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α-松油醇对意大利青霉的抑制作用
欧阳秋丽，贾 雷，陶能国*，何湘丽

（湘潭大学化工学院，湖南 湘潭 411105）

摘  要：测定α-松油醇对意大利青霉菌丝体形态及菌丝体生长的影响，并对其抑菌机制进行初步探讨。结果表明：

α-松油醇能明显抑制意大利青霉菌丝体生长，最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC）和最小杀菌浓

度（minimal fungicidal concentration，MFC）分别为2.00 µL/mL和8.00 µL/mL；经MIC和MFC α-松油醇处理后，意

大利青霉菌丝体胞外pH值、胞外电导率及260 nm条件下吸光度显著增加，总脂质含量有显著下降。提示α-松油醇

能改变细胞膜的通透性、破坏细胞膜结构的完整性，导致胞内成分泄露，从而抑制意大利青霉菌丝体生长。
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Inhibitory Effect of α-Terpineol on Penicillium italicum
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Abstract: The effect of α-terpineol at various concentrations on the morphology and mycelial growth of Penicillium 
italicum was evaluated, and the corresponding mechanism was explored. Results showed that α-terpineol had a significant 

inhibitory effect on the mycelial growth of P. italicum, with minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal 

concentration (MFC) of 2.00 and 8.00 µL/mL, respectively. After being treated with α-terpineol at MIC or MFC, marked 

increases in the extracellular pH, extracellular conductivity and absorbance at 260 nm were observed. Moreover, a decrease 

in total lipid content was also observed. Our research indicated that α-terpineol can increase the membrane permeability 

and destroy the integrity of the membrane of P. italicum, thus resulting in the leakage of cellular materials and inhibiting the 

mycelial growth of P. italicum.
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意大利青霉（Penicillium italicum）引起的青霉病是柑

橘主要贮藏期病害之一，每年造成大量的经济损失[1]。由

于化学杀菌剂易带来食品安全，以及病原菌对化学杀菌

剂抗性不断增强等问题，植物精油等生物防治法逐渐成

为采后柑橘病害的替代方案[2]。Caccioni等[3]发现向液体培

养基中添加250～5 000 µL/L甜橙、酸橙、宽皮柑橘、葡

萄柚和枳橙精油能不同程度地抑制意大利青霉菌丝体生

长，其中枳橙精油的抑菌效果最好。向固体培养基中添

加3 000 µL/L柠檬醛可完全抑制意大利青霉孢子的萌发和

生长[4]。Tripathi等[5]研究表明，100 µg/L薄荷、500 µg/L 
灰罗勒和200 µg/L生姜精油可使接种意大利青霉的甜橙贮

藏时间分别延长6、6、4 d；延长酸橙的贮藏时间8、6、
8 d。40 µL/平板的宽皮柑橘和甜橙精油、0.5 µL/平板柠

檬醛和5 µL/平板芳樟醇能完全抑制意大利青霉孢子萌发

和芽管生长[6]。Yahyazadeh等[7]研究指出，熏蒸400 μL/L麝
香草和丁香精油可有效杀死汤姆森脐橙和伏令夏橙果实表

面接种的意大利青霉。含质量分数0.5%～3%佛手柑精油

和壳聚糖的复合物能不同程度抑制意大利青霉生长[8]。前

期研究表明，5.0 μL/mL不同月份（7—10月份）的椪柑

果皮精油能完全抑制意大利青霉生长，且椪柑果皮精油

中的单一组分，如0.5 μL/mL柠檬醛、辛醛、1.0 μL/mL壬
醛、癸醛以及2.0 μL/mLβ-芳樟醇、α-松油醇均能完全抑

制意大利青霉菌丝体生长[9]。

α-松油醇又名α-萜品醇，是一种具有丁香味的萜类化合

物，广泛存在于植物精油中[2-9]。研究表明，α-松油醇对多种

革兰氏菌和多种真菌均有较强的抑制作用，是一种潜在的抑

菌物质[9-11]。本实验拟探讨α-松油醇抑制意大利青霉菌丝体生

长的作用机制，为柑橘采后病害生物防治提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

α-松油醇（纯度90%） 西格玛奥德里奇（上海）

贸易有限公司；香草醛（分析纯） 梯希爱（上海）化

成工业发展有限公司。

意大利青霉（P. italicum）分离自腐烂柑橘果实，现

保存于湘潭大学生物与食品工程专业实验室。

1.2 仪器与设备

SPX-250B-D生化培养箱 上海博迅实业有限公

司；Eclipse600光学显微镜 尼康仪器（上海）有限公

司；UV2450紫外分光光度计、BL320H电子天平 日本

Shimadzu公司；TDL5A 大容量冷冻离心机 长沙英泰

仪器有限公司；FA1004N分析天平 上海精密科学仪器

厂；PHS-W系列微机型pH/mV计、DDS-W系列微机型电

导率仪 上海般特仪器有限公司；CoolSafe 110-4L真空

冷冻干燥机 丹麦Labo Gene公司。

1.3 方法

1.3.1 α-松油醇对意大利青霉菌丝体的作用

采用琼脂稀释培养法 [12]研究α-松油醇对意大利青

霉菌丝体生长的影响。α-松油醇的添加量设定采用倍

半稀释法，实验终量为0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、
4.00 µL/mL和8.00 µL/mL。每个培养皿接入3 个生长一致

的菌饼（d=6.0 mm），置于（25±2）℃恒温培养箱培

养4 d。以生长2 d时完全没有菌丝生长的最低添加量作为 

α -松油醇的最小抑菌浓度（MIC），以生长4 d时杀

死99.9%的菌丝生长的最低添加量作为最小杀菌浓度

（MFC）[14]，采用十字交叉法每天测量菌丝体生长直

径，用相应体积的0.5%吐温-80为对照（CK），结果取

平均值。挑取CK、MIC、MFC处理4 d后的菌丝体，光学

显微镜下（4（目镜）×40（物镜）倍）观察形态变化并

拍照。

1.3.2 α-松油醇对意大利青霉胞外胞外pH值的影响

采用微型p H / m V计测定α -松油醇对意大利青霉

胞外pH值的影响。将意大利青霉孢子洗脱于马铃薯

葡萄糖液体培养基（potato dextrose broth，PDB），

（25±2）℃，160 r/min振荡培养48 h后，4 000 r/min离
心15 min，水洗3 次，收集菌丝体，重新悬浮于磷酸缓冲

液（pH 7.0）中。加入α-松油醇添加量为0、MIC和MFC
时处理0、30、60、120 min后，测定胞外pH值，用无菌

水作对照。

1.3.3 α-松油醇对意大利青霉胞外电导率的影响

采用微型电导仪测定α-松油醇对意大利青霉胞外电

导率的影响。培养及处理方法如1.3.2节，测定其胞外电

导率，用无菌水作对照。

1.3.4 α-松油醇对意大利青霉菌丝体细胞成分释放的影响

参照Paul等[13]的方法，培养及处理方法如1.3.2节，

加入α-松油醇添加量为0、MIC、MFC，处理0、30、
60、120 min后取样， 将样品置于12 000 r/min离心2 min
收集上清液，用紫外分光光度计在波长260 nm处测吸光

度，对照组用PBS（pH 7.0）进行校正。

1.3.5 α-松油醇对意大利青霉总脂质含量的影响

采用香草醛硫酸比色法 [14]测定处理后的菌丝体。

在加入α-松油醇添加量为0、MIC、MFC处理120 min
后，用真空冷冻干燥机干燥2 h，称取一定量干燥菌丝

体，利用液氮充分研磨，按照体积比1∶1∶1加入甲醇、

氯仿、水剧烈振荡充分萃取脂质，将含有脂质的混合

液与浓硫酸沸水浴加热10 min，室温下冷却后加入磷

光体香草醛素充分混匀，在520  nm波长处测其吸光

度，最后利用胆固醇标准曲线计算其脂质含量，脂质

含量以mg/g表示。

1.4 数据分析

每组有3 次重复，采用常规的分析方法标注标准偏

差，数据分析采用SPSS16.0统计分析软件，ANOVA来分

析显著性差异（P＜0.05）。

2 结果与分析

2.1 α-松油醇对意大利青霉菌丝体的作用
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图 1 α-松油醇对意大利青霉菌丝体生长的影响

Fig. 1 Effect of α-terpineol on mycelial growth of P. italicum

由图1可知，随着添加量增加，α-松油醇对意大利青

霉的抑制作用逐渐增强。培养2 d后，当α-松油醇的添加

量≥2.00 μL/mL时，意大利青霉基本无生长，说明α-松油

醇对意大利青霉的最小抑菌浓度MIC为2.00 μL/mL。培养

4 d后，8.00 μL/mL α-松油醇能完全抑制意大利青霉菌丝

体生长，0.25～4.00 μL/mL α-松油醇也能不同程度抑制意

大利青霉菌丝体生长（P＜0.05），因而α-松油醇对意大

利青霉的最小杀菌浓度MFC为8.00 μL/mL。
由图2可知，α-松油醇对意大利青霉菌丝体形态存在

明显影响，未处理的菌丝体表面形状规则，粗细均匀，

结构规则，处于正常生长状态（图2a）；经MIC浓度处

理的菌丝体虽较为饱满，但细胞中的内容物减少（图

2b）；经MFC处理后，菌丝体出现了干瘪、细小等形

态，细胞内容物泄漏更为严重（图2c）。
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a b c

a.对照（CK）；b.MIC处理；c. MFC处理。

图 2 α-松油醇对意大利青霉菌丝体形态的影响

Fig.2 Effect of α-terpineol on morphology of P. italicum

2.2 α-松油醇对意大利青霉胞外pH值的影响
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图 3 α-松油醇对意大利青霉胞外pH值的影响

Fig.3 Effect of α-terpineol on extracellular pH of P. italicum 

由图3可知，处理30 min时，MIC和MFC处理组的

胞外pH值显著上升，但两者之间无显著差异，分别为

6.30±0.14和6.37±0.18，显著高于对照的3.82±0.08 
（P＜0.05）。随着处理时间延长到120 min，对照组CK
胞外pH值显著升高，但低于处理组；而MIC与MFC组胞

外pH值趋于平缓，无显著性差异。 

2.3 α-松油醇对意大利青霉胞外电导率的影响
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图 4 α-松油醇对意大利青霉胞外电导率的影响

Fig.4 Effect of α-terpineol on extracellular conductivity of P. italicum 

由图4可知，经α-松油醇处理后，意大利青霉的胞外

电导率随处理时间和添加量的增加不断上升，以0～30 min
内变化最为明显。处理30 min时， MIC和MFC处理组的

电导率分别为（126.5±8.1）和（146.6±9.7）μS/cm，显

著高于CK组的（63.0±4.4）μS/cm（P＜0.05），之后

仍有不同幅度增加。处理120 min时，CK、MIC和MFC
处理组电导率比初始电导率分别增加了78.9、132.9、
153.2 μS/cm。

2.4 α-松油醇对意大利青霉菌丝体细胞成分释放的影响
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图 5 α-松油醇对意大利青霉260 nm细胞成分释放的影响

Fig.5 Effect of α-terpineol on absorbance at 260 nm of P. italicum

由图5可知，α-松油醇显著增加意大利青霉260 nm
细胞成分释放，以处理前30 min内变化最为明显。处

理30 min时，CK组的OD260 nm值为（0.024±0.017），

显著低于MIC处理组（0.129±0.002）以及MFC处理

组（0.161±0.013）（P＜0.05）。随着时间延长，CK
组OD 260 nm值基本保持不变。对MIC和MFC处理组而

言，30～60 min内OD260 nm值仍有显著增加，但60 min后
OD260 nm值基本保持不变。

2.5 α-松油醇对意大利青霉总脂质含量的影响
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图 6 α-松油醇对意大利青霉总脂质含量的影响

Fig. 6 Effect of α-terpineol on total lipids of P. italicum

由图6可知，处理120 min后，意大利青霉的总脂

质含量明显下降，且处理与未处理的意大利青霉总脂

质含量有显著性差异（P＜0.05），CK、MIC、MFC的

脂质含量分别为（238.8±45.6）、（138.0±16.8）和

（112.4±14.5）mg/g，但MIC和MFC处理组之间差异不

显著。

3 讨 论

本实验探讨了α-松油醇对意大利青霉菌丝体生长的

影响，结果表明，α-松油醇也能不同程度抑制意大利青

霉菌丝体生长，最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度

（MFC）分别为2.00 μL/mL和8.00 μL/mL，这一结果与前

期研究结果一致，但优于不同发育时期的椪柑精油[9]。

关于萜类化合物的抑菌机制，目前了解的不是很透
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彻。通常认为，萜类化合物能破坏并穿透细菌及真菌细

胞的脂质结构，增加膜流动性，破坏细胞膜的完整性，

提高膜通透性，细胞内容物发生泄漏，最终抑制细菌

及真菌生长[15-22]。本实验中也存在类似现象，当添加量

为MIC和MFC的α-松油醇加入后，意大利青霉菌丝体胞

外pH值、胞外电导率以及OD260 nm都有显著上升，且在

0～30 min时变化最快。胞外pH值的增加意味着胞内pH
值的下降，细胞因H+积累而发生酸化，易造成细胞内

生理生化过程发生不可逆的损伤[18]。电导率的增加与胞内

K+、Mg2+、Ca2+等外泄有关[18-20]，30 min时MIC、MFC组的

电导率分别达到了（150.3±8.1）和（161.7±10.3）μS/cm， 

显著高于CK组（P＜0.05），直至处理120 min，各处理

组电导率仍存在显著性差异，说明细胞膜通透性发生

了变化。260 nm是核酸的特征波长，在处理过程中，

0～120 min间各组OD260 nm值差异显著，且在30 min时
处理组就已经明显高于CK组，表明意大利青霉胞内核

酸等物质泄漏量增多，暗示着细胞内的遗传过程受到

影响[13,21-22]。脂质占细胞干质量的60%～80%，是细胞膜

的结构物质[14]，在120 min时MIC、MFC处理组脂质含量

分别下降100.8、126.4 mg/g（P＜0.05），说明细胞膜的

组成发生变化，对细胞膜的通透性及细胞活性产生了潜

在的伤害。

4 结 论

α-松油醇是一种极具潜力的抑菌物质，可有效破坏

意大利青霉菌丝体细胞膜结构的完整性，增加细胞膜通

透性，致使胞内物质如金属离子、核酸等外泄以及胞内

H+积累，从而导致意大利青霉的菌丝体死亡。
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