
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
论与许凯扬等的研究结果［８］较为一致。为弥补这一变化，陆

生生境的空心莲子草净光合速率显著提高，叶绿素含量增加，

从而具有更强的光合作用能力，可以更好地捕获光能，创造更

多的光合作用产物以保证植株的生长［９］。

近年来一些研究发现，从水生到陆生生境拓展过程中的

空心莲子草比同属莲子草具有更大的表型可塑性［１０］，空心莲

子草从水生到陆生生境扩散中的生长与防御变化机制尚需进

一步研究，这将为空心莲子草入侵机制的深入研究提供进一

步理论参考。
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补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌的抑制活性

关丽杰，董瑞芳
（沈阳化工大学制药与生物工程学院，辽宁沈阳１１０１４２）

　　摘要：采用菌丝生长速率法、孢子萌发法，研究了补骨脂提取物及０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂对黄瓜炭疽病
菌的抑制活性的影响。结果发现，补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长、孢子萌发均有很强的抑制作用，其中对菌

丝生长的抑制中浓度ＥＣ５０为６２．９７３ｍｇ／Ｌ，孢子萌发的抑制中浓度ＥＣ５０为８．２１３ｍｇ／Ｌ。此外，０．２％异补骨脂查尔酮

可溶液剂对黄瓜炭疽病有很强的防效，当施药浓度为３７５倍液时，防效即达到９０．９０％。以上结果表明，０．２％异补骨
脂查尔酮可溶液剂是一种很有市场前景的防治黄瓜炭疽病的植物源杀菌剂。
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　　黄瓜炭疽病是黄瓜叶部的重要病害，在全国各地均有发
生，是世界性的农业问题。当前，生产上对黄瓜炭疽病的防治

主要还是依赖于化学农药，但是化学农药防治存在成本高、农

药残留、环境污染、病原抗药性增强等问题，影响着人类的身

体健康，且不符合可持续发展战略的要求［１－４］。陈义娟等发

现茄子茎叶与辣椒茎叶提取液对黄瓜炭疽病菌具有一定的抑

制效果［５］。田菲菲等发现甘草、枸杞、金钱草等１１种植物的
８０％乙醇提取物对黄瓜炭疽病菌都有一定程度的抑制作
用［６］。Ｌｅｅ等从中药石菖蒲根茎的挥发油中分离出有效成分
细辛脑，且发现５００μｇ／ｍＬ细辛脑对黄瓜炭疽病病变的形成

具有很强的抑制作用［７］。Ｓｈｉｍｉｚｕ等发现内寄生的链霉菌属
ＭＢＣｕ－５６菌株对黄瓜炭疽病有很 好的 防治作 用，
１０９ＣＦＵ／ｍＬ菌株的防治效果为９３％［８］。本研究发现补骨脂

乙醇提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长、分生孢子萌发具有抑

制作用，并开展了０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂在室内进
行黄瓜炭疽病的初步防治试验，旨在为其进一步进行田间推

广及应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌种和植物材料　供试菌种：黄瓜炭疽病菌
（Ｃｏｌｌｅｔｒｉｃｈｕｍａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ），由沈阳化工大学生物工程教研室
保存。

供试黄瓜品种：冠军密刺。

１．１．２　供试药剂　９５％乙醇（沈阳市新化试剂厂）；琼脂（福
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建省泉州市泉港化工厂）；葡萄糖（国药集团化学试剂有限公

司）；０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂（补骨脂提取物质量浓
度为 １０％，沈阳化工大学生物工程教研室制备）；７５％肟
菌·戊唑醇水分散粒剂（有效成分含量７５％，拜耳作物科学
公司）。

１．１．３　主要仪器　ＬＤＺＸ－４０ＢＩ立式自动电热压力蒸汽灭
菌锅（上海申安医疗器械厂）；ＰＨ１４０Ａ型光照培养箱／干燥箱
（上海益恒实验仪器有限公司）；ＨＮＰ－１Ｓ水平流形超净工作
台（南通沪南科学仪器有限公司）；ＳＣＯＵＴ电子天平 ＳＣＡ２１０
（叟豪斯国际贸易有限公司）；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０ｓ电子分析天
平（特勒－托利多仪器有限公司）；ＬＲＨ－２８０微电脑控制生
化培养箱（广东省医疗器械厂）；ＭＯＴＩＣＢＡ２２０型显微镜（上
海精密仪器仪表有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　补骨脂提取物的制备　提取溶剂为７０％乙醇、固液
比为１ｇ∶５ｍＬ、提取温度为室温、提取时间每次为３ｈ、合并
滤液次数为２次以上，将所得的乙醇提取液在６０℃下用旋转
蒸发仪进行蒸馏浓缩，然后再在真空干燥箱内进行干燥。将

干燥后的植物提取物密封好后，放入４℃冰箱内保存备用。
１．２．２　补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长抑制作用测
定　采用菌丝生长速率法。用乙醇将补骨脂膏完全溶解分别
配成浓度为２４３、８１、２７、９、３ｍｇ／ｍＬ的溶液。取上述配制的５
个浓度的溶液各１ｍＬ，分别加入到１００ｍＬ，在５０℃左右的
ＰＤＡ培养基中。充分混匀后，即配制成所设浓度含药培养
基，将１ｍＬ的乙醇溶液加入到１００ｍＬＰＤＡ培养基中作为对
照，然后倒入直径为９０ｍｍ的培养皿中制成平板，备用。使
用直径为 ６ｍｍ的打孔器在事先在 ＰＤＡ平板上打孔，将在
２８℃下培养了３～５ｄ的供试病菌菌落边缘处切取菌饼，并
且接种到不同浓度的补骨脂平板和对照平板中央，每次处理

重复４次，置于２８℃下培养５～７ｄ，测量菌落的直径。每种
菌落取相交垂直线方向测其直径，以其均值减去菌饼直径即

得菌落净生长直径。

抑制率＝对照皿菌落直径 －处理皿菌落直径
对照皿菌落直径－菌饼直径 ×１００％。

１．２．３　补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌孢子萌发的抑制作用
测定　将黄瓜炭疽病菌菌饼放置于菜豆培养基平板中央，置
于２８℃下培养７～１０ｄ，待菌丝长满后，取长势良好的黄瓜炭
疽病菌平板，加５ｍＬ１％的无菌葡萄糖水，用毛刷刷洗病原菌
平板，８层纱布过滤，用 １％的葡萄糖水溶液调至每个视野
１５～２０个孢子，制备成孢子悬液。移取１９０μＬ的孢子悬液
至３２微孔板，加入１０μＬ一定浓度的补骨脂乙醇溶液，使补

骨脂提取物的终浓度为 ３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、
５０．０００ｍｇ／Ｌ。加入等量的乙醇为对照，等量１％葡萄糖水为
空白，每个处理重复３次。每隔 ２ｈ镜检孢子萌发的状态。
当空白孢子萌发率达到 ９０％时，每处理随机选取 ２００个孢
子，并以芽管长度超过孢子短径的１／２时视为萌发，统计孢子
萌发率，并计算抑制率。

孢子萌发抑制率＝对照孢子萌发率－处理孢子萌发率
对照孢子萌发率

×１００％。

１．２．４　室内盆栽试验　将芽势一致的黄瓜种子播种在花盆
中，当植株长到２叶１心时，喷施不同稀释倍数的０．２％异补
骨脂查尔酮可溶液剂，以７５％肟菌·戊唑醇水分散粒剂为对
照药剂，并设清水对照。２４ｈ风干之后，将黄瓜炭疽病菌孢
子悬液均匀喷洒于植株上。接种后的试材放置在迷雾气候箱

中培养；温度２８～３０℃，相对湿度ＲＨ为１００％，接种２４ｈ内
保证黑暗条件，２４ｈ之后光照 ∶黑暗＝１２ｈ∶１２ｈ处理；每处
理１０株黄瓜苗，重复３次；待对照充分发病后调查防病效果，
调查分级标准采用《农药田间药效试验》标准。

黄瓜炭疽病分级标准：０级为叶片无病斑；１级为病斑面
积占整个叶面积 ５％以下；３级为病斑面积占整个叶面积
６％～１０％；５级为病斑面积占整个叶面积１１％ ～２５％；７级
为病斑面积占整个叶面积２６％ ～５０％；９级为病斑面积占整
个叶面积５０％以上。

按以下公式计算病情指数和相对防效：

病情指数＝∑［各级病株（叶、果）数×相应代表及数］
调查（叶、果）数总和×发病最重极的代表值×１００％；

防效＝对照病情指数－处理病情指数
对照病情指数

×１００％。

１．２．５　数据处理　（１）独立回归方法：采用最小二乘法计算
独立回归方程，计算有效抑制终浓度（ＥＣ５０）。（２）显著性检
验方法：采用 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法在０．０５水平进行显著性
检验。　

２　结果与分析

２．１　补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长的影响
补骨脂物提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长的抑制率与提

取物浓度呈现正相关，即随着提取物浓度的升高，抑制率也依

次增高。当补骨脂提取物浓度为３０、９０、２７０、８１０、２４３０ｍｇ／Ｌ
时，对黄瓜炭疽病菌菌丝生长的抑制率分别为 ４７．６４％、
４８．５１％、６２．５０％、８３．１２％、９１．３３％。其对黄瓜炭疽病原菌
ＥＣ５０值为６２．９７３ｍｇ／Ｌ，说明补骨脂提取物对黄瓜炭疽病原菌
菌丝生长具有较高的抑制活性（表１）。

表１　补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长的影响

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
菌落平均直径

（ｃｍ）
抑制率

（％） 毒力回归方程 相关系数
ＥＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

ＣＫ ４．０１±０．１６ ０ａ
３０ ２．３８±０．６２ ４７．６４ｂ
９０ ２．３５±０．５５ ４８．５１ｂ
２７０ １．８７±０．１０ ６２．５０ｃ ｙ＝３．５５３０＋０．８０４３ｘ ０．９２８２ ６２．９７３０±１５．４６１４
８１０ １．１６±０．３３ ８３．１２ｄ
２４３０ ０．９３±０．４２ ９１．３３ｅ

　　注：同列数据后小写字母不同者表示在０．０５水平检验差异显著。下表同。
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２．２　补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌孢子萌发的抑制活性
补骨脂提取物的浓度与黄瓜炭疽病菌孢子萌发的抑制率

呈正相关，即随着补骨脂提取物浓度升高，抑制率也增大。当

补骨脂提取物的浓度为 ３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、
５０．０００ｍｇ／Ｌ时，其抑 制率分别为 １６．３５％、３２．９１％、

６８３８％、９７．７４％、９８．３１％。由此可以得出补骨脂提取物对
黄瓜炭疽病菌抑制作用的毒力回归方程与 ＥＣ５０，其对黄瓜炭
疽病原菌ＥＣ５０值为８．２１３１ｍｇ／Ｌ（表２）。可见补骨脂提取物
对黄瓜炭疽病菌的孢子具有很强的抑制作用，且随着药剂浓

度的增加对孢子萌发的抑制作用明显增强。

表２　不同浓度的补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌孢子萌发的影响

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
萌发率

（％）
抑制率

（％） 毒力回归方程
ＥＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

３．１２５ ７６．００ １６．３５
６．２５０ ６０．９５ ３２．９１
１２．５００ ２８．７２ ６８．３８ ｙ＝２．４８４１＋２．８７３６ｘ ８．２１３１±０．５３１２
２５．０００ ２．０５ ９７．７４
５０．０００ １．５４ ９８．３１

２．３　室内盆栽试验结果
室内盆栽试验发现，０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂对黄

瓜炭疽病有明显的防治效果，且防治效果与可溶液剂的稀释

倍数呈现正相关，其中３０００倍液的防效为５９．０８％，防效好
于７５％肟菌·戊唑醇水分散粒剂的效果（表３）。结果表明，
０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂对黄瓜炭疽病有很显著的防
效，且其药效要好于７５％肟菌·戊唑醇水分散粒剂。室内盆
栽试验为能够进行田间实验或是真正应用于实际生产中防治

黄瓜炭疽病提供一定的数据支持与理论依据。

表３　０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂防治黄瓜炭疽病的防治效果

供试药剂
处理剂量

（稀释倍数）

病情指数

（％）
防治效果

（％）

清水 ０ ６１．１０ ０ａ
０．２％异补骨脂查尔酮可溶性液剂 ３０００ ２５．００ ５９．０８ｃ

１５００ ２２．２０ ６３．６７ｄ
７５０ ７．４０ ８７．８９ｅ
３７５ ５．５５ ９０．９０ｅ

７５％肟菌·戊唑醇水分散粒剂 ２０００ ２７．６７ ５４．７０ｂ

３　讨论

本研究通过菌丝生长速率法及孢子萌发法测定了补骨脂

提取物对黄瓜炭疽病菌的抑制作用，发现抑制中浓度 ＥＣ５０分
别为６２．９７３、８．２１３ｍｇ／Ｌ，说明补骨脂提取物对黄瓜炭疽病
菌有极强的抑制作用。最后通过盆栽试验，测定了０．２％异
补骨脂查尔酮可溶液剂对黄瓜炭疽病的防治效果，结果表明

０．２％异补骨脂查尔酮可溶液剂对黄瓜炭疽病具有很好的
防效。

目前国内外对黄瓜炭疽病的防治，特别是植物源杀菌剂

的研究较少，本研究首次发现补骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌

具有显著的抑制效果。以往的报道中，陈义娟等发现茄子茎

叶和辣椒茎叶的乙醇提取液对黄瓜炭疽有显著的抑菌作用，

当浓度为２０ｇ／Ｌ时，其对黄瓜炭疽病菌菌丝的抑制率分别为
７２．８６％、７２．５７％，ＥＣ５０依次为６．９６２７、８．２５４ｇ／Ｌ

［５］。在本研

究中当补骨脂提取物浓度为２．４３ｇ／Ｌ时，对黄瓜炭疽病菌菌
丝的抑制率为９１．３３％，其中ＥＣ５０为６２．９７３ｍｇ／Ｌ。田菲菲等
发现甘草的乙醇提取物的质量浓度为１０ｇ／Ｌ时，对黄瓜炭疽
病菌分生孢子萌发的抑制率达９９．６％［６］。在本研究中，补骨

脂提取物的浓度为５０ｍｇ／Ｌ时，抑制率为９８．３１％。可见，补
骨脂提取物对黄瓜炭疽病菌菌丝生长、孢子萌发均有很强的

抑制作用

本试验结果表明，补骨脂对黄瓜炭疽病菌具有很强的抑

制作用，且补骨脂制剂作为植物源杀菌剂，它的作用靶标或对

病原菌的作用一般都是多因子的，故不易使靶标菌产生抗药

性。因此，补骨脂作为一种绿色环保的植物源农药对防治黄

瓜炭疽病具有很好的应用前景。本研究为田间药效实验及补

骨脂的推广利用提供了理论依据。
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