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李果实褐腐病病原菌产生细胞壁降解酶条件 
优化及其致病机理

张  婕1，凡先芳1，姚世响1,2，邓丽莉1,2，曾凯芳1,2,*
（1.西南大学食品科学学院，重庆 400715；2.重庆市特色食品工程技术研究中心，重庆 400715）

摘  要：研究李果实褐腐病病原菌产生细胞壁降解酶的种类及其产酶最佳条件，并探讨其导致果实发病的作用机

制。以Monilinia fructicola为研究菌株，通过单因素试验和正交试验优化M. fructicola产生细胞壁降解酶条件；通过

损伤接种粗酶液，研究其对李果实的致病作用。结果表明：M. fructicola产细胞壁降解酶的最佳条件为：培养时间

6 d、培养基pH 6.0、碳源为3.5%蔗糖、氮源为2.5%硝酸钾；粗酶液处理能够导致李果实发生褐腐病，同时引起果

实多聚半乳糖醛酸酶（polygalacturonase，PG）、果胶甲基半乳糖醛酸酶（pectin methylgalacturonase，PMG）活力

的上升，使果实原果胶物质转化为可溶性果胶，同时造成其纤维素含量下降，加速果实的软化腐烂进程。
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Optimization of Culture Conditions of Monilinia fructicola for the Production of Cell Wall Degrading Enzymes and 

Their Involvement in Brown Rot Pathogenesis of Postharvest Plums
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Abstract: The aims of this study were to optimize the culture conditions of Monilinia fructicola for the production of 

cell wall degrading enzymes (CWDE) and to clarify the role of the culture supernatant obtained as crude CWDE in the 

pathogenesis of brown rot caused by Monilinia fructicola in postharvest plums. The optimization of the culture conditions 

was carried out using one-factor-at-a-time and orthogonal array design methods. Besides, the pathogenesis was investigated 

by wounding and inoculating plum fruits with the crude CWDE and observing the incidence of brown rot. The results 

showed that the optimal culture conditions were as follows: culture time, 6 d; pH, 6.0; 3.5% sucrose as carbon source; and 

2.5% KNO3 as nitrogen source. The crude enzymes produced by M. fructicola could cause brown rot of plum fruits. In 

addition, the activities of polygalacturonase (PG), pectin methylgalacturonase (PMG) in the fruits inoculated with the crude 

enzymes were enhanced, thereby leading to the conversion of insoluble protopectin to soluble pectin and cellulose reduced 

cellulose content and consequently accelerating the softening and rotting process. 
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青脆李属蔷薇科核果类，是我国西南地区的特色

水果之一。其肉质致密、味甜汁多、营养丰富，是李树

的优良品种，深受消费者喜爱。青脆李果实成熟时期正

值盛夏高温、高湿季节（每年7～8月），加之其果皮较

薄，汁液丰富，损伤后极易受病原微生物的侵染导致腐

烂。其中由Monilinia spp.引起的褐腐病是李果实采后的

主要侵染性病害[1]。Monilinia spp.主要分为以下3 种：

美澳型核果褐腐病菌（M. fructicola (Winter) Honey）、

果生链核盘菌（Monilinia fructigena (Aderh. et Ruhl.) 
Honey）、核果链核盘菌（Monilinia laxa (Aderh. et Ruhl.) 
Honey），其中，M. fructicola是李果实褐腐病的最主要

致病菌[2-4]。

病原菌致病因子研究是人们探索植物与病原菌互

作关系的重要内容之一。宿主细胞壁是阻止病原真菌侵

入的一道屏障。病原真菌通过分泌多种细胞壁降解酶，

降解组成宿主细胞壁的各种多糖物质，从而破坏细胞壁

和胞间层，或导致细胞分离，组织溃散[5]。细胞壁降解

酶具有双重作用，一方面作为病原物侵染宿主的致病因

子，另一方面酶解产物能诱导宿主防御反应，为寄主-
病原物之间的互作提供一定的参考[6]。大多数病原真菌

都能分泌各种细胞壁降解酶，主要包括果胶酶、纤维素

酶等 [5,7]。果胶酶是作用于果胶质的一类酶的总称，主

要功能是通过裂解或消去作用切断果胶质中的糖苷键，

使果胶质裂解为多聚半乳糖醛酸。其主要分为果胶酯

酶、原果胶酶、果胶裂解酶和聚半乳糖醛酸酶等几大

类[8]。病原菌主要可以分泌果胶酶中的多聚半乳糖醛酸

酶（polygalacturonase，PG）、果胶甲基半乳糖醛酸酶

（pectin methylgalacturonase，PMG），破坏果实的细胞

壁。Chiu等[9]研究表明，褐腐菌在致病的过程中，与PG
相关的果胶基因大量的表达，这证实了果胶酶在致病过

程中发挥了重要的作用。纤维素酶是一类能降解纤维素

的水解酶。纤维素酶是一组由几种酶构成的一类酶，分

别为内1,2-β-D-葡聚糖酶（endoglucanase，EG）、1,4-β-
D-葡聚糖纤维二糖水解酶（4-β-D-glucanase，CX）和β-
葡萄糖苷酶[7]。薛莲等[10]发现活体外苹果炭疽菌产生的胞

外酶中均能够检测到羧甲基纤维素酶（4-β-D-glucanase，
CX），并且活体内接种有炭疽病的果实CX活力显著高

于健康果实，这在一定程度上证实了CX在炭疽病病原菌

致病过程中的作用。另外，在果实软化早期，β-半乳糖

苷酶含量丰富，能够参与降解细胞壁半乳糖苷键，导致

细胞壁的不完整性[11]。

然而，不同的病原菌所分泌的细胞壁降解酶是不

同的，并且不同的降解酶在致病过程中发挥的作用也不

同。目前，对于影响病原菌产酶作用的报道并不多。有

研究表明，环境pH值和碳、氮源种类均会对病原分泌细

胞壁水解酶产生影响[12-13]。已有研究表明，褐腐菌在侵

入果实组织后，会产生相关细胞壁水解酶[14]，但是对褐

腐菌产生细胞壁降解酶的培养条件、主要产生何种酶以

及其对果实结构物质的影响鲜见相关报道。因此，本实

验以褐腐菌为研究对象，从培养时间、培养基pH值、碳

源、氮源4 方面先后进行单因素试验、正交试验，研究

褐腐菌产生细胞壁降解酶的最佳条件以及产酶种类；同

时，将制得的粗酶液损伤接种青脆李果实，研究其对果

实发病以及相关结构物质含量的影响，为进一步明确褐

腐菌产生细胞壁降解酶的致病作用提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

本实验所用李果实品种为“青脆李”（P r u n u s 
salicina Lindell cv. ‘Qingcuili’），于2015年7月采收于重

庆市北碚区缙云山果园，所有果实均采收当天运至实验

室，挑选大小均匀、成熟度一致、无机械伤和无病虫害

的果实，预冷后，放入0 ℃冷库中贮藏待用。

褐腐病病原菌（M. fructicola）为本实验室自行分

离、鉴定和保存菌种。

葡 萄 糖 、 蔗 糖 、 果 糖 、 羧 甲 基 纤 维 素

（carboxymethyl cellilose，CMC）（均为分析纯）   成都

科龙化工试剂厂。

1.2 仪器与设备

BS-4G振荡培养箱 金坛市富华仪器有限公司；dHP-
9082电热恒温培养箱 上海齐欣科学仪器有限公司； 

BXM-30R立式压力蒸汽灭菌锅 上海东亚压力容器制

造有限公司；680温控型酶标仪 美国基因公司。 
1.3 方法

1.3.1 培养基组成

种子培养基：分别称取酵母膏5 g、蛋白胨5 g、
NaCl 5 g，用蒸馏水溶解后，定容至1 000 mL，然后分装

于250 mL三角瓶中，121 ℃条件下灭菌15 min。
液体培养基：KCl 0.5 g，KNO 3 2.0 g，K2HPO 4 

1.0 g，FeSO4 0.01 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，CMC 10 g，
蒸馏水1 000 mL。培养液pH值调至5.0后，分装于250 mL
三角瓶中，每瓶装50 mL，121 ℃条件下灭菌15 min。
1.3.2 粗酶液制备

将褐腐菌接种在马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose 
agar，PDA）培养基（200 g去皮马铃薯加水煮沸20 min
后过滤，滤液中加入20 g葡萄糖、20 g琼脂粉，定容至

1 000 mL，121 ℃灭菌15 min）上，于25 ℃条件下培

养6 d后，挑取大小均匀的菌块接入种子培养基中，在

22 ℃、140 r/min条件下培养2 d，用灭菌纱布滤去菌液，

用无菌水冲洗两遍，将菌丝研磨后用灭菌蒸馏水配成5%

菌悬液。吸取1 mL菌悬液接入液体培养基，于22 ℃、
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140 r/min条件下培养6 d，真空抽滤除去菌丝，于4 ℃、

10 000 r/min条件离心15 min，弃去沉淀，留上清液（粗

酶液）备用。

1.3.3 单因素试验设计

1.3.3.1 培养时间对褐腐菌产酶的影响

在5 0   m L液体培养基中接入1   m L的种子液，于

22 ℃、140 r/min摇床中分别培养0、2、4、6、8 d，按照

1.3.2节的方法提取粗酶液，测定PG、PMG、CX和β-葡萄

糖苷酶的活力。每个处理重复3 次。

1.3.3.2 培养基起始pH值对褐腐菌产酶的影响

分别在pH 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0的50 mL液体培养

基中接入1 mL的种子液，于22 ℃、140 r/min摇床中按照

1.3.3.1节得出的最适培养温度和培养时间培养。按照1.3.2
节的方法提取粗酶液，测定PG、PMG、CX和β-葡萄糖苷

酶的活力。每个处理重复3 次。

1.3.3.3 碳源对褐腐菌产酶的影响

改变液体培养基中碳源种类和用量：蔗糖、葡萄

糖、果糖、CMC（质量分数1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、

3.0%），于140 r/min摇床中，在1.3.3.1、1.3.3.2节得出的

最佳培养时间、pH值条件下培养。按照1.3.2节的方法提

取粗酶液，测定PG、PMG、CX和β-葡萄糖苷酶的活力。

每个处理重复3 次。

1.3.3.4 氮源对褐腐菌产酶的影响

以1.3.3.3节得出的最佳结果为碳源，改变培养基中

氮源种类和用量：蛋白胨、酵母膏、尿素、销酸钾（质

量分数0.5%、1.0%、1.5%、2.0%），于140 r/min摇床

中，按照1.3.3.1、1.3.3.2节得出的最佳培养时间、pH值

条件下培养。按照1.3.2节的方法提取粗酶液，测定PG、

PMG、CX和β-葡萄糖苷酶的活力。每个处理重复3 次。

1.3.4 正交试验设计

在单因素试验的基础上，选择培养时间（A）、培养

基起始pH值（B）、碳源用量（C）、氮源用量（D）为

4 个试验因素，按正交表L16（45）设计正交试验，分别测

定PG、PMG、CX和β-葡萄糖苷酶的活力，如表1所示。

表 1 正交试验因素与水平设计

Table 1 Factors and their coded levels used for orthogonal  

array design

水平
因素

A培养时间/d B pH C碳源用量/% D氮源用量/%

1 5 3.0 2.5 1.5
2 6 4.0 3.0 2.5
3 7 5.0 3.5 3.5
4 8 6.0 4.0 4.5

1.3.5 粗酶液中纤维素酶、果胶酶活力测定

纤维素酶CX、β-葡萄糖苷酶，果胶酶PG、PMG活力

测定参考董小梅[15]的方法。

1.3.6 粗酶液对采后李果实发病情况的影响

按照1.3.4节得到的条件培养褐腐菌，得到菌悬液，

并按照1.3.2节操作制得粗酶液，备用。将李果实用清水

清洗，自然晾干。用无菌打孔器在果实赤道部位均匀刺

2 个孔（直径5 mm，深3 mm），在每个伤口分别接种

40 μL以下溶液：Ⅰ无菌水（对照）；Ⅱ粗酶液。待液体

吸收后，单果包装，贮藏在20 ℃、相对湿度85%～90%

环境下，并用PE膜覆盖保湿处理。每天统计发病率和病

斑直径。每个处理10 个果实，重复3 次。

1.3.7 粗酶液对采后李果实细胞壁降解酶以及相关结构

物质的影响

1.3.7.1 样品的处理

果实用自来水冲洗干净，自然晾干。用无菌铁钉在

果实赤道部位均匀刺2 个孔（直径5 mm，深3 mm），在

每个伤口分别接种40 μL以下溶液：Ⅰ无菌水（对照）；

Ⅱ粗酶液。待处理液吸收干净后，单果包装，贮藏在

20 ℃、相对湿度85%～90%环境下，于贮藏0、12、24、
36、48、60、72、84 h取果实伤口处组织进行各项相关指

标测定。每个处理重复3 次，每个重复10 个果实，整个

实验重复2 次。

1.3.7.2 果实中纤维素酶、果胶酶的测定

纤维素酶CX、β-葡萄糖苷酶和果胶酶PG、PMG活力

测定参考董小梅[15]的方法。

1.3.7.3 果胶物质的测定

果实原果胶和可溶性果胶含量参照Manganaris等[16]的

方法测定。

1.3.7.4 纤维素的测定

采用质量法测定李果实纤维素含量[17]。

1.4 数据分析

E x c e l  2 0 1 6统计分析所得数据，并计算标准

误、制图；用S P S S  2 1 . 0软件对数据进行方差分析

（ANOVA），利用邓肯式多重比较对差异显著性进行

比较分析，P＜0.05表示差异显著。

2 结果与分析

2.1 培养时间、培养基pH值对褐腐菌产细胞壁降解酶

的影响
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图 1 培养时间（A）和培养基pH值（B）对褐腐菌产生 

细胞壁水解酶的影响

Fig. 1 Effect of culture time and pH of culture medium on CWDE 

production

由图1A可知，褐腐菌在培养8 d内均可产生纤维素

酶和果胶酶，PG和PMG两种酶活力呈先上升、后下降

趋势，而β-葡萄糖苷酶、CX活力变化不明显。其中果胶

酶活力明显高于纤维素酶，培养6 d时，β-葡萄糖苷酶、

PG、PMG 3 种酶活力达到峰值，随后下降。由以上结论

可知，褐腐菌产生胞壁降解酶的培养时间选择6 d最好。

由图1B可知，褐腐菌在pH 2.0～6.0范围内都会产生CX、

β-葡萄糖苷酶、PG和PMG。其中果胶酶活力明显高于纤

维素酶。当pH 4.0时，4 种酶活力均达到峰值，分别达到

6.01、6.26、16.44、22.84 U/mL。由以上结论可知，褐腐

菌产生胞壁降解酶的培养基pH 4.0较好。

2.2 碳源对褐腐菌产细胞壁降解酶的影响
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图 2 碳源对褐腐菌产细胞壁降解酶活力的影响

Fig. 2 Effect of carbon source in the culture medium on the activities of 

CX, β-glycosidase, PG, and PMG produced by M. fructicola 

由图2可知，褐腐菌在4 种不同碳源（CMC、蔗糖、

葡萄糖、果糖）培养基中均能产生CX、β-葡萄糖苷酶、

PG和PMG。在以蔗糖为碳源的培养基中，CX、β-葡萄糖

苷酶、PMG 3种酶活力均表现为较高水平，PG活力则在

以葡萄糖为碳源的培养基中表现为较高水平。且当蔗糖

用量为2.5%时，CX、β-葡萄糖苷酶和PMG活力均达较高

水平，分别为257.68、303.96、280.55 U/mL，PG则在2%

达到最高水平132.63 U/mL。在以CMC为碳源的培养滤液

中，CX、β-葡萄糖苷酶、PG和PMG 4 种酶活力均为最

低。由以上结论可知，2.5%蔗糖为褐腐菌产生细胞壁降

解酶的最佳碳源。

2.3 氮源对褐腐菌产细胞壁降解酶的影响
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图 3 氮源对褐腐菌产细胞壁降解酶的影响

Fig. 3 Effect of nitrogen source in the culture medium on the activities of 

CX, β-glycosidase, PG, and PMG produced by M. fructicola 

由图3可知，褐腐菌在4 种不同氮源（硝酸钾、蛋白

胨、酵母膏、尿素）培养基中均能产生CX、β-葡萄糖苷

酶、PG和PMG。在以硝酸钾为氮源培养的滤液中，4 种
酶活力显著高于其他3 种氮源培养基，且在1.5%硝酸钾

为氮源时， CX、β-葡萄糖苷酶、PG和PMG 4 种酶活力

最高，分别达到90.35、89.97、118.31、115.04 U/mL。
此外，尿素最不利于PG和PMG的产生，蛋白胨最不利于

CX、β-葡萄糖苷酶的产生。由以上结论可知，1.5%硝酸

钾为褐腐菌产生细胞壁降解酶的最佳氮源。

2.4 褐腐菌分泌细胞壁降解酶条件优化

表 2 正交试验设计与结果

Table 2 Orthogonal array design with experimental results

试验号
A培养
时间

B pH C碳源
用量

D氮源
用量

CX活力/
（U/mL）

β-葡萄糖苷酶
活力/（U/mL）

PG活力/
（U/mL）

PMG活力/
（U/mL）

总活力/
（U/mL）

1 1 1 1 1 283.35 255.88 204.94 252.88 997.05
2 1 2 2 2 327.29 316.30 351.76 373.73 1 369.08
3 1 3 3 3 445.64 412.68 408.69 439.15 1 706.16
4 1 4 4 4 343.27 346.77 404.19 399.70 1 493.93
5 2 1 2 3 327.29 316.80 308.31 320.30 1 272.70
6 2 2 1 4 266.87 256.38 272.36 309.31 1 104.92
7 2 3 4 1 430.66 488.09 429.66 213.43 1 561.84
8 2 4 3 2 575.48 493.08 515.06 554.51 2 138.13
9 3 1 3 4 341.77 329.79 362.25 362.25 1 396.06

10 3 2 4 3 357.25 341.27 377.23 373.23 1 448.98
11 3 3 1 2 310.81 291.84 323.30 331.29 1 257.24
12 3 4 2 1 357.25 383.22 357.75 352.76 1 450.98
13 4 1 4 2 397.20 361.75 287.34 366.75 1 413.04
14 4 2 3 1 277.85 275.86 347.27 301.32 1 202.30
15 4 3 2 4 386.71 346.77 239.40 340.77 1 313.65
16 4 4 1 3 253.88 244.89 242.40 272.36 1 013.53

总活
力

K1 5 566.22 5 078.84 4 372.74 5 212.17
K2 6 077.59 5 125.28 5 406.42 6 177.48
K3 5 553.26 5 838.90 8 442.65 5 441.37
K4 4 942.52 6 069.57 5 917.78 5 308.57  
R 283.77 242.82 131.21 217.23

从表2可以看出，培养时间、pH值、碳源用量、氮

源用量这4 种不同因素对褐腐菌产生细胞壁降解酶活力

的影响各不相同。以各酶总活力为指标，得到最优组合

为A2B4C3D2，CX、β-葡萄糖苷酶、PG和PMG活力分别为

567.55、503.07、509.21 U/mL和560.27 U/mL。因此，培

养时间6 d、培养基pH 6.0、3.5%蔗糖、2.5%硝酸钾为褐

腐菌产生细胞壁降解酶的最佳培养条件。

2.5 粗酶液对采后李果实发病情况的影响
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图 4 粗酶液对采后李果实发病情况的影响

Fig. 4 Disease incidence and lesion diameter of plum fruits treated 

with the crude enzymes

由图4可以看出，对照组李果实在整个贮藏期间未

发病，粗酶液处理组李果实在发病随时间变化呈上升趋

势。贮藏48 h，粗酶液处理组果实开始发病，在96 h时发

病率达到95%，病斑直径达到34.77 mm。由照片也可以

看出，经过粗酶液处理的果实发病情况较对照组明显。

这表明，粗酶液处理可以导致李果实发病，酶液是导致

李果实褐腐病发病的关键因素之一。

2.6 粗酶液对采后李果实纤维素酶和果胶酶活力的影响

由图5A可以看出，贮藏前期，粗酶液处理组果实CX
活力呈波动性，但是整体变化不大，对照组果实CX活力

在贮藏60 h后呈先上升、后下降趋势，这一阶段对照组

果实CX活力较粗酶液处理组高。由图5B可知，贮藏前

72 h，对照组和粗酶液处理组李果实β-葡萄糖苷酶活力未

呈明显规律性，贮藏72 h后，粗酶液处理组果实β-葡萄糖

苷酶活力较对照组高。由图5C可知，整个贮藏期间粗酶

液处理组果实PG活力显著高于对照组（P＜0.05）。由图

5D可知，贮藏12～60 h内，对照组和粗酶液处理组PMG
活力无明显差异（P＞0.05）；贮藏60～84 h内，粗酶液
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处理组果实PMG活力逐渐上升，而对照组果实呈先下

降后上升趋势，且粗酶液处理组果实PMG活力显著高于

（P＜0.05）对照组。
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图 5 粗酶液对采后李果实CX（A）、β-葡萄糖苷酶（B）、 

PG（C）、PMG（D）活力的影响

Fig. 5 Effect of inoculation with the crude enzymes on the activities 

of CX (A), β-glycosidase (B), PG (C), and PMG (D) in postharvest plum 

fruits during storage

2.7 粗酶液对采后李果实果胶物质的影响

由图6A可以看出，贮藏36 h内，粗酶液处理组果实

可溶性果胶含量较对照组高；贮藏36～84 h内，粗酶液

处理组果实可溶性果胶含量较对照组低。由图6B可以看

出，贮藏48 h内，粗酶液处理组果实原果胶含量较对照组

果实低；贮藏48～84 h内，粗酶液处理组果实原果胶含量

较对照组高。
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图 6 粗酶液对采后李果实可溶性果胶（A）和原果胶（B）含量的影响

Fig. 6 Effect of inoculation with the crude enzymes on the contents of 

pectin and protopectin in postharvest plum fruits during storage

2.8 粗酶液对采后李果实纤维素的影响
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图 7 粗酶液对采后李果实纤维素的影响

Fig. 7 Effect of inoculation with the crude enzymes on cellulose activity of 

postharvest plum fruits during storage

由图7可以看出，贮藏48 h内，对照组李果实纤维

素含量显著高于粗酶液处理组（P＜0.05）。贮藏12 h
时，粗酶液处理组果实纤维素质量分数较对照组果实低

74%。贮藏48～84 h内，对照组和粗酶液处理组之间纤维

素含量差异不显著（P＞0.05）。

3 讨 论

本实验研究表明，M. fructicola在离体条件下可以产

生果胶酶和纤维素酶，这些酶类对采后李果实相关结构

物质有降解作用，是M. fructicola的重要致病因子。这与

Manganaris等[16]将M. fructicola接入桃果实后作用结果相

似。在入侵寄主的过程中，M. fructicola首先产生的细胞

壁降解酶，如果胶酶和纤维素酶，破坏李果实细胞壁结

构和相关组织，加速了病原菌的入侵与营养吸收作用，

后与果实建立寄生关系，大量繁殖，进而导致李果实褐

腐病的发生。
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环境条件会影响病原菌产生细胞壁降解酶。本研究

单因素试验研究结果表明，以培养时间和培养基pH值

为变量因子时，果胶酶（PG、PMG）活力高于纤维素

酶（CX、β-葡萄糖苷酶）；以培养基中碳源和氮源为

变量因子时，4 种酶活力均变化较大，其中以蔗糖为碳

源、硝酸钾为氮源的培养基中，M. fructicola产酶能力

最强。酸性条件下，褐腐菌产生细胞壁降解酶的能力增

强，从而其致病性也增强，这一结果与de Cal等[12]的研

究一致。Chou等[13]研究发现，半乳糖醛酸或葡萄糖作为

碳源培养褐腐真菌时，果胶酶相关的基因获得较高的表

达，这一结果与本实验研究不相符，可能原因为果胶酶

相关的基因表达受培养环境pH值的调控，pH值在3.5～5
之间时，果胶酶基因表达加强，而本实验所采用的最佳

pH 6.0，因此其基因表达出现差异。此外，当真菌在硝酸

铵或酵母提取物作为氮源培养时，与果胶相关的基因表

达也显著升高，因此，硝酸盐是有利于M. fructicola和生

长以及分泌胞外酶[18]。此外，在正交试验中可以得出， 

M. fructicola分泌果胶酶和纤维素酶的最佳条件为：培养

时间6 d、pH 6.0、碳源3.5%蔗糖、氮源2.5%硝酸钾。

本实验中，将粗酶液接种到李果实后，李果实发

生褐腐病，这与杨海清等[19]研究结果不一致，在其实验

中，果胶酶液不能使桃果实发生褐腐病，可能原因为：

本实验采用的是混合酶液，而杨海清等[19]使用的是单一

的果胶酶液，然而为何混合酶液会对果实产生致病作

用，具体原因需进一步研究得出。接入酶液后，李果实

中PG和PMG活力明显升高，而CX和β-葡萄糖苷酶未成

明显规律性，可能是由于李果实组织中果胶物质含量较

高，胞外酶表现底物特异性，因此，PG、PMG活力较

强。这一结论同时说明，褐腐菌主要产生果胶酶发挥致

病作用，而纤维素酶作用不强[20]。外源果胶酶能影响果

实果胶多糖成分、特殊片段以及化学结构，甚至导致果

实直接遭受病害[21-22]。

李果实接种粗酶液后其关结构物质发生变化。结果

表明，粗酶液处理能够引起果实果胶和纤维素含量发生

改变。这一结果与Faulkner[23]、Skamnioti[24]等研究结果一

致。许多真菌穿透宿主细胞表皮层之后，通过细胞壁相

关降解酶分解果皮、果肉组织中的果胶和纤维素，最后

导致二者的降解，胞外纤维素酶则通过绑定到外层膜组

分降解纤维素[25]。然而，真菌侵染是一个复杂的过程，

涉及其他细胞壁降解酶和毒素等致病因素，如激发子、

胞外多糖等，这些物质是如何协同发挥作用导致李果实

褐腐病的发生，需进一步的研究[26-30]。

由以上研究可以得出：M. fructicola产细胞壁降解酶

的最佳条件为：培养时间6 d、pH 6.0、碳源3.5%蔗糖、

氮源2.5%硝酸钾；粗酶液能够导致李果实发生褐腐病，

使果实快速腐烂；酶液引起果实PG、PMG活力的上升，

加速果实可溶性果胶物质的溶出，以及原果胶物质转化

为可溶性果胶，同时，会引起李果实纤维素含量的下

降，加速果实的软化腐烂进程。
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