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摘 要:本研究旨在探究和厚朴酚(honokiol,HNK)对水霉孢子的抑制效果并分析其可能的作用

机制。试验采用二倍比稀释法制备不同HNK浓度的药物培养基(512、256、128、64、32、16、8、4、2、

1
 

mg/L),利用油菜籽培养法将复壮后的水霉接种至培养基上,24
 

h后观察水霉孢子的萌发情况从

而确定HNK对水霉孢子的抑制浓度。同时,选取其中抑制效果明显的浓度,分别利用扫描电镜和

透射电镜观察、分析HNK对水酶孢子超微结构的影响。结果显示,48
 

mg/L浓度下,形态观察显

示HNK处理后的水霉孢子细胞损伤相对严重,呈现重度水肿现象;细胞内基质稀疏、溶解,细胞器

肿胀;细胞膜大面积崩解并质壁分离。本研究结果表明,在适宜浓度条件下,HNK对水霉孢子胞

内结构造成了明显损伤,从而对其生长萌发具有显著的抑制效果。
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  Abstract:
 

The
 

aim
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

investigate
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

honokiol
 

(HNK)
 

on
 

water
 

fungus
 

spores
 

and
 

to
 

analyse
 

its
 

possible
 

mechanism
 

of
 

action.In
 

the
 

experiment,drug
 

media
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

HNK
 

(512,256,128,

64,32,16,8,4,2,1
 

mg/L)
 

were
 

prepared
 

by
 

double
 

dilution
 

method,and
 

the
 

recovered
 

water
 

fungus
 

was
 

inoculated
 

on
 

the
 

media
 

by
 

rapeseed
 

culture
 

method,and
 

the
 

germination
 

of
 

water
 

fungus
 

spores
 

was
 

observed
 

24
 

h
 

later
 

to
 

determine
 

the
 

inhibi-
tion

 

concentration
 

of
 

HNK
 

on
 

water
 

fungus
 

spores.At
 

the
 

same
 

time,the
 

concentration
 

of
 

HNK
 

with
 

obvious
 

inhibitory
 

effect
 

was
 

selected,and
 

the
 

effect
 

of
 

HNK
 

on
 

the
 

ultrastructure
 

of
 

water
 

fungus
 

spores
 

was
 

analysed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope
 

and
 

transmission
 

electron
 

microscope
 

respectively.The
 

results
 

showed
 

that
 

at
 

the
 

concentration
 

of
 

48
 

mg/L,the
 

morphological
 

observation
 

showed
 

that
 

after
 

HNK
 

treatment,the
 

spore
 

cells
 

were
 

relatively
 

severely
 

damaged
 

and
 

showed
 

severe
 

edema.The
 

intracellular
 

matrix
 

was
 

sparse
 

and
 

dissolved,and
 

the
 

organelles
 

were
 

swollen.Massive
 

cell
 

membrane
 

disintegration
 

and
 

plas-
mic

 

wall
 

separation.The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

showed
 

that
 

HNK
 

caused
 

obvious
 

damage
 

to
 

the
 

intracellular
 

structure
 

of
 

spore
 

and
 

inhibited
 

the
 

growth
 

and
 

germination
 

of
 

spore
 

at
 

appropriate
 

concentration.
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  水霉病又称肤霉病或白毛病,是水生动物常见

的 真菌性疾病之一[1-2]。水霉病通常是在捕捞和运

输过程中由于鱼体擦伤或寄生虫叮咬而留下的伤口
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感染水霉菌所致,即当鱼体受伤、抵抗力降低时,水
霉孢子就会趁虚而入,侵入鱼体伤口处萌发并寄

生[3]。当水霉菌动孢子粘附成功后,其内、外菌丝就

会分别向相反方向生长,内菌丝会将蛋白酶分泌到

鱼的皮肤和肌肉中造成破坏,然后向内生长扩大病

灶面积并为菌丝生长提供养分,而外菌丝则向外不

断生长产生休眠孢子囊和动孢子囊及有性生殖器并



释放休眠孢子和动孢子[4]。养殖鱼类患上水霉病

时,若没有合适的药物治疗,就很难被治愈[5],给水

产养殖业造成了严重的经济损失,也给该疾病的防

治工作带来了巨大困难。

  孔雀石绿(malachite
 

green,MG)是一种优质的

驱虫剂、杀菌剂和防腐剂,因其低廉的成本和高效的

杀菌效果,曾广泛应用于水产养殖业,用以预防和治

疗水产动物的水霉病和原虫病。然而由于孔雀石绿

在鱼体内会触发鱼类皮肤组织的一些炎症,并导致

鱼类重要部位如脊椎、头部等发生变异从而引起畸

形现象;同时还存在巨大毒副作用、高残留量以及致

畸形与致癌变等诸多危害,因此国家已明令禁止在

水产品中添加孔雀石绿[6]。

  自古以来,我国就将中草药用到了鱼病的防治

工作中,并取得了显著成效。中草药提取物源自天

然资源并保留了其活性成分的完整性,是一种理想、
天然、绿色环保的无公害药物;其具有毒副作用小、
残留量低等特点,并能全面调节机体生理功能,兼具

营养与药效双重优势;同时来源广泛、价格低廉、有
效时间持久以及使用方法简单等特点也使其备受青

睐[7],目前对于抗菌中药的开发也取得了很大进展。
随着水产养殖鱼类深部真菌感染率的增加,加上治

疗难度大、真菌耐药性强、现有药物毒副作用大等原

因,寻求新型高效、低毒的抗真菌药物仍然是当前亟

待解决的问题。和厚朴酚是一种从我国传统中草药

厚朴中分离提取得到的活性化合物,具有抗病毒、抗
氧化、抗炎和抗菌等多种生物学活性。有研究表

明[8],HNK 在水生动物疾病防治中也有应用,例
如,杨飞通过构效关系研究发现了 HNK具有抗大

口黑鲈弹状病毒(micropterus
 

salmoides
 

rhabdovir-
us,MSRV)活性;陈晓慧[9]通过对厚朴的分离和鉴

定,并在体内体外试验中发现:HNK具有抗氧化作

用和 对 草 鱼 呼 肠 孤 病 毒 (grass
 

carp
 

reovirus,

GCRV)复制的抑制活性。然而有关其在水霉病防

治方 面 鲜 见 报 道。基 于 以 上 背 景,本 文 研 究 了

HNK对于水霉孢子的抑制效果及超微结构的影

响,以期为新型抗菌药物的研发和水霉菌的防控提

供理论基础。

1 材料和方法
 

1.1 试验材料

1.1.1 主要试剂 电镜固定液、磷酸缓冲液(phos-
phate

 

buffer,PB)、丙酮、812包埋剂、乙酸异戊酯、
水霉保种油菜籽、二甲基亚砜、琼脂、蛋白胨等。

1.1.2 主要仪器设备 恒温生化培养箱、4
 

℃冰

箱、高压灭菌锅、扫描电子显微镜(SEM)、透射电子

显微镜(TEM)等。

1.1.3 供试药物与试剂 HNK、水霉菌。

1.2 试验方法

1.2.1 固体培养基的制备 参考刘云鹏等[10]的试

验选用马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养:将马铃薯切

成大小约为1
 

cm3 的小块,称100
 

g,放入500
 

mL
水中煮沸20~30

 

min,然后用四层纱布过滤,取其

滤液。加水定容至500
 

mL,加入葡萄糖和琼脂至完

全溶解,趁热分装至试管或三角瓶中,分装完毕后,
在试管口或三角瓶口塞上棉花,以防止外界微生物

进入培养基而造成污染,同时也能保证有良好的通

气性。棉塞上包两层报纸,扎紧后进行高压蒸汽灭

菌(0.1
 

MPa,121
 

℃)20
 

min,灭完菌后取出三角瓶,
待培养液温度冷却至适温后,在无菌操作台中进行

倒平板。最后将培养皿放入25
 

℃恒温箱中培养24
 

h,检验灭菌效果,无污染方可使用。

1.2.2 药 物 培 养 基 的 制 备 配 出64
 

mg/mL
(1

 

024
 

mg
 

HNK/16
 

mL
 

DMSO)母液,1
 

L的液体

培养基,取1
 

mL母液和124
 

mL液体培养基配成1
号锥形瓶512

 

mg/L,从1号瓶中量取62.5
 

mL倒

进2号锥形瓶,接着倒入62.5
 

mL的液体培养基,
浓度稀释到256

 

mg/L,按照倍比稀释的方法依次配

成512、256、128、64、32、16、8、4、2、1
 

mg/L,配好浓

度后向每个锥形瓶加入1.125
 

g琼脂,将10个锥形

瓶放入高压灭菌锅灭菌,将灭完菌的含药物培养基

倒入相应的12孔板中,待其冷却凝固后放入水霉油

菜籽,设置对照组。

1.2.3 水霉培养 将已制作好的PDA培养基在

25
 

℃恒温箱培养24
 

h后,在无菌操作台将水霉种

子接种在培养皿中,并在培养皿中放入适量的灭菌

油菜籽。然后将培养皿放到恒温培养箱中等待水霉

的培养。每天观察水霉生长的情况,大约在接种后

的第3天就能在培养皿中观察到水霉菌丝已经长

出,再使用无菌蒸馏水冲洗平板,制得孢子悬液。在

接种培养时一定要无菌操作。

  菌种活化是将保存在储藏柜里附着有菌种的油

茶籽取出,接种于提前备好的带有无菌PDA培养

基的培养皿中备用。配出64
 

mg/mL母液,采用稀

释法,加入琼脂制成最佳浓度的带药平板与等体积

的不加药培养基设置空白对照。待培养基凝固后,
取活化后的附着有孢子的油菜籽,接种于不同浓度

的带药平板与空白平板上,然后放置在25
 

℃的恒温

生化培养箱中培养,备用。

1.2.4 扫描电镜(SEM)制片观察 ①取材固定:

83 畜
 

牧
 

兽
 

医
 

杂
 

志     43卷



切取上述用药物处理与未经药物处理的不超过

3
 

mm2 菌块于离心管中,加电镜固定液室温固定2
 

h,
再转移至4

 

℃冰箱保存。②后固定:固定好的样品

经磷酸缓冲液PB
 

(0.1
 

mol/L,pH=7.4)漂洗3
次,每次15

 

min。用PB配制1%锇酸室温(20
 

℃)
避光固定1~2

 

h。然后再用PB漂洗3次,每次

15
 

min。③脱水:组织依次入梯度浓度酒精(30%-
50%-70%-80%-90%-95%-100%-100%)
分别 脱 水 15

 

min,之 后 加 入 乙 酸 异 戊 酯 浸 泡

15
 

min。④干燥:将样品置于临界点干燥仪内进行

干燥。⑤样本导电处理:将样品粘附在导电碳膜的

双面胶上,置于离子溅射仪样品台上进行约30
 

s的

喷金。⑥扫描电子显微镜下观察采图。

1.2.5 透射电镜(TEM)制片观察 ①取材固定:
挑取上述用药物处理与未经药物处理的孢子于离心

管中,加入电镜固定液室温固定2
 

h,再转移4℃冰

箱固定2
 

h。细胞低速离心至管底可以看到绿豆大

小的细胞团块,用1%琼脂糖包裹,经PB(0.1M,pH
=7.4)漂洗3次,每次1~5

 

min。②后固定:用PB
配制1%锇酸室温固定2

 

h。再用PB漂洗3次,每
次1~5

 

min。③脱水:组织依次加入50%-70%-

80%-90%-95%-100%-100%酒精-100%丙

酮-100%丙酮进行脱水,每次15
 

min。④渗透∶丙

酮∶812包埋剂=1∶1(2~4
 

h),丙酮∶812包埋剂=
2∶1渗透过夜,纯812包埋剂5~8

 

h,将纯812包埋

剂倒入包埋板,将样品插入包埋板中,在37
 

℃烤箱

过夜。⑤包埋:60
 

℃烤箱聚合48
 

h。⑥切片:用超

薄切片机切成60~80
 

nm的超薄切片。⑦染色:铀
铅双染色(2%醋酸铀饱和酒精溶液,枸橼酸铅,各染

色15
 

min)后,将切片置于室温干燥过夜。⑧透射

电子显微镜下观察,采集图像分析。

2 结果与分析

  经试验得出,不同浓度的含 HNK的药物培养

基都对水霉孢子有一定的抑制作用,其中32~
64

 

mg/L时的抑制杀灭作用最为明显(表
 

1)。

  经初步试验证明,药物抑制和杀灭孢子的浓度

大概确定在32~64
 

mg/L之间,所以为进一步确定

抑制浓度,在已知大范围浓度内在进行浓度梯度配

比设置,将浓度范围缩小至32~64
 

mg/L之间并重

复上一步的试验,结果见表
 

2。

表1 含HNK培养基对水霉孢子的抑制范围

Table
 

1 Inhibition
 

range
 

of
 

water
 

fungus
 

spores
 

in
 

HNK
 

medium

药物浓度/(mg/L)

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 空白

孢子生长情况 - - - - + + + + + + +

  注:+表示水霉生长;-表示水霉没有生长。

表2 不同浓度含HNK培养基在60
 

h内对水霉孢子的抑制效应

Table
 

2 Inhibition
 

effect
 

of
 

different
 

concentration
 

of
 

HNK
 

on
 

water
 

fungus
 

spores
 

in
 

60
 

h

时间
药物浓度/(mg/L)

52 48 44 40 36 32 28 空白

24
 

h - - - + + + + +
36

 

h - - - + + + + +
48

 

h - - - + + + + +
60

 

h - - - + + + + +

  注:+表示水霉生长;-表示水霉没有生长。

2.1 扫描电子显微镜(SEM)观察水霉孢子形态

  如图1中A和B所示,未经 HNK处理的水霉

孢子形态正常,经48
 

mg/L
 

HNK处理后的部分水

霉孢子外部有细微变化,可初步判断 HNK对水霉

孢子外部形态有轻微的损伤。
2.2 透射电子显微镜(TEM)观察水霉孢子形态

  如图2中A、B所示,水霉孢子细胞整体结构尚

可,胞内基质均匀,细胞器未见明显肿胀。细胞壁

(CW)结构完整、薄厚均一,细胞壁外侧可见表面黏

液层(ML)相对较厚,分布均匀。细胞膜(PM)结构

正常,未见明显质壁分离。线粒体(M)未见明显肿

胀,膜完整、嵴平行排列;粗面内质网(RER)未见明

显扩张。糖原颗粒丰富,均匀分布。脂滴(LD)少量

存在,液泡(V)较小,其内可见较多絮状物。

  如图2中C、D所示,经48
 

mg/L
 

HNK处理后

的细胞整体损伤相对严重,呈重度水肿,胞内基质稀

疏、溶 解,大 多 细 胞 器 肿 胀、空 泡 变 性。细 胞 壁

(CW)完整,细胞壁外侧黏液层(ML)稀疏、消失;细

934期     郭治家,等:和厚朴酚对水霉孢子抑制效果的研究



胞膜(PM)皱缩,向内侧呈明显凹陷、破损、崩解,大
面积低电子密度水肿区,严重质壁分离。线粒体

(M)明显肿胀,基质变淡、嵴消失,膜破损、崩解;粗
面内质网(RER)明显扩张,脱颗粒,空泡变性。脂

滴(LD)少量存在。综上所述,48
 

mg/L
 

HNK对水

霉孢子超微结构有严重影响,从而导致孢子内部结构

破坏,孢子生长受阻。

A为空白对照;B为
 

48
 

mg/L
 

HNK处理

图1 扫描电镜观察水霉孢子形态

Fig.1 Morphology
 

of
 

water
 

fungus
 

spores
 

was
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope

A、B.对照;C、D.48
 

mg/L
 

HNK处理;CW.细胞壁;

ML.细胞壁外侧黏液层;PM.细胞膜;M.线粒体;

RER.粗面内质网;LD.脂滴;V.液泡

图2 透射电镜观察水霉孢子形态

Fig.2 Morphology
 

of
 

water
 

fungus
 

spores
 

was
 

observed
 

by
 

by
 

transmission
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3 讨 论

  水霉病作为一种常见的鱼类真菌性疾病[1],对
水产养殖业的发展及相关研究造成了很大的困扰。
为此,研究者尝试用化学药物防治、生物防治和中草

药防治等诸多解决方案。然而,考虑到用于防治水

霉病的化学药物或制剂本身可能产生的残留、毒副

作用及其影响效果等问题,从而使得孔雀石绿、甲
醛、碘伏这类对哺乳动物和人体产生致癌、致突变等

毒害作用的化学药物防治水霉病遭到否定,近年来

国际上研发的一些新型有效物,安全性也有待明确,
其并不是防治鱼类水霉病的最佳选择[11]。由于常

规药物及化学药物本身存在局限性和危害性,目前

许多研究者都将注意力转向了中草药防治这一领

域。中草药防病在我国历史悠久,在抑菌、抗菌和促

生长等方面有重要作用[12]。此外,中草药还具有副

作用 少、毒 性 低 以 及 不 易 产 生 抗 药 性 等 诸 多 优

点[13]。因此,选用中草药治疗水霉病有很大的优

势。HNK作为中草药活性成分,具有广谱抗菌、抗
炎、抗氧化、抗衰老、改善肺损伤和肾损伤等丰富的

药理活性[14-17],据已有相关报道表明[18],HNK在不

同浓度下对于烟曲真菌,白假丝酵母[19-22]具有抑制

效果,孔苗等[23],报道3.13、6.25、12.5、25、50
 

mg/L
的浓度条件下HNK对青真菌和链格孢菌的菌丝和

孢子均有抑制作用,尤其对青真菌的孢子萌发具有

较强的抑制作用,其抑制率分别为13.9%、22.2%、

24.9%、45.5%和79.1%。综上所述,证实了 HNK
具有广谱抗真菌作用。因此,本文就 HNK对于水

霉孢子的抑制效果进行了评价,并分析了 HNK对

水霉孢子超微结构的影响。由于丝状真菌药敏试验

的最终菌量确定至今仍然无标准化定量,因此用有

无生长菌丝来表示各药物浓度下对水霉孢子的抑制

杀灭 情 况[24],结 果 显 示:当 HNK 浓 度 为 32~
64

 

mg/L时可以有效地控制水霉孢子增长情况,且

>40
 

mg/L时抑制效果显著。通过扫描电镜与透

射电镜观察HNK对水霉孢子超微结构的影响,发
现48

 

mg/L时HNK可使水霉孢子细胞重度水肿,
胞内基质稀疏、溶解,大多细胞器肿胀、空泡变性。
即对其内部结构造成严重破坏,从而抑制水霉孢子

生长。HNK是一种联苯酚类化合物,是厚朴的主

要有效成分之一[25]。作为中草药活性成分,其毒副

作用小且绿色环保,符合水产病害的无公害防治和

渔业可持续发展理念,也满足环境和人类健康发展

的要求,在疾病防治方面具有光明的前景。

4 结 论

  本文研究了不同浓度HNK对水霉孢子的抑制

效果,研究结果显示:HNK浓度在32~64
 

mg/L范

围时,能有效抑制水霉孢子的生长情况,当 HNK浓

度>40
 

mg/L时抑制效果显著;选取48
 

mg/L浓

度,结合扫描电镜与透射电镜观察得出,经48
 

mg/L
浓度处理过的水霉孢子细胞整体损伤严重,呈现重

度水肿,基质稀疏、溶解,膜皱缩,大多细胞器肿胀、
空泡变性,质壁分离等情况。结果表明,HNK明显

影响了水霉孢子的细胞壁和细胞内结构,从而达到

了抑制其生长的效果。
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