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摘要　采用孢子萌发法和菌饼法评价βＧ蒎烯对意大利青霉菌的作用效果,分析βＧ蒎烯对病菌菌丝几丁质分

布、菌丝活性氧代谢、排酸能力和麦角固醇含量的影响,并采用山梨醇、胆固醇或半胱氨酸作为保护剂探讨其对

βＧ蒎烯抑制病菌孢子萌发的保护作用.结果显示,βＧ蒎烯对青霉菌表现出很强的抑菌活性,０．０８７~０．６９６
mg/mL的βＧ蒎烯能有效抑制孢子萌发与菌丝生长;βＧ蒎烯处理改变菌丝细胞壁几丁质分配,促进活性氧积累,降
低菌丝排酸活性,显著降低菌丝中麦角固醇含量;添加麦角固醇替代物胆固醇、渗透调节剂山梨醇以及活性氧清

除剂半胱氨酸均能有效促进受０．３４８mg/mLβＧ蒎烯抑制的青霉菌孢子萌发和芽管伸长.这些结果说明,βＧ蒎烯发

挥对意大利青霉的抑菌作用与损伤真菌细胞壁结构、促进活性氧积累和抑制膜脂组分麦角固醇增加有密切关系.
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　　由意大利青霉引起的青霉病是柑橘类果实采后

的主 要 病 害 之 一,给 生 产 造 成 损 失 达 １０％ ~
３０％[１].目前青霉病的控制主要是采用化学药剂如

抑霉唑、苯并噻唑和邻苯基苯酚钠等处理,由于长期

广泛使用,病原菌的抗药性显著增强,生产上不断加

大药剂使用剂量,导致环境污染严重,柑橘的食用

安全风险变得更为突出,迫切需要高效、低毒、环
境污染小的替代控制方法[２].从天然产物中分离

鉴定高效抑菌活性成分,已经成为当前保鲜研究

的热点[３].
前期研究结果表明,柑橘传统松针保鲜法的保

鲜机制在于松针中的挥发性组分,尤其是其中含有

的βＧ蒎烯,对意大利青霉表现良好的抑制作用[４].
除意大利青霉外,βＧ蒎烯还能抑制白色念珠菌的生

长,且富含蒎烯的精油对大肠杆菌等细菌也表现强

烈的抑菌活性[５Ｇ７].这些结果表明,βＧ蒎烯在保鲜上

有良好的应用前景.但βＧ蒎烯抑菌作用机制,尤其

是对柑橘意大利青霉抑菌作用机制尚不清楚.本文

研究βＧ蒎烯对意大利青霉孢子萌发和菌丝生长的影

响,分析βＧ蒎烯处理对菌丝胞外排酸与麦角固醇的

作用,并评价３种保护剂对病菌孢子萌发的保护作

用,探究药物对意大利青霉的可能抑菌作用机制,旨

在为新型抑菌剂开发和柑橘贮运保鲜提供理论

依据.

1　材料与方法

1.1　菌种与试剂

意大利青霉(Penicilliumitalicum)菌株 PＧ５,
从自然发病的柑橘果实中分离,接种验证表现典型

青霉病症状,菌种低温保存在培养基中.βＧ蒎烯

(betaＧpinene):购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;山梨醇、胆固醇、半胱氨酸和其他药品,购自国

药集团,均为分析纯.马铃薯固体培养基 PDA 与

马铃薯液体培养基PDB,自制.
1.2　βＧ蒎烯抑制青霉菌孢子萌发的最小抑菌浓度

测定

　　参考文献[４]的方法稍有修改,采用固体培养基

进行最小抑菌浓度测定,灭菌载玻片上倒入 PDA
培养基,冷却凝固后滴加５０μL青霉菌孢子悬浮液

(１０７个/mL),放入平皿,再加入βＧ蒎烯使其终质量

浓度为０、０．０８７、０．１７４、０．３４８或０．６９６mg/mL,迅速

用parafilm 封口膜密封.２６℃恒温培养１０h后,显
微镜观察,统计孢子萌发率、测定芽管长度.
1.3　βＧ蒎烯对菌丝生长的抑制作用

采用菌饼法[８],将涂布培养１２h的意大利青霉
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菌株PＧ５用打孔器打出直径５mm 的菌饼,反贴在

培养基上,每个培养皿贴３块菌饼,然后加入βＧ蒎烯

使终质量浓度分别为４３．５、８７、１７４、３４８mg/mL,迅
速用parafilm 封口膜密封,２６℃恒温培养,每２４h
测量菌斑直径.
1.4　荧光增白剂 CFW 观察菌株 PＧ5 菌丝中几丁质

分布

　　荧光增白剂(calcofluorwhite,CFW)能与真菌

菌丝细胞壁中的几丁质特异结合发生荧光,从而反

映细胞壁组分及结构变化,参考 Viragh等[９]方法稍

有修改.菌株PＧ５孢子菌悬液涂布在PDA平板上,
斜插盖玻片,２６℃培养３d后,滴加０．６９６mg/mL

βＧ蒎烯后封口膜封口,继续培养１２h.取长有菌丝

的盖玻片,置于洁净载玻片上,滴加足量CFW 染液

和１０％ KOH 溶液混合液充分浸润菌丝,室温染色

１min,蒸馏水洗去多余染液后荧光显微镜(莱卡

DM３０００)观察.
1.5　细胞积累活性氧的染色观察

参考 Marschall等[１０]的方法,用 DCFHＧDA 染

色分析βＧ蒎烯处理对意大利青霉菌株PＧ５孢子细胞

内活性氧积累的影响.在２mLPDB配制的孢子悬

液的１０ mL 离心管中,加入终质量浓度为０．６９６
mg/mL 的 βＧ蒎 烯,２６ ℃ 培 养 １０h 后,加 入 １０
mmol/LDCFHＧDA 染色液室温避光染色２０min,

７０００r/min离心１０min,洗涤２次后孢子重悬于

PBS溶液中,荧光显微镜观察.
1.6　菌株 PＧ5 菌丝胞外介质酸化测定

参考 Ma等[１１]的方法,稍有改动.接种病菌孢

子的 PDB 培养基在 ２６ ℃、１２５r/min 摇床培 养

４８h,收集菌丝,称取１．０g于５０mL离心管中,加
入２０mL５０mmol/LKCl溶液,４℃冷藏使菌丝饥

饿２０h.加 入 ２ mL 含 βＧ蒎 烯 无 菌 水 (含 ２％
TweenＧ２０)和 KCl溶液至４０mL,控制βＧ蒎烯终质

量浓度分别为 ０．１７４、０．３４８、０．６９６、１．０４４、１．３９２
mg/mL.离心管２６℃水浴１h使药物充分作用,

７０００r/min离心１０min,菌丝重悬于２０mL１０％
葡萄糖溶液,测定０、１５、３０、４５、６０、７５和９０min时

溶液的pH.
1.7　菌株 PＧ5 菌丝中麦角固醇含量测定

参考Zeng等[１２]和 ArthingtonＧSkaggs等[１３]的

方法,稍有修改.取５mL同样浓度的孢子悬液接

种于２５０mLPDB培养基中,加入βＧ蒎烯,使终质量

浓度分别达到０、０．１７４、０．３４８、０．６９６、１．０４４和１．３９２

mg/mL,然后在２６℃１２５r/min摇床培养４８h,过

滤收集菌丝,蒸馏水冲洗２次后取１．０g菌丝,加入

５mL含２５％ KOH 乙醇溶液,混匀后８５℃下温育

２h;加入２mL无菌水和５mL正庚烷萃取固醇类

物质,收集上层正庚烷部分,扫描２３０~３００nm 光

吸收.麦角固醇含量计算如下:
麦角固醇含量＝(A２８２/２９０)/

菌丝体湿质量－２４,２８Ｇ脱氢麦角固醇含量,

２４,２８Ｇ脱氢麦角固醇含量 ＝
(A２９０/５１８)/菌丝体湿质量,

２９０和５１８分别是麦角固醇和２４,

２８Ｇ脱氢麦角固醇的消光系数.

1.8　山梨醇、胆固醇、半胱氨酸对菌株 PＧ5 的保护

作用评价

　　无菌环境下,将灭菌 PDA 培养基趁热装入刻

度试管中并加入山梨醇使其浓度分别为０．８、１．０或

１．２mol/L,或加入胆固醇使其终浓度分别为１．２５、

２．５、５．０mmol/L,或加入半胱氨酸使其终浓度分别

为５、１０、２０mmol/L,混匀,趁热均匀平铺在已灭菌

载玻片上,不加３种物质的培养基为对照,载玻片置

于培养皿中,按同样方式滴加孢子悬液,并添加βＧ蒎

烯使其终质量浓度为０．３４８mg/mL,并用封口胶密

封.培养１２h后,显微镜观察统计孢子萌发率,并

测量萌发孢子的芽管长度.

1.9　数据统计与分析

所有试验均设３次重复,数据用SPSS９．０进行统

计分析,结果用平均值±标准误表示,各组间差异显著

性采用邓肯氏多重比较法,P＜０．０５认为差异显著.

2　结果与分析

2.1　βＧ蒎烯对意大利青霉的抑制作用

１)βＧ蒎烯对意大利青霉菌株PＧ５孢子萌发与芽

管伸长的抑制.βＧ蒎烯质量浓度为０．１７４ 和０．３４８
mg/mL时,病菌孢子萌发率仅有２６．７５％ 和９．８％,
而对照孢子萌发率为９４％(图１).βＧ蒎烯对病菌的

芽管伸长有显著影响,对照芽管长度为４５．０６μm,

０．１７４mg/mL 处 理 芽 管 长 度 仅 为 １４．４７μm,在

０．３４８和０．６９６mg/mL剂量下芽管长度可忽略.这

表明,０．３４８ mg/mL 的βＧ蒎烯对意大利青霉菌株

PＧ５孢子萌发有强烈抑制作用.

２９
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图１　不同质量浓度βＧ蒎烯对意大利青霉菌株PＧ５孢子萌发(A)和芽管伸长(B)的影响

Fig．１　EffectsofβＧpineneatdifferentlevelsonsporegermination(A)andgermtubegrowth(B)

ofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

　　２)βＧ蒎烯处理抑制菌株PＧ５菌丝生长.经βＧ蒎

烯处理后,菌株PＧ５菌丝生长情况如图２所示.培

养４８h,对照菌丝生长迅速,菌落直径达到了１８．４
mm,０．０４３５、０．０８７和０．１７４mg/mLβＧ蒎烯处理的

菌饼,菌落直径分别是对照的 ８８．９％、６６．１％ 和

３１．７％;而０．３４８mg/mLβＧ蒎烯处理的菌饼,恒温培

养５d,未见菌丝生长,表明在该质量浓度下,菌丝生

长被完全抑制.

图２　不同质量浓度βＧ蒎烯对

意大利青霉菌株PＧ５菌落生长的抑制

Fig．２　InhibitoryeffectsofβＧpineneatdifferentlevelson
mycelialgrowthofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

2.2　βＧ蒎烯处理对活性氧代谢、细胞功能、麦角固

醇含量和细胞壁结构的影响

　　１)βＧ蒎烯处理对孢子活性氧积累的影响.经βＧ
蒎烯处理后,孢子活性氧积累情况如图３所示.对

照孢子培养１０h,开始萌发,但孢子仅有轻微绿色

荧光,而经过０．３４８mg/mL的βＧ蒎烯处理的孢子,
荧光强度显著增强.这表明,βＧ蒎烯处理刺激了孢

子活性氧积累.

２)βＧ蒎烯处理对菌丝胞外pH 的影响.为了探

究βＧ蒎烯对菌丝活性的影响,我们测定了不同质量

浓度βＧ蒎烯处理对菌丝胞外pH 的影响.结果显示

(图４):对照组菌丝有很强的胞外酸化能力,１０％葡

萄糖加入后１５min内迅速酸化,培养介质的pH 由

５．３４下降至４．２６;βＧ蒎烯处理显著抑制菌丝胞外酸

化能力,其中１．３９２mg/mLβＧ蒎烯处理几乎完全抑

制菌丝胞外酸化能力,诱导培养９０min后细胞外液

　A:对照;B:βＧ蒎烯 A:Control;B:βＧPineneat０．３４８mg/mL．

图３　显微观察βＧ蒎烯处理对萌发孢子活性氧积累的影响

Fig．３　EffectsofβＧpineneonaccumulationofreactiveoxygen
speciesingerminatingsporesofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

　　图４　不同质量浓度βＧ蒎烯处理对意大利青霉菌株

PＧ５菌丝排酸效应的影响

Fig．４　InfluenceofβＧpineneatdifferentlevelson

glucoseinducedacidificationofmediumbymycelia
ofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

３９
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pH 仅下降０．１７左右.这些结果说明βＧ蒎烯能显著

抑制意大利青霉菌丝胞外排酸作用.

３)βＧ蒎烯处理对菌丝麦角固醇含量的影响.βＧ
蒎烯对菌株PＧ５菌丝中麦角固醇含量有显著抑制作

用,抑制效应随βＧ蒎烯浓度加大而增强(图５):未处

理菌丝麦角固醇含量为２．１７mg/g;与对照相比,

０．３４８、１．０４４和１．３９２mg/mLβＧ蒎烯处理菌丝麦角

固醇含量分别下降了２７．０％、８４．０％和９３．１％.

图５　不同质量浓度βＧ蒎烯处理对意大利青霉菌株

PＧ５菌丝麦角固醇含量的影响

Fig．５　EffectsofβＧpineneatdifferentlevelsonergosterol
contentsinmyceliaofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

　　４)βＧ蒎烯处理对菌株PＧ５菌丝细胞壁几丁质分

布的影响.如图６所示,未经βＧ蒎烯处理的菌丝,仅
有轻微的蓝色荧光,而βＧ蒎烯处理的菌丝,荧光强度

显著增加.表明在细胞壁结构完整时,CFW 难与几

丁质结合,而蒎烯处理引起细胞壁结构发生显著改

变,导致几丁质外露,使得CFW容易结合,故染色

A:对照;B:βＧ蒎烯 A:Control;B:βＧPineneat０．６９６mg/mL．

图６　显微观察βＧ蒎烯处理对意大利青霉菌株

PＧ５菌丝细胞壁几丁质分布的影响

Fig．６　InfluenceofβＧpinenetreatmentonchitindistribution
incellwallofhypaeofPenicilliumitalicumstrainPＧ５

加深.
2.3　保护添加剂对意大利青霉孢子萌发的保护

作用

　　１)添加胆固醇对孢子萌发的保护作用.试验

结果表明(表１),未添加胆固醇的青霉菌孢子,在

０．３４８ mg/mL 的 βＧ蒎 烯 条 件 下,萌 发 率 仅 为

２４．０９％;添加１．２５mmol/L胆固醇后,萌发率达到

了７１．６４％,提高２倍以上.芽管伸长的测定结果也

表明,１．２５mmol/L胆固醇有效促进了芽管伸长,由
对照的１３．７μm 提高到４０．３７μm,表现出强烈的保

护作用.其他２组高浓度胆固醇处理,也显著促进病

菌孢子萌发和芽管伸长.这表明,胆固醇可以替代麦

角固醇作用从而部分抵消了βＧ蒎烯的抑菌作用.
表１　添加胆固醇对βＧ蒎烯抑制意大利青霉菌株PＧ５孢子萌发的保护作用

Table１　Effectsofcholesteroladditiononsporegerminationandgermtubegrowthof

PenicilliumitalicumstrainPＧ５withβＧpineneat０．３４８mg/mL

项目Items
胆固醇浓度/(mmol/L)Cholesterol

０ １．２５ ２．５ ５

孢子萌发率/％
Sporegerminationrate

２４．０９±０．５０a ７１．６４±０．２５b ５１．１３±０．４２c ５４．６４±０．２０d

孢子萌发抑制率/％
Sporegerminationinhibition

７５．９１±０．５０a ２８．３６±０．２８b ４８．８７±０．３７c ４５．３６±０．２１d

芽管长度/μm
Germlength

１３．７０±１．１５c ４０．３７±２．５５a ２７．９３±２．９０b ９．６８±１．９６d

　注:同一行字母不同表示在０．０５水平下差异显著.下同.Note:Thedifferentletterinthesamearrow meanssignificantlydifferentat

α＝０．０５level．Thesameasbelow．

　　２)添加半胱氨酸的保护作用.试验结果表明,
未添 加 Cys 的 孢 子 萌 发 率 仅 为 ２４．４５％,添 加

５mmol/LCys,孢子萌发率提高到４１．７％,在２０

mmol/L时,孢子萌发率达到了５９．３％.同时,添加

Cys显著促进了芽管伸长,在２０mmol/L浓度下,
芽管长度由对照的１９．５３μm 提高到了４４．７μm.

４９
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这些结果表明 Cys对βＧ蒎烯处理的孢子有保护作 用,促进孢子萌发与芽管伸长.
表２　半胱氨酸对βＧ蒎烯抑制意大利青霉菌株PＧ５孢子萌发的保护作用

Table２　EffectsofcysteineadditiononconidiagerminationandtubegrowthofPenicillium

italicumstrainPＧ５withβＧpineneat０．３４８mg/mL

项目

Items
半胱氨酸浓度/(mmol/L)Cysteine

０ ５ １０ ２０
孢子萌发率/％
Sporegerminationrate

２４．０９±０．５０a ４１．７４±１．８７b ４８．９９±３．５６c ５９．３０±３．５６d

孢子萌发抑制率/％
Sporegerminationinhibition

７５．９１±０．５０a ５８．２６±３．０９b ５１．０１±３．４９c ４０．７０±３．４２d

芽管长度/μm
Germlength

１３．７０±１．１５c ２５．１５±１．４０b ２７．１６±２．０８b ４４．７０±２．０５c

　　３)山梨醇对βＧ蒎烯抑制孢子萌发的保护作用.
试验结果表明,培养基中加入０．８mol/L山梨醇,可
有效促进０．３４８mg/mLβＧ蒎烯条件下病菌孢子萌

发,萌发率由对照的２４．０９％提高到８０．１３％(表３);

山梨醇添加也显著促进芽管伸长,由对照芽管９．６３

μm,提高到１４．６７μm.１．０、１．２mol/L的山梨醇添

加也有良好促进孢子萌发和芽管伸长作用.这表

明,βＧ蒎烯影响了细胞壁的膨压维护功能,添加渗透

表３　山梨醇对βＧ蒎烯抑制意大利青霉菌株PＧ５孢子萌发的保护作用

Table３　EffectsofsorbitoladditiononsporegerminationandtubegrowthofPenicillium

italicumstrainPＧ５withβＧpineneat０．３４８mg/mL

项目Items
山梨醇浓度/(mol/L)Sorbitol

０ ０．８ １．０ １．２
孢子萌发率/％
Sporegerminationrate

２４．０９±２．３４a ８０．１３±３．５６b ７３．７３±２．８９c ７３．８１±１．５３c

孢子萌发抑制率/％
Sporegerminationinhibition

７５．９１±２．１９a １９．８７±３．３９b ２６．２７±２．６３c ２６．１９±１．４２c

芽管长度/μm
Germlength

９．６３±１．２０a １４．６７±２．３８b １５．１６±２．４２b １５．２２±１．５３b

调节剂则部分抵消了βＧ蒎烯的抑制作用.

3　讨　论

本研究结果表明,βＧ蒎烯不仅能有效抑制意大

利青霉孢子萌发与芽管伸长,抑制菌丝生长,同时还

影响菌丝形态结构,抑制菌丝的正常代谢;而且βＧ蒎

烯的抑菌浓度与目前报道的其他活性精油成分对腐

败菌的抑菌浓度和抑制真菌毒素产生的浓度一

致[１４Ｇ１６].这些结果再次印证了蒎烯能有效抑制意大

利青霉孢子萌发和生长,值得作为天然柑橘保鲜剂

深入研究和开发.
作为天然精油的挥发性成分,其抗菌作用机制

引人关注.一些研究认为,由于精油的疏水性,精油

的主要作用位点可能是细胞膜[１１,１４].未受胁迫的

菌丝,在葡萄糖诱导下活化质体膜上的质子泵,向培

养介 质 分 泌 酸,维 持 细 胞 内 的 稳 态 和 渗 透 压 稳

定[１７].我们发现,βＧ蒎烯处理的菌丝,排酸能力显

著下降,暗示βＧ蒎烯处理引起了细胞内质子渗漏或

者是抑制了质子泵的活性,导致菌丝的能量产生和

膜完整性受损.相似的结果在柠檬醛处理的指状青

霉、紫苏醛处理的黑曲霉、莳萝子挥发油处理的黄曲

霉和核盘菌中也观察到[１１,１４,１８],说明影响膜完整性

和抑制能量供应是 βＧ蒎烯发挥抑菌作用的重要

机制.
很多研究表明,药物处理后,病原菌活性氧累积

加剧,膜通透性改变[１９Ｇ２０],这种破坏效应可以通过添

加活性氧清除剂得以解除或缓解[１２,１９,２１].βＧ蒎烯处

理后,萌发孢子显著积累大量活性氧,在培养基中加

入活性氧清除剂 Cys,能有效促进受βＧ蒎烯抑制的

病菌青霉孢子萌发和芽管伸长,再次印证了药物引

起的活性氧积累导致膜损伤是发挥抑菌作用的重要

机制.
真菌细胞膜的特异组分麦角固醇,是真菌细胞

膜完整性和流动性调节因子,也是很多药剂(如唑类

抗真菌剂)可能作用位点[１７,２２].Ouyang等[２３]证实

柠檬醛对点状青霉的抑制作用,主要是影响了麦角

固醇生物合成代谢途径中的关键酶基因表达,从而

改变了膜脂组分,导致了膜功能改变.Wang等[２４]

的研究也表明,橙花醇通过减少麦角固醇积累从而

有效抑制葡萄黑曲霉病菌.βＧ蒎烯处理能显著降低
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意大利青霉麦角固醇的含量且呈现剂量效应,推测

抑制麦角固醇积累可能是βＧ蒎烯的重要作用位点.
培养基中添加类似物胆固醇,能显著抵消βＧ蒎烯对

病菌孢子萌发的抑制作用,表明βＧ蒎烯干扰麦角固

醇的合成也是其重要的抑菌作用机制.
真菌重要支撑结构细胞壁也是一些抗真菌药剂

如棘球白素、卡泊芬净的作用位点[２５].最近研究表

明,姜黄素作为抗真菌剂促进Sporothrixschenckii
细胞壁外层几丁质积累[２６],从植物细胞壁水解液中

分离的抗酿酒酵母的主要活性成分poacicacid能与

真菌 细 胞 壁 葡 聚 糖 层 作 用,导 致 细 胞 渗 漏 而 死

亡[２７],白色念珠菌经过精油处理后出现了细胞壁重

构现象[２８].我们的结果表明,βＧ蒎烯处理能影响细

胞壁中几丁质的暴露与分布,表明其对细胞壁的保

护功能造成很大影响;而渗透保护剂能有效保护在

βＧ蒎烯存在条件下病菌孢子萌发和芽管伸长,再次

证明对细胞壁结构改变、导致细胞壁的膨压维护能

力下降是βＧ蒎烯发挥抑菌作用的重要作用机制.其

具体作用机制还有待深入探讨.
综上所述,βＧ蒎烯通过抑制菌丝排酸、促进活性

氧增加和抑制麦角固醇的积累,并且干扰了细胞壁

的保护功能等诸多机制的协同作用,有效抑制了意

大利青霉菌孢子萌发和生长.
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PossibleactionmodeofbetaＧpineneagainstPenicilliumitalicum

ZHANG Meihong１　WANG Meng１　YANGShuzhen１　SUXiaojun２　DAIMei１　PENGLitao１

１．CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．StateKeyLabforGermplasmInnovationandUtilizationofCrop,HunanAgriculturalUniversity,

Changsha４１０１２８,China

Abstract　Inthisstudy,theeffectsofβＧpineneonsporegermination,tubeelongationandmycelial
growthofPenicilliumitalicum wereassessed,andtheeffectsofβＧpineneoncellwallchitindistribution,

activeoxygenmetabolism,acidexcretioncapacityandergosterolcontentsofmyceliawereanalyzed．The
effectsofsorbitol,cholesterolandcysteineasprotectiveagentsonsporegerminationofP．italicumincuＧ
batedwithβＧpinenewerefurtherevaluated．TheresultsshowedthatβＧpinenehadstrongantifungalactivＧ
ityagainstP．italicuminadosedependentmanner,asexhibitedbysporegerminationandmycelium
growthinhibitionattheconcentrationrangingfrom０．０８７to０．６９６mg/mL．βＧPineneincubationalsoalＧ
teredthedistributionofchitinincellwall,promotedtheaccumulationofreactiveoxygenspecies(ROS),

andsignificantlyinhibitedglucoseＧinducedreductioninexternalpHofthemycelia．AdditionofcholesterＧ
olasalternativeofergosterol,sorbitolasosmoticregulator,orcysteineasactiveoxygenscavengercould
effectivelypromotethesporegerminationandtubeelongationofthepathogenincubatedwithβＧpineneat
０．３４８mg/mL．TheseresultsrevealedthattheantifungalactivityofβＧpineneagainstP．italicum wasreＧ
latedtothedamageofcellwallstructure,promotionofROSaccumulationandtheinhibitionofergosterＧ
olincreaseinmembrane．
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