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Abstract:Abstract: The objective of this study was to examine the inhibition effects of Dryopteris fragrans extracts against

Fusarium culmorum, F. avenaceum, F. sambucinum, and F. solami var. coeruleum (Sacc.) Booth. Total phloroglucinol

exacts and total flavonoids exacts of D. fragrans all had inhibition effects on the four species of Fusarium, and the

inhibition effect varied depending on a specific species tested. The inhibition effect of a high concentration of extracts

was significantly higher than that of a low concentration of extracts. The inhibition effect of the total phloroglucinol exacts

was significantly superior to that of the total flavonoids exacts. The results proved that the total phloroglucinol extracts and

the total flavonoids extracts from D. fragrans had antifungal activity against Fusarium spp. and might have potential to

develop pollution-free botanical fungicides.
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摘 要：采用香鳞毛蕨提取液对4种镰孢菌（Fusarium culmorum、F. avenaceum、F. sambucinum、 F. solami var.
coeruleum（Sacc.）Booth）进行体外抑菌试验，对不同提取物抑菌活性进行研究。结果表明，香鳞毛蕨总间苯三酚提取

液和总黄酮提取液对4种镰孢菌均有一定的抑制作用，且抑制效果存在一定差异；高浓度提取液对镰孢菌的抑制作

用显著高于低浓度提取液的抑制作用；总间苯三酚提取液对不同镰孢菌的抑制效果显著优于总黄酮提取液。研究证

明香鳞毛蕨总间苯三酚提取液和总黄酮提取液具有抑制镰孢菌活性与开发无公害植物源杀菌剂的潜力。

关键词：香鳞毛蕨；抑菌活性；镰孢菌；间苯三酚；黄酮

香麟毛蕨（Dryopteris fragrans（L.）Schott）属于

鳞毛蕨科（Dryopteridaceae）鳞毛蕨属（Dryopteris），

在中国分布十分广泛，主要包括东北、华北各地。

其主要生物活性成分包括酚类化合物、黄酮类化合
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物和萜类化合物 [1-3]。研究表明，香鳞毛蕨对真菌

性皮肤病有显著疗效，在中国北方民间常用来治疗

脚气病、银屑病、痤掩、皮瘆和皮炎等[4]。

马铃薯干腐病是由镰孢菌属（Fusarium）引起的

一种真菌病害，是马铃薯窖贮期间主要病害之一，

损失率约 15%~35%，严重时可达 50%[5,6]。目前主

要通过化学药剂进行防控，效果较好，但长期使用

化学药剂后病原菌易产生抗药性，防治效果逐年降

低。同时，由于大量使用农药给土壤、水体等生态

环境带来严重污染，因此亟待研究和开发高效、低

毒、低残留、环境友好型植物源农药。

为开发对马铃薯干腐病主要致病菌镰孢菌有效

防治的植物源药剂，本研究选择镰孢菌为受试对

象，通过生长速率法测定香鳞毛蕨不同提取液对镰

孢菌的抑制率，明确香鳞毛蕨不同化学成分与药效

之间的关系，为防治马铃薯干腐病，合理开发香鳞

毛蕨资源和生物农药提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试菌

F1：黄色镰孢菌（Fusarium culmorum）；F2：
燕麦镰孢菌（F. avenaceum）；F3：接骨木镰孢菌

（F. sambucinum）；F4：茄病镰孢菌蓝色变种（F.

solami var. coeruleum（Sacc.）Booth）。均由黑龙江省

农业科学院植物脱毒苗木研究所提供。

1.1.2 植物材料

香鳞毛蕨植株于2014年6月采自黑龙江省五大

连池地区的熔岩台地或熔岩滑石坡的石缝中，采收

植物材料整株植株阴干后粉碎过 40目筛备用。供

试植物材料均由中国科学院植物研究所研究员和哈

尔滨师范大学教授鉴定，香鳞毛蕨植株标本保存于

东北农业大学植物教研室。

1.1.3 主要仪器

超净工作台（哈尔滨东联）；KQ2200B型数控

超声波清洗器；RE-52B 旋转蒸发仪（巩义市英

峪予华仪器厂）；SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空泵

（巩义市英峪予华仪器厂）；DHG-9053A电热恒

温鼓风干燥箱（上海一恒科技有限公司）；AB-

104N型梅特勒电子天平（上海宝曼生物科技有限

公司）；BEACKMAN DU-7 型紫外分光光度仪

（德国贝克曼）。

1.2 试验设计

为了明确不同浓度的香鳞毛蕨总黄酮提取液和

总间苯三酚提取液对4种镰孢菌的抑制作用，设计

了三因素完全随机试验，3次重复。其中因素A为

香鳞毛蕨提取液，分别为总黄酮提取液和总间苯三

酚提取液；因素 B 为浓度，分别为 1 和 0.5 mg/
mL；因素C为菌，分别为黄色镰孢菌（F1），燕麦

镰孢菌（F2），接骨木镰孢菌（F3）和茄病镰孢菌蓝

色变种（F4）。试验在黑龙江省农业科学院植物脱

毒苗木研究所实验室完成。

1.3 试验方法

1.3.1 香鳞毛蕨总黄酮提取液的制备

参考佟伟霜[7]的方法并略作修改，取粉碎后的

香鳞毛蕨植物材料 200 g，按料液比 110（m/V），

加入到 70%（V/V）的乙醇中，50 ℃，45 Hz超声提

取20 min，真空抽滤，收集滤液，再向残渣中加入

20 mL的提取液，重复提取步骤，最后合并 2次滤

液，定容至40 mL，备用。

1.3.2 香鳞毛蕨总间苯三酚提取液的制备

参考樊锐锋等[8]的方法，取粉碎后的香鳞毛蕨

植物材料 10 g，加 50%乙醇 100 mL，60 ℃超声提

取5 min，真空抽滤去沉淀后备用。

1.3.3 总黄酮含量测定

总黄酮主要包括黄酮、黄酮醇、二氢黄酮、异

黄酮、花色素和查尔斯酮等，以及其衍生物。黄酮

类物质一般含有碱性氧原子和羟基，可以和铝离子

产生黄色络合物。加入亚硝酸钠（NaNO2）和氢氧化

铝（Al（OH）3）后呈红色，在 510 nm处有最大吸光

值。因此，以芦丁作为标准品，用硝酸铝（Al
（NO3）3）作为黄酮类物质比色测定的显色剂，吸光

值与芦丁的浓度呈线性关系，所以采用分光光度法

可对总黄酮含量进行测定。采用NaNO2-Al（NO3）3

比色法进行测定[9,10]。精密称取 5 mg 120 ℃ 干燥至

恒重的芦丁，用 95%乙醇溶解后配成 0.1 mg/mL标

准应用液。准确吸取芦丁标准应用液 0， 1.0，
2.0，3.0，4.0 和 5.0 mL，分别置于 25 mL 容量瓶
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中，加 5% NaNO2溶液 0.3 mL，摇匀，静置 6 min。
加 10% Al（NO3）3溶液 0.3 mL，摇匀，静置 6 min后
加1% NaOH溶液10 mL，最后用95%乙醇定容，摇

匀，放置 15 min，在 510 nm处测定吸光度，依据

标准品吸光度绘制标准曲线。

精确吸取待测样品溶液 1 mL，按照上述构建

标准曲线的方法依次加入反应试剂。空白对照溶

液为参比溶液，将待测溶液在 510 nm处测定其吸

光度，每个样品 3次重复，代入标准曲线回归方

程，计算样品含量。

1.3.4 总间苯三酚含量测定

香鳞毛蕨类植物间苯三酚类物质主要包括绵

马贯众素ABBA和绵马酸ABA，坚牢蓝BB盐属于

间苯三酚类物质的专属性显色剂，经过显色反

应，其吸光值与间苯三酚类的浓度呈线性关系，

所以采用分光光度法可对总间苯三酚含量进行测

定。参考高增平和苏雨雷 [11]的方法精密称取绵马

贯众素ABBA，加入 95%乙醇溶液制成 0.02 g/L溶

液备用。精密称取各样品 1 g，加入 95%乙醇溶液

100 mL，60 ℃ 超声提取 10 min，真空抽滤去沉淀

后备用。

分别精确量取样品 2 mL，置于 10 mL磨口具

塞刻度试管中，精确加入 0.5%坚牢蓝 BB盐溶液

5 mL，混匀，室温静置 20 min，将待测溶液在

476 nm处测定其吸光度，每个样品 3次重复，代

入标准曲线回归方程，计算样品含量。

1.3.5 抑菌活性测定

在超净工作台内，将受试的4种镰刀菌从冷藏

中取出，分别从斜面上挑取，然后接种到经 1%次

氯酸钠表面消毒的马铃薯片中，培养3 d后，将活

化好的菌株接种到含有PDA的培养皿中。

在配制不同浓度提取物药液时，提取物和蒸馏水

的小烧杯放入超声清洗仪，利用超声波辅助溶解[12]。

提取液对菌丝生长的影响采用生长速率法[13]。无菌

操作条件下，取上述植物提取液加入 9 mL PDA培

养基，充分混匀，对照组加入等量的无菌水。接

种生长一致的供试菌饼（Ф = 6.0 mm），使菌饼带菌

丝的一面贴在培养基表面，25 ℃下培养，待对照

的菌落直径达到培养皿的2/3时，十字交叉法测量

菌落直径，每个处理重复3次，计算菌丝生长抑制

率。采用Excel 2003进行数据分析。按照下列方法

计算抑制率：

纯生长量 = 菌落平均直径 - 6.0 mm
抑制率（%）=（对照菌落纯生长量 - 处理菌落

纯生长量）/对照菌落纯生长量 × 100%。

1.3.6 数据处理

数据分析采用Excel 2010和R软件（https://www.
r-project.org/）完成。方差分析按三因素完全随机设

计分析，多重比较采用最小显著差数法（Least
significant difference）。
2 结果与分析

2.1 香鳞毛蕨提取液含量的测定

2.1.1 总黄酮提取液含量测定

如图1所示，香鳞毛蕨总黄酮含量测定标准曲

线 Y = 1.116 1 X + 0.000 5（其中X为芦丁标准品吸
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图1 香鳞毛蕨总黄酮含量测定标准曲线

Figure 1 Standard curve of flavonoids of D. fragrans

吸光值 Absorbance
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光值， Y为芦丁标准溶液的浓度，mg/mL），R2 =
0.999 9。由图 1可见标准曲线具有很好的线性关

系，是一条直线。根据标准曲线和公式计算，香

鳞毛蕨提取液总黄酮含量为31.58 mg/g。
2.1.2 总间苯三酚提取液含量测定

如图2所示，香鳞毛蕨总间苯三酚含量测定标

准曲线 Y = 2.061 4 X - 2.004 8（其中X为绵马贯众

素ABBA标准品吸光值， Y为绵马贯众素ABBA标

准溶液的浓度，mg/mL），R2 = 0.998 6。由图2可见

标准曲线具有很好的线性关系，是一条直线。根

据标准曲线和公式计算，香鳞毛蕨提取液总间苯

三酚含量为0.387 mg/g。
2.2 香鳞毛蕨提取液对镰孢菌抑菌活性的比较

不同浓度的香鳞毛蕨不同提取液对不同镰孢

菌的抑菌活性的方差分析如表 1所示。结果表明，

不同浓度的香鳞毛蕨不同提取液对不同镰孢菌的

抑菌活性具有显著差异。其中总黄酮提取液在不

同浓度下对镰孢菌的抑菌率平均值为 49.67%，远

低 于 总 间 苯 三 酚 提 取 液 的 抑 菌 率 平 均 值

（82.24%）。当提取液浓度为 0.5 mg/mL时，不同提

取液对镰孢菌的抑菌率平均值为 56.60%，当浓度

提高的 1.0 mg/mL时，相应的抑菌率平均值提高到

75.30%。不同镰孢菌株对香鳞毛蕨的不同提取液

的敏感性差异明显，其中茄病镰孢菌蓝色变种

（F4）对香鳞毛蕨提取液敏感性最高，平均抑菌率

为 67.95%，其次为燕麦镰孢菌（F2），平均抑菌率

为 66.66%，黄色镰孢菌（F1）敏感性最低，平均抑

菌率为 63.99%。比较不同提取液与不同镰孢菌互

作时发现，总间苯三酚对燕麦镰孢菌（F2）的抑菌

效果最好，对茄病镰孢菌蓝色变种（F4）的抑菌效

果最差。总黄酮对茄病镰孢菌蓝色变种（F4）的抑

菌效果最好，对燕麦镰孢菌（F2）的抑菌效果最差。
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图2 香鳞毛蕨总间苯三酚含量测定标准曲线

Figure 2 Standard curve of total phloroglucinol of D. fragrans

表1 镰刀菌，抑菌剂及抑菌剂不同浓度多因素方差分析

Table 1 Multiple factor analysis of variance for Fusarium, antifungal activity and different contents

吸光值 Absorbance
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2.3 香鳞毛蕨提取液对镰孢菌抑菌活性测定

2.3.1 总黄酮提取液对镰孢菌抑菌活性测定

采用生长速率法对香鳞毛蕨总黄酮提取液进行

了体外抑菌活性的初步研究，抑制结果见图3。结

果显示，香鳞毛蕨总黄酮提取液对4种镰孢菌具有

一定的抑制作用。当香鳞毛蕨总黄酮提取液浓度为

1 mg/mL时，抑制率均在 54.6%以上，其中对茄病

镰孢菌蓝色变种（F4）的抑制率最高，抑制率达

66.1%，对燕麦镰孢菌（F2）的抑制率最低，抑制率

为 54.6%。当提取液浓度为 0.5 mg/mL时，对茄病

镰孢菌蓝色变种（F4）的抑制率最高，抑制率达

54.3%，对黄色镰孢菌（F1）和燕麦镰孢菌（F2）的抑

制率较低，分别为 34.6%和 34.4%。由此可见，香

鳞毛蕨总黄酮提取液对不同镰孢菌抑制效果存在一

定差异，高浓度提取液对不同镰孢菌的抑菌作用显

著高于低浓度提取液的抑菌作用。
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2.3.2 总间苯三酚提取液对镰孢菌抑菌活性测定

采用生长速率法对香鳞毛蕨总间苯三酚提取

液进行了体外抑菌活性的初步研究，抑制结果见

图 4。结果显示，香鳞毛蕨总间苯三酚提取液对4
种镰孢菌具有一定的抑制作用。当香鳞毛蕨总间苯三

酚提取液浓度为1 mg/mL时，抑制率均在88%以上，

其中对接骨木镰孢菌（F3）的抑制率最高，抑制率达

97.3%，对茄病镰孢菌蓝色变种（F4）的抑制率最低，

抑制率为88.4%。当提取液浓度为0.5 mg/mL时，提

取液对镰孢菌的抑制率均在63%以上，对燕麦镰孢
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图3 香鳞毛蕨总黄酮提取液对镰孢菌的抑制率

Figure 3 Inhibition of D. fragrans total flavonoids extracts on growth of Fusarium

图4 香鳞毛蕨总间苯三酚提取液对镰孢菌的抑制率

Figure 4 Inhibition of D. fragrans total phloroglucinol extracts on growth of Fusarium
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菌（F2）的抑制率最高，抑制率达83.7%，对茄病镰

孢菌蓝色变种（F4）的抑制率最低，抑制率为

63.0%。由此可见，香鳞毛蕨总间苯三酚提取液对

不同镰孢菌抑制效果存在一定差异，高浓度提取液

对不同镰孢菌的抑菌作用显著高于低浓度提取液的

抑菌作用。

3 讨 论

蕨类植物是一群在种质和代谢产物方面均具有

多样性的孢子植物，中国有 2 600余种蕨类植物，

其中具有药用价值的多达 300余种[14]。香鳞毛蕨是

一种重要的药用植物，含有多种化学成分，迄今为

止，具有多方面的药理作用，已广泛应用于多种真

菌性皮肤病的治疗且治疗效果显著。研究显示其主

效成分主要是间苯三酚类和黄酮类化合物，迄今已

分离得到 80多种间苯三酚类化合物[15,16]和 4种黄酮

类化合物[17]，由于香鳞毛蕨对皮肤病的病原真菌有

一定的抑制作用。因此本文首次将香鳞毛蕨主要药

效成分总间苯三酚提取液和总黄酮提取液应用到镰

孢菌防治方面，为探索新的植物源抑镰孢菌药剂提

供了理论基础。通过该研究的实施开辟了香鳞毛蕨

新的应用领域，为拓展和挖掘香鳞毛蕨的药用价值

起到了开创性的作用。

许多研究与本研究得到相一致的结果，如范

华倩等 [18]的研究表明香鳞毛蕨总间苯三酚提取液

对红色毛癣菌（Trichophyton rubrum）等 4种真菌性

皮肤病病原菌有一定的抑制作用，抑制效果与间

苯三酚提取液含量存在正相关关系。Lu等 [19]从贯

叶连翘中提取的黄酮类物质对小麦赤色镰孢菌

（F. graminearum Schw.）有一定的抑制作用。本研究

结果表明，香鳞毛蕨间苯三酚和总黄酮提取液在一定

程度上抑制黄色镰孢菌（F. culmorum）、燕麦镰孢菌

（F. avenaceum），接骨木镰孢菌（F. sambucinum）和

茄 病 镰 孢 菌 蓝 色 变 种（F. solami var. coeruleum
（Sacc.）Booth）菌落的生长，进而起到抑菌作用，

且高浓度总间苯三酚提取液和总黄酮提取液对不

同镰孢菌的抑制作用显著高于低浓度提取液的抑

制作用。

本研究结果进一步显示，香鳞毛蕨总间苯三酚

提取液和总黄酮提取液对4种镰孢菌的抑制率有显

著差异，总间苯三酚提取液对不同镰孢菌的抑制效

果明显优于总黄酮类提取液，但不能一概的认为

镰孢菌对间苯三酚类物质更敏感，因为此方法只

是对香鳞毛蕨间苯三酚和黄酮的粗提，还需要进

行后续的试验，明确具体是何种间苯三酚类物质

和黄酮对镰孢菌起到抑制作用，并进行分离、纯

化和结构鉴定，为开发植物源农药提供更科学和

具体的理论支撑。
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在 2016年 1月 18~22日，由 21世纪全球木薯合作团队和国际块根类作物学会（The International
Society for Tropical Root Crops，ISTRC）共同于南宁市召开的“21世纪全球木薯合作团队第3次会议暨

国际块根块茎类作物学会第17次会议”上，国际块根类作物学会授予金黎平研究员终身成就奖，以

表彰她在块茎类作物方面的贡献。同时获奖的还有我国著名的甘薯专家马代夫先生。

金黎平研究员是国家马铃薯产业技术体系首席科学家、农业部薯类作物生物学与遗传育种重点

实验室主任、中国作物学会马铃薯专业委员会副主任委员。主持完成了国家科技支撑和 863计划、

农业部项目、国际合作项目、国家自然科学基金等 20多项科研课题。主持育成了从‘中薯 3号’到

‘中薯21号’的系列马铃薯品种19个，其中18个品种通过国家级审定，并在全国范围内大面积推广

应用。获得国家级或省部级科技奖励多次，其中2015年获得中华农业科技一等奖，2011年被评为

全国农业科研杰出人才、农业部“十位优秀农业科技专家”之一。2006年被评为宁夏先进科技工作

者。获国家发明专利2项，发表学术论文100余篇，主编和参编著作10余部，培养了20余名研究生

和其他专业技术人员。她长期组织协调全国马铃薯产业各领域的研发工作；为国家、地方和企业制

订马铃薯种业及产业发展规划；提供产业发展咨询和技术培训，在推动产业发展，提高地方和农户

效益等方面做出了巨大贡献并获得了同行的高度评价。

国际块根类作物学会于1967年成立，是世界上从事块根块茎类作物研究、生产和利用单位及个

人的联系、合作和交流的工作平台，致力于相关作物的改良，定期出版国际期刊并举办国际会议，

与国际热带农业中心、国际马铃薯中心以及其他国际机构有紧密的合作。国际块根类作物学会颁发

“终身成就奖”以向那些为块根块茎类作物的发展做出杰出贡献的科学家致敬。金黎平研究员和马代

夫先生是首次获得此殊荣的中国人。

中国科学家金黎平首获“ISTRC终身成就奖”
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