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蛇床子素对植物病原真菌抑制机制的初步研究

石志琦1,　沈寿国2,　徐朗莱2,　范永坚13

(1. 江苏省农业科学院 植物保护研究所,江苏 南京 210014;

2. 南京农业大学 生命科学学院,江苏 南京 210095)

摘　要: 天然化合物蛇床子素 (o stho l)对草坪纹枯病菌R h iz octon ia solan i、芒果炭疽病菌Colletotrichum m usae、苹果

叶枯病菌R h iz octon ia solan i、辣椒疫霉病菌P hy top hora cap sici、辣椒炭疽 (红)病菌Collectotrum g loesp orioid es、番茄

灰霉病菌B otry tis cinerea Pers、油菜菌核病菌S clerotin ia sclerotiorum、小麦赤霉病菌F usarium g ram inearum、苹果轮

纹病菌 M acrop hom a kaw atsuka i、水稻稻瘟病菌 Py ricu laria g risea、西瓜枯萎病菌 F usarium oxy sp orum

f . sp. n iveum、棉花枯萎病菌F usarium oxy sp orum f. sp. vasinf ectum、棉花黄萎病菌V erticillium d ah liae等有不同的

抑制活性,对大多数病菌其抑制中浓度 (EC50值)在21. 15～ 61. 62 ΛgömL之间。以小麦赤霉病菌为研究对象,结果表

明 50 ΛgömL 蛇床子素对其孢子萌发有显著的抑制作用; 100 ΛgömL 蛇床子素处理 24 h 后,菌丝大量断裂,可溶性

蛋白含量增加,菌体葡萄糖含量呈“V”型变化,几丁质水解酶活性和几丁糖含量均高于对照。
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Inh ib it ion M echan ism of O sthol to Plan t Fungus Pathogen s

SH I Zh i2qi1,　SH EN Shou2guo 2,　XU L ang2la i2,　FAN Yong2jian13

(1. Institu te of P lan t P rotection , J iang su A cad em y of A g ricu ltu ra l S ciences,N anj ing 210014, Ch ina;

2. D ep artm en t of B iology S cience,N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity ,N anj ing 210095, Ch ina)

Abstract: N atu ra l compound o stho l has been p roved to have a w ide spectrum of fungi inh ib it ion

including R h iz octon ia solan i, Colletotrichum m usae, R h iz octon ia solan i, P hy top hora cap sici,

Collectotrum g loesp orioid es, B otry tis cinerea Pers, S clerotin ia sclerotiorum , F usa rium

g ram inea rum , M acrop hom a kaw a tsuka i, w ith the value of EC 50 ranged from 21. 15 ΛgömL to

61. 62 ΛgömL to som e fungi. F. g ram inea ruym w as u sed to research the inh ib it ion m echan ism of

o stho l, the resu lts show ed 50 ΛgömL o stho l cou ld inh ib it the germ inat ion of its spo res eviden t ly.

A fter t rea tm en t of o stho l fo r 24 h, the hyphae of th is fungu s grow ing in aliqou scu ltu re cam e in to

large moun ts of fragm en ts. Gluco se con ten t decreased first ly and then increased to the level of

con tro l. So lub le p ro tein s, ch it in con ten t and ch it inase act ivity w ere h igher than that of con tro l.

Key words: o stho l; p lan t fungu s pathogen; inh ib it ion m echan ism

　　天然化合物蛇床子素是从伞形花科植物蛇床

子、欧前胡等中提取,其化学名称为 82(32甲基222丁
烯基)甲醚馓形酮,属于香豆素类化合物。该类化合

物目前主要在医学上研究较多[1 ]。Stadler等曾经报
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道过蛇床子素对细菌和真菌具有强烈的抑制作

用[2 ]。 Shuk la 等 报 道 该 化 合 物 对 A lterna ria

a lterna ta、 A sp erg illus sp. 和 C ryp tococuus

neof orm ans具有抑制作用[3 ]。Beier 和O ert li报道这

类化合物可作为植物毒素来减轻植物受侵染程度,

甚至可以阻止病原物在植物体内繁殖[4 ]。笔者在离

体条件下研究了蛇床子素对植物病源真菌的抑制作

用,对其抑菌机制进行了初步探讨,旨在为其作为生

物农药应用提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株及试剂

供试菌株: 草坪纹枯病菌R h iz octon ia solan i、芒

果炭疽病菌 Colletotrichum m usae、苹果叶枯病菌

R h iz octon ia solan i、辣 椒 疫 霉 病 菌 P hy top hora

cap sici、辣 椒 炭 疽 ( 红 ) 病 菌 Collectotrum

g loesp orioid es、番茄灰霉病菌B otry tis cinerea Pers、

油菜菌核病菌S clerotin ia sclerotiorum、小麦赤霉病

菌 F usa rium g ram inea rum、苹 果 轮 纹 病 菌

M acrop hom a kaw a tsuka i、烟草赤星病菌A lterna ria

a lterna ta、西瓜枯萎病菌F usa rium oxy sp orum f. sp.

n iveum、棉花枯萎病菌 F usa rium oxy sp orum f. sp.

vesinf ectum、棉花黄萎病菌V erticillium d ah liae、水

稻稻瘟病菌 Py ricu la ria g risea ,均由江苏省农科院

植物保护研究所保存。

菌碟: 生长在 PDA 平板上的小麦赤霉病菌于

25℃培养3 d 后,打取直径5 mm 的菌碟。

试剂: 蛇床子素 (o stho l) (中国药品生物制品检

定所产品) ,纯度为 99. 5% ; 考马斯亮蓝G2250 (南京

生物技术有限公司产品) ;对2N ,N 2二甲基氨基苯甲
醛 (DM AB ) (上海三爱思有限公司产品) ; 3, 52二硝
基水杨酸 (DN S) (南京农业大学生物化学教研组胡

琼英老师赠送) ;几丁质和三羟甲基氨基甲烷 (T ris)

[中国医药 (集团)上海化学试剂公司产品 ]。

1. 2　抑菌谱测定

采用菌落直径离体测定法[5 ]。将菌株活化,在接

近边缘生长一致处打取直径为 6 mm 的菌碟,分别

接入含蛇床子素浓度为 0、6. 25、12. 5、25、50、

100 ΛgömL的 PDA 平板中央, 培养观察, 量取菌落

直径,计算抑制中浓度和毒力方程。

1. 3　蛇床子素对小麦赤霉病菌生长的影响

取菌碟分别接入浓度为 0、6. 25、12. 5、25、50、

100 ΛgömL 蛇床子素的 PDA 平板, 25℃培养观察。

每处理重复3次。

1. 4　蛇床子素对小麦赤霉病菌孢子萌发的影响

取菌碟接入 6%的绿豆汤培养基中, 在 25℃、

140 röm in 条件下培养 5 d 产孢, 纱布过滤,

4 000 röm in离心,取其沉淀用适量的水悬浮得到孢

子。分别加入蛇床子素,使其终浓度为0、6. 25、12. 5、

25、50、100 ΛgömL ,分别于1、3、6、12、24 h 用水稀释

观察,每视野孢子数达30～ 40个。

1. 5　蛇床子素处理后小麦赤霉病菌生理指标的

测定

1. 5. 1　菌丝粗提液制备　取一块直径为 5 mm 的

菌碟接入 50 mL 查氏培养基中, 140 röm in、25℃培

养 72 h,加入蛇床子素至终浓度为100 ΛgömL处理,

每个处理重复3次。在处理后1、3、6、12、24 h 观察菌

丝形态并过滤收集菌丝, 用滤纸吸干, 于 - 20℃

贮存备用。称取 0. 4 g菌丝 , 加入 2 mL T ris 2HC l

(0. 05 mo löL , pH = 7. 5) ,冰浴研磨, 15 000 g、4℃离

心,取上清液于- 20℃贮存备用。

1. 5. 2　可溶性蛋白含量的测定[6 ]　取 1. 5. 1 中制

备的菌体上清液 0. 1 mL , 稀释 10 倍, 取稀释液

0. 1 mL , 加入 3 mL 考马斯亮蓝 G2250 溶液, 静置

5 m in,于波长595 nm 处测定其OD 值。

1. 5. 3　还原性糖含量测定[7 ]　取 1. 5. 1 制备的上

清液0. 1 mL ,加 2 mL DN S,沸水浴 5 m in,冷却,以

蒸馏水定容至 25 mL , 于波长 540 nm 处测定其

OD 值。

1. 5. 4　几丁糖含量的测定[8 ]　取 1. 5. 1 制备的菌

体上清液 0. 2 mL ,加 0. 1 mL 硼酸钾 (0. 8 mo löL ) ,

沸水浴 3 m in, 冷却, 加 3 mL 质量分数为 1%的

DM AB, 36℃保温20 m in,冷却,于波长544 nm 处测

定其OD 值。

1. 5. 5　酶活性的测定[8 ]　取 1. 5. 1 制备的菌体上

清液 0. 2 mL ,加胶状几丁质0. 2 mL , 37℃保温 1 h,

煮沸 5 m in 灭活。对照先煮沸 5 m in 灭活。

5 000 röm in离心 10 m in, 取上清液 0. 2 mL , 加

0. 1 mL 硼酸钾 (0. 8 mo löL ) , 沸水浴中加热 3 m in,

冷却,加3mL 1%的DM AB , 36℃保温20m in ,冷却,

于波长544 nm 测定其OD 值。以反应前后灭活吸光

度之差表示几丁质酶活性。

2　结果与分析

2. 1　蛇床子素对几种植物病原真菌的离体抑制效果

蛇床子素对真菌的抑制结果见表1。其对草坪纹
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T ab le 1　 Inh ib it ion of o stho l to p lan t pathogen s

Pathogens (Ch inese nam e) Toxic regression equation
M edian effective con ten t

EC50 (95%CL ) öΛg·mL - 1

R. solan i (草坪纹枯病菌) Y = 17. 53x - 3. 499 21. 15±9. 32

C. m usae (芒果炭疽病菌) Y = 12. 38x + 10. 84 23. 63±10. 47

R. solan i (苹果叶枯病菌) Y = 6. 85x + 27. 49 26. 84±14. 33

P. cap sici (辣椒疫霉病菌) Y = 10. 11x + 13. 06 39. 94±13. 47

C. g loesp orioid es[辣椒炭疽 (红)病菌 ] Y = 10. 37x + 11. 64 41. 34±7. 69

B . cinerea Pers (番茄灰霉病菌) Y = 12. 61x + 2. 95 41. 76±9. 32

S. sclerotiorum (油菜菌核病菌) Y = 13. 43x + 11. 61 43. 33±10. 24

F. g ram inearum (小麦赤霉病菌) Y = 17. 80x - 21. 96 56. 94±8. 21

M . kaw atsuka i (苹果轮纹病菌) Y = 14. 09x - 8. 63 61. 61±7. 63

A . a lterna ta (烟草赤星病菌) Y = 5. 77x + 15. 01 428. 4±35. 6

F. oxy sp orum f. sp. n iveum (西瓜枯萎病菌) Y = 11. 06x + 9. 24 39. 82±12. 41

F. oxy sp orum f. sp. vasinf ectum (棉花枯萎病菌) Y = 5. 90x + 27. 04 46. 59±13. 67

V ertillium d ah liae (棉花黄萎病菌) Y = 7. 79x + 8. 06 218. 00±31. 69

Py ricu laria g risea (水稻稻瘟病菌) Y = 10. 07x + 11. 58 453. 09±47. 32

枯病菌、芒果炭疽病菌、苹果叶枯病菌的离体抑菌活

性较高, EC 50值为20 ΛgömL 左右;对辣椒疫霉病菌、

辣椒炭疽 (红)病菌、番茄灰霉病菌、油菜菌核病菌等

的抑制效果也较好,其EC 50值为40 ΛgömL左右; 而

对烟草赤星病菌和水稻稻瘟病菌活性很低。

2. 2　蛇床子素对小麦赤霉病菌生长的抑制

蛇床子素对小麦赤霉病菌菌丝径向生长有抑制

作用,减少菌丝对平板的附着 (图 1) ,且抑制小麦赤

霉病菌菌丝顶端生长,分枝增加 (图2)。液体培养下

以100 ΛgömL 蛇床子素处理24 h 时,菌丝大量断裂

(图3) ,表明蛇床子素可能影响到其细胞壁的生长。

F ig. 1　 Inh ib it ion of o stho l to grow th of

hyphae of F. g ram inearuym

N o te: 1～ 6 w ere 0, 6. 25, 12. 5, 25, 50, 100 ΛgömL , respectively

F ig. 2　 Inh ib it ion of o stho l to hyphae mo rpho rogy of

F. g ram inearuym

F ig. 3　 Inh ib it ion of o stho l to mo rpho rlogy of fate of

F. g ram inearuym hyphae
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2. 3　蛇床子素对小麦赤霉病菌孢子萌发的影响

蛇床子素对小麦赤霉病菌孢子萌发有显著抑制

作用,抑制芽管伸长。抑制率与浓度成正比,当蛇床

子素浓度达到50 ΛgömL 时,孢子不萌发 (图4)。

F ig. 4　 Inh ib it ion of o stho l to germ ination of

Fusarium spo res

S0～ S5 w ere 0、6. 25、12. 5、25、50、100 ΛgömL , respectively

2. 4　蛇床子素对小麦赤霉病菌可溶性蛋白含量、还

原糖含量、几丁糖含量及几丁质酶活性的影响

　　蛇床子素处理后小麦赤霉病菌可溶性蛋白含量

高于对照 (图5) ,可能是蛇床子素提高了蛋白质水解

酶活性的原因。

F ig. 5　Change of so lub le p ro tein con ten t

by treatm ent of o stho l to F. g ram inearuym

　　还原糖 (胞质中主要为葡萄糖)含量在蛇床子素

处理的前3 h 内急剧下降,在3 h时达到最低,然后逐

渐上升至对照水平 (图6)。

　　处理后菌体内几丁质酶活性、几丁糖含量均高

于对照 (图7,图8) ,表明蛇床子素可能有抑制病菌吸

收葡萄糖的功能。此时,菌体几丁质水解酶活性开始

升高,可能此时开始利用自身细胞壁水解所产生的

葡萄糖供其生长,表现为处理前期菌体葡萄糖含量

降低、而后升高的变化趋势。

F ig. 6　T he change of gluco se con ten t by treatm ent of

o stho l to F. g ram inearuym

F ig. 7　T he change of ch it inase activity by

treatm ent of o stho l to F. g ram inearuym

F ig. 8　T he change of ch it in con ten t after

treatm ent o stho l to F. g ram inearuym

3　讨论

蛇床子作为中国传统中草药,具有广泛的药理

活性。中药活性成分研究表明,蛇床子素具有消炎、

抗菌、杀虫的作用,对人体具有抗心率失调、扩张血

管、降血压作用[1 ]。笔者研究了离体条件下蛇床子素

对植物病原真菌的抑制作用,并对其抑菌机制作了

初步探讨。结果表明,蛇床子素有着较广谱的抑菌活

性,且对辣椒疫霉病菌 (细胞壁主要成分为纤维素)

和小麦赤霉病菌 (细胞壁主要成分为几丁质)均有显

著的抑制作用。与其相比,一般杀菌剂对卵菌纲真菌
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不表现活性,表明蛇床子素可能有着更广泛的应用

前景。

研究表明蛇床子素具有阻断N a+、Ca2+ 内流的

作用[1 ] ,而N a+ 和葡萄糖在人体内吸收为共转运关

系[9 ]。1996年,M on iello 等报道香豆素能减少真菌

对纤维素的附着能力,同时能抑制N . f ron ta lis对葡

萄糖的吸收[10 ]。本研究结果显示,用蛇床子素处理

小麦赤霉病菌初期其葡萄糖含量下降,可能是由于

蛇床子素阻断了N a+ 内流,从而阻止了对葡萄糖的

吸收。

B runo 等 研 究 表 明, 墨 绿 霉 T richod erm a

a trov irid e在葡萄糖饥饿时引起了细胞壁水解酶活

性的升高, 并引起了相关细胞壁水解酶基因的表

达[11 ]。本研究用蛇床子素处理小麦赤霉病菌,处理

前期菌体内葡萄糖的含量下降而几丁质酶活性升

高, 3 h 后其葡萄糖含量又逐渐升高至对照,几丁质

酶活性和几丁糖含量也均高于对照。由此认为,蛇床

子素处理造成了真菌菌体糖饥饿,引起相关细胞壁

水解酶的表达,如几丁质酶活性和蛋白质水解酶活

性的升高,而几丁质酶活性升高导致处理后期葡萄

糖含量升高,蛋白质水解酶活性增强的结果则使得

可溶性蛋白含量升高。
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