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松材线虫和拟松材线虫不同株系

酶电泳的研究
‘

胡凯基 杨宝君

摘要 应用聚丙烯酞胺凝胶电泳技术对来自国内及 日本
、

加拿大
、

法国
、

挪威的松材线虫及拟

松材线虫株系作酶电泳的初步分析
。

结果表明
,

不同株系的苹果酸脱氢酶及纤维素酶酶谱各不相

同
.

超氧化物歧化酶有 1 条在不同株系中迁移率相同的酶带
。

松材线虫与拟松材线虫在醋酶谱上差

异明显
,

但培养于裂褶菌
、

多毛抱和葡萄抱上的来自南京黑松上的同一株系线虫的酷酶谱也显示了

明显差异
,

表明了该酶的不稳定性
。

谷氨酸草酞乙酸转氨酶是唯一可区分两种线虫的酶
,

松材线虫

只有 1 条迁移率 0
.

39 的带
,

拟松材线虫 只有 1 条迁移率 。
.

51 的带
,

可用于两种线虫的生化鉴 定
。

对可溶性蛋白质及过氧化物酶的分析
,

未检测到清晰可辨的酶带
。

关链词 松材线虫
、

拟松材线虫
、

酶谱
、

电泳

松材线虫 (B u rs aPh ele n eh u s

秒Z妒h ilu s (S t e in e r e t B u h r e r ) N iek le )和拟松材线虫 (B
.

m u -

‘ro n a tu 、 M a m 污a e t E n da) 在形态
、

致病性方面的部分重叠及兼具两种线虫部分特性的中间类

型的存在
,

给分类鉴定和实际工作带来很大的困难〔’
·

2〕
。

对两者分类地位的问题至今仍有不同

的看法
。

为此
,

一些研究者转而试图从遗传
、

生化方面阐明其关系
。

D e G ui r
an [3]

、

Ki yo ha r a [4]
、

M y e r s [5]
、

H ot 。

hk in[
‘〕
等先后对一些线虫株系的酶作了研究

。

日本研究人员还试图探讨酶谱与

线虫致病性之间的关系
。

W
e bs t e r川等研究了 D N A 探针技术用于鉴定线虫株系

,

并据 D N A 分

析法认为 日本的松材线虫有可能来 自北美
。

B ol la L‘」
等还发现两个致病性不同的线虫株系在能

量代谢途径上存在差异
。

本文作者利用聚丙烯酞胺凝胶电泳技术
,

对来 自国内外的 13 个线虫

株系进行了 6 种酶的电泳分析
,

以期 为进一步认识松材线虫和拟松材线虫的生化特性和分类

鉴定有所助益
。

1 材料及方法

1
.

1 线虫株系

松材线虫株系为南黑 (南京
,

黑松 p in u : th u
nb

e

rg l’i Pa r
l

.

)
、

南马 (南京
,

马尾松 尸
.

m Qs so n i
-

a n a L a m b
.

)
、

南华 (南黑接种华 山松 尸
.

a r m a n d i F r a n e h 后)
、

广东 (深圳
,

马尾松 )
、

山东 (长岛
,

黑松 )
、

S T J
、

B x BC (加拿大
,

针叶树木削片)
、

S
一

6( 日本
,

黑松 )
。

拟松材线虫为江西 (江西
,

马尾

松 )
、

四川 (四川
,

马尾松)
、

B s p fr a n e e (法 国
,

南欧海松 P
.

p in a s t e r A it
.

)
、

Q 1 4 2 6 (加拿大
,

针叶树

木削片)
、

N or w ay (挪威
,

针叶树木削片)
。

线虫均在裂褶菌上保种至试验
。

1 9 9 3一 1 1一刃 5 收稿
.

胡凯基助理研究员
,

杨宝君 (中国林业科学研究院森林保护研究所 北京 1 00 0 91 )

‘ 本文为 19 8 9~ 1 9 9 2 年国家科委重点科技项 目
“

松材线虫病的研究
“

部分内容
。
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1
·

2 线虫培养及酶液提取

所选线虫株系在长有裂褶菌 (& h iz oP勿llu m s p
.

)的 P D A 培养基上扩大繁殖
。

南黑线虫

同时还在多毛抱 (p e sra lo t ia s p
.

)和葡萄抱 (B o r即 tis c in e re a p e r s
.

)上繁殖
。

漏斗法分离线虫
,

蒸馏水冲洗
,

计数后浓缩
,

加浸提液 (4 ℃ )
,

在冰浴上充分研磨
,

离心 (10 0 00 9 )1 5 m in
,

取上清

液作 电泳样品
。

对照样品为与线虫等体积 的无线虫的培养菌
,

按上述方法提取
,

每电泳样相当

于 3 0 0 0 一 4 0 0 0 条线虫的提取液
,

醋酶则需 10 0 0 0 条
。

1
.

3 电泳

为垂直极状聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

分离胶浓度 7 写
,

浓缩胶 3 %
。

纤维素酞凝胶加入 0
.

2写

C MC
。

1
.

4 染色

(l) 酷酶
:

坚牢蓝 R 一
a

一醋酸蔡醋法川
。

(2 )苹果酸脱氢酶及超氧化物歧化酶
:

双显色法
。

(3) 纤维素酶
:

碘一碘化钾法
。

(4) 谷氨酸草酸乙酸转氨酶
:

见文献 [ 9〕
。

(5) 过氧化物酶
:
V c
一联

苯胺法
。

(6) 可溶性蛋 白
:

三氯乙酸一考马斯亮蓝法
。

2 结 果

2
.

1 酉旨酶 (E s t e r a s e ,

E s t )

南黑
、

山东
、

江西三个株系具有较复杂的电泳谱
,

并且株系间差异 明显 (见图 1 )
。

同为多毛

抱上培养的南黑
、

山东
、

江西分别有 13
、

1 4
、

10 条酶带
。

南黑与山东有 2 条相同迁移率的酶带
。

江西株系有 2 条酶带
,

与南黑和山东共有的 2 条酶带迁移率相近
,

但染色浅
。

有趣的是南黑同

一株系分别培养于裂褶菌
、

多毛抱和葡萄抱时
,

其酶谱在酶带数 目
、

迁移率及染色程度上差异

明显
,

表明了酷酶谱的不稳定性
。

3 种培养菌的酶谱与线虫完全不同
,

排除了培养菌对线虫样

品的污染
。

2
·

2 苹果酸脱氢酶 (M
a la t e d e h yd

r o g e n a s e MD H )

13 个线虫株系的酶 电泳谱的上半部只有近 于连续的染色区域
,

无清晰可辨识之酶带
。

在

近底部有数条主带及染色浅的次带
。

1 条迁移最快的主带为各个株系所共有
。

各株系的酶谱有

差异
。

南黑株系培养于前述 3 种真菌时
,

其酶谱也不同
。

葡萄抱上培养的线虫多出 1 条染色深
、

迁移慢的带
,

另有 2 带比其它菌上的线虫的酶带色浅
。

从电泳结果看
,

个别株系的个别酶带也

有不稳定现象 (见图 1 )
。

2
.

3 超氧化物歧化酶 (S u p e r o x id e d is m u t a s e ,

SO D )

酶谱简单
。

在山东
、

南黑
、

南马
、

广东
、

南华
、

S T J
、

江西及四 川上只有 l 条迁移较慢的主带
。

培养于 3 种真菌上的南黑株系也没有差异
。

用作对照样品的 3 种培养菌的酶谱与线虫酶谱完

全不同
,

再次表明样品分离
、

提取过程中不存在培养菌对线虫样品的干扰
。

2
.

4 纤维素酶 (C e llu la s e )

在 n 个线虫株系中
,

共显示出迁移率不 同的 7 条 酶带
。

除迁移最快的 1 条和最慢的 2 条

外
,

差异主要表现在中间的 4 条酶带上
。

松材线虫多具迁移较快的第 4 带 (以上向下)及迁移较

快的第 6 带
,

拟松材线虫多具第 5 带
。

没有种内各株系共有又可与另种线虫区别的酶带 (见图

l)
。

2
.

5 谷氨酸草酞乙酸转氨酶(G lu ta m a t e 一 o x a lo a e e ta t e tr a n s a m in a s e ,

G O T )
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该酶是上述几种酶中
,

唯一稳定且种间不同的酶 (见图 1 )
。

这一结果同 Ki yo h a ra 等川对松材线

虫和拟松材线虫各 4 个株系的电泳分析结果一致
。

2
.

6 过氧化物酶(Pe r o x id a s e )
、

可溶性蛋白质(So lu b le p r o t e in s )

未显示出清晰可辨识之酶带
。

3 讨 论

D e G ui ra n [3] 用来自 日本的松材线虫和拟松材线虫各 1 株系和法国线虫做酶电泳分析
,

发

现 3 个线虫株系有简单的酷酶及苹果酸脱氢酶谱
,

并可相互区别之
。

Ki yo ha ra [’] 对来自 日本
、

美国的松材线虫和拟松材线虫各 4 个株系做了酶电泳分析
,

发现这些株系在苹果酸脱氢酶酶

谱上几乎完全相同
。

酷酶谱在各株系间有明显差异
,

但不具种间特异性
。

唯有天冬氨酸转移酶

(原文中为 A s p a r ta te tr a n s a m in a s e is o z ym e s ,

但每处的简称均写作 G O T
,

此实为谷氨酸草酞

乙酸转氨酶之简称 )种 内一致
,

种间可区别之
。

在本研究中酷酶谱同 Ki yo h a r a
等[’1 结果比较接近

。

同一株系在不同菌上培 养后也有变

化
,

显示了不稳定性
。

苹果酸脱氢酶酶谱相对简单一些
,

株系间有差异
,

且只有近底部有可辨识

之酶带
,

这同 D 。
G ui r

an 等{s] 的结果相近
。

在所分析的 7 种酶
、

蛋 白中
,

唯有谷氨酸草酞 乙酸转

氨酶具有种 内同一性和种间特异性
,

且酶带数 目及迁移程度同 Ki yo h a r a
等[’J 的结果一致

。

这

表明该类酶具有稳定性和可靠性
,

因而可初步确定用于松材线虫和拟松材线虫的生化鉴定
。

同

时
,

这种一致性也表 明
,

其它酶的差异不是不同研究者间的系统性差异
,

而可能是线虫本身具

有这种差别
。

其原因可能是多方面的
,

如线虫株系间的遗传分化
;生长发育包括食物条件的影

响 ;有的酶可能与线虫发育期有关
,

因而也就与线虫的龄期与各龄期所占比例等有关
。

本研究

中
,

个别株系重复试验时也会出现一些差异
,

就可能与上述原因有关
。

经重复试验
,

多数酶在每样相当 3 0 00 ~ 4 0 00 条线虫时即可获得清晰酶谱
。

可溶性蛋白未

见清晰酶带似与加样量无关
,

因 D e G ui
r a

n[
3 〕在加样量达 10 万条时

,

同样未能获得清晰酶带
。

O d a ni 等 [l “一 ”〕报道
,

松材线虫和拟松材线虫可分泌纤维素酶
,

并且线虫的浸泡液可在松

苗上产生松材线虫病典型的早期症状
。

据此认为纤维素酶可能在病害发生发展过程中发挥着

重要作用
。

本研究中
,

各线虫株系均具较高的纤维素酶活性
,

并且株系间酶谱有差异
。

这些同

功酶的定性分析与线虫致病性间的关系尚待深入研究
。

即便是谷氨酸草酞乙酸转氨酶
,

也需扩

大线虫株系范围
,

确定其适用性
。

由于已研究的酶仅是线虫多种酶系统中的一小部分
,

因此对

多种来源的线虫
,

包括具尾尖的松材线虫
、

无致病性的松材线虫株系
,

致病性较高的拟松材线

虫及能与两种线虫同时杂交的中间类型等进行多种酶系统的分析
,

一定有助于澄清两线虫在

致病性
、

遗传及分类地位上的问题
。
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