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Trichothecium roseum的酸碱属性及pH值对其
胞外酶活性和致病性的影响

王振宇1，胡慧敏1，龚  迪2，张国军1，Dov PRUSKY1,3，毕  阳1,*
（1.甘肃农业大学食品科学与工程学院，甘肃 兰州 730070；2.甘肃农业大学园艺学院，甘肃 兰州 730070；

3.以色列农业研究组织凡卡尼中心，中央区 Bet Dagan 50250）

摘  要：目的：明确粉红单端孢（Trichothecium roseum）侵染果实的酸碱性质，测定3 种pH值孢子悬浮液接种对

苹果果实病斑直径及胞外酶活性的影响。方法：用T. roseum接种“富士”苹果，测定果实病斑处的pH值变化。用

pH值分别为3、5和7的孢子悬浮液接种果实，观察接种对果实病斑直径及病斑处果胶酶和纤维素酶活性的影响。结

果：T. roseum接种后果实病斑处的pH值显著升高，由第0天的3.54升高至第12天的4.84，提高了36.7%。3 种pH值孢

子悬浮液接种果实后，以pH 7接种的果实病斑直径最大，第9天时分别高出pH 5与pH 3接种的35.2%与68.0%。pH 7

接种的果实病斑处具有最高的果胶酶及纤维素酶活性，第9天时的果胶甲酯酶、果胶甲基多聚半乳糖醛酸酶、多聚

半乳糖醛酸酶活性分别为pH 3接种的2.95、1.61 倍和1.68 倍，为pH 5接种的2、1.25 倍和1.39 倍。此外，pH 7接种的果

实病斑处纤维素酶和β-葡萄糖苷酶第9天的活性分别为pH 3接种的1.97 倍和1.64 倍，为pH 5接种的1.33 倍和1.3 倍。结

论：T. roseum属碱化菌，中性或偏碱环境可提高该菌损伤接种苹果果实病斑处的胞外酶活性，增强其致病性。
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Acid-Base Property of Trichothecium roseum and Effect of pH on Its Extracellular Enzyme Activities and Pathogenicity
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(1. College of Food Science and Engineering, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China; 

2. College of Horticulture, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China; 
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Abstract: Objective: The study aimed to define the acid-alkali property of Trichothecium roseum when inoculated to 

apple fruit and to determinate the effect of inoculation with its spore suspensions at three different pH values (3, 5 and 7) 

on lesion diameter and extracellular enzymes activities in apple fruit. Method: ‘Fuji’ apple fruit was artificially wounded 

and inoculated with T. roseum, and the pH change in lesion tissue was detected during incubation. Meanwhile, the lesion 

diameter and the activities of pectinase and cellulase in the inoculated fruit were determined. Results: The pH of lesion 

tissue increased by 36.7% from 3.54 on day 0 to 4.84 on day 12 after inoculation. The fruit inoculated with the spore 

suspension at pH 7 showed the largest lesion diameter, which was respectively 35.2% and 68.0% higher than that of the 

spore suspensions at pH 5 and pH 3 on day 9 after inoculation. The fruit inoculated with the spore suspension at pH 7 also 

had the highest activities of pectinase and cellulose in lesion tissue. The activities of pectin methylesterase, pectin methyl 

polygalacturonase and polygalacturonase were 2.95, 1.61 and 1.68 folds higher than those in the fruit inoculated with the 

spore suspension at pH 3, and were 2, 1.25 and 1.39 folds higher than those in the fruit inoculated with the spore suspension 

at pH 5, respectively. Moreover, the activities of cellulase and β-glucosidase in the fruit inoculated with the spore suspension 

at pH 7 were 1.97 and 1.64 folds higher than those in the fruit inoculated with the spore suspension at pH 3, and 1.33 and 

1.3 folds higher than those in the fruit inoculated with the spore suspension at pH 5, respectively. Conclusion: T. roseum can 
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produce alkaline substances. A neutral or alkaline environment increases the activities of extracellular enzymes in lesions, 

and enhances the pathogenicity of the pathogen.
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粉红单端孢（Trichothecium roseum）是一种重要的

采后病原真菌，可侵染苹果、梨甜瓜、杏、番茄等多种

果实[1]。由该病原物引起的心腐病是苹果果实采后的重

要病害[2]，心腐病不仅会导致苹果的品质劣变，还会在

果实体内产生真菌毒素[3]。通过伤口及自然孔口进入是 

T. roseum侵染果实的主要途径[2]，但该病原菌侵染后如何

在寄主体内扩展尚不明了。

采后真菌在侵染果实的早期，会分泌氨或有机

酸来调控侵染点周边的pH值，从而营造有利于侵染

的微环境 [4]。有些真菌会分泌氨使寄主pH值升高，如

Colletotrichum属真菌侵染鳄梨[5]，Alternaria alternata侵
染柿子 [6]。有些则会分泌有机酸使寄主pH值降低，如

Penicillium expansum和Penicillium digitatum侵染苹果[7]。 

由于病原真菌的这些酸化或碱化特性，故将其分为

酸化菌与碱化菌两类。当敲除碱化菌Colletotrichum 
gloeosporioides分泌氨的基因GDH2时，其对番茄的致

病性显著降低[8]。进一步研究发现，环境pH值直接调控

了病原真菌胞外酶的分泌与活性。当pH值大于5.8时， 

C. gloeosporioides开始分泌果胶裂解酶，pH值低于5.7
时则不分泌[9]。Phomopsis mangiferae在pH 4时分泌的多

聚半乳糖醛酸酶活性显著高于pH 7[10]。编码Monilinia 
f r u c t i c o l a的两个多聚半乳糖醛酸酶基因M F P G 2和
MFPG3，在pH 3.6～3.7时的表达量显著高于pH 4.5[11]。

A. alternata分泌的内切1,4-β-葡聚糖酶在pH 6时的活性明

显高于pH 4[12]。

虽然已有多种采后病原真菌通过改变宿主pH值影响

其致病性的报道，但是T. roseum侵染苹果后病部pH值如

何变化，环境pH值如何调控该病原菌的致病力和胞外酶

活性却鲜有报道。本研究以“富士”苹果为试材，采用

T. roseum损伤接种果实，观察接种果实病斑处的pH值变

化，研究3 种pH值孢子悬浮液接种对果实病斑的影响，

分析损伤接种果实病斑处果胶酶及纤维素酶活性变化。

以期明确T. roseum的酸碱特性，为揭示该病原物的部分

致病机理提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试T. roseum由甘肃农业大学采后生物学与技术实

验室提供。

供试“富士”苹果于2017年10月采自甘肃省景

泰县国营条山集团苹果生产基地，选取外观整齐、大

小一致、无病虫害、无机械损伤的果实，单果套网套

后入瓦楞纸包装箱，于当天运抵本实验室，于常温

（20～25 ℃）、相对湿度70%～80%条件下贮藏待用。

1.2 仪器与设备 

SW-CJ-2FD超净工作台 苏净集团苏州安泰空气技

术有限公司；LDZX-30KBS立式压力蒸汽灭菌锅 上海

申安医疗器械厂；DHP-9272B型恒温培养箱 上海一恒

科技有限公司；CX21FSIC光学显微镜 奥林巴斯工业

有限公司；PHS-3C型pH计 上海仪电科学仪器股份有

限公司；H-1850R型台式高速冷冻离心机 长沙湘仪离

心机有限公司；1510-04087型酶标仪 赛默飞世尔科技

有限公司。

1.3 方法

1.3.1 不同pH值孢子悬浮液的配制

参照Eshel等[6]方法并修改。先将保存的T. roseum回

接到果实上以活化其致病力，将活化分离成功的菌种在

25 ℃培养7 d，分别加入pH值为3、5、7的无菌磷酸氢二

钠-柠檬酸缓冲液10 mL/皿，用涂布器轻轻刮下培养基表

面的孢子，经4 层纱布过滤后，将滤液转入50 mL三角瓶

中，加入大约0.05% Tween-80后摇匀，在旋涡混合器上振

荡数秒，使孢子分布均匀，采用血球计数板法将孢子悬

浮液浓度调至1.0×106 spores/mL。
1.3.2 损伤接种

参照李灿婴等 [12]的方法。挑选果形端正、大小均

匀、成熟度、色泽一致、无病虫害和机械伤的果实，用

自来水冲洗干净后自然晾干，再用1%的次氯酸钠对果实

表面进行消毒，晾干后，用70%乙醇棉球对果接种部位
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进行表面擦拭消毒，然后用灭菌铁钉于果实中部打4 个深

3 mm、直径3 mm的接种孔。孔内分别接入上述不同pH值

的孢子悬浮液10 μL，以接入等量含0.05% Tween-80的无

菌水为对照，稍作晾干后装入聚乙烯袋中（6 个/袋）， 

于室温（（22±3）℃）、相对湿度85%～90%下贮藏待

测。分别在接种后的0、3、6、9 d和12 d测量病斑直径，

每处理每一时间点用果实20 个，重复3 次。

1.3.3 果实腐烂组织与健康组织pH值的测定

参照Bi Fangchen等[8]方法，用无菌手术刀取样组织

并在无菌研磨机中研磨，将研磨的组织以10 621×g离心

5 min，将上清液用pH计进行测定。每处理每一时间点用

果实20 个，重复3 次。

1.3.4 接种部位pH值的维持

参照Eshel等[6]方法，自接种伊始，每隔12 h分别向接

种孔中注入pH值为3、5及7的无菌磷酸氢二钠-柠檬酸缓

冲液，直至取样结束。

1.3.5 生化测定取样

参照李灿婴等 [12]方法。取病斑组织及病健交界处

3 mm以内的果肉组织。切碎后称取3 g，铝箔纸包裹，液

氮速冻后于－80 ℃超低温冰箱中保存待用。每处理每一

时间点用果实10 个，重复3 次。

1.3.6 胞外酶活性测定

1.3.6.1 粗酶液的提取

果胶甲基多聚半乳糖醛酸酶（ p e c t i n  m e t h y l 
p o l y g a l a c t u r o n a s e，P M G）、多聚半乳糖醛酸酶

（polygalacturonase，PG）、纤维素酶（cellulase，Cx）
和β-葡萄糖苷酶（β-glucosidase，β-Glu）的提取参考

刘耀娜等 [13]的方法。取3 g冷冻组织，置于预冷的研钵

中，加入6 mL预冷的95%乙醇溶液，在冰浴条件下研

磨匀浆后，全部转入离心管，然后4 ℃、10 000×g离
心10 min，倾去上清液，向沉淀物中再加入3 mL预冷的

80%乙醇溶液，振荡，低温放置10 min，然后在相同条件

下离心，再倾去上清液，向沉淀物中加入5 mL预冷的提

取缓冲液，于4 ℃放置提取20 min，再经过离心后收集上

清液即为粗酶液。

果胶甲酯酶（pectin methylesterase，PME）粗酶液

的提取参照Hagerman等[14]方法并修改。取3 g冷冻组织，

置于冰浴的研钵中，加入5 mL 8.8% NaCl溶液在冰浴条

件下研磨成匀浆，将匀浆全部转入到离心管中，4 ℃、

10 000×g离心10 min，收集上清液，用0.1 mol/L的NaOH
溶液调pH值至7.5后即为粗酶液。

果胶裂解酶（pectatelyase，PL）粗酶液提取参照陈

夕军等 [15]方法。取3 g冷冻组织，置于冰浴的研钵中，

加入6 mL的提取缓冲液（50 mmol/L、pH 8.0的Tris-HCl
缓冲液，含1 mol/L NaCl），在冰浴条件下研磨成匀

浆，将匀浆全部转入到离心管中，4 ℃、10 000×g离心

10 min，收集上清液，即为粗酶液。

1.3.6.2 酶活性的测定

PMG活性的测定参照刘耀娜等[13]方法。取0.5 mL粗
酶液，加入到0.5 mL 10 g/L果胶溶液和1.0 mL 50 mmol/L 
的乙酸-乙酸钠缓冲液（pH 5.5）中，37 ℃水浴1 h，加

入1.5 mL的3,5-二硝基水杨酸并立即沸水浴5 min，迅速

冷却后加蒸馏水8 mL之后混匀，540 nm波长处测定吸光

度。PMG活性用每克样品组织（鲜质量）每小时将多聚

半乳糖醛酸在37 ℃催化水解生成半乳糖醛酸的质量表

示，即mg/（h·g）。

PG活性的测定参照刘耀娜等 [13]方法。取0.5  mL
粗酶液，加入到0.5mL 10 g/L多聚半乳糖醛酸溶液和

1.0 mL 50 mmol/L的乙酸-乙酸钠缓冲液（pH 5.5）中，

37 ℃水浴1 h，加入1.5 mL的3,5-二硝基水杨酸试剂并立

即进行5 min沸水浴，迅速冷却，加蒸馏水8 mL之后混

匀，540 nm波长处测定吸光度。PG活性用每克样品组织

（鲜质量）每小时将多聚半乳糖醛酸在37 ℃催化水解生

成半乳糖醛酸的质量表示，即mg/（h·g）。

Cx活性的测定参照刘耀娜等 [13]方法。取0.5 mL粗
酶液，加入到1.5 mL 10 g/L羧甲基纤维素钠溶液混匀，

37 ℃水浴1 h，迅速将1.5 mL 3,5-二硝基水杨酸试剂加入

并进行5 min的沸水浴，迅速冷却后加蒸馏水8 mL进行混

匀，540 nm波长处测定吸光度。Cx活性以每克样品组织

（鲜质量）每小时将羧甲基纤维素在37 ℃催化水解并生

成还原糖（葡萄糖）的质量表示，即mg/（h·g）。

β-Glu活性的测定参照刘耀娜等[13]的方法。取0.5 mL
粗酶提取液，加入1.5 mL 10 g/L水杨苷溶液， 37 ℃水

浴1 h，迅速加入3,5-二硝基水杨酸试剂1.5 mL，再进行

5 min沸水浴后迅速冷却，加入蒸馏水8 mL并混匀，在

540 nm波长处测定吸光度。β-Glu活性以每克样品组织

（鲜质量）每小时将水杨苷在37 ℃水解成还原糖（葡萄

糖）的质量表示，即mg/（h·g）。

PME活性的测定参照Hagerman等[14]方法。反应液包

括4 mL 0.5%果胶溶液、0.3 mL 0.01%溴麝香草酚兰，在

加入粗酶液前初始A620 nm约为0.091，加500 μL粗酶液，反

应2 min后测定其吸光度，酶活性以每分钟吸光度的变化

值ΔA620 nm表示。

PL活性参照陈夕军等[15]方法。取2.0 mL的0.5%果胶

溶液于试管中，40 ℃水浴平衡5 min，加入0.5 mL粗酶

液，40 ℃水浴平衡10 min，取上述反应混合物0.5 mL，
加入4.5 mL 0.01 mol/L的HCl溶液中，充分混和终止反

应。在235 nm波长处测定吸光度。每分钟235 nm波长处

吸光度增加1.0定义为1单位PL活性，以ΔA235 nm表示。

1.4 数据统计与分析

实验至少重复3 次，全部数据用Excel 2007计算 

±s，用SPSS 17.0进行Duncan多重差异显著性分析 

（P＜0.05，差异显著）。
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2 结果与分析

2.1 病部组织pH值的变化及3 种pH值孢子悬浮液接种

对果实病斑直径的影响
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图 1 接种T. roseum后果实病斑处pH值的变化（A）及3 种pH值 

孢子悬浮液接种对病斑直径（B）的影响

Fig. 1 pH change in lesion of fruit inoculated with T. roseum (A), and 

effect of inoculation with spore suspensions at three different pH values 

on lesion diameter (B)

如图1A所示，果实接种T. roseum后，病部组织的pH
值随接种时间的延长明显上升，由第0天的3.54增加到第

12天的4.84，提高了36.7%。对照组织的pH值虽然也有升

高，但增加幅度不大。由于接种病原物的组织pH值在接

种3 d后均显著高于对照（P＜0.05），表明T. roseum碱化

了果实伤口处的微环境，该菌属碱化菌。

如图1B所示，不同pH值孢子悬浮液接种后果实的

病斑直径存在显著差异，其中pH 7的病斑直径最大，

其次为pH 5，pH 3最小。接种后第9天，pH 7孢子悬浮

液接种果实的病斑直径分别高出pH 5和pH 3的35.2%和 

68.0%（P＜0.05）。

2.2 3 种pH值孢子悬浮液接种对果实病斑处果胶酶活性

的影响
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图 2 3 种pH值孢子悬浮液接种对果实病斑处PME（A）、PG（B）、 

PMG（C）和PL（D）活性的影响

Fig. 2 Effects of inoculation with spore suspensions at three different 

pH values on the activities of PME (A), PG (B), PMG (C) and PL (D)

3 种pH值孢子悬浮液接种后病斑处的果胶酶活性表

现各异，整体上以pH 7的活性最大（图2）。pH 7孢子

悬浮液接种后果实病斑处的PME活性在第6天和第9天最

高，显著高于pH 5和pH 3孢子悬浮液接种，接种后第9
天，分别为pH 5与pH 3处理的2 倍与2.95 倍（P＜0.05）
（图2A）；虽然pH 5孢子悬浮液接种果实病斑处的PME
活性在第3、6、9天也高于pH 3孢子悬浮液接种，但两者

之间无显著差异。pH 7孢子悬浮液接种后果实病斑处的

PG活性在第9天最大，显著高于pH 5与pH 3孢子悬浮液接

种的活性。接种后第9天，pH 7孢子悬浮液接种的PG活性

分别为pH 5与pH 3接种的1.39 倍和1.68 倍（P＜0.05）；

第3天与第9天，pH 5孢子悬浮液接种的PG活性也显著高

于pH 3孢子悬浮液（P＜0.05）（图2B）。pH 7孢子悬浮

液接种后果实病斑处的PMG活性在第6天和第9天最高，

显著高于pH 5与pH 3孢子悬浮液接种的活性，接种后第9
天，pH 7孢子悬浮液接种的PMG活性分别为pH 5与pH 3
接种的1.25 倍和1.61 倍（P＜0.05）；第3天与第9天pH 5
孢子悬浮液接种的PMG活性也显著高于pH 3孢子悬浮液

接种（P＜0.05）（图2C）。pH 7孢子悬浮液接种后果实

病斑处的PL活性在第12天最大，显著高于pH 5和pH 3孢
子悬浮液，pH 5与pH 3孢子悬浮液接种后病斑处PL活性
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在各时间点均无显著差异。第12天时pH 7活性与pH 3差
异最显著（P＜0.05）（图2D）。

2.3 3 种pH值孢子悬浮液接种对果实病斑处Cx和β-Glu
活性的影响
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图 3 3 种pH值孢子悬浮液接种对果实病斑处CX（A）和 

β-Glu（B）活性的影响

Fig. 3 Effects of inoculation with spore suspensions at three different 

pH values on the activities of Cx (A) and β-Glu (B)

3 种pH值孢子悬浮液接种后病斑处的纤维素酶整体

上以pH 7的活性最大，pH 5次之，pH 3最小（图3）。 

p H   7孢子悬浮液接种后果实病斑处C x活性在第9天
时最大，分别为pH 5和pH 3接种的1.33 倍与1.97 倍 

（P＜0.05），且pH 5孢子悬浮液接种的Cx活性也高于

pH 3接种的51.5%（图3A）。pH 7孢子悬浮液接种后果实

病斑处β-Glu活性在第9天最大，分别为pH 5与pH 3接种

活性的1.3 倍与1.64 倍，pH 5孢子悬浮液接种高出pH 3接
种的26.9%（P＜0.05）（图3B）。

3 结论与讨论

接种了T. roseum的苹果果实，病斑处的pH值显著升

高，表明该菌属碱化菌。采用3 种pH值孢子悬浮液接种

后发现，pH 7处理苹果果实的病斑直径最大，表明高pH
值环境更有利于T. roseum致病。

pH 7孢子悬浮液接种导致了苹果果实病健交界处最

高的果胶酶和纤维素酶活性，而pH 3接种导致了最低的活

性，表明高pH值有利于T. roseum胞外酶的活化。果实受到

真菌侵染后大多发生组织溃烂，真菌分泌的胞外酶在其

中发挥了重要作用[16]。伤口侵染性真菌分泌的胞外酶主

要由果胶酶、纤维素酶、半纤维素酶等组成，其中以果

胶酶的功能最为强大。果胶酶是一组复合酶，由PME、

PG、PMG、PL等组成，主要在降解细胞壁及中胶层的果

胶物质中发挥作用[17]。果实细胞壁和中胶层中果胶主链的

多聚半乳糖醛酸结构单位被甲醇高度酯化，故PME先催

化主链的脱甲酯化并产生自由羧基群，同时释放甲醇[18]。 

甲醇的释放导致细胞壁pH值降低，从而更有利于PG发挥

作用[19]。PG可水解细胞壁和中胶层中的多聚半乳糖醛酸

中的α-1,4糖苷键，生成低聚半乳糖醛酸和半乳糖醛酸，

从而导致中胶层破坏和细胞壁结构松散，致使果实组织

软化、溃烂[20]。本研究pH 7孢子悬浮液接种果实的病斑

处具有较高的PME和PG活性，与前人研究结果类似。

Sakai等[21]研究发现，PME作用的最佳pH值为7左右。陈

夕军[22]和宋丹丹[23]等也发现，PG在pH 7时的活性显著高

于pH 3时的活性。PMG是一种专一水解底物糖苷键的水

解酶，对底物的酯化度具有高度的选择性，可水解高度

酯化的果胶酸酯的α-1,4糖苷键[24]。本研究pH 7孢子悬浮

液接种后病斑处PMG活性较高，表明PMG在T. roseum的

侵染中后期发挥了重要作用，该结果与杨迎青等[24]研究

类似。PL能够催化降解半乳糖醛酸，通过β消除作用，

在其非还原端产生带有4-脱氧-α-D-半乳糖-4-烯醛酸基

团的不饱和低聚糖，本研究pH 7孢子悬浮液接种后病斑

处PL活性较高，与周人纲等 [25]研究结果类似。不同pH
值导致的果胶酶活性差异与编码果胶酶的不同基因家族

成员在不同的pH值环境水平下被激活有关[7]。例如，碱

化菌C. gloeosporioides仅在pH值高于5.7时，编码PL的
基因pel才会表达，并表现出更强的PL活性[26]。当敲除

C. gloeosporioides产生氨的基因GDH2后，突变株接种后

病斑处pH值未发生显著变化，编码PG的基因表达量也明

显降低[27]。

纤维素酶主要由Cx和β-Glu等组成[28]，通常是在腐

烂发生的后期发挥作用[29]，Cx可分解纤维素中的β-1,4糖
苷键，最终形成纤维二糖[30]。本研究pH 7孢子悬浮液接

种的Cx活性显著高于pH 3和pH 5孢子悬浮液接种，该结

果与耿丽平等[31]研究的草酸青霉（Penicillium oxalicum）

在pH 4～7时均可产生Cx，但在pH 7时酶活性最高的结

果一致。β-Glu主要水解非还原性末端的β-D-糖苷键生成 

β-D-葡萄糖[32]。本研究pH 7孢子悬浮液接种的β-Glu活性

较高，与周进等[33]的结果相似。不同的环境pH值会激活

纤维素酶基因家族的不同成员[7]。
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