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藁本提取物对 2种柑桔贮藏病害病原菌的抑制作用研究
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摘  要:采用菌丝生长速率法 ,测定了藁本提取物对柑桔炭疽菌和柑桔绿霉菌的离体抑菌活性。

结果表明,在藁本初提物浓度为 3. 500 mg/ mL 时, 对绿霉病原菌抑制率为 93. 8% (培养 3 天) 和

85. 4% (培养 5 天) , 对炭疽病菌抑制率为 98. 2% (培养 3 天)和 91. 71% (培养 5 天)。藁本提取物

对炭疽菌的有效中浓度( EC50 )分别为 0. 146 mg/ mL(培养 3 天)和 0. 2109 mg/ mL (培养 5 天) ; 对

柑桔绿霉菌的 EC50为 0. 1544 mg/ mL(培养 3天)和 0. 3222 mg/ mL(培养 5 天)。显微观察发现, 藁

本提取物处理后, 2 种病原菌菌丝出现扭曲、膨大、液泡增多、间隔改变及分枝增加等情况。藁本提

取物抑菌活性的发现为进一步研究开发新型植物源农药提供了重要信息。
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Antifungal Activities of the extract from Ligusticum sinense

against two Citrus Storage Pathogens
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Abstract: The extr act from L igust icum sinense w as investigated fo r it s bio activit y against Penicilli-

um d igitatum and Colletotr ichum gloeosp o rioid es using mycelial g rowt h rate method. The results

showed that the inhibition r ates w ere 93. 8% ( 3 d) and 85. 4% ( 5 d) against P. digitatum , and

98. 2% ( 3 d) and 91. 7%( 5 d) against C. gloeospor ioides at 3. 5 mg / mL . Bio assay of ex tr act showed

that t he ethano l ext ract was effective to P. digitatum and C. gloeosp or ioides, in w hich the EC50 w as

0. 146 mg / mL ( 3 d) , 0. 2109 mg / mL ( 5 d) and 0. 1544 mg/ mL( 3 d) , 0. 3222 mg/ mL( 5 d) respect ive-

ly. M icr oscope obser vation show ed that the mycelia of the two pathogens w ere abno rmal, showing

disto rted, bulged, more- vacuo lated, and mo re- branched . T he results indicated t hat L . sinense is po-

tentia lly a new botanic fung icide.

Key words: Antifungal activ ity; L igusticum sinens e; Colletotr ichum g loeosp or ioides ; Colletotri-

chum gloeos p or ioides

  柑桔在贮藏运输过程中易发生多种病害, 造成

果实腐烂变质, 严重时可达 60%以上 ,经济损失严

重。其中,最常见的是柑桔绿霉病菌和炭疽病病菌

引起的果实腐烂, 一般占腐烂果实的 80% ~

90% [ 1] 。柑桔保鲜剂以化学药剂为主, 因为食品安

全的需要, 现在生物源保鲜剂已成为研究的热点之
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一。植物源保鲜剂来源于天然植物代谢产物, 具有

对人畜安全、不污染环境、不易引起抗药性、在自然

环境中易于降解等优点[ 5] 。研究发现 ,藁本提取物

能够较好地抑制柑桔绿霉病和炭疽病病原菌的生

长。藁本 Lig usticum s inense Oliv. 为伞形科、藁本

属的多年生草本植物, 在我国分布广泛。通过对藁

本提取物的抑菌作用进行研究, 旨在为植物源农药

的开发提供理论参考。

1  材料与方法

1. 1  材料

藁本:购于成都荷花池药材市场。菌种: 柑桔绿

霉菌 Penicillium digitatum Sacc.、柑桔炭疽菌 Col-

letotr ichum gloeosp or ioides ( Penz. ) Penz. 由中国农

业科学院柑桔研究所综合防治课题提供。

1. 2  方法

1. 2. 1  藁本提取物的制备

将藁本剪成小段, 50 e 烘干后研成粉末, 保存

备用。称取 20 g 藁本粉末, 加入 95 %乙醇溶液 200

mL 50 e 超声提取, 重复 3 次, 每次 40 分钟。将提

取液浓缩,称重后定容到 20 mL , 4 e 贮藏备用。用

下列公式计算提取率。

  提取率( % ) =
提取物的量( g)

材料干重( g )
@ 100

无菌条件下配成质量浓度为35 mg/ mL的溶液。

1. 2. 2  藁本提取物对病原菌的抑制作用

用移液枪吸取 1 mL 藁本提取物置入装有9 mL

已融化的 PDA 培养基 (温度约为 60 e )的三角瓶

中,摇匀, 再倒入直径为 90 mm 的培养皿中, 制成质

量浓度为 3. 500 mg / mL 的含药培养基平板, 平板凝

固冷却后用接种针在不同培养皿平板中央分别接入

生长一致的柑桔绿霉病和炭疽病病原菌菌饼(直径

为 6 mm) ,每皿接 1 个菌饼, 生长有菌落的一面朝

向培养基。每处理 3 个重复。同时,设对照(清水)。

28 e 培养 72 小时,采用十字交叉法测定菌丝生长

直径,按下列公式计算抑制率。

  菌落直径( mm) = 平均菌丝直径( mm) - 0. 6( mm)

  相对抑制率( % ) =
IC- I1

I1

其中, IC 表示对照的菌落直径 ( mm) , I1 表示

处理的菌落直径 ( mm)。

1. 2. 3  藁本提取物对病原菌的毒力测定

在无菌条件下,配制不同浓度的藁本提取物, 方

法与 1. 2. 2 相同。所得数据用 DPS 软件完成毒力

回归方程、有效中浓度( EC50 )和 95%置信区间。

1. 2. 4 藁本提取物对病原菌菌丝形态的影响

1. 2. 2 中各处理和对照菌 25 e 培养 5 天后在

显微镜下观察病原菌形态特征。

2  结果与分析

2. 1  藁本提取物对病原菌的抑制作用

通过处理, 得到藁本提取物 2. 1 g, 其提取率为

10. 5 %。在 PDA 培养基(对照 1)上, 柑桔绿霉病病

原菌的分生孢子极容易扩散,培养 3 天时长满培养

皿(由许多绿霉菌落共同生长长成) ; 在带药 PDA 培

养基 (藁本提取物浓度3. 500 mg/ mL )上培养 3 天

时, 菌落扩展明显受到影响, 无扩展, 边缘菌丝颜色

变浅; 培养 5 天时,菌落扩展受到的影响减小, 形成

的菌落较小, 呈白色或浅绿色,说明藁本提取物能抑

制柑桔绿霉病病原菌菌丝生长或阻碍其生长代谢。

在 PDA 培养基上, 柑桔炭疽病病原菌生长旺盛, 菌

丝在培养基上均匀扩展, 培养 5 天时扩展至培养皿

的 3/ 4,菌落边缘的菌丝呈白色, 中心的菌丝呈灰

色, 并逐渐向边缘扩散;在带药 PDA 培养基(藁本提

取物浓度3. 500 mg / mL )上培养 3 天时,菌落只均匀

地扩展了 1 mm,菌丝生长受到明显的抑制作用; 培

养 5 天时, 菌丝生长依然受到较强的抑制作用,菌落

只扩展了 3 mm。说明藁本提取物对柑桔炭疽病菌

菌丝生长均有强烈的抑制作用(见图 1)。

2. 2  藁本提取物对病原菌的毒力

试验结果表明, 不同浓度藁本提取物对柑桔绿

霉病和炭疽病病原菌均有抑制作用, 随着藁本提取

物浓度增大, 抑制效果逐渐增强。其中, 浓度为

3. 500 mg / mL时抑制效果最好, 对柑桔绿霉病病原

菌抑制率达到 93. 8% (培养 3 天)和 85. 4% (培养 5

天) ;对柑桔炭病疽病原菌抑制率达到 98. 2 % (培养

3 天)和91. 71 % (培养 5 天)。经计算, 藁本提取物

对柑桔绿霉病病原菌的 EC50为0. 1544 mg / mL (培

养 3 天)和0. 3222 mg / mL (培养 5 天) , 对柑桔炭疽

病病原菌的 EC50为0. 1460 mg / mL (培养 3 天 ) 和

0. 2109 mg/ mL (培养 5 天)。藁本提取物对柑桔炭

疽病病原菌的抑制效果要好于对柑桔绿霉病病原菌

的抑制效果。通过试验比较, 发现藁本提取物对柑

桔绿霉病和炭疽病病原菌的 EC50均随时间增长而

增大, 说明藁本提取物的抑菌作用随着时间增长而

逐渐 减 弱。当 藁 本 提 取 物 达 到 一 定 浓 度
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( 3. 500 mg / mL )后,柑桔绿霉病和炭疽病病原菌的

菌丝培养 5~ 14 天几乎没有生长, 说明高浓度藁本

提取物可以完全抑制其生长(见表 1、表 2, 见图 2)。

2. 3  藁本提取物乙醇对病原菌菌丝形态的影响

在光学显微镜下观察发现, 低浓度藁本提取物

( 0. 219 mg / mL )处理的柑桔绿霉菌菌丝形态与对照

无明显差异,对照和低浓度处理的柑桔绿霉菌菌丝

表 1  藁本提取物对病原菌的抑制效果

藁本浓度/

m g/ ml

绿霉病菌抑菌率/ %

培养 3天 培养 5天

对炭疽病菌抑菌率%

培养 3天 培养 5天

0. 219 25. 0 9. 8 35. 14 25. 71

0. 438 55. 0 14. 6 42. 34 33. 43

0. 875 60. 0 52. 4 57. 21 49. 71

1. 750 65. 0 56. 1 68. 47 61. 43

3. 500 93. 8 85. 4 98. 20 91. 71

      注: A1为柑桔绿霉病病原菌(对照 1,培养 3天) , A2为柑桔绿霉病病原菌(对照 1,培养 5天) ,

       A3为处理后柑桔绿霉病病原菌(培养 3天) , A4为处理后柑桔绿霉病病原菌(培养 5天) ;

       B1为柑桔炭疽病病原菌(对照 2,培养 3天) , B2为柑桔炭疽病病原菌(对照 2,培养 5天) ,

       B3为处理后柑桔炭疽病病原菌(培养 3天) , B4为处理后柑桔炭疽病病原菌(培养 5天)。

图 1  藁本提取物对柑桔绿霉病和炭疽病病原菌菌丝生长的抑制

表 2  藁本提取物对柑桔贮藏病害病原菌的毒力

藁本处理 毒力回归方程 R 2 EC50/ g # L- 1 ( 95%置信区) F 检验值 p-值

绿霉病菌培养 3天 y = 58. 413x + 37. 125 0. 8205 0. 1544( 0. 0960~ 0. 2484) 20. 2998 0. 0204

绿霉病菌培养 5天 y = 76. 381x + 14. 063 0. 8554 0. 3222( 0. 2440~ 0. 4254) 50. 9714 0. 0057

炭疽病菌培养 3天 y = 64. 429x + 35. 306 0. 9775 0. 1460( 0. 0799~ 0. 2667) 13. 2344 0. 0358

炭疽病菌培养 5天 y = 67. 298x + 26. 320 0. 9727 0. 2109( 0. 1460~ 0. 3046) 28. 1152 0. 0131

注: A为柑桔绿霉病病原菌, B为柑桔炭疽病病原菌; 1:对

照(清水) , 2~ 6表示藁本提取物的浓度分别为: 0. 219、

0. 438、0. 875、1. 750和 3. 500 m g/ mL

图 2  不同浓度藁本提取物对柑桔绿霉病和

柑桔炭疽病病原菌菌丝生长的抑制

饱满, 细胞壁光滑,隔膜明显(见图 3: a ~ c) ,高浓度

提取物( 3. 500 mg/ mL )处理的绿霉菌菌丝形态与对

照差异明显, 高浓度处理的柑桔绿霉菌菌丝分支增

多, 粗细不均匀,扭曲, 畸变,节间拉长, 隔膜减少, 孢

子产生少, 但分生孢子形态无明显变化 (见图 3:

d 和 e)。

  低浓度和高浓度藁本提取物处理的柑桔炭疽菌

菌丝形态与对照均有差异, 高浓度处理的菌丝差异

更加明显。未经处理的柑桔炭疽菌丝, 菌丝饱满, 光

滑, 粗细均匀,原生质均匀, 隔膜明显,生长旺盛, 产

孢量大(见图 3: f ~ h)。低浓度处理柑桔炭疽病菌
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注: a 和 b为未经处理的绿霉菌丝; c为低浓度处理的绿霉菌丝; d和 e 为高浓度处理的绿霉菌丝; f 和 g 为未经处理的炭疽

菌丝; h 为未经处理的炭疽的分生孢子; i~ k为低浓度处理的炭疽菌丝; l为低浓度处理的炭疽的分生孢子; m~ q为高浓度

处理的炭疽菌丝 r 为高浓度处理的炭疽的分生孢子; s为橙色孢子粉。

图 3  藁本提取物对柑桔绿霉病和炭疽病病原菌菌丝形态的影响

菌丝粗细不均,细胞壁表面粗糙, 分隔间距拉长或缩

短,液泡变大、减少或变小、增多, 菌丝分支处出现扭

曲,畸变, 部分菌丝的细胞壁不规则凹陷, 局部发生

溶壁现象, 内含物外渗, 菌丝变得非常透明, 出现空

泡, 菌体破坏严重(见图 3: i ~ k) , 部分孢子中部出

现浅色, 似油滴状物,个别孢子出现一个或两个泡状
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物质,出现了空孢现象(见图 3: l)。除了低浓度处理

所表现之外,高浓度处理的柑桔炭疽病菌丝还有节

间处出现收缩(见图 3: n) , 有大量菌丝膨大体出现

(见图 3: p) , 试验发现高浓度处理的柑桔炭疽菌的

分生孢子产量明显减少 ,低浓度和对照组会有橙色

孢子粉(聚集大量的分生孢子)出现[2- 4] (见图 3: s)。

3  结论与讨论

试验结果表明,藁本提取物对柑桔绿霉病和柑

桔炭疽病病原菌都具有不同程度的抑制活性。当浓

度在 3. 500 mg / mL 时, 藁本提取物对绿霉病原菌抑

制率达到 93. 8% (培养 3 天)和 85. 4% (培养 5 天) ,

对炭疽病原菌抑制率达到 98. 2% ( 培养 3 天) 和

91. 71% (培养 5 天)。目前, 有研究发现, 藁本提取

物具有良好的杀虫作用[5, 6] 。藁本中的抑菌活性物

质和杀虫活性物质是否为同一类物质还需要进一步

分析和测定。

不同浓度藁本提取物对柑桔绿霉病和炭疽病病

原菌均有抑制活性,对柑桔绿霉病病原菌的 EC50为

0. 1544 mg/ mL (培养 3 天)和0. 3222 mg/ mL (培养

5 天 ) , 对 柑 桔 炭 疽 病 病 原 菌 的 EC50 为

0. 1460 mg / mL (培养 3 天 )和0. 2109 mg / mL (培养

5 天) ,藁本提取物对菌丝生长抑制率存在随处理时

间延长而下降的趋势, 特别是柑桔绿霉病病原菌。

当藁本提取物达到一定浓度后, 病原菌菌丝基本上

不生长,柑桔炭疽病病原菌产孢量明显减少, 无橙色

孢子粉出现;对绿霉病原菌产孢影响较少。该现象

可能与菌体在不同生长时期的生物量存在差异、菌

体对活性物质的代谢等因素相关, 具体原因尚待进

一步探明。

通过显微观察, 发现藁本提取物导致病原菌菌

丝出现粗细不均, 细胞壁表面粗糙,分隔间距拉长或

缩短, 液泡变大、减少或变小、增多, 菌丝分支增多,

分支处出现扭曲, 畸变等现象,其抑制机理可以通过

细胞膜透性、可溶性蛋白质含量和菌体酶活测定等

试验进行进一步探讨。同时, 柑桔绿霉病和柑桔炭

疽病病原菌受抑制后其致病力受到多大程度的影

响, 还有待进一步研究。
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5中国果树志 #柑橘卷6正式出版发行

  由中国农业科学院柑橘研究所周开隆、叶荫民主编的

5中国果树志# 柑橘卷6 (以下简称5柑橘志6 ) , 2010年 1月

由中国林业出版社正式出版发行。

  5柑橘志6是在5中国果树志6总编辑委员会的指导下,

由中国农业科学院柑橘研究所主持,全国广大科技工作者

通力协作编写而成。该书图文并茂,采用国际标准 16开

本,精装本出版,定价 148元。

  该书的编写始于 20世纪 60年代,由于种种原因,编写

一度中断。1981年, 5柑橘志6作为5中国果树志6的一部志

卷,在中国农业科学院柑橘研究所的组织下,全国有柑橘分

布的省(市、区)科技工作者共同努力重新编写,历经近 30

年时间,最终完成该书的编写工作并出版发行。

  5柑橘志6是一部优秀的科技文献专著和科普用书。全书

分为十三章,共 456页、80余万字,有彩图 317幅,收集各类柑

橘品种 533个,全面概述了我国柑橘的栽培历史、地理分布、植

物学分类和农业技术特点等,并重点介绍了柑橘类果树三属

(枳属、柑橘属、金柑属)植物的种类、品种的形态特征及经济价

值。

  5柑橘志6的出版,将为研究柑橘起源、演化、分类及种

质的开发利用,充分发挥柑橘的生物学潜力提供较为完整

的资料,对我国柑橘业的发展和科学研究具有深远意义。

中国农业科学院柑桔研究所(重庆, 400712)

谭志友
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