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① 尖孢镰刀菌异核体及其不同核型分离子
的孢子萌发时期同工酶分析①

李 颖②　关国华　舒 石　颜耀祖
(中国农业大学生物学院)

摘　要　在获得尖孢镰刀菌棉花萎蔫专化型异核体菌株及其 3个稳定的不同核型分离子的基础上,选择孢子

萌发时期的幼嫩菌丝制备粗酶提取液,采用聚丙烯酰胺凝胶电泳方法进行了 7种同工酶分析。结果表明,酯酶

和乳酸脱氢酶电泳图谱在 4个样品中完全一致; 没有致病能力的菌株在葡萄糖262磷酸脱氢酶和苹果酸脱氢
酶的表达量高于致病力强的菌株;致病力强的菌株没有乙醇脱氢酶的表达。在 4个样品中都没有检测到苹果

酸酶和过氧化氢酶。
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Abstract 　 C rude ex tract samp les w ere p repared from the germ inat iing con id ia of a

heterokaryon of the w ild type stra in of F usa rium oxy sp orum f. sp. vasinf ectum and its th ree

nuclear type segregan ts. T he crude ex tracts w ere analyzed by u sing PA GE fo r the fo llow ing

seven isozym es. T he resu lt ind ica ted that there w ere no difference in the pat tern s of esterase

and lacta te dehydrogenase of these fou r samp les, bu t the exp ression level of m ala te

dehydrogenase and gluco se262pho sphate dehydrogenase of the non2pathogen icity segregan t

w as h igher than the segregan ts w ith h igh2pathogen icity. A lcoho l dehydrogenase w as no t

found in the tw o segregan ts w ith h igh pathogen icity tow ard co t ton seedlings. M alic enzym e

and cata lase w ere undetectab le in all of the fou r samp les.
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镰刀菌等多种真菌在自然界的频繁变异是由于易形成异核体,这点早已被人们认识,但形成

异核体的机制至今未能找到明确答案。一般认为,环境的影响是一重要因素,菌株自身的遗传特

性则是形成异核体的物质基础。揭示病原真菌的异核本质,对于植病防治具有重要意义。丝状真

菌遗传背景复杂,其异核机制的研究难度较大,目前国内外可参考的文献有限。笔者对水稻恶苗
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病菌、棉花枯萎病菌不同核型分离子DNA 碱基组成的测定、18S rDNA 序列和 IT S 区序列分析

以及菌株核DNA 的RA PD 分析结果表明,虽然来源于 1个异核体菌株的 3个不同核型的分离

子之间在表观性状上差异明显 (如色素、菌丝质地和孢子生成量等方面很不相同) ,但它们的核

DNA 高度同源[1, 2 ]。由此推测异核体的产生很可能是由原细胞核在某种特定环境下碱基突变的

结果,而不是由 2个遗传性状差异较大的细胞核融合后染色体交换再分离引起。

我们前期的研究发现,河南分离的棉花枯萎病菌异核体及其 3 个分离子在核DNA 序列

上高度同源,而它们表型特征上存在明显差异,特别是致病性截然不同,其中 1个分离子完全

丧失了致病能力[2 ]。为从菌株本身的生理代谢上证明它们之间的差异,本研究选择上述菌株

(尖孢镰刀菌棉花萎蔫专化型)侵入寄主时期即孢子萌发阶段细胞内同工酶种类及活性进行分

析,试图寻找不同分离子在相同发育阶段基因产物及表达水平上的具体差异,以便有针对性地

探讨导致异核体菌株产生的因素及其表型性状发生改变的原因。

1　材料和方法

111　菌株

1)野生型棉花枯萎病菌株,由中国农科院植保所棉病组孙文姬研究员惠赠。

2)异核体菌株A g149,由本室经切割野生型单根菌丝尖端后获得 (其菌落出现 3种明显角

变)。

3)同核分离子菌株A g1492É , A g1492Ê 和 A g1492Ë 由本室通过挑取不同角变处分生孢
子,经单孢分离、纯化并稳定 7～ 8代后获得,经过致病性鉴定,证明异核体菌株和A g1492É致
病力最强,而A g1492Ë丧失了致病能力。
1. 2　样品制备

经活化的异核体菌株和 3个不同核型分离子菌株分别接种于马铃薯蔗糖培养液中, 26℃

振荡培养 60 h, 离心收集孢子, 用无菌水洗涤并调整孢子悬液浓度为 108 个õmL - 1, 各取

015 mL 孢子悬液分别接种于 100 mL 完全培养液中, 26℃振荡培养 12 h,过滤收集幼嫩菌丝,

无菌水洗涤多次,菌丝体经冷冻干燥后,加液氮研磨,加入 T ris2HC l 0. 1 mo lõL - 1 (pH 7. 0)提

取缓冲液,离心收集上清,得到粗酶提取液。采用L ow rry 法测定样品蛋白含量,并调整 4个样

品蛋白含量基本一致。将待测样品分装于 0. 5 mL 离心管中, - 70℃保存备用。

1. 3　电泳

实验采用不连续垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳, 工作配方参考何忠效等[3 ]和 Ro sendah l

等[4 ]介绍的方法,用B io2R ad电泳系统在 4℃恒温条件下进行。除酯酶采用 10%凝胶外,其他

酶均采用 7. 5%的凝胶。每种酶重复电泳 3次以上确保结果的稳定。

1. 4　凝胶染色

电泳完毕后,对凝胶进行特异性酶活染色,显现酶带后经扫描或拍照,并固定保存凝胶片。

酯酶 (E sterase, E. C. 3. 1. 1. 1) 参考 Ro sendah l 等[4 ]的方法; 乙醇脱氢酶 (A lcoho l

dehydrogenase, E. C. 1. 1. 1. 1 ) 采用 M icalea 等[5 ] 的方法; 苹果酸脱氢酶 (M ala te

dehydrogenase, E. C. 1. 1. 1. 37) ,乳酸脱氢酶 (L acta te dehydrogenase E. C. 1. 1. 1. 27) ,葡萄

糖262磷酸脱氢酶 (Gluco se262pho sphate dehydrogenase, E. C. 11111149) , 苹果酸酶 (M alic

enzym e, E. C. 11111140)和过氧化氢酶 (Cata lase, E. C. 1. 11. 1. 6)参考张维强等[6 ]方法。
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2　结果

7种同工酶的染色结果除了过氧化氢酶和苹果酸酶没有发现表达产物外,其他 5 种酶染

色结果均显现了明显的酶带 (图 1)。酯酶一般为单体或二聚体,分子量较小,采用浓度为 10%

的凝胶比较适宜, 4 个菌株酯酶泳动的距离一致,分别出现 3 条酶带, Rf 值为 0. 73, 0169 和

0155;其他酶类采用浓度为 7. 5%的凝胶进行分析。乳酸脱氢酶通常为四聚体,分子量较大, 4

个样品乳酸脱氢酶分子量一致且表达量相同, Rf 值均为 0. 34; 苹果酸脱氢酶是三羧酸循环中

的酶类,虽然 4个样品此酶泳动的Rf 值均为 0. 51,但在上样量一致的情况下,A g1492É 型菌
株表达量明显低于其他样品。由于没有纯化步骤,从图谱上显示的扩散带型来看,此酶很可能

是一种糖蛋白。在 4次重复实验中,只有A g1492Ê和A g1492Ë显现乙醇脱氢酶酶带,其Rf 值

为 0. 35,尽管加大点样量,A g149和A g1492É终未发现其表达产物。葡萄糖262磷酸脱氢酶是
HM P 途径中关键酶之一, 4个样品中其泳动Rf 值为 0. 47,但A g1492É菌株表达量明显低于
其他菌株,图 1还显示A g1492É上样量大于其他样品 3倍时的电泳结果。

图 1　棉花枯萎病菌异核体及其同核分离子菌株孢子萌发时期 5种同工酶电泳图谱
菌株编号　1——A g149; 2——A g1492É ; 3——A g1492Ê ; 4——A g1492Ë

3　讨论

人们通常针对病原菌侵入寄主时期寄主体内的应答所产生的变化来分离克隆与抗病有关

的基因。由于在研究镰刀菌异核机制过程中发现组成异核体的 3个同核分离子在表型特性上

差异很大,这种表型特征成为我们分析菌株基因组差异的依据。因此,本实验提取菌株生长过

程中DNA 复制最活跃时期的胞内酶进行同工酶分析,而所分析的同工酶种类,是参考前人在

镰刀菌分类过程中经常选用的[7 ]。在保证供试菌株生长条件和样品制备条件一致的情况下,发

现异核体菌株与不同核型分离子之间在酯酶和乳酸脱氢酶分子量和表达量上没有差异; 葡萄

糖262磷酸脱氢酶 (图 1)和苹果酸脱氢酶虽然在分子量上一致,但表达量差异明显,特别是这 2

种同工酶在A g1492É 的表达量均低于其他菌株; 乙醇脱氢酶在致病力较强的野生型菌株

A g149及分离子A g1492É孢子萌发阶段也没有表达产物检出,相反,在上样量相同的情况下,

丧失致病能力的菌株A g1492Ë乙醇脱氢酶的活性明显高于致病力较弱的菌株A g1492Ê。
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棉花枯萎病菌是在孢子萌发阶段侵入寄主细胞的,并在寄主细胞内生存,导致棉花发病萎

蔫。本实验 3个分离子菌株在致病性上差异明显,特别是A g1492É ,几乎与野生型菌株的致病

力相同,致病性鉴定实验是在相同条件下实施完成的,并没有发现因菌株生长缓慢而导致棉苗

的发病时间滞后,但在离体培养条件下,却出现了菌株在其芽管萌发时期乙醇脱氢酶、葡萄糖2
62磷酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶的表达有差异。现有的结果证明, 4个样品之间在自身代谢上存

在着一定差异,特别是乙醇脱氢酶的表达与否很有可能成为分析致病菌株与非致病菌株之间

差异的具体目标,值得进一步探讨。作者前期的实验发现,A g1492Ë在泗棉二号寄主上不能存
活,看来可能是由于寄主对它的侵染和代谢产生免疫;或是由于菌株本身基因突变而不再适应

此种寄主的环境。从 5种同工酶的检测结果来看,非致病菌株无论在酶的表达量与酶的活性水

平上均高于致病菌株。

本实验证实了不同核型分离子之间在同工酶的种类和表达水平上存在着不同,这为我们

深入分析尖孢镰刀菌异核体之间的差异进而采用的mRNA 差异显示方法提供了依据。
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