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挥发物因分子量小、易挥发、能在空气和土壤中

自由扩散，在植物病害防治中可通过熏蒸方式防治

温室作物病害、土传病害、果蔬采后病害等，具有独

特的应用价值（陈利军等，2016）。土荆芥Chenopo‐

dium ambrosioides挥发油对植物病原真菌有明显的

抑制作用，且其熏蒸抑菌效果优于触杀（陈利军等，

2015），开发应用潜力巨大。目前，关于土荆芥挥发

油对植物病原真菌抑制机制的研究较少。本研究以

农业生产上重要的植物病原真菌灰葡萄孢Botrytis

cinerea 为对象，从细胞内含物、核酸类物质和蛋白

质的外渗等方面分析土荆芥挥发油的熏蒸作用对细

胞膜通透性的影响，观察土荆芥挥发油的熏蒸作用

机制，以期为土荆芥挥发油的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试病原菌及培养基：灰葡萄孢由信阳农林学

院植物病理实验室保存并提供。土荆芥挥发油本课

题组自制并提供。马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex‐

trose agar，PDA）培养基：马铃薯200 g、葡萄糖18 g、

琼脂 17 g、蒸馏水 1 L；不加琼脂即为马铃薯葡萄糖

（potato dextrose broth，PDB）培养基。

试剂及仪器：电镜用锇酸、Spurr 包埋剂，美国

SPI-CHEM公司；其余试剂为国产分析纯。SU-8010

型扫描电镜、H-7650型透射电镜，日本Hitachi公司；

UB103i显微镜，重庆澳浦光电技术有限公司；Bante

901型电导率仪，上海般特仪器有限公司；UV-1100

型分光光度计，上海美普达仪器有限公司。

1.2 方法

土荆芥挥发油熏蒸作用对灰葡萄孢细胞膜通透

性影响的测定：将灰葡萄孢接至 PDA 培养基中于

25℃恒温培养 4 d，沿菌落边缘打取直径 5 mm的菌

饼，取5块菌饼接种至PDB培养基中，25℃、120 r/min

振荡培养 7 d 后过滤收集菌丝，用无菌去离子水洗

涤 3次，真空抽滤后，精确称取鲜重 3 g菌丝置于含

100 mL无菌去离子水的230 mL组培瓶中。在组培

瓶瓶盖内放置 3 片直径为 11 mm 的灭菌圆形滤纸

片，滤纸片上滴加土荆芥挥发油，拧紧瓶盖后用封口

膜密封，25℃、120 r/min振荡培养，试验设2个处理，

挥发油浓度为 17 μL/L和 61 μL/L，以滤纸片不滴加

挥发油为对照。重复 3 次。分别在培养 0、24、48、

72、96、120、144、168 h测定灰葡萄孢细胞内含物、核

酸类物质和蛋白质外渗的情况。采用电导率法测定

细胞内含物外渗情况，根据测定结果计算相对电导

率，相对电导率=（Ct-C0）/C0×100%，其中Ct表示某时

刻电导率值；C0表示0 h电导率值。采用吸光度法测

定细胞核酸类物质和蛋白质外渗的情况，取4 mL上

述处理培养液，4℃、13 000 r/min冷冻离心 20 min，

测定波长为 260 nm 和 280 nm 时上清液吸光度 OD

值，分别记为A260 nm和A280 nm。

对灰葡萄孢熏蒸抑制作用的观察：将灰葡萄孢在

培养皿中培养 36 h，然后在皿盖上放置 1片灭菌滤

纸，滤纸片上滴加土荆芥挥发油，封口膜密封后，25℃

倒置培养。设皿内挥发油浓度为67、133、200 μL/L浓

度，以滤纸片不滴加挥发油为对照。重复3次。24 h

后观察并记录菌落形态变化；通过光学显微镜和

扫描电镜观察菌落边缘菌丝形态，每处理观察9个视

野；利用透射电镜观察菌丝细胞结构。

2 结果与分析

2.1 对灰葡萄孢细胞内含物外渗的影响

相对电导率的变化可反应细胞膜通透性的变

化。17 μL/L和 61 μL/L土荆芥挥发油熏蒸处理后，

细胞外渗物相对电导率明显高于对照组，并随时间
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推移均呈上升趋势。熏蒸处理 24 h 后，61 μL/L 处

理的细胞外渗物相对电导率达 168.43%，明显高于

17 μL/L处理的 55.13%和对照组的 9.04%。表明土

荆芥挥发油熏蒸处理后灰葡萄孢细胞膜的通透性受

到破坏，且浓度越高破坏作用越大。

2.2 对核酸类物质和蛋白质外渗的影响

17 μL/L和61 μL/L土荆芥挥发油熏蒸处理灰葡

萄孢后，A260 nm值随时间推移均呈明显上升趋势，而

对照组的 A260 nm值变化较小；61 μL/L 处理 24 h 后，

A260 nm值明显增加，而 17 μL/L 处理 48 h 后，A260 nm值

大幅度增加。A280 nm值呈现与A260 nm值相同的规律。

表明土荆芥挥发油熏蒸处理可导致灰葡萄孢细胞核

酸类物质和蛋白质外渗，并且随着时间延长外渗量

增加；熏蒸浓度越高，细胞膜通透性被破坏的越早且

越严重。

2.3 对灰葡萄孢熏蒸抑制作用的观察

土荆芥挥发油熏蒸处理灰葡萄孢，对照组的菌

落生长旺盛，菌丝浓密，边缘不整齐，中央开始产孢；

67 μL/L处理的菌落几乎无生长，菌丝较稀疏、边缘

不整齐，有产孢但量较少；133、200 μL/L处理的菌落

无生长，边缘菌丝稀疏整齐，且边缘呈现湿润状，浓

度越大湿润状越明显。

光学显微镜观察，对照组的菌丝粗细均匀、纤细直

长，胞外无外渗物，分枝正常，菌丝内部原生质正常；

67 μL/L处理的菌丝出现肿胀、畸形、分枝增多、分枝不

规则等现象，部分菌丝内部原生质异常，原生质在菌丝

顶端或沿菌丝周围外渗现象较多；200 μL/L处理的菌

丝内部严重畸变，部分菌丝断裂，一些菌丝呈溶解状。

扫描电镜观察，对照组的菌丝粗细均匀，表面光

滑，形态饱满；67 μL/L处理的菌丝表面皱缩、粗糙不

平，个别菌丝畸形、塌陷，较多菌丝顶端畸形、分枝增

多；200 μL/L处理的多数菌丝干瘪，断裂的菌丝呈撕

裂状。

透射电镜观察灰葡萄孢细胞结构，对照组细胞

饱满，结构清晰，细胞壁薄厚均匀、规则，细胞膜完整

光滑，结构紧密，细胞质均匀，细胞器丰富完整，细胞

核、核仁等清晰可见，且核膜连续完整（图 1-a）；

67 μL/L处理的菌丝细胞壁增厚、疏松，细胞膜界限

模糊，出现破裂，液泡增大，小液泡和空腔较多，线粒

体畸变，细胞器界限模糊（图1-b）；133 μL/L处理的细

胞质结构破坏明显，空腔大量增加，细胞核有消解的

趋势，胞内原生质整体呈消解状（图1-c）；200 μL/L处

理的细胞壁显著肿胀、破裂或溶解，细胞质结构完全

被破坏，空腔大量增加，细胞器呈溶解状，胞内原生质

整体消解呈碎渣状（图1-d）。

3 讨论

本研究中土荆芥挥发油熏蒸处理灰葡萄孢后，

其细胞膜通透性被破坏，细胞内含物、核酸类物质、

蛋白质外渗，且呈现浓度和处理时间依赖性。由于挥

发油的组分复杂，不同组分作用位点不同，Shao et al.

（2013）研究表明挥发油对细胞的破坏首先作用于细

胞膜，破坏通透性，进而侵入细胞内部引起细胞器损

伤，影响细胞的生理功能。本研究发现，随着挥发油

浓度增加，其对菌丝细胞的作用由细胞壁、细胞膜、原

生质整体结构逐渐深入到原生质体内部、细胞器、细

胞核等，且破坏程度逐渐加重，表明土荆芥挥发油作

用位点并不单一，对细胞的破坏是由外到内。说明土

荆芥挥发油具有农用生物熏蒸剂开发应用潜力。

a：CK；b：67 μL/L；c：133 μL/L；d：200 μL/L。

图1 透射电镜观察土荆芥挥发油对灰葡萄孢的熏蒸抑制作用

Fig. 1 Fumigation activity of essential oil from Chenopodium ambrosioides against Botrytis cinerea by TEM
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