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对鹰嘴桃果肉组织的

影响及酶学特性
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摘要!目的!通过研究病原菌的酶学特性间接了解病原菌

在不同条件下对宿主的致病能力"方法!结合鹰嘴桃被

菌株
R<D2FF'HG-F-Q-*H2HIa#

侵染前后的成分检测和透射

电镜观察!并通过单一底物诱导该菌株产生淀粉酶%纤维

素酶%果胶酶和木聚糖酶!研究温度%

B

Q

和金属离子对其

酶活力的影响"结果!鹰嘴桃被该菌侵染后果肉组织细

胞受损!且其中的淀粉%纤维素%半纤维素和果胶含量减

少"酶学特性研究结果显示该菌分泌的淀粉酶最适反应

条件为
+"\

%

B

Q$

!

"4#2..61

(

L

的
J@

!k可抑制淀粉酶

的活力&纤维素酶的最适反应条件为
+" \

%

B

Q +

!

"4#2..61

(

L

的
J@

!k也可对其起抑制作用&木聚糖酶的

最适反应条件为
("\

%

B

QK

!多种金属离子均是其激活

剂&果胶酶的最适反应条件为
2"\

%

B

Q+

!

J@

!k对其激

活效果最优"结论!贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

对鹰嘴桃的采后

贮藏有害!其通过分泌淀粉酶%纤维素酶%果胶酶和半纤

维素酶导致果肉组织的腐烂!对这些酶反应条件的研究

可为今后鹰嘴桃采后致病菌的防控提供依据"

关键词!贝莱斯芽孢杆菌&鹰嘴桃&致腐&酶学特性
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贝莱斯芽孢杆菌#

R<D2FF'HG-F-Q-*H2H

%属于芽孢杆菌

属#

R<D2FF'H

%的一个亚种&是革兰氏阳性好氧细菌&菌体

成杆状&内生孢子&在自然界中广泛分布,

#

-

'近年来&贝

莱斯芽孢杆菌主要作为生防菌在报道&国内外相关研究

大多集中在促进动植物生长+拮抗病原菌+诱导系统抗

性+抑菌物质及其基因簇鉴定+拮 抗 作 用 机 制 等 方

面,

!̀ 2

-

&在抑制病原菌和生物防治方面具有显著优点'

实验室在腐败的鹰嘴桃中分离并鉴定出一株贝莱斯芽孢

杆 菌&将 其 命 名 为 贝 莱 斯 芽 孢 杆 菌
Ia#

#

R<D2FF'H

G-F-Q-*H2HIa#

%&该菌对鹰嘴桃的致腐能力极强&而关于贝

$!

&MM'NJOPQRS-T%

第
)$

卷第
$

期 总第
!)$

期
"

!"!#

年
$

月
"



莱斯芽孢杆菌作为腐败菌的报道极少'

果蔬的腐烂通常是由病原菌分泌的细胞壁降解酶,

+

-

通过对细胞壁间多糖物质降解&破坏细胞结构&使果实软

化&引起致腐'宋喜霞,

$

-判断果胶甲基反式消除酶和多

聚半乳糖醛酸酶在锈腐菌侵染人参过程中起了重要作

用*李宝聚等,

K

-证明果胶酶+纤维素酶在黄瓜黑星病菌致

病中起着重要作用&是主要的致病因子之一*也有文献,

,

-

报道灰葡萄孢菌株的致病力与
!

*

葡聚糖苷酶具有相关

性*李喜玲,

#"

-证明了灰葡萄孢菌株的致病力与纤维素酶

活力呈正相关&灰霉菌果胶酶活力高低与致病力强弱有

一定的相关性'以上研究都表明了腐败菌分泌的酶类是

侵染宿主的关键致病因子&此外&病原菌在侵入宿主初期

会遇到细胞壁屏障&病原菌释放细胞壁降解酶&从而有利

于其入侵&也为其他微生物的入侵提供便利&加速寄主的

腐败'

国内外对核果果实采后病害的病理生理和采后病害

控制技术方面已经做了大量的研究,

##̀ #!

-

&但对降解细胞

壁酶类的酶学性质研究较少&且在关于贝莱斯芽孢杆菌

对水果的致腐作用目前尚未报道'研究拟检测菌株
R<(

D2FF'HG-F-Q-*H2HIa#

致病后导致鹰嘴桃成分和果肉超微

结构的变化&有针对性地开展其中相关酶的酶学特性研

究&以期得到该菌株中与植物致病相关酶的最适反应温

度+

B

Q

值和金属离子信息&为进一步解释其致病的机制

提供理论依据'

#

!

材料与方法

#4#

!

材料与试剂

贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

#

R<D2FF'HG-F-Q-*H2HIa#

&

Ia#

%$

中国普通微生物菌种保藏管理中心*

鹰嘴桃$广东省河源市连平县三角湖果园*

营养琼脂#

SO

%和营养肉汤#

Se

%$青岛海博生物技术

有限公司*

木聚糖$分析纯&美国
W0

A

./

试剂公司*

无水葡萄糖+半乳糖醛+

/*

木糖+淀粉+羧甲基纤维素

钠等$分析纯&国药集团化学试剂有限公司'

#4!

!

试验试剂和仪器

生化培养箱$

WUX*#2"

型&上海悦丰仪器仪表有限

公司*

立式自动电热压力蒸汽灭菌锅$

LX*P)2L

型&合肥华

泰医疗设备有限公司*

高速冷冻离心机$

Q!2""T*!

型&上海卢湘仪离心机

仪器有限公司*

冻干机$

QX*#K

型&上海沪析实业有限公司*

超净工作台$

Wf*PZ*R&

型&上海博迅实业有限公司

医疗设备厂*

电热恒温干燥箱$

'QY*,(!'"O

型&浙江赛德仪器设

备有限公司'

#4)

!

试验方法

#4)4#

!

菌悬液制备
!

贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

先用营养琼脂

培养基复活&再用营养肉汤培养液在
)$\

+

#!"C

)

.0@

震

荡培养
!(=

&传代两次&比浊法调整菌数为
#"

(

P&[

)

.L

'

#4)4!

!

鹰嘴桃的成分检测

#

#

%样品前处理$挑选同一批次的健康鹰嘴桃&采用

菌液刺伤接种法&在赤道部位接种
+

个点)果&常温保湿

#

TQ

&

K2̂

%培养
(K=

'用无菌刀具削取每果赤道部位

组织#带果皮%&修切成
#".._#".._#"..

的小方

块&冷冻干燥
$!=

&打粉#

!K""C

)

.0@

&

2.0@

%&过
+"

目筛

备用'以注射无菌蒸馏水的鹰嘴桃为对照组'

#

!

%成分检测$淀粉含量按
Ye2"",4,

(

!"#+

的酸水

解法执行*纤维素+半纤维素和果胶含量按
S%

)

8)#+2

(

!"#$

的滤纸袋法执行'

#4)4)

!

贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

致病鹰嘴桃的透射电镜

#

8-J

%观察
!

用菌液刺伤感染的方式&将菌株
Ia#

接种

到健康的鹰嘴桃&喷无菌蒸馏水保湿&

)$\

培养
!(=

'然

后在超净工作台切取病健交接部位的组织&用刀片修整

为
#.._#.._)..

的样品块&整个取样过程不超过

!.0@

&即刻放入含
!42̂

戊二醛的磷酸(柠檬酸缓冲液溶

液#

B

Q$4(

%固定
!(=

'对照组用无菌蒸馏水接种健康鹰

嘴桃果实并在同样条件下培养&参照病果的取样部位&切

取对照组的桃果肉组织样品'

按照常规
8-J

样品制备方法,

#)

-略作改动'

#̂

四

氧化锇将待测样品块固定
+=

&含
!42̂

戊二醛的磷酸(

柠檬酸+酸缓冲液溶液#

B

Q$4(

%漂洗
!=

&用
)"̂

&

2"̂

&

$"̂

&

K"̂

&

,"̂

&

,2̂

&

#""̂

乙醇浸泡
#".0@

进行梯度

脱水&氧化丙稀和丙稀环氧树脂稀释液浸透&

-

B

6@K#!

包

埋*超薄切片机定位并切成
$"

"

#""@.

超薄切片'然后

用柠檬酸铅和醋酸铀电子染色&最后用透射电镜观察'

#4)4(

!

标准曲线制作
!

淀粉酶活测定采用
%MM

改良

法,

#(

-

*果胶酶活力测定参照文献,

#2

-*纤维素酶活力测定

按
Ye

)

8!)KK#

(

!"",

执行*木聚糖酶活力测定按
Ye

)

8

!)K$(

(

!"",

执行'以每分钟降解底物释放
#

#

.61

葡萄

糖#或
/*

半乳糖醛酸+木糖%所需的酶量定义为一个酶活

单位#

[

%'

根据以上方法制作标曲'葡萄糖标准曲线线性回归

方程为
>

l#!4(+Jk"4!(K(

&

S

!

l"4,,+$

*半乳糖醛酸标

准曲线线性回归方程为
>

l#4(+)Jk"4"$!,

&

S

!

l

"4,,$(

*木糖标准曲线线性回归方程为
>

l#42$,Jk

"4"+$K

&

S

!

l"4,,K)

'

#4)42

!

粗酶液制备及酶活力测定
!

吸取
#.L

菌悬液加

入
#"".L

含有
#4""

A

淀粉的营养肉汤培养基&

)$ \

&

#!"C

)

.0@

震荡培养
#!=

&诱导菌在培养基中产酶'

2"""C

)

.0@

离心
!".0@

后得到的上清液即为淀粉酶粗

%!

"

b614)$

"

S64$

陈少先等!贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

对鹰嘴桃果肉组织的影响及酶学特性



酶液'

(\

保存备用&在
(K=

内使用'将淀粉分别替换

成羧甲基纤维素钠+果胶+木聚糖&制得纤维素酶粗酶液+

果胶酶粗酶液+木聚糖酶粗酶液'

试验前先将待测粗酶液+底物溶液#

#4"

A

)

#"".L

%于

)$\

预热
#".0@

'在
!2.L

具塞比色管中依次加入

#.L

底物溶液+

# .L

柠檬酸(磷酸氢二钠缓冲液+

"42.L

粗酶液和
#42 .L

去离子水&振荡
)

"

29

'于

("\

水浴锅水浴
)".0@

&再加入
!.L'SW

试剂终止反

应&沸水浴
#".0@

&立刻用水冷却至室温&加水定容至

!2.L

'在
2("@.

处测定吸光值
#

#

'每个试样进行

)

次平行试验&结果取平均值&保留
)

位有效数字'淀粉

酶活性的测定底物为
#̂

淀粉溶液&纤维素酶活性的测定

底物为
#̂

羧甲基纤维素钠溶液&果胶酶活性的测定底物

为
#̂

果胶溶液&木聚糖酶活性的测定底物为
#̂

木聚糖

溶液'

空白测定$粗酶液沸水浴灭活
2.0@

&其余步骤同上&

吸光值记为
#

"

'

淀粉酶+纤维素酶+果胶酶+木聚糖酶酶活性按式#

#

%

计算$

Ml

#

#

`#

"

# %

_=k8

"

N_;

_#"""

& #

#

%

式中$

M

(((粗酶液的酶活力&

[

)

.L

*

#

#

(((粗酶液反应的吸光值*

#

"

(((空白样反应的吸光值*

=

(((标准曲线的斜率*

8

"

(((标准曲线的截距*

;

(((酶解反应时间&

.0@

*

N

(((摩尔质量'

#4)4+

!

贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

酶学性质研究

#

#

%酶促反应最适温度$在
B

Q24"

的条件下&将粗酶

液与柠檬酸(磷酸氢二钠缓冲液混合&分别以
)"

&

("

&

2"

&

+"

&

$"

&

K"

&

,"\

为反应温度&反应
)".0@

&测定相应的酶

活力'每处理做
)

个平行&取平均值计算酶活数值&最高

酶活力值记为
#""̂

&计算出各温度下的酶活力'

#

!

%酶促反应最适
B

Q

值$在最适温度条件下&将粗

酶液分别与用
B

Q)4"

&

(4"

&

24"

&

+4"

&

$4"

&

K4"

&

,4"

&

#"4"

的

缓冲剂调配的底物混合&作用
)".0@

&测定相应的酶活

力&每处理做
)

个平行&取平均值计算酶活数值&以酶活

力最高值为
#""̂

&计算各个
B

Q

条件下的酶活力'

#

)

%金属离子对酶活性的影响$参照崔海洋等,

#+

-的

方法并略作修改&在最适温度和
B

Q

条件下&在粗酶液中

分别加入
"4#2..61

)

L

金属离子#

S/

k

+

V

k

+

P/

!k

+

P;

!k

+

J@

!k

+

&>

!k

+

e/

!k

+

J

A

!k

%化合物+氯化物及硫酸盐&测定

相应的酶活力&每处理做
)

个平行&取平均值计算酶活数

值&以未添加金属离子的粗酶液酶活数值为
#""̂

&计算

各金属离子下的酶活力'

!

!

结果与分析
!4#

!

鹰嘴桃成分检测

在植物体内&质体中包含的淀粉粒是多糖的主要贮

藏形式&先前有研究,

#$

-发现桃果肉细胞中淀粉粒还存在

于细胞间隙'而果胶会与半纤维素+纤维素形成交联结

构&起到维持细胞骨架形态的作用,

#K

-

'由图
#

可知&鹰嘴

桃被菌株
Ia#

侵染后&果实中的淀粉+纤维素+半纤维素和

果胶含量都出现了一定程度的减少&推测菌株
Ia#

具备

较强的糖苷水解和多糖裂解能力'以鹰嘴桃果肉为营养

来源时&该菌在生长过程中逐渐产生相关酶类&用来消耗

培养环境中的淀粉+纤维素+半纤维素和果胶等营养物

质'当其附着在鹰嘴桃等水果表面&与之接触的部位就

成为了营养供给体&接触部位的果肉组织随着营养物质

的消耗而逐渐坍塌腐烂&最终果肉大面积腐败'

!4!

!

贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

致病鹰嘴桃的扫描电镜观察

结果

!!

如图
!

#

/

%所示&鹰嘴桃接种无菌水培养
!(=

后&果肉

组织结构未受到破坏&果肉细胞完整&排列整齐'细胞之

间有小间隙&大液泡占据细胞内部的主要面积&其余细胞

器被液泡挤到边缘&丰富的细胞内含物紧靠细胞壁分布'

果肉细胞壁紧密&细胞壁之间的中胶层是高密度的结构&

细胞壁与中胶层在透射电镜下成像明暗分明&可清楚辨

别'液泡膜将液泡和其他细胞内含物隔开&靠近细胞壁

的细胞内含物中包括了叶绿体+线粒体+质体和淀粉颗

粒'所有细胞内含物均保持了正常的形态'叶绿体为两

端较尖长条形细胞器&长度约
#

#

.

'线粒体是圆形的细

胞器&可以看到其内有突起嵴'

!!

如图
!

#

E

%所示&鹰嘴桃果肉被菌株
Ia#

侵染后&果肉

组织则遭到了严重的损坏'细胞壁致密性降低&部分结

构降解导致细胞整体结构松散&细胞壁与中胶层之间的

明暗对比度淡化'中胶层溶解并与细胞壁剥离&细胞间

隙加大&细胞壁出现漂移'部分细胞壁弯曲&细胞内含物

图
#

!

鹰嘴桃成分检测结果

&0

A

;C>#

!

8>9:C>9;1:96?61>5C/@6@

B

>/5=

&!

基础研究
&[S'OJ-S8OLT-W-OTPQ

总第
!)$

期
"

!"!#

年
$

月
"



进入细胞壁&相邻的细胞之间的聚合度明显下降'细胞

器已出现降解&细胞壁空腔化&叶绿体与线粒体发生变

形&大部分线粒体破裂&叶绿体片层结构不清晰'液泡膜

消失&液泡与质体互溶'大淀粉颗粒被分解成零散小

颗粒'

从图
!

可以看出&细菌
Ia#

对鹰嘴桃的细胞有极强的

破坏能力&可以在短短的
!(=

内将健康的鹰嘴桃果肉组

织瓦解'病变果肉细胞具体表现为细胞壁+中胶层+淀粉

颗粒等细胞内含物和结构组织的损坏'细胞壁中存在木

聚糖+甘 露 聚 糖+半 乳 聚 糖 和 阿 拉 伯 聚 糖 等 聚 多

糖,

#,

-

)"̀ ))

&果胶和纤维素分别是中胶层和微纤丝的主要

成分,

!"̀ !#

-

&结合鹰嘴桃被侵染前后的成分检测&推测细

菌
Ia#

应该具有分解这些成分的能力'

!4)

!

酶学性质

!4)4#

!

酶促反应最适温度
!

如图
)

所示&菌株
Ia#

能针

对不同的外源诱导物产生相应的酶#粗酶液%&且这些酶

Pf4

细胞壁
!

PP4

细胞内含物
!

b4

液泡
!

RPW4

细胞间隙
!

U4

质体

J4

线粒体
!

P=14

叶绿体
!

JL4

中胶层
!

W4

淀粉粒
!

84

液泡膜

图
!

!

菌株
Ia#

感染鹰嘴桃前后病变部位的超微结构图

&0

A

;C>!

!

[1:C/9:C;5:;C>6?61>5C/@6@

B

>/5=

B

;1

B

:099;>

0@?>5:>7E

<

Ia#9:C/0@

图
)

!

温度对酶活性的影响

&0

A

;C>)

!

-??>5:6?:>.

B

>C/:;C>6@>@I

<

.>/5:0F0:

<

对温度的适应能力不同'木聚糖酶在
("\

下的相对酶

活数值为
"4")+#[

)

.L

'果胶酶的最适温度为
2"\

&达

到
"4#"![

)

.L

'反应温度为
+"\

时&纤维素酶和淀粉

酶的相对酶活力最优&分别为
"4K)#"

&

"4))+![

)

.L

'由

此可见&此菌株在较高的反应温度条件下&纤维素酶和淀

粉酶依然存活'半纤维素是植物细胞壁中广泛存在的杂

聚多糖&而木聚糖是半纤维素的主要组成部分,

#,

-

,

'将菌

株
Ia#

接种鹰嘴桃后&主要是在
)$\

培养&接近试验中的

("\

'根据酶促反应最适温度的结果&该菌株对鹰嘴桃

的致病作用可能是依赖于木聚糖酶对桃果细胞壁中木聚

糖的水解功能&从而破坏了桃果细胞壁的半纤维素结构

网络'值得注意的是&在
("\

下&淀粉酶依然保持了较

好的酶解能力&酶活力有
"4+,(+[

)

.L

'而此温度下&纤

维素酶的活力为
"4!,(+[

)

.L

&与一株拥有高效纤维素

酶基因的枯草芽孢杆菌工程菌的酶活力检测数值

接近,

!!

-

'

!4)4!

!

酶促反应最适
B

Q

值
!

如图
(

所示&与最适温度结

果#图
)

%类似的是&果胶酶对反应条件的变化最敏感'随

着外部反应条件因素的改变&果胶酶活力的变化幅度最

大'与果胶酶的最适
B

Q

值一样&纤维素酶的最适
B

Q

值

亦为
+

'在最适
B

Q

值下&纤维素酶活力为
"4!(K)[

)

.L

&

而果胶酶的活力为
"4#2"+[

)

.L

'淀粉酶在中性反应条

件#

B

Q$

%下有最高酶活力&达到
"4(2K$[

)

.L

'木聚糖

酶则表现出偏向碱性条件#

B

QK

%的耐受能力&这与一些

菌株的木聚糖酶学特性研究结果不同'孙超,

!)

-研究发

现&桔青霉的木聚糖酶最适
B

Q

为
242

'其中的原因除了

菌株之间存在物种基因差异&还可能是因为研究的菌株

Ia#

分泌的木聚糖酶具有独特的酶结构'

!4)4)

!

金属离子对酶活性的影响
!

如图
2

所示&除了

J@

!k外&其余金属离子能促进淀粉酶的酶活力'同时&

J@

!k也是纤维素酶的抑制剂'由此推测&菌株
Ia#

所分

泌的淀粉酶和纤维素酶具有相似的结构&

J@

!k能通过与

氨基酸分子(

WQ

基结合&使酶分子失活或变性,

!(

-

'但

对于果胶酶而言&

J@

!k则是一种激活剂&可令其相对酶

图
(

!B

Q

值对酶活性的影响

&0

A

;C>(

!

-??>5:6?

B

QF/1;>6@>@I

<

.>/5:0F0:

<

'!

"

b614)$

"

S64$

陈少先等!贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

对鹰嘴桃果肉组织的影响及酶学特性



同一种酶的小写字母不同表示邓肯#

'

%法检验在
K

#

"4"2

水平

差异显著

图
2

!

金属离子对酶活性的影响

&0

A

;C>2

!

-??>5:6?.>:/106@96@>@I

<

.>/5:0F0:

<

活力超过
##(̂

'这可能是因为金属离子与酶分子氨基

酸侧链的氧原子相结合&通过稳定的键作用力增强了酶

活性区域的构象结构&或者形成了酶与底物的复合体,

!2

-

'

试验中&不同的金属离子并未对木聚糖酶的酶活力造成

负面影响&但林小洪等,

!+

-研究发现&

J@

!k和
P;

!k对木聚

糖酶具有明显的抑制作用*杨颖等,

!$

-研究发现&

J@

!k

+

e/

!k

+

J

A

!k

+

P;

!k对来源于
O8!(

的木聚糖酶具有激活

作用&而对来源于
O8!!*!

的木聚糖酶却具有抑制作用&

这可能与不同木聚糖酶的结构差异有关&具体机理还需

要进一步的研究论证'

)

!

结论
贝莱斯芽孢杆菌

Ia#

侵染鹰嘴桃后&鹰嘴桃果肉细

胞结构被破坏&出现变形+细胞器破裂+溶解等现象'推

测该菌通过分泌淀粉酶+纤维素酶+木聚糖酶和果胶酶来

降解鹰嘴桃的果皮的纤维素和果肉中的淀粉+果胶等&从

而使鹰嘴桃腐烂'酶学特性研究的结果显示该菌分泌的

淀粉酶最适反应温度为
+" \

&最适反应
B

Q

值是
$

&

"4#2..61

)

L

的
J@

!k可抑制淀粉酶的活力*纤维素酶最

适温度为
+"\

&最适反应
B

Q

值是
+

&

J@

!k也可对其起

抑制作用*木聚糖酶最适反应温度为
("\

&最适反应
B

Q

值是
K

&多种金属离子均是激活剂*果胶酶最适反应温度

为
2"\

&最适反应
B

Q

值是
+

&

J@

!k对其激活效果最优'

试验探究了贝莱斯芽孢杆菌
Ia#

对鹰嘴桃的致病机理及

其酶学性质&但未具体掌握该菌株降解植物细胞壁时各

种多糖水解酶的结构&之后的研究方向可以考虑在这些

方面继续挖掘'
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