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　 　 摘要：　 研究内生真菌如何与宿主植物建立拮抗平衡，以及该过程与病原菌侵染过程的差别。 以药用植物茅

苍术及几种真菌为材料，采用水蒸馏法提取挥发油并分离各组分，应用平板生长速率法、滤纸片扩散法、悬滴法和

扫描电镜观察研究挥发油对病原真菌和内生真菌的抑菌作用。 结果表明，高浓度挥发油对病原菌中交链孢的抑菌

活性最强，达 ７７􀆰 ５６％，对尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌的抑菌作用次之，分别为 ７１􀆰 ７５％ 和 ７０􀆰 ０７％，而对 ２ 种内生真菌

ＡＬ１１ 和 ＡＬ１２ 则具有较小抑制作用，分别为 ６１􀆰 ９０％ 和 ２３􀆰 ５７％；挥发油中 β⁃桉叶醇和茅术醇对 ５ 种真菌均无抑制

作用，苍术素相比于苍术酮对病原菌有更强的抑制效果；在苍术酮和苍术素的胁迫下，病原真菌的孢子萌发受到了

不同程度的抑制，内生真菌表现为菌丝分支增多，分支间距离变短；苍术酮和苍术素可以引起交链孢的菌丝断裂，
褶皱，细胞表面疣状突起。 说明茅苍术挥发油及其主要组分苍术酮和苍术素对内生真菌生长有限制作用，但这种

作用明显低于对病原菌的抑制作用，说明苍术酮和苍术素很可能是宿主植物与内生真菌建立拮抗平衡的关键

物质。
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　 　 茅苍术（ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ）为菊科苍术属多

年生草本植物，是中国重要的药用植物，主要分布

于江苏、湖北和河南等省份，而江苏茅山一带是茅

苍术道地药材的产区。 茅苍术根茎是著名的道地

药材，具有燥湿健脾、祛风散寒、明目等功效。 近

年来国内外学者对茅苍术的研究日趋深入，尤其

是对其挥发油的化学成分进行了大量的研究。 茅

苍术挥发油中主要为倍半萜类的苍术酮、β⁃桉叶醇

和茅术醇及聚乙炔类的苍术素。 茅苍术的道地性

则主要表现为挥发油中各成分呈现出特定配比关

系，道地产区苍术挥发油含量较非道地产区低而

苍术酮、苍术素高于非道地产区［１］ 。 由于道地药

材成分的特殊性，野生茅苍术资源的严重破坏，加
上茅苍术体内丰富的内生真菌资源［２］ ，因此利用

内生真菌生产道地性药材被视为解决茅苍术资源

短缺问题的一条有效途径。 本课题组之前的研究

结果表明，在悬浮细胞水平，添加内生真菌诱导子

可以使 β⁃桉叶醇有效转化为苍术酮、茅术醇和苍

术素［３］ ；组培苗水平下添加内生真菌小菌核菌

ＡＬ３、小克银汉霉 ＡＬ４ 和孔球孢霉 ＡＬ１２ 均可提高

苍术酮相对含量而降低 β⁃桉叶醇含量［４］ 。
内生真菌能与宿主建立稳定共生关系，并赋予

宿主一些优良的性状，如促进植物生长，增强植物对

不良环境的抗性，抗病虫害，促进植物次级代谢产物

的产生等［５⁃９］。 宿主植物也能通过产生相关防御酶

系（几丁质酶和 β⁃１，３⁃葡聚糖酶）水解真菌细胞壁

抑制真菌的生长［１０］，说明内生真菌能激发宿主的防

御反应，但这种反应相比于病原菌侵染是温和

的［１１］。 内生菌与病原菌之间的转变是一个连续的

过程，二者的平衡一旦被打破，植物就会显现出

病征［１２］。
挥发油作为植物组成型次生代谢产物是一种进

化形成的抵抗外界病原物的机制。 病原菌为了成功

侵染植物分泌解毒酶分解利用次级代谢产物以克服

植物的防御系统［１３］。 内生真菌能够从体外侵入植

株，本身就具有植物病原菌的某些特性，因此内生真

菌也有类似的分解利用次级代谢产物的机制。 研究

发现内生真菌生赤壳属 Ｂｉｏｎｅｃｔｒｉａ ｏｃｈｒｏｌｅｕｃａ ＡＬＧ⁃１３
可利用挥发油为唯一碳源［１４］，并增加道地成分（苍
术酮和苍术素）相对含量而降低非道地成分（ β⁃桉
叶醇和茅术醇）相对含量。 但是茅苍术挥发油有很

强的抑菌活性，内生真菌如何与这种抑菌物质达成

平衡不使植物致死，同时使自身生长受到植物调节

的拮抗平衡机制还没有系统的研究。 目前，尚没有

文献报道植物次级代谢产物与其内生真菌、病原真

菌建立拮抗平衡过程的区别。 本研究拟通过茅苍术

挥发油及各组分对其内生真菌和病原真菌抑菌活性

的研究，以期发现挥发油对内生真菌、病原真菌不同

的抑制作用，并试图找出宿主植物与内生真菌建立

拮抗平衡的关键物质，从而更好地理解内生真菌与

宿主植物之间拮抗平衡的共生关系。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

茅苍术根茎购于陕西地道药材有限公司。 病原

真菌选择茅苍术 ３ 种常见的病原菌：尖孢镰刀菌

（ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ）、 腐 皮 镰 刀 菌 （ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ）和茅苍术黑斑病病菌交链孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｏｌａ⁃
ｎｉ），以上菌株由本实验室分离保存。 内生真菌选择

课题组从茅苍术中筛选出的 ２ 株内生真菌：菌株

ＡＬ１１，为镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｉｕｍ ｓｐ．）；菌株 ＡＬ１２，为孔

球孢霉属（Ｇｉｌｍａｎｉｅｌｌａ ｓｐ．）。
１．２　 试验方法

１．２．１　 茅苍术挥发油及其主要组分的制备 　 将茅

苍术根打碎成粉末状，称取１ ０００ ｇ 的粉末，加适量

水，用水蒸气蒸馏法提取，得到蒸馏液和残渣。 把
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残渣重新提取 ２ 次，浓缩滤液，加适量乙醇，把蒸

馏液和滤液混合，用乙醚萃取 ２ 次。 萃取液自然

挥发干燥，即得黄棕色半固体状，具有特殊浓郁香

味的挥发油。 挥发油 ４ 种主要组分由本课题组分

离制备［１５］ 。
１．２．２　 菌株活化及菌悬液制备 　 将所有供试菌株

分别挑取小块，于 ＰＤＡ 试管斜面中，２８ ℃ 培养 ４８
ｈ，加入无菌水，刮取菌丝体制成初始菌悬液。 取适

量菌悬液，加入无菌水，将其稀释成含菌（孢子）量

１×１０７ ～１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ的菌悬液备用。
１．２．３　 真菌抑制率及 ＩＣ５０ 测定 　 称取 ２􀆰 ５ ｇ 挥发

油，加入 ５％ （体积比）吐温 ２０，用灭菌蒸馏水定容

至 ５０ ｍｌ 作为母液，分别吸取母液 ２５ μｌ、５０ μｌ、１００
μｌ、２００ μｌ、４００ μｌ、６００ μｌ、８００ μｌ、１ ６００ μｌ 加入 ８ 支

１０ ｍｌ 的容量瓶中，用无菌蒸馏水定容，得到 １２５
μｇ ／ ｍｌ、２５０ μｇ ／ ｍｌ、５００ μｇ ／ ｍｌ、１ ０００ μｇ ／ ｍｌ、２ ０００
μｇ ／ ｍｌ、４ ０００ μｇ ／ ｍｌ、６ ０００ μｇ ／ ｍｌ和８ ０００ μｇ ／ ｍｌ的 ８
个浓度。 采用生长速率法，取 １ ｍｌ 药液，加入 ９ ｍｌ
已经熔化的 ＰＤＡ 培养基混匀，迅速倒入 ９ ｃｍ 的培

养皿内制成平板，药剂浓度相应缩小 １０ 倍，在培养

皿中央相应放入直径为 ０􀆰 ５ ｃｍ 的菌饼一块，无菌蒸

馏水加等量吐温 ２０ 为空白对照， 每个处理设置 ３
个重复，２８ ℃恒温培养。 当对照组菌丝生长至平板

边缘，取出平板计算抑制率。 抑制率（％）＝ （Ｃ－Ｔ） ／
Ｔ×１００％ （Ｃ：对照组真菌菌丝直径；Ｔ：不同处理组

下真菌菌丝直径）。 半抑制浓度 ＩＣ５０则根据真菌抑

制率和抑制浓度对数的关系计算得出［１６］。
１．２．４　 挥发油及各组分抑菌活性的测定 　 将无菌

滤纸片（直径 ６ ｍｍ，高压蒸气灭菌后烘干）浸泡在

挥发油及各组分中 ３０ ｍｉｎ，在平皿边缘将滤纸片上

多余液体沥干，贴于涂布孢子悬液的 ＰＤＡ 平板上，
２８ ℃培养 ４８ ｈ。 以平板中贴有乙酸乙酯的滤纸片

为空白对照。 ４８ ｈ 后记录形成的抑菌圈大小。 每

组试验设 ３ 个重复，试验结果取平均值。
１．２．５　 病原菌孢子萌发率测定　 采用悬滴法，将挥

发油和各组分分别添加到含 ５ ｍｌ ＰＤＡ 的试管中得

终浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ４
ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍｌ，同时每管中添加 １００ μｌ 的孢子

悬液（每 １ ｍｌ １× １０７个孢子）。 ２８ ℃培养，６ ｈ 后镜

检（每个重复检查孢子数 １００ 个以上），之后隔 ２ ｈ
镜检 １ 次，记录各处理组孢子萌发个数和检查孢子

总数，计算孢子萌发率（％） ＝ 孢子萌发个数 ／检查

孢子总数×１００％。
１．２．６　 苍术酮和苍术素对菌丝分支的影响 　 用接

种针挑取苍术酮和苍术素处理的菌落边缘菌丝分别

制片，观察不同处理下菌丝体生长情况、菌丝直径和

主菌丝上相邻分支菌丝间的距离（μｍ），每个处理

随机挑取 １２ 个视野，统计菌丝粗细和菌丝分支间

距［１７］。 图像采用 ＭｅｔａＭｏｒｐｈ ／ ＭｅｔａＦｌｕｏｒ 软件（Ｗｅｓｔ
Ｃｈｅｓｔｅｒ） 分析， 菌丝形态拍摄采用 Ｓｅｎｓｉｃａｍ ＱＥ
Ｃｏｏｌｅｄ Ｄｉｇｉｔａｌ Ｃａｍｅｒａ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｃｏｏｋｅ Ｃｏｒｐ）。 将苍术

酮和苍术素分别配成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍｌ和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍｌ ５ 个浓度，分别吸取

上述溶液 １０ μｌ 与受试菌孢子悬液 １０ μｌ 置于 ３ ｍｌ
的 ＰＤＡ 试管中，１０ μｌ 乙酸乙酯为空白对照，２８ ℃
培养，３ 个重复。 ２ ｈ 后镜检（每个重复检查孢子数

１００ 个以上），之后隔 ２ ｈ 检查一次，待对照孢子萌

发率达 ８０％以上时计算孢子萌发率。
１．２．７　 扫描电镜（ＳＥＭ）观察苍术酮和苍术素对真

菌的影响　 在含有苍术酮和苍术素的 ＰＤＡ 平板上

分别接种 ＡＬ１１ 和交链孢，对照组添加相同含量乙

酸乙酯，２８ ℃培养 ７２ ｈ，在菌落边缘取 ５ ～ １０ ｍｍ
见方的菌块，双蒸水洗涤 ３０ ｍｉｎ，然后浸泡于

２􀆰 ５％戊二醇（ ｐＨ ７􀆰 ４）中 ４ ℃ 固定过夜。 固定好

的样品再用磷酸缓冲液（ ｐＨ ７􀆰 ４） 洗涤 ３０ ｍｉｎ。
用 １％锇酸室温固定 ２ ｈ 后磷酸缓冲液洗涤 ３０
ｍｉｎ。 再用系列梯度为 ３％、５０％、７０％、８０％、９０％
和 １００％的乙醇脱水，其中 １００％乙醇的脱水时间

为 ３０ ｍｉｎ，其他梯度乙醇的脱水时间均为 ２０ ｍｉｎ。
脱水后的菌丝冷冻真空干燥 １ ｈ，最后镀膜。 在加

速电 压 １５ ｋＶ 的 条 件 下 用 扫 描 电 镜 （ Ｖａｎｔａｇｅ
ＶＪＳＭ⁃５６１０ＬＶ）观察菌丝形态。
１．３　 数据处理

用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进行统计分析。 采用单因素

方差分析挥发油及各组分对供试菌抑制效率，不同

组分下菌丝分支间距等，采用 Ｓ⁃Ｎ⁃Ｋ 方差分析差异

显著性，数据均以平均数 ± 方差表示。

２　 结果与分析

２．１　 茅苍术挥发油对各供试真菌的抑制作用

利用平板生长速率法测定挥发油对 ３ 种病原真

菌、２ 种内生真菌的抑制率。 由图 １ 可知，随着挥发

油浓度增加，其对真菌的抑制率逐渐提高，在低浓度

（１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ和 ２５􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ）下，腐皮镰刀菌和交链
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孢的生长抑制大于 ＡＬ１２。 当挥发油浓度增加到

２００ μｇ ／ ｍｌ以上时，３ 种病原真菌受抑制程度均大于

２ 种内生真菌，表明高浓度挥发油虽然可在一定程

度上抑制内生真菌的生长，但其对于病原真菌的抑

制作用更强烈。 当挥发油浓度为 ８００ μｇ ／ ｍｌ时，交
链孢、腐皮镰刀菌、尖孢镰刀菌的抑制率分别达到

７７􀆰 ５６％、７１􀆰 ７５％ 和 ７０􀆰 ０７％，而 ＡＬ１１ 和 ＡＬ１２ 的抑

制率分别为 ６１􀆰 ９０％和 ２３􀆰 ５７％。
　 　 挥发油对各供试菌菌丝生长的毒力测定结果

（表 １）表明，挥发油对交链孢、腐皮镰刀菌、尖孢

镰刀菌、ＡＬ１１ 和 ＡＬ１２ 菌丝的生长抑制活性依次

降低。 挥发油对病原真菌中的茅苍术自身病原菌

交 链 孢 的 毒 力 最 强， 其 ＩＣ５０ 最 低， 为 １５９．０５０ ９
μｇ ／ ｍｌ，而对内生真菌 ＡＬ１１ 和 ＡＬ１２ 的毒力都明显

低于所有病原菌， ＩＣ５０ 分别为 ４２２．７６６ １ μｇ ／ ｍｌ、
７８２．０３９ ３ μｇ ／ ｍｌ。

图 １　 不同浓度挥发油对供试真菌菌丝的抑制率

Ｆｉｇ．１ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｖｏｌａｔｉｌｅ
ｏｉｌ ｏｎ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

表 １　 挥发油对供试真菌生长毒力分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ Ａ． ｌａｎｃｅａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｔｏ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

供试菌　 　 　 回归方程 相关系数 回归系数 ＩＣ５０（μｇ ／ ｍｌ）

交链孢 Ｙ＝ ０．９１４ ４ｘ＋２．９８６ ８ ０．９２７ ４ ０．３３８ ６ １５９．０５０ ９

腐皮镰刀菌 Ｙ＝ ０．８３９ ０ｘ＋３．０５５ ３ ０．９７６ ４ ０．１６６ ９ ２０７．８５８ ２

尖孢镰刀菌 Ｙ＝ １．２８４ ８ｘ＋１．８７２ ９ ０．９１７ ０ ０．５１１ ７ ２７１．４６６ ７

ＡＬ１１ Ｙ＝ ０．５３０ ２ｘ＋３．６０７ ０ ０．９７３ ３ ０．１０５ ９ ４２２．７６６ １

ＡＬ１２ Ｙ＝ ０．９３４ １ｘ＋２．２９７ ６ ０．９６５ ５ ０．１７７ ５ ７８２．０３９ ３

　 　 通过平板滤纸片扩散法测定挥发油及各组分对

３ 种病原真菌、２ 种内生真菌的抑菌圈直径。 从表 ２
可以看出，挥发油对 ５ 种供试菌均可形成抑菌圈。
β⁃桉叶醇和茅术醇滤纸片对 ５ 种供试真菌均未形成

抑菌圈，菌落紧贴滤纸片边缘。 苍术酮和苍术素对

交链孢、腐皮镰刀菌形成的抑菌圈直径大于尖孢镰

刀菌，苍术酮对 ＡＬ１２ 无抑制作用，对 ＡＬ１１ 形成较

小的抑菌圈。 和苍术酮相比，苍术素对病原真菌、内
生真菌形成的抑菌圈直径较大。

挥发油及其两种组分苍术酮和苍术素对病原真

菌都显示出较强的抑菌效果，对内生真菌的影响较

小。 这可能是内生真菌适应了宿主体内高浓度挥发

油的环境，而这种适应能力在更高浓度的挥发油 ２
种组分苍术酮和苍术素的胁迫下会在一定程度上被

破坏，从而显示出一定程度的抑制。 挥发油和各组

分对尖孢镰刀菌的次级代谢物的产生有抑制能力，
尖孢镰刀菌试验组对照培养基中初始菌落为白色，１
ｄ 后迅速产生紫色的代谢物，而添加挥发油和各组

分后，２ ｄ 后才产生紫色代谢物且颜色较对照组浅。
２．２　 挥发油各组分对病原真菌孢子萌发的影响

既然 β⁃桉叶醇和茅术醇对内生真菌、病原真菌

均无抑制作用，说明苍术酮和苍术素可能是茅苍术

与其内生真菌建立拮抗平衡的关键物质，因此后续

试验有必要以苍术酮和苍术素为材料进一步具体考

察其对病原真菌和内生真菌的影响。 由表 ３ 可知，
当苍术素浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍｌ时，交链孢和尖孢镰刀

菌的孢子萌发率分别为 ５６􀆰 ６９％和 ７０􀆰 ６４％，与对照

有显著差异，而腐皮镰刀菌在苍术素浓度达到 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｍｌ时才受到显著影响，此时其孢子萌发率降至

７５􀆰 ２７％。 当苍术酮浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍｌ时，交链孢和

尖孢镰刀菌的孢子萌发率才显著降低，分别为

３３􀆰 ４４％和 ６６􀆰 ９２％，腐皮镰刀菌的孢子萌发率在苍

术酮浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍｌ时才受到影响，为 ６９􀆰 ９４％。
综合分析，苍术素对病原真菌孢子萌发的抑制效果

大于苍术酮，并且对于交链孢、尖孢镰刀菌、腐皮镰

刀菌孢子萌发率的影响呈依次降低趋势。
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表 ２　 茅苍术挥发油及各组分对供试菌的抑菌圈直径

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ａ． ｌａｎｃｅａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｔｏ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

处理组
交链孢抑菌圈
直径 （ｃｍ）

腐皮镰刀菌抑
菌圈直径（ｃｍ）

尖孢镰刀菌抑
菌圈直径（ｃｍ）

ＡＬ１２ 抑菌
圈直径（ｃｍ）

ＡＬ１１ 抑菌
圈直径（ｃｍ） 对照

挥发油 ０．９８±０．２６ｃ ０．９３±０．２２ｃ ０．９５±０．１４ａ ０．８８±０．１２ｂ １．０１±０．１９ｂ ０．６０±０

β⁃桉叶醇 ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｃ ０．６０±０ｄ ０．６０±０

茅术醇 ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｄ ０．６０±０ｃ ０．６０±０ｄ ０．６０±０

苍术酮 １．２７±０．１５ｂ １．２３±０．１０ｂ ０．８２±０．１２ｃ ０．６０±０ｃ ０．８８±０．１９ｃ ０．６０±０

苍术素 １．９７±０．２２ａ １．５２±０．４０ａ ０．９０±０．１１ｂ １．０５±０．１７ａ １．２２±０．２５ａ ０．６０±０
同一列不同小写字母表明挥发油及各组分的抑菌圈直径差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表 ３　 苍术酮和苍术素对供试菌孢子萌发的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｔｒａｃｔｙｌｏｎ ａｎｄ ａｔｒａｃｔｙｄｉｎ ｏｎ ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

浓度
（ｍｇ ／ ｍｌ）

苍术酮

尖孢镰刀菌孢
子萌发率（％）

腐皮镰刀菌孢
子萌发率（％）

交链孢孢子
萌发率（％）

苍术素

尖孢镰刀菌孢
子萌发率（％）

腐皮镰刀菌孢
子萌发率（％）

交链孢孢子
萌发率（％）

ＣＫ ８６．０７±１．５７ａ ９３．５３±５．０３ａ ８１．１１±１０．５０ａ ８６．０７±１．５７ａ ９３．５３±５．０３ａ ８１．１１±１０．５０ａ

０．１ ８４．１７±４．６２ａ ９２．７９±５．００ａ ７３．０４±１３．６７ａ ７０．６４±３．８８ｂ ９２．７２±１０．１１ａ ５６．６９±７．０７ｂ

０．２ ６６．９２±２．７０ｂ ９１．８８±９．３７ａ ３３．４４±１８．４９ｂ ４７．６７±３．３７ｃ ９２．４１±５．９４ａ ５６．７５±１０．１３ｂ

０．３ ４２．９４±２．２６ｃ ９７．５０±５．００ａ ３１．９４±９．２１ｂ ３５．１５±１．７３ｄ ７５．２７±１１．５７ｂ ４３．３０±７．７６ｂｃ

０．４ ３２．６４±４．０５ｄ ９０．２８±１１．４５ａ １２．５４±５．４４ｃ ２７．２０±６．２３ｅ ６７．８６±８．５８ｂ ３２．１３±１８．７３ｃ

０．５ ２４．４５±２．７８ｅ ６９．９４±４．０５ｂ １１．２７±２．６３ｃ １８．２７±２．２２ｆ ５０．２７±９．１２ｃ １３．７６±４．３５ｄ
同一列不同小写字母表明供试菌孢子萌发率差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　 苍术酮、苍术素对供试菌菌丝形态的影响

在添加苍术酮、苍术素的 ＰＤＡ 培养基上，以 ５
种供试菌作为试验材料，显微观察（ ×２０）其菌丝生

长情况。 交链孢、ＡＬ１１ 和 ＡＬ１２ 的菌丝分支增多

（图 ２），菌丝分支间距离明显变短，而对尖孢镰刀菌

和腐皮镰刀菌的菌丝分支影响不明显（表 ４）。 从图

２ 可以看出，在 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍｌ的苍术酮和 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍｌ的

苍术素条件下，内生真菌 ＡＬ１１（图 ２ Ａ１，图 ２ Ａ２）和
病原菌交链孢（图 ２ Ｂ１，图 ２ Ｂ２）的菌丝分支较其对

照（图 ２Ａ，图 ２Ｂ）多，分支间距离较短；但上述浓度

的苍术酮和苍术素处理的 ＡＬ１２ 的菌丝分支间距离

（图 ２Ｃ１、图 ２Ｃ２） 与对照 （图 ２Ｃ） 相比并无显著

差异。

表 ４　 不同挥发油组分下供试菌菌丝分支间距

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｐｈａｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ

供试菌　 　 　 　 　 　 　 　
挥发油组分

苍术素 苍术酮 对照

交链孢菌丝分支间距（μｍ） １６５．４６±８２．５３ａ ２５２．４６±６７．１４ｂ ３５６．３１±４２．８７ｃ

尖孢镰刀菌菌丝分支间距（μｍ） － － －

腐皮镰刀菌菌丝分支间距（μｍ） － － －

ＡＬ１１ 菌丝分支间距（μｍ） ５９．３５±１２．９９ｂ ７７．８１±７．２７ａ １４８．３８±３２．４８ｃ

ＡＬ１２ 菌丝分支间距（μｍ） １７３．６１±４１．５９ａ １７０．２３±２９．８２ａ ３５６．０７±３７．０５ｂ
－表示分支极少，不具有统计学意义；同一列不同小写字母表明供试菌菌丝分支间距差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　 　 以病原菌交链孢和内生真菌 ＡＬ１１ 作为试验材 料，扫描电镜观察其菌丝在苍术酮和苍术素下生长

４７２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１５ 年 第 ３１ 卷 第 ６ 期



情况。 对照组中菌丝形态光滑，呈线状 （图 ３Ｅ，
３Ｆ）。 苍术酮处理交链孢后，菌丝异常断裂（图 ３Ａ）
或明显断痕（图 ３Ｂ）导致细胞内物质的流失；苍术素

处理后，交链孢菌丝表面有疣状突起（图 ３Ｃ）和菌丝

异常褶皱（图 ３Ｄ）。 对于内生真菌 ＡＬ１１，在苍术酮

试验组中的菌丝与对照无显著差异（图 ３Ｉ），而在苍

术素试验组中菌丝表面也呈现类似的疣状突起（图
３Ｇ）或者在菌丝表面有发疱现象（图 ３Ｈ）。

Ａ：ＡＬ１１ 对照 ＣＫ；Ａ１：苍术酮处理的 ＡＬ１１；Ａ２：苍术素处理的 ＡＬ１１；Ｂ：交链孢对照 ＣＫ；Ｂ１：苍术酮处理的交链孢；Ｂ２：苍术素处理的交链孢；
Ｃ：ＡＬ１２ 对照 ＣＫ；Ｃ１：苍术酮处理的 ＡＬ１２；Ｃ２：苍术素处理的 ＡＬ１２。

图 ２　 苍术酮、苍术素下菌丝生长情况

Ｆｉｇ．２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｙｐｈａｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｔｒａｃｔｌｏｎ ａｎｄ ａｔｒａｃｔｙｄｉｎ

Ａ、Ｂ：苍术酮处理的交链孢；Ｃ、Ｄ：苍术素处理的交链孢；Ｅ：交链孢对照 ＣＫ；Ｆ：ＡＬ１１对照 ＣＫ；Ｉ：苍术酮处理的 ＡＬ１１；Ｇ、Ｈ：苍术素处理的 ＡＬ１１。
图 ３　 苍术酮、苍术素对供试真菌菌丝扫描电镜结果

Ｆｉｇ．３　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｈｙｐｈａｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｔｒａｃｔｙｌｏｎ ａｎｄ ａｔｒａｃｔｙｄｉｎ

３　 讨 论

由于内生菌在植物体内普遍存在，因而内生菌

与宿主植物之间的互作研究已经成为教科书中微生

物介导植物与草食动物之间关系的一种“模型”。
内生菌一般分为两类，一类来源于种子，称为垂直传
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播型；另一类来源于外界随机的感染，称为水平传播

型［１８］。 大部分内生菌属于后者，和前者相比，后者

增加了传染性传播的机会和毒力［１９］，而宿主产生的

次级代谢物是平衡内生菌与宿主的关键物质。 根据

传播方式和生殖方式，内生菌与植物关系从对抗进

化为互惠共生［２０］。 这种互惠共生关系不仅表现为

内生菌促进宿主植物生长（生理生化指标的提高）、
次级代谢物的积累［２１］，还表现在宿主受到生物胁迫

时，内生菌产生能抑制病原菌的物质［２２］。 内生菌拥

有某些与病原菌相类似的结构，这些结构都是引发

植物排斥反应的信号分子。 内生菌从体外侵入植物

必然伴随着植源性活跃诱导子的释放，因此，内生菌

在长期进化中形成了克服宿主非特异性防御的机制

维持自身在宿主体内的生态位并保持宿主细胞完整

性。 虽然内生菌能够适应宿主体内环境，但宿主植

物也通过某种机制严格限制内生菌的生长，研究发

现高浓度茅苍术挥发油限制内生真菌的生长，导致

菌丝分支增多，菌丝生长减慢，气生菌丝不发达［２３］。
药用植物产生的活性物质通常具有抑菌、抗病

毒、抗肿瘤等功效，其体内的内生真菌存在某种适应

机制以应对植物体内产生的有毒物质。 茅苍术挥发

油是宿主植物代谢产生的限制内生真菌过度生长的

因子。 本研究抑菌试验发现茅苍术挥发油对于土传

病原真菌尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌均有良好的抑菌

效果。 研究发现茅苍术与花生间作时，根系分泌的

挥发油抑制了土壤病原菌的生长，促进有益微生物

的生长从而提高了花生的产量［２４］。 挥发油 ４ 种主

要成分中苍术酮和苍术素对病原真菌的孢子萌发有

强烈抑制能力。 Ｚｈｅｎ 等［２５］ 发现苍术酮可以有效减

缓由 ＣＣＬ４ 引起的小鼠肝中毒， Ｊｅｏｎｇ 等［２６］ 的研究

结果也表明苍术酮对关节炎、支气管炎、呼吸道感染

等疾病有一定的药理活性。 苍术素对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌有抑制作用［２７］，但是对真菌的抑制作

用鲜有文献报道，我们首次发现挥发油及其组分苍

术酮和苍术素对植物病原真菌有极强的抑制作用，
可以应用于对该病害的防治。 病原真菌在含有苍术

酮和苍术素的培养基上生长导致菌丝褶皱、断裂，可
能是由于菌丝特定位点上囊泡的缺失引起，从而影

响了病原菌胞吐过程［２８］，阻断了病原菌代谢，限制

其生长。
茅苍术挥发油对内生真菌生长的限制作用弱于

病原真菌，体外试验结果证明茅苍术挥发油对内生

真菌生长的抑制率较低，但苍术酮和苍术素能导致

内生真菌菌丝分支增多，在一定程度上抑制菌体生

长，这与课题组之前的研究结果［２３］ 一致。 说明内生

真菌在茅苍术体内生长受到苍术酮和苍术素的抑

制，苍术酮和苍术素很可能是内生真菌与宿主建立

拮抗平衡的关键物质。
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ｃａｎａｓｅｓ ａｎｄ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒｏｓｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈ ａｃｉｂｅｎｚｏｌａｒ⁃Ｓ⁃ｍｅｔｈｙｌ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｄ． ｒｏｓａｅ ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２００１， １５８（８）： ９７１⁃９７６．

［１２］ ＫＯＧＥＬ Ｋ Ｈ， ＦＲＡＮＫＥＮ Ｐ， ＨÜＣＫＥＬＨＯＶＥＮ Ｒ． Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｏｒ
ｐａｒａｓｉｔｅ⁃ｗｈａｔ ｄｅｃｉｄｅｓ？ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２００６， ９（４）： ３５８⁃３６３．

［１３］ ＢＯＵＡＲＡＢ Ｋ， ＭＥＬＴＯＮ Ｒ， ＰＥＡＲＴ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓａｐｏｎｉｎ⁃ｄｅｔｏｘｉｆ⁃
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ｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｃｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，
２００２， ４１８ （６９００）： ８８９⁃８９２．

［１４］ 李　 蕾，刘付燕，任承钢，等． １ 株选择性降解茅苍术挥发油的

内生真菌筛选与鉴定［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１２， ３７ （ １９）：
２８５５⁃２８６２．

［１５］ 赵翔宇． 苍术挥发油指纹图谱研究及 ２ 株真菌对茅苍术组培

苗的影响［Ｄ］． 南京：南京师范大学，２０１４．
［１６］ ＺＨＡＯ Ｊ Ｌ， ＭＯＵ Ｙ， ＳＨＡＮ Ｔ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ Ｐｉｃｈｉａ ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｐａｉｒｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ． ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１０， １５
（１１）： ７９６１⁃７９７０．

［１７］ ＣＡＲＤＯＳＯ Ｃ， ＣＨＡＲＮＩＫＨＯＶＡ Ｔ， ＪＡＭＩＬ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒｉｇａ ｈｅｒｍｏｎｔｈｉｃａ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ ａｎｄ
Ｇｉｇａｓｐｏｒａ ｒｏｓｅａ ｈｙｐｈａｌ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕ⁃
ｔｉｏｎ ｔｏ ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ， ２０１４， ９
（８）： ｅ１０４２０１．

［１８］ ＹＡＮＧ Ｔ， ＣＨＥＮ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｎｔ ｓｙｍｂｉｏｎｔｓ： ｋｅｙｓ ｔｏ
ｔｈｅ ｐｈｙｔｏｓｐｈｅｒｅ ［Ｊ］ ． Ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ， ２０１３， ５９（１）： １⁃１４．

［１９］ ＫＡＲＩ Ｓ， ＳＡＡＲＩ Ｓ， ＨＥＬＡＮＤＥＲ Ｍ． Ｄｅｆｅｎｓｉｖｅ ｍｕｔｕａｌｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ？ ［ Ｊ］ ． Ｆｕｎｇａｌ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１０， ４１
（１）： １０１⁃１１３．

［２０］ ＳＡＩＫＫＯＮＥＮ Ｋ， ＬＥＨＴＯＮＥＮ Ｐ， ＨＥＬＡＮＤＥＲ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌ
ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ｅｃｏｌｏｇｙ： ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃ｇｒａｓｓ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ［ Ｊ］ ．
Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００６， １１（９）： ４２８⁃４３３．

［２１］ ＬＵＤＷＩＧ⁃ＭÜＬＬＥＲ Ｊ． Ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ： ｅｑｕａｌ ｐａｒｔｎｅｒｓ ｉｎ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ？ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ，

２０１５， ３７（７）： １３２５⁃１３３４．
［２２］ ＡＬＹ Ａ Ｈ， ＤＥＢＢＡＢ Ａ， ＫＪＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｇａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｆｒｏｍ

ｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ： ａ ｐｒｏｌｉｆｉｃ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｂｉｏａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ［Ｊ］ ． Ｆｕｎｇａｌ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１０， ４１（１）： １⁃１６．

［２３］ 王　 宇，戴传超，陈　 晏． 茅苍术挥发油对三种内生真菌及其

中外源真菌的抑菌活性［ Ｊ］ ． 应用生态学报， ２００９， ２０（１１）：
２７７８⁃２７８４．

［２４］ 戴传超，谢　 慧，王兴祥，等． 间作药材与接种内生真菌对连作

花生土壤微生物区系及产量的影响［ Ｊ］ ． 生态学报， ２０１０， ３０
（８）： ２１０５⁃２１１１．

［２５］ ＺＨＥＮ Ｏ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＺＨＡＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎ⁃
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｏｌｙａｃｅｔｙｌｅｎｅｓ ｉｎ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ
ｌａｎｃｅａ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｏｒｉｇｉｎｓ ｕｓｉｎｇ ＧＣ⁃ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ
［ Ｊ ］ ． Ｒｅｖｉｓｔａ Ｂｒａｓｉｌｅｉｒａ ｄｅ Ｆａｒｍａｃｏｇｎｏｓｉａ Ｂｒａｚｉｌｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｈａｒｍａｃｏｇｎｏｓｙ， ２０１２， ２２（５）： ９５７⁃９６３．

［２６］ ＪＥＯＮＧ Ｓ Ｉ， ＫＩＭ Ｓ Ｙ， ＫＩＭ Ｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｊａｐｏｎｉｃａ ａｇａｉｎｓｔ ｍｅｔｈｉｃｉｌ⁃
ｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１０， １５
（１０）： ７３９５⁃７４０２．

［２７］ ＣＨＥＮ Ｙ Ｊ， ＷＵ Ｙ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｈ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ９⁃ｎｏｒ⁃ａｔｒａｃｔｙｌｏｄ⁃
ｉｎ ｆｒｏｍ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｔ⁃
ｒａｃｔｙｌｏｄｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ． Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａ， ２０１２， ８３（１）： １９９⁃２０３．

［２８］ ＹＡＨＹＡＺＡＤＥＨ Ｍ， ＯＭＩＤＢＡＩＧＩ Ｒ， ＺＡＲＥ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｓｏｍｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄｉｇｉｔａｔｕｍ
Ｓａｃｃ ［ Ｊ ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２００８， ２４（８）： １４４５⁃１４５０．

（责任编辑：陈海霞）

７７２１陈　 飞等：茅苍术挥发油及主要组分对 ３ 种病原菌和 ２ 种内生菌的抑菌活性


