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　　摘要：为明确酚类物质对油茶炭疽病的多重作用方式及活性机制，从香芹酚、丁香酚、异丁香酚对油茶炭疽菌菌丝
的细胞膜通透性、可溶性蛋白和还原糖含量的影响进行研究。结果表明：处理后，油茶炭疽菌菌丝畸变，粗细不均，分

支增多，局部膨大；油茶炭疽菌菌丝处理液的电导率随处理时间和酚类化合物浓度增加而
!

大；香芹酚、丁香酚、异丁

香酚在浓度为４００μｇ／ｍＬ时，处理１２ｈ后病原菌菌丝体内的可溶性蛋白含量分别为７．５５、７．６９、８．０１ｍｇ／ｇ，还原糖含
量分别为４．９５、６．１８、５．７１ｍｇ／ｇ。试验结果为将香芹酚、丁香酚、异丁香酚开发成天然杀菌剂应用于农业生产实践提
供了理论依据。
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　　油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ）属山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属
（Ｃａｍｅｌｌｉａｌ）植物，为我国特有的优质食用油料植物［１］。茶油

易被人体吸收，且烟点高，不含对人体有害的黄曲霉毒素、棉

酚、芥酸等成分［２－３］。此外，茶油还具有保健功能，能提高人

体免疫能力，减轻脂肪堆积，降低血浆中胆固醇浓度，有效改

善和预防高血压、冠心病、动脉硬化等心血管疾病［４－６］，是一

种高档的保健食用油。茶油被联合国粮食及农业组织作为重

点推广对象［７］。但是随油茶种植面积的增加，油茶病害日趋

严重，生产绿色无公害茶油，已成为我国油茶产业可持续发展

急需解决的关键问题［８］。

油茶炭疽病病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｒｉｏｉｄｅｓ）是油茶的
主要病害之一，严重影响油茶的生长和产量［９］。萜类化合物

为植物代谢的主要产物，具有抑菌活性强、低毒、易降解、不污

染环境、不易产生抗性等优点，是一种安全高效的天然杀菌

剂［１０－１１］。前期研究发现，萜类化合物中香芹酚、丁香酚、异丁

香酚对油茶炭疽病病菌具有较好的抑制活性。本试验研究香

芹酚、丁香酚、异丁香酚对油茶炭疽病病菌细胞膜通透性、可

溶性蛋白和还原糖含量的影响，了解其作用机制，以期为将香

芹酚、丁香酚、异丁香酚开发成天然杀菌剂提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试萜类化合物
香芹 酚 （ｃａｒｖａｃｒｏｌ）、丁 香 酚 （ｅｕｇｅｎｏｌ）、异 丁 香 酚

（ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ）购自梯希爱（上海）化成工业发展有限公司，纯度
大于９５％。
１．２　供试病原菌

油茶炭疽病病菌从湖北省孝感市区植物病株上采得，采

用常规组织分离法分离纯化病原菌，并观察其形态学特征，同

时结合ｒＤＮＡ－ＩＴＳ（内转录间隔区）序列分析，对病原菌进行
分离和分子鉴定得到［１２］。

１．３　试验方法
１．３．１　萜类化合物对病原菌菌丝形态的影响　在无菌条件
下，用６ｍｍ打孔器在培养好的供试菌菌落边缘打取长势相
同的菌饼接入萜类化合物系列浓度梯度为 ５０、１００、２００、
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４００μｇ／ｍＬ的ＰＤＡ培养基平板中，每个处理设３次重复，以
不加药的ＰＤＡ平板作为对照，培养６ｄ后，挑取菌落边缘的
菌丝，在显微镜下观察菌丝的形态变化。

１．３．２　细胞膜通透性试验　（１）菌丝体培养。将油茶炭疽
菌在ＰＤＡ培养基上培养７ｄ，取直径为６ｍｍ的菌饼数，放入
含有 ２００ｍＬＰＤ培养基的三角瓶中，培养 ７ｄ（２８℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ）。在无菌条件下将菌丝团取出，用灭菌的去离子
水冲洗３次后，再用布氏漏斗抽滤，收集菌丝体。

（２）电导率测定。称取１ｇ菌丝，放入含有１００ｍＬ灭菌
去离子水的三角瓶中，分别加入香芹酚、丁香酚、异丁香酚至

系列浓度梯度（５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ），以无菌去离子水加
溶剂作为对照，每个处理重复 ３次，于摇床上振荡培养
（２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ），室温下，于０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ时测定
电导率。根据下式计算各处理随时间的延长引起的电导率增

加的幅度：

　　电导率增幅＝（不同时间电导率－０ｍｉｎ时的电导率）／０
ｍｉｎ时的电导率×１００％。
１．３．３　可溶性蛋白含量测定　（１）菌丝体培养。具体方法
同“１．３．１”节。

（２）酶液制备。称取５ｇ菌丝，放于含有１００ｍＬＰＤ培养
基的三角瓶中悬浮，分别加入香芹酚、丁香酚、异丁香酚至系

列浓度梯度（５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ），以无菌去离子水加溶
剂作为对照，每个处理重复３次。处理１２ｈ后，在无菌条件
下将菌丝取出，用磷酸缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为７．５）冲洗
２次，之后用布氏漏斗抽滤。称取０．５ｇ菌丝，移入加有２ｍＬ
磷酸缓冲液的研钵中，冰浴下研磨至糊状，加入磷酸缓冲液至

体积为１０ｍＬ，于４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，收集上清液
备用。

（３）可溶性蛋白含量的测定。采用考马斯亮蓝法测定可

溶性蛋白含量，吸取 １ｍＬ酶液至１０ｍＬ离心管中，再加入
５ｍＬ考马斯亮蓝，摇匀，静止５ｍｉｎ，以１ｍＬ蒸馏水＋５ｍＬ考
马斯亮蓝作为空白对照，于５９５ｎｍ测定吸光度，每个处理重
复３次。通过标准曲线查得蛋白质含量，根据以下公式计算
样品中蛋白质含量（ｍｇ／ｇ）：

样品中蛋白质含量＝Ｃ×Ｖｔ／（Ｖｓ×ＷＦ×１０００）。
式中：Ｃ为查标准曲线所得含量 μｇ／ｇ；Ｖｔ为提取液总体积，
ｍＬ；Ｖｓ为测定时加样量，ｍＬ；ＷＦ为样品鲜质量，ｇ。
１．３．４　还原糖含量的测定　菌丝体培养同“１．３．１”节，酶液
制备同“１．３．３”节。还原糖含量的测定：用二硝基水杨酸
（ＤＮＳ）法测还原糖含量，取制备的酶液１ｍＬ，空白对照用去
离子水代替，加入２ｍＬＤＮＳ，于沸水中加热５ｍｉｎ，取出后立
即浸入冷水中冷却至室温，再加去离子水定容至１０ｍＬ，在
５４０ｎｍ处比色并记录Ｄ５４０ｎｍ，重复３次，取平均值。还原性糖
含量（ｍｇ／ｇ）计算公式如下：

样品中还原糖含量＝（ａ×Ｖｔ／Ｖ）／ｍ。
式中：Ａ为根据标准曲线计算得到的还原糖含量，ｍｇ／ｇ；Ｖｔ为
提取液总体积，ｍＬ；Ｖ为测定液体积，ｍＬ；ｍ为样品质量，ｇ。
１．４　数据处理

试验数据采用Ｅｘｅｃｌ２０１０和ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件处
理。用ＳＰＳＳ软件进行单因素方差分析，处理间差异多重比较
采用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法。

２　结果与分析

２．１　酚类物质对病原菌菌丝形态的影响
由酚类对供试病原菌菌丝生长抑制效果（图１）可以看出，

香芹酚、丁香酚、异丁香酚对供试菌具有明显的抑制作用，且菌

落直径随着酚类物质浓度的增加而变小。同时，经醛类化合物

处理后的菌丝粗细不均、畸形、发生扭曲、分支增多（图２）。

２．２　对油茶炭疽菌细胞膜通透性的影响
酚类物质对油茶炭疽菌菌丝电导率变化的测定结果表

明，油茶炭疽菌菌丝处理液的电导率均随着处理时间的延长

而升高，且电导率增幅均随着酚类物质浓度的增大而
!

大

（图３～图５）。
　　香芹酚处理３０ｍｉｎ时，５０、１００μｇ／ｍＬ浓度的电导率增幅
变化不大；当处理时间大于３０ｍｉｎ时，浓度为 １００μｇ／ｍＬ的
电导率增幅明显高于浓度为５０μｇ／ｍＬ的。丁香酚处理 ３０～
６０ｍｉｎ时，５０、１００、２００μｇ／ｍＬ浓度处理下的电导率增幅较
小，６０ｍｉｎ后电导率增幅随着浓度的增加而上升。异丁香酚

处理浓度为５０μｇ／ｍＬ时，电导液的电导率与对照无明显差
异，在１００、２００、４００μｇ／ｍＬ浓度下，电导液的电导率增幅明显
高于对照。

２．３　油茶炭疽菌菌丝的可溶性蛋白含量
处理１２ｈ后，油茶炭疽菌菌丝体内可溶性蛋白含量测定

结果表明，油茶炭疽菌菌丝体内可溶性蛋白含量均随着浓度

的降低而下降（表１）。当香芹酚、丁香酚、异丁香酚浓度为
４００μｇ／ｍＬ时，可溶性蛋白含量最低，分别为 ７．５５、７．６９、
８．０１ｍｇ／ｇ，与对照相比分别下降了 ４６．４９％、４５．５０％、
４３．２３％。
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２．４　还原糖含量的测定结果
由表２可以看出，经香芹酚、丁香酚、异丁香酚处理后，胶

孢炭疽菌菌丝体内还原糖含量都随着浓度的升高而下降，当

酚类物质浓度为 ４００μｇ／ｍＬ时，还原糖含量最低，分别为
４．９５、６．１８、５．７１ｍｇ／ｇ，较对照分别下降 ５９．８２％、４９．８４％、
５３．６５％。

３　讨论与结论

菌体细胞膜为菌体的保护屏障，能调节和选择物质进出。

表１　３种酚类物质对油茶炭疽菌菌丝可溶性蛋白含量的影响

药品
酚类物质浓度

（μｇ／ｍＬ）
可溶性蛋白含量

（ｍｇ／ｇ）
抑制率

（％）

ＣＫ １４．１１±０．７３ａ —

香芹酚 ５０ １２．５８±０．８５ｂ １０．８４
１００ １１．０７±０．６５ｃ ２１．５５
２００ ９．２２±１．０５ｄ ３４．６６
４００ ７．５５±０．６２ｅ ４６．４９

丁香酚 ５０ １２．３４±０．７０ｂ １２．５４
１００ １１．１３±０．８６ｃ ２１．１２
２００ ９．９１±１．１２ｄ ２９．７７
４００ ７．６９±０．５０ｅ ４５．５０

异丁香酚 ５０ １３．０９±０．４０ｂ ７．２３
１００ １２．０７±０．８５ｃ １４．４６
２００ １０．２２±０．６９ｄ ２７．５７
４００ ８．０１±０．９４ｅ ４３．２３

　　注：不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

膜通透性增大是细胞膜受到损伤的主要表现之一。细胞膜受

到损害后，其通透性增大，不能有选择地运送细胞内外的营养

物质和代谢产物，导致细胞内含物外泄，使菌丝体失去正常生

长所需的营养物质，扰乱代谢途径，从而迫使菌体死亡［１３］。
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表２　３种酚类物质对油茶炭疽菌菌丝还原糖含量的影响

药品
浓度

（μｇ／ｍＬ）
还原糖含量

（ｍｇ／ｇ）
抑制率

（％）

ＣＫ １２．３２±０．８２ａ —

香芹酚 ５０ ９．９６±１．１４ｂ １９．１６
１００ ８．３０±０．９２ｃ ３２．６３
２００ ６．６３±０．６８ｄ ４６．１９
４００ ４．９５±１．１２ｅ ５９．８２

丁香酚 ５０ １０．８８±０．６５ｂ １１．６９
１００ ９．４４±０．８９ｃ ２３．３８
２００ ７．５８±１．０６ｄ ３８．４７
４００ ６．１８±０．７８ｅ ４９．８４

异丁香酚 ５０ １１．０８±１．１６ｂ １０．０６
１００ ９．９７±０．８４ｃ １９．０７
２００ ７．５７±０．６９ｄ ３８．５６
４００ ５．７１±１．０１ｅ ５３．６５

　　Ｏｄｄｓ等研究表明，作用于细胞膜的抑菌物质可使细胞膜
通透性增大，使其内含物如蛋白质、核酸、还原糖、金属离子

Ｎａ＋、Ｋ＋等外泄［１４－１５］。在本试验中，经酚类物质处理后，炭

疽菌菌体液电导率随着处理时间的延长而呈逐渐上升的趋

势，并且随着酚类物质浓度的增加，电导率增幅增加。汪金莲

等研究茶多酚对稻瘟病菌的抑制得出，茶多酚使稻瘟病菌的

细胞膜通透性增大，从而破坏细胞膜的结构，使其失去保护屏

障，由此达到抑菌目的［１６］。由此推测，酚类对炭疽菌抑菌活

性是其损伤或破坏菌体细胞膜的结构，导致大量内含物外泄，

最终导致菌体死亡，但是其具体作用位点还须进一步研究。

彭璇等研究白薇提取液对意大利青霉的抑菌机制时发

现，其提取液可以降低意大利青霉菌菌丝体内总糖、可溶性蛋

白含量［１７］。蛋白质是构成细胞膜的主要成分之一，是菌丝维

持生命活动所需的基本物质［１８］。菌体内蛋白质含量减少，会

使菌丝体生长受到影响。经香芹酚、丁香酚、异丁香酚处理

后，油茶炭疽菌菌丝体内可溶性蛋白含量都随着处理液浓度

的升高而下降。周梦娇等研究发现，桂枝提取物对指状青霉

具有抑制作用，通过测定其电导率变化、可溶性蛋白质和总糖

含量，研究其抑菌机制，结果表明，指状青霉金桂枝提取物经

处理后，菌丝体内可溶性蛋白、可溶性糖含量均减少［１９］。

还原糖是菌体细胞的主要能源物质之一，是维持病原菌

细胞正常生理代谢所需的能量来源和物质基础，还原糖的利

用率直接影响菌丝生长和繁殖［２０－２２］。在本研究中，２种病原
菌经处理后，体内还原糖含量减少，且含量随着酚类物质浓度

的升高而降低，表明萜类物质促进菌体细胞内还原糖的分解，

使菌体失去能量物质，扰乱菌体的生理代谢，从而导致菌体

死亡。

综上述分析，萜类化合物香芹酚、丁香酚、异丁香酚增大

了供试菌的细胞膜透性，使菌体内含物外泄或抑制菌体内能

量物质的合成代谢，从而到达抑菌目的。
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