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　　摘要　将表面消毒的松材线虫,在 T ris-HCl缓冲液中振荡培养, 培养液经硫酸铵沉淀、透析、

冷冻真空干燥, 制成的干样,用于聚丙烯酰胺凝胶电泳。结果表明, 松材线虫能向体外分泌多种可溶

性蛋白, 对其中酶组成分析发现有纤维素酶、过氧化物酶、蛋白酶、淀粉酶等。同样条件下未能检出

-半乳糖酶、-木糖酶、-葡聚糖酶、漆酶等。

　　关键词　松材线虫　分泌物　蛋白　体外酶

　　为寻求松材线虫( Bursaphelenchus xy lop hi lus ( Steiner et Buhrer ) Nickle)与拟松材线虫

( Bursap helenchus mucronatus Mamiya et Enda)及假伞滑刃线虫( Bur saphelenchus f raudulen-

tus ( Ruhm ) Goodey)三者种间及其种内致病差异的原因,对松材线虫组织提取液中酶组成研

究较多
[ 1～3]

,而对其向体外分泌的酶的组成, 除纤维素酶外则未见报道。日本研究推测,松材线

虫分泌的纤维素酶是寄主早期病理空洞化现象的原因[ 3, 4]。由于线虫的分泌物的组成和含量都

影响着植物对病害的反应 [ 5] ,因此进行了对松材线虫分泌物成分, 尤其是酶的种类的研究, 以

期进一步探索发病机制和寻求新的防治途径。

1　材料与方法

1. 1　供试松材线虫来源

松材线虫采自南京,寄主为黑松( Pinus thunbergii Parl . )。

1. 2　松材线虫分泌物的制取

用多毛孢( P estalotia sp. )培养松材线虫,以浅盘法收集线虫。1 500 rpm 离心 5 min,表面

消毒和无菌水漂洗各 3次, 消毒液为 0. 002%放线菌酮( Ser va 公司)及 0. 1%硫酸链霉素( Ser-

va 公司)混合液,每次消毒时,线虫在消毒液中的时间不超过 10 m in。线虫转入经灭菌的 100

mL 0. 05 mol、pH7. 2的 Tris-HCl( T ris: B. M. 公司, HCl :分析纯, 北京化工厂)缓冲液中振荡

培养[ 5] ,缓冲液分装于 3个三角瓶中。培养条件为 25 ℃、150 rpm。72 h后(线虫浓度6×105/

mL) 5 000 rpm, 5 min 离心,取上清液经0. 22 m 微膜过滤后, 4℃下, 100% ( NH4) 2SO 4(分析

纯,北京化学试剂三厂)沉淀,沉淀经离心后,重蒸馏水透析(透析袋 D21 mm) ,透析后的样品

经 18 000 rpm, 20 m in离心。取上清液冷冻真空干燥,即得松材线虫分泌物干样品,样品保存

于- 20 ℃下待用。

1. 3　线虫体外蛋白及酶的分析
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聚丙烯酰胺凝胶垂直板状电泳( DYY-III28A 电泳槽, 北京六一仪器厂) , 30%丙稀酰胺溶

液(丙稀酰胺: Serva 公司, 双丙稀: Sigma公司,丙∶双丙= 29∶1, T EMED: Serve 公司) ,过硫

酸铵( Serva 公司)聚合, 5%积层胶。电泳时积层胶电压 100 V, 分离胶 200 V。

1. 3. 1　蛋白分析　硝酸银(分析纯, 北京化工厂)染色法、考马斯亮蓝 R-250( Serve 公司)染色

法
[ 7]
。分离胶浓度为 8%。蛋白带迁移率 R f = 该带在分离胶上的迁移距离/电泳指示剂在胶上

的迁移距离。

1. 3. 2　酶类分析

1. 3. 2. 1　纤维素酶( E. C. 3. 2. 1. 4)　参考 R. Gor en 的方法
[ 8]

,分离胶浓度10%, 含0. 2%Na-

CMC ( 300～800 cp,北京化学试剂公司经销)。37℃下,胶在 0. 2 mol磷酸盐缓冲液( pH6. 2)中

浸 8 min,倾出缓冲液后胶继续在缓冲液饱和空间中温育 18 h。2%碘化钾-0. 2%碘混合液中

10 min, 60%硫酸显色至适宜, 立即摄影。

1. 3. 2. 2　过氧化物酶( E. C. 1. 11. 1. 7)　TMBZ( B. M .公司)法 [ 9] ,分离胶浓度 10% , 30℃黑

暗下温育 45 m in, 30%H 2O 2显色,适宜时立即摄影。

1. 3. 2. 3　淀粉酶( E. C. 3. 2. 1. 1)　分离胶浓度8% ,含 0. 5%可溶性淀粉, 碘-磺化钾[ 9]显色摄

影。

1. 3. 2. 4　漆酶( E. C. 1. 10. 3. 2)　分离胶浓度 8%,儿茶酚, 4-氨基苯磺酸钠法[ 9]。

1. 3. 2. 5　 -木糖酶( E. C. 3. 2. 1. 37)　分离胶浓度 8%, 4-甲基伞形酮- -D-木糖( Sigma 公司)

法[ 9]。

1. 3. 2. 6　 -半乳糖酶( E. C. 3. 2. 1. 23)　分离胶浓度 8% , -萘基- -D-半乳糖( Sigma 公司)

法
[ 9]
。

1. 3. 2. 7　 -葡聚糖酶( E. C. 3. 2. 1. 21)　分离胶浓度 8% , 6-溴-2-萘- -D-葡萄糖( Sigma 公

司)法[ 9]。

1. 3. 2. 8　蛋白酶　参考C. E. Vallejos的方法
[ 10]

, 稍加改动。分离胶组成: 30%丙稀酰胺( 29∶

1)溶液( 3. 30 mL) ,含 0. 4% SDS( W/ V )的 1. 5 mol T ris-HCl, pH8. 8( 2. 25 mL) , 1%明胶(化

学纯, 北京化工厂) ( W / V) ( 0. 9 mL) , 10%过硫酸铵( 0. 02 mL) , TEMED( 0. 01 mL) ,蒸馏水

( 2. 45 mL)。积层胶组成: 30%丙稀酰胺( 29∶1)溶液( 0. 2 mL ) , 含 0. 4%SDS ( Serva 公司)

( W/ V)的 0. 5 mol Tris-HCl , pH6. 8( 0. 25 mL) , 10%过硫酸铵 ( 0. 02 mL) , T EMED ( 0. 01

mL) , 蒸馏水( 1. 55 mL)。分离胶压层液: 0. 05%明胶的 0. 3 mol Tris-HCl , pH8. 8。电极缓冲

液: 0. 025 mol Tris, 0. 192 mol的甘氨酸( Sigma 公司) -氢氧化钠(分析纯, 北京化工厂) , pH8.

5, 其中含0. 1%SDS。样品液含 2. 5% SDS 和1%蔗糖(分析纯,北京化学试剂三厂) ,苯酚红(分

析纯, 北京旭东化工厂)为电泳指示剂。电泳后, 胶在 2. 5%曲通 X-100( Far co 公司)中 1 h缓慢

振荡移去 SDS,再转至 37 ℃的 0. 1 mol , pH8. 3甘氨酸-氢氧化钠中 5 h,最后在含 0. 1%氨基

黑(上海试剂三厂)的甲醇(分析纯,北京化工厂)∶乙酸(分析纯,北京化工厂)∶水( 3∶1∶6)

中染色 1 h,并用甲醇∶乙酸∶水( 3∶1∶6)溶液褪色至适当,立即摄影。

2　结　　果

2. 1　蛋白分析

松材线虫分泌物凝胶电泳的银染色法结果显示出 23条可见蛋白带(图 1-Ag ) , 其中最前
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一条可辨蛋白带迁移率 R f = 0. 06, 最远一条的 R f = 0. 94。同样样品浓度下,考马斯亮蓝染色

无蛋白带谱呈现;而样品浓度加倍时,考马斯亮蓝法可出现 3条可辨蛋白带, 其迁移率分别为

0. 1、2. 8、3. 4。将样品加至 200 g 下,则呈现 11条蛋白带(图 1-Co ) 。由此可见,松材线虫能

向体外分泌多种可溶性蛋白,只是每种组成蛋白的含量十分微量。

2. 2　体外酶分析

根据松材线虫侵染时可能分解取食寄主细胞壁、细胞质等的组分,体外酶组成的分析主要

集中在纤维素酶、半纤维素酶、过氧化物酶、蛋白酶、淀粉酶、木素酶等酶上。酶染色反应显示,

松材线虫体外分泌物中有纤维素酶(图1-C1)、过氧化物酶(图1-P 2, P 3)、蛋白酶(图 1-P1 )、淀粉

酶(图 1-A 1 )。从图 1-C1可以看出,松材线虫体外纤维素酶至少有两条带存在。图 1-P 3说明分

泌物量少时, 过氧化物酶显示出不清晰的带。

在上样量分别为 50、200 g 条件下,均未能检测到半纤维素酶的 -木糖酶、-半乳糖酶; -

葡聚糖酶和木质素分解酶中的漆酶。实验中这些酶的显带观察时间均超过 12 h。

图 1　松材线虫分泌物的凝胶电泳结果

Ag:银染蛋白带谱(上样体积 40 L,干样 50 g) ; Co:考马斯亮蓝染蛋白带谱(上样体积 60 L,干样 200 g ) ;

C1:分泌物中的纤维素酶; C2:对照纤维素酶 OnozukaR-10( Ser va) (上样体积 40 L,干样 50 g, Onozu ka R-10 100

g) ; P1: 分泌物中的蛋白酶(上样体积 60 L, 干样 75 g) ; A 1:分泌物中的淀粉酶; A 2: 对照淀粉酶 ( ICN 公司, 75

g) (上样体积 40 L ,干样 50 g,对照淀粉酶 100 g) ; P2、P3:分泌物中的过氧化物酶(上样体积 40 L,含干样 P2

为 80 g, P3 为 10 g)。

3　讨　　论

　　( 1)通过表面消毒后对线虫培养液中的物质进行测定是目前分析研究线虫体外分泌物生

化性质的一条途径
[ 11]
。但是这方法存在一些不足,一是不能区别被测定的线虫体外成分的来

源,线虫除了食道腺的分泌物通过口针排出体外,还有排泄物。通常线虫的食道腺分泌物被认

为对其致病作用更有重要意义。但线虫寄生时, 其分泌物和排泄物对寄主的影响作用是综合

的[ 5] ,不分来源一并分析其体外成分会更符合实际情况。尤其是内寄生转移型植物线虫,它在

寄主内的迁移活动要有更强的代谢作基础, 这样排泄物占全部体外分泌物质的份量较之定居

型植物寄生线虫就要大得多,排泄物对寄主的影响作用应该不容忽视。松材线虫是内寄生性转
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移型植物线虫,在树体内的活动扩散十分活跃迅速, 因此未区分体外物质来源而进行了本实验

的分析。二是理论上不能完全排除微生物, 特别是线虫体内肠道细菌的污染。日本[ 4, 12]考虑到

适温下的培养易发生微生物污染及加入的抗生素对线虫代谢的影响,而在 0 ℃下培养松材线

虫取得分泌物研究纤维素酶。这却引起了另一个问题,温度对代谢过程及产物的影响是十分显

著的。自然界发病期温度下线虫的代谢比零度下的代谢强烈得多, 零度下线虫的代谢产物不能

反映自然界发病期适温下的代谢产物,因此本研究选择了适温进行线虫体外分泌物的分析。抗

生素制成的消毒液消毒线虫表面时, 抗生素的影响可经多次无菌水的漂洗而消除;线虫体外的

微生物因与线虫比重的差异,可通过离心被排除。振荡培养时间里偶尔检查到的细菌是来自松

材线虫体内的, 因其数量少,影响可以略去, 或即便有影响, 由于是线虫体内正常的习居菌, 它

产生的物质仍可视为线虫自身产生的物质。最后是线虫组织降解酶的问题,培养过程中虽会有

少量的线虫死亡,但未见解体的,死亡线虫组织降解酶还没有释放到线虫体外,其影响可以不

考虑。鉴于上述分析, 认为实验获得的分泌物制样仅来源于松材线虫。实验结果证明,松材线

虫在生长发育代谢中, 能向体外分泌多种蛋白活性物质, 其中含有纤维素酶、蛋白酶、过氧化物

酶、淀粉酶。

( 2)现知道许多酶能被线虫产生于体外,最常见的是纤维素酶、蛋白酶、淀粉酶 [ 5]。且这些

酶类的产生和含量与线虫的寄生活动相关。内寄生转移型植物线虫的纤维素酶含量就明显高

于内寄生定居型、噬真菌线虫的纤维素酶含量。由于发现商品纤维素酶和松材线虫的培养液分

别能引致黑松针叶枯萎
[ 3, 12]

, 近来松材线虫的纤维素酶的作用因此受到关注。松材线虫产生纤

维素酶的能力也已得到证实[ 3, 4, 12] , 不仅发现松材线虫体内组织中含有纤维素酶, 移动时向外

产生纤维素酶,还发现松材线虫强致病性株系的纤维素酶含量及活性,较弱致病性株系和拟松

材线虫的纤维素酶要高。但该酶的致病性未得到直接证实。本实验结果证实松材线虫常温下

也能向体外分泌纤维素酶, 同时还发现有过氧化物酶、蛋白酶、淀粉酶。线虫分泌的这些酶类都

可能引起寄生代谢的异常反应
[ 5]
。因此,松材线虫病害的初始病理反应可能不仅仅有纤维素酶

的作用,可能还有其它酶的参与。
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The Enzymes in the Secretions of Pine Wood Nematode

( Bursaphelenchus xylophilus)

Yan Donghui　Yang Baoj un

　　Abstract　After sur face-sterilizat ion in the ant ibiot ic solut ion o f 0. 002% act idion and

0. 1% sulpho st reptomycete, PWN, Bursaphelenchus xy lop hilus, w ere in the buf fer o f T ris-

HCl, 0. 05M , pH7. 2, for shaking incubat ion at 25 ℃ for 72 hours. T hen the suspension w as

centr ifugated at 1 500 rpm fo r 5 m in. The supernatant , in w hich ther e w ere secretions o f

PWN , w as f iltered through 0. 22 m mill ipore and precipitated pro teins in 100% of the satu-

rat ion ( NH4 ) 2SO 4 solut ion. The sediments w ere dialysised in redist illed w ater and eventually

dr ied to pow der by freezing-vaccum drier. T he powder , w hich w as used to detect enzymes in

po lyacr ylamide elect ropho resis g el with the dye staining methods of some enzymes, show ed

that there w er e cellulases( E. C. 3. 2. 1. 4) , pr otease, pero xidase( E. C. 3. 2. 1. 4) and amylase

( E. C. 3. 2. 1. 1) in the secret ions of PWN. It is considered from the results that the enzymes

mentioned above no t only just the cellulase, but all of them possibly take par t in the pr imary

react ion of pine w ilt disease caused by the nematode of Bursap helenchus xylop hi lus.

　　Key words　Bursap helenchus x ylop hilus　secret ions　proteins　enzymes

　　 Yan Donghu i, As sistant Profess or, Yang Baojun ( T he Research Inst itute of Forest Protection , CAF 　 Beijin g　

100091) .

2693 期　　　　　　　　　　　　严东辉等: 松材线虫体外酶组成分析


