
第 20卷　第 1期 大　豆　科　学 V ol. 20　 No. 1

2001年　　 2月 SOYBEAN　 SCIENC E Feb.　　 2001

大豆疫霉菌与其它几种疫霉菌同工酶
电泳比较研究

 

陈宏宇　文景芝　于　鑫

(东北农业大学植物保护系 , 150030)

摘要　本文对大豆疫霉菌 ( Phy tophthora sojae )的 15个菌株及其它 7种疫霉的 8个菌株进行了 4

种同工酶电泳比较研究。结果表明 ,大豆疫霉菌种内菌株间 4种同工酶基本一致。疫霉属种间酯酶

( EST)和超氧化物歧化酶 ( SOD)酶谱存在明显差异 ,表现为酶带的多少和 Rf值的不同 ;淀粉酶

( DIA)和过氧化氢酶 ( CAT)同工酶酶谱差异不很明显 ,与某些疫霉种酶谱相似 ,只表现为酶带强度

上的差异。本文首次报道了大豆疫霉菌的 SO D、 C AT和 DIA同工酶 ,并指出 EST和 SOD同工酶

在 P . sojae种的鉴定上具有重要意义 ,为 P. sojae种的鉴定提供一个辅助性手段。
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　　大豆疫霉菌 ( Phytophthora sojae Kaufma nn &

Gerdemann ) 所 致 的 大 豆 疫 霉 根 腐 病

( Phytophthora roo t rot of soy bean)是危害极其严

重的土传性病害。 鉴于大豆疫霉菌的破坏性和毁灭

性 , 1986年开始一直被我国列为对外检疫重要性植

物病原菌。 P. sojae属于 New hook等
[1 ] ( 1978)检索

表中孢子囊无乳突的第五组类群 ,缺乏种的鉴别特

征 ,只有通过比较各性状的一些不明显差异才能鉴

定 ,同时 ,许多因素如培养条件 (培养温度 ,光照等 )

对疫霉菌的形态也有一定影响 ,而且有些鉴定性状

经常观察不到 ,因此进行种的鉴定比较困难
[2 ]

,迫切

需要一种简便可靠的方法来辅助形态学鉴定。

针对这一问题 ,本实验运用聚丙烯酰胺凝胶电

泳技术对大豆疫霉菌 15个菌株的酯酶、超氧化物歧

化酶、过氧化氢酶、淀粉酶同工酶进行了比较研究 ,

并以其它 7种疫霉菌 ( P .cactorum , P. cinnamomi ,

P .citrophthora ,P . parasit ica ,P . palm ivora , P.

caps-

ici ,P . inf estans )为对照 ,试图探索一种能够简便准

确地鉴定大豆疫霉菌的辅助方法。

1　材料和方法

1. 1　菌株

供试菌株共 23株 ,采自中国黑龙江及内蒙的十

五个大豆疫霉菌菌株 ( P. sojea )、 2株辣椒疫霉菌

( P. capsici )、 1株致病疫霉菌 ( P. in f estans )和由南

京农业大学提供的 5种疫霉菌 ( P. cactorum ,P .

cinnamomi , P. citrophthora, P. parasi tica , P.

palmiv-

ora )见表 1。

1. 2　样品制备

将供试菌在胡萝卜液体培养基中 25℃培养 6

天 ,将菌丝滤出、挤干 ,用 pH7. 0磷酸缓冲液冲洗数

次后 ,加入适量的缓冲液 ,放入 - 20℃冰箱冷冻过

夜 ,取出后加少许石英砂于冰浴上研磨 ,将充分研磨

的菌丝匀浆 4℃ 12000rpm离心 40分钟 ,上清液即

为酶提取液 ,测定蛋白质含量后直接加样电泳或 -

20℃保存备用。

1. 3　电泳分离

采用不连续垂直板聚丙烯酰胺凝胶系统 ,分离

胶浓度为 7. 5% ,浓缩胶浓度为 3%。 采用北京产

DYY- III2型稳压稳流电泳仪 ,每孔上样量 100μg

蛋白。电泳槽置 4℃冰箱 控制电流强度在浓缩胶内

为 10m A /板 ,进入分离胶后增加到 20m A /板。

1. 4　染色

1. 4. 1　酯酶　超氧化物歧化酶 过氧化氢酶
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参照刘伟成 ( 1995)的方法显色 [ 3]。 1. 4. 2　淀粉酶　染色方法参见文献 [4, 5 ]。
表 1　供试菌株

Ta ble 1　 23 st rains of tested

样品号

Codes

菌株

Strains

寄主

Hos ts

采集地

Location

样品号

Codes

菌株

St rains

寄主

Hos ts

采集地

Location

1 P. so jae Y1 大豆 东农院内 2 P. so jae Y2 大豆 东农院内

3 P. so jae JK 大豆 佳木斯农垦总局 4 P . sojae Li 大豆 五九七农场

5 P . sojae 597- 3 大豆 五九七农场 6 P. so jae w1 大豆 五九七农场

7 P . sojae LI 大豆 梨丰乡 8 P. so jae Ja 大豆 佳南

9 P. so jae Za 大豆 扎兰屯 10 P. so jae Aa 大豆 阿荣旗

11 P . so jae CH 大豆 创业农场 12 P . so jae H2 大豆 红河农场

13 P . so jae F8 大豆 密山 14 P . so jae 8551 大豆 八五五农场

15 P. so jae 8552 大豆 八五五农场 16* P . cactorum 大豆

17* P. cit ro phthora 18 P. ca psici 南瓜 桦南

19 P. capsici 辣椒 东农院内 20* P. palmivora

21* P. parasi ti ca 22 P . in festans 番茄 东农院内

23* P. cinnamomi

　　* 由南京农业大学提供 ,寄主和采集地不详。

2　结果与分析

2. 1　酯酶同工酶酶谱 ( EST) (见图 1)

大豆疫霉菌酯酶谱带为 1～ 2条 ,供试所有大豆

疫霉菌株均具有 Rf值为 0. 52的一条主带 ,另外有

10个大豆疫霉菌株具有一条 Rf值为 0. 13的弱带。

而作为对照的其它 7种疫霉菌谱带明显多于大豆疫

霉菌 ,为 3～ 8条 , 16、 17和 20号虽具有 Rf值为 0. 52

的谱带 ,但 16号主带 Rf值为 0. 37, 17号还有 2条

主带 Rf值为 0. 44和 0. 48, 20号还有一条弱带 Rf

值为 0. 81。

图 1　酯酶电泳图谱

Fig. 1　 EST iso zy me zy mog ra m

　　电泳结果表明 ,大豆疫霉菌的 EST谱带种内菌

株间基本一致 ,均具有 Rf值为 0. 52的主带。疫霉属

种间差异明显 ,表现为大豆疫霉菌的酶带明显少于

其它 7种疫霉 ,同时 ,与大豆疫霉菌具有相同 Rf值

酶带的 16、 17和 20号疫霉菌还有大豆疫霉菌不具

有的酶带。因此得出大豆疫霉菌的 EST酶谱具有种

的特异性。

2. 2　超氧化物歧化酶同工酶酶谱 ( SOD) (见图 2)

供试所有大豆疫霉菌株均只具有两条谱带 , Rf

值分别为 0. 66和 0. 72,但不同菌株间谱带强度稍有

差异。 而其它 7种疫霉菌的谱带数为 2～ 4条 ,其中

20和 21号完全相同 ,具有 Rf值为 0. 62和 0. 76的

2条谱带 ; 16和 23号具有一条共同带 , Rf值为 0.

69; 17～ 22号具有一条 Rf值为 0. 76的共同谱带。
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图 2　超氧化物歧化酶电泳图谱

Fig. 2　 SO D iso zyme zymo gr am

　　结果表明 ,大豆疫霉菌的 SOD谱带种内菌株间

基本一致 ,均具有 Rf值为 0. 66和 0. 72的两条谱

带。疫霉属种间差异明显 ,大豆疫霉菌的酶谱明显不

同于其它 7种疫霉 ,亦具有种的特异性。

2. 3　淀粉酶同工酶酶谱 ( DIA) (见图 3)

供试所有大豆疫霉菌株均具有一条 Rf值为

0. 31的主带 , 14和 15号另外还有两条弱带 , Rf值分

别为 0. 11和 0. 17;而 17、 19和 23号均具有一条 Rf

值为 0. 28的谱带 ; 16和 20号分别在 Rf值为 0. 17

～ 0. 32和 0. 14～ 0. 33处有一宽带 ; 22号有两条分

界不太明显的带 , Rf值为 0. 09和 0. 30;经反复多次

电泳 , 18和 21号无带。

图 3　淀粉酶电泳图谱

Fig. 3　 DIA iso zyme zymo g ram

图 4　过氧化氢酶电泳图谱

Fig. 4　 CA T iso zy me zy mog ra m

　　结果表明 ,大豆疫霉菌种内菌株间酶谱基本一

致。供试菌株淀粉酶酶带数均较少 ,多为一条 ,而且

酶带 Rf值较接近 ,因此不宜用来鉴定大豆疫霉菌。

2. 4　过氧化氢酶同工酶酶谱 ( CA T) (见图 4)
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供试所有大豆疫霉菌株均只具有一条谱带 , Rf

值为 0. 04。 20和 21号也有一条 Rf值为 0. 04的谱

带 ,只是宽度要大于大豆疫霉菌 ; 18、 19和 22号有

一条 Rf值为 0. 69的谱带 ; 16和 17号在 Rf值为 0.

04～ 0. 14间有一宽带 ; 23号在 Rf值为 0. 33～ 0. 42

间有一宽带。

　　结果表明 ,大豆疫霉菌种内菌株间酶谱一致 ;但

大豆疫霉菌与 20、 21号具有相同 Rf值的 CAT酶

带 ,因此 CA T酶谱也不宜用来鉴定大豆疫霉菌。

3　结论与讨论

在应用同工酶分类鉴定真菌方面 ,国内外已作

了大量研究报道 [6、 7、 8、 9 ]。六十年代以来 ,许多研究表

明 ,菌体可溶性蛋白凝胶电泳是疫霉鉴定和分类的

一种重要辅助手段
[10 ]
。 另外 ,国外有些学者也在探

讨酯酶酶谱在疫霉菌研究中的应用 ,但结论不

一 [11 ]。本研究结果表明大豆疫霉菌菌体 EST酶谱具

有种的特异性 ,即种内基本一致 ,这一结果与周肇蕙

等 ( 1995) [12 ]对 1992年分离的 11个大豆疫霉菌株酯

酶同工酶电泳研究结论一致。

对于 SOD酶谱 ,大豆疫霉菌种内菌株间具有极

大的相似性 ,主要谱带有着相同的迁移率 ,只是谱带

的强度略有差异。疫霉属种间存在明显差异 ,大豆疫

霉菌菌体 SOD酶谱具有种的特异性。

对于 DIA和 CAT酶谱 ,大豆疫霉菌与其它 7

种疫霉菌某些菌株相似 ,差异不明显 ,因此不宜用来

鉴定大豆疫霉菌。

综上所述 ,大豆疫霉菌菌体酯酶、超氧化物歧化

酶同工酶酶谱对于大豆疫霉菌种的鉴定是一种简便

可靠的辅助手段。
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STUDIES ON ISOZYME ELECTROPHORESIS OFPhytophthora sojae

AND OTHER Ph ytophthora SPECIES

Chen Hong yu　Wen Jing zhi　 Yu Xin

(Department of Plant Protection , Northeast Agriculture University , Harbin, 150030)

Abstract　 Polyacrylamicide g el elect ropho retic analysis o f i so zy mes of 15 st rains o f P. sojae and 8 st rains

o f sev en o ther Ph ytophthora species w as studied. The results sho w higher similari ties betw een 15 st rains

f rom P. sojae in four iso zym e zymog rams. There a re no ma rked di fferences o f DIA a nd CAT zy mog rams

betw een P. sojae and sev en o ther Ph ytophthora species. Marked dif ferences o f EST and SOD zymog rams a-

mo ng P. so jae a nd sev en o ther Ph ytophthora species indica te that ES T and SOD iso zym e are useful and reli-

able supplementary tools fo r identificatio n of P. sojae.

Key words　 Ph ytophthora sojae ; Esterase; Seproxide dismutase; Diastase; Catalase; Iso zy me
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