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摘 要：细辛叶枯病是细辛主要病害之一，发病率高，目前主要采用化学防治。本研究采用体外抑菌和盆栽试验的方法，

研究微紫青霉 F1-6菌株对细辛叶枯病菌的抑制效果和对健康及感病植株体内防御酶活性的影响，为细辛叶枯病的生物

防治提供理论依据。结果表明，微紫青霉与叶枯病菌对峙培养后，病原菌菌落边缘菌丝出现断裂、皱缩等现象，并产生大

量厚垣孢子；经微紫青霉接种处理后的健康和感病细辛叶片，其 PPO、PAL、POD及 SOD活性均分别显著高于未接种的健

康和感病的对照组叶片。微紫青霉菌可能是通过对病原菌菌丝生长的抑制作用，以及诱导健康和感病植株防御酶活性

的升高来达到控制细辛叶枯病发生和病情发展的效果。
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Inhibitory Efficiency of Penicillium janthinellum F1-6 against Asarum sieboldii
Leaf Blight and Its Effect on Defensive Enzymes Activity
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(Institute of Special Animal and Plant Sciences of CAAS, Changchun 130112, China)
Abstract：Leaf blight is one of the main diseases of Asarum sieboldii with high incidence, chemical control is mainly
used. The inhibitory effect of Penicillium janthinellum F1-6 against Mycocentrospora acerina and its effect on defen⁃
sive enzymes activity in vitro antifungi activity and pot experiment were studied in order to provide theoretical basis
for biological control of Asarum sieboldii leaf blight. The results showed that the edge hyphae of the pathogenic fungi
were broken and atrophied, and a large number of chlamydospores were produced. After inoculation, PPO, PAL,
POD and SOD activities of healthy and infected Asarum sieboldii leaves were significantly higher than those of unin⁃
oculated healthy and infected control leaves respectively. The research results demonstrated that Penicillium janthi⁃
nellum could inhibit and control of the disease by controlling the mycelial growth of the pathogen and inducing the
enzyme activity of the healthy and infected plants.
Key words：Asarum sieboldii leaf blight; Penicillium janthinellum; Defensive enzymes; Biological control

细辛是我国传统常用中药材 [1]，主产于东北地

区。叶枯病是细辛的主要病害，发生普遍，严重

影响细辛的产量和品质，其病原菌为槭菌刺孢

（Mycocentrospora acerina）。目前，细辛生产上叶
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道。化学农药的大量使用，容易造成药物残留、

环境污染，同时也破坏农业生态系统，甚至提高

病原菌的抗药性 [2]。由于生物防治具有安全无毒

等特点，在药用植物病害防治上具有明显优势。

已成为药用植物病害防治的重要研究领域 [3]。生

防菌是重要的生物防治资源，防治机制主要包括

竞争、寄生和抗生作用等，具有安全、特异性强的

优点，同时有些生防菌还可促进植株生长 [4]。青

霉属（Penicillium）真菌能产生多种具有抗菌活性

的次生代谢产物和水解酶类。已报道的有青霉素

类抗生素、蒽醌类、生物碱类、酯酸类及醇类

等 [5-7]。研究表明其属内的疣孢青霉菌（Penicil⁃
lium verrucuiosum）对苹果炭疽病（Clanerela ci⁃
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nyulate）、番茄灰霉病（Botrytis cirerea）具有很好的

抑制作用 [8]。微紫青霉 (Penicillium janthinellum)为
青霉属真菌，可以产生多种酶类 [9]、激素和次级代

谢产物，对病原菌菌丝和分生孢子的生长具有抑

制作用 [10]。微紫青霉的发酵液不仅能够抑制大豆

根部病害，并且可以促进大豆植株的生长和诱导

其系统抗病性的产生 [11]。大量实验证明，植物系

统抗病性的强弱与多酚氧化酶（PPO）、苯丙氨酸

解氨酶（PAL）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物

酶（POD）等多种酶活性的变化密切相关 [12]。生防

菌可以通过诱导植物体内抗病性相关酶活性的提

高，来提升植物抵御病原菌侵染的能力 [13]。目前，

尚未有研究报道微紫青霉作为生防菌对细辛叶枯

病的抑制作用以及诱导细辛防御酶活性的作用。

为此，本研究通过微紫青霉 F1-6与叶枯病菌对峙

培养，以及选择 PPO、PAL、POD、SOD作为细辛抗

病性的指标，通过微紫青霉 F1-6菌株接种健康细

辛叶片和感病细辛叶片后细辛植株体内与抗病相

关酶活性的变化，探究微紫青霉对健康和感病叶

片防御酶的诱导作用，旨在为微紫青霉作为细辛

叶枯病生防菌株的开发提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 供试细辛植株

三 年 生 北 细 辛 [Asarum heterotropoides Fr.
Schmidt var.mandshuricum（Maxim.）Kitag.]植株。春

季芽孢萌发前采集，在室内盆栽培养。

1.2 供试培养基

马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA)培养基：马铃薯 200
g，葡萄糖 20 g，琼脂粉 20 g，定容至 1 000 mL，1×
105 Pa灭菌 30 min。
1.3 供试病原菌

细辛叶枯病菌—槭菌刺孢由本实验室分离鉴

定及保存。

1.4 供试拮抗菌

由本实验室前期分离获得的 1株对细辛叶枯

病具有较好拮抗效果的优势菌株微紫青霉，菌株

编号为 F1-6，保藏编号 CGMCC No.18101。
1.5 菌液的制备

叶枯病病原菌于 PDA培养基上培养 7 d，然后

将菌丝刮下，于无菌研钵中研磨，用无菌水悬浮

制成菌丝段悬液，备用。微紫青霉 F1-6在 PDA培
养基上培养 7 d，然后用无菌水冲洗下 PDA平板

上的微紫青霉孢子，经 Neubauer血球计数板（0.1
mm，1/400 mm2）计数，调节孢子浓度为 1×108个/mL，

制成孢子悬浮液，备用。

1.6 微紫青霉 F1-6对细辛叶枯病菌菌丝生长的

影响

分别打取直径 5 mm的叶枯病病原菌菌饼和

微紫青霉 F1-6菌饼（PDA培养基），接种于 PDA平
板的两侧，23 ℃恒温培养 7 d，取病原菌菌落边缘

的菌丝进行显微镜下观察。

1.7 细辛植株体内与防御相关酶活性的检测

1.7.1 接种处理

盆栽细辛成株后，将长势一致、健康、无病的

叶片先用 75%酒精表面消毒，然后用无菌水冲洗

干净，用无菌牙签在叶片上扎取 6个孔，备用。试

验分为以下两个处理：（1）微紫青霉诱导健康叶片

的酶活性测定，叶片均匀喷洒浓度为 1×108个/mL
的 F1-6孢子悬浮液。（2）微紫青霉诱导感病叶片

的酶活性测定，先接种病原菌菌丝段悬液，48 h后
喷洒孢子浓度为 1×108个/mL的 F1-6孢子悬浮液。

分别以只喷洒无菌水的叶片（CK）和只接种叶枯

病病原菌处理组（VD）为对照。将处理后的盆栽

细辛套袋保湿，22 ℃恒温培养。

1.7.2 酶活性测定

于接种后第 0（3 h后）、2、4、6、8天，随机选取

不同处理的盆栽细辛叶片进行防御相关酶活性检

测。PPO、PAL、SOD、POD等酶的提取、测定均按

照酶活性试剂盒（南京建成生物工程研究所）步

骤，利用可见光分光光度计检测 PPO、PAL、SOD、
POD酶活性的变化。

1.8 数据统计分析

采用 Excel 2010进行试验数据统计和作图，

用 SAS 9.2软件对数据进行单因素方差分析。

2 结果与分析

2.1 微紫青霉 F1-6对细辛叶枯病菌菌丝形态的

影响

如图 1所示，正常生长的叶枯病菌（Mycocen⁃
trospora acerina）菌丝呈圆柱状、光滑均匀，经过共

培养后的叶枯病菌菌落边缘菌丝出现皱缩、断裂

等现象，抑制病原菌菌丝的生长；同时在菌落边

缘产生大量的厚垣孢子。

2.2 微紫青霉 F1-6对细辛叶片内 PPO酶活性

的影响

由图 2可知，健康叶片处理组 PPO酶活力都

呈现先下降后上升再下降的趋势，F1-6处理组的

PPO酶活力始终高于未接种 F1-6的 CK组。接种

当天酶活性最高，达到 202.89 U/g，显著高于 CK组
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（P<0.05）。接种后 2 d酶活性均下降，F1-6处理

组 PPO活性依旧高于 CK组。接种后 8 d CK组酶

活性降至最低，F1-6处理组 PPO 活性为 179.11
U/g，是 CK组的 1.4倍，酶活性显著高于 CK组（P<
0.01）。

在 F1-6处理的感病细辛叶片试验中（图 3），
接种后 0~2 d F1-6处理组的 PPO酶活性处于最高

水平，然后呈缓慢下降趋势。接种当天 F1-6处理

组与对照组（VD）PPO酶活性差值最大，F1-6处理

组 PPO酶活性为 223.22 U/g是VD对照组的 1.7倍，

显著高于VD组（P<0.01），接种后 4~8 d酶活性差值

缩小，F1-6处理组PPO酶活性整体高于VD对照组。

2.3 微紫青霉 F1-6对细辛叶片 PAL酶活性的

影响

随时间的变化（图 4），F1-6处理组与 CK对照

组 PAL酶活性都呈现先下降后上升再下降的趋

势。F1-6接种 3 h后 PAL酶活性迅速升高，达到

峰值 83.06 U/g，是 CK对照组酶活性的 1.38倍，显

著高于 CK对照组（P<0.05），2-4 d酶活性呈下降

趋势，F1-6处理组酶活性依旧高于 CK对照组，分

别是 CK对照组酶活性的 1.22和 1.33倍。

接种感病细辛叶片的处理组（图 5），F1-6处
理组和 VD对照组的 PAL酶活性都比较平稳，F1-
6处理组酶活性整体高于 VD对照组。在接种后

3 h，F1-6处理组的 PAL活性迅速上升，达到峰值

83.89 U/g，是 VD对照组的 1.4倍，F1-6处理组显

著高于VD组（P<0.05）。
2.4 微紫青霉 F1-6对细辛叶片内 POD酶活性

的影响

接种健康细辛叶片试验组中（图 6），F1-6处理

组POD酶活性 0~8 d呈平稳上升趋势，CK组POD酶
活性呈现先下降再上升后再下降的趋势，除第0 d以
外，F1-6处理组酶活性均高于 CK组。第 8天达到

峰值 262.33 U/g，此时 CK 组酶活性降至最低值

131.73 U/g，F1-6处理组是CK组酶活性的 2倍，POD
酶活性显著高于CK组（P<0.01）。

接种感病细辛叶片试验组中（图 7），接种后 2 d
POD酶活力迅速上升，第 2天达到峰值 279.62 U/g，
是 VD对照组 POD酶活性的 3.27倍，显著高于 VD
组（P<0.01）。VD组在 0~4 d呈上升趋势，上升幅

度小于 F1-6处理组。第 4天 VD组酶活性达到峰

值 191.83 U/g。4~8 d均呈下降趋势，F1-6处理组

酶活性始终高于VD对照组。

注：a. F1-6与叶枯病菌对峙培养；b、c.正常生长的叶枯病菌和菌

丝；d.微紫青霉对峙培养后的菌丝形态；e.菌落边缘的厚垣孢子

图 1 微紫青霉 F1-6对叶枯病菌形态的影响
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图2 微紫青霉F1-6对健康细辛叶片PPO酶活力的影响
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图3 微紫青霉F1-6对感病细辛叶片PPO酶活力的影响
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图4 微紫青霉F1-6对健康细辛叶片PAL酶活力的影响
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2.5 微紫青霉 F1-6对细辛叶片内 SOD酶活性

的影响

由图 8可知，F1-6处理组 SOD酶活性呈先下

降后上升再下降的趋势，接种 F1-6 3 h后，F1-6
处理组 SOD酶活性迅速升高，达到 7 360.44 U/g，显
著高于 CK对照组（P<0.05）；在第 2天达到 7 420.2
U/g峰值，此时是 CK对照组 SOD酶活性的 1.5倍，

显著高于 CK组（P<0.01）。CK组呈先下降后上升

的趋势，除第 8天外，酶活性均低于 F1-6处理组。

接种感病细辛叶片试验组中（图 9），F1-6处
理组酶活性整体呈先上升后缓慢下降趋势；第 0
天 VD组酶活性略高于 F1-6处理组，0~2 d F1-6
处理组酶活性迅速上升，然后维持在较高水平，

显著高于 VD组（P<0.05）。VD组 SOD酶活性呈缓

慢下降后缓慢上升趋势，整体比较稳定。从整体

来看，F1-6处理组的酶活性高于VD组。

3 讨 论

拮抗真菌可以通过寄生、竞争、产生抗生物质

直接作用于病原物以及通过诱导植物产生抗性等

间接作用来防治病害，其代谢产生的抗生物质具

有抑制或杀灭病原微生物的作用 [14]。黄萎病菌

（Verticillium dahlia Kleb.）菌丝经拮抗菌抑制后，

出现菌丝膨大、破裂、内容物外流及产生微菌核

等现象 [15]。厚垣孢子是菌体原生质体浓缩、细胞

壁加厚，形成一种特殊的抗性结构 [16]。这种结构

能抵御外界不良环境，对真菌的生长和存活具有

十分重要的意义 [17-18]。

PPO、PAL、POD及 SOD是植物体内与防御相

关的重要酶类 [19]，这 4种酶活性的升高与植物抗

病性的提高呈正相关 [20]。PAL是苯丙氨酸途径中

的关键酶 [21]，苯丙氨酸途径的代谢产物是植物抵

抗病原菌侵染的重要物质 [22]，PAL的活性能够间

接反映植物的抗病性 [23]。PPO产生的醌类物质可

能对于病原菌起到抗菌素和细胞毒素的作用 [24]，

醌类物质与植物抗病密切相关，是潜在的植物抗
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图5 微紫青霉F1-6对感病细辛叶片PAL酶活力的影响
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图6 微紫青霉F1-6对健康细辛叶片POD酶活力的影响
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图7 微紫青霉F1-6对感病细辛叶片POD酶活力的影响
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图8 微紫青霉F1-6对健康细辛叶片SOD酶活力的影响
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图9 微紫青霉F1-6对感病细辛叶片SOD酶活力的影响
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病因子。PPO和 POD能够催化酚类氧化成醌类并

且参与木质素的合成过程 [25]，增加细胞壁的强度，

同时可以限制病原菌毒素的侵入和扩散，进而控

制病害发生和发展。POD、SOD都是植物体内抵

御活性氧（reactive oxygen species，ROS）伤害的主

要酶类，POD与植物病害抗性的关系研究最为广

泛和深入 [26-27]，植物在逆境条件下会导致活性氧

积累，特别是过氧化氢（H2O2）和超氧化物阴离子

自由基（·O2-），其引起的膜脂过氧化导致植物膜

系统受损，造成膜透性扩大、内容物外渗甚至造

成植株死亡等伤害 [28]，POD和 SOD参与保护活细

胞免受 ROS的潜在损害 [29]，与植物抗病性有关 [30]，

从而改善活性氧对植物体的损伤。同时 SOD在
植物与病原物识别过程中具有关键作用，其可在

识别病原物的过程中产生初始抗性信息。水稻喷

施枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、蜡质芽孢杆菌

（Bacillus cereus）、放线菌（Actinomycete）后能够增

强水稻幼苗 SOD、POD、PAL等防御酶的活性，从

而提高了抗逆性 [31]。

本试验研究发现，经微紫青霉 F1-6对峙培养

后，叶枯病菌边缘菌丝出现了断裂、皱缩以及形

成了大量的厚垣孢子的现象，表明在培养过程中

微紫青霉 F1-6可能产生了某些不利于病原菌

（Mycocentrospora acerina）菌丝生长的代谢物质，

对病原菌起到了抑制作用，并且诱导了厚垣孢子

的产生来抵御不良环境。通过探究微紫青霉 F1-
6接种健康和感病叶片后的多酚氧化酶（PPO）、苯
丙氨酸解氨酶（PAL）、过氧化物酶（POD）、超氧化

物歧化酶（SOD）的活性变化发现，健康叶片和感

病叶片接种微紫青霉后，与其对照组相比，这 4种
酶活性明显升高。说明微紫青霉 F1-6可能是通

过诱导健康细辛叶片和感病细辛叶片体内防御酶

的增加，增强了细辛抵御叶枯病菌侵染的能力，

从而达到防治细辛叶枯病的效果。

目前，细辛叶枯病的防治主要为化学防治，药

用植物用途具有特殊性，生物防治有利于保证药

材的品质，目前已成为药用植物病害防治的重要

研究领域。本试验研究发现微紫青霉抑制叶枯病

菌菌丝的生长和诱导防御酶活性升高可能是其防

治叶枯病的机制。下一步将开展其分子机制的研

究，为细辛叶枯病生物防治和微紫青霉生物制剂

的开发提供理论基础。
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