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磷酸钠对粉红单端孢离体生长和细胞壁降解酶 

分泌的影响 

温晓丽* 

(鞍山师范学院化学与生命科学学院, 鞍山  114000) 

摘  要: 目的  探讨外源磷酸钠对粉红单端孢(Trichothecium roseum)菌丝生长、孢子超微结构及分泌细胞壁

降解酶活性的影响。方法  同一浓度的 T. roseum 孢子悬浮液等量接种到含不同质量浓度的磷酸钠(0.12、0.25、

0.50、1.00、2.00 mg/mL)培养基中恒温培养, 并定期测定菌落直径。制备孢子悬浮液用于孢子表面形态和超微

结构观察及细胞壁降解酶活性测定。结果  磷酸钠处理明显抑制了 T. roseum 的菌丝生长, 扫描电镜和透射电

镜结果显示, 磷酸钠明显抑制了 T. roseum 孢子生长, 表现为表面粗糙且皱缩凹陷, 同时孢子的超微结构发生

了不规则变化。此外, 磷酸钠还显著抑制了培养 2 d 后 T. roseum 分泌的果胶裂解酶、多聚半乳糖醛酸酶、多

聚半乳糖醛酸转移消除酶、果胶甲基反式消除酶、果胶甲基半乳糖醛酸酶和纤维素酶活性。结论  磷酸钠

处理可直接抑制 T. roseum 生长, 并有效抑制其分泌细胞壁降解酶的活性。 
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Effects of trisodium phosphate on in vitro growth and cell wall degrading 
enzyme secretion of Trichothecium roseum 

WEN Xiao-Li* 

(College of Chemistry and Life Science, Anshan Normal University, Anshan 114000, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the effects of exogenous trisodium phosphate on hyphal growth, ultrastructure 

of Trichothecium roseum spore and secretory cell wall degrading enzymes activities. Methods  The same 

concentration of T. roseum was inoculated in equal quantities into the medium containing sodium phosphate of 

different mass concentrations (0.12, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 mg/mL) for constant temperature culture, and the colony 

diameter was determined periodically. Spore suspension was prepared for observation of spore surface morphology, 

ultrastructure and determination of cell wall degradation enzymes activity. Results  Trisodium phosphate distinctly 

suppressed hyphal growth of T. roseum, scanning electron microscopy and transmission electron microscopy results 

showed that trisodium phosphate strongly inhibited the spore growth, as indicated rough surfaces and shrinking, the 

ultrastructure of the spores was irregularly changed. Moreover, trisodium phosphate had a significant suppression 

effect on pectate lyase, polygalacturonase, polygalacturonic acid transeliminase, pectin methyl transeliminase, pectin 

methyl-galacturonase, and cellulose activities secreted by T. roseum after incubation for 2 d. Conclusion  Trisodium 

phosphate has direct antifungal ability on T. roseum growth and effectively inhibits the secretion of cell wall 

degrading enzymes. 
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0  引  言 

真菌侵染引起的病害会导致果蔬贮藏期品质的降低, 

并严重影响其货架期, 造成巨大的经济损失[1]。植物细胞

壁由果胶、纤维素和半纤维素组成, 是植物抵御病原菌入

侵的一道天然屏障[2]。已有研究证明, 许多病原真菌主要

依赖其分泌的细胞壁降解酶侵染果蔬, 在适宜的环境下, 

夺取寄主组织中的营养物质并破坏寄主细胞 [3–5] 。

GAWADE 等 [6]研究发现 , 广生亚大茎点菌 (Rhizoctonia 

bataticola)分泌的多聚半乳糖醛酸酶 (polygalacturonase, 

PG)、果胶甲基半乳糖醛酸酶(pectin methyl-galacturonase, 

PMG)和纤维素酶(cellulose, Cx)活性与其致病性密切相关。

瓜类蔓枯病菌(Didymella bryoniae, D. bryoniae)侵染哈密瓜

果实过程中, 也检测到其高活性的 PG 和 Cx[7]。此外, PG、

PMG 和果胶裂解酶 (pectate lyase, PL)在硫色镰刀菌

(Fusarium sulphureum)侵染的马铃薯块茎中表现出较高的

活性[8]。这些结果均证明, 细胞壁降解酶可引起细胞壁组

分的变化, 其活性升高可加速病原菌侵染速度[6,9]。粉红单

端孢(Trichothecium roseum)是一种寄主范围广泛的致病真

菌, 可引起苹果、芒果、甜瓜和番茄等果蔬的采后腐烂[10–13]。

此外, T. roseum 还能分泌对人类和动物有危害的单端孢菌

素[14–16]。施用化学杀菌剂是目前控制 T. roseum 侵染的主

要措施, 但其在植物体内的残留会对环境和人体健康造成

不利影响[17]。因此, 亟待开发绿色天然的防腐保鲜技术, 

以控制由 T. roseum 引起的采后病害[18]。 

磷酸钠是一种磷酸盐, 属于一般公认安全的化学物

质, 并作为食品添加剂应用于各种食品的贮藏中[19]。相关

研究表明, 应用磷酸钠可以有效减少植物产品上的细菌

数量, 抑制沙门氏菌在家禽、莴苣和辣椒上生物膜的形

成[20–21]。CAI 等[22]报道磷酸钠能控制桃和枣果实由褐腐病

菌(Monilinia fructicola)引起的采后病害, 并能够破坏侵染

真菌细胞膜的完整性。磷酸钠还可以通过增强抗氧化酶活

性和激活苯丙烷代谢来抑制由互隔交链孢 (Alternaria 

alternata)引起的苹果黑斑病 [23–24]。已有研究证明 , T. 

roseum 能在体外分泌 PL、PMG、PG、果胶甲基反式消除

酶(pectin methyl transeliminase, PMTE)、多聚半乳糖醛酸转

移消除酶 (polygalacturonic acid transeliminase, PGTE)和

Cx[10]。许多研究已证实, PMG 和 PL 与真菌的感染过程密

切相关, Cx 可降解纤维素大分子, 活性与病原菌的毒力有

关[6,10]。在腐烂的哈密瓜果实中, D. bryoniae 产生的 PMG

和 Cx 活性比中等毒力的菌株要高[7]。PGTE 和 PMTE 能

够促进果胶中 α-1,4-糖苷键的降解[7]。据报道, 胶孢炭疽

菌 (Colletotrichum gloeosporioides) 和 马 铃 薯 炭 疽 病

(Colletotrichum coccodes)产生的 PL 也会影响番茄和鳄梨

炭疽病的感染程度[25–26]。细胞壁降解酶是 F. sulphureum 侵

染马铃薯块茎过程中的主要致病因素, 不同的细胞壁降解

酶在致病机制中起不同的作用[8]。XUE 等[27]也证明立枯丝

核菌(Rhizoctonia solani)产生的 PG 和 PMG, 其活性越高越

有利于加速侵染过程。然而, 在体外条件下, 关于磷酸钠

对 T. roseum 生长的抑制作用和细胞壁降解酶分泌的影响

的相关研究鲜见报道。 

本研究以 T. roseum 为对象, 研究磷酸钠在离体条件

下对 T. roseum 菌丝生长、孢子表面形态结构、超微结构及

分泌细胞壁降解酶活性的影响, 以期为增加其在果蔬防腐

保鲜方面的可能作用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

粉红单端孢(Trichothecium roseum)分离于自然发病的

苹果果实, 经纯化、致病性检验及鉴定后保存于马铃薯葡

萄糖琼脂培养基(potato dextrose agar, PDA)上, 使用前在

24 ℃活化培养 5~7 d。 

马铃薯葡萄糖培养基(上海广锐生物科技有限公司); 

察式培养基(青岛高科园海博生物技术有限公司); 磷酸钠、

戊二醛、乙酸钠、甘氨酸、乙酸、氢氧化钠、氯化钙(CaCl2)(分

析纯, 北京索莱宝科技有限公司); 磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 饿酸、醋

酸双氧铀、柠檬酸铅(分析纯, 美国 Sigma-Aldrich公司); 乙

醇 (分析纯 , 天津市风船化学试剂科技有限公司 ); 盐酸

(HCl)(分析纯, 天津致诚化学制品有限公司); 3,5-二硝基水

杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)(分析纯, 国药集团化学

试剂有限公司); 考马斯亮蓝(G-250, 北京瑞尔欣德科技有

限公司); 多聚半乳糖醛酸、多聚半乳糖醛酸(分析纯, 上海

士峰生物科技有限公司); 水杨苷(分析纯, 上海聚源生物

科技有限公司); 羧甲基纤维素纳(分析纯, 西亚化学科技

山东有限公司); 果胶(分析纯, 美国 Sigma 公司)。 

1.2  仪器与设备 

UV-1801 紫外分光光度计(北京北分瑞利分析仪器集

团); TGL-16G 离心机、TDL-5-A 离心机(上海安亭科学仪

器厂); HZQ-X300C 恒温震荡培养箱、生化培养箱(上海一

恒科学仪器有限公司); S-4800 扫描电镜、JEM-1230 透射电

镜(日本日立公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  磷酸钠对 T. roseum 菌丝生长的影响 

参照 GE 等[10]的方法并修改, 将不同质量浓度的磷酸
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钠(0.12、0.25、0.50、1.00、2.00 mg/mL)分别加入 PDA 培

养基中制成 PDA 平板, 分别接种直径为 5 mm 的 T. roseum

菌饼, 置于 24 ℃恒温培养箱中培养 6 d。于培养第 3 d 开

始每天采用十字交叉法测定菌落直径。每个浓度接种 10

个 PDA 平板。由此筛选最佳的抑菌浓度进行后续实验。 

1.3.2  磷酸钠对 T. roseum 孢子超微结构的影响 

参照 LI 等[28]方法并修改。从含 1.00 mg/mL 磷酸钠的察

氏培养基中制备浓度为1×108个/mL的孢子样品, 不含磷酸钠

为对照, 在 4 ℃下用 2%戊二醛固定 24 h, 并在 50 mmol/L 磷

酸盐缓冲液(pH 7.2)中洗涤 3 次(每次 10 min)。空气干燥后, 

样品镀金 , 保存在干燥器中 , 制好的扫描电镜样本在

S-4800 扫描电镜下观察并采集照片。 

透射电子显微镜样品, 上述初固定的样品在 1%锇酸

中固定 3 h。而后样品分别在 50%、70%、80%、90%和 100%

的乙醇梯度中脱水 10 min, 并用 Spurr 树脂包埋。使用

Reichert OMU3切片机切割超薄切片(70 nm), 分别用2%的

醋酸双氧铀和 0.5%的柠檬酸铅溶液对切片进行染色。制好

的透射电镜标本用 JEM-1230透射电镜下观察并采集照片。 

1.3.3  粗酶液的提取 

参照 GE 等[10]方法并修改。将 T. roseum PDA 平板用

10 mL 无菌蒸馏水洗涤制备孢子悬浮液(1×108 个/mL)。然

后将 5.0 mL 孢子悬液转移到 20 mL 无菌察氏培养基(含有 0

和1.00 mg/mL磷酸钠), 置于24 ℃恒温振荡培养箱(120 r/min)

孵育。于孵育第 0、1、2、3、4、5 d 各取 10 mL 培养液, 低

温离心 20 min (4 ℃, 12000×g), 上清液用于酶活性测定。

对照和处理每次从 3 个培养瓶中分别取样 3 份。 

1.3.4  细胞壁降解酶活性测定 

(1)PL 活性测定 

参照 GE 等[10]方法并修改。PL 反应体系含有 2.0 mL 

0.5 g/L 的果胶、0.5 mL 的酶提取液和 4.5 mL 0.01 mol/L 

HCl 溶液, 40 ℃孵育 10 min 后冷却, 以不含酶提取液(无菌水

代替)的反应液为对照, 在 235 nm 处测定吸光值。PL 活性以

U表示, 定义为每分钟每毫克蛋白质产生1.0 mg半乳糖醛酸。 

(2)PGTE 和 PMTE 活性测定 

参照 GE 等[10]方法并修改。测定反应体系包括 1.0 mL 

3.0 mmol/L CaCl2、4.0 mL 50 mmol/L 甘氨酸-氢氧化钠缓冲

液(pH 9.0)、3.0 mL 反应底物(其中 PMTE 的底物为 1.0 g/L

果胶, PGTE 的底物为 1.0 g/L 多聚半乳糖醛酸)和 0.1 mL 粗

酶液, 30 ℃孵育 5 min 后冷却, 以不含酶提取液(无菌水代

替)的反应液为对照, 然后在 232 nm 处测定溶液的吸光值。

PMTE 和 PGTE 活性定义为 U, 定义为每分钟每毫克蛋白

吸光度的变化。 

(3)PMG 和 PG 活性测定 

参照GE 等[10]方法并修改。反应体系包括0.5 mL 1.0 mg/mL

果胶(测定 PMG)或 1.0 mg/mL 聚半乳糖醛酸(测定 PG)、

1.0 mL 50 mmol/L 醋酸缓冲液(pH 5.5)和 0.5 mL 粗酶液。

反应溶液在 37 ℃下孵育 1 h, 冷却后迅速加入 1.0 mL DNS

并沸水浴保温 5 min, 以不含酶提取液(无菌水代替)的反应

液为对照, 冷却到室温后按照 DNS 法测定 540 nm 波长下

吸光值。PMG 和 PG 的活性以 U 表示, 是指每分钟每毫克

蛋白质产生 1.0 mg 半乳糖醛酸。 

(4)Cx 活性测定 

参照 GE 等[10]的方法并修改。反应体系包括 500 µL 

1.0 g/L 羧甲基纤维素钠和 500 µL 粗酶液。反应体系在

37 ℃保温 1 h 后迅速加入 2.5 mL DNS, 沸水浴保温 5 min, 

以不含酶提取液(无菌水代替)的反应液为对照, 冷却后测

定 540 nm 波长下吸光值。Cx 活性表示为 U, 是指 37 ℃下

每毫克蛋白质每分钟产生 1.0 mmol 葡萄糖。 

粗酶液中蛋白含量采用 BRADFORD[29]的方法于测定

当天进行。 

1.4  数据分析 

全部实验进行 3 次生物学重复 , 数据用 Microsoft 

Excel 2010 计算平均值和标准偏差并作图。使用 SPSS 统

计软件 15.0 版(SPSS Inc, Chicago, 1 L)进行单因素方差分

析比较平均值。在 α=0.05 的显著性水平下, 通过 Duncan’s

多重差异检验进行差异显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  磷酸钠对 T. roseum 菌丝生长的影响 

由表 1 可知, 在恒温培养期间, T. roseum 菌落直径随着

磷酸钠浓度的增加而降低, 并且所有质量浓度都和对照之间

存在显著性差异(P<0.05)。然而, 0.12 mg/mL 和 0.25 mg/mL

的磷酸钠处理之间没有显著性差异(P>0.05), 0.50 mg/mL的磷

酸钠在培养第 5 和 6 d 与低浓度(0.12 mg/mL 和 0.25 mg/mL)

有显著性差异(P<0.05)。1.00 和 2.00 mg/mL 的磷酸钠在整

个培养期间均显著抑制了 T. roseum 的菌丝生长(P<0.05)。

因此, 选择 1.00 mg/mL 磷酸钠进行后续实验。 
 

 

表 1  不同浓度磷酸钠对 T. roseum 菌落直径的影响(mm) 
Table 1  Effects of trisodium phosphate at different concentration on colony diameter of T. roseum (mm) 

培养时间/d 
磷酸钠质量浓度/(mg/mL) 

0 0.12 0.25 0.50 1.00 2.00 

3 34.5±2.26a 30.7±2.05b 30.0±1.55bc 28.5±1.90bc 27.5±2.87c 18.2±1.57d 

4 45.2±1.47a 40.8±1.55b 39.7±1.92b 39.4±1.67b 32.9±2.22c 23.4±1.21d 

5 56.0±0.84a 51.1±1.88b 49.5±1.53b 46.5±1.06c 44.3±2.28c 28.2±2.42d 

6 63.4±1.43a 57.4±2.92b 57.5±1.24b 52.4±2.10c 49.0±2.24d 33.4±2.48e 

注: 同一行不同字母表示显著性差异(P<0.05)。 
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2.2  磷酸钠对 T. roseum 孢子超微结构的影响 

扫描电镜观察结果显示正常生长的 T. roseum 孢子呈

圆形, 表面光滑(图 1A), 而磷酸钠处理后孢子生长受到强

烈抑制, 表面粗糙、萎缩凹陷(图 1B)。透射电镜观察发现, 

对照组孢子轮廓平滑完整、胞质分布均匀、细胞壁完整(图

1C), 而经磷酸钠处理的孢子细胞膜和细胞壁发生不规则

变化 , 孢子细胞内出现空洞 , 细胞膜边缘开始模糊 (图

1D)。由此说明, 磷酸钠破坏了 T. roseum 细胞壁和细胞膜, 

从而抑制孢子的生长。 
 

 
 

注: A、B 代表扫描电镜观察的对照和磷酸钠处理(1.00 mg/mL); C、

D 代表透射电镜观察的对照和磷酸钠处理(1.00 mg/mL)。 

图 1  磷酸钠处理对 T. roseum 孢子表面形态(A、B)和超微结构的 

影响(C、D) 

Fig.1  Effect of trisodium phosphate treatment on surface 
morphology (A, B) and ultrastructure (C, D) of T. roseum 

 

2.3  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌 PL 和 PMG 活性

的影响 

从图 2A 可以看出, 经 1.00 mg/g 磷酸钠处理的 T. 

roseum 分泌的 PL 活性始终低于对照组。对照组在培养的

第 2 d, PL 活性达到峰值, 随后缓慢下降。与对照组相比, 

磷酸钠处理在培养第 1~5 d 显著抑制了 PL 活性。培养期间, 

对照组 PMG 活性不断升高, 在第 3 d 达到最高, 随后一直

保持较高水平(图 2B)。磷酸钠处理显著抑制了培养第 2~5 d 

T. roseum 分泌的 PMG 活性。 

2.4  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌 PMTE 和 PGTE
活性的影响 

经磷酸钠处理的 T. roseum 分泌 PMTE 活性在第 0~3 d

增加, 随后逐渐下降, 而对照组在第 2 d 达到最高活性(图

3A)。磷酸钠处理在培养第 1~5 d 显著抑制了 PMTE 活性, 

处理组 PMTE 活性分别是对照的 90.91%、79.94%、92.34%、

82.41%和 83.0%。磷酸钠处理和对照 T. roseum 分泌的

PGTE 活性在第 0~3 d 逐渐升高, 随后开始下降(图 3B)。磷

酸钠处理在第 1~5 d 显著抑制了 PGTE 活性, 分别是对照

的 88.30%、65.02%、78.16%、82.30%和 83.29%。 
 

 

 

注: 不同小写字母表示不同组间差异显著(P<0.05), 下同。 

图 2  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌 PL (A)和 PMG (B)活性的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of trisodium phosphate treatments on PL (A) and 
PMG (B) activities secreted by T. roseum (n=3) 

 

 
 

图 3  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌的 PMTE (A)和 PGTE (B)活性

的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of trisodium phosphate treatments on PMTE (A) and 
PGTE (B) activities secreted by T. roseum (n=3) 
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2.5  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌 PG 和 Cx 活性的

影响 

在培养期间, 磷酸钠处理和对照 T. roseum 分泌的 PG

活性均呈先升高后降低的趋势, 但磷酸钠处理延迟了 PG

活性高峰的出现(图 4A)。此外, 磷酸钠处理显著抑制了第

2~5 d 的 PG 活性, 分别比对照组降低了 21.26%、20.84%、

16.05%和 16.15%。在对照和磷酸钠处理组中 T. roseum 分

泌的 Cx 活性呈先升高后降低的趋势且均第 3 d 达到峰值

(图 4B)。磷酸钠处理在培养第 1~4 d 显著降低了 T. roseum

分泌 Cx 的活性。在培养第 3 d 时 Cx 活性差异最大, 对照

组是磷酸钠处理的 1.2 倍。 

 

 
 

图 4  磷酸钠处理对 T. roseum 分泌 PG (A)和 Cx (B)活性的影响

(n=3) 
Fig. 4  Effects of trisodium phosphate treatments on PG (A) and Cx 

(B) activities secreted by T. roseum (n=3) 
 

3  讨论与结论 

本研究表明, 磷酸钠处理可以抑制 T. roseum 的菌丝

生长, 而且抑制效果与浓度相关。同样地, SU 等[21]的研究

显示 20~50 mg/mL 的磷酸钠处理可抑制辣椒和生菜上

Listeria monocytogenes 和 Salmonella typhimurium 的生长。

本研究还发现磷酸钠处理会导致孢子发生皱缩, 使细胞壁

和细胞膜遭到不同程度的破坏, 同时也会损伤细胞器。在

Monilinia fruticola 的研究中也发现, 磷酸钠会破坏细胞膜

结构[22]。据报道, 磷酸钠处理可以渗透并破坏细胞质和细胞

膜, 使细胞内的大分子物质释放到细胞外, 最终导致细胞的

死亡[30‒31]。WANG 等[32]的研究也表明, 硅酸钠对 T. roseum

的菌丝生长和孢子萌发有明显的抑制作用, 并引起部分细

胞壁溶解, 增加菌丝的膜透性。由此说明, 钠盐类可以破坏

T. roseum 细胞的质膜结构和功能, 从而抑制孢子的生长。 

通过分泌细胞壁降解酶来破坏寄主细胞为自身提供

碳源是很多病原真菌的重要致病机制[33]。本研究发现, 磷

酸钠显著抑制了 T. roseum 产生的 PL、PMG、PG、PGTE

和 PMTE 活性。T. roseum 产生的果胶酶是加速侵染的主要

因素, 磷酸钠处理可以抑制果胶酶的活性。此外, 病原菌

在感染过程中也会产生 Cx, 在后期主要用于降解细胞壁

组织[34]。ZHANG 等[7]研究表明, D. bryoniae 在侵染哈密瓜

的过程中产生的 Cx 活性与果实腐烂的严重程度呈正相关。

这一结果与本研究结果相似 , 磷酸钠有效地降低了 T. 

roseum 产生 Cx 的能力。 

在离体条件下磷酸钠对 T. roseum 的生长有明显的抑

制作用, 其可能的机制包括破坏细胞壁和细胞膜的结构、

抑制分泌细胞壁降解酶的活性。 
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