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蛇床子素对南瓜白粉病菌侵染的影响
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(1. 沈阳农业大学 植物保护学院 ,沈阳 110161;
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摘　要 :采用室内离体叶片法 ,发现蛇床子素 (osthol)处理能显著降低南瓜白粉病菌侵染的病情指

数 ,接菌 6 d后对照的病情指数为 68. 89,经 100μg/mL蛇床子素处理组的病情指数仅为 15. 56。

显微观察发现蛇床子素可有效降低南瓜白粉病菌对寄主的入侵 ,并可有效抑制菌丝的生长。接菌

后 48 h,对照菌丝的平均长度接近 400μm,蛇床子素处理组菌丝平均长度仅有 122μm。苯胺蓝染

色后显微观察发现蛇床子素还可降低白粉病菌的产孢量。
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Effect of O sthol on the Inva sion of Sphaerotheca fu lig inea
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Abstract: The effect of osthol on the development of Sphaerotheca fu lig inea was studied by detached

leaves. The results showed that 6 days after inoculation, the disease index was 68. 89 in the control, while

that was only 15. 56 in the treatmentwith osthol at 100μg/mL. The number of interaction siteswith H2 O2

accumulation was strongly decreased in the leaves treated with osthol. O sthol also dep ressed the growth of

mycelia. The average colony length was about 400μm in the control, while that was only 122μm in the

treatment with 100μg/mL osthol. O sthol could also dep ress conidiation of powdery m ildew.
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　　由南瓜白粉病菌 S phaerotheca fu lig inea引起的

瓜类白粉病是世界性植物病害 ,目前已对 6类杀

菌剂———苯并咪唑类、麦角甾醇生物合成抑制剂

( EB Is)、有机磷类、羟基嘧啶类、甲氧基丙烯酸酯

类和苯氧基喹啉类产生了抗药性 ,且抗性发展速

度惊人 [ 1～4〗。因此 ,研究和开发对瓜类白粉病有效

的新型杀菌剂具有重要的意义。

蛇床子素 ( osthol)是伞形花科植物蛇床子

Cn id ium m onn ieri (L. ) Cuss.的主要成分 ,属于香豆

素类化合物 ,近年来发现其对植物病原真菌具有

显著的抑制作用 [ 5 ]
,但其对白粉病菌的作用方

式 ,如对分生孢子侵染率、菌丝生长、产孢量的影
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响等尚未见报道。作者采用苯胺蓝和 DAB染色法

研究了蛇床子素对南瓜白粉病菌在寄主上侵染发

病过程的影响 ,旨在为蛇床子素防治由植物病原

真菌引起的病害提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

99. 5%蛇床子素 ( osthol)原药购自中国药品

生物制品检定所 ,用乙醇配制成 210 ×104μg /mL

蛇床子素母液 ,使用前用蒸馏水配制成不同浓度

溶液。二氨基联苯胺 ( 3 , 42diam inobenzidine, DAB

4HCl) 用蒸馏水配成浓度为 1 mg/mL的水溶

液 [ 6, 7 ]。按文献 [ 8 , 9 ]方法配制体积分数为 0. 5%

的苯胺蓝乳酸酚染液 (乳酸∶甘油∶蒸馏水 = 1∶2∶1,

体积比 )。

南瓜品种为 日 本 南 瓜 Cucu rbita m oscha ta

Duch1,高度感病品种。
南瓜白粉病菌 S phaerotheca fu lig inea采自田间

自然发病的南瓜植株上 ,于温室条件下在日本南

瓜上重新接种繁殖后备用。

1. 2　处理方法 [ 8, 9 ]

南瓜种子经催芽后播种于培养箱中 ,按常规

方法在 25～28℃温室中 12 h /12 h光暗周期培养。

接种前一天将繁殖菌源的南瓜叶片上的白粉病菌

老孢子弹掉 ,使其重新长出分生孢子。用毛笔轻

轻将白粉病菌孢子刷入盛有清水的烧杯中 ,喷雾

接种 ,之后在培养箱中保湿培养。根据实验内容

不同分别采用离体叶片法和叶盘法对南瓜植株进

行药剂处理。

离体叶片法 :待南瓜幼苗长至第一片真叶完

全展开时 (一叶一心期 ,约播种后 10 d,下同 ) ,剪

取整个叶片 ,用浓度为 50、100μg /mL的蛇床子素

进行叶面喷雾 ,使雾滴布满叶片表面。放入培养

皿 (内置蒸馏水湿润的滤纸 )中保湿培养 ,药剂处

理后 24 h接种白粉病菌。

叶盘法 :剪取一叶一心期南瓜叶片 ,打成直径

1 cm的叶盘 ,用浓度为 100μg /mL的蛇床子素处

理 24 h后接种白粉病菌 ,保湿培养。

1. 3　病情指数计算方法 [ 10 ]

每处理 10张叶片 ,以每张叶片病斑面积占整

个叶片面积的百分率分级。

分级方法 :无病———0级 ;病斑面积占整个叶

面积 1%以下———1级 ; 2%～5%———3级 ; 6%～

20%———5级 ; 21%～40%———7级 ; 40%以上———

9级。

病情指数 =
6 (各级病叶数 ×相对级数值 )
调查总叶数 ×9

×100

1. 4　叶盘法统计 DAB染色侵染位点数

将经药剂处理并分别接种 10 h、22 h后的叶

盘漂浮于 DAB染液中避光染色 8 h,分别于接种后

18 h、30 h浸入乙醇 2乙酸 ( 3∶1,体积比 )中脱色 ,

直到叶绿素完全脱去。滴加 50μL苯胺蓝染液对

菌体进行染色 20 m in。整个过程需避光进行。显

微镜 (N ikon YS100 )下观察统计苯胺蓝染色菌体

的 DAB染色侵染位点数并摄影记录 [ 6, 7 ]。每处理

设 20个重复。

1. 5　蛇床子素对菌丝生长与产孢的影响

药剂处理并接菌后的叶盘分别于接菌后 24、

48、72、96、120 h取样 ,浸入乙醇 2乙酸 ( 3∶1,体积

比 )中脱色 ,苯胺蓝染色后 ,镜检统计每个分生孢

子产生的芽管数 ,用标尺测量其中最长的菌丝长

度。摄影记录蛇床子素对分生孢子产生的影响 [ 9 ]。

2　结果与分析

2. 1　离体叶片法测得的病情指数

用蛇床子素处理离体叶片 24 h后接菌 ,调查

接菌 6 d后白粉病的病情指数。结果发现 50、

100μg /mL蛇床子素均能有效降低南瓜白粉病的

病情指数 (图 1) ,接菌 10 d后病斑也未见扩展。

Fig. 1　D isease index of detached leaves

treated w ith osthol
3 M ean values w ere sign ifican tly d ifferen t betw een the trea tm en t

and the contro l ( P < 0. 05 ) . The sam e as below.

3 3 M ean values w ere sign ifican t d iffe ren t be tw een trea tm en ts.

2. 2　DAB染色白粉病菌侵染位点

成功入侵的白粉病菌分生孢子在入侵过程中
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会在侵染位点诱导南瓜叶片产生 H2 O2 , DAB只要

和 H2 O2接触就可以形成电子致密的沉淀 ,本实验

根据此原理研究了蛇床子素对南瓜白粉病菌侵染

的影响 [ 6, 7 ]。白粉病菌分生孢子入侵过程中南瓜

叶片上 DAB染色侵染位点的动态变化如下 :接种

后 10 h,显微观察发现叶盘上病菌入侵部位开始

出现 DAB染色侵染位点 ,附着胞粘着位点寄主细

胞被染成棕褐色 (图 2A )。接种后 18 h染色位点

数急剧增加 ,接种后 30 h整个寄主细胞被染成棕

褐色 (图 2B )。100μg /mL蛇床子素处理的叶盘

上 , DAB染色侵染位点在接种后 18 h和 30 h都明

显少于对照 (图 3;图 2A ) ,说明蛇床子素可以有效

地阻止白粉病菌的入侵。100μg /mL蛇床子素处

理的叶盘在接种后 30 h只有少数寄主细胞整个被

染成棕褐色 ,处理后的叶盘上未出现寄主植物局

部坏死。

Fig. 2　A1 Incidence of interaction sites w ith H2 O2 in attacked cell after inoculation w ith S. fu lig inea. A t 10 h

after inoculation, leaves were p laced in solution of 1 mg/mL DAB for 8 h. A t 18 h ( at the indicated time point) ,

leaf disks were analyzed by DAB staining subjacent to app ressorial germ tube. B1The whole2cell DAB staining.

Bar in (A ) and (B ) = 30μm1

Fig. 3　 Incidence of interaction sites w ith H2 O2 using

DAB staining in attacked cell after inoculation w ith S.

fu lig inea
3 L eaf d isks trea ted w ith osthol ( 100μg /mL ) w as inocula ted. A t

10 h and 22 h afte r inocu lation, leaf d isks w ere p laced in so lu tion of

1 m g /mL DAB for 8 h. A t 18 h and 30 h ( a t the ind icated tim e

po in t) , leaf d isks w ere ana lyzed fo r DAB sta in ing subjacen t to

app resso rial germ tube. Tw en ty independent leaf d isks gave very

sim ilar resu lt.

2. 3　对白粉病菌菌丝生长的影响

分别于接菌后 24、48和 72 h统计芽管数 ,发

现蛇床子素可以有效抑制芽管的产生 (表 1 )。接

菌后 72 h,对照叶盘上有 85%的萌发孢子产生了

多个芽管 ,而 100μg /mL蛇床子素处理的叶盘上

萌发的孢子仅有 14%具有多个芽管。对照的萌发

孢子大多数都具有 3个芽管 ,蛇床子素处理的孢

子具有一个芽管的占大多数。蛇床子素对菌丝伸

长也有显著影响 ,接菌后 48 h对照菌丝的平均长

度接近 400μm ,蛇床子素处理的菌丝平均长度仅

有 122μm (表 1)。

2. 4　对白粉病菌产孢的影响

显微观察发现 ,蛇床子素处理的叶片上白粉

病菌分子实层稀薄 ,产孢量与对照相比明显下降

(图 4)。分生孢子产生时间与对照没有明显差

异 ,白粉病菌生活周期未见延滞。

3　讨论

长期以来蛇床子素主要被应用于医药上 ,近

几年才发现其对植物病原真菌有显著的抑制作

用 [ 5 ]。石志琦 [ 5 ]、沈寿国 [ 11 ]等曾报道蛇床子素对

死体营养生物小麦赤霉病菌 Fusa rium g ram i2
nea rum 可能的作用机制 ,研究了蛇床子素对小麦

赤霉病菌菌体葡萄糖、钙吸收、三磷酸腺苷 (ATP)

酶和细胞壁形成相关酶 β21, 62葡聚糖酶活性的
影响 ,探讨了蛇床子素对小麦赤霉病菌细胞壁形成
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Table 1　Effects of osthol (100μg /mL ) on mycelial grow th of powdery m ildew on leaf disk of pumpkin

T reatm en ts

Percen tage germ ina ted con id ia

w ith m u ltip le germ tube

24 h 48 h 72 h

N um ber of germ tubes

germ inated con id ia

24 h 48 h 72 h

M ax im um colony leng th

of hyphae /μm

24 h 48 h 72 h

W ater 38 a 65 a 83 a 1. 13 a 2. 85 a 3. 35 a 127. 89 a 410. 00 a 22

Solvent 36 a 68 a 85 a 1. 10 a 2. 55 a 3. 30 a 132. 70 a 396. 25 a 22

O stho l 4 b 12 b 14 b 1. 22 a 1. 35 b 1. 85 b 44. 83 b 122. 70 b 22

　　N ote: V alues w ith le tte r in comm on w ith in a colum n w ere no t sta tistica lly sign if ican t ( P < 0. 05 ) , L SD test. B ased on at least 100 independen t

observa tions. 22H yphae w as too long1

Fig. 4　Effect of osthol on mycelial grow th and conidiation after inoculation

for 24, 48, 72, 96 and 120 h (Bar = 100μm )

的影响。发现蛇床子素处理后对β21, 62葡聚糖酶
活性没有明显影响 ,但影响了葡萄糖和钙的吸收 ,

对 ATP酶活性也有抑制作用。处理后菌丝断裂 ,

可能是影响了细胞壁的形成。严清平 [ 12 ]等发现

80～125μg /mL蛇 床 子 素 对 草 莓 白 粉 病 菌

S phaerotheca pannosa引起的病害防效达 68. 7%～

79. 5% ;王春梅 [ 13 ]等发现 25、20、16. 7μg /mL

蛇床子素对黄瓜白粉病菌引起的病害在第 3次施

药后 7 d防效达 97. 73%以上。严清平 [ 12 ]等还发

现 ,蛇床子素对草莓白粉病菌孢子萌发具有强烈

的抑制作用 , 60μg /mL蛇床子素处理离体白粉病

菌孢子 24 h后即能完全抑制其萌发。本试验主要

是针对蛇床子素防治活体营养生物南瓜白粉病菌

的研究 ,采用室内离体叶片法测定了蛇床子素防

治南瓜白粉病的效果 ,发现蛇床子素可以显著降

低白粉病的发病程度。显微观察发现蛇床子素能

够有效抑制南瓜白粉病菌的侵入。

DAB和 H2 O2接触形成电子致密沉淀的反应

灵敏 ,显微观察不需要经过复杂的植物组织处理

过程就可以检测植物与病原菌互作过程中的细胞

学定位。杨民和等 [ 7 ]采用该方法定位观察了水稻

受稻瘟病菌 S phaerotheca pannosa侵染的过程。本

文中作者采用该方法研究白粉病菌与寄主的互作

过程 ,为专性寄生菌的研究提供了新的思路。结
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果表明蛇床子素能够有效地减少分生孢子的入

侵 ,从而阻止分生孢子在寄主上的定殖。

采用苯胺蓝染色法对白粉病菌菌丝进行染

色 ,发现在蛇床子素处理的叶片上 ,能够成功入侵

的分生孢子菌丝生长受抑制 ,形成的子实层稀薄 ,

产孢量也明显少于对照。说明蛇床子素不仅影响

白粉病菌的入侵 ,也减少了进入下一侵染循环的

分生孢子数 ,有可能影响白粉病菌的再侵染。

至于蛇床子素影响白粉病菌的侵染是因为诱

导作用使寄主产生了对白粉病菌的抵抗性 ,还是

通过抑制白粉病菌本身的发育而影响病菌侵染过

程中的关键物质等问题还有待进一步研究解决。
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