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反式-2-己烯醛对梨果黑斑病菌Alternaria alternata
的抑菌作用及其机理

董玉鹏，孙 萍，李永才*，毕 阳，张 苗，黄 怡，张婷婷
（甘肃农业大学食品科学与工程学院，甘肃 兰州 730070）

摘  要：本实验以梨果黑斑病菌Alternaria alternata为研究对象，采用滤纸片扩散法研究植物源挥发性物质反

式-2-己烯醛对A. alternata生长的抑制作用和对黑斑病的控制作用，通过检测膜完整性进一步探讨其抑菌作用的机

理。结果表明：反式-2-己烯醛能显著抑制A. alternata的孢子萌发和菌丝生长，且其抑制作用存在剂量效应，其中 

2.0 μL/mL处理后A. alternata的孢子萌发率和菌落直径仅为对照的13.9%和36.67%，同时反式-2-己烯醛熏蒸处理能有

效控制梨果黑斑病的扩展。进一步研究表明反式-2-己烯醛处理严重破坏了A. alternata细胞膜完整性，膜电导率和核

酸渗出率显著增加（P＜0.05）。此外，反式-2-己烯醛均不同程度上降低了A. alternata交链格孢酚单甲醚、链格孢

酚、交链格烯和腾毒素4 种毒素的产生量。上述结果表明反式-2-己烯醛能够通过破坏A. alternata细胞膜完整性和抑

制其毒素的产生而降低A. alternata生长和致病性。
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Abstract: The inhibitory effects of trans-2-hexenal, a plant-derived volatile substance, on the growth of Alternaria alternata 
and black spot development in pear fruit inoculated with this fungal pathogen were studied, and its underlying mechanism 
was also evaluated by examining cell membrane integrity. Results showed that trans-2-hexenal significantly inhibited the 
spore germination and mycelium growth of A. alternata in a concentration-dependent manner. The spore germination rate 
and colony diameter of A. alternata after treatment with 2.0 μL/mL were only 13.9% and 36.67% when compared with the 
control. At the same time, trans-2-hexenal fumigation treatment effectively reduced the development of pear black spot. 
Further research showed that the trans-2-hexenal treatment severely destroyed A. alternata cell integrity and significantly 
increased membrane conductivity and nucleic acid leakage rate (P < 0.05). Additionally, trans-2-hexenal treatment reduced 
the production of four mycotoxins in A. alternate including monomethyl ether, alternariol, altenuene and tentoxin to 
different extents. These findings suggested that the trans-2-hexenal might effectively reduce the growth and pathogenicity of  
A. alternata through damaging cell membrane integrity and decreasing mycotoxin production.
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早酥梨（Pyrus bretchneideri cv. Zaosu）是中国西

北地区主栽的梨品种，其果大核小、果皮翠绿，质细酥

脆、汁多味甜，深受消费者青睐[1]。然而早酥梨通常采收

于夏季高温时节，快速的品质劣变及腐败致使采后果实

损失严重，制约了早酥梨产业的健康发展[2]。其中由互隔

交链孢（Alternaria alternata）引起的黑斑病是早酥梨采

后主要的病害之一[3]，A. alternata能在室温或低温环境下

快速生长而使果实腐败变质，并在生长过程中产生多种

真菌毒素，对人类和动物健康造成潜在安全风险[4]。目前

主要采用抑霉唑和噻苯达唑[5]等化学杀菌剂控制梨果采后

病害，但长期使用化学杀菌剂会导致病原菌产生抗药性

和环境污染，并危害人体健康[6]。因此，寻求和开发更加

安全、高效的植物源杀菌剂来防治A. alternata引起的早酥

梨黑斑病迫在眉睫[7]。

绿叶挥发物是植物不饱和脂肪酸经过催化而形成

的一类含有6 个碳的小分子醛、醇和酯类化合物[8]。其

主要参与植物特殊气味形成，在植物直接和间接防御应

答中发挥重要作用[9]，其中很多挥发物具有抑菌、杀菌

作用。孟雪等[10]发现，绿萝和常春藤的3 种主要挥发物 

α-蒎烯、莰烯和桉树脑对枝孢霉（Cladosporium sp.）、

链格孢（Alternaria sp.）、附球菌（Epicoccum sp.）、

青霉（Penicillium sp.）和黑曲霉（Aspergillus niger）
具有较强的抑菌作用。梁海燕等[11]研究发现(Z)-3-己烯

醛、(Z)-3-己烯醇、(E)-2-己烯-1-醇等7 种绿叶挥发物均

对黄曲霉的菌丝生长有明显抑制作用；同时研究发现芳

樟醇、柠檬烯、(E)-2-己烯醛等12 种挥发物对哈茨木霉

（Trichoderma harzianum）的生长和产孢量均有抑制作

用 [12]。其中反式-2-己烯醛（C6H10O）属于绿叶挥发物

的一种，是大多数绿色植物受损伤后都能快速合成并释

放的挥发性物质。已有研究表明反式-2-己烯醛能显著

抑制黄曲霉菌（Aspergillus fiavus）[13]和草莓炭疽病菌

（Colletotrichum acutatum）[14]的菌丝生长。Menniti等[15]

还发现反式-2-己烯醛对玉米粒储藏期病原菌串珠镰刀

菌（Fusarium verticillioides）有显著的抑制作用。目前

有关反式-2-己烯醛对梨果黑斑病菌（A. alternata）的抑

菌作用及其机理鲜见报道。因此本实验以梨果黑斑病菌 

A. alternata为对象，研究植物源挥发性物质反式-2-己烯

醛对A. alternata生长的抑制和对黑斑病的控制作用，并进

一步探讨其抑菌作用的机理，以期为反式-2-己烯醛作为

天然防腐杀菌剂在果蔬采后病害控制中的应用提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 菌株、材料与试剂

供试链格孢Alternaria alternata分离于贮藏中自然发

病的梨果实，纯化、鉴定后用马铃薯葡萄糖琼脂（potato 
dextrose agar，PDA）培养基保存待用。

供试早酥梨采摘于甘肃省景泰县条山农场，挑选大

小一致、无机械损伤、无病虫害的果实，纸箱包装后运

达实验室，冷库低温贮藏待用。

反式-2-己烯醛（纯度≥98%） 上海麦克林生化

科技有限公司；毒素标准品 上海源叶生物科技有限 

公司；氯化钠、硫酸镁和乙醇等试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

LDZX-30KBS立式压力蒸汽灭菌锅 上海申安医疗

器械厂；SW-CJ-2FD超净工作台 苏州安泰空气技术有

限公司；DHP-9272B型恒温培养箱 上海一恒科技有

限公司；CX21FSIC光学显微镜、DDS-370型微型电导仪 
日本奥林巴斯工业有限公司；UV2450型紫外分光光度计 
日本岛津公司；H-1850R型台式高速冷冻离心机 长沙

湘仪离心机有限公司；AWL-1002-M超纯水仪 美国艾

科浦国际有限公司；U-LH100-3型荧光显微镜 上海永

科光学仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 A. alternata孢子悬浮液的配制

参照高春丽等[16]的方法并略作修改，向在无菌操作

条件下向培养5 d的A. alternata培养皿中倒入少量无菌

水，并加入少量质量分数0.01% Tween-80，用灭菌的涂布

器轻刮，将所得溶液通过4 层纱布过滤到灭菌三角瓶中，

用无菌水稀释，在混合器上振荡15 s，用血球计数板计

数，配制成1×106 个/mL孢子悬浮液。

1.3.2 A. alternata生长及致病性分析

1.3.2.1 A. alternata孢子萌发率的测定

采用纸片扩散法测定A. alternata孢子萌发率，无菌

条件下，用打孔器制取直径为9 mm的质量分数2%琼脂

培养基，置于灭过菌的载玻片上，滴加上述孢子悬浮液

20 μL，再用无菌镊子取一滤纸片（直径15 mm）置于皿盖

中央，在滤纸片上加入0.5、1.0、1.5 μL/mL和2.0 μL/mL的
反式-2-己烯醛溶液各20 μL，以无菌水作对照，于27 ℃孵

育，6 h后镜检观察孢子萌发情况。每次镜检100 个真菌孢

子，每次实验重复3 次。孢子萌发率计算如下式所示。

/% 100

1.3.2.2 A. alternata菌丝生长情况分析

采用滤纸片扩散法测定菌落直径，使用直径为

90 mm的培养皿培养，每皿加入PDA培养基20 mL，待培

养基凝固后，分别接种27 ℃下培养7 d的直径为8 mm的

菌饼，再用无菌镊子取一滤纸片（直径15 mm）置于皿

盖中央，在滤纸片上加入0.5、1、1.5 μL/mL和2 μL/mL
的反式-2-己烯醛溶液各20 μL，以无菌水作对照，然后
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27 ℃条件下恒温培养5 d，采用十字交叉法测量菌落直

径。每个处理重复3 次。

1.3.2.3 早酥梨果实黑斑病病斑直径的测定

参照Moscoso-Ramírez[17]和张智毅[18]等的方法略作

修改，选择贮藏于5～10 ℃下的外观整齐、无病虫害的

早酥梨，先用自来水冲洗后，再用体积分数2%的次氯

酸钠溶液浸泡3 min进行表面消毒，然后再用无菌水冲

洗后在实验台上自然晾干，随后再用体积分数75%乙

醇溶液进行表面消毒，最后用高压灭菌的打孔器（直

径3 mm）在果实赤道部位均匀打出3 mm×3 mm的伤

口3 个，1 h后用移液枪接种25 μL孢子悬浮液，室温

下晾干，2 h后放于塑料托盘中，快速放入盛有0.5、

1、1.5 μL/mL和2 μL/mL反式-2-己烯醛溶液烧杯的塑

料密封盒（38 cm×25 cm×14 cm）内，立即密封，熏

蒸12 h。无菌水作对照，熏蒸结束后用市售聚乙烯保

鲜袋（40 cm×25 cm，厚度0.02 mm）包装，在室温

（（26±2）℃）下进行贮藏，每隔1 d观察并测定病斑直

径。每个处理用果实10 个，重复3 次。

1.3.3 A. alternata细胞膜完整性分析

1.3.3.1 A. alternata细胞膜完整率测定

向1.3.1节中得到的孢子悬浮液（1×106 个/mL）中

分别加入等量的剂量为1、2 μL/mL的反式-2-己烯醛溶

液，以无菌水作为对照，混合均匀，（26±2）℃避

光静置30 min后，用0.5 mL磷酸盐缓冲液（phosphate 

buffered saline，PBS）（pH 7.0）冲洗后，离心后所得

孢子沉淀再重悬于含有20 ng/mL碘化丙啶（propidium 

iodide，PI）的PBS（pH 7.0）中，在U-LH100-3型荧光

显微镜下（激发波长为620 nm）观察拍照。每次实验重

复3 次。

1.3.3.2 A. alternata细胞膜电导率测定

采用微型电导仪测定反式-2-己烯醛对A. alternata电

导率的影响。将A. alternata接种于PDA培养基中，27 ℃

培养4 d后，取菌丝体3 g在PBS（pH 7.0）中混和均匀。

加入剂量为1、2 μL/mL反式-2-己烯醛溶液中分别处理0、

30、60、120、150、180 min后，测定其细胞膜电导率，

用PBS（pH 7.0）作对照。每个处理重复3 次。

1.3.3.3 A. alternata核酸渗漏量测定

参照Paul等[19]的方法略作修改，A. alternata培养及处

理方法同1.3.3.2节，加入剂量为1、2 μL/mL反式-2-己烯

醛溶液中分别处理1、2、3、4、5 h取样，12 000 r/min离

心2 min收集上清液，在260 nm波长处测定吸光度，对照

组用PBS（pH 7.0）进行校正。每个处理重复3 次。

1.3.4 A. alternata毒素提取与分析

1.3.4.1 A. alternata毒素标准溶液的配制

标准贮备液：用甲醇准确定容1 mg标准品至1 mL，配

成1 mg/mL的标准贮备液，密封冷冻储存于－20 ℃冰箱。

标准工作液：分别配制10、20、50、100、200 μg/mL 
和1   0 0 0   μ g / m L的交链格孢酚单甲醚（ a l t e r n a r i o l 
monomethyl ether，AME）、链格孢酚（alternariol，
AOH）的标准溶液，5、50、100、200、500 μg/mL和
1 000 μg/mL的交链格烯（altenuene，ALT）和腾毒素

（tentoxin，TEN）的混合标准溶液，密封保存于－20 ℃
冰箱。

1.3.4.2 真菌毒素的提取与测定

准确称取用2 μL/mL反式-2-己烯醛处理后培养4 d
的A. alternata菌丝0.50 g（精确至0.01 g），冰浴研磨均

匀，置于10 mL无菌离心管中，加入2.5 mL含体积分数

0.3%甲酸的乙腈-水（80∶20，V/V）的提取液，漩涡混

匀，150 r/min常温提取30 min，再加入0.25 g无水MgSO4

和0.04 g NaCl，剧烈振荡1 min后，以10 000 r/min离
心10 min，取上清液过0.22 μm有机滤膜，准确定容至

1.2 mL，采用高效液相色谱-串联质谱测定。

色谱条件：色谱柱为C 18（250  mm×4 .6  mm，

5 μm）；柱温为35 ℃；进样量为5 μL；流动相A为去

离子水，流动相B为甲醇；梯度洗脱条件为70% A保持

1 min后，2 min内降至50%后在1 min内继续降至10%，

保持2 min，之后在0.1 min内升至90%，保持2 min；流速

0.3 mL/min；总运行时间7.1 min。
质谱条件：离子源模式：正离子模式，电喷雾离子

源（ESI＋）；质谱扫描方式：多重反应监测；鞘气温度：

350 ℃；雾化器压力：35 psi；鞘气流量：11.0 L/min；毛

细管电压：4 000 V，其他参数通过仪器调至最优。

4 种链格孢霉毒素的监测离子、锥孔电压和碰撞电

压等质谱参数如表1所示。

表 1 4 种真菌毒素的串联质谱检测参数

Table 1 Optimized tandem mass parameters for 4 mycotoxins

成分
电离
模式

母离子
（m/z）

定性离子
（m/z）

保留
时间/min

定量离子
（m/z）

锥孔
电压/V

碰撞
电压/V

AOH ESI＋ 257.0 213.0 2.37 147.2 40 32
AME ESI＋ 271.0 256.0 2.85 228.0 32 20
ALT ESI＋ 293.1 257.2 3.33 239.1 85 15
TEN ESI＋ 415.2 312.3 3.66 189.0 110 30

1.4 数据处理与分析

所有实验数据采用Microsoft Excel 2007软件计算标

准偏差，并用Origin 8.0软件作图，用SPSS 20.0软件对得

到的数据进行方差分析，采用Duncan’s多重差异显著分

析，以P＜0.05表示差异显著。
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2 结果与分析

2.1 反式-2-己烯醛处理对A. alternata生长及致病性的 

影响

2.1.1 反式-2-己烯醛处理对A. alternata孢子萌发和菌丝

生长的影响
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小写字母不同代表差异显著（P＜0.05）。图2、6同。

图 1 反式-2-己烯醛处理对A. alternata孢子萌发（6 h）（A）和 

菌丝生长（5 d）（B）的影响

Fig. 1 Effect of trans-2-hexenal treatment on spore germination (6 h) (A) 

and mycelial growth (5 d) (B) of A. alternata

从图 1 A可知，反式 - 2 -己烯醛处理显著抑制了 

A. alternata孢子的萌发（P＜0.05），且其抑制效果随处

理剂量的增加而增强，当处理剂量为2 μL/mL时，孢子的

萌发率仅为对照的13.90%。同时反式-2-己烯醛熏蒸处理

也显著地抑制了A. alternata菌丝生长（P＜0.05），且其

抑制作用也存在显著的剂量依赖性，当剂量为2 μL/mL
时，其菌落直径仅为对照组的36.67%（图1B）。

2.1.2 反式-2-己烯醛处理对损伤接种早酥梨黑斑病扩展

的影响
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图 2 反式-2-己烯醛处理对早酥梨黑斑病扩展的影响（（26±2）℃、7 d）

Fig. 2 Effect of trans-2-hexenal treatment on lesion diameter of black 

spot in pear fruit (after storage at (26 ± 2) ℃ for 7 d)

反式 - 2 -己烯醛熏蒸处理显著抑制了损伤接种 
A .  a l t e rna ta早酥梨果实黑斑病的扩展（图2），且

病斑直径与反式 -2 -己烯醛的处理剂量呈显著负相关 

（P＜0.05），贮藏7 d时，2 μL/mL反式2-己烯醛处理组

果实病斑直径仅为对照组的50%。

2.2 反式-2-己烯醛处理对A. alternata细胞膜完整性的影响

2.2.1 反式-2-己烯醛处理后PI染色检测细胞膜完整率
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图 3 反式-2-己烯醛处理后PI染色检测细胞膜完整率（A）和

PI染色细胞比例（B）

Fig. 3 Examination of cell membrane integrity after trans-2-hexenal 

treatment by propidium iodide (PI) staining (A) and PI staining percentage (B)

PI染色结果表明，对照组A. alternata的荧光强度极其

微弱，而反式-2-己烯醛处理的A. alternata荧光强度随处

理剂量的增加明显增强（图3A），表明A. alternata的细

胞膜遭到了严重的破坏。进一步统计分析表明，对照组

的细胞膜完整率为89.33%，1 μL/mL反式-2-己烯醛处理的

A. alternata细胞膜完整率较对照下降20%，当反式-2-己烯醛

剂量达到2 μL/mL时，细胞膜的完整率仅为52%（图3B）。

2.2.2 反式-2-己烯醛处理对A. alternata电导率的影响
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相同处理时间不同处理组小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。图5同。

图 4 反式-2-己烯醛处理对A. alternata细胞膜电导率的影响

Fig. 4 Effect of the trans-2-hexenal on treatment on cell membrane 

electrical conductivity of A. alternata 
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A. alternata对照组的菌丝体电导率随处理时间的

延长稍有增大，120 min后基本保持不变，而反式-2-己
烯醛处理的A. alternata菌丝体电导率显著高于对照组

（P＜0.05），且随处理时间延长和处理剂量的增加而

逐渐增大（图4），其中2 μL/mL反式-2-己烯醛处理的

A. alternata菌丝体的电导率在处理后的180 min时高达对

照组的2.31 倍。

2.2.3 反式-2-己烯醛处理对A. alternata核酸渗漏的影响
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图 5 反式-2-己烯醛处理对A. alternata核酸渗漏的影响

Fig. 5 Effect of the trans-2-hexenal treatment on leakage of nuclear 

acid from A. alternata

反式-2-己烯醛处理加速了A. al ternata核酸外渗 

（图5），且随着反式-2-己烯醛处理剂量的增加，培养液

中核酸含量显著提高（P＜0.05）。处理后5 h时，2 μL/mL 
反式-2-己烯醛处理A. alternata后培养液中核酸含量为对

照组的2.98 倍。

2.4 反式-2-己烯醛处理对A. alternata毒素产生的影响
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图 6 反式-2-己烯醛处理对A. alternata毒素产生的影响（4 d）

Fig. 6 Effect of trans-2-hexenal treatment on mycotoxin production of 

A. alternata (4 d) 

对离体条件下A. alternata生长过程中毒素的产生进

行分析比较。结果表明，A. alternata生长过程中，菌丝

体中会有大量的AME、AOH、ALT和TEN生成，而反

式-2-己烯醛处理显著抑制了A. alternata菌丝体中AME、
AOH、ALT和TEN 4 种主要毒素的产生（图6），虽然

反式-2-己烯醛处理对不同毒素产生的抑制作用存在差

异，但反式-2-己烯醛处理后，A. alternata菌丝体中4 种毒

素产生量均显著低于对照（P＜0.05）。其中，2 μL/mL 
反式-2-己烯醛处理后A. alternata中AME、AOH、ALT和
TEN毒素含量分别为对照的51.09%、86.16%、16.67% 
和38.85%。

3 讨 论

已有研究表明，作为绿叶挥发物的反式-2-己烯醛具有

显著的抑菌活性和防腐作用。本研究结果表明：2 μL/mL 
反式-2-己烯醛熏蒸处理能显著抑制A. alternata孢子萌发

和菌丝生长（图1），且能够有效控制梨果黑斑病的扩

展（图2）。这一结果与赵璐玲等[20]在玉米黄曲霉控制中

的研究相似，其发现0.05 μL/mL反式-2-己烯醛熏蒸12 h
能完全抑制储藏玉米中黄曲霉的生长，而当剂量达到 

0.1 μL/mL时，反式-2-己烯醛对猕猴桃贮藏过程中扩展

青霉（Penicillium expansum）菌丝生长具有显著的抑制

作用[21]。另外Archbold等[22]研究发现用1.71 mmol/L的反

式-2-己烯醛熏蒸处理可以降低无籽葡萄贮藏期间霉菌的

发生率。可见反式-2-己烯醛具有广谱的抗菌活性，但不

同病原菌及寄主对反式-2-己烯醛的敏感性存在差异。

完整的细胞膜是菌体正常生长代谢的结构基础[23]，

大多数抑菌活性物质通过影响细胞膜完整性而发挥作

用。已有研究发现1.08 mg/mL的柠檬醛使阪崎肠杆菌

细胞膜完整率较对照降低15% [24]；0.25 mg/mL的茴香

精油能够破坏志贺氏菌细胞膜完整性 [25]。本实验发现 

2 μL/mL的反式-2-己烯醛处理严重地破坏了A. alternata
细胞膜完整性（图3）。病原物细胞膜被破坏后，细胞膜

流动性丧失，细胞内电解质泄漏[26]，致使溶液中的电导
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率升高，并伴随一些重要细胞内含物如蛋白质、核酸和

糖类物质流出，严重影响菌体的正常生长。本实验进一

步研究发现反式-2-己烯醛处理显著提高了A. alternata膜
电导率（图4）和核酸渗出率（图5）。同样地，陶能国

等[27]发现柠檬醛＋辛醛混合物能破坏指状青霉的细胞膜

完整性，增大细胞膜电导率，导致核酸等细胞内含物泄

漏。Li Wusun等[28]研究还发现242.5 mg/L的对香豆酸甲酯

处理能够引起A. alternata细胞间电解质、可溶性蛋白、糖

和核苷酸大量渗漏。有研究认为反式-2-己烯醛之所以有

较强的抑菌活性，可能因为其结构中的α-、β-不饱和羰基

能与病原菌细胞膜上的亲电基团（如巯基或氨基）发生

加合反应，形成加合物，而使病原菌“失活”[29]。还有

研究发现反式-2-己烯醛是通过抑制己糖或氨基己糖等真

菌细胞壁特有成分的生物合成路径而破坏细胞壁达到抑

菌作用[30]。关于反式-2-己烯醛的作用靶点及具体抑菌机

理，尚需进一步研究。

A. alternata作为果蔬采后主要致腐病原物，其不仅

能导致果蔬腐烂，而且侵染过程中还会产生多种链格孢

毒素，部分毒素污染后会造成人和动物急性或慢性中

毒，甚至具有致畸、致癌、致突变作用；因此，抑制真

菌毒素产生或加速其降解对保障果蔬安全具有十分重要

的意义[31-32]。本研究发现绿叶挥发物质反式-2-己烯醛处

理，能有效地抑制A. alternata 4 种真菌毒素的合成，且抑

制作用因毒素种类而不同（图6）。Yun等[33]报道肉桂醛

可以使肉汤培养中黄曲霉毒素的产量降低60%，同样有

大量研究表明精油中的挥发性化合物能抑制真菌毒素的 

合成[34-35]。但Xu Lingchun等[36]还发现0.2 μL/mL的肉桂醛

处理对A. alternata AOH和AME毒素具有体内降解作用。

但有关反式-2-己烯醛对A. alternata毒素合成的调控机理

仍需进一步研究阐明。

4 结 论

绿叶挥发物质反式 - 2 - 己烯醛能够显著抑制 

A. alternata孢子萌发和菌丝生长，并有效控制梨果黑斑病

的扩展，且其作用效果存在剂量依赖性。反式-2-己烯醛

处理严重地破坏了A. alternata细胞膜完整性，增加了细胞

膜透性，导致核酸外渗。反式-2-己烯醛处理能显著抑制

A. alternate AME、AOH、ALT和TEN 4 种毒素的合成。
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