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柑橘采后生理代谢对胶孢炭疽菌粗毒素 
的动态响应

黄小兰1，王日葵1,2,*，韩 冷1,2，贺明阳1,2，周 炼1,2

（1.西南大学柑桔研究所，重庆 400712；2.国家柑桔工程技术研究中心，重庆 400712）

摘  要：目的：探究胶孢炭疽菌毒素对柑橘生理代谢的动态影响，为研究胶孢炭疽菌的致病机理提供理论参考。方

法：在有机溶剂浸提法获得胶孢炭疽菌粗毒素的基础上，采用针刺接种法进行毒素的生物测定，分析粗毒素和病原

菌对柑橘采后生理代谢（总酚、类黄酮含量；过氧化物酶（peroxidase，POD）、多酚氧化酶（polyphenol oxidase，

PPO）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、苯丙氨酸解氨酶（phenylalanine ammonialyase，PAL）、

β-1,3-葡聚糖酶（β-1,3-glucanase，GLU）活性；丙二醛（malondialdehyde，MDA）、果皮细胞壁成分含量）的动态

影响。结果：胶孢炭疽菌粗毒素能使柑橘果实产生典型的病斑症状，且使MDA含量显著增高，细胞壁成分含量降

低。当毒素浓度较低时，果实病斑直径与PPO活性、POD活性、类黄酮以及木质素含量呈正相关；与纤维素、半纤

维素和果胶含量呈负相关。毒素浓度增高时，果实机体及防御酶系统遭到破坏，酶活性急剧下降。结论：胶孢炭疽

菌粗毒素能影响柑橘果实生理代谢，引起果实发病，最终导致病斑的形成。由此证明毒素在胶孢炭疽菌对柑橘的致

病过程中起到重要作用。
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Abstract: Objective: The dynamic response of physiological metabolism in postharvest citrus to toxin from Colletotrichum 

gloeosporioides was studied to obtain a better understanding of the interaction between citrus and C. gloeosporioides. 

Methods: The crude toxin was isolated by organic solvent extraction, and its bioassay was performed by the acupuncture 

method in postharvest citrus. Moreover, the dynamic effects of the crude toxin and pathogenic bacteria on physiological 

metabolism of citrus fruits in terms of the contents of phenols, flavonoids, and malondialdehyde (MDA), cell wall 

components in citrus peel and the activities of polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD), 

phenylalanine ammonialyase (PAL), and β-1,3-glucanase (GLU) were analyzed. Results: Typical lesion caused by the toxin 

was observed, and the content of MDA was significantly increased, while the content of cell wall compounds was decreased. 

Upon treatment with the crude toixn at a low concentration, there was a positive correlation of lesion diameter with the 

content of flavonoids, lignin and the activities of PPO and POD, whereas a negative correlation existed between cell wall 

compounds and lesion diameter. However, the defense enzyme system and citrus fruits were damaged by the crude toxin at 

a high concentration, causing a dramatic decrease in the enzyme activities. Conclusion: Physiological metabolism of citrus 

fruits can be influenced by the crude toxin of C. gloeosporioides , and thus it plays an important role in the pathogenicity of  

C. gloeosporioides.
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炭疽病是严重影响柑橘采后贮藏的重要病害 [1]，

半知菌亚门炭疽菌属的胶孢炭疽菌（Colletotrichum 
gloeosporioides）为柑橘炭疽病的主要致病菌，有较强的

致病能力，能引起贮藏期间的柑橘产生病斑甚至腐烂，

造成严重的经济损失[2]。目前国内对柑橘炭疽病的研究

主要集中于病原菌的生长特性[3]及其拮抗菌筛选[4-5]等方

面，对于胶孢炭疽菌毒素致病机制报道较少。国外有关

胶孢炭疽菌毒力大小的研究指出，环境pH值、病原菌的

分泌蛋白和编码与致病力有关的基因是病原菌的毒力因

子，改变pH值等条件会影响病原菌的致病力[6-8]。然而，

这些报道主要集中在毒素的产生条件、结构分析和是否

具有寄主专化性等[9-11]，对于毒素对寄主生理代谢影响等

方面的探索较少，为此，本实验在使用有机溶剂浸提法

提取粗毒素的基础上，研究其对柑橘在贮藏期间生理代

谢的影响，旨在进一步解释胶孢炭疽菌的致病机理和柑

橘的抗性分析。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

胶孢炭疽菌由本实验室从北碚447＃锦橙（Citrus sinensis 
L. Osbeck cv. Jincheng 447#）果实上分离并保藏。锦橙采于重

庆市歇马镇冯家槽果园，品种为北碚447＃锦橙。

改良察氏培养基：N a N O 3 3  g、K 2H P O 4 1  g、

KCl 0.5 g、MgSO4 0.5 g、FeSO4 0.01 g、蔗糖20 g，蒸馏

水1 L。

1.2 仪器与设备

SPX-150-Z振荡培养箱 上海博泰实验设备有限公

司；ZHWY-200B恒温培养振荡器 上海智械分析仪器

有限公司；SW-CJ-1F超净工作台 苏泰集团苏州安泰

空气技术有限公司；TU-1901紫外分光光度计 北京普

析通用仪器有限公司；MIR-352H-PC通用环境实验箱、

MDF-U4186S医用低温培养箱 松下健康医疗器械株式

公社；H1850R台式高速冷冻离心机 长沙湘仪离心机

仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 胶孢炭疽菌粗毒素的制备

根据文献[12]方法并适当修改以制备胶孢炭疽菌粗

毒素。将保存于4 ℃冰箱的菌株于马铃薯琼脂培养基中

活化，28 ℃连续培养7 d。用打孔器取出3 块直径5 mm

的菌饼于500 mL液体改良察氏培养基中。28 ℃，黑暗， 

135 r/min连续培养20 d。培养液先用4 层无菌纱布过滤，

再经冷冻离心机离心（10 000 r/min、10 min），得上清

液。在分液漏斗中加入等体积的甲醇，振荡使得两种液

体充分混合后移除有机相，连续萃取3 次，将合并的有机

相使用旋转蒸发仪减压蒸发浓缩，即得到胶孢炭疽菌粗

毒素，加入无菌水使得粗毒素体积为100 mL。

1.3.2 胶孢炭疽菌孢子悬浮液的制备

取活化的菌平板，将无菌水滴加于平板上，制备孢

子悬浮液并用血球计数板于显微镜下观察，计算孢子悬

液浓度，使得终浓度为1×106 spores/mL，备用。

1.3.3 粗毒素的活性检测

选用大小均一的无伤锦橙果实，清洗干净后用75%

的酒精擦拭消毒，晾干备用。针刺接种10 mL粗毒液，以

无菌水为对照，单果包装后置于28 ℃、相对湿度为85%

的培养箱内贮藏，测定果实的病斑直径。每个处理设3 次

重复，每个重复10 个果实，每个果实针刺数10 针。

1.3.4 粗毒素胁迫处理

选择外观无损伤、大小均一、无病虫害的柑橘果实

作为实验材料。清洗干净后用75%的酒精擦拭消毒。晾

干备用。本实验共分为3 个处理，每个处理设3 次重复，

每个重复10 个果实，每个果实针刺数10 针。第1组为针刺

接种10 mL粗毒素，第2组为针刺接种10 mL胶孢炭疽菌孢

子悬浮液，对照组为针刺接种10 mL无菌水。果实晾干后

单果包装，置于28 ℃、相对湿度为85%的保湿恒温培养箱

内贮藏，于第0、1、2、4、6、8天测量病斑直径后，取接

种部位周围1 cm×1 cm果皮组织，经液氮速冻研磨成粉后

于－80 ℃冰箱冷冻保存，备用测定各生理指标。

1.3.5 生理生化指标测定

1.3.5.1 总酚、类黄酮含量测定

称取2 g经液氮研磨的果皮粉，加入50%甲醇30 mL，

摇床振荡提取60 min后经冷冻离心（10 000 r/min、

10 min），取上清液即为待测液体。总酚含量的测定采

用福林-酚比色法 [13]，以没食子酸作为标准品制作标准

曲线（回归方程为y=0.281x－0.215，R2=0.996），其含

量用等量没食子酸（mg/g）表示。类黄酮含量的测定

采用芦丁法[14]，以芦丁为标准品制作标准曲线（回归方

程为y=1.046x－0.004，R2=0.999），其含量用等量芦丁 

（mg/g）表示。
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1.3.5.2 防御酶系活性测定

称取2 g果皮粉，加入适量不同的提取缓冲液，置于

4 ℃冰箱中放置过夜，冷冻离心（10 000 r/min、10 min）

取上清液，即得粗酶提取液。多酚氧化酶（polyphenol 

oxidase，PPO）活性测定采用儿茶酚法[15]，以每分钟吸

光度变化（ΔA410 nm）0.01为一个酶活力单位；过氧化物

酶（peroxidase，POD）活性测定采用愈创木酚法[15]，以

每分钟每克样品吸光度变化（ΔA470 nm）0.01为一个酶活

力单位；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）

活性测定采用氮蓝四唑（nitrotetrazolium blue chloride，

NBT）还原法[16]，以抑制NBT光还原反应50%所需的酶

量为一个酶活性单位；苯丙氨酸解氨酶（phenylalanine 

ammonialyase，PAL）活性测定采用张璐等[17]方法，以

每小时每克果皮（鲜质量）酶促体系在290 nm波长处吸

光度增加0.01为一个酶活力单位。β-1,3-葡聚糖酶（β-1,3-

glucanase，GLU）采用Luo Yang等[18]的方法，以每秒钟

每克样品（鲜质量）中分解昆布多糖产生1×10－7 mol葡

萄糖为一个酶活性单位。每组实验3 个重复。

1.3.5.3 丙二醛含量测定

参照李姝江 [19]的方法，并做适当修改。称取2  g

果皮粉，加入30 mL 5%三氯乙酸，浸提过夜，离心

（10 000 r/min、10 min）取上清液用于测定。丙二醛

（malondialdehyde，MDA）含量单位为mmol/g。

1.3.5.4 纤维素、半纤维素、木质素、果胶含量测定

纤维素、木质素含量测定采用硫酸亚铁铵-重铬酸钾

滴定法，半纤维素含量测定采用DNS法[20-22]，纤维素、半

纤维素、木质素的含量以其占样品总量的质量百分数表

示；果胶含量测定采用烘干的果皮粉进行测定，其含量

以生成半乳糖醛酸的质量分数（%）表示。  

1.4 数据处理

采用SPSS 17.0和Excel软件对实验数据分析，因素间

差异显著性采用邓肯法分析，并用Origin 8.1软件绘图，

实验处理数据以 ±s的形式表示。

2 结果与分析

2.1 粗毒素的活性检测结果
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图 1 培养期间柑橘的病斑直径变化 

Fig. 1 Changes in lesion diameter in citrus during storage

针刺法检测中，胶孢炭疽菌粗毒素具有较高的活

性，能引起柑橘果实产生深褐色、圆形病斑，随着时间

的延长，粗毒素对柑橘的伤害程度呈加重趋势，其病斑

逐渐增大（图1）。当培养至第8天时，其病斑直径为

4.11 mm，与对照组相比具有显著差异（P＜0.05）。对

照组在整个实验期间无明显变化。

2.2 粗毒素对柑橘酚代谢的影响
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图 2 不同处理对柑橘果皮总酚含量和类黄酮含量的影响

Fig. 2 Effect of different treatments on the contents of phenols and 

flavonoids in citrus peel

如图2所示，粗毒素接种柑橘果实后，总酚含量呈上

升趋势，而后下降。在第6天达到峰值，为4.07 mg/g，比

对照组增加了27.18%，具有显著性差异（P＜0.05）。接

种孢子悬液也可使总酚含量上升，与接种粗毒素的趋势相

似。但其高峰出现较晚，原因可能是初期菌体生长缓慢，

对柑橘造成的伤害较小，未能激发总酚的合成。类黄酮的

含量在接种粗毒素后呈第1天急剧上升后缓慢上升再下降

的趋势，也在第6天达到峰值，为2.55 mg/g，相比对照增

加了37.1%。接种孢子悬液的果实中类黄酮含量呈上升趋

势且在前期低于接种粗毒素的果实。说明粗毒素能对果实

造成生理伤害，激发果实积累类黄酮并保持较高浓度。

2.3 粗毒素对柑橘防御酶系的影响
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A. PPO活力；B. POD活力；C. SOD活力；D. PAL活力；E. GLU活力。

图 3 不同处理对柑橘防御酶系的影响

Fig. 3 Effect of different treatments on the activities of antioxidant 

defense enzymes in citrus 

PPO是一种以铜为辅基的酶，能催化多种酚类物质

形成醌类化合物抵御外来有害物[23-24]，如图3A所示，3 种

处理方式对果皮PPO活性的影响变化相似，均呈先下降后

上升再下降趋势。接种粗毒素组的第1个酶活力高峰出现

在第4天，相比对照增加了2.8%，第8天增加了8.4%且具

有显著性差异（P＜0.05）。在前期，接菌处理的酶活力

高于接种粗毒素处理组，原因可能是病原菌对PPO活性

的诱导性更强，产生大量醌类化合物以杀灭病原菌。而

后期接菌处理组病原菌大量繁殖，产生毒素过量，进而

破坏PPO酶系统使其酶活急剧下降，这说明低浓度粗毒

素可诱导PPO活性，而高浓度则会损伤机体组织。

POD是一类普遍存在于植物组织内的氧化还原酶，

它与光合作用、呼吸作用等密切相关 [25-26]。如图3B所

示，接种粗毒素组其酶活呈先上升后下降趋势，在第6天

达到峰值。相比对照组增加了142.8%，达到极显著差异

（P＜0.01）。接菌组总体呈上升趋势，且在后期酶活大

于接种粗毒素组。表明粗毒素具有与病原菌相似的致病

机制，但粗毒素接种在前期能更快地激发柑橘体内POD

活性的提高。

SOD存在于大多数动植物和微生物体内，能清除超

氧阴离子自由基，减少植物伤害[27]。因此常作为重要的

抗性生理指标。如图3C所示，两实验组的SOD活性均

为先下降再上升，且都在第4天达到峰值，接种粗毒素

组相比对照组酶活性增加了12.94%，达到显著性差异 

（P＜0.05）。且接种粗毒素组的SOD活性整体均大于

接菌组，可能是由于粗毒素对果实造成的生理伤害信号

较强，产生的自由基多于接菌组，因此酶活性高于接菌

组。但在后期机体组织损伤严重，酶系统受到损坏，使

得SOD活性大幅下降。对照组SOD活性在第一天上升，

之后缓慢下降。

PAL是苯丙烷代谢途径的关键酶和限速酶，参与众

多植物次生物质（黄酮类物质、酚类物质、木质素等）

的生物合成，对植物抵御病原菌及外界侵害起着至关重

要的作用[28]。如图3D中，果实接种粗毒素后，其PAL活

性呈下降趋势，第2天达到最小值，相比对照酶活力下降

了23.25%，为1.65 U/（g·min）。后期有所上升，但变

化不显著，表明粗毒素中含有能够破坏PAL酶系统的物

质，使得酶活性低于对照组。接菌组酶活性先上升到达

峰值后便急剧下降，表明胶孢炭疽菌在生长后期产生了

高浓度的毒素等对酶系统具有严重损伤作用的物质。

GLU能水解多聚糖，使真菌细胞壁受到损坏。当植

物体被真菌侵染或受到机械损伤时，其活性可大幅度提

高，以增强植物抗性。由图3E可看出，3 种处理均能使

GLU活性升高，两实验组达到峰值后便急剧下降，最后缓

慢升高。对照组为总体缓慢上升的趋势，表明对GLU活性

影响最大的依次是接种病原菌、粗毒素和机械损伤。

2.4 粗毒素对柑橘果皮MDA含量的影响
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图 4 不同处理对柑橘MDA含量的影响

Fig. 4 Effect of different treatments on MDA contents in citrus

MDA是膜脂过氧化的主要产物之一，通常利用它

的含量作为膜脂过氧化指标，反映细胞膜脂过氧化的

程度。其含量越高，表明植物抵御外界逆境的能力越

弱。图4中两实验组与对照组相比果皮中MDA含量均更



※包装贮运	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.07   251

高，到第8天时，接种粗毒素组的MDA含量为对照组的

1.44 倍，达到显著性差异（P＜0.05）；接菌组为对照组

的1.89 倍，达到极显著差异（P＜0.01）。说明胶孢炭疽

菌粗毒素和病原菌对果实细胞膜脂过氧化水平和膜系统

伤害程度均较大，但前期接种粗毒素组的MDA含量高于

接菌组，后期小于接菌组。原因可能是前期接种粗毒素

组有害物质较接菌组浓度高，对膜系统损伤更大。后期

病原菌繁殖产生大量有害毒素，增大了膜系统的伤害。

由此说明随着毒素浓度的增高，果实细胞膜损伤越大。

2.5 粗毒素对柑橘果皮细胞壁成分含量的影响
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图 5 不同处理对柑橘果皮细胞壁成分含量的影响

Fig. 5 Effect of different treatments on the contents of cell wall 

components in citrus peel

植物细胞壁的主要成分为纤维素、半纤维素、木质

素和果胶。它们相互连接构成细胞壁的机械屏障，以此

抵御外界环境的改变。图5为不同处理对柑橘果皮细胞壁

成分的影响，可看出接种粗毒素和病原菌后，纤维素、

半纤维素和果胶含量总体呈下降趋势，并且在接种前期

接种粗毒素组的下降速率大于接种病原菌组，后期逐渐

变小，表明粗毒素中含有高浓度的能水解纤维素、半纤

维素和果胶的酶类，这与大多数菌体在生长后期分泌多

种水解酶类的报道一致[29-30]。但前期酶类消耗过大，在后

期无法降解过多的细胞壁成分，因此其下降速率变小。

而接种病原菌组在后期菌体繁殖，分泌较多的水解酶

类，使得纤维素等含量急剧下降。

木质素是植物重要的抗性物质，它主要填充在细胞

壁内，增加细胞硬度。接种粗毒素组在1～4 d内迅速累积

木质素，达到峰值，相比对照增加了18.85%，随后又下

降。且相比接种病原菌组其木质素含量显著增加，表明

粗毒素能引起果实产生抗逆反应，诱导木质素的合成。

后期木质素含量下降可能与相关降解酶的合成有关。对

照组木质素含量呈上升趋势，说明机械损伤也能诱导木

质素的大量累积。

2.6 接种粗毒素组各生化指标与果皮病斑直径的相关性

分析

表 1 各生化指标与病斑直径的相关性分析

Table 1 Correlation analysis between biochemical indexes and lesion diameter

指标

生理指标

PPO
活性

POD
活性

PAL
活性

SOD
活性

MDA
含量

GLU
活性

总酚
含量

类黄酮
含量

纤维素
含量

半纤维
素含量

木质素
含量

果胶
含量

病斑直径 0.929** 0.894* －0.706 －0.09 0.738* 0.474 0.664 0.860* －0.863*－0.813* 0.958** －0.873*

注：*. 生化指标和病斑直径具有显著相关性（P ＜ 0.05）；**. 生化指标
和病斑直径具有极显著相关性（P ＜ 0.01）。

病斑直径可用于表示果实受伤害程度，采用

SPSS 17.0软件进行各生理生化指标和病斑直径之间的

相关性分析。如表1所示，病斑直径与果实POD活性、

MDA、类黄酮、纤维素、半纤维素和果胶含量之间有显

著关系（P＜0.05），PPO活性和木质素含量与病斑直径

有极显著关系（P＜0.01）。其中病斑直径与PPO活性、

POD活性、类黄酮以及木质素含量呈正相关，与纤维素、

半纤维素和果胶含量呈负相关，即当果皮细胞壁成分含量

下降，PPO活性、POD活性、MDA、类黄酮以及木质素

含量升高时，果实病斑直径增大，机体受到损伤严重。

3 结 论

胶孢炭疽菌粗毒素能影响采后柑橘果实的多种生理

代谢功能。酚代谢能力增强，使得总酚和类黄酮含量比

对照组大幅度增加；防御酶活性上升，表明粗毒素能诱

发果实的抗性反应；MDA含量增加，果实细胞膜脂过氧

化加重，表明果实细胞膜受到粗毒素的损伤；果皮细胞

壁成分含量降低，说明粗毒素中含有某些水解酶类降解

了纤维素、半纤维素和果胶等大分子成分。粗毒素在引

起果实抗性反应的同时，增加了木质素的生成量，果实

的抗逆性得到增强。当毒素处于一定浓度范围内时，果

实病斑直径与各生理代谢指标存在线性关系，而当毒素
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浓度高于果实所承受的范围时，寄主机体组织损伤，造

成严重生理伤害。其原因可能是毒素对寄主的细胞组分

造成的损伤导致的。在初步弄清毒素对寄主生理代谢影

响的基础上，可以进一步将毒素提纯，明确毒素的化学

性质，进而可将毒素用于筛选抗病品种等。
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