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　　摘要：通过测定菌丝干质量、菌丝生长速率、孢子萌发率等，研究黄柏的乙醇提取物对番茄枯萎病菌的室内抑菌作
用，利用温室盆栽试验评估黄柏提取物对番茄枯萎病的防治效果。试验结果表明，黄柏提取物对番茄枯萎病菌的菌丝

生长和孢子萌发均有显著抑制作用，且抑制率随提取物质量浓度的增大而升高，质量浓度为３２０００ｍｇ／Ｌ时对枯萎病
菌菌丝生长的抑制作用达到８０％以上，抑制中浓度（ＭＩＣ）为７５３０ｍｇ／Ｌ。质量浓度为１６０００ｍｇ／Ｌ的处理对孢子萌
发的抑制率高达１００％。在盆栽试验中，质量浓度为１６０００ｍｇ／Ｌ的处理对番茄枯萎病的保护防治效果达７３．５３％，显
著高于常规化学药剂。试验表明，黄柏提取物对番茄枯萎病菌具有较好的防治效果。
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　　番茄枯萎病是由尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）引起的番茄生产中一种重要的土传病害［１］。该病

原菌经土壤传染，从根部侵入，传染性极强［２］，发病率一般为

２０％～３０％，受害较重的地区发病率高达８０％以上，严重危
害番茄的产量和品质［３］。目前生产中主要采用多菌灵、咪鲜

胺、苯醚甲环唑等化学药剂防治番茄枯萎病［４］，长期大量使

用化学农药将导致番茄枯萎病菌抗药性风险增加、有毒化学

物质残留量增加、生态环境污染加重，严重威胁人类健康和生

存。人们对绿色、有机食品的需求越来越大，开发低毒、低残

留、无污染、与环境和谐的新型农药已迫在眉睫［５］。植物中

含有多种天然化学成分，已成为新型生物农药开发的重要材

料资源。笔者曾用近１０种中草药的乙醇提取物对番茄枯萎
病菌进行抑菌活性的离体测定，研究结果表明，黄柏提取物对

番茄枯萎病菌的抑菌活性最高［６］。本研究利用黄柏的乙醇

提取物对番茄枯萎病菌菌丝生长、孢子萌发的抑制作用，以及

在番茄活体上的保护和治疗作用进行测定，以期为新型植物

源杀菌剂的开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 黄柏 　 供试中药黄柏 （Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ
Ｓｃｈｎｅｉｄ．）属芸香科，购自山西省运城市中药市场，使用枝皮
部位。

１．１．２　供试菌种和培养基　番茄枯萎病病原菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）分离自发病番茄的根部，由马铃
薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基于２８℃下继代培养，置于４℃冰
箱保存备用。

１．２　方法
１．２．１　黄柏提取液的制备　采用超声波提取法制备黄柏提
取液。将阴干的黄柏材料置于４５℃恒温电热鼓风干燥箱中
吹干至发脆，采用植物粉粹机将材料粉碎，过８０目筛后备用。
称取样品干粉１００ｇ，用７０％乙醇按１ｇ∶６ｍＬ的料液比浸
泡，充分搅拌使溶剂完全浸没中草药材料，置于避光处静置

２４ｈ；于４５℃、８０Ｈｚ条件下超声辅助提取３０ｍｉｎ，减压抽滤
得滤液，再次采用同样方法处理残渣，重复提取３次，合并３
次滤液。采用旋转蒸发仪于４０℃条件下将滤液减压浓缩至
无溶剂蒸出（呈浸膏状），并用５０％乙醇定容至１０６ｍｇ／Ｌ，密
封标记后置于４℃冰箱中保存备用。
１．２．２　黄柏提取物对番茄枯萎病病原菌菌丝生长的抑制作
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用　采用菌丝干质量法测试黄柏提取物对番茄枯萎病病原菌
菌丝生长的抑制作用。用１００ｍＬＰＤ培养液将黄柏提取物分
别稀释至３２０００、１６０００、８０００ｍｇ／Ｌ，在各质量浓度培养液中
分别加入３片直径为０．６ｃｍ的番茄枯萎病病原菌菌饼，于
２８℃ 下振荡培养１０ｄ。采用经充分干燥并称质量的滤纸过
滤，于８０℃下烘干至恒质量。以不添加任何药剂的ＰＤ培养
液作为空白对照，称量菌丝干质量并计算抑菌率，每个处理重

复３次［７］。

　　抑菌率＝（对照菌丝干质量－处理菌丝干质量）／对照菌
丝干质量×１００％。
１．２．３　黄柏提取物对番茄枯萎病病原菌菌丝抑制中浓度
（ＭＩＣ）的测定　将１ｇ／ｍＬ的黄柏提取液分别稀释成质量浓
度为１６０００、８０００、４０００、２０００、１０００、５００ｍｇ／Ｌ的带药培养
基，采用生长速率法进行抑菌活性的离体测定，每个处理重复

３次；以混有５０％乙醇的ＰＤＡ培养基、纯 ＰＤＡ培养基作为对
照。于２８℃恒温培养箱中培养后，采用十字交叉法测量各处
理的菌落直径，计算不同质量浓度黄柏提取物对番茄枯萎病

病菌菌丝生长的抑制率，并计算抑制率达到５０％时黄柏提取
物的质量浓度，即抑制中浓度（ＭＩＣ）［８］。

菌落直径＝测量菌落直径平均值－０．６ｃｍ；
　　抑菌率＝（对照菌落直径－处理菌落直径）／对照菌落直
径×１００％。
１．２．４　黄柏提取物对番茄枯萎病病原菌孢子萌发的抑制作
用试验　采用稀释平板计数法［９］测定黄柏提取物对番茄枯

萎病病原菌孢子萌发的抑制作用。制备６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的
番茄枯萎病菌菌悬液，并稀释至约１００ＣＦＵ／ｍＬ。吸取２０μＬ
菌悬液于含黄柏提取物质量浓度为 １６０００、８０００、４０００、
２０００、１０００、５００ｍｇ／Ｌ的带药固体培养基平板中，采用涂菌
棒涂布均匀并静置１５ｍｉｎ，将培养皿倒置以防止皿盖冷凝水
下滴，于２８℃恒温培养箱中培养９６ｈ，每个处理重复３次。
培养完成后进行菌落计数，涂布提取物平板菌落数记为Ｃ，对
照组菌落数记为Ｃ０，计算抑制率。
萌发率＝孢子萌发数／检查孢子总数＝Ｃ／Ｃ０×１００％；

　　抑制率 ＝（对照萌发率 －处理萌发率）／对照萌发率 ＝
（Ｃ０－Ｃ）／Ｃ０×１００％。
１．２．５　黄柏提取物对番茄枯萎病的保护和治疗效果　采用
盆栽试验法测定黄柏提取物对番茄枯萎病的保护和治疗效

果。将番茄种播于灭菌土壤中，当番茄苗长出６片真叶时进
行移苗。将秧苗移栽至装有 １００ｇ无菌土的盆钵中，每盆
１株。

进行黄柏提取物对番茄枯萎病的保护效果试验。分别取

质量浓度为１６０００、８０００、４０００、２０００、１０００ｍｇ／Ｌ的黄柏提
取物２０ｍＬ，灌根处理番茄苗，２４ｈ后灌根接种２０ｍＬ番茄枯
萎病菌孢子悬浮液（５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ）。

进行黄柏提取物对番茄枯萎病的治疗效果试验。每株番

茄苗灌根接种 ２０ｍＬ番茄枯萎病菌孢子悬浮液（５×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ），２４ｈ后分别取质量浓度为 １６０００、８０００、
４０００、２０００、１０００ｍｇ／Ｌ的黄柏提取物２０ｍＬ，灌根处理番茄
苗。以５０％多菌灵处理作为化学药剂对照，以清水处理作为
空白对照。每个处理重复３次，每个重复设３盆番茄，常规管
理，于３０ｄ后调查病情，计算病情指数和防治效果。

病害分级标准如下。０级：无症状；１级：１或２片叶子明
显变黄以致脱落；２级：３或４片真叶变黄，叶片萎蔫下垂；３
级：５或６片真叶变黄，或真叶萎蔫下垂；４级：全株严重萎蔫
以致枯死［１０］。

　　病情指数 ＝∑（各级病株数 ×代表级值）／（调查总株
数×最高代表级值）×１００；
防治效果＝（１－试验区病情指数／对照区病情指数）×１００％。

２　结果与分析

２．１　黄柏提取物对菌丝生长的抑制作用
在含有不同质量浓度黄柏提取物的培养液中生长的番茄

枯萎病菌菌丝，其质量受到不同程度的抑制。试验结果（表

１）表明，经黄柏提取物处理的菌丝，其平均干质量在０．０５水
平与对照存在显著差异，且黄柏提取物各质量浓度处理间也

存在显著差异。其中，质量浓度为３２０００ｍｇ／Ｌ的黄柏提取
物处理对番茄枯萎病菌菌丝生长的抑制作用最强，抑制率高

达８０．４２％；质量浓度为８０００ｍｇ／Ｌ的处理对番茄枯萎病菌
菌丝生长的抑制率不到５０％。可见，黄柏提取物对番茄枯萎
病菌菌丝的抑菌作用与提取物质量浓度呈正相关，抑菌效果

随着质量浓度的降低而减弱。

表１　黄柏提取物对番茄枯萎病菌菌丝生长的抑制作用

植物提取物质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
平均菌丝干质量

（ｇ）
抑制率

（％）

对照 １．８９００±０．０２０００ａ －
８０００ ０．９５００±０．０２６４６ｂ ４９．７４
１６０００ ０．７６００±０．０４０００ｃ ５９．７９
３２０００ ０．３７００±０．０３６０６ｄ ８０．４２

　　注：表中数据为３次重复的平均值，同列数据后不同小写字母表
示在５％水平下差异显著。下表同。

２．２　黄柏提取物对菌丝的抑制中浓度（ＭＩＣ）
分别以黄柏提取物的质量浓度、对番茄枯萎病菌菌丝生

长的抑制率为坐标轴，得到抑制率变化趋势曲线，其相关拟合

方程为ｙ＝０．０４９３ｘ＋０．１２８９。根据此方程计算抑制率达到
５０％时黄柏提取物的质量浓度，即抑制中浓度（ＭＩＣ）为
７５３０ｍｇ／Ｌ（图１）。

２．３　黄柏提取物对孢子萌发的抑制作用
黄柏提取物对番茄枯萎病孢子萌发的抑制作用见表２，

不同质量浓度的黄柏提取物对番茄枯萎病孢子的萌发均有一

定抑制作用。质量浓度为１６０００ｍｇ／Ｌ时抑制作用最显著，
抑制率达到１００％，完全抑制了番茄枯萎病菌孢子的萌发；质
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量浓度为 １０００ｍｇ／Ｌ时抑制作用不显著，抑制率仅为
１４．２９％，抑制作用随着质量浓度的降低而减弱。

表２　黄柏提取物对番茄枯萎病菌孢子萌发的抑制作用

处理
质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
平均抑制率

（％）

黄柏提取物 １６０００ １００．００ａ
８０００ ８５．７１ａｂ
４０００ ６４．２８ｂ
２０００ ３５．７１ｃ
１０００ １４．２９ｃ

５０％乙醇（对照） —

２．４　黄柏提取物对番茄枯萎病的防效试验
由表３可知，对照处理中番茄枯萎病的病情指数为

９４．４４，表明盆栽试验中对照处理的发病程度较严重。在保护
作用的测定中，不同质量浓度黄柏提取物的防治效果存在一

定差异。黄柏提取物对番茄具有一定保护作用，能够抑制番

茄枯萎病菌的侵染，防治效果随黄柏提取物质量浓度的增大

而提高，１６０００ｍｇ／Ｌ时防治效果达７３．５３％，显著高于常规
化学药剂多菌灵。在治疗作用的测定中，不同质量浓度黄柏

提取物的防治效果存在一定差异，且防治效果随质量浓度的

增大呈上升趋势；在相同质量浓度处理下，治疗防治效果均低

于保护防治效果。可见，质量浓度为１６０００ｍｇ／Ｌ的黄柏提
取物处理表现出较强的保护防治效果。

表３　不同质量浓度的黄柏提取物对番茄枯萎病的保护及治疗作用

处理
保护作用 治疗作用

病情指数 防治效果（％） 病情指数 防治效果（％）
１６０００ｍｇ／Ｌ ２５．００ ７３．５３±０．０９ａ ３３．３３ ６４．７１±０．０９ａ
８０００ｍｇ／Ｌ ４１．６７ ５５．８８±０．０９ｂ ４７．２２ ５０．００±０．０５ｂ
４０００ｍｇ／Ｌ ６１．１１ ３５．２９±０．１３ｃ ６６．６７ ２９．４１±０．０９ｃ
２０００ｍｇ／Ｌ ６６．６７ ２９．４１±０．０９ｃ ７５．００ ２０．５９±０．０３ｃ
１０００ｍｇ／Ｌ ８８．８９ ５．８８±０．０５ｄ ９１．６７ ２．９４±０．０５ｄ
５０％多菌灵 ５０．００ ４７．０６±０．０９ｂｃ ５０．００ ４７．０６±０．０９ｂ
对照 ９４．４４ — ９４．４４ —

３　结论与讨论

生物农药具有选择性强、不易使害虫和病菌产生抗药性、

对环境友好、对人畜安全、不杀伤天敌、易分解的优点，新型生

物农药的研究与开发已成为农药发展的重要方向，具有巨大

发展潜力。近年来，对番茄枯萎病生物防治的研究主要集中

于生防菌，已报道的有木霉菌、非致病尖孢镰刀菌、假单胞菌、

芽孢杆菌、链霉菌等［１，１１］，而关于抑菌植物的应用和研究极

少。目前已报道的对番茄枯萎病具有显著抑制作用的植物主

要有月腺大戟、大蒜。月腺大戟根总黄酮纯化物对番茄枯萎

病菌具有显著抑制作用，且抑制率随总黄酮浓度的升高而增

加［１１］。谢成俊研究表明，大蒜素挥发油２０００倍液对番茄枯
萎病菌的防治效果为９９．１２％，抑制作用显著［１２］。月腺大戟、

大蒜的抑菌稳定性及其在番茄生产中的应用有待进一步

研究。

中国拥有丰富的药用植物资源，是开发植物源农药的理

想来源［１３］。黄柏是芸香科植物黄皮树（Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ
Ｓｃｈｎｅｉｄ．）的干燥树皮，具有抗菌、抗滴虫、治疗肝炎、抗溃疡、
抗氧化、抗癌等多种药理活性，已被广泛应用于医药领域［１４］，

然而几乎没有关于抑制植物病原菌的研究。本研究结果表

明，黄柏提取物对番茄枯萎病菌菌丝生长和孢子萌发均有显

著的抑制作用，且抑制率随提取物质量浓度的升高而增加，抑

制中浓度（ＭＩＣ）为７５３０ｍｇ／Ｌ。质量浓度为１６０００ｍｇ／Ｌ时
的抑制作用最显著，对孢子萌发的抑制率达到１００％；在盆栽
试验中表现出较强的保护防治作用，防治效果达７３．５３％，显
著高于常规化学药剂。以黄柏为材料开发防治番茄枯萎病的

植物源杀菌剂，具有较好的开发潜力和应用前景。本试验在

黄柏提取物对番茄枯萎病菌的防治作用方面取得了一定进

展，而黄柏提取物的抑菌有效成分、作用机制、抑菌稳定性等

有待进一步研究。
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