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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金（８１６６０６２６，８１４６０５８１）；云南应用基础研究计划青年项目（２０１５ＦＤ０３４）；云南省科学技术
厅云南中医学院应用基础研究联合专项（２０１７ＦＦ１１６（０１４））；国家重点研发计划（２０１７ＹＦＤ０２０１４０２）；云南
省教育厅资助性项目（２０１７ＺＺＸ２８８）

 ［通信作者］　董鲜，博士，副教授，研究方向：微生态与中药材品质；Ｔｅｌ：（０８７１）６５９１８２０４，Ｅｍａｉｌ：ｄｏｎｇｘｉａｎ＿１６５５１２９
＠１６３ｃｏｍ
徐福荣，博士，研究员，研究方向：中药资源开发与利用；Ｔｅｌ：（０８７１）６５９１８２０４，Ｅｍａｉｌ：ｘｆｒｏｎｇ９９＠１６３ｃｏｍ

黄花蒿叶甲醇粗提物对尖孢镰刀菌的抑制作用
△

马玉楠１，陈传娇１，马晓惠１，程永现２，董鲜１，徐福荣１

（１云南中医学院，云南　昆明　６５０５００；２深圳大学 医学部 药学院，广东　深圳　５１８０６０）

［摘要］　目的：探讨黄花蒿叶甲醇粗提物对尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ的抑菌活性。方法：通过体外抑菌
实验，利用牛津杯法、琼脂平板表面萌发法、吖啶橙和碘化丙啶染色法，测定不同质量浓度黄花蒿叶甲醇提取物对

三七根腐病主要致病菌尖孢镰刀菌的孢子萌发率、孢子活力、菌丝生长以及产孢量的影响。结果：黄花蒿叶甲醇提

取物能降低尖孢镰刀菌的孢子萌发率和孢子活力，抑制菌丝的生长和产孢量的增加，且随着黄花蒿叶甲醇提取物浓

度的增大，其对尖孢镰刀菌的抑制作用变强。当质量浓度为２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，与对照组相比，孢子萌发率、孢子
活力分别降低了１３２５％和１２５０％；产孢量也显著降低，较对照组降低了９０６１％。结论：黄花蒿叶甲醇提取物对
尖孢镰刀菌的生长有抑制作用，该研究将为三七根腐病的生态防控以及新农药的开发利用提供重要科学依据。

［关键词］　黄花蒿；三七；甲醇粗提物；尖孢镰刀菌；根腐病
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三七是我国传统道地中药材，为五加科人参属

多年生草本植物三七 Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ）
ＦＨＣｈｅｎ的干燥根及根茎［１］，具有散瘀止血、消肿

定痛等功能。主要用于治疗冠心病、心绞痛等心脑

血管疾病，其用药范围甚广，社会需求量日益增加，

从而引起种植面积的急剧扩大。由于三七生长环境
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的特殊性，造成其连作障碍十分严重，制约着三七

产业的健康发展，是三七产业发展急需解决的问

题［２］。据报道，连作障碍易导致三七根部的腐烂。

Ｍｉａｏ等［３］通过对三七的腐烂根际真菌微生物进行研

究，表明毁坏柱孢菌 Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ（Ｚｉｎｓ
ｓｍ）Ｓｃｈｏｌｔｅｎ、腐皮镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ（Ｍａｒｔ）
Ｓａｃｃ和尖孢镰刀菌 ＦｏｘｙｓｐｏｒｕｍＳｃｈｌｔｄｌ是三七根腐
病的主要病原真菌，其中分离频率最高的为柱孢属

真菌［４５］。镰刀菌属类病原菌能引发多数作物根腐病

的发生，给作物生产带来严重损失。

黄花蒿 ＡｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａＬ为菊科 Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ蒿
属Ａｒｔｅｍｉｓｉａ１年生草本植物，是我国传统的中草药，
具有很高的药用价值。黄花蒿的主要化学成分包括

挥发性成分和非挥发性成分，其中非挥发性成分的

主要代表是青蒿素，挥发性成分主要包括芳香族、

脂肪族及萜类化合物［６］。本课题组经过长期的田间

试验，发现在三七土壤表面覆盖黄花蒿能促进三七

植株的生长，与无黄花蒿覆盖的三七相比，叶绿素

含量（ＳＰＡＤ）升高，株高和根系干重也有所增加，覆
盖黄花蒿的三七发病率（１０％）显著低于无黄花蒿覆
盖的三七发病率（３３１３％），黄花蒿对三七根腐病的
防控效果高达７６６０％［７］。本实验用甲醇为溶剂对

黄花蒿的叶进行超声提取，测定其提取物对尖孢镰

刀菌的孢子萌发、孢子活力、菌丝生长及产孢量的

影响，试图揭示黄花蒿抑制三七根腐病的发生机理，

从而寻求防治三七根腐病的新途径，为消减三七连

作障碍及规模化种植提供理论依据。

１　材料

供试黄花蒿：黄花蒿种子由云南省农业科学院

提供，在云南省道地濒危中药材繁育与栽培工程技

术研究中心内种植。

供试菌株：菌株分离自发病三七植株根系，经

鉴定为尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ，对三七植株
有强致病性。在ＰＤＡ培养基上进行活化，接种３～４
次后，取生长旺盛的菌株备用。

供试培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ）：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，琼脂 ２０ｇ，
蒸馏水１０００ｍＬ。

２　方法

２１黄花蒿叶甲醇粗提物的制备

将黄花蒿叶片阴干，粉碎，过 ４０目筛，称取

５０ｇ用甲醇超声提取（１００ｍＬ×２ｈ×３次）。过滤，
冷冻干燥得粉末 ２５６５ｇ，制备成质量浓度分别为
３６６、５１３、８５５、２５６５ｍｇ·ｍＬ－１的甲醇溶液，置
于４℃冰箱备用，空白对照为甲醇溶液。

２２尖孢镰刀菌孢子萌发率的测定

用琼脂平板表面萌发法［８］。取培养７ｄ的尖孢
镰刀菌，加２０ｍＬ无菌水到培养皿中，用无菌载玻
片将菌丝和孢子轻轻刮下，８层无菌纱布过滤除去
菌丝和培养基，最后配制成浓度为５×１０３个·ｍＬ－１的
孢子悬浮液。采用２％水琼脂培养基，在无菌条件
下，每个培养皿中加入１５ｍＬ的水琼脂和１ｍＬ无
菌黄花蒿叶甲醇提取物，充分混匀。待培养基冷却

凝固后，在每个培养皿中加入５０μＬ上述已制备好
的孢子悬浮液，使用无菌涂布棒将孢子悬浮液顺时

针均匀涂布在培养基上。涂布完成后，将培养皿放

置在微生物培养箱中，２８℃黑暗条件下培养７２ｈ，
每个处理设 ５个重复，按公式（１）计算孢子的萌
发率。

萌发率（％）＝萌发孢子数
孢子总数

×１００％ （１）

２３尖孢镰刀菌孢子活力的测定

黄花蒿叶甲醇提取物对尖孢镰刀菌的生长抑制

作用参照牛津杯法［９］，孢子活力测定采用吖啶橙碘
化丙啶荧光染色法［１０］。在无菌操作条件下，每个培

养皿中倒入１５ｍＬＰＤＡ培养基，待冷却凝固后，取
在ＰＤＡ培养基上培养 ７ｄ的尖孢镰刀菌，用直径
５ｍｍ的打孔器沿菌落边缘打取菌块，接种于培养基
中央，然后将４个无菌牛津杯距离真菌块２５ｍｍ处
等距离放置，每个牛津杯加入２００μＬ上述不同质量
浓度的黄花蒿叶甲醇提取物（事先用０２２μｍ有机系
滤头过滤除菌），于微生物培养箱中２８℃恒温培养。
每个处理设５个重复。生长１周后，刮下菌丝，用
无菌水制成孢子悬浮液（１×１０６个·ｍＬ－１）。取５０μＬ
的菌悬液，加入５０μＬ的无菌水和２０μＬ碘化丙啶
（２％）和４０μＬ吖啶橙（０１％）。混合均匀后在室温
黑暗条件下放置 ５ｍｉｎ进行染色。染色完成后，
１００００×ｇ离心５ｍｉｎ。再用１００μＬ的无菌水冲洗菌
悬液。将染色液完全洗净后，取１０μＬ样品，用荧
光显微镜进行观察。激发光波长为４５０～４９０ｎｍ。计
算活细胞的百分率。

２４尖孢镰刀菌的生长曲线测定

参照牛津杯法［９］，测定黄花蒿叶甲醇粗提物对
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尖孢镰刀菌菌丝生长的影响，具体实验步骤按 ２３
的牛津杯方法。测量菌落直径采用 “十字交叉法”，

每２４ｈ测量１次，直至第８ｄ。用折线图表示尖孢镰
刀菌的生长曲线。

２５尖孢镰刀菌产孢量测定

按２４方法，测定菌落直径后，加入１０ｍＬ无
菌水到培养皿中，用接种环将培养基中的菌丝和孢

子轻轻刮下，再用布氏漏斗过滤，用１０ｍＬ的无菌
水清洗漏斗，最后定容到３０ｍＬ，在双目生物显微
镜下用血球计数板对孢子的产量进行测定。

２６数据统计分析

利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ１９００软件对实验
数据进行处理和分析，以（珋ｘ±ｓ）表示。

３　结果与分析

３１尖孢镰刀菌的孢子萌发率

图１结果表明，黄花蒿叶甲醇提取物在一定程
度上能抑制尖孢镰刀菌的孢子萌发，随着黄花蒿叶

甲醇提取物浓度的增加，其对孢子萌发率的抑制作

用显著增强。与对照组相比，当质量浓度为 ３６６、
５１３ｍｇ·ｍＬ－１时，孢子萌发率没有明显差异。当质
量浓度为８５５、２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，孢子萌发率分
别是６３３２％、５８４２％，相比对照显著降低。

３２尖孢镰刀菌的孢子活力

用吖啶橙碘化丙啶对孢子进行染色后在荧光显
微镜下观察尖孢镰刀菌孢子状态。吖啶橙能透过完

整的细胞膜进入细胞，将活细胞染成绿色。碘化丙

啶则可进入死细胞，与 ＤＮＡ结合，将细胞染成红
色。图１和图２的结果表明，当黄花蒿叶甲醇提取
物质量浓度为３６６ｍｇ·ｍＬ－１时，尖孢镰刀菌孢子活
力为 ７１６％，与对照组相比有统计学意义（Ｐ＜
００５）。当质量浓度增加到２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，与对
照组相比，孢子的活力降低了１２５％。因此，尖孢
镰刀菌的孢子活力随着黄花蒿叶甲醇粗提物质量浓

度的增加显著降低。

３３尖孢镰刀菌的菌丝生长曲线

图３的结果表明，从第３天开始，各处理组与
对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。随着
培养时间的增加，黄花蒿叶甲醇提取物质量浓度增

大，其对尖孢镰刀菌的菌落生长抑制作用逐渐增强。

在第８天时，与对照组相比，菌落直径差异有统计

注：同系列不同字母表示差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；同系

列相同字母表示差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图１　黄花蒿叶甲醇提物粗提物对孢子萌发率、
孢子活力的影响

注：Ａ对照；Ｂ３６６ｍｇ·ｍＬ－１；Ｃ５１３ｍｇ·ｍＬ－１；Ｄ８５５ｍｇ·ｍＬ－１；

Ｅ２５６５ｍｇ·ｍＬ－１。

图２　不同质量浓度黄花蒿叶甲醇粗提物对尖孢
镰刀菌孢子活力的抑制作用

图３　不同质量浓度黄花蒿叶甲醇粗提物对
尖孢镰刀菌菌落生长的影响
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学意义（Ｐ＜００５）。图３为培养８ｄ的尖孢镰刀菌生
长曲线，随着黄花蒿叶甲醇提取物浓度的增加，菌

落的直径显著降低。图 ４的结果显示，第 ８天时，
对照组的菌落直径为７８０ｍｍ，当黄花蒿叶甲醇粗

提物质量浓度增加到２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，菌落直径
最小为３６５ｍｍ。上述结果表明，随着黄花蒿叶甲
醇粗提物质量浓度的增加，对尖孢镰刀菌的菌丝生

长抑制作用显著增强。

图４　不同质量浓度黄花蒿叶甲醇粗提物对尖孢镰刀菌生长的抑制作用

３４尖孢镰刀菌的产孢量

图５结果表明，黄花蒿叶甲醇提取物对尖孢镰刀
菌的产孢量有显著抑制作用，各处理组与对照相比，

差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。随着黄花蒿叶甲醇
粗提物质量浓度的增加，尖孢镰刀菌的产孢量显著降

低。对照组的产孢量为１９１×１０７个·ｍＬ－１，而当黄花
蒿叶甲醇粗提物质量浓度增加到２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，
尖孢镰刀菌的产孢量最低，为１７９×１０６个·ｍＬ－１，
与对照组相比降低了９０６１％。

注：图中不同字母表示差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；相同字母表

示差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图５　黄花蒿叶甲醇粗提物对尖孢镰刀菌
孢子产量的影响

４　讨论

在农业生产过程，根腐病是一种毁灭性病害。

三七根腐病有多种表现症状，包括茎基干枯型、干

裂型、髓烂型、黄腐型、湿腐型和急性青枯型等，

其中较常见的是黄腐型，在三七生长的不同年限里

均可发生。三七的根腐病制约着三七的产量和质量，

阻碍了三七产业的持久发展。目前，对三七根腐病

的防治主要是生物防治、化学防治和轮作。生物防

治在一定程度上可以促进三七种子的出苗，但是对

于三七根腐病的防治却没有达到理想的效果。轮作

虽然可以缓解根腐病的发生，但因其年限较长，而

不能够大面积推广。化学防治虽然能够在一定程度

上缓解三七的根腐病，但不能够完全控制，而且会

降低药材的质量并对土壤有一定的污染。三七根腐

病的病原菌具有多样性，不但真菌可侵染，细菌和

线虫亦可侵染致病，其中以真菌为主。根据不同的

病原菌引起的根腐病进行系统、全面的研究，才能

有效揭示根腐病的发生和发展的相关过程，从而为

三七根腐病的防治研究提供理论基础［１１］。

尖孢镰刀菌在土壤中生存能力较强，是一种土

壤习居菌，其产生的厚垣孢子可在土壤中存活１０年
之久。病原菌从植株的根系侵染植株，并产生分生

孢子，以小型分生孢子的形态随蒸腾流运输到植株

地上部，继而定殖于根系和上部茎，导致植株地上

部发病。在运输过程中，尖孢镰刀菌会产生对植株

有害的次生代谢产物，即镰刀菌酸，对植株的生长

也有一定的破坏作用。本研究结果表明，黄花蒿叶

的甲醇提取物对尖孢镰刀菌的生长有显著的抑制作

用。不同浓度的黄花蒿叶甲醇提取物抑菌效果不同，

并且抑菌效果随质量浓度的增大而加强。当黄花蒿

叶甲醇粗提物的质量浓度为２５６５ｍｇ·ｍＬ－１时，尖
孢镰刀菌的孢子萌发受到抑制，萌发率较对照组显

著降低（见图１）；从而导致孢子活力的降低和孢子
产量的减少（见图１、图５）；病原菌菌丝的生长受到
抑制（见图３、图４）。

初步研究表明，植物中的活性成分对真菌的作

用机制较复杂，目前此方面的研究主要是植物的粗
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提液对病原菌的直接抑制作用。主要表现形式为抑

制附着孢子的形成、孢子的游动、菌丝体的生长及

体外钝化效果等。尖孢镰刀菌侵染三七植株，主要

通过病原菌产生的孢子、菌丝附着在三七的根部，

进而导致三七的根部变黄腐烂，在本实验中，制得

黄花蒿叶甲醇提取物对尖孢镰刀菌的孢子活力、孢

子萌发及菌丝的生长都有一定的抑制作用，且随着

质量浓度的增加抑制作用增强，进而可从源头上抑

制三七根腐病的发生。黄花蒿提取物的作用范围广

泛，对不同的菌类都有一定的抑制作用。相关研究

表明，黄花蒿不同溶剂得到的提取物，对白色念珠

菌、金黄色葡萄球菌、单核增多性李氏杆菌、大肠

杆菌等细菌均有不同程度的抑菌作用［１２１３］。另有一

些研究结果表明黄花蒿有机溶剂提取物对许多植物

性病原菌如黑曲霉、黄曲霉、青霉、毛霉等真菌也

具有显著的抑制作用［１４１７］。

本研究主要针对黄花蒿叶甲醇提取物对尖孢镰

刀菌生长的抑制作用进行分析，但对于具体成分未

进行深入的研究，黄花蒿能否与三七间作从而解决

三七连作问题也待进一步观察。今后，可对黄花蒿

叶甲醇提取物的成分进一步研究，找出其抑制土传

病害病原菌的主要活性成分，为绿色农药的生产及

生物制药开辟新的道路。黄花蒿在我国分布广、产

量大，若能以其为原料对黄花蒿资源进一步开发，

寻求病虫害防治的新途径，将具有广阔的前景和深

远的意义。
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