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　　摘　要:以生长速率法测定罗默碱对梨锈病菌菌丝生长的抑制作用 ,以倍比稀释法测定罗默

碱最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MFC),以外渗电导法测出罗默碱对梨锈病菌菌丝体细胞

膜渗透性的影响 ,并且测定了罗默碱对菌体可溶性蛋白含量的影响 ,探讨罗默碱对梨锈病菌的抑

制活性及抑制机理。结果表明:罗默碱对梨锈病菌有较强的抑制活性 ,且浓度越高 ,抑制作用越

强 ,其 MIC为 0.25 g/L ,MFC 为0.5 g/ L;用0.2 g/L的罗默碱处理梨锈病菌菌丝体 ,结果显示其

细胞膜的相对渗透率为53.49%,高出对照 21.82%;用 0.2 g/L 的罗默碱处理梨锈病菌菌丝体 ,

其蛋白质含量为2.5mg/g ,对蛋白质合成的抑制率为 60.06%。说明罗默碱对梨锈病菌具有较强

的抗菌作用;可影响梨锈病菌菌丝体细胞膜的渗透性和可溶性蛋白的含量。
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　　梨锈病病原属担子菌亚门胶柄锈属真菌 ,又名赤
星病 ,俗称“羊胡子” ,是梨树重要病害之一 ,在我国南
北果区均有发生。主要危害梨树的幼嫩绿色部分 ,如
幼叶 、叶柄 、幼果及新梢。梨锈病的诊断要点可以概括
为:“病部橙黄 、肥厚肿胀 、初生红点渐变黑 、后长黄毛
细又长”

[ 1]
。目前该病的防治主要是消灭侵染来源和

化学药剂防治等。消灭侵染来源主要是砍掉果园周围
的桧柏等植物 ,这样既增加了生产成本 ,又对周边绿化
造成迫害。化学药剂使用存在不安全 、对环境污染大 、
对牲畜有毒害等缺点 ,并且由于化学药剂大量和长期
使用 ,各地病原菌对一些药剂产生了不同程度的抗性 ,
防效大幅度降低[ 2] 。因此 ,研究和开发对梨锈病有效
的新型杀菌剂具有重要意义。

罗默碱(Roemerine)是阿朴菲类异喹啉生物碱 ,又
叫莲碱 、斑点亚洲罂粟碱 、绕袂碱

[ 3-4]
,为一种新型植物

源农药。目前 ,国内对罗默碱的研究主要集中在其抑
菌活性方面 ,如邓业成等报道了广西地不容中 l-罗默
碱对水稻褐飞虱的杀虫活性及对 4种农作物病原菌的

抑菌活性[ 5-6] ,骆海玉等报道了罗默碱对水稻白叶枯病
有较强的抑制作用[ 7] 。但其抑菌作用机理至今未见报

道 。该试验在室内初步探测了罗默碱对梨锈病菌的抑
菌活性及机理 ,以期为罗默碱的开发和防治梨锈病提
供新的植物源新农药理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料
1.1.1　供试罗默碱　由广西师范大学教育部药用资
源化学与药物分子工程重点实验室合成 ,包含 l型和 d

型 2种构型。
1.1.2　供试病原菌　梨锈病菌(Gymnosphorangium

haraeanum Syd)通过从田间采集植物发病部位 ,在室
内用马铃薯蔗糖琼脂培养基(PDA)分离纯化获得 ,并
通过科赫法则检验。
1.2　试验方法
1.2.1　罗默碱对梨锈病菌的抑制作用　参考陈年
春[ 8]的菌丝生长速率法进行测定。将供试菌接种在
PDA平板培养基上扩大培养 ,备用。用丙酮∶无菌
水=1∶1作为溶媒配制药液 ,备用。在超净工作台上 ,
吸取1 mL 药液(对照组用相应的溶媒代替)与热熔的
9 mL PDA培养基混匀 ,倒入直径 9 cm 的玻璃培养皿

中 ,制成厚薄均匀的含药培养基。用直径为 0.4 cm 的

打孔器在已扩大培养的供试菌落边缘切取菌饼 ,将菌
饼接入带药培养基上 ,使有菌丝的一面朝下 ,每皿接 3

个菌饼 ,呈正三角形分布 ,每个处理设 3次重复。置
(27±1)℃的恒温培养箱中培养。用十字交叉法测量
培养72 h(甘蔗凤梨病菌测量 48 h)后的菌落直径 ,根
据下式求出抑制率:菌落直径(cm)=测量直径-0.4;
抑制率(%)=(对照菌落直径-处理菌落直径)/对照
菌落直径×100;测定有效中浓度时 ,用等体积丙酮和
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水的混合溶剂配制 5个以上系列浓度的药液 ,测定各
个浓度的抑菌率 ,用最小二乘法求出毒力回归方程 、有
效中浓度 EC50等。
1.2.2　罗默碱对梨锈病菌最小抑菌浓度(MIC)和最
小杀菌浓度(MFC)的测定　采用倍比稀释法:将罗默
碱稀释液与 PDA 培养基混合均匀 ,制成不同浓度梯度
的含药平板 ,接种 100 μL 含菌量约为 5×10

4
个/mL

的菌悬液 ,用无菌涂棒涂布均匀。同时以纯的培养基
接种真菌作对照 ,置于28℃恒温培养箱内培养 ,每个处
理设3次重复 。48 h后取出观察菌的生长情况 ,以完
全无菌生长的最低药物浓度 MIC 。在 MIC测定的基

础上 ,继续培养 7 d ,以完全无菌生长的最低药物浓度
为MFC

[ 9]
。

1.2.3　罗默碱对梨锈病菌菌丝体细胞膜渗透性的影
响　供试梨锈病菌的培养:将梨锈病菌菌种在 PDA 培

养基上培养 4 d ,用直径 4 mm 的打孔器沿菌落边缘打

取一定数量的菌饼 ,移入 PDB 培养基内 ,每瓶 4块 ,
27℃,110 r/min振荡培养 5 d ,将菌丝团取出 ,去掉菌
柄上的 PDA 培养基于布氏漏斗中 ,下垫 2层滤纸 ,稍
加抽滤。用去离子水洗至中性 ,抽滤 ,收集菌丝体。电
导率的测定[ 10] :称取 1 g 菌丝(湿重)放入 50 mL 小烧

杯中 ,用丙酮∶无菌水=1∶1将样品配成一定浓度的

药液 ,吸取 1 mL药液(对照组用丙酮∶无菌水=1∶1
代替)与 9 mL无菌水混匀 ,使药液的最终处理浓度为
0.2 g/ L。倒入离心管中 ,测定各处理电导率的本底值
J0 ;然后在 27℃摇床中静置处理 6 h ,取出离心(4 000

r/min ,5 min),用上清液测定其电导率 J1 ;再将上清液
倒回离心管中 ,煮沸处理 30 min ,冷却后 ,离心(4 000

r/min ,5 min),用上清液测定其电导率 J2 ;最后按下式
计算相对渗透率:相对渗透率(%)=(J 1 -J 0)/(J 2 -J 0)
×100;其中 , J 0为零时间电导率值 , J 1为某时间电导率

值 , J 2为处理后电导率值。
1.2.4　罗默碱对菌体可溶性蛋白含量的影响　菌丝
体的预处理:准确量取 90 mL液体培养基加到三角瓶

中 ,灭菌。用打孔器在已扩大培养的供试菌落边缘切
取菌饼 ,每个三角瓶接入 4个菌饼 ,27℃摇床中震荡培
养数天后 ,往菌丝培养液中加入药液(对照用相应的溶
媒),使终浓度为设定处理浓度 。继续培养 48 h ,过滤 ,
用蒸馏水冲洗菌丝体数遍后 ,再用磷酸缓冲液(0.2
mo1/L ,pH 7.5)冲洗 3 次。菌丝体用滤纸吸干后 ,称
取0.5 g ,加入 2 mL磷酸缓冲液和 1 g 石英砂于研钵

中在冰浴中研磨至糊状 ,加磷酸缓冲液补足至 10 mL ,
于4℃离心(13 000 r/min ,15 min),取上清液于-20℃
冰箱中保存备用。蛋白质含量测定:采用考马斯亮蓝
G-250比色法[ 11] 。

2　结果与分析
2.1　不同浓度罗默碱对梨锈病菌生长的抑制作用

由表 1可知 ,罗默碱对梨锈病菌表现出不同程度
的生长抑制作用。随着罗默碱浓度的增加 ,抑制作用

也随之增强。当浓度为 0.25 g/ L 时 ,抑菌率达到了
100%。从菌落大小和形态来看 ,CK 菌落均匀 、平坦 ,
菌丝密集。而罗默碱作用后的菌落 ,生长势较弱 ,生长
量稀少 ,菌丝短 ,且内圈颜色发黑。在显微镜下观察 ,
发现经罗默碱处理过的梨锈病菌菌丝相对稀少 、纤细 ,
有的节膨大 ,粗细不等 ,出现分支。这可能是由于病原
真菌外围的菌丝受到抑制所致。
　　表 1　不同浓度罗默碱对梨锈病菌的抑制作用
罗默碱浓度

/ g·L-1
抑制率/ % 毒力回归方程

EC50

/g·L-1

EC5095%置信限

/g ·L-1

0.5 100

0.25 100

0.125 98.61

0.062 5 62.5 y=10.082 7+3.572 7x 0.037 8 0.024 2 ～ 0.051 4

0.031 3 34.72

0.015 6 12.5

CK 0

2.2　罗默碱对梨锈病菌的 MIC 和 MFC

从表 2可看出 ,随着罗默碱浓度的增加 ,其抑菌作
用越明显 ,罗默碱对梨锈病菌的 MIC 和 MFC 分别为

0.25 g/L 和 0.5 g/ L。
　　表 2　 MIC和 MFC的测定结果

抗菌活性
罗默碱/g· L-1

2 1 0.5 0.25 0.125 0.062 5 0.031 25 0.015 63 CK

MIC - - - - + + + + +

MFC - - - + + + + + +

　　注:+:表示有菌生长;-:表示无菌生长。

2.3　罗默碱对梨锈病菌菌丝体细胞膜渗透性的影响
由表3可知 ,以 0.2 g/L的罗默碱处理后 ,处理组

浸出液的相对渗透率有明显提高。说明罗默碱对梨锈
病菌的细胞膜有一定的破坏作用 ,从而导致菌丝体体
细胞内的物质如 Na+ 、K + 、可溶性糖类 、可溶性蛋白等
外渗 ,渗出液的电解质增加 ,电导率上升。
表 3　罗默碱对梨锈病菌菌丝体细胞膜渗透性的影响

组别
电导率/ u·Ψ-1

J 0 J 1 J 2
相对渗透率/ %

处理组 500 280 27 53.49

对照组 500 190 46 31.67

　　注:处理浓度为 0.2 g/ L。

2.4　罗默碱对菌体可溶性蛋白含量的影响
由表 4可知 ,以 0.2 g/L 的质量浓度处理菌丝体

48 h后 ,处理组菌丝体蛋白质含量均显著低于对照组 ,
对菌丝体蛋白质合成的抑制率分别 60.06%,说明罗默
碱能比较显著的抑制菌丝体蛋白质的合成。
　　表 4　 罗默碱对梨锈病菌菌丝体

蛋白质含量的影响

OD值 样品蛋白质含量/mg· g-1 抑制率/ %

处理组 0.31 2.5 60.06

对照组 0.43 6.26 -

　　注:处理浓度 0.2 g/L;抑制率(%)=(对照组蛋白质含量-处理组蛋白质含

量)∕对照组蛋白质含量×100。

3　结论与讨论
试验表明 ,罗默碱对梨锈病菌菌丝生长具有较强
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的抑制作用 ,EC50为 0.037 8 g/ L。通过显微镜观察发
现罗默碱对梨锈病菌的抑制作用影响其菌丝形态和抑

制外围菌丝的生长。
通过外渗电导法的测定发现 ,加入罗默碱培养一

定时间后 ,培养基的电导率明显增加 ,说明菌丝内有电
解质渗漏 ,并引起菌丝细胞膜透性的变化 ,从而造成液
体培养基电导率增加。

经过罗默碱处理一定时间后 ,梨锈病菌菌丝体可
溶性蛋白含量减少 ,表明罗默碱可使梨锈病菌菌丝体
蛋白质合成速度受到抑制 。

该试验结果与玉艳珍
[ 12]
研究千金藤碱和克斑宁

对梨锈病菌的机理 ,张明
[ 13]
研究巴马亭和药根碱对梨

锈病菌的机理是一致的。罗默碱及这 4种物质都是阿
朴菲类异喹啉生物碱 ,它们具有相同的母核 ,罗默碱是
荷叶 、地不容(广西地不容 ,云南地不容等)、凹叶厚朴
和黄藤等的活性成分[ 14-18] ,现亦用化学方法合成。关
于罗默碱 2种构型的分离工作正在进行中 ,相关资料
有待于进一步研究后公布 。罗默碱对于梨锈病菌分子
水平的抑菌机理以及对于活体的作用还有待进一步研

究探讨。该试验为新农药的开发和先导化合物的发现
提供了试验依据 ,同时也为开发新的防治梨锈病的植
物源农药奠定了一定的理论基础。
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LIU Xiao-hong1 , DENG Ye-cheng1 , TANG Huang 2 , LUO Hai-yu1 , NIN Lei1 , QIN Hui1

(1.Co llege of Life Science , Guangxi No rmal Univer sity , Guilin , Guangxi 541004;2.Key Laboratory fo r Chemistry and Molecular

Eng ineering of Medicinal Resources , Ministry of Education of China , Guilin , Guangxi 541004)

Abstract:Fungal inhibitory activity of roemerine against G.haraeanum Syd was determined using a grow th rate

method.And doubling dilution method was used to determined the minimal inhibito ry concentration (MIC)and

minimal fugicide concentration(MFC), leakage conductivity method using roemerine mycelia of G.haraeanum Syd

cell membrane permeability , and determined roemerine on soluble protein content of cell.To explore the antifungal

activity and potential mechanism of roemerine against Gymnosporangium haraeanum Syd.The vesults showed that ,
Roemerine displayed strong antifungal activity to G.haraeanum Syd and the activity w as significantly increased when

the applied concentration was higher , the MIC value of 0.25 g/ L and MFC value of 0.5 g/L.The results showed that

roemerine at a concentration of 0.2 g/L w as the relative membrane permeability 53.49%,21.82% higher than the

control;G.haraeanum Syd protein content of roemerine at a concentration of 0.2 g/ L w as 2.5 mg/g ,protein synthesis

inhibition rate of 60.06%.Roemerine had a st rong antifungal activity and exertd a potent impact on the mycelial cell

membrane permeability and soluble protein content of G.haraeanum Syd.
Key words:roemerine;Gymnosporangium haraeanum Syd;inhibition effect;inhibi tion mechanism
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