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可可毛色二孢β-1，4-葡聚糖内切酶LtEg1信号肽的
鉴定及其酶活性分析
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摘要：为明确可可毛色二孢β-1，4-葡聚糖内切酶LtEg1是否能够分泌至胞外及其活性，采用酵母互

补试验分析了内切酶LtEg1的信号肽活性，利用3，5-二硝基水杨酸法检测了内切酶LtEg1活性，通

过实时荧光定量PCR测定了LtEg1基因在不同侵染阶段的表达量。内切酶LtEg1的信号肽和酵母

蔗糖酶的融合表达能够引起酵母蔗糖酶的外泌，使得酵母转化子能够在以棉子糖为唯一碳源的培

养基上生长。内切酶LtEg1能够以羧甲基纤维素钠为底物，发挥其酶活功能。与营养菌丝阶段相

比，LtEg1基因在病原菌侵染阶段的表达水平显著升高；且在接种后48 h，LtEg1基因的表达量达到

高峰，约为营养菌丝阶段的12倍，表明内切酶LtEg1作为重要的外泌蛋白酶，在可可毛色二孢侵染

致病过程发挥了重要作用。
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Abstract: To investigate the exocrine characteristics and enzymatic activity of the endo-β -1,4-gluca‐

nase LtEg1 of fungal pathogen Lasiodiplodia theobromae, the signal peptide of LtEg1 was identified by

yeast complementary assay, and the enzymatic activity of LtEg1 was examined by using the 3,5-dinitro‐

salicylic acid method. Furthermore, the transcriptional profiles of LtEg1 gene at different infectious stag‐

es were detected by real-time fluorescent quantitative PCR. Yeast complementary investigation showed

that fusion expression of the signal peptide of LtEg1 with yeast invertase that lacked its own signal pep‐

tide induced the secretion of invertase and afterwards, enabled yeast transformants to grow on media

with raffinose as the sole carbon resource. Moreover, enzymatic activity tests indicated that LtEg1 pro‐

tein could degrade the sodium carboxymethyl cellulose. The results of real-time fluorescent quantitative

PCR showed that transcription levels of LtEg1 gene at infectious stages were significantly higher than

that in vegetative hyphae. Besides, the transcription level of LtEg1 gene almost reached the peak at 48 h

post inoculation, which was nearly 12 times as high as that of vegetative hyphae, indicating that

LtEg1, as an important exocrine protease, played significantly roles during the infection process of L.

theobromae.
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葡萄座腔菌科 Botryosphaeriaceae 真菌是一类

危害严重的机会病原真菌，该类病原菌能够在寄主

体内长时间潜伏生存，如遇外界环境条件变化，其能

够由内生菌转变为致病菌，侵染包括梨、苹果、葡萄、

桃及杨树等多种木本植物，破坏寄主体内营养及水

分的运输，最终导致植物死亡（Chethana et al.，2016；

Yan et al.，2018）。近年来，由该类病原菌引起的葡

萄溃疡病在我国多个葡萄主产区广泛发生，一般年

份造成的损失达3%~8%，严重时达10%~20%，当遇

到持续高温、强降雨等极端天气时，造成的产量损失

高达 100%（Yan et al.，2012；2013）。世界范围内已

报道有 20种葡萄座腔菌科真菌能够引起葡萄溃疡

病（Yan et al.，2013），国内已发现的可引起葡萄溃疡

病的真菌有 6 种，分别是可可毛色二孢 Lasiodiplo‐

dia theobromae（Yan et al.，2011a）、色二孢属真菌Di‐

plodia seriata（Yan et al.，2011b）、葡萄座腔菌Botryo‐

sphaeria dothidea（Yan et al.，2012）、小新壳梭孢

Neofusicoccum parvum（Yan et al.，2013）、Lasiodiplo‐

dia pseudotheobromae（Dissanayake et al.，2015a）和

Neofusicoccum mangiferae（Dissanayake et al.，2015b），

其中可可毛色二孢是致病力最强的优势种，近年来

受到高度关注。目前，关于葡萄溃疡病的研究主要

集中在病原菌的分离鉴定（张玮等，2017a）、基因组

测序及数据组装（Yan et al.，2018）、其杀菌剂的抑菌

作用分析（宋雅琴等，2015）及葡萄品种的抗性评价

（张玮等，2017b）等方面，关于葡萄溃疡病菌侵染寄

主植物的方式及机制并不清楚。

病原菌在侵染寄主植物过程中，通常会分泌一些

胞外酶来降解寄主细胞壁的组分，以获取自身代谢需

要的养分，并实现对寄主的成功侵入及菌丝的扩繁

（An et al.，2005；Kikot et al.，2010）。目前，胞壁水解

酶包括果胶酶、多聚半乳糖醛酸酶、葡聚糖酶、纤维素

酶、木葡聚糖酶等在植物病原菌致病过程中的作用及

重要性被广泛报道。Ben-Daniel et al.（2012）发现番

茄炭疽病菌Colletotrichum coccodes外泌果胶裂解酶

编码基因CcpelA缺失后，会导致该病原菌对番茄果

实的致病力明显下降；Ma et al.（2015）报道了大豆疫

霉Phytophthora sojae糖苷水解酶12家族的1个外泌

蛋白XEG1在侵染寄主过程中，既能发挥酶活功能同

时又能作为病原相关分子模式引起植物的免疫反应。

灰葡萄孢Botrytis cinerea编码的多个多聚半乳糖醛

酸内切酶既具酶解活性，也可引起植物叶片的坏死

（Kars et al.，2005；Zhang et al.，2014）。 Zhu et al.

（2017）报道了灰葡萄孢糖苷水解酶12家族1个木葡

聚糖酶BcXYG1能够引起被侵染部位的坏死及寄主

的免疫反应。尽管植物病原菌分泌的各种胞外酶已

被证明能够水解不同的底物，但可可毛色二孢外泌胞

外酶的功能及作用机理并不清楚。

本课题组前期在鉴定可可毛色二孢致病相关基

因时，克隆了 1 个 β -1，4-葡聚糖内切酶编码基因

LtEg1，其编码产物LtEg1属于糖苷水解酶第5家族。

而且内切酶LtEg1是可可毛色二孢一个重要的致病因

子，过表达LtEg1基因时能够增强可可毛色二孢的致

病力（Yan et al.，2018），但有关内切酶LtEg1的活性及

其是否能够分泌至胞外并不清楚。为了深入研究内

切酶LtEg1的活性及功能，本研究采用酵母互补转化

试验（Gu et al.，2011；孔祥久等，2016）分析内切酶

LtEg1的信号肽活性；通过蛋白纯化及酶活性测定试

验探究内切酶LtEg1对底物羧甲基纤维素钠的酶解活

性；通过实时荧光定量PCR解析LtEg1基因在不同侵

染阶段的表达量，以期为深入解析LtEg1基因在可可

毛色二孢侵染致病过程中的作用机理提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株、载体及植物：大肠杆菌 Escherichia

coli 克隆菌株 Trans1-T1 感受态细胞和表达菌株

BL21（DE3），北京全式金生物技术有限公司；可可

毛色二孢野生型菌株CSS-01s由本实验室保存；酵

母菌株YTK12、pSUC2载体、阳性对照pSUC2-Avr1b

载体及阴性对照pSUC2-Mg87载体由中国农业大学

孙文献教授馈赠；pET-32a表达载体和pSUC2-LtEg1

融合载体由本实验室构建和保存。供试葡萄品种为

夏黑，来自顺义香逸葡萄园。

试剂及仪器：各种限制性内切酶、Taq聚合酶和T4

DNA连接酶，New England Biolabs公司；Bradford溶

液、牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）标准品

及氨苄青霉素，北京索莱宝科技有限公司；植物RNA

快速提取试剂盒，北京艾德莱生物科技有限公司；反转

录试剂盒，北京全式金生物技术有限公司；Yeastmak‐

erTM yeast Transformation System 2试剂盒，宝日医生

物技术（北京）有限公司；2×RealStar Green Fast Mix‐

ture with ROX II，北京康润诚业生物科技有限公司；苯

甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）及

二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT），北京酷来搏科技有

限公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl-β-D-thio‐

galactopyranoside，IPTG），生工生物工程（上海）股份有

限公司；羧甲基纤维素钠（sodium carboxymethyl cellu‐

lose，CMC），美国 Sigma-Aldrich 公司；Ni-NTA His·

Bind® Resin，美国Novagen公司；TRIzol，美国 Invitro‐
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gen公司；其余试剂均为国产分析纯。Poly-Prep® 层析

柱，美国Bio-Rad公司；紫外可见分光光度计，美国GE

Amersham Biosciences；Applied Biosystems 7500 荧

光定量PCR仪，美国ABI公司。

培养基：酵母膏胨葡萄糖（yeast extract peptone

dextrose，YPD）琼脂培养基：酵母提取物 10 g、蛋白

胨 20 g、葡萄糖20 g、硫酸腺嘌呤0.03 g、琼脂20 g，调

节pH至6.5，蒸馏水定容至1 L；色氨酸一缺（complete

minimal plates lacking tryptophan，CMD-W）琼脂培养

基：不含氨基酸的酵母氮源6.7 g、色氨酸省却成分添

加剂0.75 g、蔗糖20 g、葡萄糖1 g和琼脂4 g，蒸馏水定

容至1 L；酵母膏胨棉子糖（yeast extract peptone raffi‐

nose antimycin A，YPR）琼脂培养基：酵母提取物

10 g、蛋白胨 20 g、棉子糖 20 g、琼脂 20 g，蒸馏水定

容至1 L，使用时加入2 μg/mL的抗霉素A；完全培养基

（complete medium，CM）：酵母膏6 g、酶水解酪素3 g、

酸水解酪素3 g、蔗糖10 g，定容至1 L；LB（Luria-Ber‐

tani）液体培养基：胰蛋白胨10 g、酵母提取物5 g、氯化

钠10 g，用5 N氢氧化钠调节pH至7.0，定容至1 L。

1.2 方法

1.2.1 氨基酸序列保守性分析

根据本实验室完成的可可毛色二孢全基因组及

转录组测序序列信息，获取 LtEg1 基因的 cDNA 序

列，使用 Lasergene 软件中的 EditSeq 工具预测其编

码的氨基酸序列。利用 SignalP-5.0 Server（http://

www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/index. php）在线预

测内切酶LtEg1的信号肽切割位点及氨基酸序列。

以内切酶 LtEg1 的氨基酸序列为查询序列，通过

NCBI BLASTP比对，获取尖孢镰刀菌Fusarium oxy‐

sporum、稻瘟菌Magnaporthe oryzae、构巢曲霉Asper‐

gillus nidulans及粗糙脉孢霉Neurospora crassa等真

菌中LtEg1同源蛋白的氨基酸序列。利用ClustalX2

软件进行多序列比对，输出并保存比对结果。

1.2.2 pSUC2-LtEg1融合载体的构建及酵母转化

酵母菌株YTK12是一个蔗糖酶外泌缺陷型菌株，

该菌株常被用来检测蛋白质信号肽活性（Jacobs et al.，

1997；Gu et al.，2011；孔祥久等，2016）。构建内切酶

LtEg1信号肽与缺失起始密码子及信号肽的蔗糖酶融

合表达载体 pSUC2-LtEg1；采用 YeastmakerTM Yeast

Transformation System 2试剂盒，将 pSUC2-LtEg1融

合载体、阴性对照 pSUC2-Mg87 载体、阳性对照

pSUC2-Avr1b载体分别转入菌株YTK12中，在CWD-

W琼脂培养基上培养3 d后筛选转化子；将在CWD-W

琼脂培养基上生长的转化子，划线至YPR培养基上，

通过观察酵母转化子在YPR培养基上的生长情况来

验证内切酶LtEg1信号肽的分泌功能；同时，将转化子

划线至YPD和CMD-W琼脂培养基上作为对照。

1.2.3 LtEg1基因在不同侵染阶段的表达量检测

取1年生葡萄的茎秆，采用直径4 mm的打孔器

划取大小一致的伤口，然后用打孔器打取直径相同

的可可毛色二孢野生型CSS-01s的菌饼，并接种至

划伤的葡萄茎秆伤口处，25℃黑暗保湿培养。在接

种后12、24、48、72 h选取葡萄发病部位的茎秆，采用

植物 RNA 快速提取试剂盒提取被侵染组织的的

RNA。同时，将可可毛色二孢接种至CM液体培养基

中，25℃、160 r/min条件下培养36 h，然后收集菌丝在

液氮中磨碎，采用TRIzol试剂参照说明书提取菌丝

的RNA。采用反转录试剂盒将RNA反转录为第一

链cDNA，用于相关基因的克隆及表达量检测。

依据可可毛色二孢的LtEg1基因序列，设计特异

性引物对LtEg1-F和LtEg1-R及内参基因Actin特异

性引物对Actin-F和Actin-R（表1）。通过实时荧光定

量 PCR检测基因表达量，16 μL PCR反应体系：cD‐

NA 1 μL、10 μmol/L 上下游引物各 0.32 μL、2×Real‐

Star Green Fast Mixture（with ROX II）8 μL，补灭菌

ddH2O至总体系为16 μL。实时荧光定量PCR反应程

序采用两步法：95℃预变性 2 min；95℃变性 15 s，

58℃退火延伸 30 s，40个循环。得到的Ct值取平均

值，根据2-△△Ct法计算营养菌丝及病原菌接种后12、

24、48、72 h阶段LtEg1基因的相对表达量。

表1 本研究使用到的引物名称及其序列

Table 1 The names and sequences of primers used in this study

引物
Primer

Ex-F
Ex-R
Actin-F
Actin-R
LtEg1-F
LtEg1-R

引物序列（5'-3'）
Sequence（5'-3'）

CAGGATCCATGCGTGTTTCGACTC
TAACCCGGGTTAAATGTAGCTGACG
CCAAGTCCAACCGTGAGAAG
GAAGCGTACAGCGACAGAAC
CACCTACCTTGCCGACCTTA
GCTGATGATGTTGCCGTTGA

引物的用途
Use of primers

内切酶LtEg1表达载体的构建
Construction of LtEg1 expression vector
Actin基因转录水平的检测
Detection of Actin transcript level
LtEg1基因转录水平的检测
Detection of LtEg1 transcript level

退火温度/℃
Annealing temperature

58

58

58

大小
Size/bp

1 005

100

108

下划线标识的碱基表示限制性酶切位点。Nucleotides underlined indicate restriction enzyme sites.
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1.2.4 重组蛋白酶活性测定

内切酶 LtEg1 表达载体的构建：采用 pET-32a

作为目标蛋白的表达载体，根据 LtEg1 基因 cDNA

序列及酶切位点，设计扩增引物Ex-F和Ex-R，在引

物序列5'端和3'端分别加上Bam HI和Sma I酶切位

点（表 1），以 cDNA为模板进行 PCR扩增，50 μL反

应体系：cDNA 1 μL 、10 μmol/L上下游引物各1 μL、

高保真 PCR Mix 25 μL，补充灭菌 ddH2O 至总体积

50 μL。PCR反应程序：98℃预变性2 min；98℃变性

10 s，58℃退火 20 s，72℃延伸 15 s，35个循环；最后

72℃延伸 10 min。将酶切 PCR 产物和 pET-32a 表

达载体连接。连接反应总体系为 10 μL：PCR 产物

6.5 μL、pET-32a载体2 μL、10×T4 Ligase Buffer 1 μL、

T4 Ligase 0.5 μL，16℃连接过夜。将连接产物转化

至大肠杆菌Escherichia coli Trans1-T1感受态细胞，

涂布于含氨苄青霉素的LB平板上，37℃过夜培养。

待单克隆长出后，挑取单克隆菌落进行摇培，然后

将经过 PCR 验证和双酶切验证正确的质粒，送至

北京博迈德基因技术有限公司测序。

重组蛋白诱导表达及纯化：将测序正确的内切酶

LtEg1表达载体转化至表达菌株BL21（DE3）中；待细

菌单克隆长出后，挑取LB平板上的菌落至2 mL LB

液体培养基（含对应抗生素）中，37℃、220 r/min条件

下培养过夜，然后接种2 mL菌液至300 mL LB液体

培养基中，37℃、160 r/min条件下摇培至OD600 nm为

0.4~0.6，加入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG 溶液，

16℃、160 r/min条件下诱导7 h。诱导完成后收集菌

体，用 Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0 20 mmol/L 的 Tris-

HCl、500 mmol/L NaCl、40 mmol/L 咪唑）重悬菌体

细胞，加入终浓度为1 mmol/L的PMSF和1 mmol/L

的DTT，采用超声破碎法裂解细胞，1次超声2.5 min

（功率 300 W、2 s on、4 s off），重复 3 次。超声完成

后，将菌液于 4℃、12 000 r/min离心 30 min，收集上

清液。取 1 mL Ni-NTA His·Bind® Resin 于 Poly-

Prep® 层析柱中，加入5倍体积的蛋白缓冲液平衡柱

子，然后将收集的上清液流过层析柱，最后采用不同

梯度的咪唑缓冲液洗脱层析柱，蛋白随洗脱液一起

流出层析柱，留在洗脱液中，重组蛋白用于酶活试验

测定。

标准曲线的制作及重组蛋白浓度的测定：取

0.0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 等浓度的 BSA

标准品溶液 30 μL加至 1 mL Bradford工作液中，轻

轻颠倒混匀，静止 5 min；使用紫外可见分光光度计

测定A595 nm，重复3次；以标准品浓度为横坐标，吸光

度值为纵坐标，制作标准曲线；采用同样的方法测定

纯化蛋白吸光度值，根据建立的标准曲线计算纯化

蛋白的浓度。

参考 Salinas et al.（2011）和 Li & Walton（2017）

方法测定 β-1，4 葡聚糖内切酶活性，将终浓度为

10 mg/mL 的羧甲基纤维素钠和 pH 4.8、50 mmol/L

的醋酸钠与重组蛋白溶液混匀，37℃孵育 30 min。

酶解反应产生还原糖，并且酶解反应依赖重组酶的

活性，因此可通过检测反应产物中的还原糖来测定

重组酶的活性。反应产物中的还原糖可通过DNS

试剂（3，5-二硝基水杨酸 6.3 g、氢氧化钠 21.0 g、酒

石酸钾钠182.0 g、苯酚5.0 g、偏重亚硫酸钠5.0 g，定

容至 1 L）检测（Miller，1959），溶液颜色越深说明蛋

白酶活性越强。

1.3 数据分析

试验数据采用Excel 2013软件进行统计分析，

应用最小显著差数（LSD）法进行差异显著性检

验，采用 Excel 2013 及 Adobe Photoshop CS5 软件

制图。

2 结果与分析

2.1 LtEg1及其同源蛋白氨基酸序列保守性分析

LtEg1基因 cDNA开放阅读框架为 1 005 bp，编

码的蛋白含有334个氨基酸，通过SignalP-5.0 Server

预测，该蛋白N端具有一个假定的信号肽序列。通

过序列比对及功能预测，该基因的编码产物为 β-1,

4-葡聚糖内切酶，属于糖苷水解酶第 5家族。序列

比对显示，内切酶 LtEg1 与尖孢镰刀菌（NCBI Ac‐

cession number：TVY70683.1）、构巢曲霉（NCBI Ac‐

cession number：Q1HFS8.1）、粗糙脉孢霉（NCBI Ac‐

cession number：XP_964159.1）和稻瘟菌（NCBI Ac‐

cession number：XP_003717422.1）编码的葡聚糖内

切酶氨基酸序列一致性分别为 61%、60%、57%及

58%（图1），推测该蛋白的结构及功能在不同物种间

具有一定的保守性。

2.2 内切酶LtEg1信号肽的鉴定

融合载体 pSUC2-LtEg1 或 pSUC2-Avr1b 转入

酵母菌株 YTK12 后，导致酵母转化子能够在以棉

子糖为唯一碳源的YPR培养基上生长，表明LtEg1

和Avr1b的信号肽均能够引起酵母蔗糖酶的外泌，

从而将培养基中的棉子糖分解为酵母转化子可以

利用的单糖；pSUC2-Mg87 的表达产物不能外泌，

因此导致表达 pSUC2-Mg87 的酵母转化子不能够

在YPR琼脂培养基上生长（图 2）。
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LtEpg1：可可毛色二孢β-1，4-葡聚糖内切酶；FoEgB：尖孢镰刀菌古巴专化型β-1，4-葡聚糖内切酶；AnEgB：构巢曲

霉 β-1，4-葡聚糖内切酶 B；NcEg3：粗糙脉孢霉内切葡聚糖酶 3；MoEg3：稻瘟并菌内切葡聚糖酶 3。- 表示空

隙，*表示该列氨基酸完全一致，: 和 . 表示该列含有不同程度的保守氨基酸，其中前者保守程度大于后者。不同氨

基酸采用各种彩色标记。LtEpg1：endo-β-1，4-glucanase in L. theobromae；FoEgB：putative endo-β-1，4-glucanase in

F. oxysporum f. sp. cubense；AnEgB：endo-β-1，4-glucanase in A. nidulans B；NcEg3：endoglucanase 3 in N. crassa；

MoEg3：endoglucanase 3 in M. oryzae；- denotes a gap；* indicates that amino acids in the column are completely consis‐

tent；: and . indicate that the amino acids in the column are conserved with varying degrees. The amino acids are marked

with various colors.

图1 内切酶LtEg1氨基酸序列保守性分析

Fig. 1 Conservation analysis of amino acid sequences among LtEg1 homologs

图2 不同酵母转化子在YPD、CMD-W和YPR琼脂培养基上的生长情况检测

Fig. 2 The growth of different yeast transformants on YPD，CMD-W，and YPR media，respectively

2.3 LtEg1基因表达模式分析

通过实时荧光定量PCR检测LtEg1基因在病原

菌营养菌丝及侵染寄主后 12、24、48、72 h的表达情

况，结果显示，与营养菌丝阶段相比，LtEg1基因在

病原菌侵染阶段的表达量显著升高，并且在病原菌

侵染后 48 h，其表达量高达营养菌丝阶段的 12 倍

（图 3）。推测LtEg1基因在病原菌侵染过程中发挥

了重要的作用，它的表达受到精确的调控。
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图3 LtEg1基因在病原菌营养菌丝及侵染阶段的表达量分析

Fig. 3 The transcript levels of LtEg1 in vegetative hyphae and infectious stages

图中数据为平均数±标准误。*表示不同阶段LtEg1基因的转录水平经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are means±

SE. * indicates significant difference in the transcript levels of LtEg1 gene among different stages at P<0.05 level by LSD test.

2.4 内切酶LtEg1活性的测定

测定结果显示，纯化的内切酶 LtEg1 浓度为

0.1 mg/mL（图 4）。将不同体积纯化的蛋白与底物

羧甲基纤维素钠混匀，37℃孵育 30 min后，DNS试

剂检测结果显示，随着内切酶 LtEg1 体积的增加，

酶解产物与 DNS 试剂反应后，溶液的吸光度值呈

现增加趋势（图 5-A），并且溶液的颜色也逐渐加深

（图 5-B），证明内切酶 LtEg1 能够以羧甲基纤维素

钠作用底物，发挥其活性功能。

图4 内切酶LtEg1在大肠杆菌BL21中的表达纯化

Fig. 4 Expression and purification of LtEg1 recombinant protein in Escherichia coli BL21

A：DNS试剂与酶解产物反应后溶液的吸光度值；图中数据均为平均数±标准误。B：DNS试剂与酶解产物反应后

溶液的颜色变化。A: The absorbance value of DNS solution；data are mean±SE. B：The change of DNS solution color.

图5 内切酶LtEg1活性的测定

Fig. 5 Enzymatic activity of purified LtEg1 protein

3 讨论
植物病原真菌在侵染寄主的过程中，通常会遇

到寄主植物一些固有的物理屏障如蜡质层、角质层

及厚壁细胞等。为了克服这些先天的屏障，病原菌

会向寄主植物中分泌大量的水解酶类，以突破植物

的防卫反应，从而实现自身的成功侵入及扩展（Yan

et al.，2018）。关于病原菌外泌水解酶的功能及作用

机理在植物病原真菌和卵菌中已被广泛研究
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（Sprockett et al.，2011；Zhang et al.，2014；Yang et al.，

2019），但在植物机会性病原真菌可可毛色二孢中报

道很少。本研究克隆了可可毛色二孢中 1个 β-1,4-

葡聚糖内切酶 LtEg1，通过多序列比对分析发现

LtEg1同源物在可可毛色二孢、稻瘟病菌、尖孢镰刀

菌及构巢曲霉等不同真菌间的保守程度较高，但

LtEg1同源物这些保守位点或保守基序是否会影响

其酶活还需要进一步深入分析。

本试验利用互补蔗糖酶分泌缺陷型酵母

YTK12，采用其它病原菌如条锈病菌（Gu et al.，

2011）、葡萄霜霉菌 Plasmopara viticola（孔祥久等，

2016）和稻曲病菌 Ustilaginoidea virens（Fang et al.，

2016）等外泌蛋白信号肽鉴定方法，证明内切酶

LtEg1的信号肽能够引起酵母蔗糖酶的外泌，与本

研究预测结果相一致，这说明内切酶LtEg1也可能

是 1个外泌蛋白，同时也表明该酵母系统可用于植

物病原真菌外泌蛋白信号肽的鉴定。酶活性测定试

验表明，内切酶LtEg1对羧甲基纤维素钠具有一定

的酶解活性，这与其它研究结果相似，如 Salinas et

al.（2011）发现LtEg1在云芝Trametes versicolor中的

同源蛋白 TvEG能够水解木质纤维素；Li & Walton

（2017）认为嗜热侧孢霉Sporotrichum thermophile中

的β-1，4-葡聚糖内切酶能够酶解低黏度羧甲基纤维

素、甘露聚糖、半乳甘露聚糖等糖类物质。以上研究

表明来源于不同真菌的葡聚糖内切酶可能具有相似

的底物选择性。综合考虑LtEg1的水解酶活性及外

泌特性，推测在可可毛色二孢侵染寄主植物的过程

中，LtEg1被分泌至胞外后，能以寄主植物组织成分

为底物，发挥其酶活功能。前期Yan et al.（2018）研

究结果表明内切酶LtEg1是一个重要的致病因子，

但是LtEg1在可可毛色二孢侵染致病过程中的作用

机制并不清楚。内切酶LtEg1的活性可能有助于病

原菌侵染致病，但LtEg1是否仅仅通过其酶活功能

来影响病原菌致病还是通过扮演其它角色如效应

子来调控病原菌与寄主之间的相互作用并不清

楚，内切酶LtEg1的活性与其致病功能之间的联系

有待进一步分析。

不同侵染阶段基因表达量分析结果显示，LtEg1

基因在病原菌侵染阶段的表达量较营养菌丝阶段显

著增高，这与 Yan et al.（2018）报道的 LtEg1 影响可

可毛色二孢的致病力结果一致，同时也说明 LtEg1

基因在病原菌体内的表达受到精确的调控。从营养

生长阶段转变为侵染阶段，病原菌为了从寄主植物

中获取自身生存必需的营养，可能会主动上调相关

胞外酶编码基因的表达；病原菌在侵染寄主时，如遇

到寄主植物的天然屏障，也会诱导胞外酶编码基因

的高表达，以促进对寄主组织的降解，达到成功侵染

植物的目的，这些因素均可能会导致 LtEg1基因在

病原菌侵染阶段表达量的升高。本研究初步分析了

内切酶LtEg1的活性、外泌特性及基因表达模式，这

为后续分析可可毛色二孢乃至植物内生真菌中类似

胞外酶的功能及特性提供了借鉴，但是关于内切酶

LtEg1 发挥其毒性功能的机制还需要进一步深入

研究。
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