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天然化合物丁香酚对灰葡萄孢菌丝脂
质过氧化和膜损伤的影响
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摘 　要 :研究了天然化合物丁香酚对灰葡萄孢菌丝细胞膜的影响。结果表明 ,丁香酚可以作用于真

菌的膜系统 ,诱导菌丝膜脂质过氧化 ,使膜受到损伤 ,透性改变 ,丙二醛 (M DA )流出细胞。进一步

研究发现 ,丁香酚处理使得菌丝内过氧化氢含量逐渐升高 ;菌丝内钙离子浓度先升高 , 30 m in后逐

渐下降 ,这可能是由于细胞膜破损导致钙离子外流的缘故。同时 ,通过 DNA 梯状条带的检测 ,初

步表明丁香酚不能诱导灰葡萄孢菌丝细胞凋亡。
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Abstract: Effec t of eugeno l on m yce lia l m em b rane of B otrytis c inerea w as stud ied. The resu lts show ed

tha t eugeno l cou ld cause dam age to cy top lastm ic m em brane inc lud ing induction of lip id p erox ida tion

and m em brane d isrup tion, a lte ra tion of m em brane perm eab ility and leach ou t of M DA. Further s tudy

show ed tha t the con ten t of H2 O 2 in m yce lia increased af te r trea tm en t w ith eugeno l, and a rem arkab le

inc rease of the concen tra tion of C a
2 +

in m ycelia w ith in 30 m in and thereaf te r decrease w as observed. It

w as specu la ted tha t the efflux of Ca
2 +

w as attribu ted to the dam age of cy top lastm ic m em brane.

M eanw h ile, the resu lt of DNA elec trophoresis suggested tha t eugeno l m ay no t induce apop tosis of ce ll

of B. c inerea.
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　　天然化合物丁香酚 ( 42烯丙基 222甲氧基苯酚 )

是丁香 F los ca ryop hylli及丁香罗勒油 ( O leum

oc im i g ra tiss im i)的主要成分 ,具有抑菌、麻醉、解

热、抗氧化、抗肿瘤、促进透皮吸收、祛蚊等药理活

性 [ 1 ] 。近年来国外研究发现丁香酚对食品微生物

李斯特菌 L isteria monocytogenes、米酒乳杆菌Lactoba2
cillus sakei、酿酒酵母 Saccha romyces cere2visiae,植物

病原真菌白腐真菌如采绒革盖菌 Coriolus versicolor、
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褐腐菌硫磺菌 L ae tip o russu lp hu reus、白腐菌桦革褶

菌 L enzites B e tu lina和蚕豆赤斑病菌 B o trytis fabae

等有不同程度的抑制作用 [ 2～5 ] 。G ill等通过研究

丁香酚对大肠杆菌 Esche rich ia co li和李斯特菌的

作用机制 , 表明丁香酚主要抑制菌体细胞膜的

A TPase活性 [ 2 ] 。G hosh等认为丁香酚通过抑制

E2F1转录活性从而抑制黑色素瘤的生长 [ 6 ] 。有

关丁香酚对植物病原真菌的作用机制尚未见报

道。前文已报道了丁香酚对灰葡萄孢不同发育阶

段的影响 [ 7 ] 。江苏省农业科学院已研制出 10%丁

香酚微乳剂 ,其在 125μg /mL 浓度下对西瓜炭疽

病和葡萄霜霉病的防治效果分别为 84. 82%和

89. 29% (结果将另文发表 ) 。笔者于光学显微镜

下观察到丁香酚处理后灰葡萄孢菌丝内溶物的释

放 (结果将另文发表 ) ,初步研究结果表明丁香酚

可能 作 用 于 灰 葡 萄 孢 的 细 胞 膜 [ 7 ] 。丙 二 醛

(M DA )是膜脂质过氧化作用的产物 ,已被广泛用

作衡量脂质过氧化损伤的指标。脂质过氧化主要

是由活性氧、自由基特别是 ·O H 、O 2
-1启动经连锁

反应生成 , M DA 积累越多 ,表明活性氧、自由基等

含量越高 [ 8～10 ] 。过量的自由基攻击细胞膜形成脂

质过氧化物 ,从而使膜离子转运紊乱 ,导致膜钙通

透性增高。有文献报道活性氧、自由基可以直接

通过影响基因转录 ,改变细胞的表型特征或作用

于细胞膜 ,诱发膜脂过氧化 ,从而影响细胞的信号

传递 ,激发有关的基因调控 ,导致细胞凋亡 [ 11 ]
,而

有关丁香酚在植物病害防治中的应用已有报道 ,

如江苏省南通剂神雨绿色药业有限公司等企业研

制的 0. 3%丁子香酚可溶性液剂已获得农药临时

登记 (登记证号 : L S20052323 ) ,用于番茄灰霉病的

防治 [ 12 ]
,故本研究从细胞膜着手探讨了丁香酚对

灰霉病菌的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　供试病菌

灰葡萄孢 B o trytis c ine rea由江苏省农业科学

院食品质量安全与检测研究所提供。

1. 2　供试化合物及试剂

纯度为 99%的丁香酚 ( eugeno l)购自 S igm a公

司 ,用 70%的乙醇配制成 4 ×10
4 μg /mL 的母液。

Fluo23AM (钙离子荧光探针 )购于碧云天生物

技术研究所 ,母液浓度为 5 mm ol /L ,用 10 mm ol/L、

pH 7. 4的 Hepes缓冲液稀释至终浓度为 10μm ol/L ,

4℃冰箱中避光保存。

1. 3　丁香酚对菌丝膜脂质过氧化的影响

将摇培 2 d的菌丝过滤 , 用 0. 05 m o l /L、pH

7. 2的 PB S缓冲液冲洗 3次 ,转移到 30 mL PB S缓

冲液中 , 加入 100 μg /mL 丁香酚处理 , 于处理

0、6、12、24 h后分别取菌丝和 PB S缓冲液用于丙

二醛 (M DA )的测定。

M DA 的测定采用 22硫代巴比妥酸 ( TBA )

法 [ 13～15 ] 。称取 1 g 菌丝 (湿重 ) ,加入液氮 , 冰浴

下研磨 , 同时加入 4 mL 0. 05 m o l /L pH 7. 2 的

PB S 缓 冲 液 , 10 000 r /m in 下 匀 浆 , 4℃离 心

10 m in,取上清液 2 mL (余下上清液供蛋白浓度测

定 )加入质量分数为 10%的三氯乙酸 ( TCA ) (含

0. 67% TBA ) ,混匀后置于 100℃水浴中 15 m in,冰

浴迅速冷却终止反应 ,于 10 000 r /m in、4℃下离心

10 m in,取上清液测定其在 450、532、600 nm 的吸

光值 ,由公式 c = 6. 45 (OD532 - OD600 ) - 0. 56 OD450

计算 M DA 浓度。式中 c 为 M DA 浓度 , 单位 :

μm o l /L。 PB S缓冲液中 M DA 含量测定方法同菌

丝 ,按体积比 5∶2的比例加入反应液。蛋白浓度

测定采用考马斯亮蓝 G 2250比色法 [ 16 ] 。

1. 4　丁香酚对菌丝内过氧化氢浓度的影响

采用 Sag isaka方法测定总 H2 O 2 含量 [ 17 ] 。收

集摇 培 菌丝 0. 5 g, 加 入 4 mL 磷 酸 缓 冲 液

( 50 mm o l /L , pH 7. 5 ) 冰浴研磨后 ,加入 2. 8 mL

质量分数为 5%的三氯乙酸 ,于 10 000 r /m in下离

心 10 m in。取上清液 1. 6 mL 与 0. 4 mL 50%的三

氯乙酸、0. 4 mL 10 mm o l /L 的硫酸亚铁铵和

0. 2 mL 2. 5 m ol /L 的硫氰酸钾混合 ,于 480 nm 下

测定上清液的吸光值 (OD 480 ) ,由 H2 O 2 测定的标准

曲线计算 H2 O 2 含量 ,进而得出 H2 O 2 变化量 [ 17, 18 ] 。

1. 5　丁香酚对菌丝内钙离子浓度的影响

将孢子悬浮液接入 PD 液体培养基中 , 于

25℃、140 r /m in下摇培 2 d,挑取菌丝 ,放入浓度

为 100 μg /mL 的丁香酚中 , 处理 5、15、30、60、

120 m in后 ,分别用蒸馏水洗涤除去丁香酚 ,加入

荧光染料 Fluo23AM , 25℃黑暗条件下染色 1 h,用

L E ICA TCS SP2激光共聚焦扫描显微镜观察菌丝

体内 C a
2 +浓度变化。激发波长为 488 nm ,发射波

长为 525 nm
[ 19, 20 ] 。每处理设 3次重复。

1. 6　细胞凋亡特征的检测

摇培 2 d的灰葡萄孢菌丝用丁香酚 (处理浓度
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为 100、200和 300 μg /mL )处理 , 分别于处理后

0、2、4、8、12和 24 h,取菌丝顶端 ,按文献方法 [ 21 ]

提取总 DNA , 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA ,

观察是否出现 DNA 梯状条带。

2　结果与分析

2. 1　丁香酚对灰葡萄孢菌丝脂质过氧化的影响

M DA 是膜脂过氧化的产物 ,其含量可反映膜

脂过氧化的程度 ,是膜系统受伤害的重要指标之

一 [ 22 ] 。M DA 是水溶性的小分子 ,细胞膜破损时会

释放到细胞外的培养液中 [ 15 ] 。丁香酚处理后菌丝

和 PB S缓冲液中 M DA 总量升高 ,但菌丝内 M DA

含量逐渐减少 , 低于对照菌丝 ; 而 PB S 缓冲液中

M DA 含量高于对照 ,处理 24 h后达到最高水平 ,

其中处理 6 h后 PB S缓冲液中 M DA 含量开始超

过菌丝内并保持始终高于菌丝内 (图 1 ) 。这表明

丁香酚可能诱导灰葡萄孢菌丝膜脂质过氧化 ,使

膜受到损伤 ,透性改变 ,导致 M DA 流出细胞。

图 1　丁香酚对灰葡萄孢菌丝脂质过氧化的影响

Fig. 1　Effec ts of eugeno l on lip id

p e rox ida tion of B. c ine rea

2. 2　丁香酚对菌丝内过氧化氢浓度的影响

随着丁香酚处理时间的延长 ,菌丝内过氧化

氢含量逐渐升高 ,处理 0 h后吸光值为 0. 089,处

理 8 h 后吸光值为 1. 14, 而对照 0 h 吸光值为

0. 067, 8 h为 0. 10 (图 2 ) 。说明丁香酚可以诱导

菌丝产生过量的过氧化氢。过氧化氢是活性氧的

一种 ,其高活性可引发脂质、蛋白质和核酸分子的

氧化性损伤 , 从而导致细胞结构的损伤乃至破

坏 [ 23 ] 。

2. 3 　丁香酚对灰葡萄孢菌丝内钙离子浓度的

影响

Fluo23 AM 是最常用的检测细胞内钙离子浓

度的荧光探针之一 ,可以穿透细胞膜。 Fluo23 AM

的荧光非常弱 ,进入细胞后可以被细胞内的酯酶

剪切形成 Fluo23,继而与钙离子结合产生较强的荧

光。细胞质中的钙离子在细胞信号传导中起着重

要作用 ,并可调节细胞的多种生理功能 [ 19 ] 。本研

究测定了丁香酚处理后菌丝内钙离子浓度的变

化。结果表明 ,随着处理时间延长 ,菌丝内钙离子

浓度逐渐升高 , 30 m in 后达到最大值 , 比处理

5 m in时荧光强度升高了 229. 4% ,之后又逐渐下

降 (图 3 ) 。这可能是因为细胞膜破损导致钙离子

外流所致。

　　图 4是丁香酚处理不同时间的荧光强度照

片 ,从图中可以看出处理 30 m in后荧光强度最强。

2. 4　细胞凋亡特征的检测

细胞发生凋亡时 , DNA 发生特征性的核小体间

的断裂 ,产生大小不同的片段 ,但均为 180～200 bp

的整数倍。凋亡细胞中提取的 DNA 在进行常规

的琼脂糖凝胶电泳 ,并用溴乙锭染色时 ,这些大小

不 同的 DNA片段就呈现出梯状条带。绝大多数
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图 4　共聚焦显微镜下灰葡萄孢菌丝内部游离钙离子的分布 (钙荧光探针 F luo23,染色 )

Fig. 4　D is tribu tion of in trace llu la r f ree C a
2 +

unde r lase r Scann ing C onfoca l M ic roscop e ( F luo23, dye)

A ～F:光镜下灰葡萄孢菌丝 ; G～L :共聚焦显微镜下灰葡萄孢菌丝 ; A、G:对照菌丝 ; 丁香酚处理 5 m in (B、H ) 、15 m in ( C、I) 、

30 m in (D、J ) 、60 m in ( E、K) 、120 m in ( F、L )的菌丝。

A ～F: B. c inerea m ycelia v iew ed by D IC; G～L : B. cinerea m ycelia v iew ed by fluo rescence; A and G: contro l m ycelia; m ycelia trea ted

5 m in (B and H ) , 15 m in ( C and I) , 30 m in (D and J) , 60 m in ( E and K) , 120 m in ( F and L ) w ith eugeno l, respec tively.

凋亡细胞中 DNA 的断裂都表现出这种特征 [ 22 ]
,

但是本研究中各处理浓度下都没有检测到 DNA

梯状条带 (图 5 ) 。

图 5　丁香酚处理对灰葡萄孢菌丝细胞影响的 DNA 检测

F ig. 5　A garose ge l e lec trop ho resis of DNA

ex trac ted f rom B. c ine rea m yce lia exp osed

to 100μg /mL eugeno l

泳道 1～6分别为丁香酚处理 0、2、4、8、12、24 h的结果。

L ane 1 ～ 6 show ed the resu lt of 0、2、4、8、12、24 h treated w ith

eugenol, respective ly.

3　讨论

　　细胞膜系统是细胞与外界环境进行物质交换

和信息传递的界面和屏障 ,其稳定性是细胞进行

正常生理功能的基础。 PI (碘化丙啶 )染色试验表

明 ,丁香酚对灰葡萄孢孢子膜透性无明显影响 ,但

在短时间 ( 15 m in )内即可破坏菌丝膜的透性 [ 7 ] 。

笔者于光学显微镜下观察到丁香酚处理后灰葡萄

孢菌丝内溶物的释放。M DA 是细胞膜脂质过氧

化作用的产物之一 , M DA 从膜上产生的位置释放

出后 ,可以与蛋白质、核酸反应 ,从而丧失功能 ,还

可使纤维素分子间的桥键松驰 ,或抑制蛋白质的

合成。前人研究表明 [ 15 ]
,乙烯菌核利可促使灰葡

萄孢产生大量 M DA ,表明发生了膜脂质过氧化 ,

导致细胞内溶物释放。本研究通过测定 M DA 含

量的变化 ,表明丁香酚能诱导灰葡萄孢菌丝膜脂

质过氧化 ,使膜受到损伤。

活性氧 ( RO S )可以氧化不饱和脂肪酸 ,并产

生过氧化脂质 [ 23 ] 。本研究发现 ,丁香酚处理后菌

丝内过氧化氢含量升高 ,并且过氧化氢含量的变

化早于 M DA 的变化 ,推测丁香酚诱导菌丝产生了

过量的活性氧 ,导致细胞膜系统脂质过氧化 ,从而

破坏细胞结构。前人研究表明 [ 1 ]
,丁香酚具有抗

氧化作用 ,本试验结果与其相反 ,原因还需进一步

探讨。

在 G蛋白偶联受体所介导的磷脂酰肌醇信号

通路中 ,胞外信号分子与细胞表面 G 蛋白偶联受

体结合 ,激活质膜上的磷脂酶 C ( PL C ) ,使质膜上

的 4, 52二磷酸磷脂酰肌醇 ( P IP2 )水解成 1, 4, 52三
磷酸肌醇 ( IP3 )和二酰基甘油 (D G )两个第二信

使 ,使胞外信号转换为胞内信号。 IP3 是一种水溶

性分子 ,在细胞内动员内源 C a
2 +

,主要是将储存在

内质网中的 C a
2 +转移到细胞质基质中 ,使胞质中

游离 C a
2 +浓度提高。这一作用几乎发生在所有真

核细胞中。在双信使系统中 , C a
2 +的作用占有极

其重要的位置 ,它不但可以作为胞内第三信使参

与广泛的生理过程 ,活化各种 C a
2 +结合蛋白引起
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细胞反应 ,而且在双信使系统本身功能的调节方

面也非常重要 [ 23 ] 。本研究发现 ,丁香酚处理后菌

丝内游离 C a
2 +浓度升高 ,这一变化早于过氧化氢

和 M DA 含量变化 ,推测 C a
2 +作为信号通路的第

三信使参与了细胞的一系列变化。

Ito
[ 24 ]和 W ang等 [ 25 ]通过研究植物和真菌的

细胞凋亡 ,发现活性氧在诱导细胞凋亡的过程中

发挥了重要作用。另外 ,凋亡过程中组织转谷氨

酰胺酶 ( tTG )的活性依赖于 C a
2 +浓度。在正常细

胞中 , C a
2 +浓度较低 , tTG的活性也很低 ;当凋亡起

始时 , C a
2 +浓度上升 ,使 tTG 活化 ,参与细胞凋亡

过程 [ 23 ] 。在本研究中作为细胞凋亡特征之一的

DNA ladde rs 并未出现 ,尽管前人的研究 [ 25～27 ]也

曾发现在凋亡细胞中的这一现象 ,但本研究只是

初步探讨 ,还需要进一步研究凋亡的其他特征来

验证丁香酚处理后灰葡萄孢菌丝是否发生凋亡。
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