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　 　 摘要:　 本研究旨在确定球黑孢菌 (Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａ) Ｇｂｈ４５ 菌株发酵液中抗姜青枯菌 (Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏ￣
ｌａｎａｃｅａｒｕｍ)的活性成分ꎬ并揭示其抗菌作用机制ꎮ 为此ꎬ采用硅胶柱层析、半制备高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)和核磁共

振波谱法对球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株发酵液抗菌活性成分进行分离鉴定ꎮ 通过测定姜青枯菌的生长情况、最小抑菌质量

浓度(ＭＩＣ)和半抑菌质量浓度(ＩＣ５０)评价球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株活性次生代谢物的抗菌效果ꎮ 进一步通过检测细胞膜

完整性、细胞壁破损情况和胞内活性氧(ＲＯＳ)水平探究其抗菌机制ꎮ 结果显示ꎬ球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株的抗菌活性次

生代谢物为蒽醌类化合物 ９α￣ｈｙｄｒｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｄｅｓｏｘｙｂｏｓｔｒｙｃｉｎ(９α￣ＨＤＤＢ)ꎬ对姜青枯菌的最小抗菌质量浓度仅为 ２５􀆰 ０００
μｇ / ｍＬꎬ半抑菌质量浓度为 ８􀆰 ９７４ μｇ / ｍＬꎮ ９α￣ＨＤＤＢ 主要通过破坏细胞膜完整性ꎬ导致细胞壁破损ꎬ诱导细胞积累活

性氧(ＲＯＳ)的方式来抑制姜青枯菌生长ꎮ 此外ꎬ９α￣ＨＤＤＢ 还对食源性病原菌大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和金黄色葡萄

球菌展现出良好的抑制效果ꎬ显示其作为青枯菌生物农药和食品抗菌剂的巨大应用前景ꎮ
关键词:　 球黑孢菌ꎻ 生姜ꎻ 青枯菌ꎻ 活性次生代谢物ꎻ 抗菌机制
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａ
Ｇｂｈ４５ ｓｔｒａｉｎ ｔｈａｔ ａｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙꎬ
ｗｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａ Ｇｂｈ４５ ｓｔｒａｉｎ
ｕｓｉｎｇ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ｓｅｍｉ￣ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｈｉｇｈ￣ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ)ꎬ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ (ＮＭＲ) ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ. Ｗｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａ Ｇｂｈ４５ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍꎬ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎ￣

ｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ａｎｄ ｈａｌｆ￣ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ( ＩＣ５０ ). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｗｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ
ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｄａｍａｇｅꎬ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙ￣
ｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｌｅｖｅｌｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｆｒｏｍ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａ￣
ｅｒｉｃａ Ｇｂｈ４５ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ａｎ ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄꎬ
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９α￣ｈｙｄｒｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｄｅｓｏｘｙｂｏｓｔｒｙｃｉｎ (９α￣ＨＤＤＢ). Ｉｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２５􀆰 ０００ μｇ / ｍＬ ａｎｄ ａ
ｈａｌｆ￣ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８􀆰 ９７４ μｇ / ｍＬ ａｇａｉｎｓｔ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ. ９α￣ＨＤＤＢ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｂｙ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ９α￣ＨＤＤＢ ａｌｓｏ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｔｒｏｎｇ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｓ ｂｏｔｈ ａ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ａｇｅｎｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ ａｎｄ ａ ｆｏｏｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａꎻ ｇｉｎｇｅｒꎻ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍꎻ ａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎻ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 生姜(Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｒｏｓｃｏｅ)是中国广泛种

植的一种药食同源植物ꎬ富含姜辣素、姜烯酚、姜酮

等多种生理活性物质ꎬ除用作调味品外ꎬ还可预防和

治疗消化不良、肠绞痛和失眠等疾病ꎬ具有重要的经

济价值和药用价值[１￣３]ꎮ 姜瘟病是由姜青枯菌(Ｒａｌ￣
ｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ)引发的一种破坏性极强的土传

性病害ꎬ严重危害生姜生产[４]ꎮ 目前姜瘟病无特效

预防和控制措施ꎬ常规防治手段包括化学农药、土壤

消毒和轮作ꎮ 化学农药一方面易导致病原菌产生耐

药性ꎬ另一方面会导致环境污染ꎻ土壤消毒在杀死病

原菌的同时也会杀死土壤中有益微生物ꎬ导致土壤

板结ꎬ肥力下降ꎻ轮作虽然在一定程度上能够降低姜

瘟病的发病率ꎬ但无法从根本上防止该病发生[５]ꎮ
因此ꎬ当前生产上迫切需要开发安全高效的姜瘟病

防治技术ꎬ以保障生姜的安全生产ꎮ
生物防治是一种基于生物物种间关系、天然产

物或生物技术的病虫害防控方法ꎬ绿色安全高效ꎬ符
合现代农业可持续发展的要求[６]ꎮ 天然产物主要

包括动物、植物和微生物自身成分或其生命过程中

合成的物质ꎬ其种类繁多、来源广泛ꎬ一般具有多种

生理活性功能ꎬ被公认为新药和新型抗菌剂的重要

来源ꎬ是化学杀菌剂的优良替代品[７]ꎮ 目前ꎬ天然

产物已对多种植物病害病原菌展现出良好的抑制效

果ꎬ如原儿茶酸[８]、蛇床子素[９]、４′￣去甲基表鬼臼毒

素[１０]分别高效抑制马铃薯环腐病病原菌密执安棒

状杆 菌 ( Ｃｌａｖｉｂａｃｔｅｒ ｍｉｃｈｉｇａｎｅｎｓｉｓ ｓｕｂｓｐ. ｓｅｐｅｄｏｎｉ￣
ｃｕｓ)、食源性病原菌李斯特菌 ( Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏ￣
ｇｅｎｅｓ)、水稻白叶枯病病原菌稻黄单胞菌 ( Ｘａｎ￣
ｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ)ꎮ 研究发现ꎬ天然产物对青枯菌具

有良好的抑制作用ꎮ 山竹(Ｇａｒｃｉｎｉａ ｍａｎｇｏｓｔａｎａ Ｌ.)
皮活性成分 γ￣山竹素对马铃薯青枯菌的半抑菌质

量浓度( ＩＣ５０)为(３４.７±１􀆰 ５) μｇ / ｍＬꎬγ￣山竹素可有

效减轻马铃薯青枯病发病症状[１１]ꎮ 马缨丹(Ｌａｎｔａ￣
ｎａ ｃａｍａｒａ Ｌ.)精油中多种单帖化合物香茅醛、柠檬

烯、香芹酮、樟脑和百里酚也可高效抑制马铃薯青枯

菌[１２]ꎮ 黄皮(Ｃｌａｕｓｅｎａ ｌａｎｓｉｕｍ)活性成分黄皮新肉

桂酰胺 Ｂ 可有效抑制烟草青枯菌生长ꎬ１２５ μｇ / ｍＬ
黄皮新肉桂酰胺 Ｂ 可使烟草 ２１ ｄ 内的发病率降低

９３􀆰 １９％ꎬ其应用效果是链霉素的 ４０ 倍[１３]ꎮ 马齿苋

内生真菌橘青霉的活性次级代谢物橘霉素对青枯菌

的抑制效果是链霉素的 ３.４ 倍[１４]ꎮ
本研究前期获得了 １ 株高效拮抗姜青枯菌的银

杏内生真菌 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｈａｅｒｉｃａ Ｇｂｈ４５ 菌株ꎬ其发酵

液可强烈抑制姜青枯菌生长ꎬ即便经紫外线、酸、碱
和高温处理ꎬ其抑菌活性仍无明显变化[１５]ꎮ 为进一

步确定发酵液活性成分ꎬ探明其作用机制ꎬ本研究采

用柱层析、半制备高效液相色谱和核磁共振波谱对

发酵液中抗姜青枯菌活性次生代谢物进行了分离和

鉴定ꎬ同时从姜青枯菌细胞膜完整性、细胞壁损伤情

况和氧化应激等方面阐释其抗菌作用机制ꎬ以期为

姜瘟病的生物防治提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与仪器

１.１.１ 　 菌株 　 球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株 (Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ
Ｇｂｈ ４５ꎬ ＣＣＴＣＣＭ ２０１８７５５) [１５]、大肠杆菌 (Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈ￣
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)菌株均为本实验室保存ꎻ姜青枯菌

(Ｒ.ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ) [１６]从发病生姜组织中分离并保存

于本实验室ꎮ
１.１.２　 培养基 　 马铃薯葡萄糖固体(ＰＤＡ)和液体

(ＰＤＢ)培养基用于培养球黑孢菌菌株 Ｇｂｈ４５ꎮ ＬＢ 培

养基用于培养大肠杆菌和金黄色葡萄球菌ꎮ 营养肉

汤固体(ＮＡ)和液体培养基(ＮＢ)用于培养姜青枯菌ꎮ
１.１.３　 主要仪器与试剂 　 本研究中应用的仪器和

试剂等包括 ＡＶⅢ￣６００ 核磁共振波谱仪(德国 Ｂｒｕｋ￣
ｅｒ 公司产品)、Ｗａｔｅｒｓ １５２５ＥＦ 分析兼半制备高效液

相色谱仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司产品)、Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
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ＦＣ 酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产

品)、ＺＨＷＹ￣１１１２Ｆ 恒温摇床(上海智城分析仪器制

造有限公司产品)、ＤＤＳ￣３０７Ａ 电导率仪(上海雷磁

科学仪器有限公司产品)、Ｒ￣１００１ＶＮ 旋转蒸发仪

(郑州长城科工贸有限公司产品)ꎻ硅胶试剂(１００~
２００ 目ꎬ２００~３００ 目)、预制硅胶板 ＧＦ２５４(青岛海洋

化工厂产品)、 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ￣Ｃ１８ 分析色谱柱 (规格:
１５０􀆰 ０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ 粒径:５ μｍ)、Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ￣Ｃ１８ 半

制备色谱柱 ( 规格: ２５０􀆰 ０ ｍｍ× ９􀆰 ４ ｍｍꎬ 粒 径:
５ μｍ)、硫酸链霉素[生工生物工程(上海)股份有

限公司产品]、色谱级甲醇和乙腈(上海安谱实验科

技股份有限公司产品)ꎬ其余化学试剂均为国产分

析纯试剂ꎮ 三磷酸腺苷(ＡＴＰ)催化水解酶、碱性磷

酸酶(ＡＫＰ)、超氧化物歧化酶( ＳＯＤ)、过氧化氢酶

(ＣＡＴ)、谷胱甘肽过氧化物酶 (ＧＳＨ￣Ｐｘ)、活性氧

(ＲＯＳ)检测试剂盒均购自南京建成生物工程公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 发酵液的制备　 将球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株活化

后接种至体积 １００ ｍＬ、装液量 ２０％的摇瓶中ꎬ２００
ｒ / ｍｉｎ、３０ ℃摇床恒温振荡培养 ２４ ｈꎬ制备种子液ꎬ按
５％的接种量接种至体积 ２５０ ｍＬ、装液量 ２０％的摇瓶

中ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ、３０ ℃摇床恒温振荡培养 ７ ｄꎬ双层纱布

过滤ꎬ收集滤液ꎬ用于抗菌活性物质的分离纯化ꎮ
１.２.２　 抗菌活性测定　 抗菌活性物质分离纯化过程

中采用纸片扩散法(Ｋｉｒｂｙ￣ｂａｕｅｒ ｔｅｓｔ) [１７] 监测不同萃

取部位活性物质对姜青枯菌的抗菌活性ꎮ 采用牛津

杯法[１８]测定球黑孢菌菌株 Ｇｂｈ４５ 活性次生代谢物对

Ｅ.ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 的抗菌效果ꎮ 具体

操作是:使用血细胞计数板将青枯菌培养液含量稀释

至约１×１０５个菌体ꎬ１ ｍＬꎬ吸取 １００ μＬ 于ＮＡ 平板涂布

均匀ꎬ取无菌滤纸片(直径 ６ ｍｍ)或牛津杯置于平板

上ꎬ在纸片中央加入 １０ μＬ 萃取液或牛津杯中加入

１５０ μＬ 活性次生代谢物溶液ꎬ以相同体积的硫酸链

霉素(质量浓度为 ２５０ μｇ / ｍＬꎬ阳性)和无菌水(阴性)
作为对照ꎬ３０ ℃恒温培养 ２４ ｈꎬ测定抑菌圈直径ꎬ监
测各萃取部位活性物质的抗菌活性并测定抗菌效果ꎮ
１.２.３　 抗姜青枯菌活性次生代谢物的分离纯化 　
采用方法 １.２.２ 中的纸片扩散法监测各萃取部位活

性物质的抗菌活性ꎬ通过硅胶柱层析和半制备高效

液相色谱分离纯化抗菌活性次生代谢物ꎮ 取球黑孢

菌菌株 Ｇｂｈ４５ 发酵液 ２ Ｌꎬ依次用二氯甲烷、乙酸乙

酯和正丁醇萃取 ３ 次ꎬ减压浓缩获得二氯甲烷萃取

物 ８０ ｍｇ、乙酸乙酯萃取物 ４００ ｍｇ、正丁醇萃取物

２８０ ｍｇ 和水浸取物 １５０ ｍｇꎮ 抗菌活性监测结果(图
１)显示ꎬ乙酸乙酯萃取物和二氯甲烷萃取物均具有

抗菌活性(图 １ａ)ꎬ且其薄层层析色谱图(图 １ｂ)和
采用高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)获得的色谱图(图 １ｃ
和图 １ｄ)基本一致ꎬ因此将二者合并分离纯化ꎮ 以

二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)溶解合并后的粗浸膏进行硅胶

柱层析ꎬ用石油醚和乙酸乙酯按照一定比例(５ ∶
１→１ ∶ １)混合后进行梯度洗脱操作ꎬ在洗脱过程中

得到 ８ 个流分ꎬ分别标记为Ｆｒ.１~ Ｆｒ.８ꎬ其中 Ｆｒ.４ 流

分为 １００ ｍｇꎬＦｒ.５ 流分为 ３００ ｍｇꎬ它们均具有抗菌

活性ꎮ 对其合并后进一步通过半制备 ＨＰＬＣ (甲

醇 ∶ ０􀆰 １％甲酸溶液＝ ３０ ∶ ７０ꎬ体积比ꎬ４ ｍＬ / ｍｉｎ)纯
化ꎬ获得 １２ ｍｇ 单体ꎬ分别以甲醇和乙腈为流动相对

单体进行 ＨＰＬＣ 检测ꎬ均为单一峰ꎬ化学纯度大于

９５％ꎬ可用于结构鉴定ꎮ

ａ:不同萃取部位活性物质对姜青枯菌的抗菌活性ꎬ无菌水为对照ꎻｂ:二氯甲烷和乙酸乙酯萃取物薄层层析色谱图ꎻｃ:乙酸乙酯萃取物高效

液相色谱(ＨＰＬＣ)谱图ꎻｄ:二氯甲烷萃取物 ＨＰＬＣ 谱图ꎮ
图 １　 姜青枯菌抗菌活性物质的萃取

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ
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１.２.４　 抗姜青枯菌活性次生代谢物的结构鉴定 　
将分离的单体化合物干燥过夜ꎬ以氘代甲醇溶解通

过核磁共振波谱仪测定１Ｈ￣ＮＭＲ 谱和１３Ｃ￣ＮＭＲ 谱ꎬ
并通过 ＨＲ￣ＥＩ￣ＭＳ 谱测定化合物的相对分子量ꎬ联
合解析化合物结构ꎮ
１.２.５　 ＭＩＣ 和 ＩＣ５０的测定 　 采用二倍稀释法[１９] 测

定活性次生代谢物对姜青枯菌的最小抑菌质量浓度

(ＭＩＣ)ꎬ通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件拟合曲线并计算

半抑菌质量浓度( ＩＣ５０)ꎮ 应用 ９６ 孔板ꎬ在各孔依次

加入 ＮＢ 培养基 １００ μＬꎬ随后在 Ａ１ 孔中加入质量浓

度为 ２００ μｇ / ｍＬ的活性次生代谢物 １００ μＬꎬ混匀后

吸取 １００ μＬ 至 Ａ２ 孔ꎬ继续混匀后吸取 １００ μＬ 至

Ａ３ 孔ꎬ如此重复至 Ａ５ 孔ꎬ随后向各孔依次加入 １００
μＬ 预先制备的姜青枯菌悬液(ＯＤ６００为 ０􀆰 ２)ꎬ因此

Ａ１~Ａ５ 孔活性次生代谢物质量浓度分别为 ５０􀆰 ００
μｇ / ｍＬ、２５􀆰 ００ μｇ / ｍＬ、１２􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ、６􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ、
３􀆰 １２ μｇ / ｍＬꎬ对照组添加 ＮＡ 培养基 １００ μＬꎬ并加

入 １００ μＬ 姜青枯菌菌液ꎬ密封后于 ３０ ℃条件下培

养 ２４ ｈꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 无沉淀孔ꎬ无菌生长的

活性次生代谢物浓度即为最小抑菌浓度ꎮ 测定各孔

ＯＤ６００ꎬ按照公式(１)计算抑制率ꎬ以次生代谢物质量

浓度为横坐标ꎬ以抑制率为纵坐标ꎬ应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 绘图并拟合曲线ꎬ计算 ＩＣ５０ꎮ

抑制率＝

１－
药物组 ＯＤ６００－空白药物 ＯＤ６００

对照组 ＯＤ６００－空白培养基 ＯＤ６００

æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００％ (１)

１.２.６　 生长曲线测定　 以 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １ 为初始接种量

分别接种至装有 ５０ ｍＬ ＮＢ 培养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中ꎬ
加入适量活性次生代谢物ꎬ使其终质量浓度分别为０×
ＭＩＣ(即 ＤＭＳＯ 溶剂组)、１×ＭＩＣ、３×ＭＩＣꎬ以无菌水为

对照(ＣＫ)ꎬ于 ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养ꎬ以培养时

间为横坐标ꎬ以 ＯＤ６００为纵坐标绘制生长曲线ꎮ
１.２.７　 细胞膜完整性测定　 通过测定相对电导率、
ＯＤ２６０和胞外游离蛋白质浓度ꎬ间接表征活性次生代

谢物对姜青枯菌细胞膜的破坏作用ꎮ 相对电导率测

定参照Ｄｉａｏ 等[２０]的方法测定ꎮ 姜青枯菌培养至对数

生长期(约 １０ ｈ)后ꎬ５ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 后收集菌体ꎬ
以 ５％葡萄糖溶液洗涤 ３~５ 次ꎬ直至其电导率与 ５％
葡萄糖溶液相等ꎬ随后调节菌体浓度至 １ ｍＬ １×１０８

个ꎬ即为等渗姜青枯菌悬液ꎮ 将适量球黑孢菌 Ｇｂｈ４５
菌株活性次生代谢物加入 ５％葡萄糖溶液和等渗姜青

枯菌悬液中ꎬ调整其质量浓度为０×ＭＩＣ(即 ＤＭＳＯ 溶

剂组)、１×ＭＩＣ 和３×ＭＩＣꎬ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ处理 ０ ｍｉｎ、５
ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ、１８０ ｍｉｎꎬ测定其电

导率ꎮ 同时ꎬ将等渗姜青枯菌悬液煮沸 ５ ｍｉｎꎬ测定其

电导率ꎬ按照公式(２)计算相对电导率ꎮ

相对电导率＝
Ｌ２－Ｌ１

Ｌ０
×１００％ (２)

　 　 式中ꎬＬ０表示等渗姜青枯菌液煮沸后的电导率ꎻ
Ｌ１表示 ５％葡萄糖溶液加入活性次生代谢物后的电

导率ꎻＬ２表示活性次生代谢物处理组电导率ꎮ
游离核酸质量浓度的测定参照 Ｄｏｎｇ 等[２１]的方

法适当改进后进行ꎮ ５ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 收集姜青

枯菌对数生长期菌体ꎬ用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲液

(ｐＨ 为 ７􀆰 ２)洗涤 ２ 次ꎬ并调节菌体含量至 １ ｍＬ １×
１０８个ꎬ加入适量活性次生代谢物调整其质量浓度为

０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ 和３×ＭＩＣꎬ以磷酸缓冲液为对照ꎬ
３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ０ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、
６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 和 １８０ ｍｉｎ 时取样ꎬ５ ０００ ｇ 离心 ３
ｍｉｎꎬ取上清液 １００ μＬꎬ测定 ＯＤ２６０ꎮ 胞外游离蛋白

质质量浓度测定按照 Ｈｕ 等[２２] 报道的方法ꎬ采用考

马斯亮蓝染色法测定ꎮ
１.２.８　 姜青枯菌代谢系统酶活力测定　 ５ ０００ ｇ 离

心 ３ ｍｉｎ 后收集姜青枯菌对数生长期菌体ꎬ以 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲液(ｐＨ为 ７􀆰 ２)洗涤 ２ 次ꎬ调节菌

体含量至 １ ｍＬ １０８个ꎬ添加适量活性次生代谢物ꎬ
调整其质量浓度至０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ 和３×ＭＩＣꎬ３０ ℃、
１８０ ｒ / ｍｉｎ恒温振荡培养 ４８ ｈꎬ在 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８
ｈ、１０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 时取样ꎬ４ ℃、５ ０００ ｇ 离心 ３
ｍｉｎ 后收集细胞ꎬ菌体沉淀以 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲

液(ｐＨ 为 ７.２)洗涤 ２ 次ꎬ使用超声波细胞破碎仪破

碎菌体ꎬ按照方法 １.２.７ 中的方法测定蛋白质质量

浓度ꎬ利用试剂盒分别测定 ＡＴＰ 催化水解酶、ＡＫＰ、
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力ꎮ ＡＴＰ 催化水解酶活力单位

为 １ ｈꎬ１ ｍｇ 菌体蛋白质中 ＡＴＰ 催化水解酶分解

ＡＴＰ 生成 １ μｍｏｌ 无机磷的量ꎮ ＡＫＰ 活力单位为 １ ｇ
菌体蛋白质 １５ ｍｉｎ 在 ３７ ℃条件下与基质作用产生

１ ｍｇ 酚的量ꎻＳＯＤ 活力单位为 １ ｍｇ 菌体蛋白质在 １
ｍＬ 反应液 ＳＯＤ 抑制率达 ５０％时所对应的量ꎻＣＡＴ
活力单位为 １ ｍｇ 菌体蛋白质 １ ｓ 分解 １ μｍｏｌ Ｈ２Ｏ２

所对应的量ꎻＧＳＨ￣Ｐｘ 活力单位为扣除非酶反应ꎬ１
ｍｇ 蛋白质在 ３７ ℃条件下 １ ｍｉｎ 使反应体系中谷胱

甘肽浓度降低 １ μｍｏｌ / Ｌ的量ꎮ
１.２.９　 活性氧含量测定　 采用 ＲＯＳ 试剂盒测定胞
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内 ＲＯＳ 水平ꎮ 姜青枯菌培养至对数生长期后ꎬ测定

ＯＤ６００ꎬ每次吸取 １０×ＯＤ６００值的菌液(如菌液 ＯＤ６００值

为 ５ꎬ则取 ２ ｍＬ)ꎬ５ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ重
悬于０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、３×ＭＩＣ 活性次生代谢物溶液ꎬ
以 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ磷酸缓冲液(ｐＨ 为 ７.２)为对照ꎬ３０ ℃、
１８０ ｒ / ｍｉｎ处理 １０ ｈꎮ 处理完毕后ꎬ５ ０００ ｇ 离心 ３
ｍｉｎ 收集菌体ꎬ重悬于 １０ μｍｏｌ / Ｌ的 ２’ꎬ７’￣二氯二

氢荧光素二乙酸酯(ＤＣＦＨ￣ＤＡ)溶液ꎬ３７ ℃ 暗处反

应 ３０ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎꎬ无菌去离子水洗涤 ３
次ꎬ以 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ磷酸缓冲液(ｐＨ 为 ７.２)重悬细胞ꎬ
使用 ４８８ ｎｍ 的激发光ꎬ测定 ５２５ ｎｍ 处荧光强度ꎬ以
荧光强度表征 ＲＯＳ 水平ꎮ
１.３　 数据统计与分析

每个试验重复 ３ 次ꎬ数据采用平均值±标准差

表示ꎬ使用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行数据统计和分析ꎬ采用 ｔ
检验进行显著性差异分析(Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异达显

著水平ꎻＰ< ０􀆰 ００１ 表示差异达极显著水平)ꎬ使用

Ｏｒｉｇｉｎ ２０２４ 作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 抗菌活性次生代谢物的结构

通过 ＨＲ￣ＥＩ￣ＭＳ 和核磁共振波谱１ Ｈ￣ＮＭＲ 谱、
１３Ｃ￣ＮＭＲ谱ꎬ并结合文献鉴定了活性次生代谢物结

构ꎮ 在 ６００ ＭＨｚ、ＣＤ３ＯＤ 溶剂下测定的核磁共振波

谱数据见表 １ꎮ
　 　 １Ｈ￣ＮＭＲ 数据显示ꎬ活性次生代谢物有 １ 个五取

代苯环(δＨ ６􀆰 ４３ꎬ１ Ｈꎬｂｒ ｓꎬＨ￣６)ꎬ２ 个连氧次甲基(δＨ

４􀆰 ７３ꎬ１ ＨꎬｄꎬＪ ＝ １０􀆰 ０ ＨｚꎬＨ￣９ꎻδＨ ３􀆰 ４５ꎬ１ ＨꎬｄｄꎬＪ ＝
１１􀆰 ７ Ｈｚꎬ ３􀆰 ５ ＨｚꎬＨ￣３)ꎬ１ 个甲氧基(δＨ ３􀆰 ８８ꎬ３ Ｈꎬｓꎬ
ＯＣＨ３￣１２)ꎬ２ 个次甲基 ( δＨ ２􀆰 ３５ꎬ１ ＨꎬｍꎬＨ￣１ａꎻ δＨ

２􀆰 ３５ꎬ１ ＨꎬｍꎬＨ￣４ａ)ꎬ２ 个亚甲基(δＨ ２􀆰 ２８ꎬ１ ＨꎬｄｔꎬＪ ＝
１２􀆰 ８ Ｈｚꎬ ３􀆰 ７ Ｈｚꎬ１􀆰 ６５ꎬ１ ＨꎬｍꎬＨ￣４ꎻδＨ ２􀆰 １５ꎬ１Ｈꎬｄｑꎬ
Ｊ＝４􀆰 ２ Ｈｚꎬ １２􀆰 ０ Ｈｚꎬ１􀆰 ３２ꎬ１ ＨꎬｍꎬＨ￣１)ꎬ１ 个甲基(δＨ

１􀆰 ３１ꎬ３ ＨꎬｓꎬＣＨ３￣１１)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ 数据显示ꎬ活性次生

代谢物具有 １６ 个碳ꎬ包括 １ 个裸露羰基(δＣ ２０３􀆰 ８ꎬＣ￣
１０)ꎬ３ 个连氧苯环碳(δＣ １５９􀆰 ８ꎬＣ￣５ꎻδＣ １５７􀆰 ０ꎬＣ￣７ꎻδＣ

１３８􀆰 ８ꎬＣ￣８)ꎬ２ 个不连氧苯环碳( δＣ １２８􀆰 ７ꎬＣ￣９ａꎻδＣ

１０９􀆰 ３ꎬＣ￣１０ａ)ꎬ１ 个苯环次甲基碳(δＣ １００􀆰 ２ꎬＣ￣６)ꎬ２
个连氧次甲基碳(δＣ ７５􀆰 ５ꎬＣ￣３ꎻδＣ ７３􀆰 ８ꎬＣ￣９)ꎬ１ 个连

氧季碳(δＣ ７１􀆰 ６ꎬＣ￣２)ꎬ１ 个甲氧基碳(δＣ ５６􀆰 ７ꎬＣ￣１２)ꎬ
２ 个次甲基碳(δＣ ４７􀆰 ７ꎬＣ￣４ａꎻδＣ ４２􀆰 ３ꎬＣ￣１ａ)ꎬ２ 个亚甲

基碳( δＣ ４２􀆰 ３ꎬＣ￣１ꎻ δＣ ３０􀆰 ２ꎬＣ￣４)ꎬ１ 个甲基碳 ( δＣ

２７􀆰 ２ꎬＣ￣１１)ꎮ 结合 ＨＲ￣ＥＩ￣ＭＳ 数据ꎬ由此确定化合物

分子式为 Ｃ１６Ｈ２０Ｏ７ꎬ有 ７ 个不饱和度ꎮ 此外ꎬ１Ｈ￣ＮＭＲ
和１３Ｃ￣ＮＭＲ 数据与文献[２３]中的结果基本一致ꎬ因此

可以确定活性次生代谢物为蒽醌类化合物 ９α￣
ｈｙｄｒｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｄｅｓｏｘｙｂｏｓｔｒｙｃｉｎ(９α￣ＨＤＤＢ)ꎬ化学结构

见图 ２ꎮ

表 １　 活性次生代谢物核磁共振波谱数据

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｄａｔａ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａ￣
ｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

位置
化学位移(碳谱)
( １３Ｃ ＮＭＲ) / δＣ

化学位移(氢谱) 　 　 　
( １Ｈ ＮＭＲ) / δＨ 　 　 　

１ ４２.３０ꎬ ＣＨ２ ２.１５ꎬ ｄｑ (Ｊ＝ ４.２ꎬ １２.０)

１.３２ꎬ ｍ

１ａ ４２.３０ꎬ ＣＨ ２.３５ꎬ ｍ

２ ７１.６０ꎬ Ｃ

３ ７５.５０ꎬ ＣＨ ３.４５ꎬ ｄｄ (Ｊ＝ １１.７ꎬ ３.５)

４ ３０.２０ꎬ ＣＨ２ １.６５ꎬ ｍ

２.２８ꎬ ｄｔ (Ｊ＝ １２.８ꎬ ３.７)

４ａ ４７.７０ꎬ ＣＨ ２.３５ꎬ ｍ

５ １５９.８０ꎬ Ｃ

６ １００.２０ꎬ ＣＨ ６.４３ꎬ ｂｒ ｓ

７ １５７.００ꎬ Ｃ

８ １３８.８０ꎬ Ｃ

９ ７３.８０ꎬ ＣＨ ４.７３ꎬ ｄ (Ｊ＝ １０.０)

９ａ １２８.７０ꎬ Ｃ

１０ ２０３.８０ꎬ Ｃ

１０ａ １０９.３０ꎬ Ｃ

１１ ２７.２０ꎬ ＣＨ３ １.３１ꎬ ｓ
ｄｑ、ｍ、ｄｄ、ｄｔ、ｂｒ ｓ、ｄ、ｓ 代表不同自旋￣自旋耦合裂分情况ꎻＪ:耦合常
数ꎬ反映氢核间相互作用ꎮ

１、１ａ、２~４、４ａ、５~９、９ａ、１０、１０ａ、１１ 见表 １ꎮ
图 ２　 活性次生代谢物的化学结构

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｔｅ

２.２　 ＭＩＣ 和 ＩＣ５０

分别测定不同质量浓度活性次生代谢物(９α￣
ＨＤＤＢ)处理组的 ＯＤ６００值ꎬ计算其对姜青枯菌的抑

制率(图 ３)ꎮ 结果显示ꎬ活性次生代谢物(９α￣ＨＤ￣

８３１２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 １１ 期



ＤＢ)对姜青枯菌的抑制效率随质量浓度的提高逐步

增强ꎬ２５􀆰 ０００ μｇ / ｍＬ可完全抑制姜青枯菌的生长

(图 ３ｂ)ꎬ因此 ＭＩＣ 为 ２５􀆰 ０００ μｇ / ｍＬꎮ

ａ:９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌的抑制效率ꎻｂ:９６ 孔板中不同质量浓度 ９α￣ＨＤＤＢ 处理组姜青枯菌的生长情况ꎮ
图 ３　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌的抑制作用

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ｏｎ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

　 　 以抑制率为纵坐标ꎬ活性次生代谢物(９α￣ＨＤ￣
ＤＢ)质量浓度为横坐标作图ꎬ并对曲线进行非线性

拟合ꎬ获得方程式(３)ꎬ得出 ＩＣ５０ ＝ ８.９７４ μｇ / ｍＬ(图
４)ꎮ 由抑制曲线可知ꎬ活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)
在较低的质量浓度下即可高效抑制姜青枯菌ꎬ并且

具有质量浓度依赖性ꎮ

Ｙ＝ １１.９０＋ ９０.４
１＋１０(ｌｇ８.９７４－ｘ)×２.５４６ (３)

公式(３)中ꎬＹ 为抑制率(％)ꎻｘ 为活性次生代

谢物(９α￣ＨＤＤＢ)质量浓度取对数后的值ꎮ

图 ４　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌的抑制曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ａｇａｉｎｓｔ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２.３　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌生长

的影响

　 　 分别测定无菌水对照(ＣＫ)、０×ＭＩＣ 处理、１×ＭＩＣ
处理、３×ＭＩＣ 处理姜青枯菌生长情况ꎮ 结果(图 ５)显
示ꎬＣＫ 和０×ＭＩＣ 处理姜青枯菌生长随着时间延长呈

先上升后趋于平稳态势ꎬ说明溶剂 ＤＭＳＯ 对姜青枯菌

并无抑制作用ꎮ 但是ꎬ１×ＭＩＣ 处理和３×ＭＩＣ 处理姜青

枯菌生长速率明显下降ꎬ２４ ｈ 时１×ＭＩＣ 处理和３×ＭＩＣ
处理的 ＯＤ６００ꎬ分别为 ＣＫ 的 ２６.３７％和 １０.６７％ꎬ说明

９α￣ＨＤＤＢ 可高效抑制姜青枯菌生长ꎮ

ＣＫ:无菌水(对照)ꎻ０×ＭＩＣ:不添加 ９α￣ＨＤＤＢꎬ仅加入 ＤＭＳＯ 溶

剂ꎬ１×ＭＩＣ:９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌的最小抑菌浓度ꎻ３×ＭＩＣ:３ 倍

的 ９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌的最小抑菌浓度ꎮ
图 ５　 不同质量浓度活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)处理姜青枯菌

生长情况

Ｆｉｇ.５ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｇｉｎｇｅｒ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ａｔ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２.４　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌的抗

菌作用

２.４.１　 ９α￣ＨＤＤＢ 对细胞膜完整性的影响 　 细胞膜

具有稳定胞内离子浓度ꎬ阻止 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质、
多糖等细胞内容物渗漏的功能ꎮ 细胞膜完整性受损

时ꎬ通透性将增大ꎬ细胞内容物如 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白

质及电解质外溢ꎬ培养液电导率、游离核酸和蛋白质

浓度将上升[２４]ꎮ 因此ꎬ可通过测定 ＯＤ２６０值、胞外游

离蛋白质质量浓度和相对电导率间接测定细胞膜的
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完整性ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ１×ＭＩＣ 和３×ＭＩＣ 处理的 ＯＤ２６０

值、胞外游离蛋白质质量浓度和相对电导率较对照

均呈明显的上升趋势ꎻ而０×ＭＩＣ 处理变化趋势与对

照基本一致ꎬ说明溶剂 ＤＭＳＯ 对细胞膜无破坏效

果ꎮ ９０ ｍｉｎ 时ꎬ１×ＭＩＣ 处理的 ＯＤ２６０值、胞外游离蛋

白质质量浓度、相对电导率分别是对照的 ８􀆰 １７ 倍、

７􀆰 ３５ 倍、７􀆰 ４４ 倍ꎬ３×ＭＩＣ 处理的 ＯＤ２６０值、胞外游离

蛋白质质量浓度、相对电导率分别是对照的 １０􀆰 ５７
倍、９􀆰 ５５ 倍、１０􀆰 ６３ 倍ꎬ这说明 ９α￣ＨＤＤＢ 可有效破坏

姜青枯菌细胞膜完整性ꎬ加剧姜青枯菌细胞内容物

外溢ꎬ并且其破坏作用随 ９α￣ＨＤＤＢ 质量浓度的升高

和处理时间的延长而增强ꎮ

Ａ:各处理 ＯＤ２６０值ꎻＢ:各处理胞外游离蛋白质质量浓度ꎻＣ:各处理相对电导率ꎮ ＣＫ、０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、３×ＭＩＣ 见图 ５ 注ꎮ

图 ６　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)处理对姜青枯菌细胞膜完整性的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２.４.２　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对 ＡＫＰ 和 ＡＴＰ
催化水解酶活力的影响　 ＡＫＰ 是位于细胞膜外膜表

面和细胞壁内侧的周质空间酶ꎬＡＴＰ 催化水解酶是

一种膜蛋白酶ꎬ与营养物质运输、胞内能量平衡和细

胞信号转导等多种细胞功能相关ꎬ细胞壁受损将导

致 ＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解酶渗漏至胞外ꎬ胞内酶活力

下降[２５￣２８]ꎮ 因此ꎬＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解酶的活力变

化可间接反映 ９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌细胞壁的破坏

作用ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ处理０~ １２ ｈꎬ１×ＭＩＣ 处理和３×
ＭＩＣ 处理胞内 ＡＫＰ 活力和 ＡＴＰ 催化水解酶活力急

剧下降ꎬ与 ０ ｈ 相比ꎬ处理 １２ ｈ 时１×ＭＩＣ 处理和３×
ＭＩＣ 处 理 胞 内 ＡＫＰ 活 力 分 别 下 降 ５９􀆰 １２％ 和

８５􀆰 ４５％ꎬＡＴＰ 催化水解酶活力分别下降 ５２􀆰 ２１％和

６９􀆰 ０９％ꎻ而 ＣＫ 和 ０×ＭＩＣ 处理 ＡＫＰ 活力仅下降

４􀆰 ２９％和 ４􀆰 ３９％ꎬ ＡＴＰ 催化水解酶活力仅下降

１７􀆰 ８２％和 １７􀆰 ４３％ꎮ 处理１２~ ４８ ｈꎬＣＫ 和０×ＭＩＣ 处

理 ＡＫＰ 活力和 ＡＴＰ 催化水解酶活力有一定程度下

降ꎬ而１×ＭＩＣ 处理和３×ＭＩＣ 处理则无明显变化ꎮ 上

述结果表明ꎬ９α￣ＨＤＤＢ 可快速高效地破坏姜青枯菌

细胞壁ꎬ并且其破坏作用具有时间和剂量依赖性ꎮ
此外ꎬ１２~４８ ｈ ＣＫ 和０×ＭＩＣ 处理 ＡＫＰ 活力和 ＡＴＰ
催化水解酶活力之所以下降ꎬ主要是因为菌体细胞

长时间处于无营养环境中ꎬ细胞衰老加速并开始自

溶ꎬ导致细胞壁发生渗漏ꎮ

Ａ:各处理对 ＡＫＰ 活力的影响ꎻＢ:各处理对 ＡＴＰ 催化水解酶活力的影响ꎮ ＣＫ、０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、３×ＭＩＣ 见图 ５ 注ꎮ
图 ７　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对碱性磷酸酶(ＡＫＰ)活力和三磷酸腺苷(ＡＴＰ)催化水解酶活力的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ( ９α￣ＨＤＤＢ) ｏｎ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ (ＡＫＰ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
(ＡＴＰ) ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
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２.４.３　 ９α￣ＨＤＤＢ 对抗氧化酶 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活

力和胞内 ＲＯＳ 水平的影响 　 氧化应激是机体在长

期进化过程中形成的一种自我保护机制ꎬ即 ＲＯＳ 水

平的升高能快速诱导 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ 等抗氧

化酶的表达ꎬ清除 ＲＯＳꎬ维持氧化还原平衡ꎮ 但是

当 ＲＯＳ 的产生超过细胞最大清除能力时ꎬ会导致氧

化应激保护系统崩溃ꎬ机体受到氧化损伤甚至死

亡[２９￣３０]ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ随着处理时间的延长ꎬＣＫ 和

０×ＭＩＣ 处理 ＳＯＤ 活力持续上升ꎬ并在 ８ ｈ 时达到峰

值ꎬ随后趋于平稳ꎻＣＡＴ 活力在整个处理期间持续上

升ꎬ在 ４８ ｈ 达到峰值ꎻＧＳＨ￣Ｐｘ 活力稳步上升ꎬ在 ２４
ｈ 达到峰值ꎬ随后出现下降ꎻ０×ＭＩＣ 处理 ＳＯＤ、ＣＡＴ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力变化与 ＣＫ 无明显差异ꎬ说明溶剂 ＤＭ￣
ＳＯ 对姜青枯菌无氧化胁迫作用ꎮ １×ＭＩＣ 处理和３×
ＭＩＣ 处理 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ 酶活力则呈现先上

升后下降的趋势ꎬ并且其抗氧化酶活力较 ＣＫ 和０×
ＭＩＣ 处理先达到峰值ꎬ此后酶活力总体上小于同期

ＣＫ 处理和０×ＭＩＣ 处理ꎮ ３×ＭＩＣ 处理抗氧化酶活力

均明显小于１×ＭＩＣ 处理ꎮ 这可能是因为 ９α￣ＨＤＤＢ
可快速诱导细胞积累大量 ＲＯＳꎬ形成氧化损伤ꎬ引
发细胞功能障碍ꎬ导致抗氧化酶系统崩溃ꎬ抗氧化酶

活力下降ꎮ 检测 ９α￣ＨＤＤＢ 处理 １２ ｈ 后姜青枯菌的

胞内 ＲＯＳ 水平发现ꎬＣＫ 和０×ＭＩＣ 处理 ＲＯＳ 处于较

低水平且两者之间无显著性差异ꎬ但是１×ＭＩＣ 处理

和３×ＭＩＣ 处理 ＲＯＳ 水平分别是对照处理的 ６􀆰 ３３ 倍

和 ７􀆰 ３４ 倍ꎬ与 ＣＫ、０×ＭＩＣ 处理相比均达极显著水平

(Ｐ<０􀆰 ００１)(图 ８Ｄ)ꎬ这说明 ９α￣ＨＤＤＢ 可快速诱导

姜青枯菌细胞产生 ＲＯＳꎬ导致氧化应激保护系统崩

溃ꎬ造成氧化损伤ꎬ从而抑制姜青枯菌生长ꎮ

Ａ:各处理 ＳＯＤ 活力ꎻＢ:各处理 ＣＡＴ 活力ꎻＣ:各处理 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力ꎻＤ:各处理 １２ ｈ 时荧光强度ꎮ ＣＫ、０×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、３×ＭＩＣ 见图 ５ 注ꎮ 图柱

上∗∗表示与 ＣＫ 相比差异达 ０.００１ 水平ꎮ
图 ８　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力和 ＲＯＳ 水平的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ)ꎬ ｃａｔａｌａｓｅ (ＣＡＴ)ꎬ ｇｌｕｔａ￣
ｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＧＳＨ￣Ｐｘ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｉｎ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

２.５　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对食源性病原菌

的拮抗作用

　 　 以硫酸链霉素为阳性对照ꎬ研究 １×ＭＩＣ 的 ９α￣ＨＤ￣
ＤＢ 对食源性病原菌大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和金黄色

葡萄球菌的抗菌活性ꎮ 由图 ９ 可以看出ꎬ１×ＭＩＣ 的 ９α￣
ＨＤＤＢ 和 ２５０ μｇ / ｍＬ硫酸链霉素对大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７

菌株的抑菌圈直径分别为(２６􀆰 ２１±１􀆰 ３２) ｍｍ 和(２１.５２±
１􀆰 ４７) ｍｍꎬ差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ此外对金黄色葡萄球

菌的抑菌圈直径分别为(２７.５２±１􀆰 １３) ｍｍ 和(２３.２２±
１􀆰 ６１) ｍｍꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ说明 ９α￣ＨＤＤＢ 对大肠

杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和金黄色葡萄球菌均具有良好的拮

抗作用ꎬ其效果显著优于硫酸链霉素ꎮ

１４１２沈玉平等:球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株抗姜青枯菌活性物质分离鉴定及抗菌机制



Ａ:９α￣ＨＤＤＢ 和硫酸链霉素对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径ꎻＢ:各处理对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的拮抗作用ꎮ
图 ９　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)Ｏ１５７ ∶ Ｈ７和金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)的拮抗作用

Ｆｉｇ.９　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ (９α￣ＨＤＤＢ) ｏｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

３　 讨 论

３.１　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌的抗

菌活性

　 　 姜瘟病是一种破坏性极强的土传病害ꎬ目前无

特效防治药物ꎮ 天然产物因环保、安全、高效备受关

注ꎬ被视为新型杀菌剂的重要来源ꎮ 目前ꎬ已发现多

种植物源和微生物源天然产物对青枯菌具有良好的

抗菌活性ꎮ 例如ꎬ植物源天然产物骆驼蓬碱[３１]、７￣
甲氧基香豆素(７￣ｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ)和薄荷精油对青

枯菌的 ＭＩＣ 分别为 １２０ μｇ / ｍＬ、７５ ｍｇ / ｍＬ和 ２􀆰 ０２
ｍｇ / ｍＬꎬ１×ＭＩＣ 骆驼蓬碱杀菌率可达 ９０％ꎬ７￣甲氧基

香豆素最低杀菌质量浓度为 ７５ ｍｇ / ｍＬ[３２]ꎮ 短短芽

孢杆菌(Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｒｅｖｉｓ)Ｂ０１１ 菌株活性次生代谢

物伊短菌素 Ａ 和 Ｎ￣乙酰基色胺在质量浓度分别为

０􀆰 ４ ｍｇ / ｍＬ 和 １０􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 时即可完全抑制青枯菌

生长[３３]ꎮ 海绵共附生菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ)
ＬＨＷ２４４４ 菌株活性次生代谢物吡咯￣２￣甲酸在质量

浓度 为 １６ μｇ / ｍＬ 时 对 青 枯 菌 的 抑 制 率 接 近

８０％[３４]ꎮ 一株链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ􀆰 )ＮＥＡＵ￣ＨＶ９
菌株次生代谢物放线菌素 Ｄ 对番茄青枯菌的 ＭＩＣ
为 ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬꎬ可显著降低番茄幼苗发病率[３５]ꎮ 本

研究通过有机溶剂萃取、硅胶柱层析、半制备高效液

相色谱法和核磁共振波谱法等ꎬ从银杏内生球黑孢

菌 Ｇｂｈ４５ 菌株[１５]发酵液中分离鉴定到一种高效抑

制姜青枯菌的活性次生代谢物 ９α￣ＨＤＤＢꎬ其 ＭＩＣ 仅

为 ２５􀆰 ０００ μｇ / ｍＬꎬ ＩＣ５０ 为 ８􀆰 ９７４ μｇ / ｍＬꎮ 此外ꎬ９α￣
ＨＤＤＢ 还可高效抑制食源性病原菌大肠杆 菌

Ｏ１５７ ∶ Ｈ７菌株和金黄色葡萄球菌ꎬ其效果显著优于

硫酸链霉素ꎮ

目前ꎬ并无 ９α￣ＨＤＤＢ 大规模开发应用的相关报

道ꎬ其毒性和环境安全性仍需进一步评估ꎮ ９α￣ＨＤ￣
ＤＢ 为卷线孢菌素衍生物ꎬ具有典型的蒽醌骨架ꎮ 目

前ꎬ卷线孢菌素已应用于抗肿瘤研究[３６] 和作为食品

添加剂[３７]ꎮ 杨倩[３８] 以模式生物秀丽线虫 ( Ｃａｅ￣
ｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)为测试对象ꎬ对卷线孢菌素进行

安全评价ꎬ结果显示其对秀丽线虫的毒性作用、运动

和摄食能力、生活史以及卵孵化的影响与食品级红

曲红色素一致ꎬ具有较好的安全性ꎮ 黄政凯等[３９] 等

调查发现ꎬ蒽醌类中药具有较好的安全性ꎬ仅在超量

或长期服用的情况下会出现不良反应ꎮ 尽管卷线孢

菌素和蒽醌具有较好的生物安全性ꎬ９α￣ＨＤＤＢ 为卷

线孢菌素衍生物ꎬ属于蒽醌类化合物ꎬ但应用于生物

防治或作为食品抑菌剂前还需要进行秀丽线虫、小
鼠以及高等哺乳动物的系统性安全评价ꎮ

９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌的 ＭＩＣ 显著低于目前文

献报道的一些天然产物对青枯菌的 ＭＩＣꎬ这表明其

对姜青枯菌的预防和控制具有巨大的潜力ꎬ在保证

生物安全的前提下ꎬ９α￣ＨＤＤＢ 具有作为青枯菌生物

农药和细菌抗菌剂的广阔前景ꎮ
３.２　 活性次生代谢物(９α￣ＨＤＤＢ)对姜青枯菌的抗

菌作用机制

　 　 ９α￣ＨＤＤＢ 是一种蒽醌类化合物ꎬ而蒽醌及其衍

生物大多具有抗菌功能ꎬ抗菌机制主要包括抑制生

物膜形成ꎬ破坏细胞壁ꎬ抑制核酸和蛋白质合成ꎬ影
响信号传导ꎬ以及阻断能量代谢等[４０￣４２]ꎮ 为深入探

究 ９α￣ＨＤＤＢ 的抗菌作用机制ꎬ本研究进行了游离核

酸、游离蛋白质、相对电导率、ＡＫＰ 活力、ＡＴＰ 催化

水解酶活力、ＳＯＤ 活力、ＣＡＴ 活力、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力和胞

内 ＲＯＳ 水平测定ꎬ从细胞膜完整性被破坏、细胞壁
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受损和氧化应激 ３ 个维度阐释了 ９α￣ＨＤＤＢ 的抗菌

作用机制ꎮ
细菌细胞膜与细胞渗透压、营养物质运输、能量

代谢等生理过程密切相关ꎬ对于细菌的生长繁殖和

维持细胞稳态具有重要意义ꎮ 但是ꎬ如果细胞膜遭

到破坏ꎬ电解质ꎬ核酸、蛋白质、多糖等细胞内容物将

渗漏ꎬ菌体生长受到抑制ꎬ甚至死亡[４３]ꎮ 因此ꎬ细胞

膜也被认为是一种重要的抗菌靶点ꎮ 研究结果证

实ꎬ多种天然蒽醌衍生物具有破坏细菌细胞膜完整

性ꎬ增大其通透性的功能ꎮ 例如ꎬ坛紫菜(Ｐｏｒｐｈｙｒａ
ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ)中提取的 １ꎬ８￣二羟基蒽醌可造成金黄色

葡萄球菌细胞膜破损ꎬ导致胞内蛋白质等内容物外

溢[４４]ꎻ石蕊地衣 (Ｎｅｐｈｒｏｍａ ｌａｅｖｉｇａｔｕｍ) 中提取的

１ꎬ３ꎬ８￣三羟基￣４￣氯￣６￣甲基蒽醌处理蜡样芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ)和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌ꎬ可
破坏细胞膜并增大其通透性ꎬ使胞内 Ｋ＋等电解质泄

漏ꎬ诱 导 细 胞 膜 去 极 化 及 ＤＮＡ 缩 合[４５]ꎻ 大 黄

(Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ􀆰 )中提取的大黄素可破坏嗜水

气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ)细胞膜完整性ꎬ使
Ｋ＋等细胞内容物外溢[４６]ꎮ 此外ꎬＬｉｕ 等[４７] 通过透射

电镜观察发现ꎬ４ μｇ / ｍＬ大黄素可使耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌细胞膜变薄ꎮ 本研究也获得了类似的

结果ꎬ以 ９α￣ＨＤＤＢ 处理姜青枯菌细胞ꎬ其胞外 ＯＤ２６０

值、游离蛋白质浓度和相对导电率较对照显著增加ꎬ
并随时间的延长和质量浓度的增加而加剧ꎬ这表明

９α￣ＨＤＤＢ 可迅速破坏细胞膜完整性ꎬ使细胞膜通透

性增大ꎬ促使细胞内容物外溢ꎬ从而抑制姜青枯菌生

长ꎮ
ＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解酶是定位于细胞膜外膜

与细胞壁之间周质空间的酶类ꎮ 当细胞壁受损时ꎬ
这些酶会渗漏至胞外ꎬ导致 ＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解

酶活力下降[２５￣２８]ꎮ 因此ꎬＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解酶的

活力变化可间接反映细胞壁的受损程度ꎮ Ｗｅｉ
等[４４]研究发现ꎬ以 １ꎬ８￣二羟基蒽醌处理金黄色葡萄

球菌后ꎬ４ ｈ 内其胞外 ＡＫＰ 活力急速上升ꎬ随后 １２ ｈ
平缓上升ꎬ而对照则无明显变化ꎮ Ｌｉｕ 等[４７] 通过透

射电镜观察发现ꎬ１６ μｇ / ｍＬ大黄素可使耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌细胞裂解ꎮ 宋军等[４８] 同样发现ꎬ大
黄酸处理伪中间葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｐｓｅｕｄｉｎｔｅｒ￣
ｍｅｄｉｕｓ)后ꎬ透射电镜观察发现其细胞壁破裂ꎬ内容

物外溢ꎮ 与上述研究结果类似ꎬ本研究中 ９α￣ＨＤＤＢ
处理姜青枯菌后ꎬ胞内 ＡＫＰ 和 ＡＴＰ 催化水解酶活力

较对照显著下降ꎬ表明 ９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌细胞壁

具有明显的破坏作用ꎬ此外 ＡＴＰ 催化水解酶的外溢

也会影响细胞能量代谢ꎬ进一步强化对姜青枯菌的

抑制作用ꎮ
ＲＯＳ 为细胞有氧代谢生成的次级代 谢 产

物[４９￣５０]ꎬ低水平时具有信号分子功能ꎬ正常细胞可

通过氧化应激保护系统ꎬ如抗氧化酶和还原型小分

子化合物ꎬ精准调控 ＲＯＳ 处于较低水平ꎮ 但是ꎬ过
高水平的 ＲＯＳ 会导致过氧化应激防御系统崩溃ꎬ引
起蛋白质、ＤＮＡ 和膜脂等生物大分子氧化损伤ꎬ导
致细胞功能障碍甚至死亡[５１]ꎮ 因此ꎬ诱导细胞快速

积累 ＲＯＳ 也是一种重要的抗菌策略ꎮ 研究发现ꎬ一
些蒽醌衍生物可诱导细菌积累 ＲＯＳꎮ 宋军等[４８] 以

２５ μｇ / ｍＬ大黄酸处理伪中间葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｐｓｅｕｄｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ)ꎬ发现其 ＲＯＳ 水平较对照高

２􀆰 ９ 倍ꎮ Ｌｉｕ 等[５２]以氨基乙醇取代大黄酸的羟基获

得新的化合物 ＲＨ１７ꎬ发现 ＲＨ１７ 可通过破坏细胞

膜、干扰能量代谢和诱导胞内 ＲＯＳ 快速积累的方式

杀灭金黄色葡萄球菌ꎮ 本研究同样获得了类似的研

究结果ꎬ以１×ＭＩＣ 和３×ＭＩＣ 的 ９α￣ＨＤＤＢ 处理姜青

枯菌细胞ꎬ发现 ＲＯＳ 水平分别是对照的 ６􀆰 ３３ 倍和

７􀆰 ３４ 倍ꎬ这表明 ９α￣ＨＤＤＢ 可诱导细胞大量积累

ＲＯＳꎬ从而抑制姜青枯菌生长ꎮ

４　 结 论

球黑孢菌 Ｇｂｈ４５ 菌株产生的活性次生代谢物

９α￣ＨＤＤＢ 对姜青枯菌具有高效抑制作用ꎬ其最小抑

菌质量浓度显著低于文献报道的其他天然抑菌物

质ꎮ 作用机制研究结果表明ꎬ９α￣ＨＤＤＢ 可通过多重

途径抑制病原菌:破坏细胞膜完整性并增大其通透

性ꎬ导致细胞内容物泄漏ꎻ损伤细胞壁结构ꎻ同时诱

导细胞内活性氧(ＲＯＳ)过量积累ꎮ 此外ꎬ该活性次

生代谢物对常见食源性病原菌大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７
菌株和金黄色葡萄球菌也表现出良好的抗菌活性ꎮ
本研究结果不仅揭示了 ９α￣ＨＤＤＢ 作为青枯菌生物

农药及食品抗菌剂的潜在应用价值ꎬ也为姜青枯病

的生物防治提供了重要的理论依据和技术支撑ꎮ
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