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　　摘要：以稻瘟病菌为供试靶标，采用生长速率和孢子萌发测定法，对鱼腥草、夹竹桃、马尾松、姜和香樟的乙醇粗提
物进行了抑菌活性测定。结果显示，５种植物粗提液对稻瘟病菌均有抑制作用，在浓度为４０ｍｇ／ｍＬ时，马尾松对该菌
的菌丝生长及孢子萌发抑制率最高，分别为６２．２３％和６５．５４％，其ＥＣ５０为２１．７５ｍｇ／ｍＬ和１９．３８ｍｇ／ｍＬ，其次是姜和

夹竹桃，其中鱼腥草和香樟的抑菌活性相对较弱。

　　关键词：稻瘟病菌；乙醇粗提物；抑菌活性
　　中图分类号：Ｓ４８２．２＋９２；Ｓ４３５．１１１．４＋１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０８－０１６２－０２

收稿日期：２０１６－０３－０９
基金项目：公益性行业（农业）科研专项（编号：２０１５０３１０７）；贵州大
学引进人才科研项目［编号：贵大人基合字（２０１５）０７号］。

作者简介：张翠荣（１９８８—），女，硕士，研究方向为农药加工、分析、残
留与环境毒理。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｗａｚｉ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：李　明，教授，博士生导师，研究方向为植物源农药的研究
与应用。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｍ２１９５９＠１６３．ｃｏｍ。

　　２１世纪全球农业发展的一个重要趋势是更加注重农产
品质量安全，从天然植物中提取杀虫杀菌活性物质防治病虫

害，已成为研究热点，并对现代农药研究具有重要意义。

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，全球约有１／２的
人口以稻米作为主食，其中水稻稻瘟病是危害水稻的三大病

害之一［１－２］，它是由水稻稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）引起
的真菌性病害［３］。目前稻瘟病主要依靠化学防治，虽然化学

防治具有效果显著、广谱性强、易推广等优点，但在保障人类

获得丰厚农产品的同时，也给环境带来了严重的污染［４－５］。

植物源杀菌剂是从某些植物的叶、花、茎、根、果实等部位

分离提取的具有杀菌作用的活性物，植物杀虫杀菌资源丰富，

对环境、植物本身以及害虫天敌均无影响，也不易使有害生物

产生抗药性，所以植物源杀菌剂成为目前农药研究开发的热

点。例如大蒜中的大蒜素、蚕豆中的蚕豆酮等均可有效地抑

制或杀死某些病原菌的生长发育［６－１０］。植物通过长期进化

而产生种类繁多的活性次生代谢物是植物抵御病原菌的重要

武器，这些类型多样的次生代谢物为开发新农药提供了无限

的研究资源。

国内对于防治水稻稻瘟病的植物源药剂的开发也有初步

研究，有研究表明山苍子植物中含有对水稻稻瘟病菌毒杀作

用的物质等。本研究探索 ５种植物（鱼腥草、夹竹桃、马尾
松、姜和香樟）的乙醇粗提物对水稻稻瘟病的生物活性作用，

以期为基于植物源药剂防治水稻稻瘟病提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试植物均采摘于贵州大学农学院，植物名录见表１。

表１　供试植物

科名 种名 采集部位 来源

三白草科 鱼腥草 叶子 贵州大学农学院

夹竹桃科 夹竹桃 叶子 贵州大学农学院

松科 马尾松 针叶 贵州大学农学院

姜科 姜 叶子 贵州大学农学院

樟科 香樟 叶子 贵州大学农学院

　　供试菌种：水稻稻瘟病病菌ＺＢ１５（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）采
自田间自然发病水稻植株上的病菌，经笔者实验室分离、纯

化、鉴定后保存备用。

供试培养基：ＰＤＡ培养基（马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼
脂粉１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）；米糠培养基（米糠 ２０ｇ，蔗糖
１０ｇ，琼脂粉１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）。
１．２　试验方法
１．２．１　植物的预处理及粗提物的制备　将５种植物洗净置
于阴凉处晾干，然后放在恒温干燥箱中以６０℃的温度烘干，
小心取出植物分别放入研钵中充分研磨，直至成细粉末状，将

获得干粉称质量后置于密封瓶内保存备用。采用超声波提取

法进行粗提物的制备，提取溶剂为无水乙醇。

分别称取５种植物干粉各１０ｇ置于２５０ｍＬ锥形瓶中，
按照料液比１ｇ∶２０ｍＬ加入无水乙醇中浸渍、振荡、低温静
置，真空抽滤、弃废渣、减压浓缩获得浸膏状植物乙醇粗提物。

用６０％乙醇溶液溶解５种植物粗提物，适量添加０．１％的吐
温－８０，分别制成浓度为１０、２０、４０ｍｇ／ｍＬ的供试溶液。将
试验分５组进行，分别为鱼腥草、夹竹桃、马尾松、生姜和香樟
乙醇粗提物各浓度供试液，每个处理３次重复。
１．２．２　菌丝生长抑菌活性的测定　采用菌丝生长速率抑制
法，分别取上述５种已经配制成系列浓度梯度的植物粗提物，
加入到融化好的ＰＤＡ培养基中，灭菌，制成系列浓度梯度的
含药培养基平板。取供试的稻瘟病菌菌种，用直径为６ｍｍ
的打孔器在菌落边缘打取菌饼，然后将菌饼移到上述含药的

培养基平板中央，以不加药的平板培养基为对照，每个处理３
次重复，２５℃全黑暗培养。“十”字交叉法测定各处理的菌落
直径，并根据公式计算菌丝抑制生长率及ＥＣ５０值

［１１］。
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抑制生长率＝［（对照菌落直径－处理菌落直径）／（对照
菌落直径－菌饼直径）］×１００％。

采用回归分析法对５种植物乙醇粗提物各处理浓度的对
数值（ｘ）和菌丝生长抑制率的概率值（ｙ）进行分析处理，计算
出５种植物乙醇粗提物对供试菌株的ＥＣ５０值。
１．２．３　孢子萌发抑菌活性的测定　采用米糠培养基产孢的
方法，取培养好的菌丝块，分多点接种到米糠培养基上，置于

２８℃恒温培养箱中培养，待菌丝长满，将少许无菌水倒入培
养皿中，用毛笔轻轻刷洗过后，再置于３６５ｎｍ黑光灯下培养，
４８ｈ后，培养基表面即产生大量孢子，表现为１层青灰色的新
鲜霉层，即为稻瘟病菌孢子。刷洗霉层，过滤、镜检，调配成所

需浓度的孢子悬浮液，在显微镜下观察，以不加药剂的孢子悬

浮液为对照，分别在处理的孢子悬浮液中加入不同浓度的不

同药剂，每个浓度处理设３个重复［１２－１５］。

将各处理的孢子悬浮液置于摇床中培养２４ｈ后，镜检各
处理的孢子萌发情况，记录２００个孢子中萌发的孢子数。孢
子萌发抑制率＝（对照萌发率－处理萌发率）／对照萌发率 ×
１００％。计算抑制率，求出毒力回归方程、相关系数 ｒ和
ＥＣ５０值

［１６］。

２　结果与分析

２．１　植物乙醇粗提物对菌丝的抑制作用
由表２可知，５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌菌丝均有

抑制作用，在测定的浓度下，随着各粗取物处理浓度的升高，

稻瘟病菌菌落增长直径递减，抑制率升高，粗提物浓度与抑制

率正相关。当浓度为４０ｍｇ／ｍＬ时，马尾松粗提物对稻瘟病
菌菌丝的抑制率为 ６２．２３％，姜粗提物抑制率也达到了
５１２３％，其次是夹竹桃和香樟，在相同浓度下，鱼腥草对稻瘟
病菌菌丝生长的抑制率最低。

表２　５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌菌丝的抑制率

乙醇粗提物种类
对稻瘟病菌菌丝的抑制率（％）

１０ｍｇ／ｍＬ ２０ｍｇ／ｍＬ ４０ｍｇ／ｍＬ
鱼腥草 ２３．９７ ３２．２２ ３８．４２
夹竹桃 ２７．２４ ３４．９８ ４３．１９
马尾松 ４３．８４ ５１．４０ ６２．２３
姜 ３３．９９ ４４．１７ ５１．２３
香樟 ２５．２９ ３３．１７ ４０．８９

　　在含不同浓度的５种植物乙醇粗提物的供试培养基上生
长的稻瘟病菌菌丝均受到不同程度的抑制作用，直线回归分

析结果见表３，其粗提物处理浓度与对菌丝生长的抑制率呈
线性关系，其中马尾松的ＥＣ５０值均小于其余４种植物乙醇粗
提物，其毒力回归方程是 ｙ＝４．４３＋０．４２ｘ，ＥＣ５０值
为２１．７５ｍｇ／ｍＬ。
２．２　植物乙醇粗提物对孢子萌发的抑制作用

从表４可以看出，５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌孢子
萌发均有抑制作用，其中马尾松对孢子萌发的抑制效果最明

显，随着浓度升高，抑制率逐渐上升，当浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，
抑制率达到了４２．５６％；当浓度为４０ｍｇ／ｍＬ时，抑制率达到
了６５．６４％。夹竹桃、姜和香樟的粗提物在浓度是 ４０ｍｇ／ｍＬ
时，其抑制率均超过４０％。其中鱼腥草的孢子萌发率相对较

表３　５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌菌丝生长的毒力回归分析

处理 线性方程
相关系数

（ｒ）
ＥＣ５０值
（ｍｇ／ｍＬ）

鱼腥草 ｙ＝３．７６＋０．５６ｘ ０．９８８１ １４８．６７
夹竹桃 ｙ＝３．９４＋０．５１ｘ ０．９８７６ １１７．７２
马尾松 ｙ＝４．４３＋０．４２ｘ ０．９９０１ ２１．７５
姜 ｙ＝４．１４＋０．５１ｘ ０．９８９７ ４６．７２
香樟 ｙ＝３．８１＋０．５６ｘ ０．９９０１ １２８．７５

表４　５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌孢子萌发的抑制率

乙醇粗提物种类
对稻瘟病菌孢子萌发的抑制率（％）

１０ｍｇ／ｍＬ ２０ｍｇ／ｍＬ ４０ｍｇ／ｍＬ
鱼腥草 ２４．１０ ２７．６９ ３４．３６
夹竹桃 ２７．１８ ３０．２６ ４５．６４
马尾松 ４２．５６ ５５．８９ ６５．６４
姜 ３２．３１ ４６．６７ ５４．８７
香樟 ２６．１５ ４０．００ ４４．６２

低，在浓度是４０ｍｇ／ｍＬ时，其抑制率为３４．３６％，这与稻瘟病
菌菌丝抑制活性结果分析一致。

　　不同浓度的５种植物乙醇粗提物的孢子悬浮液中的稻瘟
病菌孢子萌发均受到不同程度的抑制作用，其粗提物处理浓

度与对孢子萌发的抑制率呈线性关系，其中马尾松的 ＥＣ５０值
为１９．３８ｍｇ／ｍＬ，毒力回归方程是ｙ＝３．９１＋０．８４ｘ，毒力回归
分析结果如表５所示。

表５　５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌孢子萌发的毒力回归分析

处理 线性方程
相关系数

（ｒ）
ＥＣ５０值
（ｍｇ／ｍＬ）

鱼腥草 ｙ＝３．６３＋０．６２ｘ ０．９９２６ １５４．２０
夹竹桃 ｙ＝３．８３＋０．５５ｘ ０．９７５７ １２６．１５
马尾松 ｙ＝３．９１＋０．８４ｘ ０．９９６８ １９．３８
姜 ｙ＝４．０３＋０．６０ｘ ０．９７３１ ３９．７８
香樟 ｙ＝３．９２＋０．５１ｘ ０．９６９９ １１６．８８

３　讨论

植物的抑菌杀菌作用是长期与昆虫和病原菌进化产生的

结果，主要依赖于植物的次生代谢产物［１７－１８］。该试验探究了

５种植物乙醇粗提物对稻瘟病菌菌丝生长及孢子萌发的影
响，结果表明５种植物粗提液对稻瘟病菌均有抑制作用，在浓
度为４０ｍｇ／ｍＬ时，马尾松对该菌的菌丝生长及孢子萌发的
抑制率最高，分别为６２．２３％和６５．６４％，抑制效果显著优于
其他４种植物粗提物；当浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时，姜和夹竹桃对
菌丝抑制率为４４．１７％和３４．９８％；其中鱼腥草对该菌的抑制
活性相对较弱。线性毒力方程结果分析，５种植物粗提物处
理浓度与对菌丝生长及孢子萌发的抑制率呈线性关系，其中

马尾松的ＥＣ５０值为２１．７５ｍｇ／ｍＬ和１９．３８ｍｇ／ｍＬ。不同植物
中存在不同的抗菌活性物质，它们的作用机制存在差异［１９］。

本试验只研究了５种植物的乙醇粗提物，其有效成分复
杂，为了解对稻瘟病菌有生物活性的主要成分及相互间的作

用效果，有必要对高活性物质分离、纯化、分析其活性及化学

成分，且其具体抑菌机理有待进一步深入研究。
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２４个抗瘟基因与哈尔滨市稻瘟病菌互作分析
马军韬，张国民，辛爱华，张丽艳，邓凌韦，王永力，王　英，肖佳雷，任　洋，宫秀杰

（黑龙江省农业科学院耕作栽培研究所，黑龙江哈尔滨１５００８６）

　　摘要：为明确２４个抗瘟基因与哈尔滨市稻瘟病菌的互作情况，应用田间自然感病结合室内接种的方式完成试验，
得出以下结论：（１）２０１２年有Ｐｉ－１２（ｔ）、Ｐｉ－７（ｔ）、Ｐｉ－９（ｔ）、Ｐｉ－ｚ５、Ｐｉ－２０、Ｐｉ－ｔａ２和Ｐｉ－ｓｈ７个基因对稻瘟病表现
免疫，２０１４年又新增Ｐｉ－ｋｍ和Ｐｉ－５（ｔ）２个基因表现免疫；（２）Ｐｉ－ｉ和Ｐｉ－ｋ是植株发病率和叶片发病率上升幅度
最大的基因，Ｐｉ－ｔ和Ｐｉ－ｚ是植株发病率和叶片发病率下降幅度最大的基因；（３）２０１２年病情指数最高的３个基因为
Ｐｉ－ｚ、Ｐｉ－ｋｈ和Ｐｉ－ｋ，其病情指数分别为１４．０４、１３．５０和１２．４０，２０１４年病情指数最高的３个基因为Ｐｉ－ｋ、Ｐｉ－ａ和
Ｐｉ－ｉ，其病情指数分别为６５．３９、３３．６４、２９．３８，叶片发病率与病情指数相关度最高；（４）从室内接种结果看，２４个抗瘟
基因都存在被稻瘟病菌侵染的风险，其致病性相似系数介于０．２０～０．７５之间。综合分析，２４个抗瘟基因对稻瘟病的
抗性在年际间存在波动，稻瘟病菌的致病性呈集中化趋势。
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　　哈尔滨市是北方粳稻主产市之一，年种植面积超过
６０万ｈｍ２，稻瘟病是该区域水稻生产上的主要病害，年均产
量损失超过５．００％［１－２］。目前，当地生产上主要通过化学药

剂来进行病害的防控，成本高，污染环境［３－４］，不是病害的最

佳解决途径。以往的研究表明，水稻抗性品种对稻瘟病具有

明显的抵抗能力，而水稻品种的抗性主要来源于其自身携带

的抗瘟基因。因此，分析水稻抗瘟基因对稻瘟病的田间真实

抗性，可以为抗性品种选育及品种合理布局奠定理论基础。

前人的相关研究主要集中在以抗瘟基因为鉴别体系，在

分析稻瘟病菌致病性变化的同时，分析基因的抗性价值。马

军韬等应用日本清泽鉴别体系对黑龙江省稻瘟病菌生理小种

进行分析后认为，抗瘟基因 Ｐｉ－ｔａ２、Ｐｉ－ｚｔ可在黑龙江省优
势小种区利用，Ｐｉ－ｋｓ、Ｐｉ－ｔ不可大规模利用［５］。刘文德等

分析了２４个抗瘟基因对福建省稻瘟病菌的抗性情况，结果显
示，Ｐｉ－ｋｈ抗性最强，抗性频率为９８．１５％，是优质抗源［６］。

兰波等分析了３０个水稻抗瘟基因品系对江西省稻瘟病菌的
抗性情况，结果显示，Ｐｉ－ｚｔ和 Ｐｉ－ｋ抗性最强，抗性频率分
别为８５．１１％和８２．９５％，是优质抗源［７］。此外，李湘民等也
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