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对羟基苯甲酸处理对采后柑橘炭疽病的

抑制及机理研究
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摘要!采用体外平板接菌试验和体内果实接种试验测定对羟

基苯甲酸对采后柑橘炭疽病致病菌!胶孢炭疽菌"的生长抑

制作用&观测经对羟基苯甲酸处理后#接种和未接种病原真

菌的柑橘果实中多酚氧化酶!

>>\

"%过氧化物酶!

>\W

"%超

氧化物歧化酶!

,\W

"%苯丙氨酸解氨酶!

>=Y

"活性%丙二醛

!

<W=

"含量的动态变化$结果表明'对羟基苯甲酸对采后

柑橘炭疽病病原菌有较强的抑菌活性#浓度越高#对病原菌

的抑制作用越强#其
09

4$

为
$*$4&2

M

)

2Y

$经对羟基苯甲酸

处理的柑橘果实中#

>>\

%

>\W

%

,\W

%

>=Y

活性升高#

<W=

含量下降$并且对羟基苯甲酸诱导的抗性相关酶在整个试

验过程中维持较高的活性$对羟基苯甲酸处理对采后柑橘

炭疽病病原菌有较强的抗菌作用#能提高柑橘果实相关抗性

酶活性以及抑制膜脂过氧化反应#诱导其果实抗性$对柑橘

采后贮藏保鲜具有重要意义$

关键词!对羟基苯甲酸&胶孢炭疽菌&柑橘&贮藏保鲜&抑菌活

性&抗氧化酶活性
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柑橘是中国重要的经济水果!其年产量世界第一$中国

种植柑橘已有
5$$$

多年的历史!产业分布范围广0

%7"

1

$柑

橘的耐贮性较好!但随着经济的发展!人们对柑橘的需求增

多!对柑橘的供应周期有更长的要求0

!

1

$而每年因腐烂变质

造成了严重的经济损失!柑橘真菌性病原菌的侵染是使其发

生腐烂变质的主要原因之一$柑橘贮藏期间的主要真菌病

%"%



害有青绿霉病%炭疽病%酸腐病等0

5

1

$

柑 橘 炭 疽 病 的 病 原 菌 主 要 为 胶 孢 炭 疽 菌

-
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3

7-:-@

N
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0

4

1

$可侵染柑橘叶片%幼

果以及成熟果实!其侵染特性为潜伏侵染0

&

1

$控制炭疽病对

于提高柑橘产量以及采后贮藏保鲜具有重要意义$目前炭

疽病的防治有采用拮抗菌或喷洒杀菌剂来抑制%杀灭炭疽菌

的生长繁殖0

071

1

$然而最主要的方式依然为喷洒化学杀菌

剂!而化学杀菌剂的药剂残留%病菌耐药性问题也同样日趋

严重0

#7%$

1

$因此!寻找安全有效的保鲜方法已成为柑橘贮藏

中亟待解决的问题$

柑橘果皮内含有香精油%总酚%类黄酮等多种活性成

分0

%%

1

$如精油中含多种低分子的抗氧化和抗菌物质!可作

为果蔬保鲜剂使用0

%"7%!

1

$利用果实本身含有的抗菌物质来

作为保鲜成分已成为目前研究的新趋势$对羟基苯甲酸

-

N

;C

O

RB(U

O

T-AG(@JEJ@R

!

N

;C?=

.是一种酚酸类物质!柑橘

皮内本身也含有一定量的对羟基苯甲酸0

%57%4

1

$大量研究显

示酚酸类物质具有抗菌%抗氧化%抗炎症以及抗心血管疾病

等多种生理功能0

%&7%0

1

!如
N

;

香豆酸就具有抗癌活性0

%1

1

$对

羟基苯甲酸具有良好的抑菌性!且副作用较苯甲酸或水杨酸

及其衍生物小!在一定浓度范围内对生物体无害0

%#

1

$其酯

类常作为食品%药物等的防腐剂!

3?"0&$

)

"$%5

4食品添加

剂使用标准5中规定限量标准为
$*$%"

M

/

S

M

$研究0

"$

1表明!

对羟基苯甲酸在一定浓度下对草莓专化型尖孢镰刀菌孢子

萌发和菌丝生长均有显著的抑制作用$

C-)-A(

等0

"%

1从灵芝

提取物中分离得到对羟基苯甲酸!经抗菌试验发现!其对多

种细菌和真菌均具有广谱的抑菌活性$与氨苄青霉素等多

种抗菌药物的作用相当$

XEBH((LH

等0

""

1研究发现对羟基苯

甲酸及其衍生物有良好的抗氧化活性!在
W>>C

自由基清除

试验中活性较高$

对羟基苯甲酸作为果蔬防腐保鲜剂尚未见报道!因此本

研究拟选用低浓度对羟基苯甲酸为试验材料!研究其对柑橘

炭疽病病原菌的抑菌活性及其对果实体内相关抗性酶和抗

性物质的影响!旨在为柑橘炭疽病的防治和柑橘采后保鲜研

究提供理论依据$

%

!

材料与方法
%*%

!

试验材料

菌种+胶孢炭疽菌-

9-77:>-><,.%*=

3

7-:-@

N

-<,-,C:@

.!由

中国农业科学院柑桔研究所贮藏课题组保藏&

对羟基苯甲酸+分析纯!成都市科龙化工试剂厂&

锦橙+品种为北碚
550

,锦橙!采于重庆市歇马镇果园&

紫外分光光度计+

8d;%#$%

型!北京普析通用仪器有限

公司&

通用环境实验箱+

<KV;!4"C;>_

型!松下健康医疗器械

株式公社&

医用低温培养箱+

<WX;d5%1&,

型!松下健康医疗器械

株式公社&

台式高速冷冻离心机+

C%14$V

型!长沙湘仪离心机仪

器有限公司$

%*"

!

试验方法

%*"*%

!

柑橘果皮内对羟基苯甲酸含量的测定
!

选择成熟度

相近%外观整齐%无机械损伤的锦橙果实!清洗并用
046

酒精

消毒!晾干备用$试验组针刺接种
%$

#

Y

孢子悬浮液!针刺

深度为
"22

!针孔直径为
%22

!对照组接种等量无菌水$

"1[#46 VC

培养!于不同天数取样-

$

!

"

!

5

!

0

!

%$R

.!液氮

速冻后!置于
71$[

冰箱备用$参照文献0

"!

1的方法进行$

%*"*"

!

病原菌及其孢子悬浮液的制备
!

将胶孢炭疽菌菌种

于马铃薯琼脂培养基-

>(/E/(W-U/B(L-=

M

EB

!

>W=

.上!

"1[

培养
%$R

$用无菌水将胶孢炭疽菌刮下!过滤后!用血球计

数板计数!并调整浓度为
%̂ %$

&

2Y

;%

$

%*"*!

!

对羟基苯甲酸对胶孢炭疽菌体外生长抑制作用的测

定
!

参照
?EF/@L/E;?EA(L

等0

"5

1的方法!并加以改进$分别制

成含不同浓度-

"

!

%

!

$*4

!

$*"4

!

$*%"42

M

/

2Y

.对羟基苯甲酸

的
>W=

培养基!以不含药物作为对照$首先使用打孔器将

已培养
4R

的菌盘制成菌饼!接于培养基中央!各个处理重

复
!

次!放于
"1[

恒温培养箱中培养!定期观察菌落形态!

并利用十字交叉法测量菌落直径!直到对照组的菌落即将长

满整个培养皿$生长抑制率按式-

%

.计算+

M

T

H

%

V

H

"

H

%

V

H

Z

%$$6

! -

%

.

式中+

M

)))生长抑制率!

6

&

H

%

)))对照组菌落直径!

22

&

H

"

)))处理组菌落直径!

22

&

H

)))菌饼直径!

22

$

%*"*5

!

对羟基苯甲酸对胶孢炭疽菌体内生长的抑制效果

以
$*"42

M

/

2Y

对羟基苯甲酸为试验浓度!无菌水为对

照$选择外观无损伤!大小一致且无病虫害的果实!清洗干

净后用
046

的酒精擦拭消毒!在果实的赤道部位切取直径为

4J2

的果片为试验材料$将果片浸泡于溶液中
"2@A

!晾干

备用$在果片的中央打一个宽
%22^

深
%22

的伤口!接

入浓度为
%̂ %$

&

2Y

7%的孢子悬浮液
%$

#

Y

$风干后置于铺

有浸湿脱脂棉的消毒铁盘内!用保鲜膜密封!以保持盘内湿

度$置于
"1[

%

VC#46

的培养箱内贮藏$

!R

后测定果片

的发病率和病斑直径$每个处理
"$

个果片!设
!

次重复$

%*"*4

!

柑橘抗性酶的诱导及抗性物质的测定
!

选择试验果

清洗%消毒后晾干备用$本试验共分为
4

个处理+第一组为

自然贮藏的果实!第二组为只打孔-宽
522^

深
"22

.的果

实!第三组打孔后接种
%$

#

Y

浓度为
%̂ %$

&

2Y

7%的孢子悬

浮液!第四组打孔后接入
"$

#

Y$*"42

M

/

2Y

的对羟基苯甲

酸溶液!第五组为打孔后先接入
"$

#

Y$*"42

M

/

2Y

的对羟

基苯甲酸溶液!再接种
%$

#

Y

浓度为
%̂ %$

&

2Y

7%的孢子悬

浮液$所有果实晾干后单果包装!放于
"1[

%

VC#46

的保

湿培养箱内培养$于处理后第
$

%

%

%

"

%

5

%

&

%

#

天取样后经液

氮速冻!置于
71$[

冰箱保存$测定酶活及
<W=

含量$测

定时取样部位为病斑周围
"J2 "̂J2

组织$每个处理
%$

个

果实!每处理
!

个重复$

%*"*&

!

>>\

及
>\W

酶活性的测定
!

参照文献0

"4

1$

>>\

""%

贮运与保鲜
!

"$%&

年第
#

期



以每分钟每克样品吸光度变化-

2

5

5%$

A2

.

$*$%

为一个酶活

力单位!

>\W

以每分钟每克样品吸光度变化-

2

5

50$

A2

.

$*$%

为一个酶活力单位!试验重复
!

次$

%*"*0

!

,\W

酶活性的测定
!

参照文献0

"&

1$以抑制
+?8

光还原反应
4$6

所需的酶量为一个酶活性单位$

%*"*1

!

>=Y

酶活性的测定
!

参照文献0

"0

1$以每小时每克

果皮-鲜重.酶促体系在
"#$A2

波长吸光度增加
$*$%

为一

个酶活力单位$

%*"*#

!

<W=

含量的测定
!

参照文献0

"1

1!修改如下+称取液

氮研磨样品
"*$

M

$加入
!$2Y

三氯乙酸-

46

.!于
5[

冰箱

放置过夜!

%$$$$B

/

2@A

离心
%$2@A

!收集上清液用于测定$

取
42Y

上清液!再加入
42Y";

硫代巴比妥酸-

$*46

.$沸

水浴
"$2@A

后水浴冷却!再次离心-

4$$$B

/

2@A

!

%$2@A

.!以

";

硫代巴比妥酸-

$*46

.为空白对照测定在
4!"

!

&$$

!

54$A2

处的吸光值$

%*"*%$

!

数据处理
!

采用
,>,,%0*$

软件进行
X@AA-

O

几率分

析!求出毒力回归方程!并进行卡方检验$因素间差异显著

性采用邓肯法分析!并用
\B@

M

@A1*%

软件绘图!试验处理数据

以3

+

W

?H

的形式表示$

"

!

结果与分析
"*%

!

对羟基苯甲酸含量在果皮内的变化

图
%

为柑橘接种胶孢炭疽菌后!经
C>Y_

测定果皮内对

羟基苯甲酸含量的变化$由图
%

可知!试验组在接种病原菌

后!对羟基苯甲酸含量呈先上升后下降的趋势$对照组的含

量变化不明显$这可能是对羟基苯甲酸在病原菌侵染过程

中作为抗菌物质大量合成!以此减轻对植物的伤害$因此推

测在植物)病原菌互作过程中!病原菌的侵染诱导了果实的

抗性反应!使得相关抗性物质含量升高$

"*"

!

不同浓度的对羟基苯甲酸对胶孢炭疽菌体外生长的

抑制作用

!!

由图
"

%

!

可知!对羟基苯甲酸对柑橘胶孢炭疽菌表现出

不同程度的生长抑制作用$随着对羟基苯甲酸浓度的提高!

抑制率逐渐增大!抑制作用逐渐增强$当浓度为
"2

M

/

2Y

时的抑制作用最强!达到
#1*4&6

$对羟基苯甲酸浓度对数

与病原菌生长抑制率之间为线性关系!线性方程
Kh%*0!$i

%*!1!+

!模型拟合优度检验
J

"

h$*$10

!

>h$*##!

!表明模型

拟合良好$

图
%

!

不同处理柑橘果皮内对羟基苯甲酸含量的变化

X@

M

FB-%

!

_HEA

M

-L(N

N

;C

O

RB(U

O

T-AG(@JEJ@RJ(A/-A/

Q@/HR@NN-B-A//B-E/2-A/@AJ@/BFL

图
"

!

对羟基苯甲酸浓度对柑橘炭疽病菌的抑制作用
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图
!

!

对羟基苯甲酸浓度对胶孢炭疽菌生长的抑制作用
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"*!

!

对羟基苯甲酸对胶孢炭疽菌体内生长的抑制效果

由表
%

可知!当对羟基苯甲酸浓度为
$*"42

M

/

2Y

时!试

验组的病斑直径为
"*%122

!对照组为
!*4%22

!病斑抑制

率为
!1*$%6

!对羟基苯甲酸明显抑制了病斑的扩展$因

表
%

!

对羟基苯甲酸对柑橘炭疽病的抑制效果l

8ET)-%

!

DNN-J/(N

N

;C

O

RB(U

O

T-AG(@JEJ@R(A

98

3

7-:-@

N

-<,-C,:@(NJ@/BFL

处理 病斑直径/
22

抑制率/
6

_:

!*4%b$*#%

E

$*$$b$*$$

T

对羟基苯甲酸
"*%1b$*54

T

!1*$%b$*"%

E

!!!!

l

!

同列不同小写字母表示差异显著-

>

$

$*$4

.$

图
5

!

对羟基苯甲酸对柑橘炭疽病的抑制效果
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!



此!对羟基苯甲酸对柑橘炭疽病具有一定抑制效果$

"*5

!

不同处理对柑橘果实相关抗性酶活性的影响

>>\

为多酚氧化酶!能催化醌类物质和木质素的形成!

在植物体内构成保护性屏障!阻挡病菌的侵害$图
4

中可看

出试验组-打孔
i

对羟基苯甲酸.的
>>\

活性先上升后趋于

稳定!且其酶活性在后期高于对照组$

_:!

组的酶活性高于

_:%

自然组!说明果实受病原菌侵染后会产生抗性反应!引

起
>>\

活性的提高$试验组-孔
i

对羟基苯甲酸
i

菌.的

>>\

活性在第
"

天达到峰值后便下降!这可能有两方面原

因+

%

对羟基苯甲酸抑制病原菌的生长!使得病原菌无法诱

导果实抗性&

&

对羟基苯甲酸参与提高果实抗性的部分减

弱!从而导致了酶活性的降低$综上所述!对羟基苯甲酸具

有诱导果实
>>\

活性以及抑制病原菌生长的作用$

>\W

为过氧化物酶!能够催化过氧化氢的分解!防治过

氧化氢对植物造成伤害$由图
&

可知!

_:%

%

_:"

%试验组-打

孔
i

对羟基苯甲酸.果实的酶活性均呈先上升后下降的趋

势!但试验组始终高于对照组$其酶活性在第
5

天达到峰值

45*%0d

/-

M

2

2@A

.$并且在贮藏前期试验组-孔
i

对羟基苯

甲酸
i

菌.的酶活性均高于
_:"

和
_:!

!从第
&

天开始下

降$试验结果表明+在果实表面接种病原菌和打孔都能使

>>\

活性升高!当添加对羟基苯甲酸后!果实的
>>\

活性更

高$因此可以得出对羟基苯甲酸具有诱导果实
>\W

活性升

高的作用$

!!

,\W

是重要的保护酶!它能够清除超氧阴离子自由基!

保护果实免于伤害$图
0

中
_:%

的酶活性在前期基本不

图
4

!

不同处理下柑橘果实多酚氧化酶!

>>\

"活性的变化
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图
&

!

不同处理下柑橘果实过氧化物酶!

>\W

"活性的变化
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变!

_:"

的酶活性波动较大!试验组-打孔
i

对羟基苯甲酸.

,\W

活性在整个试验期内波动较小!第
5

天达到峰值!但酶

活性平均值高于对照!且下降速度较慢$图
0

中
_:!

的酶

活性先急剧下降再上升!与试验组-打孔
i

对羟基苯甲酸
i

菌.基本相似!但试验组酶活性高于
_:!

组$可能是外源添

加对羟基苯甲酸能触发果实内
,\W

酶合成!清除果实因机

械损伤和病菌侵染产生的自由基等物质!使得果实维持生理

状态$由此说明当有病原菌侵染柑橘果实时!用对羟基苯甲

酸处理果实可以适当提高果实
,\W

活性$

>=Y

是苯丙烷代谢的关键酶!能够催化生成黄酮体%生

物碱%木质素等与抗性相关的苯丙烷类物质$图
1

中试验组

-打孔
i

对羟基苯甲酸.酶活性呈先上升后下降的趋势!在第

5

天达到峰值$对照组
_:"

酶活性波动范围较大!可能是打

孔对果实造成物理伤害使得酶活性发生变化$图
1

中第
%

天试验组-打孔
i

对羟基苯甲酸
i

菌.的酶活性最高!说明对

羟基苯甲酸的加入促进了
>=Y

活性的升高!第
"

!

5

天时!

_:!

组酶活性上升!试验组酶活性下降!这与图
4

中
>>\

活

性在后期的变化相似$但在第
&

天后!由于果实衰老加速和

药物的作用!

>=Y

活性又开始升高$因此可推测对羟基苯

甲酸同样具有诱导
>=Y

活性升高以及抑制病原菌生长的

作用$

图
0

!

不同处理下柑橘果实超氧化物歧化酶!

,\W

"

活性的变化
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图
1

!

不同处理下柑橘果实苯丙氨酸解氨酶!

>=Y

"

活性的变化

X@

M

FB-1

!

_HEA

M

-L(N=22(A@E;)

O

EL-

!

>=Y

"

EJ/@P@/

O

Q@/HR@NN-B-A//B-E/2-A/@AJ@/BFL

5"%

贮运与保鲜
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"*4

!

不同处理对柑橘果实
<W=

含量的影响

<W=

是膜脂过氧化最重要的产物之一!它的产生还能

加剧膜的损伤$因此在植物衰老生理和抗性生理研究中

<W=

含量是一个常用指标!通过
<W=

可了解膜脂过氧化

程度!以间接测定膜系统受损程度以及植物的抗逆性$图
#

试验组中
<W=

含量与对照组
<W=

含量均呈先下降后上升

再下降的趋势!但试验组-打孔
i

对羟基苯甲酸!打孔
i

对羟

基苯甲酸
i

菌.含量分别低于
_:"

%

_:!

对照组!原因可能是

对羟基苯甲酸能抑制果实内
<W=

的合成!减小膜脂过氧化

程度!从而使果实的生理伤害较小$表明对羟基苯甲酸能降

低果实膜脂过氧化程度!提高果实抗性$

图
#

!

不同处理下柑橘果实丙二醛!

<W=

"含量的变化
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!

!

结论与讨论
对羟基苯甲酸常用作食品添加剂和抗菌物质使用!在一

定浓度范围内对生物体无害$本试验采用低浓度对羟基苯

甲酸为材料!确保了其环保的优点$在体外试验中!对羟基

苯甲酸能较强地抑制胶孢炭疽菌的生长繁殖!且浓度越高!

抑制效果越好$浓度为
" 2

M

/

2Y

时的抑制作用达到

#1*4&6

!基本完全抑制了胶孢炭疽菌的生长$在体内试验

中!测试的浓度为
$*"4 2

M

/

2Y

!果实的病斑抑制率为

!1*$%6

$这与酚酸具有较强抗菌性的结果相吻合$经对羟

基苯甲酸处理的柑橘果实!其抗性相关酶-

>>\

%

>\W

%

,\W

%

>=Y

.活性上升!

<W=

含量下降$说明对羟基苯甲酸具有诱

导果实抗性升高的作用$综上所述!对羟基苯甲酸具有抑制

胶孢炭疽菌生长和诱导果实抗性的作用$对柑橘采后保鲜

具有重要意义$

前人研究0

"#

1表明!在植物)病原菌互作过程中!植物可

通过生成相关抗病物质包括木质素等以抵抗外界病菌侵染$

因此利用外源的添加物如酚酸%酯类等化合物来提高植物抗

性成为目前研究的热点!本试验在前人研究的基础上!使用

对羟基苯甲酸作为外源添加物!证实了其对柑橘果实相关抗

性酶具有诱导作用!能减少膜脂过氧化程度$但其内在机制

还有待研究!需要运用其他一些生物学方法$
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