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　　烟草黑胫病（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａ）是世
界烟草生产中危害严重的病害，可在烟草生长的任何一个阶

段发病［１－２］。目前防治烟草黑胫病仍以化学防治为主，甲霜

灵（ｍｅｔａｌａｘｙｌ）是有效防治烟草黑胫病的主要药剂之一［３］；但

甲霜灵只对病菌的单一代谢环节产生作用，容易导致病菌产

生抗药性。已有研究表明，连续使用甲霜灵后，可导致烟草黑

胫病菌抗性水平不断上升［４］，由此带来的是农药使用量的逐

年加大及农药残留的逐年积累，因此，研究开发新型高效甲霜

灵药剂，对于克服病菌抗药性、有效地控制烟草黑胫病的危

害、保障烟草稳产高产具有十分重要的应用意义。

微胶囊包埋技术就是将固体、液体或气体包埋、封存在一

种微型胶囊内成为一种固体微粒产品的技术。该技术通过密

闭的或半透性的壁膜将目的物与周围环境隔离开来，从而达

到保护和稳定药物、屏蔽气味或颜色、控制药物释放等目的。

壳聚糖是甲壳质经脱乙酰基而得到的一种天然阳离子多糖。

壳聚糖制成的纳米微胶囊具有可提高药物稳定性、增加药物

吸收、提高药物的生物利用度、降低药物毒副作用等特

点［５－８］。海藻酸钠是天然亲水性胶态多聚糖，具有低细胞毒

性、可生物降解性及良好的生物相容性与成膜性等特点，被广

泛用于药物载体，特别是缓、控释制剂的研究［９－１０］。本试验

先利用壳聚糖与三聚磷酸钠的交联作用将甲霜灵包埋后形成

微胶囊纳米溶液，然后以海藻酸钠为包埋剂、氯化钙为辅材，

将甲霜灵 －壳聚糖纳米溶液包埋后形成纳米粒子／海藻酸钙
膜，将包埋膜施于烟草根部，防治黑胫病取得了较好的效果。

１　材料与方法

１．１　供试材料
壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）、甲霜灵原药（ｍｅｔａｌａｘｙｌ，Ｍｅｔｌ）、三

聚磷酸钠（ｓｏｄｉｕｍｔｙｉｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＴＰＰ）、海藻酸钠（ｓｏｄｉｕｍ

ａｌｇｉｎａｔｅ）、二氯甲烷、氯化钙均为分析纯。
１．２　试验方法

参照蒋新宇等［１１］、杨文静等［１２］的方法。

１．２．１　Ｍｅｔｌ的溶解、最大吸收峰扫描及标准曲线制作　（１）
取１００ｍｇＭｅｔｌ，溶于５０ｍＬ去离子水中，吸取３ｍＬ加入石英
比色皿中，在多孔板检测系统中进行全波长扫描（２００～
８００ｎｍ），寻找特征吸收峰（Ｐｅａｋ１）。（２）将Ｍｅｔｌ溶液稀释成
不同浓度，并在Ｐｅａｋ１波长处测定吸光度，以吸光度为横坐
标，以 Ｍｅｔｌ浓度为纵坐标制作标准曲线，获得二元一次计算
公式ｙ１＝ａ１ｘ１＋ｂ１。
１．２．２　ＣＳ和ＴＰＰ的溶解及ｐＨ值调定
１．２．２．１　ＣＳ的溶解及 ｐＨ值调定　称取 １ｇＣＳ，加入到
１０００ｍＬ１％醋酸溶液中，磁力搅拌器上搅拌至充分溶解。
滴加１０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ至ｐＨ值为４．０，取出２００ｍＬ标记清楚
备用；继续滴加ＮａＯＨ至ｐＨ值为４．５，取出２００ｍＬ标记清楚
备用；继续滴加ＮａＯＨ至ｐＨ值为５．０，取出２００ｍＬ标记清楚
备用；继续滴加ＮａＯＨ至ｐＨ值为５．５，取出２００ｍＬ标记清楚
备用；继续滴加ＮａＯＨ至ｐＨ值为６．０，取出２００ｍＬ标记清楚
备用。

１．２．２．２　ＴＰＰ的溶解及ｐＨ值调定　称取２００ｍｇＴＰＰ，加入
到２００ｍＬｄｄＨ２Ｏ中，磁力搅拌器上搅拌至充分溶解，ｐＨ值约
为９．２。
１．２．３　不同ｐＨ值ＣＳ溶液的包封率试验
１．２．３．１　包埋 Ｍｅｔｌ的 ＣＳ纳米溶液制备　 取 ４ｍＬＣＳ＋
０．４ｍＬＭｅｔｌ在磁力搅拌器上混匀，边搅拌边加入１ｍＬＴＰＰ，
继续搅拌３０ｍｉｎ，此时，溶液颜色由无色变为淡蓝白色，即为
纳米溶液。

１．２．３．２　对照的设定　阳性对照：４ｍＬｄｄＨ２Ｏ＋０．４ｍＬ
Ｍｅｔｌ＋１ｍＬＴＰＰ；阴性对照：４ｍＬＣＳ＋０．４ｍＬｄｄＨ２Ｏ＋
１ｍＬＴＰＰ。
１．２．３．３　游离Ｍｅｔｌ浓度测定　（１）吸取１ｍＬ“１．２．３．１”和
“１．２．３．２”节的溶液于 １．５ｍＬ离心管中，５００００ｇ离心
１５ｍｉｎ，取上清３ｍＬ，加入１ｍＬｐＨ值６．２的ＰＢＳ缓冲液，再
加入 ４ｍＬ二氯甲烷，在磁力搅拌器上 ３００ｒ／ｍｉｎ搅拌
３０ｍｉｎ，于８０００ｇ离心 ６ｍｉｎ。（２）分别吸取有机相，在
２６５ｎｍ处作吸光度试验，测定阴性对照Ｐｅａｋ１波长下的吸光
度、阳性对照吸光度及不同ｐＨ值条件下ＣＳ溶液所制备样品
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吸光度。

１．２．３．４　包封率计算　包封率计算公式：
Ｌ＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％。

式中：Ａ为阳性对照吸光值－二氯甲烷吸光值，Ｂ为样品吸光
值－阴性对照吸光值。
１．２．４　相同ｐＨ值下不同分子量ＣＳ对甲霜灵包封率的影响
　称取分子量分别为５０、４００、１８８０ｋｕ的 ＣＳ０．６ｇ，溶解于
２００ｍＬ１％醋酸溶液中，调节ｐＨ值至步骤２．３．３中包封率最
高的ｐＨ值。然后按照步骤１．２．３．１的方法同样制备纳米溶
液，并测定包封率。

１．２．５　相同ｐＨ值、相同分子量但不同 ＣＳ浓度对甲霜灵包
封率的影响　称取步骤１．２．４中包封率最高的ＣＳ分子量，配
制成浓度分别为１、２、３ｍｇ／ｍＬ的溶液，ｐＨ值与１．２．４同。同
样制备纳米溶液，测定包封率。

１．２．６　载药ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙膜的制备及缓释测定　
载药ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙膜的制备参照许加超等的方法
并加以改进［１３］：（１）按照步骤１．２．５获得最佳制备条件制备
４４ｍＬ纳米溶液，以及阴性对照，平行做３份。（２）称取２ｇ
海藻酸钠溶于２００ｍＬ去离子水中，制成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的
溶液。取５ｍＬ海藻酸钠溶液于培养皿中，置于６０℃烘箱中
烘干。取 ８．８ｍＬ海藻酸钠溶液于 ２５ｍＬ小烧杯中，
１７００ｒ／ｍｉｎ磁力搅拌速度下，逐滴加入４．４ｍＬ制备好的纳
米溶液，继续搅拌１ｍｉｎ。（３）将混合液倒入烘干的培养皿
中，均匀分布整个皿底，６０℃烘干。（４）烘干后取出培养皿，
每皿中再加入５ｍＬ海藻酸钠，继续６０℃烘干。（５）烘干后
取出培养皿，用刀片小心自边缘将制好的膜剥下，置于滤纸

上，用蘸有１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液的棉花接触膜的两面，之后于
６０℃烘干。（６）将膜折叠成块，置于６支试管中，每管加入
４ｍＬｄｄＨ２Ｏ并测定Ｍｅｔｌ的释放。
１．２．７　载药ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙胶囊防治烟草黑胫病的
效果试验

１．２．７．１　试验设计　设４个处理。处理１：７２％甲霜灵·锰
锌可湿性粉剂，施用甲霜灵０．０１５ｇ／株（有效成分）（ＣＫ１），分
别于移栽后７、１５、２５ｄ灌根；处理２：甲霜灵包埋膜，施用甲霜
灵０．０４５ｇ／株（有效成分），于移栽时置于烟草根部；处理３：
甲霜灵包埋膜，施用有效甲霜灵０．０２３ｇ／株，分别于移栽及移
栽后１０ｄ置于烟草根部；处理４：清水（ＣＫ２）。
１．２．７．２　大田期黑胫病药效调查　分别于栽后３０、６０、９０ｄ
进行调查，每小区于中间４行随机选择具代表性的１０株烟草
进行挂牌定株调查，分别记载烟株病级。按下列公式计算防

治效果：防治效果＝［（对照区病指－处理区病指）／对照区病
指］×１００。

２　试验结果

２．１　甲霜灵最大吸收峰及标准曲线
经全波长扫描（２００～８００ｎｍ），甲霜灵最大吸收峰在

２６５ｎｍ处。图１为甲霜灵浓度－吸光度标准曲线。
２．２　不同ｐＨ值ＣＳ溶液的甲霜灵包封率

当ｐＨ值不同时，所得到甲霜灵的包封率的平均值也有
较大差异。其中，当ｐＨ值为４．５时，甲霜灵的平均包封率最
高，达到３９．２０％（表１）。

表１　不同ｐＨ值条件下甲霜灵的包封率

ｐＨ值
包封率（％）

第１组 第２组 第３组 平均值

４．０ １０．１５ １９．１８ ２５．７１ １８．３５
４．５ ３８．９７ ４２．５７ ３６．０６ ３９．２０
５．０ ４６．９１ １６．４４ ２２．９４ ２８．７６
５．５ ５０．２６ ２８．７２ ３０．０６ ３６．３５
６．０ ３６．６０ １８．２６ １３．５３ ２２．８０

２．３　相同ｐＨ值下不同分子量ＣＳ对甲霜灵包封率的影响
在相同的ｐＨ值条件下，壳聚糖的分子量不同时，所得到

的甲霜灵平均包封率也存在较大差异，当壳聚糖的分子量为

１０００ｋｕ时，甲霜灵的平均包封率最高，为３９．２２％（表２）。

表２　相同ｐＨ值、不同分子量ＣＳ条件下甲霜灵的包封率

ＣＳ分子量
（ｋｕ）

包封率（％）
第１组 第２组 第３组 第４组 平均值

５０ １２．１０ ２４．４８ １７．３１ ９．９０ １５．９５
１００ ３５．６６ ２０．２８ ３８．４６ １４．２９ ２７．１７
４００ ３６．３６ １７．４８ ４３．５９ ２７．３９ ３１．２１
１０００ ２９．４８ ３８．６７ ４８．７９ ３９．９３ ３９．２２
１８８０ １４．６９ ２８．６７ ３７．１８ ３０．５４ ２７．７７

２．４　相同ｐＨ值下相同分子量、不同浓度 ＣＳ对甲霜灵包封
率试验结果的影响

当溶液的 ｐＨ值条件相同且壳聚糖的分子量都是
１０００ｋｕ时，不同浓度的ＣＳ对甲霜灵的包封率同样有较大影
响，其中当壳聚糖的浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，甲霜灵的包封率最
高，为４３．１６％（表３）。
表３　相同ｐＨ值、相同分子量但不同浓度ＣＳ条件下甲霜灵的包封率

ＣＳ浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

包封率（％）
第１组 第２组 第３组 平均值

１ ４１．６３ ３９．６９ ４８．１５ ４３．１６
２ ２５．５８ ２７．１９ ３１．７９ ２８．１９
３ ２４．５２ ２３．６７ ２８．９４ ２５．７１

２．５　载药ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙膜制备及释放试验结果
将ｐＨ值４．５、壳聚糖分子量为１０００ｋｕ、浓度为１ｍｇ／ｍＬ

条件下得到的纳米溶液进一步包埋。采用海藻酸钠做包埋

剂，氯化钙做辅材，将纳米溶液包埋后，不管是游离的甲霜灵

还是纳米颗粒中的甲霜灵都完全被包埋，最终得到 ＣＳ纳米
粒子／海藻酸钙膜，然后将包埋膜放在试管中（图２左），每管
加入４ｍＬｄｄＨ２Ｏ并测定甲霜灵的释放，最终得到甲霜灵包埋
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膜的释放曲线（图２右）。从释放曲线可以看出，即使在水
中，甲霜灵的释放速度也是非常缓慢的，前期基本没有释放，

在２００ｈ左右达到最高峰，之后进入平台期。
２．６　载药 ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙胶囊防治烟草黑胫病的
效果

经过二次包埋后得到的甲霜灵包埋膜对烟草黑胫病有较

好的防治效果。其中处理２的防治效果要好于处理１，处理２
在移栽后９０ｄ时防效依然可以达到７７．８％，但是比对照甲霜
灵·锰锌的防效要差（表４）。

表４　载药ＣＳ纳米粒子／海藻酸钙胶囊防治烟草黑胫病的效果

处理

栽后３０ｄ 栽后６０ｄ 栽后９０ｄ

病情

指数

相对防

效（％）
病情

指数

相对防

效（％）
病情

指数

相对防

效（％）
处理１（ＣＫ１） ０ — ０ １００ ３．９８ ９０．６０
处理２ ０ — ４．１ ７１．０９ １４．８６ ６２．１４
处理３ ０ — ０ １００ ９．４ ７７．８０
处理４（ＣＫ２） ０ — １４．１８ — ４２．３５ —

３　讨论

烟草黑胫病在我国西南烟区属于烟草流行病、常见病，目

前最有效的防治药剂是甲霜灵，通常需要连续３次施药才能
有较好的防治效果，多次施药易造成农残超标及黑胫病的抗

药性，而且提高了生产成本。本试验先用壳聚糖包埋甲霜灵

形成纳米溶液，因为该方法包埋率较低，纳米溶液中残留大量

游离甲霜灵，所以，再将纳米溶液二次包埋，形成壳聚糖纳米

粒子－海藻酸钙膜，从释放曲线可以看出，缓释效果良好。另
外，在移栽时将包埋膜同肥料一起施到烟草根部，能起到减工

降本的作用。

壳聚糖有较好的生物可降解性，毒性小，而且壳聚糖本身

具生物学活性，有较好的抑菌效果［１４－１５］，用壳聚糖包埋甲霜

灵可以增强其抗病效果，制作农药微胶囊是一种良好的壁材。

本试验用壳聚糖包埋甲霜灵，得到的最佳包埋条件为：溶液

ｐＨ值４．５，壳聚糖分子量１０００ｋｕ，壳聚糖浓度１ｍｇ／ｍＬ。在
此条件下获得的甲霜灵的平均包埋率为４３．１６％。

将制作的甲霜灵包埋膜施到烟草根部防治烟草黑胫病，

与对照甲霜灵·锰锌相比，１次施药及２次施药的效果都不
如甲霜灵·锰锌，可能是因为甲霜灵·锰锌是甲霜灵与代森

锰锌的混合制剂，代森锰锌有明显的促壮、增产作用并能提高

植物的抗病能力，所以甲霜灵·锰锌比甲霜灵的抗病效果要

明显好很多。在今后试验中，考虑将代森锰锌加入到包埋膜

中，提高其抗病效果，并进一步优化条件，提高其实用价值。
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