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摘要  介绍了生防菌产生的细胞壁降解酶,如几丁质酶、葡聚糖酶和蛋白酶及其生防作用机制 ,不同细胞壁降解酶之间以及与抗生素等
次生代谢产物之间的协同抑菌作用 ,以及细胞壁降解酶在植物病害生防中的潜在应用。
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  生物防治包括直接的和间接的两种策略。间接的策略 ,

如通过土壤改良改变植物根际环境, 增强固有拮抗微生物对

专化性病菌的抑制作用。直接的生防机制包括抗生作用、对

营养和空间的竞争作用,以及产生具有溶菌作用的细胞壁降

解酶( Cell- wall degrading enzymes ,CWDEs) 等。另外 , 成功的定

殖能力也是潜在拮抗菌的一个重要特性。最有效的生防因

子可利用2 种或多种不同的机制, 组合应用不同的拮抗菌 ,

通过多种作用机制来防治1 种或多种病菌。了解生防机制

是非常重要的 , 因为它提供了大量的信息用于指导如何维

持、增强和有效实施生物防治。为此, 笔者重点讨论了植物

病害防治中微生物酶的作用机制。

1  细胞壁降解酶在植物病害生物防治中的作用

多数真菌的细胞壁主要由作为结构骨架的几丁质( 卵菌

为纤维素) 及无定形的填充物昆布多糖(β-1 ,3- 葡聚糖) 组成 ,

还含有少量的蛋白质、脂肪等。因此, 产生降解酶的能力是

许多植物病害生物防治真菌和细菌的重要特性。在植物病

害生防机制中, 重寄生或溶菌作用主要基于胞外细胞壁降解

酶的活动, 负责降解靶标真菌的细胞壁并利用其营养 ;同时 ,

这些细胞壁降解酶还能抑制植物病原真菌的菌丝生长和孢

子萌发———抗生作用。另据报道,重寄生真菌水解细胞壁产

生的寡聚糖还可能作为激发子与寄主真菌的识别及活化植

物的防御反应有关。研究表明, 自重寄生真菌中纯化的几丁

质酶( Chitinase) 、葡聚糖酶的抗菌活性比从植物和其他来源

的酶要高得多; 而且组合使用不同的细胞壁降解酶, 或与植

物病程相关( PR) 蛋白、其他杀菌剂、影响细胞膜的毒素和生

防细菌组合应用时 ,抗菌活性因协同作用而明显增强[ 1] 。

1 .1  几丁质酶 几丁质是 N- 乙酰葡糖胺( Glc NAc ) 以β- 1 ,4

糖苷键连接起来的直链多聚物, 是昆虫甲壳和绝大多数真菌

细胞壁的主要成分。在真菌中, 几丁质构成细胞壁的3 % ～

60 %[ 2] 。几丁质酶是一类能催化降解几丁质的糖苷酶, 产酶

微生物包括真菌、酵母、细菌、放线菌和某些病毒。从1969 年

Monreal 等报道生防菌 Trichoder ma viride 能够产生几丁质酶以

来, 有关几丁质酶在生物防治及真菌细胞壁降解等方面的作

用的研究逐渐增多[ 3 - 5] 。

根据酶切方式以及最终产物的不同,几丁质酶可以分为

3 类 , 分别为: ①β-1 ,4- N- 乙酰葡糖胺酶(β- N-acetylhexosami-

nidase ,( EC 3 .2 .1 .52) , 以外切形式降解几丁质, 水解产物仅

为N- 乙酰葡糖胺单体; ②几丁二糖酶( Chitobiosidase) , 水解产

物仅 为 几 丁 二 糖; ③ 内 切 几 丁 质 酶 ( Endochitinase , EC

3 .2 .1 .14) ,以随机形式内切降解几丁质 , 其酶解产物有几丁

单糖、几丁二糖和几丁寡糖。按等电点大小可分为酸性几丁

质酶和碱性几丁质酶。按氨基酸序列结构及同源性不同可

分为18、19 和20 家族,大多数微生物产生的几丁质酶属于18

家族。

几丁质酶是一种诱导酶 ,一些真菌、细菌、放线菌在含有

几丁质的培养基中才能产生几丁质酶。除了几丁单糖 ,几丁

质、几丁二糖、脱乙酰几丁质和几丁寡糖均可作为诱导物[ 6] ,

植物几丁质酶在病原真菌、病毒、细菌、外源几丁质、乙烯、重

金属、机械损伤、紫外线辐射等因素下也可被大量诱导表

达[ 7 - 10] 。用纯几丁质或植物病原菌细胞壁作唯一碳源,可诱

导木霉产生几丁质酶[ 1] ,但加入葡萄糖、蔗糖、蛋白质合成抑

制剂等均会强烈抑制几丁质酶的产生。

1 .2  β-1,3- 葡聚糖酶  β- 1 ,3- 葡聚糖 ,又称昆布多糖 ,是由β-

1 ,3 糖苷键连接的 D 型葡萄糖聚合物。真菌的细胞壁中含

有超过60 % 的昆布多糖 ,无定形地填充在规则排列的几丁质

结构骨架中。β-1 ,3- 葡聚糖主要由β-1 ,3- 葡聚糖酶水解而来。

β-1 ,3- 葡聚糖酶在细菌、真菌、高等植物中广泛分布。在真菌

中,已知β-1 ,3- 葡聚糖酶具有多种功能。首先, 它在真菌发

育、分化和形态建成过程中有重要的生理功能 ;其次 ,当碳源

和能源消耗殆尽时, 作为自溶酶 , 与β- 1 ,3- 葡聚糖的转移有

关; 再次, 它参与植物- 真菌病原互作 ,在病原菌侵染过程中

降解寄主维管束中的胼胝质(β- D- 1 ,3- 葡聚糖) ; 最后, 它在腐

生和重寄生现象中有营养功能。

1 .2 .1 β- 1 ,3- 葡聚糖酶的分类和诱导。β-1 ,3- 葡聚糖酶(β-1 ,

3-glucanase) 又称昆布多糖酶、胼胝质酶, 作用底物为以β-1 ,
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3- 糖苷键连接起来的多聚糖。微生物来源的β-1 ,3- 葡聚糖酶

习惯上分为外切β-1 ,3- 葡聚糖酶[ EC 3 .2 .1 .58] 和内切β- 1 ,3-

葡聚糖酶[ EC 3 .2 .1 .6 或 EC 3 .2 .1 .39] 2 种类型。外切型是

从聚合物的非还原末端顺序切割葡萄糖,得到唯一的水解产

物葡萄糖单体;内切型是沿着多糖链随机切割β-1 ,3 键 ,释放

出分子量较小的寡聚糖[ 11] 。β-1 ,3- 葡聚糖的完全水解需要2

种类型的酶共同作用。

真菌的β-1 ,3- 葡聚糖酶分组成型和诱导型, 已发现多种

多聚糖和真菌细胞壁均可以诱导生防真菌产生β- 1 ,3- 葡聚糖

酶,而高浓度的葡萄糖则抑制产酶。当 Trichoder ma harzi anum

在含有不同碳源的培养基上生长时, 可以观察到真菌细胞壁

不同诱导的β- 1 ,3- 葡聚糖酶活性与类型也不同。木霉中的β-

1 ,3- 葡聚糖酶在卵周质中, 依附于细胞壁或分泌到培养基中 ,

酶表达的调控是β- 葡聚糖生物降解和随后的菌寄生的关键

步骤。木霉能够产生复杂的葡聚糖酶系统, 表明它们可能在

重寄生中对寄主细胞壁的水解起不同的作用。

1 .2 .2  β-1 ,3- 葡聚糖酶的纯化与基因克隆。已经从 Tricho-

der ma harzi ani um 和 Gli ocl adi um virens 等生防真菌中获得各种

β-1 ,3- 葡聚糖酶, 其在离体条件下可抑制各种植物病原真菌 ,

包括 Botrytis ci nerea 、Fusari umsol ani 、Ustil ago avenae 和 Unci nu-

l a necator 等。用昆布多糖诱导 T . harzi anu m I MI 206040 分泌

胞外酶, 从培养液中纯化出1 个77 kDa 的外切葡聚糖酶[ 12] 。

从 T . harzi anum CECT2413 中纯化出内切β-1 ,3- 葡聚糖酶BGN

13 .1 ,设计合成寡聚核苷酸引物克隆 BGN13 .1 的c DNA, 推断

的氨基酸序列预测了1 个78 kDa 的蛋白; 氨基酸序列分析表

明, 该酶包含3 个区域:N末端的前导序列、非确定性序列和

富含Cys 的C 端序列 ;酶活力、蛋白和mRNA 数据表明, 基因

bgn13 .1 受葡萄糖的抑制, 同时被真菌细胞壁、灭菌的酵母细

胞或真菌菌丝诱导[ 13] 。另一个来源于 T . harzi aniu m 的外切

β-1 ,3- 葡聚糖酶LAM1 .3 ,分子量为110 kDa ,相关基因 l a m1 .3

已被克隆,LAM1 .3 的推测氨基酸序列表现出与EXG1 高度的

同源性 ,而 EXG1 是植物病原真菌 Cochliobol us carbonum 的1

个外切β-1 ,3- 葡聚糖酶,LAM1 .3 与BGN13 .1 同源性低。侵染

Scl eroti ni a scl eroti oru m 的重寄生菌 Coniot hyri um mi nit ans 分泌1

个约100 kDa 的外切β-1 ,3- 葡聚糖酶,从c DNA 文库克隆编码

基因命名为 cmg1 ,推断的核苷酸和氨基酸序列表明, 其与其

他真菌的外切β- 1 ,3- 葡聚糖酶基因具有高度相似性[ 14] 。一

种白粉菌的重寄生菌 Ampelomyces quisqualis 在培养液中具有

高水平的胞外外切β- 1 ,3- 葡聚糖酶的活性, 编码该酶的基因

exgA 被分离和测序, 从 exgA 推测的多肽与EXG1 和 BGN13 .1

分别有42 %和30 %的同源性, 该基因在生长后期阶段表达 ,

由真菌细胞壁成分诱导转录[ 15] 。

1 .3  纤维素酶  纤维素是由β-1 , 4- 糖苷键连接 8 000 ～

12 000个葡萄糖残基形成的直链聚合物 , 纤维素酶是降解纤

维素生成葡萄糖的一组酶的总称, 一般分为3 类: ①内切葡

聚糖酶( Endo-1 ,4-β- D-glucanase ,EC 3 .2 .1 .4) , 作用于分子内

部非结晶区 ,随机水解产生非还原末端的小分子纤维素; ②

外切葡聚糖酶( Exo- 1 ,4-β- D-glucanase ,EC3 .2 .1 .91) ,作用于非

还原端, 一次水解产生纤维二糖分子 ;③β- 葡萄糖苷酶(β-glu-

cosidase ,EC3 .2 .1 .21) ,水解纤维二糖和短链的纤维寡糖生成

葡萄糖[ 16 - 17] 。

卵菌能引起植物猝倒病 ,瓜果腐烂病, 马铃薯、番茄晚疫

病,谷子白发病, 葡萄、大豆、瓜类霜霉病及十字花科白锈病

等严重病害。但卵菌的细胞壁主要由纤维素组成 ,因此必须

用能够产生纤维素酶的生防因子来控制它。木霉属中的里

氏木霉、康氏木霉( Trichoder ma koningii ) 和绿色木霉( Tricho-

der ma viri de) 是产纤维素酶活性较高的菌种。哈茨木霉T3 菌

株在泥炭藓和 P . ulti mum 诱导下可产生内切β- 1 ,3- 葡聚糖酶

和内切β-1 ,4- 葡聚糖酶。

可以利用硫酸铵、醋酸铅沉淀, 丙酮、乙醇、乙醚提取, 纸

层析、柱层析、凝胶过滤、等电聚焦等方法分离和提纯纤维素

酶。有报道, 从哈茨木霉T3 菌株纯化出17 kDa 的内切β-1 ,

3- 葡聚糖酶和40、45 kDa 的纤维素酶 , 它们在低浓度下即能

抑制腐霉属真菌游动孢子萌发和芽管伸长。在哈茨木霉与

Pyt hi um ulti mum 的互作中,通过胶体金标记定位电镜观察发

现,β-1 ,3- 葡聚糖酶首先削弱寄主真菌的细胞壁,然后有少量

纤维素酶在细胞壁的局部穿透。由此证明了β-1 ,3- 葡聚糖酶

在木霉与终极腐霉重寄生互作中的重要作用,而纤维素酶只

是在重寄生的高级阶段起作用, 更多的纤维素酶的水解产物

是作为木霉腐生阶段的食物来源, 为其自身的繁殖、产孢提

供能量[ 18] 。

1 .4 蛋白酶 蛋白酶是催化肽键水解的一类酶, 广泛存在

于微生物中,根据在蛋白质底物上的作用位点不同可分为外

肽酶和内肽酶; 根据催化机制分为丝氨酸蛋白酶、天冬氨酸

蛋白酶、巯基蛋白酶和金属蛋白酶; 根据氨基酸序列的相似

性和进化关系又可分成不同的家族[ 19] 。生防真菌中木霉属

产蛋白酶量较大, 灭菌的菌丝、真菌细胞壁制备物和几丁质

均可诱导哈茨木霉分泌蛋白酶, 液体培养基中有葡萄糖则抑

制产酶, 有机氮源能够刺激产酶。Rodriguez- Kabana 等发现 ,

蛋白酶参与 T . viri de 对 S . rolfsii 的生物防治[ 20] 。已从哈茨

木霉I MI206040 中克隆出基因 prb1 , 这是第一个报道的与重

寄生有关的基因, 它的产物是1 个31 kDa 的丝氨酸蛋白酶。

该酶参与降解病原菌的细胞壁和细胞膜,从溶解的病原菌中

释放蛋白质给重寄生菌提供营养 ,在与 R . sol ani 菌寄生互作

中也能观察到该蛋白酶强有力地表达[ 21] 。

因为叶片表面环境多变,所以叶部病害难以用生防因子

控制。近年来, 叶部真菌病害的生物防治取得了较大的进

展。哈茨木霉T39 菌株是灰霉病( B. cinerea) 的有效生防菌 ,

它在液体培养基中分泌蛋白酶, 可有效分解 B . cinerea 产生

的致病因子多聚半乳糖醛酸酶。其直接用在菜豆叶片上可

降低56 %～100 %的病害严重度。因为T39 在体外很少产几

丁质酶和β-1 ,3- 葡聚糖酶, 经T39 处理的叶片上也检测不到

这2 种酶 ,因此认为蛋白酶在哈茨木霉T39 对 B . ci nerea 的生

物防治中是关键酶[ 22] 。

1 .5 不同细胞壁降解酶之间的协同作用  大量试验证明 ,

几丁质酶与β-1 ,3- 葡聚糖酶组合使用具有更强的抑菌作用。

一方面由于β- 1 ,3- 葡聚糖酶可水解真菌菌丝外围的葡聚糖成

分, 而将菌丝内部的几丁质暴露出来, 使几丁质酶更容易作

用于菌丝, 从而增强了抑真菌作用;另一方面 ,酶解细胞壁的

产物又可作为诱导因子,进一步增强酶的表达并诱导植物自
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身的防卫反应, 这种相互作用诱导的机制类似于过敏反应。

此外, 几丁质酶与核糖体失活蛋白、内毒素等其他抗体蛋白

连用,也具有较好的抑菌效果。Mauch 等用几丁质酶单独处

理仅能抑制 T . viri de 的生长, 用葡聚糖酶处理仅能抑制

Fusari um sol ani f .sp . pisii 的生长, 而2 种酶共同作用能有效

抑制8 种真菌的生长[ 23] 。Lorito 等发现 , T . harzi anum 的外

切、内切几丁质酶和葡萄糖苷酶能协同抑制 B . ci nerea [ 24] ; 离

体试验表明,过氧化物酶、几丁质酶和β-1 ,3- 葡聚糖酶也能协

同抑制多种植物病原真菌[ 25] 。

1 .6  细胞壁降解酶与抗生素等次生代谢物的协同作用 抗

生素一般是指由微生物产生的低分子量的有机化合物 ,能以

较低的浓度抑制其他微生物的生长和代谢活动。具生防作

用的 Chaetomi um、Gli ocl adi um、Pencilli um 和 Trichoder ma 几个

属的真菌均能产生抗生素 ,其中,Chaetomin、Viridin 和 Gliotox-

in 等表现出对微生物的广谱抗性, 在生防中的重要作用已被

证明。生防机制理论上分为抗生、寄生、竞争、诱导抗性等 ,

自然条件下一种机制通常起主导作用, 但不同作用方式之间

并不相互排斥, 可能同时发生协同作用, 比各自单独使用拮

抗水平更高[ 26 - 27] 。

当抗生素和几种水解酶组合用于防治 B . ci nerea 、F .

oxysporum 的繁殖体时 ,发生了协同作用 , 但当酶在抗生素之

后加时作用降低, 说明细胞壁的降解需要水解酶和抗生素建

立互作关系[ 28] 。在研究Peptaibol 时发现, 酶与抗生素的协同

机制是酶和膜影响因子对细胞壁完整性的共同作用[ 29] 。

Peptaibol 是含有12～22 个氨基酸的线性寡肽, 它富含α- 氨基

异丁酸, 在N 末端 N- 乙酰化,C 末端含有氨基乙醇[ 30] 。它在

黑色类脂膜上形成高压离子通道 ,达不到所需压强时可以改

变脂质体对膜的通透性[ 31] 。当几丁质酶和葡聚糖酶降低了

细胞壁的硬度( 起屏障作用) 时, 肽类抗生素抑制膜上合成细

胞壁组分的酶, 因而削弱了菌丝修补降解酶对细胞壁分解作

用的能力,这种观点可由木霉在重寄生互作中寄主真菌膜通

透性的改变而得到支持[ 32] 。

2  细胞壁降解酶与线虫的生物防治

植物寄生线虫是重要的农业有害生物之一。几丁质酶

和其他溶菌酶在植物病原线虫的生物防治中也具有重要作

用。产几丁质酶的细菌 Stenotrophomonas maltophilia 抑制马铃

薯金线虫 Gl obodera rost ochi ensis 卵的孵化,已成为马铃薯胞囊

线虫病、金线虫病有效的生防策略[ 33] 。另一种防治植物寄

生线虫的方法是在土壤中添加几丁质以刺激几丁质酶活性

增强。这种处理方式使土壤中产几丁质酶的细菌和真菌的

种群数量急剧上升 ,从而达到防治线虫的目的[ 34] 。

线虫表皮是由含胶原蛋白的多层角质层组成的。胶原

蛋白酶对于真菌和细菌拮抗线虫病也起作用,通过添加胶原

蛋白可使土壤接种根结线虫的番茄的虫瘿指数锐减。当胶

原蛋白与溶胶原蛋白的真菌 Cunni ngha mell a elegans 组合应用

同时处理土壤时, 减少虫瘿的效果更明显。另外, 从根结线

虫卵寄生真菌 Paecil omyces lil aci nus 和食线虫真菌 Verticilli um

chl a mydospori um 中分别纯化了约33 kDa 的蛋白酶 , 参与真菌

对线虫卵壳的穿透 ,并通过水解卵壳外层的蛋白暴露几丁质

层[ 35 - 36] 。

3  微生物酶与植物的诱导抗病性

植物具有诱导系统抗性的防卫机制以保护自身免受病

害的侵袭。先于病害发生之前, 它可以通过病原或非病原物

以及某些化学物质诱导产生抗性。通常植物的防卫反应涉

及病程相关蛋白的诱导和积累, 以及胼胝质、木质素等结构

多聚物的沉积。酸性 PR 蛋白, 包括酸性的β-1 ,3- 葡聚糖酶

和几丁质酶,在病菌侵染的早期阶段起作用 ,而碱性β-1 ,3- 葡

聚糖酶和几丁质酶可能在侵染后期与病菌互作。过氧化物

酶( POD) 因为参与酚的合成并形成结构障碍, 在植物抗病反

应中也有重要作用。已有证据表明, 哈茨木霉T39 参与对灰

霉病的诱导抗性。用哈茨木霉T-203 处理黄瓜根部, 多种PR

蛋白, 如几丁质酶、β-1 ,3- 葡聚糖酶、纤维素酶和过氧化物酶

的活性明显提高。1 个33 kDa 的几丁质酶是植物产生的, 所

有水解酶的活性在接种后72 h 达到最高,表明植物的防御反

应被活化。

除了细胞壁降解酶外 ,木聚糖酶和萄萄糖氧化酶等也参

与木霉和其他拮抗真菌的生防活动。由 T . viri de 产生的木

聚糖酶通过合成乙稀和产生坏死来诱导植物的防卫反应。

植物的防御反应需要活性氧, 包括 H2O2 的参与。有大量的

细菌和真菌产生萄萄糖氧化酶( Glucose oxidase ,GO) , 但在动

物和植物中没有发现。用真菌 Aspergill us ni ger 的葡萄糖氧化

酶基因转化马铃薯, 获得的转基因植株体内 H2O2 水平升高 ,

诱导水杨酸SA 的大量积累,2 个防卫相关基因 POD 和酸性

几丁质酶的mRNA 水平升高, 胞外POD 同工酶活性增强, 并

伴随着根茎组织中木质素含量的明显增加。由此介导了对

细菌软腐( Erwinia caratovora subsp . caratovora) 和马铃薯晚疫

病( Phytopht hora i nfest ans) 的高度抗性, 抗病性因外源的过氧

化氢酶分解了 H2O2 而被抵消。通过类似的方法, 表达真菌

GO 基因的转基因水稻也增强了对病原真菌和细菌的抗性。

因此, 在转基因植物中表达编码产生活性氧的酶基因, 可能

为培育广谱抗病性的工程植物开辟新途径[ 37 - 38] 。

4  直接操纵溶菌酶系统增强生防潜能的分子方法

几丁质酶可通过多种方式用于防治植物病原真菌。酶

制剂可以引入灌溉水或进行种子包衣保护种苗, 然而自由酶

在土壤中寿命很短。人们通过2 种策略提高生防真菌的几

丁质酶活性:一是直接利用表达真菌几丁质酶基因的转基因

植物, 二是将能表达和分泌几丁质酶的遗传工程根际真菌或

细菌 引 入 土 壤 中。Haran 等 将 黏 质 沙 雷 氏 菌 Serrati a

marcescens 的几丁质酶基因在组成型35S 启动子的控制下引

入哈茨木霉的基因组。Margolles- Clark 等构建了在 T . reesei

纤维素酶强启动子控制下, 包含 T . harzi anum 参与重寄生作

用的42 kDa 内切几丁质酶编码区的转化载体, 结果多数转化

子的几丁质酶活性增长了10 倍; 而 T . ha mat um 通过在基因

组中增加了42 kDa 内切几丁质酶基因的另一个拷贝,使转化

子的几丁质酶活性增长了5 倍。

Lorito 等将木霉的内切几丁质酶基因 ech42 插入烟草和

马铃薯基因组,结果真菌几丁质酶基因在转基因植株中高水

平表达 ,提高了对叶部病原菌 Alter nari a alter nat a 、A. sol ani 和

B . ci nerea 及土传的 R . solani 的抗病性。表达内切几丁质酶

Ech42 的苹果株系也增强了对 Vent uri a inaequalis 引起的苹果
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黑星病的抗性。还有许多研究利用各种来源的几丁质酶和

β-1 ,3- 葡聚糖酶基因构建转基因植物以增强抗病性。T .

harzi anum 的碱性蛋白酶基因 prb1 和 T .l ongibranchi at um 的β-

1 ,4- 内切葡聚糖酶( 纤维素酶) 基因 egl1 通过增加其拷贝数

都得到过量表达 , 转化子较野生型菌株分别明显减轻了

R . solani 或 Pyt hi um ulti mum 引发的病害, 从而改良了木霉菌

的生防潜能[ 39] 。

5  结语

综上所述 ,大量证据已表明许多真菌和细菌产生的胞外

酶都参与微生物对植物有害生物的生防活动。为了获得有

效的生物防治效果, 通常需要酶和其他次生代谢物, 尤其是

抗生素的协同作用。重寄生作用是某些真菌拮抗菌生防活

动的专化性机制, 主要依赖于产生溶菌酶。对于具有强烈杀

昆虫和杀线虫活性的生防真菌和细菌也是如此, 分泌溶菌酶

的昆虫病原真菌作为环境友好的昆虫生防因子受到更多的

关注, 而 Bacill us t huringiensis 的产酶能力增强了其生防潜能

而居世界生物农药销售量榜首。最近 , 分子生物学, 尤其是

微生物分子遗传学和基因工程技术的兴起有助于鉴定生防

因子的作用方式和遗传改良。总之, 生物防治作为有害生物

综合治理的一个组分,必将为发展安全而环境友好的高效植

物保护策略发挥重要的作用。
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