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杉木不同无性系鲜枝叶精油得率及抑菌活性的季节差异
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摘要: 为揭示不同无性系杉木〔Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ.〕鲜枝叶精油得率及抑菌活性的变异特征并

筛选出优良无性系ꎬ以广东杉木第 ３ 代育种园中 ８８ 个核心无性系为研究对象ꎬ比较分析了不同杉木无性系鲜枝叶

精油的得率及其对大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)和金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)抑制率的季节差异ꎬ采用群

体均值四分法进行优良无性系筛选ꎬ并对筛选结果进行主成分分析验证ꎬ对精油得率与抑菌率进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

分析ꎮ 结果表明:各季节的精油得率及精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌抑制率的变异系数分别为 ３０.６８％ ~
４１.２０％、４１.７３％~１０２.６４％、１１３.８０％~２９９.９６％ꎬ在不同无性系间差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎬ重复力均高于 ０.７ꎬ且多在

０.９ 以上ꎮ 夏季精油得率最高ꎬ但与其他季节的差异并不显著ꎻ夏季精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制率均

最高ꎬ并且ꎬ夏季精油对大肠杆菌的抑制率显著(Ｐ<０.０５)高于春季和冬季ꎬ对金黄色葡萄球菌的抑制率显著高于秋

季和冬季ꎮ 基于精油得率及精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制率ꎬ在春、夏、秋、冬季分别筛选出 １５、９、１１、
８ 个优良无性系ꎬ其中ꎬ无性系 ｃｘ７９ 在 ４ 个季节均表现优异ꎮ 相关性分析结果显示:精油得率与抑菌率的相关系数

存在明显的季节差异ꎬ其中ꎬ春季精油得率与抑菌率的相关性最强ꎮ 综合分析认为ꎬ供试杉木核心无性系的鲜枝叶

精油得率及抑菌活性变异较大ꎬ总体上存在明显的季节性差异和无性系间差异ꎻｃｘ７９ 为最优无性系ꎬ可作为杉木精

油应用及专用型品种的优良候选材料ꎮ
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ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｒ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃ.
ｌａｎｃｅｏｌａｔａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ.ꎻ ｃｏｒｅ ｃｌｏｎｅꎻ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎻ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｒａｔｅꎻ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｍｅａｎ ｑｕａｄｒａｔ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 植物精油为通过蒸馏或萃取等多种方式从植物

叶片、种子、果实、表皮等器官或组织中获得的具有挥

发性的芳香化合物[１]ꎮ 相关研究结果显示:植物精

油在抑菌、抗氧化、抗肿瘤和缓解神经紧张等方面具

有重要的应用价值[２－５]ꎮ 大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)
与金黄色葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)是常见的

食源性致病菌[６]ꎬ对多种抗生素表现出高度的耐药

性[７－８]ꎮ 植物精油能够缓解病原微生物的抗生素耐

药性[９]ꎬ并且ꎬ随着人们健康与环保意识的不断增强

以及对生活质量要求的不断提高ꎬ人们越来越青睐用

植物精油作天然抑菌剂[１０]ꎮ
杉木〔Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ( Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ.〕

为中国亚热带地区一种主要的速生用材和生态造林

树种ꎬ迄今已有 ３ ０００ 多年的栽培和应用历史[１１－１２]ꎮ
研究发现ꎬ杉木精油抑菌活性良好ꎬ能有效抑制多种

细菌的生长ꎬ具备用作天然植物抑菌剂的开发潜

力[１３]ꎬ尤其对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等细菌具有

较强的抑制作用[１４]ꎮ 从杉木采伐和加工过程中产生

的大量废料以及可再生鲜枝叶中提取精油并开发利

用[１５－１６]ꎬ是实现杉木资源高值化利用的重要方向ꎮ
尽管已有研究探讨了杉木不同部位或少数品种间的

精油得率与功能活性ꎬ但针对较大规模种质资源的杉

木鲜枝叶精油得率与抑菌率的变异特征及内在关联

仍有待深入研究ꎮ

鉴于此ꎬ以广东杉木第 ３ 代育种群体中 ８８ 个核

心无性系的鲜枝叶为材料ꎬ对不同无性系在 ４ 个季节

的精油得率及精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

抑制率进行比较分析ꎬ采用群体均值四分法进行无性

系筛选ꎬ在此基础上进行主成分分析和 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关

性分析ꎬ旨在揭示杉木不同无性系在精油得率与抑菌

活性方面的差异ꎬ并筛选出优良无性系ꎬ为杉木精油

专用型品种的选育和应用提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料为广东省韶关市曲江区国有小坑林场

杉木第 ３ 代育种园(北纬 ２４°４２′、东经 １１３°４８′ꎬ海拔

３０３ ｍꎬ年平均气温 ２０.３ ℃ꎬ年积温 ６ ５２９.４ ℃ꎬ年均

降水量 １ ５３０ ｍｍꎬ霜期约 １５ ｄ)中 ８８ 个核心无性系

的鲜枝叶ꎮ 其中ꎬ第 １ 代种质有 ５６ 个无性系ꎬ编号分

别为 ｃｘ２６、ｃｘ２７、ｃｘ６７、ｃｘ７１、ｃｘ７４、ｃｘ７９、ｃｘ８０、ｃｘ１００、
ｃｘ１８０、 ｃｘ２３１、 ｃｘ２３２、 ｃｘ２３３、 ｃｘ２４０、 ｃｘ２４１、 ｃｘ２４２、
ｃｘ２４５、 ｃｘ２４６、 ｃｘ２４９、 ｃｘ２５０、 ｃｘ２５１、 ｃｘ２５５、 ｃｘ２５８、
ｃｘ２６２、 ｃｘ２６３、 ｃｘ２６５、 ｃｘ２６６、 ｃｘ２６９、 ｃｘ２７０、 ｃｘ２７１、
ｃｘ３００、 ｃｘ３１０、 ｃｘ３７０、 ｃｘ３９０、 ｃｘ４２０、 ｃｘ４８４、 ｃｘ５０９、
ｃｘ５２８、 ｃｘ５２９、 ｃｘ５３４、 ｃｘ５３８、 ｃｘ５３９、 ｃｘ５４６、 ｃｘ５４８、
ｃｘ５５２、 ｃｘ５５４、 ｃｘ５５６、 ｃｘ６５３、 ｃｘ７６５、 ｃｘ７７０、 ｃｘ７８５、
ｃｘ８１６、ｃｘ８１７、ｃｘ８１８、ｃｘ８２０、ｃｘ８２６、ｃｘ８２８ꎻ第 ２ 代种质

８７
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有 １２ 个无性系ꎬ 编号分别为 ｃｘ６３、 ｃｘ６６、 ｃｘ５６７、
ｃｘ５６９、 ｃｘ５７０、 ｃｘ５７１、 ｃｘ８３１、 ｃｘ８３５、 ｃｘ８３６、 ｃｘ８６３、
ｃｘ８６６、ｃｘ８６７ꎻ第 ３ 代种质有 ２０ 个无性系ꎬ编号分别

为 ｃｘ８３７、 ｃｘ８３８、 ｃｘ８３９、 ｃｘ８４０、 ｃｘ８４１、 ｃｘ８４５、 ｃｘ８４６、
ｃｘ８５２、 ｃｘ８５３、 ｃｘ８５４、 ｃｘ８５９、 ｃｘ８６０、 ｃｘ８６１、 ｃｘ８６５、
ｃｘ８６８、ｃｘ８６９、ｃｘ８７１、ｃｘ８７３、ｃｘ８７４、ｃｘ８７６ꎮ 所有无性

系均为 ２０１７ 年的嫁接植株〔砧木为林场内 ２.５ 代种

子园粤 Ｓ－ＣＳＤ(２.５) －ＣＬ－００１－２０２３ 的 ２ 年生实生

苗〕ꎬ每个无性系有 ５ ~ １０ 个分株ꎮ 同一无性系的分

株连续排布ꎬ不同无性系随机排布ꎬ株距和行距均为

４ ｍꎮ ８８ 个核心无性系的胸径、树高、冠幅等信息见

文献[１７]ꎮ
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌来自广东省微生物

菌种保藏中心ꎬ菌株编号分别为 ＧＤＭＣＣ １. １９１７ 和

ＧＤＭＣＣ １.２４４２ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 枝叶采集与精油提取　 于 ２０２３ 年 ３ 月(春)、
６ 月(夏)、９ 月(秋)、１２ 月(冬)ꎬ在各无性系中随机

选取 ５ 株健康分株ꎬ在树冠的上、中、下层和不同方位

均衡采集成熟叶片及其着生枝条ꎬ每株采集约 １ ｋｇꎬ
同株枝叶混匀后ꎬ立即真空包装并置于－４０ ℃冰箱中

保存、备用ꎮ
采用水蒸馏法[１８]提取杉木各无性系的鲜枝叶精

油ꎮ 用切草机将鲜枝叶切碎ꎻ取 ３００ ｇ 碎样ꎬ按照料

液比 ８ ∶ １ 加入去离子水ꎬ混匀后ꎬ于 ３８０ ℃蒸馏提取

６ ｈꎻ收集蒸馏产物ꎬ在通风橱中使用乙醚重复洗刷冷

凝管 ３ 次ꎬ合并清洗液与蒸馏产物ꎬ静置 ５ ｍｉｎꎻ待分

层后ꎬ吸出水层ꎬ将油层置于通风橱中挥发 ８ ｈꎬ产物

即精油ꎮ 每个无性系重复取样提取 ３ 次ꎮ 按照公式

“ｗ＝(ｍｅ / ｍｆ)×１００％”计算精油得率(ｗ)ꎬ式中ꎬｍｅ为

精油质量ꎬｍｆ为鲜枝叶质量ꎮ
１.２.２　 抑菌活性测定 　 采用 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＯＨ 溶液

将牛肉膏蛋白胨液体培养基[１９]的酸碱度调为 ｐＨ ７.２
至 ｐＨ ７.４ꎬ分别加入 １０ μＬ 约 １×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌溶液ꎬ混匀后ꎬ加入精油ꎬ使
精油的最终体积分数达到 １０ μＬ􀅰ｍＬ－１ꎬ在 ３７ ℃下

１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ２４ ｈ(溶液呈乳白色)ꎮ 培养结

束后ꎬ向 ９６ 孔酶标板中加入 ２００ μＬ 培养液ꎬ采用

Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ Ｍ２ 酶标仪(美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)
在 ６００ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值ꎮ 以无菌水为空白对照ꎬ每
个无性系重复取样检测 ３ 次ꎮ 根据检测结果计算抑

菌率[２０]ꎮ

１.３　 数据处理与统计分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１９ 软件统计不同季节精油得率

和抑菌率的最小值、最大值、平均值、标准差、变异系

数ꎻ采用 Ｒ ４.４.２ 软件对不同季节精油得率和抑菌率

进行方差分析(分析前ꎬ对精油得率和抑菌率数据进

行反正弦转换[２１])和重复力计算[２２]ꎮ 以群体平均值

为标准ꎬ采用四分法进行无性系筛选ꎬ并采用 Ｒ ４.４.２
软件进行主成分分析ꎮ 采用 Ｒ ４.４.２ 软件对不同季节

精油得率与抑菌率进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析ꎮ 使用

Ｏｒｉｇｉｎ ２０２４ 软件绘图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 杉木不同无性系鲜枝叶精油得率的季节差异

对不同季节杉木 ８８ 个核心无性系鲜枝叶的精油

得率进行统计分析ꎬ结果(表 １)表明:从 Ｆ 值看ꎬ同一

季节不同无性系之间的精油得率均存在极显著差异

(Ｐ<０.０１)ꎮ 夏季精油得率最高ꎬ但各季节间的精油

得率差异并不显著ꎻ精油得率的变异系数从春季到冬

季表现为逐渐降低ꎮ 春季精油得率的变异系数最大

(４１.２０％)ꎬ变幅也最大ꎬ最大值为最小值的 ９.２ 倍ꎻ
夏季精油得率的变异系数相对较大ꎬ为 ３６.２９％ꎬ变幅

也相对较大ꎬ最大值为最小值的 ８.６ 倍ꎻ秋季精油得

率的变异系数相对较小ꎬ为 ３４.８９％ꎬ变幅也相对较

小ꎬ最大值为最小值的 ６.６ 倍ꎻ冬季精油得率的变异

系数最小ꎬ为 ３０.６８％ꎬ变幅也最小ꎬ最大值为最小值

的 ４.９ 倍ꎮ ４ 个季节精油得率的重复力均高于 ０.９ꎬ说
　 　 　
表 １　 杉木 ８８ 个核心无性系鲜枝叶精油得率的季节差异分析１)

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅａｓｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ
ｆｒｅｓｈ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ８８ ｃｏｒｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ
ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ.１)

统计量
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ

不同季节精油得率 / ％
Ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

春 Ｓｐｒｉｎｇ 夏 Ｓｕｍｍｅｒ 秋 Ａｕｔｕｍｎ 冬 Ｗｉｎｔｅｒ

最小值 Ｍｉｎｉｍｕｍ ０.０２８　 ０.０１７　 ０.０２６　 ０.０２８　
最大值 Ｍａｘｉｍｕｍ ０.２５７ ０.１４７ ０.１７２ ０.１３８
平均值 Ｍｅａｎ ０.０８１ａ ０.０８５ａ ０.０８４ａ ０.０７９ａ
ＳＤ ０.０３３ ０.０３１ ０.０２９ ０.０２４

ＣＶ / ％ ４１.２０ ３６.２９ ３４.８９ ３０.６８
Ｆ 值 Ｆ ｖａｌｕｅ １１.４５∗∗ ２３.０３∗∗ １０.４３∗∗ ２３.７７∗∗
重复力 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ０.９１ ０.９６ ０.９０ ０.９６

　 １) ＳＤ: 标 准 差 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎻ ＣＶ: 变 异 系 数 Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ. 同行中不同小写字母表示在不同季节间差异显著(Ｐ<
０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ. ∗∗: Ｐ<０.０１.
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明供试杉木无性系鲜枝叶精油得率在不同季节均受

到较强的遗传调控ꎬ为进一步筛选杉木无性系提供了

重要依据ꎮ
２.２　 杉木不同无性系鲜枝叶精油抑菌率的季节差异

对不同季节杉木 ８８ 个核心无性系鲜枝叶精油对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制活性进行统计分

析ꎬ结果(表 ２)显示:从 Ｆ 值看ꎬ精油对 ２ 种细菌的抑

制率在各个季节的不同无性系间均存在极显著差异

(Ｐ<０.０１)ꎮ 从春季到冬季ꎬ精油对 ２ 种细菌的抑制

率均表现为先升高后降低ꎬ且峰值均出现在夏季ꎬ谷
值均出现在冬季ꎮ 从精油对大肠杆菌的抑制率看ꎬ夏
季与秋季、春季与冬季间的差异均不显著ꎬ但夏季和

秋季显著(Ｐ<０.０５)高于春季和冬季ꎻ春季的变异系

数最大(１０２.６４％)ꎬ变幅相对较大(０.００％~８８.５０％)ꎻ

夏季的变异系数(５６.２４％)和变幅(６.４９％ ~ ８７.１４％)
均略低于秋季ꎻ秋季的变异系数相对较大(５７.２８％)ꎬ
变幅最 大 ( ０. ００％ ~ ９８. ８０％)ꎻ 冬 季 的 变 异 系 数

(４１.７３％)和变幅(２.３２％ ~ ４７.６９％)均最小ꎮ 从精油

对金黄色葡萄球菌的抑制率看ꎬ春季与夏季间的差异

不显著ꎬ但二者显著高于秋季和冬季ꎻ各季节的变异

系数和变幅均很大ꎬ变异系数为１１３.８０％ ~ ２９９.９６％ꎬ
最大变幅为 ０.００％~１００.００％ꎮ 春季和冬季精油对大

肠杆菌的抑制率的重复力分别为 ０.８９ 和０.７１ꎬ夏季和

秋季精油对大肠杆菌的抑制率的重复力以及 ４ 个季

节精油对金黄色葡萄球菌的抑制率的重复力均大于

０.９ꎬ说明供试杉木无性系鲜枝叶精油的抑菌活性受

到较强的遗传因素影响ꎬ基于季节性抑菌活性差异开

展杉木优良无性系筛选具有较高的可行性ꎮ

表 ２　 杉木 ８８ 个无性系鲜枝叶精油抑菌率的季节差异分析１)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅａｓｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ８８ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ
(Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ.１)

统计量
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ

不同季节精油对大肠杆菌的抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

不同季节精油对金黄色葡萄球菌的抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

春 Ｓｐｒｉｎｇ 夏 Ｓｕｍｍｅｒ 秋 Ａｕｔｕｍｎ 冬 Ｗｉｎｔｅｒ 春 Ｓｐｒｉｎｇ 夏 Ｓｕｍｍｅｒ 秋 Ａｕｔｕｍｎ 冬 Ｗｉｎｔｅｒ

最小值 Ｍｉｎｉｍｕｍ ０.００　 ６.４９　 ０.００　 ２.３２　 ０.００　 ０.００　 ０.００ ０.００
最大值 Ｍａｘｉｍｕｍ ８８.５０ ８７.１４ ９８.８０ ４７.６９ ９７.３３ ９９.１９ １００.００ ９６.００
平均值 Ｍｅａｎ ２１.００ｂ ３１.９９ａ ２９.４９ａ ２０.７９ｂ ２５.６４ａ ２７.６０ａ １４.１４ｂ ６.２２ｂ
标准差 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ２.２９ １.９２ １.８０ ０.９２ ３.７２ ３.３４ ２.８４ １.９８

变异系数 / ％ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ １０２.６４ ５６.２４ ５７.２８ ４１.７３ １３６.１９ １１３.８０ １８８.９９ ２９９.９６
Ｆ 值 Ｆ ｖａｌｕｅ ９.３８∗∗ １５.１２∗∗ １５.６０∗∗ ３.５０∗∗ ３４.９６∗∗ ３０.６８∗∗ ４７.８８∗∗ ２９.１８∗∗
重复力 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ０.８９ ０.９３ ０.９４ ０.７１ ０.９７ ０.９７ ０.９８ ０.９７

　 １)同行中不同小写字母表示在不同季节间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ. ∗∗: Ｐ<０.０１.

２.３　 杉木优良无性系的筛选

２.３.１　 群体均值四分法筛选结果　 为筛选兼具高精

油得率与抑菌活性的杉木优良无性系ꎬ采用群体均值

四分法对供试 ８８ 个无性系进行筛选ꎬ结果见图 １ꎮ
春季ꎬ精油得率及精油对大肠杆菌的抑制率均高

于均值的优良无性系有 １９ 个ꎬ分别为 ｃｘ７１、 ｃｘ７９、
ｃｘ２３１、 ｃｘ２３３、 ｃｘ２４２、 ｃｘ２５０、 ｃｘ２５５、 ｃｘ２６２、 ｃｘ２６６、
ｃｘ２７１、 ｃｘ３７０、 ｃｘ４２０、 ｃｘ５５６、 ｃｘ７７０、 ｃｘ７８５、 ｃｘ８１７、
ｃｘ８１８、ｃｘ８４５、ｃｘ８５４ꎻ夏季ꎬ精油得率及精油对大肠杆

菌的抑制率均高于均值的优良无性系有 １７ 个ꎬ分别

为 ｃｘ７９、 ｃｘ２３１、 ｃｘ２３２、 ｃｘ２４５、 ｃｘ２５５、 ｃｘ２６３、 ｃｘ２６６、
ｃｘ２７０、 ｃｘ２７１、 ｃｘ３００、 ｃｘ５２８、 ｃｘ５７０、 ｃｘ７６５、 ｃｘ７８５、
ｃｘ８２８、ｃｘ８４５、ｃｘ８４６ꎻ秋季ꎬ精油得率及精油对大肠杆

菌的抑制率均高于均值的优良无性系有 １７ 个ꎬ分别

为 ｃｘ７９、 ｃｘ２３１、 ｃｘ２３２、 ｃｘ５３９、 ｃｘ５５６、 ｃｘ５７０、 ｃｘ５７１、
ｃｘ８４５、 ｃｘ８４６、 ｃｘ８５２、 ｃｘ８５９、 ｃｘ８６０、 ｃｘ８６１、 ｃｘ８６３、
ｃｘ８６５、ｃｘ８６９、ｃｘ８７４ꎻ冬季ꎬ精油得率及精油对大肠杆

菌的抑制率均高于均值的优良无性系有 ２２ 个ꎬ分别

为 ｃｘ２７、 ｃｘ６３、 ｃｘ６７、 ｃｘ７１、 ｃｘ７４、 ｃｘ７９、 ｃｘ２４１、 ｃｘ２４５、
ｃｘ２４６、 ｃｘ２５５、 ｃｘ５４６、 ｃｘ５４８、 ｃｘ５５６、 ｃｘ５７０、 ｃｘ６５３、
ｃｘ８１７、ｃｘ８３５、ｃｘ８３６、ｃｘ８４５、ｃｘ８６０、ｃｘ８６７、ｃｘ８７４ꎮ

春季ꎬ精油得率及精油对金黄色葡萄球菌的抑制

率均高于均值的优良无性系有 １８ 个ꎬ即 ｃｘ７１、ｃｘ７９、
ｃｘ１８０、 ｃｘ２４２、 ｃｘ２５０、 ｃｘ２５５、 ｃｘ２６２、 ｃｘ２６６、 ｃｘ２７１、
ｃｘ３００、 ｃｘ３７０、 ｃｘ４２０、 ｃｘ５５６、 ｃｘ７７０、 ｃｘ７８５、 ｃｘ８１７、
ｃｘ８１８、ｃｘ８２６ꎻ夏季ꎬ精油得率及精油对金黄色葡萄球
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菌的抑制率均高于均值的优良无性系有 １２ 个ꎬ即
ｃｘ７９、ｃｘ２３１、ｃｘ２３２、ｃｘ２６６、ｃｘ２７１、ｃｘ３００、ｃｘ５７１、ｃｘ７８５、
ｃｘ８１６、ｃｘ８４５、ｃｘ８４６、ｃｘ８６９ꎻ秋季ꎬ精油得率及精油对

金黄色葡萄球菌的抑制率均高于均值的优良无性系

有 １４ 个ꎬ即 ｃｘ７９、ｃｘ２３２、ｃｘ２６５、ｃｘ４２０、ｃｘ５５４、ｃｘ５５６、
ｃｘ５７０、 ｃｘ５７１、 ｃｘ８４５、 ｃｘ８４６、 ｃｘ８６０、 ｃｘ８６５、 ｃｘ８６９、
ｃｘ８７４ꎻ冬季精油得率及精油对金黄色葡萄球菌的抑

制率均高于均值的优良无性系有 ８ 个ꎬ即 ｃｘ６３、ｃｘ７１、
ｃｘ７９、ｃｘ５７０、ｃｘ８１７、ｃｘ８４５、ｃｘ８６０、ｃｘ８６７ꎮ

经过进一步统计ꎬ春季精油得率及精油对 ２ 种细

菌的抑制率均高于均值的无性系有 １５ 个ꎬ分别为

ｃｘ７１、ｃｘ７９、ｃｘ２４２、ｃｘ２５０、ｃｘ２５５、ｃｘ２６２、ｃｘ２６６、ｃｘ２７１、

ｃｘ３７０、 ｃｘ４２０、 ｃｘ５５６、 ｃｘ７７０、 ｃｘ７８５、 ｃｘ８１７、 ｃｘ８１８、
ｃｘ８２０ꎻ夏季精油得率及精油对 ２ 种细菌的抑制率均

高于均值的无性系有 ９ 个ꎬ分别为 ｃｘ７９、 ｃｘ２３１、
ｃｘ２３２、ｃｘ２６６、ｃｘ２７１、ｃｘ３００、ｃｘ７８５、ｃｘ８４５、ｃｘ８４６ꎻ秋季

精油得率及精油对 ２ 种细菌的抑制率均高于均值的

无性系有 １１ 个ꎬ分别为 ｃｘ７９、 ｃｘ２３２、 ｃｘ５５６、 ｃｘ５７０、
ｃｘ５７１、ｃｘ８４５、ｃｘ８４６、ｃｘ８６０、ｃｘ８６５、ｃｘ８６９、ｃｘ８７４ꎻ冬季

精油得率及精油对 ２ 种细菌的抑制率均高于均值的

无性系有 ８ 个ꎬ分别为 ｃｘ６３、ｃｘ７１、ｃｘ７９、ｃｘ５７０、ｃｘ８１７、
ｃｘ８４５、ｃｘ８６０、ｃｘ８６７ꎮ 值得注意的是ꎬｃｘ７９ 的鲜枝叶

精油得率及精油对 ２ 种细菌的抑制率在 ４ 个季节内

均表现突出ꎮ

虚线示均值 Ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ. : 精油得率和抑菌率均高于均值的无性系 Ｃｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎꎻ : 精油得率高于均值、抑菌率低于均值的无性系 Ｃｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎꎻ : 精油得率和抑菌率均低于均值的无性系 Ｃｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎꎻ : 精油得
率低于均值、抑菌率高于均值的无性系 Ｃｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｅａｎ.

ＡꎬＢꎬＣꎬＤ. 基于不同季节精油得率及精油对大肠杆菌抑制率的筛选结果 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ: Ａ. 春季 Ｓｐｒｉｎｇꎻ Ｂ. 夏季 Ｓｕｍｍｅｒꎻ Ｃ. 秋季 Ａｕｔｕｍｎꎻ Ｄ. 冬季 Ｗｉｎｔｅｒ. ＥꎬＦꎬＧꎬＨ. 基于不同季节精油得率
及精油对金黄色葡萄球菌抑制率的筛选结果 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ: Ｅ. 春季 Ｓｐｒｉｎｇꎻ Ｆ. 夏季 Ｓｕｍｍｅｒꎻ Ｇ. 秋季 Ａｕｔｕｍｎꎻ Ｈ. 冬季 Ｗｉｎｔｅｒ.

图 １　 基于鲜枝叶精油得率和抑菌率采用群体均值四分法对杉木无性系的筛选结果
Ｆｉｇ. １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ. ｃｌｏｎｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｍｅａｎ ｑｕａｄｒａｔ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

２.３.２　 主成分分析对筛选结果的验证　 为了验证群

体均值四分法筛选结果的可靠性ꎬ基于鲜枝叶精油得

率和抑菌率ꎬ对 ４ 个季节 ８８ 个杉木无性系进行主成

分分析ꎮ 结果(图 ２)显示:各季节中ꎬ依据精油得率

及精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌抑制率筛选出

的优良无性系均呈现特定分布ꎬ并且ꎬ多数优良无性

系分布在精油得率与抑菌率箭头的夹角内ꎮ
２.４　 杉木鲜枝叶精油得率与抑菌率的关系

对不同季节杉木鲜枝叶精油得率与其对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌的抑制率进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

分析ꎬ结果(表 ３)表明:春季的精油得率与其对大肠

杆菌的抑制率极显著(Ｐ<０.０１)正相关ꎬ与其对金黄

１８



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ３５ 卷　

　 　 　

: 筛选出的优良无性系 Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｃｌｏｎｅｓꎻ : 其余无性系 Ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｃｌｏｎｅｓ. 括号内百分数为方差贡献率 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｃｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ. Ｙ: 精油得率 Ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎻ Ｒ: 抑菌率 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ.

ＡꎬＢꎬＣꎬＤ. 基于不同季节精油得率及精油对大肠杆菌抑制率的分析结果 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ
ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ: Ａ. 春季 Ｓｐｒｉｎｇꎻ Ｂ. 夏季 Ｓｕｍｍｅｒꎻ Ｃ. 秋季 Ａｕｔｕｍｎꎻ Ｄ. 冬季Ｗｉｎｔｅｒ. ＥꎬＦꎬＧꎬＨ. 基于不同季节精油得率及精
油对金黄色葡萄球菌抑制率的分析结果 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ: Ｅ. 春季 Ｓｐｒｉｎｇꎻ Ｆ. 夏季 Ｓｕｍｍｅｒꎻ Ｇ. 秋季 Ａｕｔｕｍｎꎻ Ｈ. 冬季 Ｗｉｎｔｅｒ.

图 ２　 基于鲜枝叶精油得率和抑菌率的杉木无性系主成分分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ. ｃｌｏｎｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ

ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

表 ３　 不同季节杉木鲜枝叶精油得率与抑菌率的相关系数１)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ
ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ
ｌａｎｃｅｏｌａｔａ (Ｌａｍｂ.) Ｈｏｏｋ. ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ１)

季节 Ｓｅａｓｏｎ ｒ１ ｒ２
春 Ｓｐｒｉｎｇ ０.４２５∗∗ ０.３９５∗∗
夏 Ｓｕｍｍｅｒ －０.００４ ０.０８６
秋 Ａｕｔｕｍｎ ０.１７２ ０.１４６
冬 Ｗｉｎｔｅｒ ０.０７９ －０.１１０

　 １) ｒ１: 精油得率与精油对大肠杆菌抑制率间的相关系数 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ｒ２: 精油得率与精油对金黄色葡萄球菌
抑制 率 间 的 相 关 系 数 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ. ∗∗: Ｐ<０.０１.

色葡萄球菌的抑制率也极显著正相关ꎻ其余季节的精

油得率与其对 ２ 种细菌的抑制率的相关性均不显著ꎮ

３　 讨论和结论

精油得率是植物精油的一个重要指标ꎮ 本研究

采用水蒸馏法提取得到杉木 ８８ 个核心无性系春、夏、
秋、冬 ４ 个季节的鲜枝叶精油ꎬ精油得率的平均值分

别为 ０.０８１％、０.０８５％、０.０８４％和 ０.０７９％ꎬ最大值为

０.２５７％ꎮ 比较发现ꎬ虽然本研究的杉木鲜枝叶精油

得率最大值约为蔡子轩等[１８]采用水蒸馏法得到的杉

木无性系鲜枝叶精油得率(０. ０８６％) 的 ３ 倍ꎬ但是

４ 个季节鲜枝叶精油得率的平均值却略低于该值ꎬ说
明不同杉木无性系的精油成分积累存在较大差异ꎮ
值得注意的是ꎬ各季节中不同无性系间的精油得率差

异极显著(Ｐ<０.０１)ꎬ变异系数为 ３０.６８％~４１.２０％ꎬ且
重复力均高于 ０.９ꎬ这可能与调控杉木精油合成的关

键酶差异有关[２３－２４]ꎬ也可能与杉木不同无性系为适

应外部环境而产生的生理代谢差异有关[２５]ꎬ具体原

因有待进一步研究ꎮ
植物精油为新型抑菌剂ꎬ能够大大提高植物的高

值化应用潜力ꎮ 已有研究表明:杉木精油具有抑菌活

性[１３－１４ꎬ２６－２７]ꎬ给杉木尤其是杉木鲜枝叶带来了更加

广阔的应用前景ꎮ 然而ꎬ植物精油成分复杂[２８]ꎬ成分

组成和含量差异均会影响其抑菌活性[２９－３０]ꎮ 本研究

结果显示:４ 个季节杉木无性系鲜枝叶精油对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌均具有一定的抑制作用ꎬ且每个

季节中鲜枝叶精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

抑制率在无性系间的差异极显著ꎬ变异系数均较大

(分别为 ４１.７３％ ~ １０２.６４％和 １１３.８０％ ~ ２９９.９６％)ꎬ

２８
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且重复力较高(０.７ 以上)ꎬ这可能与杉木不同无性系

的精油在化学组分及含量上存在明显差异[３１]密切相

关ꎬ具体原因有待后续研究ꎮ 另ꎬ本研究中不同季节

杉木鲜枝叶精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑

制率差异明显ꎬ其中ꎬ夏季杉木鲜枝叶精油对 ２ 种细

菌的抑制率均最大ꎬ与不同季节迷迭香(Ｒｏｓｍａｒｉｎｕｓ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.) 精油抑菌活性的检测结果较为相

似[３２－３３]ꎬ推测可能是夏季杉木鲜枝叶精油中与抑菌

活性紧密相关的化学成分合成与积累增强所致ꎬ具体

原因有待进一步研究ꎮ
主成分分析是一种数据降维方法ꎬ能够真实反映

数据的原始分布情况[３４]ꎻ主成分分析散点图则可以

直观展示不同无性系之间的整体差异[３５]ꎮ 在不同季

节的主成分分析散点图中ꎬ筛选出的优良无性系与其

他无性系明显分离ꎬ且主要分布在精油得率与抑菌率

箭头的夹角内ꎬ说明筛选出的杉木优良无性系在精油

得率和抑菌率上明显有别于其余无性系ꎬ同时证明了

以精油得率和抑菌率为目标、采用群体均值四分法筛

选杉木优良无性系结果可信ꎮ
相关性分析结果显示:杉木鲜枝叶精油得率与抑

菌率的相关系数存在明显的季节差异ꎮ 研究发现ꎬ黄
心夜合〔Ｍｉｃｈｅｌｉａ ｍａｒｔｉｎｉ (Ｈ. Ｌéｖ.) Ｆｉｎｅｔ ｅｔ Ｇａｇｎｅｐ.
ｅｘ Ｈ. Ｌéｖ.〕在春季不但精油得率最高ꎬ而且精油中的

α－蒎烯、β －蒎烯等萜烯类化合物的相对含量也最

高[３６]ꎬ而萜烯类化合物是一类具有抑菌活性的化学

成分[３７－３８]ꎻ并且ꎬ杉木鲜枝叶精油中含有萜烯类化合

物[１８]ꎮ 由此推测ꎬ杉木鲜枝叶精油抑菌活性的季节

差异可能与萜烯类化合物积累存在较大关联性ꎮ
以上研究结果显示:供试杉木核心无性系的鲜枝

叶精油得率及抑菌活性变异较大ꎬ总体来看ꎬ存在明

显的季节性差异和无性系间差异ꎮ 采用群体均值四

分法在春、夏、秋、冬季分别筛选出 １５、９、１１、８ 个优良

无性系ꎬ并且得到主成分分析验证支持ꎮ 无性系

ｃｘ７９ 在 ４ 个季节均表现优异ꎬ可作为杉木精油应用

及专用型品种的优良候选材料ꎮ
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