced by 7 inducers (20 mL) were inoculated into the leaves of P. armeniaca by in vitro nee-

dling method, and the inactivated enzyme solution was boiled as the control treatment. The leaves were

cultured at about 25 ℃ under light conditions, and the changes of leaves were observed after 7 days.

The extraction and activity determination of the antioxidant enzymes from the leaves of P. armeniaca.

1 g of P. armeniaca leaves were weighed, cut into pieces and put into a mortar. An appropriate amount

of phosphate buffer was added and ground into a homogenate in an ice bath. The mixture was frozen

and centrifuged at 12 000 r ·min-1 for 30 min at 4 ℃, and the supernatant was used as the crude enzyme

extract. The activity of peroxidase (POD) was determined by guaiacol method, and the activity of super-

oxide (SOD) was determined by tetrazolium azolium reduction method. The enzyme activity was calcu-

lated according to the formula.【Results】The W. carpophilus produced six CWDES, including xyla-

nase, PG, and PMG) under the induction of different carbon sources. However, there were some differ-

ences in the activity of enzymes under different inducers. The CWDES was produced in the leaves of P.

armeniaca after infection by W. carpophilus. The activities of the PG and PMG were the highest, while

the activities of the carboxymethyl cellulase were the lowest. The PMG and PG of pectinase were se-

creted the earliest in the pathogenic process of W. carpophilus, and the pectinase had more pathogenic

effect on P. armeniaca leaves than cellulase. The cell wall degradation enzyme solution added with dif-

ferent inducers showed different degrees of degradation after inoculation on P. armeniaca leaves, and

the control leaves showed no symptoms. Among them, the enzyme solution induced by sucrose, pectin

and P. armeniaca leaves presented yellowish brown spots 2 days after inoculation on the leaves, and

black brown spots 7 days after inoculation, and the degradation degree was severe. The enzyme solution

induced by the microcrystalline cellulose, carboxymethyl cellulose (CMC), filter paper powder and de-

greased cotton bran on the leaves presented smaller lesions. The activities of the peroxidase (POD), su-

peroxide enzyme (SOD) and catalase (CAT) increased firstly and then decreased with the extension of

infection time.【Conclusion】In conclusion, the pectinase would play an important role in the pathogen-

ic process of shot hole disease caused by W. carpophilus in P. armeniaca. The leaves of P. armeniaca al-

so produced the antioxidant enzymes to resist the pathogen, indicating that the leaves of P. armeniaca

could reduce the damage of reactive oxygen species production in the plants by regulating their own an-

tioxidant enzyme system after being infected by W. carpophilus. The results would provide a theoretical

basis for the molecular pathogenic mechanism of the pathogen and be of great significance for the pre-

vention and control of perforation disease.

Key words: Prunus armeniaca; Shot-hole disease; Wilsonomyces carpophilus; Cell wall degrading en-

zymes; Antioxidase
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病原菌与寄主的相互作用是一个十分复杂的过

程，病原菌产生对寄主正常生理活动有影响的代谢

产物。酶、毒素和生长调节物质是国内外科研工作

者研究最多的病原物主要的三大致病因子[12]。研究

发现植物在受到病原物侵染后，膜系统受到伤害，细

胞膜透性增强，过氧化物酶（POD）、超氧化物歧化

酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）等抗氧化酶会参与植

物的防御，这些指标被作为植物抗病性鉴定的重要

生理指标[13]。此外，宿主细胞壁是阻止病原真菌侵

入的一道屏障。病原真菌入侵时通过分泌多种细胞

壁降解酶，降解组成宿主细胞壁的各种多糖物质，从

而破坏细胞壁和胞间层，或导致细胞分离，组织溃

散 [14]。Adaskaveg[15]证实了扁桃穿孔病病原菌（W.

carpophilus）在侵入寄主的过程中先破坏细胞壁，在

一定程度上加速了病原菌侵入。Chiu等[16]的研究表

明，果胶酶在褐腐菌（Monilinia fructicola）致病过程

中发挥了重要的作用。王鹏程等[17]也证实了细胞壁

降解酶在枣黑斑病菌（Alternaria sp.）侵入枣果过程

中的作用。然而不同的病原菌所分泌的细胞壁降解

酶种类是不同的，并且不同的降解酶在致病过程中

发挥的作用也不同。目前关于嗜果刀孢菌（W. car-

pophilus）在危害野杏穿孔病的过程中产生的细胞壁

降解酶的种类及其活性变化等研究未见报道，以及

嗜果刀孢菌侵染过程中寄主体内抗氧化酶的生理指

标是如何变化的尚不清楚。

笔者在本研究中通过嗜果刀孢菌活体外诱导培

养和接种野杏叶片后，采用 3，5-二硝基水杨酸

（DNS）法和考马斯亮蓝（Bradford）法测定嗜果刀孢

菌在野杏叶片内外产生的细胞壁降解酶活性，分析

比较其变化趋势。研究结果为深入了解其致病机制

提供理论依据及对开展穿孔病的预防和控制等工作

具有重要意义。

1 材料和方法

1.1 材料

供试菌株：嗜果刀孢菌菌株XJAU-Y046-7m2源

自天山野果林野杏叶片，种类鉴定由前期研究完

成[18]。

供试寄主：栽植于新疆农业大学试验地的2~3 a

（年）的野杏。

1.2 方法

1.2.1 嗜果刀孢菌体外细胞壁降解酶的提取 以

Czaper 液体培养基（KNO3 2.0 g，KCl 0.5 g，FeSO4

0.01 g，K2HPO4 1.0 g，MgSO4 ·7 H2O 0.5 g）为基础培

养基，分别添加10 g不同诱导物至锥形瓶中，主要有

蔗糖、果胶、微晶纤维素、羧甲基纤维素（CMC）、滤纸

粉、脱脂棉屑、野杏叶片，最后用蒸馏水定容至 1 L。

通过磷酸将培养基的 pH调至 5.0，于 121 ℃高温灭

菌20 min。

将PDA平板上纯化培养10 d的嗜果刀孢菌，用

直径 0.5 cm打孔器选取菌落生长一致的菌饼，选取

5个菌饼置于盛有 100 mL上述培养基的 250 mL的

三角瓶内，25 ℃下振荡培养 7 d 后过滤去除菌丝，

4 ℃ 10 000 r·min-1 离心30 min，弃去沉淀，留上清液

（粗酶液）备用[17，19]。

1.2.2 嗜果刀孢菌产生的细胞壁降解酶的活性测

定 参考Douaiher等[20]和Siah等[21]的研究方法测定

羧甲基纤维素酶（Cx）、β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶、聚

甲基半乳糖醛酸酶（PMG）、多聚半乳糖醛酸酶（PG）

的活性。利用DNS比色法，在分光光度计540 nm处

测定反应混合物吸光值，根据酶反应所释放的还原

糖含量计算上述酶活性。酶活性单位为 50 ℃下每

分钟每毫升酶液（每毫克蛋白）催化底物产生1 μmol

还原糖所需酶量，根据D-半乳糖醛酸标准曲线计算

生成的还原糖。

果胶甲基反式消除酶（PMTE）的活性测定：在

232 nm处测定反应混合物吸光值，30 ℃下每分钟每

毫升酶液催化底物释放 1 μmol不饱和醛酸为一个

酶活单位（U·mL-1）。酶蛋白浓度测定按照Bradford

的方法，用考马斯亮蓝G-250显色，在 595 nm比色

测定，用牛血清做标准曲线。

1.2.3 嗜果刀孢菌产生细胞壁降解酶对野杏叶片

的降解作用 采用离体针刺法，将 1.2.2 中得到的

经 7 种诱导物诱导的酶液各 2 mL，分别滴加在无

菌的棉球上，使棉球完全润湿。取野杏叶片，用灭

菌后的 3 号昆虫针在叶片的左右两侧对称针刺大

小一致的伤口，右边接种以酶液润湿的棉花，左边

以煮沸灭活的酶液为对照处理，每个处理 3 次重

复。25 ℃左右光照条件下培养，7 d后观察叶片变

化情况。

1.2.4 嗜果刀孢菌在野杏叶片内产生细胞壁降解酶

的提取 将 PDA平板上纯化培养 10 d的嗜果刀孢

菌，用直径0.5 cm打孔器选取菌落生长一致的菌饼，

接种至健康的野杏叶片上，以接种空白培养基作为

刘楚丽，等：嗜果刀孢菌在野杏叶片致病过程中主要酶的种类及活性分析 749
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对照，于接种后 2、4、6、8、10、12、14、16 d分别取样。

称取叶片 1 g，放入研钵中，冰浴研磨，加入 5 mL

1 mol · L- 1 NaCl 提取液（20 mmol · L- 1 Tris-HCl 缓冲

液，pH值 7.4），4 ℃、5000 r · min-1下离心 15 min，取

上清液（粗酶液）备用，4 ℃保存。

1.2.5 野杏叶片中抗氧化酶的提取及活性测定 叶

片的接种方法同1.2.4，于接种后1、3、5、10、15 d分别

取样。称取1 g野杏叶片，剪碎放入研钵中，加适量

磷酸缓冲液，冰浴研磨成匀浆，4 ℃，12 000 r·min-1，

冷冻离心30 min，取上清液为提取粗酶液。POD活

性测定采用愈创木酚法[22]、SOD活性测定采用四唑

氮蓝还原法[23]、CAT活性测定参照高俊凤[24]的方法，

酶活性根据公式计算，每个处理3次重复。

酶活性= ▲OD × V0.01 × Vt ×w × t 。
式中：0.01为酶活性单位；V是提取酶液的体积；

Vt为测定时酶液用量；w表示用于提取酶的叶片质

量；t 为▲OD 变化所用时间；酶活性单位为 U/（鲜

质量·时间）。

1.3 数据处理

将测定的全部数据采用Excel 2010进行处理和

分析，计算3次重复的平均值，利用 IBM SPSS Statis-

tics 22.0统计分析软件进行方差分析，采用Duncan

检验法进行多重比较及差异显著性分析，使用Ori-

gin 2018 64Bit软件进行图表制作。

2 结果与分析

2.1 嗜果刀孢菌在不同外源诱导物下产生细胞壁

降解酶的种类

嗜果刀孢菌在7种不同外源诱导物培养基上均

能产生羧甲基纤维素酶（Cx）、β-葡萄糖苷酶、木聚糖

酶、聚甲基半乳糖醛酸酶（PMG）、多聚半乳糖醛酸

酶（PG）、果胶甲基反式消除酶（PMTE），且酶活性呈

现显著性差异（表 1）。6种酶中PG酶活性最高，其

表 1 嗜果刀孢菌在不同外源诱导物下产生细胞壁降解酶的种类及活性

Table 1 Comparison of the activities of cell wall degrading enzymes produced in different inducer media （U·mL-1）

培养基

Medium

蔗糖 Sucrose

果胶 Pectin

羧甲基纤维素CMC

微晶纤维素

Cellulose particle

滤纸屑 Filter paper

棉花 Cotton

野杏叶片

P. armeniaca leafs

细胞壁降解酶 Cell wall degrading enzymes

β-葡萄糖苷酶

β-glucosidase

961.896±17.101 cC

38.908±2.218 eE

16.067±1.871 dD

16.326±0.687 cC

38.908±2.994 cC

21.777±1.373 dD

22.296±0.519 cC

多聚半乳糖醛酸酶

PG

1 397.175±34.450 aA

1 585.614±0.779 aA

563.215±9.290 aA

552.313±20.763 aA

519.350±24.951 aA

561.917±8.366 aA

600.072±5.850 aA

羧甲基纤维素酶

Cx

1 010.952±5.844 bcBC

61.489±2.634 dD

15.028±1.189 dD

17.105±1.038 cC

35.014±6.673 cC

19.960±2.634 dD

50.069±25.063 cC

木聚糖酶

Xylanase

945.544±26.179 cC

83.551±6.229 cC

44.358±3.633 cC

38.389±0.779 cC

24.632±1.373 cC

40.206±2.634 cC

49.031±3.374 cC

聚甲基半乳

糖醛酸酶

PMG

1 061.566±15.658 bB

426.168±1.189 bB

128.715±4.694 bB

125.081±1.579 bB

121.188±2.125 bB

140.395±0 bB

165.053±2.993 bB

果胶甲基反

式消除酶

PMTE

13.127±5.636 dD

5.211±1.745 fF

8.510±2.285 dD

21.703±8.025 cC

16.426±4.120 cC

2.573±1.143 eE

21.703±1.745 cC

注：不同小写字母代表 5%水平差异显著性；不同大写字母代表 1%水平差异显著性。下同。

Note: Different small letters represent significant difference at p＜0.05; different capital letters represent significant difference at p＜0.01. The

same below.

次为PMG、木聚糖酶、Cx、β-葡萄糖苷酶，而PMTE

酶活性最低，其中 PG、PMG、PMTE属于果胶酶，

木聚糖酶、Cx、β-葡萄糖苷酶为纤维素酶。嗜果刀

孢菌在分别以蔗糖、果胶、羧甲基纤维、微晶纤维

素、滤纸粉、脱脂棉屑、野杏叶片为诱导物的培养基

中，产生的PG酶活性依次为：（1 397.175±34.450）、

（1 585.614 ± 0.779）、（563.215 ± 9.290）、（552.313 ±

20.763）、（519.350 ± 24.951）、（561.917 ± 8.366）、

（600.072±5.850）U·mL-1；产生的PMG酶活性依次

为（1 061.566±15.658）、（426.168±1.189）、（128.715±

4.694）、（125.081±1.579）、（121.188±2.125）、（140.395±

0）、（165.053±2.993）U·mL-1；产生的PMTE酶活性依

次为（13.127±5.636）、（5.211±1.745）、（8.510±2.285）、

（21.703 ± 8.025）、（16.426 ± 4.120）、（2.573 ± 1.143）、

（21.703±1.745）U·mL-1。PG、PMG、分别在果胶、蔗糖

诱导培养基中酶活性最高，果胶、蔗糖为PG、PMG的

最佳诱导物。

2.2 嗜果刀孢菌体外诱导产生细胞壁降解酶的降解

作用

将添加不同诱导物蔗糖、果胶、微晶纤维素、羧甲

750
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基纤维素（CMC）、滤纸粉、脱脂棉屑、野杏叶片诱导

产生的细胞壁降解酶液分别接种于野杏叶片后呈现

不同程度的降解，对照叶片无症状。不同诱导物诱

导产生的酶液接种至叶片2 d后接种点出现黄褐色

斑点，7 d后出现黑褐色病斑（图1）。由病斑直径显

著性分析可知（表 2），以野杏叶片诱导产生的酶液

降解野杏叶片的能力最强，发病病斑最大，其次是以

蔗糖、果胶诱导产生的酶液，而以微晶纤维素、羧甲

基纤维素（CMC）、滤纸粉、脱脂棉诱导产生的酶液

作用于叶片后呈现的病斑较小，降解能力弱。

叶片的左边为对照，右边为处理；A. 蔗糖培养基诱导产生的酶液；B. 野杏叶片培养基诱导产生的酶液；C. 滤纸培养基诱导产生的酶液；D. 微晶

纤维素培养基诱导产生的酶液；E. 羧甲基纤维素培养基诱导产生的酶液；F. 脱脂棉屑培养基诱导产生的酶液；G. 果胶培养基诱导产生的酶液。

The wound on the left-hand side of each leaf was mock-inoculated (control); A. Enzymes form sucrose medium; B. Enzymes form P. armeniaca

leafs medium; C. Enzymes form filter paper medium; D. Enzymes form cellulose particle medium; E. Enzymes form CMC medium; F. Enzymes

form cotton medium; G. Enzymes form pectin medium.

图 1 嗜果刀孢菌体外诱导产生细胞壁降解酶的降解作用

Fig. 1 Degradation of P. armeniaca leaves by cell wall degrading enzymes produce by W. carpophilus

A B C

D E F G

表 2 嗜果刀孢菌在不同外源诱导物下产生的酶液对野杏叶片降解力测定结果

Table 2 The results of the degradation of the P. armeniaca leafs by enzyme solution produced by W. carpophilus under

different exogenous inducers

诱导物

Inducer

平均病斑直径

Average diameter
of lesion/mm

蔗糖

Sucrose

2.620±0.110 bB

野杏叶片

P. armeniaca leafs

4.777±0.092 aA

滤纸屑

Filter paper

1.380±0.173 dD

微晶纤维素

Cellulose particle

1.340±0.032 deD

羧甲基纤维素

CMC

0.613±0.015 fE

棉花

Cotton

1.097±0.035 eD

果胶

Pectin

1.883±0.041 cC

2.3 嗜果刀孢菌侵染野杏叶片后细胞壁降解酶的

活性变化

2.3.1 纤维素酶活性变化 野杏叶片接种嗜果刀

孢菌 2 d 后出现黄褐色小圆斑，随后病斑不断扩

展。野杏叶片接种病菌后Cx酶活性在 2~4 d呈急

剧上升、4~8 d波动上升、8~16 d急剧下降的趋势，

刘楚丽，等：嗜果刀孢菌在野杏叶片致病过程中主要酶的种类及活性分析 751
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图 2 嗜果刀孢菌侵染野杏叶片纤维素酶活性的变化

Fig. 2 Changes of cellulase activity in the leaves of P. armeniaca infected by W. carpophilus
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酶活性在接种后的第 4 天和第 8 天出现峰值

（49.031、51.626 U · mL-1），依次为对照组的 1.313倍

和 2.096 倍，酶活性在接种第 14 天时急剧下降至

40.465 U·mL-1。对照组Cx酶活性呈现先上升再逐

渐下降最后缓慢上升，且处理组Cx酶活性始终高于

对照组酶活性（图2-A）。

受嗜果刀孢菌侵染后野杏叶片内的 β-葡萄糖

苷酶活性在 2~4 d 呈急剧升高、4~12 d 波动下降、

12~16 d 缓慢上升的趋势，接种第 4 天酶活性达

55.519 U·mL-1为最高峰，为对照组的1.862倍，随后

在接种第 12天酶活性急剧下降至 33.717 U · mL-1。

对照组β-葡萄糖苷酶活性随接种时间的增加呈缓慢

波动上升的趋势（图2-B）。

木聚糖酶活性变化为2~8 d呈急剧升高、8~12 d

后急剧下降、14~16 d波动下降的趋势，接种第8天达

到高峰，酶活性为116.516 U·mL-1，为对照组的2.014

倍，在接种第12天时酶活性急剧下降至88.743 U·mL-1，

12 d后变化较平缓。对照组木聚糖酶活性呈先上升

随后缓慢下降的趋势，且变化趋势没有处理组明显

（图2-C）。

2.3.2 果胶酶活性变化 PG 酶活性在接种 2~6 d

短时间内急剧上升，随后在 6~8 d 急剧下降，8~

16 d 变化逐渐稳定，接种 6 d 时达到高峰，酶活性

为 1 784.435 U · mL-1，为对照组的 2.309 倍，随后在

接种第 8 天时酶活性急剧下降至 632.776 U · mL-1，

随后酶活性变化逐渐稳定。对照组 PG 酶活性在

接种后变化趋势平缓，PG酶活性明显低于处理组

（图 3-A）。

PMG酶活性在接种病菌后 2~6 d急剧上升，6~

8 d急剧下降，8~16 d逐渐平稳，接种第6天时达到高

峰，酶活性为530.511 U·mL-1，为对照组的1.981倍，

在接种第8天时酶活性急剧下降至216.186 U·mL-1，

随后酶活性变化稳定。对照组PMG酶活性在接种

后有缓慢上升的趋势，但其变化明显小于处理组（图

3-B）。

PMTE酶活性在接种病菌后2~8 d急剧升高，8~

16 d急剧下降。接种第8天时酶活性达130.549 U·mL-1

为最高峰，为对照组的 3.003倍，随后酶活性急剧下

降，16 d下降至19.724 U·mL-1 。对照组PMTE酶活

性在接种后呈缓慢上升的趋势，随后逐渐下降，其
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PMTE酶活性明显低于处理组（图3-C）。

2.4 嗜果刀孢菌侵染野杏后叶片内抗氧化酶的活

性变化

野杏叶片受嗜果刀孢菌侵染后，POD活性随着

侵染时间的增加呈上升趋势，在接种第5天时达到高

峰，酶活性为 323.889 U · mg- 1 · min- 1，为对照组的

5.949倍。对照组的POD活性随着时间的增加呈下

降趋势（图4-A）。CAT活性动态变化呈1~5 d急剧上

升、5~15 d波动下降的趋势，接种第5天后CAT活性

达到高峰，为81.111 U·mg-1·min-1，为对照组的1.497

倍，接种15 d后酶活性为72.778 U·mg-1·min-1。对照

组的CAT活性随着时间的增加呈缓慢上升趋势，

但其酶活性变化明显小于处理组（图 4-B）。SOD

活性动态变化为 1~3 d呈缓慢下降、5~10 d急剧上

升、10~15 d缓慢下降的趋势，接种第 10 天时酶活

性达最高峰，为 228.675 U · mg-1 ·min-1，为对照组的

1.85倍。对照组的SOD活性随病菌危害时间的增

加呈下降趋势（图4-C）。

3 讨 论

国内外学者研究发现细胞壁降解酶是病原菌

致病过程中产生的关键酶。目前尚无嗜果刀孢菌

致病过程中产生的酶的种类和活性的研究，笔者

在本研究中初步明确嗜果刀孢菌产生的纤维素酶

和果胶酶是引起穿孔病发生的重要致病因子。李

宝聚等 [19]发现黄瓜黑星病菌（Cladosporium cuc-

umerinum）在不同底物改良的 Czaper 液体培养基

中和罹病黄瓜组织中均能产生羧甲基纤维素酶

（Cx）及果胶甲基半乳糖醛酸酶（PMG）。陈晓林

等[25]的研究得出苹果树腐烂病菌（Valsa ceratosper-

ma）在培养基诱导和病组织侵染中均能产生 β-葡

萄糖苷酶、Cx、PG、PMG 和木聚糖酶，并且木聚糖

酶活性高于其他种类。李沅泽等 [26]测得苹果轮纹

病菌（Botryosphaeria doyhide）在不同诱导培养基

上均可产生 PG、PMG、内切-4-1，4-葡聚糖酶、木葡

聚糖酶、β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶和滤纸酶（FPA），

但是在发病苹果枝条中未检测到上述细胞壁降解

酶。张大智等 [27]测得杧果细菌性角斑病菌（Xan-

thomonas campestris pv. mangiferaeindicae）在羧甲

基纤维素钠和柑橘果胶诱导培养基和感病杧果叶

片中均可分泌 Cx、β-glucosidase、PG、PMG、PMTE

和 PGTE等细胞壁降解酶，且Cx和 PMG的活性高

图 3 嗜果刀孢菌侵染野杏叶片果胶酶活性的变化

Fig. 3 Changes of pectinase activity in the leaves of P. armeniaca infected by W. carpophilus
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于 PMTE 和 PGTE。金勤等 [28]研究得出胶孢炭疽

菌（Colletotrichum gloeosorioide）在 体 外 产 生 的

PMG 活性远高于 Cx 和漆酶。研究测得嗜果刀孢

菌在寄主体内外均可产生 Cx、木聚糖酶、PG、

PMG、β-葡萄糖苷酶和 PMTE 等 6 种细胞壁降解

酶，在寄主体内外酶活性最高的均为果胶酶中的

PMG 和 PG，纤维素酶活性最低，表明果胶酶在嗜

果刀孢菌致病过程中起到了较为关键的作用。前

人的研究表明不同种类的病菌分泌的细胞壁降解

酶是不同的，在致病过程中起关键作用的降解酶

也不同。通过将嗜果刀孢菌接种到野杏叶片上发

现，在接种第 4 天时 PG 和 PMG 的活性达到高峰，

显著高于其他 5 种细胞壁降解酶活性，木聚糖酶

和 PMTE 的活性在接种后 8 d 达到高峰。表明果

胶酶中的 PMG和 PG在嗜果刀孢菌致病过程中分

泌最早且果胶酶比纤维素酶对野杏叶片致病作用

明显。笔者研究发现野杏叶片接种病菌后细胞壁

降解酶均表现出起伏变化，是否为野杏叶片的免

疫对抗作用有待进一步研究。

在植物与病原物长期协同进化过程中，植物形

成了一系列复杂的防御酶体系抵御病原物的入

侵[29]。植物体内的POD、CAT、SOD等是防御酶系统

中的关键保护酶，可清除植物细胞内产生的O2
-.和

H2O2 等活性氧物质，以此抵御病原菌入侵的危

害[30]。金勤等[28]的研究得出油茶受到炭疽病菌的侵

染后，植株体内的 POD、PPO等防御酶的活性显著

升高。韩彦卿等[31]的研究证实白发病菌（Sclerospo-

ra graminicola）侵染抗病品种后CAT、POD、SOD酶

活性升高，且远远高于感病品种，相反在感病品种中

这几种酶活性显著下降，表明POD等防御酶在抵御

病原菌和保护植物细胞免受伤害过程中发挥重要抗

病作用。笔者研究发现野杏叶片接种嗜果刀孢菌

后，POD、CAT、SOD活性均有所升高，野杏叶片的

POD等抗氧化酶活性升高，表明野杏叶片在受到嗜

果刀孢菌侵染后，会通过调节自身的抗氧化酶系统

减轻植物体内活性氧产生的危害。

嗜果刀孢菌可危害杏（P. armeniaca）、扁桃

（Amygdalus communis）、稠李（Padus avium）、西洋梨

（Pyrus communis）、苹果（Malus domestica）和冬青栎

（Quercus ilex）等多种寄主植物[32]，其在不同寄主上

图 4 嗜果刀孢菌侵染野杏后叶片内抗氧化酶的活性变化

Fig. 4 Changes of antioxidant enzyme activities in leaves of P. armeniaca infected by W. carpophilus
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产生的酶类及活性变化是否存在差异，以及嗜果刀

孢菌在致病过程中是否会产生其他种细胞壁降解酶

如漆酶和PGTE等，还需进一步研究。植物病原菌

侵入寄主是一个复杂的过程，除了能向外分泌细胞

壁降解酶外，往往还可以产生毒素和激素等致病因

子。由于病原菌致病过程中的机制是非常复杂的，

关键致病因子与不同致病因子间如何协调作用等，

有待深入研究。

4 结 论

笔者在本研究中首次发现嗜果刀孢菌在野杏叶

片内外均可产生多聚半乳糖醛酸酶、羧甲基纤维素

酶、β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶、聚甲基半乳糖醛酸酶

和果胶甲基反式消除酶等 6种细胞壁降解酶，在野

杏叶片内外酶活性最高的均为果胶酶中的PMG和

PG，纤维素酶活性最低。嗜果刀孢菌细胞壁降解酶

在野杏叶片致病过程中的动态变化表明果胶酶中

的PMG和PG在嗜果刀孢菌致病过程中分泌最早，

且果胶酶比纤维素酶对野杏叶片致病作用明显。

野杏叶片受嗜果刀孢菌危害后，POD、CAT、SOD等

抗氧化酶活性升高。
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