
第33卷 第4期

2014年 7月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.33 No.4

July2014,119~123

收稿日期:2014-01-25
基金项目:国家自然科学基金项目(31271969)
周 洁,硕士研究生.研究方向:果蔬贮藏保鲜.E-mail:zj5259558@163.com
通信作者:杨书珍,博士,副教授.研究方向:果蔬贮藏保鲜.E-mail:yszhen@mail.hzau.edu.cn

松属素对柑橘青霉病菌呼吸作用的影响
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摘要 采用Clark型氧电极法研究松属素对柑橘青霉病菌(Penicilliumitalicum)菌丝体呼吸作用的影响,

结果表明:松属素处理对柑橘青霉病菌菌丝体呼吸具有显著的抑制作用,且抑制效应呈显著的浓度效应。随着

松属素处理时间的延长,菌丝体呼吸作用的抑制效应也随之增强,当松属素处理菌丝体时间延长至2h时,松属

素对菌丝体呼吸作用的抑制率由最初的53.37%增至84.35%。松属素对幼嫩菌丝体(培养12h)的呼吸抑制效

果最显著,呼吸抑制率达78.97%;随着菌龄的增加,松属素对菌丝体呼吸的抑制作用下降,对培养60h的菌丝

体呼吸抑制率仅为29.25%。进一步研究表明,松属素在较低浓度下即对柑橘青霉病菌线粒体呼吸表现出显著

的抑制作用。通过比较呼吸电子传递链典型呼吸抑制剂(抗霉素A、鱼藤酮、水杨羟肟酸和叠氮化钠)对松属素

抑制呼吸的叠加率,发现松属素与鱼藤酮的叠加率最低,其抑制柑橘青霉病菌呼吸作用部位可能在线粒体呼吸

电子传递链上NADH 向辅酶Q的传递过程。
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  柑橘属于芸香科柑橘亚科果树,是世界上第三

大贸易农产品。柑橘果实营养丰富,但容易感染病

原微生物。由柑橘青霉病菌(Penicilliumitalicum)
侵染引起的柑橘青霉病是柑橘贮运和销售过程中的

主要病害[1],导致果实大量腐烂变质,给生产和经营

者带来很大的损失。控制柑橘青霉病的方法主要有

物理方法、化学方法和生物方法。目前,化学农药广

泛使用带来的环境污染、农药残留、抗性菌株等问题

日渐突出,迫切需要安全、高效的果蔬采后病害控制

方法。天然产物农药具有低毒、无残留、选择性高、
不易使病原微生物产生抗药性等特点,是一种与环

境有良好相容性的新型环保农药,其中黄酮类化合

物是广泛存在于自然界中的一大类化合物,由于其

具有广谱的抑菌作用和生理活性而成为近年来研究

天然抗菌剂的热点之一[2]。但目前对于黄酮类化合

物的抑菌研究主要集中在抑菌活性的评价上,对于

黄酮类化合物的抑菌作用机制的研究相对较少。松

属素(pinocembrin),又名乔松素,是蜂胶中的主要

黄酮化合物之一,同时也是蜂胶中主要的抗菌活性

物质[3]。笔者所在实验室前期研究发现,松属素是

中国蜂胶及其杨树芽中抑制柑橘青霉病菌的活性物

质,并对柑橘青霉病菌的呼吸作用表现出强烈的抑

制作用[4-6]。本试验以柑橘青霉病菌为研究对象,主
要考察松属素对柑橘青霉病菌呼吸作用的抑制特性

及作用部位,为进一步明确松属素抑制柑橘青霉病

的作用靶点和作用机制提供基础和依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

供试病原菌分离于自然发病的柑橘果实,经鉴

定为柑橘青霉病菌(Penicilliumitalicum Weh.)。
将柑橘青霉病菌置入PDA培养基于4℃下保存待

用。松属素(标准品),成都贝斯特试剂有限公司;蔗
糖、氯化钾、氯化钠、磷酸二氢钾、氯化镁、牛血清蛋

白、甘 露 醇、HEPES、EDTA 二 钠、乙 醇、琼 脂、
吐温-20均为分析纯;鱼藤酮、叠氮化钠、水杨肟酸

均为分析纯,阿拉丁试剂公司;抗霉素A为色谱纯,

Sigma公司。
1.2 试验方法

1)霉菌孢子悬液制备及菌丝培养。分别将供试
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菌种斜面接种到PDA培养基中,26℃培养72h,取
活化好的斜面菌种用无菌生理盐水配制成1.0×
106cfu/mL的霉菌孢子菌悬液。取菌悬液1.0mL
接入至250mLPDA 液体培养基上,26℃下150
r/min振荡培养。

2)不同浓度松属素对柑橘青霉病菌菌丝体呼吸

作用的影响。参考Clark型氧电极的极谱法[7]测定

菌丝体的呼吸作用。在反应杯中加入呼吸缓冲液

2mL(pH 7.2,KCl150 mmol/L,Tris-HCl10
mmol/L,KH2PO45mmol/L,MgCl21mmol/L,蔗
糖250mmol/L),搅拌2min后加入0.2g(湿质

量)培养24h的柑橘青霉病菌菌丝体,分别加入一

定的松属素,使其终浓度分别为0.1、0.2、0.4、0.8、

1.6mmol/L,以80%乙醇作为对照,悬浮均匀后开

始测定。每个处理设3次重复,以纳摩尔氧每分钟每

毫克菌丝体鲜质量(nmolO2/(min·mg))为菌丝体

的呼吸速率,以nmol/(min·mg)表示呼吸速率的

单位。

3)松属素不同处理时间对柑橘青霉病菌菌丝体

呼吸作用的影响。称取0.2g(湿质量)生长旺盛的

菌丝体,用PBS缓冲液将菌丝体表面培养基冲洗干

净,置于装有10mL灭菌PDB液体培养基的三角

瓶中,加入0.8mmol/L松属素溶液,每30min取

出处理组中的菌丝体,参照本文“1.22)”方法测定

其呼吸耗氧速率。

4)松属素处理对不同菌龄菌丝体呼吸作用的影

响。称取0.2g(湿质量)分别培养12、24、36、48、

60h的菌丝体,用PBS缓冲液将菌丝体表面培养基

冲洗干净后,参照本文“1.22)”方法,加入0.8
mmol/L松属素溶液,测定不同菌龄菌丝体在药物

处理前后呼吸速率的改变。

5)松属素处理对柑橘青霉病菌线粒体呼吸作用

的影响。将培养60h的菌丝体用3层纱布过滤,

PBS冲洗3次,称取一定量菌丝体,每份加提取介质

(牛血清蛋白1g/L,蔗糖0.25mol/L,pH7.4)于
低温条件下研磨,4000r/min冷冻离心10min,然
后取上清液在12000r/min下离心20min,取沉淀

用2mL呼吸缓冲液悬浮即得柑橘青霉病菌线粒体

悬浮液。将提取的线粒体悬浮液2mL加入反应

杯,分别加入一定量松属素溶液,使终浓度分别为

0.2、0.4、0.8mmol/L,以80%乙醇作为对照,于氧

呼吸仪中测定加入松属素前后的呼吸强度。

6)松属素与不同呼吸抑制剂相互作用对柑橘青

霉病菌菌丝体呼吸作用的影响。称取0.2g(湿质

量)菌 丝 体 加 到 2 mL 反 应 杯 中,先 加 入 0.8
mmol/L松属素溶液,再分别加入鱼藤酮、抗霉素

A、叠氮化钠和水杨肟酸,使其终浓度(或质量浓度)
分 别 为 20μmol/L、10 mg/L、0.01 mol/L 和

2mmol/L,分别测定呼吸抑制剂加入前和加入后菌

丝体的呼吸速率,80%乙醇作为对照。通过计算求

出其呼吸抑制位点。
根据松属素加入前后菌体的呼吸速率,求出松

属素对呼吸抑制剂的叠加率,即IR/%=[(R1-
R2)/R1]×100% ;RR/%=[(R2-R3)/R2]×
100% 。其中,IR为呼吸抑制剂对菌体呼吸的抑制

率,R1、R2分别为呼吸抑制剂加入前后菌体的呼吸

速率;RR为松属素对呼吸抑制剂的叠加率,R3为

加入呼吸抑制剂后菌体的呼吸速率。
1.3 数据分析

数据结果以平均值±标准误表示(Mean±SE)
表示,用SAS8.0软件进行One-ANOVA单因素方

差分析,并用Duncan’s进行多重比较分析,以P<
0.05作为差异显著性判断标准。

2 结果与分析

2.1 松属素对柑橘青霉病菌菌丝体呼吸作用的抑

制特性

  1)不同浓度松属素对柑橘青霉病菌菌丝体呼吸

的影响。松属素处理显著抑制了柑橘青霉病菌菌丝

体的呼吸作用,并且随着药液浓度的增加,菌丝体的

呼吸速率呈降低趋势,而松属素的呼吸抑制率呈增

加趋势,当松属素浓度为1.6mmol/L时,松属素对

柑橘青霉病菌的呼吸抑制率可达71.821%(表1)。
根据毒力回归方程y=0.2811x+0.2892分析表

明,松属素的浓度与其抑制柑橘青霉病菌的呼吸作

用的效果具有显著正相关关系,其抑制呼吸作用的

半抑制浓度IC50为0.750mmol/L。以上结果表明

松属素对柑橘青霉病菌具有强烈的抑制作用,同时

这种抑制作用具有显著的浓度效应。

2)松属素不同处理时间对柑橘青霉病菌菌丝体

呼吸的影响。由图1可知,在处理之初,松属素对柑

橘青霉病菌即表现出显著的抑制作用,抑制率达

53.37%,随着处理时间的延长,松属素对菌丝体呼

吸的抑制率呈增加趋势,当松属素的处理时间达到

2h时,其呼吸抑制率达84.35%,表明松属素处理

对柑橘青霉病菌呼吸作用的抑制具有持效性。

021
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表1 不同浓度松属素对柑橘青霉病菌菌丝体呼吸的影响1)

Table1 Effectofpinocembrinconcentrationonthemycelia

respirationofP.italicum

浓度/(mmol/L)
Concentration

呼吸速率/
(nmol/(min·mg))
Respirationrate

抑制率/%
Inhibitionrate

0.0 0.327±0.018a 0

0.1 0.240±0.007b 26.617±0.020e

0.2 0.219±0.010c 33.710±0.006d

0.4 0.176±0.011d 46.209±0.003c

0.8 0.152±0.002e 53.365±0.019b

1.6 0.092±0.009f 71.821±0.026a

 1)数值用平均值±标准误表示,n=3;同列不同小写字母表示

差异显著(P<0.05),下同。Resultsaremeansandstand-
arderrorsfromthreereplications.Valuesfollowedbydif-
ferentletterdiffersignificantly(P<0.05).Thesameas

below.

图1 松属素不同处理时间对

柑橘青霉病菌菌丝体呼吸的影响

Fig.1 Effectoftreatmenttimeofpinocembrin
againstmyceliarespirationofP.italicum

  3)松属素对柑橘青霉病菌不同菌龄菌丝体呼

吸的影响。松属素对不同菌龄的菌丝体呼吸作用均

表现出一定的抑制作用,同时随着菌龄的增加,松属

素对柑橘青霉病菌的呼吸抑制率呈下降趋势;松属

素对培养12h的菌丝体的呼吸抑制率为78.97%;
而对培养60h的菌丝体的呼吸抑制率仅为29.25%
(图2),表明柑橘青霉病菌的幼嫩菌丝体对松属素

更为敏感。

图2 松属素处理对不同菌龄菌丝体呼吸强度的影响

Fig.2 Effectofpinocembrinonthedifferentfungal
agemyceliarespirationofP.italicum

2.2 松属素对柑橘青霉病菌线粒体呼吸的影响

不同浓度的松属素对柑橘青霉病菌菌丝线粒体

呼吸均表现出不同程度的抑制作用,随着处理浓度

的增加,松属素对线粒体呼吸的抑制作用增强,当浓

度增加至0.8mmol/L时,松属素对线粒体呼吸的

抑制率达最大值(图3)。因此,松属素对柑橘青霉

病线粒体呼吸具有直接的抑制作用,表明松属素作

用位点存在于柑橘青霉病菌线粒体呼吸链上。

图3 不同浓度松属素对柑橘青霉病菌线粒体呼吸的影响

Fig.3 Effectofpinocembrinconcentrationonthe

mitochondrialrespirationofP.italicum

2.3 松属素与线粒体呼吸链电子传递抑制剂对柑

橘青霉病菌菌丝呼吸的协同抑制作用

  松属素与4种呼吸抑制剂具有不同程度的协同

效应,与4种呼吸抑制剂的协同作用的强弱顺序为

水杨羟肟酸>抗霉素A>叠氮化钠>鱼藤酮(表2,
表3)。因此,松属素与鱼藤酮对柑橘青霉病菌呼吸

作用抑制的协同作用最弱,叠加率也最低。
表2 松属素与呼吸抑制剂对柑橘青霉病菌

呼吸的协同抑制作用

Table2 Synergisticinhibitionoftherespiratoryinhibitorsand

pinocembrinontherepirationofP.italicum

处理

Treatment

呼吸速率/(nmol/
(min·mg))

Oxygenconsumption

空白CK 0.2481±0.0024a

松属素Pinocembrin 0.1569±0.0074b

抗霉素AAntimycinA 0.1421±0.0076c

鱼藤酮 Rotenone 0.1548±0.0026b

水杨羟肟酸

Salicylhydroxamcacid
0.0992±0.0130d

叠氮化钠Sodiumazide 0.1071±0.0013d

抗霉素A+松属素

AntimycinA+Pinocembrin
0.0211±0.0065g

鱼藤酮+松属素

Rotenone+Pinocembrin
0.0858±0.0109e

水杨羟肟酸+松属素

Salicylhydroxamcacid+Pinocembrin
0.0122±0.0021g

叠氮化钠+松属素

Sodiumazide+Pinocembrin
0.0505±0.0085f

121
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表3 呼吸抑制剂和松属素对柑橘青霉病菌
菌丝呼吸作用的抑制率及叠加率

Table3 Inhibitionrateandsuperposerateofthe
respiratoryinhibitorsandpinocembrinonthe

respirationofP.italicum %
抑制剂

Inhibitors
抑制率

Inhibitionrate
叠加率

Superposerate
松属素Pinocembrin 36.77±2.35c
抗霉素AAntimycinA 42.71±1.80b86.56±2.21a
鱼藤酮 Rotenone 37.59±2.13c45.34±2.20c
水杨羟肟酸Salicylhydroxamcacid 60.01±2.65a 92.22±3.22a
叠氮化钠Sodiumazide 56.83±2.23a67.79±2.17b

3 讨 论

研究表明,黄酮类化合物的抑菌活性与自身结

构 尤 其 是 黄 酮 芳 环 上 的 羟 基 数 目 和 位 置 有 关。

Brunskole等[8]在研究黄酮类化合物对三环唑类杀

菌剂的作用靶酶三羟基萘还原酶的抑制活性时,发
现5-位和7-位羟基化的黄酮类化合物是最有效的

抑制剂,而在3-位引入羟基即成为黄酮醇后则活性

有所下降;进一步的分子对接试验表明靶酶分子中

的氨基酸与黄酮类化合物中的5-位羟基、7-位羟基

有可能形成氢键而发挥抑菌作用。我们在前期研究

中发现,松属素是蜂胶提取物中抑制柑橘青霉病的

活性成分,而其分子结构中同时具备4-位羰基、5-位
羟基、7-位羟基3个抗菌活性的基团是研究新型、低
毒、高效的柑橘采后抑菌剂的重要黄酮类化合物,有
必要对其抑菌作用机理进行深入研究[5-6]。目前发

现的抗真菌药物的作用机制主要有抑制真菌细胞壁

合成、抑制真菌细胞膜的合成、抑制蛋白质和氨基酸

合成、抑制核酸合成、抑制呼吸作用和能量代谢[9]。

Haraguchi等[10]报道甘草中的黄酮类化合物lico-
chalconesA和C也是通过抑制微球菌和金黄色葡

萄球菌的呼吸作用达到抑菌的效果。5,7-二羟基黄

酮-3,8-二甲氧基黄酮强烈的抑制了灰霉病菌孢子

萌发过程中的呼吸作用[11]。本试验中松属素显著

抑制了柑橘青霉病菌菌丝体的呼吸作用。因此,呼
吸作用和能量代谢是黄酮类化合物实现抗菌作用的

重要途经,但目前对于黄酮类化合物抑制微生物尤

其是真菌呼吸的作用靶点报道较少。
线粒体是真核细胞的重要能量代谢中心,是细

胞进行呼吸作用的场所。三羧酸循环和糖酵解途径

产生的 NADH 通过线粒体的呼吸电子传递链氧

化,将电子传递给氧,同时在线粒体内膜形成质子梯

度,即质子电动势,该电动势通过氧化磷酸化过程形

成能量,从而为生命活动和代谢提供能量[12]。位于

线粒体内膜上的呼吸电子传递链是能量代谢过程中

重要的组成部分,由4个酶复合体(复合物Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ)、泛醌以及细胞色素C共同组成质子或电子

传递体。理论上来讲,抑制任何一个酶复合体的活

性都将导致生物体不能正常地合成ATP,进而衰竭

死亡。licochalconesA 和 C抑制线粒体传递链上

NADH-细胞色素C还原酶的活性,其作用位点是

在电子 传 递 链 辅 酶 Q 向 细 胞 色 素 C 的 传 递 过

程[10]。抗霉素A、鱼藤酮、水杨羟肟酸、叠氮化钠分

别是电子传递链上Ctyb到Ctyc1、NADH向辅酶Q
的传递体、抗氰呼吸、细胞色素aa3的典型呼吸抑制

剂[13]。Li等[14]报道黄酮类化合物槲皮素和杨梅素

可以有效抑制植物线粒体抗氰呼吸途径。为了确定

松属素抑制柑橘青霉病菌呼吸作用的部位,本试验

进一步研究了松属素对柑橘青霉病的线粒体呼吸的

作用及其在呼吸电子传递链上的作用部位,结果发

现松属素对柑橘青霉病菌线粒体呼吸具有强烈的抑

制作用;通过研究松属素与电子传递链典型呼吸抑

制剂的协同抑制作用,发现松属素与鱼藤酮的协同

作用最弱,表明二者具有相同的抑制呼吸的作用部

位,松属素抑制柑橘青霉病菌呼吸作用部位可能在

线粒体呼吸电子传递链上NADH 向辅酶Q的传递

过程。
本试验的研究表明,松属素对柑橘青霉病菌的

呼吸作用表现出强烈的抑制作用,同时这种抑制效

应表现出显著的浓度效应和时间效应。幼龄菌丝的

呼吸作用对松属素处理较老龄菌丝更敏感。松属素

对柑橘青霉病菌的线粒体呼吸表现出直接的抑制作

用,其作用部位可能在NADH 向辅酶Q 的传递过

程,但松属素抑制柑橘青霉病菌的作用靶点及分子

机制的需要进一步深入研究。
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Effectsofpinocembrinontherespirationofcitrusbluemold

ZHOUJie PENGLi-tao XIANHuan LIULi-mei YANGShu-zhen

KeyLaboratoryofEnvironmentCorrelativeDietology,MinistryofEducation/

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Theeffectsofpinocembrinonthemyceliarespirationofcitrusbluemold(Penicillium
italicum)werestudiedbyclarkoxygenelectrode.Theresultsshowedthatpinocembrintreatmentsignif-
icantlyinhibitedthemyceliarespirationofP.italicuminaconcentration-dependentmanner.Theinhibi-
toryeffectofmycelialrespirationincreasedwiththeprolongingofpinocembrintreatment.Whenthe
treatmenttimewasextendedto2h,theinhibitionratewaschangedfrom53.37%to84.35%.Thein-
hibitoryeffectofpinocembrinontherespirationwasmostsignificantforyoungmycelia(cultured12h),

andtheinhibitoryratewasupto78.97%.Withtheincrementofcellage,theinhibitoryeffectofpino-
cembrinonmyceliarespirationdeclined.Therespirationinhibitoryrateofmyceliaculturedfor60hwas
only29.25%.Resultsshowedthatpinocembrintreatmenthadanobviousinhibitiononthemitochondria
respirationofP.italicumatlowconcentration.Comparingsynergisticinhibitionofthetypicalrespiratory
inhibitors(antimycinA,rotenone,salicylhydroxamicacidandsodiumazide)andpinocembrinontheres-
pirationofP.italicum,theresultsshowedthatpinocembrinandrotenonehadthesamepathwayonthe
myceliarespirationofP.italicum.Therefore,pinocembrinhadasignificantinhibitoryeffectonP.Itali-
cumbyaffectingrespirationmetabolism.

Keywords pinocembrin;citrusbluemold(Penicilliumitalicum);myceliarespiration;inhibition;

mitochondria
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