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摘要:采用生长速率法和悬滴法 ,测试了厚朴乙酸乙酯提取液对人参锈腐病菌(Cy l indrocarpon

destrustans)、人参黑斑病菌(A lternaria pana x)、五味子根腐病菌(Fusarium oxy sporum)、穿山龙

黑斑病菌(Alternaria dioscoreae)和紫草白霉病菌(Ramularia li thospermi)5种药用植物病害致病

菌的离体抑菌活性。结果表明:厚朴提取液对以上病原菌都有一定的抑制作用 ,对于同一种病原菌

来说 ,厚朴提取液对其孢子萌发的抑制效果好于对其菌丝生长的抑制效果 。在相同的供试浓度下 ,

厚朴提取液对紫草白霉病菌的菌丝生长抑制效果最好 ,试验中还发现 ,当浓度大于 0.5mg/mL 时 ,

对人参黑斑病菌的孢子萌发抑制效果最好。
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Abstract:The ethyl acetate ex tracts f rom Magnolia o f f icinalis were test fo r thei r inhibi tion

activi ty by using plate grow th rate method and hanging drop me thod to Cy l indrocarpon destrust-

ans , Alternaria panax ,Fusarium oxysporum , Alternaria dioscoreae and Ramularia l ithospermi.

The results show ed that the ethy l acetate ex t racts of Magnolia of f icinalis had significant ant i-

bacterial act ivity fo r tested pathogens.Fo r the same plant pathogenic fungi , the ethy l acetate ex-

t racts of Magnolia of f icinalis had bet ter inhibitory o f spo re germinat ion than the inhibi to ry

ef fect of mycelium g row th.Fo r the same concentration , the best resul t w as the ex tract o f Magno-

lia of f icinal is to inhibi t the g row th of Ramularia l ithospermv i mycelium.We also found that the

e thyl acetate ex t racts densi ty mo re than 0.5mg/mL had the best ant ibacterial activity of spore

germination o f Alternaria panax .

Key words:Medicinal plants;Magnolo l ex t ract;Plant pathogenic fungi;Antimicrobial activi ty;

Bacteriostasis rate

　　随着科学技术突飞猛进的发展和人类对食品安

全要求日益增高 ,植物源农药的研发倍受人们的关

注与青睐 ,从植物中寻找抑菌 、杀菌活性物质以研究

开发植物源农药是目前农药研究领域的热点之
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一[ 1] 。近年来 ,我国药用植物栽培面积不断增加 ,但

随之而来的药用植物病害也日趋严重。按照 GAP

管理规范[ 2] ,中药材从栽培到收获及贮藏全过程对

农药残留量的要求都非常严格 。药用植物厚朴

(Magnolia o f f icinalis Rehd.et Wils)属木兰科植

物 ,为我国重要的中药材 ,别名厚皮 、油朴 、烈朴 、赤

朴等 ,是常用的皮类中药材 ,除具有燥湿消痰 、下气

除螨等功效[ 3] 外 ,还具有抗菌作用 ,其抗菌物质主要

有酚类 、挥发油 、生物碱等 。本试验主要研究厚朴提

取液对 5种药用植物中较常见且发病较重病害的抑

制作用 ,为寻找其有效先导化合物奠定基础。

1　材料和方法

1.1　供试材料

植物材料:中药厚朴购于沈阳成大方圆药店;供

试菌种:人参锈腐病菌(Cylindrocarpon destrustans)、

人参黑斑病菌(Alternaria panax)、五味子根腐病菌

(Fusarium oxy sporum)、穿山龙黑斑病菌(Alternaria

dioscoreae)和紫草白霉病菌(Ramularia lithospermi),

均由沈阳农业大学植病流行研究室提供。

1.2　试验方法

1.2.1　厚朴提取液的制备　将烘干后的厚朴样品粉

碎过筛(孔径 0.37mm),称取粉末 90 g ,加 800mL 乙

酸乙酯 ,分装于 250mL 三角瓶中 ,采用 3次浸渍提取

法[ 4 ,5] ,合并3次滤液 ,减压抽滤 ,旋转蒸发仪浓缩至

3000mg/mL ,回收溶剂 ,将得到的提取物密封 ,置 4℃

冰箱中保存备用。

1.2.2　药液的配制　菌丝生长抑制试验和孢子萌发

抑制试验药液的配制:将 3000mg/mL 的提取原液用

乙酸乙酯分别稀释成 1 600mg/mL 、800mg/mL 、

400mg/mL 、200mg/mL 、100mg/mL 、50mg/mL 共 6

个梯度 ,密封并置4℃冰箱中保存备用。

1.2.3　抑菌活性测定方法

1.2.3.1　生长速率法
[ 4]
　以生长速率法测定厚朴提

取液对 5种病原菌菌丝生长的抑制作用。所用培养

基为 PDA 培养基。取 1.2.2中稀释得到的 6个浓度

梯度药液 1mL 与 99mL PDA 培养基均匀混合制成

1%的带药培养基(药液终浓度分别为 16mg/mL 、

8mg/mL 、4mg/mL、2mg/mL 、1mg/mL、0.5mg/mL),

倒入直径为 90mm 的培养皿中 ,待冷却后 ,接入直

径为 4mm 的菌饼 ,每处理重复 3次 ,以加入乙酸乙

酯溶液的 PDA 培养基作为空白对照(CK)。置于

25℃恒温培养箱培养 4d后采用十字交叉法测得菌

落直径 ,并计算抑菌率。

菌落生长直径=2次直径平均值-4.0

菌丝生长抑制率=

对照菌落

生长直径
-
处理菌落

生长直径
对照菌落生长直径

×100%

1.2.3.2　悬滴法[ 5] 　采用悬滴法 ,测定厚朴提取液

对 5种病原菌孢子萌发的抑制作用。每处理重复 3

次 ,以不加药液的孢子悬浮液作为对照 ,将涂好的载

玻片放在垫有湿润滤纸的培养皿内 ,放入 25℃恒温

培养箱培养 8 ～ 12 h(芽管长度大于孢子短半径视为

萌发),调查孢子萌发情况。

萌发率=
孢子萌发数
检查孢子总数

×100%

孢子萌发抑制率=
对照萌发率-处理萌发率

对照萌发率
×100%

1.2.4　统计分析　试验结果采用 DPS(Data Pro-

cessing Sy stem)统计软件进行方差分析 。

1.2.5　厚朴提取液对 5 种病原菌的室内毒力测定

　利用 1.2.3中厚朴提取液的 6个不同浓度对病原

菌菌丝生长的抑制作用 ,计算抑菌率 ,建立毒力回归

方程 ,将抑菌百分率转换成几率值 ,浓度转换成对

数 ,进行几率值分析 ,求出厚朴乙酸乙酯提取液对不

同病原菌的抑制中浓度(EC50)。

2　结果与分析

2.1　厚朴提取液对植物病原菌菌丝生长的抑制作用

2.1.1　厚朴提取液对 5 种病原菌菌丝生长的抑制

率　从表 1可以看出 ,厚朴提取液对人参锈腐病菌 、

人参黑斑病菌 、五味子根腐病菌 、穿山龙黑斑病菌 、

紫草白霉病菌的菌丝生长都有较好抑制作用 ,并且

在同一浓度下 ,厚朴提取液对不同致病菌的抑制效

果不同 ,如浓度为 16mg/mL 时 ,提取液对人参锈腐

病菌的菌丝生长抑制率为 79.93%,而对紫草白霉

病菌的菌丝生长抑制率高达 97.08%。此外 ,当药

液浓度在 4mg/mL 以上时 ,提取液对 5种病原菌的

菌丝生长抑制率均达到 65%以上;药液浓度在

1mg/mL 以上时 ,提取液对人参黑斑病菌和紫草白

霉病菌的菌丝生长抑制率均达到 64%以上。

2.1.2　厚朴提取液对 5 种病原菌菌丝生长的室内

毒力测定　通过几率值分析 ,可以求出厚朴提取液

对 5种不同病原菌菌丝生长的抑制中浓度(EC50),

从表 2可以看出 ,厚朴提取液对紫草白霉病菌和人

参黑斑病菌的菌丝生长抑制效果较好 ,厚朴提取液

的 EC50分别为 0.29mg/mL 和 0.34mg/mL ,次之

为穿山龙黑斑病菌和五味子根腐病菌 , 提取液的

EC50分别为 0.67mg/mL 和 0.76mg/mL ,最后为人
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表 1　厚朴提取液对 5种病原菌的菌丝生长抑菌率 (%)

病原菌
厚朴提取液浓度(mg/mL)

16 8 4 2 1 0.5

人参锈腐病菌 79.93 73.06 65.88 56.90 43.09 22.46

人参黑斑病菌 89.42 83.99 77.64 70.18 64.75 39.57

五味子根腐病菌 86.70 82.03 73.51 68.87 50.17 33.67

穿山龙黑斑病菌 87.70 82.46 74.38 69.06 53.56 35.59

紫草白霉病菌 97.08 93.29 86.07 82.09 72.84 61.93

表 2　厚朴提取液对 5 种病原菌菌丝生长的室内毒力测定结果

病原菌 毒力回归方程 相关系数 EC50(m g/mL) EC90(mg/mL)

人参锈腐病菌 y=0.3559x+4.8791 0.9883 1.40 51.42

人参黑斑病菌 y=0.3182x+5.3412 0.9925 0.34 19.21

五味子根腐病菌 y=0.3809x+5.1026 0.9613 0.76 22.08

穿山龙黑斑病菌 y=0.3718x+5.1516 0.9817 0.67 20.89

紫草白霉病菌 y=0.4559x+3.4671 0.9804 0.29 4.79

参锈腐病菌 ,提取液的 EC50为 1.40mg/mL。

2.2　厚朴提取液对5种病原菌孢子萌发的抑制作用

2.2.1　厚朴提取液对 5种病原菌孢子萌发的抑制

率　在实验室条件下测定了厚朴提取液对人参锈腐

病菌 、人参黑斑病菌 、五味子根腐病菌 、穿山龙黑斑病

菌、紫草白霉病菌5种病原菌孢子萌发的影响。从表3

可以看出 ,厚朴提取液在浓度为 16mg/mL 时 ,对 5

种病原菌孢子萌发抑制率均达到 100.00%,当提取

液浓度降为 0.5mg/mL 时 ,对 5种药用植物病害病

原菌孢子萌发抑制率仍达到了 60%以上 ,其中对人

参黑斑病菌和穿山龙黑斑病菌的孢子萌发抑制率均

达到了 70%以上。

表 3　厚朴提取液对 5种病原菌孢子萌发的抑制率 (%)

病原菌
厚朴提取液浓度(mg/mL)

16 8 4 2 1 0.5

人参锈腐病菌 100.00 99.86 97.93 89.97 80.56 61.39

人参黑斑病菌 100.00 99.90 98.52 93.97 82.72 71.59

五味子根腐病菌 100.00 98.62 96.57 88.87 76.14 60.76

穿山龙黑斑病菌 100.00 99.37 97.04 89.38 78.56 72.16

紫草白霉病菌 100.00 99.53 97.46 89.50 79.14 62.53

2.2.2　厚朴提取液对 5种病原菌孢子萌发的室内

毒力测定　根据表 4结果 ,求出了厚朴提取液对 5

种药用植物病原菌孢子萌发的抑制中浓度(EC50),

从表 4可以看出 ,厚朴提取液对穿山龙黑斑病菌和

人参黑斑病菌的孢子萌发抑制效果较好 ,厚朴提取

液的 EC50分别为 0.28mg/mL 和 0.32mg/mL ,其

次为五味子根腐病菌和紫草白霉病菌 ,厚朴提取液

的 EC50分别为 0.35mg/mL 和 0.37mg/mL ,最后

为人参锈腐病菌 ,提取液的 EC50为 0.42mg/mL 。

表 4　厚朴提取液对 5 种病原菌孢子萌发的室内毒力测定

病原菌 毒力回归方程 相关系数 EC50(m g/mL) EC90(mg/mL)

人参锈腐病菌 y=0.9488 x+5.8343 0.9766 0.42 1.60

人参黑斑病菌 y=0.9048 x+6.0392 0.9776 0.32 1.32

五味子根腐病菌 y=0.7170 x+5.7485 0.9959 0.35 2.10

穿山龙黑斑病菌 y=0.7084 x+5.9105 0.9684 0.28 1.69

紫草白霉病菌 y=0.8219 x+5.8172 0.9914 0.37 1.76

3　结论与讨论

研究表明 ,厚朴提取液对 5种药用植物病原菌

的菌丝生长和孢子萌发均有较好的抑制作用 ,其中

对紫草白霉病菌和人参黑斑病菌的菌丝生长抑制效

果较好 ,厚朴提取液的 EC50分别为 0.29mg/mL 和
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0.34mg/mL ,对穿山龙黑斑病菌和人参黑斑病菌的

孢子萌发抑制效果较好 , 提取液的 EC50分别为

0.28mg/mL 和 0.32mg/mL ,提取液对孢子萌发的

抑制效果好于对菌丝生长的抑制效果。

近年来 ,我国许多学者对药用植物源杀菌剂的

抑菌活性也进行了多方面的研究 ,研究对象大多为

园艺和大田植物病害 。如朱立成等利用丁香等 3种

药用植物提取液来抑制多种植物病原菌 ,均取得较

好的抑制效果
[ 6 ～ 10]

。本试验则是立足于采用药用

植物提取液来抑制几种近年来发生较为严重的药用

植物病害 ,为生物农药的进一步开发推广提供理论

依据 。试验表明 ,药用植物厚朴提取液对 5种药用

植物病害致病菌均有一定的抑制作用 ,且效果显著 ,

可对厚朴抑菌活性成分的提取 、分离和纯化进行更

深入的研究 ,以开发出具有较高应用价值且无公害

的植物源农药。
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本刊常用单位符号及换算

依据国家标准 ,本刊在刊发稿件中一律使用法定计量单位 , 为便于读者阅读 ,现将本刊常用单位符号及其换算

方法介绍如下:

1　长度单位:km=公里、千米, m=米 , cm=厘米 ,mm=毫米;换算:1 km=1 000m , 1 m=100cm=3 尺 , 1 cm=10 mm

2　重量单位:t=吨或 1 000 kg , kg=公斤 、千克 , g=克 ,mg=毫克;换算:1 t=1 000kg , 1 kg=1000 g , 1 g=1 000mg ,

500g=1 市斤 , 50g=1 两

3　面积单位:m2 =平方米 , hm2 =公顷 , cm2 =平方厘米;换算:1 hm2 =10 000 m2 =15 亩 , 1 亩=667 m2

4　浓度单位:1 mg/ kg , mg/ L 或mg· kg-1 ,mg· L-1 ,μL· L-1 =1×10-6 =1ppm ,即百万分之一 ,不用ppm和 1×10-6表示

5　时间单位:“天 、小时 、分钟 、秒”分别用“ d , h ,min , s”表示

(本刊编辑部)
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