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　　摘要：为开发一种低毒高效的新型抗桔梗根腐病的抑制剂，将桔梗苗浸泡于腐皮镰刀菌的孢子悬浮液
（１０９ＣＦＵ／ｍＬ）３ｄ后，水培养桔梗苗１０ｄ，再用腐皮镰刀菌酸降解的寡糖溶液（０、５、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ）诱导桔梗叶片
３ｄ，以蒸馏水为对照（ＣＫ），研究抗桔梗根腐病的药效。结果表明，在同一时间，随着寡糖质量浓度的增大，桔梗根腐病
的病情指数不断减小，当寡糖质量浓度增加到１０μｇ／ｍＬ时，桔梗根腐病的病情指数最小，防治效果达 ３６．３６％。用不同
质量浓度的寡糖诱导桔梗叶片，与ＣＫ相比，均提高了桔梗叶片抗氧化酶ＳＯＤ（超氧化物歧化酶）、ＰＯＤ（过氧化物酶）、
ＣＡＴ（过氧化氢酶）的活性，降低了桔梗叶片细胞内ＭＤＡ（丙二醛）的含量，并且１０μｇ／ｍＬ寡糖诱导抗病性的效果最佳。
桔梗叶片的ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性均两两呈显著正相关性，ＭＤＡ含量分别与ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性呈显著负相关性。
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　　桔梗［Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｓ（Ｊａｃｐ．）Ａ．ＤＣ．］为桔梗科
（Ｃａｍｐａｎｕｌａｃｅａｅ）多年生草本植物，在我国主要分布于东北、
华北、华中、华南等地区。其根可入药，是我国传统的中药材，

具有较高的食用价值［１］。近年来，由于大片种植桔梗，管理

粗放，桔梗的根腐病、枯萎病、根结线虫病、紫纹羽病、斑枯病、

白粉病等病害越来越严重，直接影响了桔梗的生长发育，还影

响了桔梗入药的品质和质量。桔梗根腐病发病比较频繁，根

腐病是由半知菌类镰刀菌引起的根部病害，是一种土传病害，

土壤湿度大或作物连作易发病，比较难防治。利用诱抗剂诱

导植物产生抗性来防治病害，在许多植物上均有较好的防治

效果［２］。植物的诱导抗病性作为一种后天免疫功能可以降

低植物的受害程度［３］。局部抗性伴随着植保素的积累、细胞

壁的加强［４］，而系统抗性的获得以病程相关蛋白作为重要生

化标记。寡糖（ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）是经酸水解、碱水解或酶水解
而制得２～１０个单糖分子组成的低聚合度水溶性的糖类。寡
糖可以促进植物生长和发育，诱导激活植物体内合成抗性相关

酶及增加基因表达量，促使植保素合成、木质素积累，提高植物

的抗病能力［５］。因此，本研究用腐皮镰刀菌酸水解的寡糖诱导

已感病的桔梗苗，研究桔梗抗根腐病（腐皮镰刀菌）的能力。

１　材料与方法

１．１　试验材料
桔梗苗高 ２０ｃｍ左右，盆栽；腐皮镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｓｏｌａｎｉ），由商洛学院生物与食品工程学院微生物实验室分离
并保存。

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡
萄糖，１８ｇ琼脂，１０００ｍＬ蒸馏水。

马铃薯葡萄糖（ＰＤ）培养基：２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，
１０００ｍＬ蒸馏水。
１．２　试验方法
１．２．１　寡糖的制备　先将腐皮镰刀菌在ＰＤＡ培养基上培养
３ｄ，然后将直径为５ｍｍ的菌饼接入 ＰＤＡ培养基的三角瓶
中，放在摇床（２５℃、１３０ｒ／ｍｉｎ）上培养５ｄ。分成２份，一份
将菌丝体用蒸馏水洗３次，低温烘干、粉碎过１００目筛，称取
１０ｇ菌丝粉，用１．０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ酸解１ｈ，调节ｐＨ值为７；再加
入９０％乙醇，进行分级沉淀，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ得到浅棕
色的多糖粉末；配制成浓度分别为０、５、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ的寡
糖溶液，备用。另一份配成１０９ＣＦＵ／ｍＬ孢子悬浮液，备用。
１．２．２　桔梗苗的处理　将桔梗苗浸泡于腐皮镰刀菌的孢子
悬浮液（１０９ＣＦＵ／ｍＬ）３ｄ后，水培养桔梗苗１０ｄ，再用不同浓
度的寡糖溶液对桔梗苗的叶面进行喷施（喷至溶液不流为

止），以喷施蒸馏水作为对照（ＣＫ），每组设３个重复，每天喷
１次，连续处理３ｄ后分为２份，一份从第３天开始每天采样
１次，到第８天，测定其生理生化指标；另一份分别在第０、第
３、第６、第８天观察并统计桔梗苗根腐病的病情指数和防治
效果，每次调查１５株。
１．２．３　病情调查　病情分级标准：０级为桔梗苗根部未发
病，１级为病斑面积占根部总面积的５％及以下，３级为病斑
面积占根部总面积的６％～１０％，５级为病斑面积占根部总面
积的１１％ ～２５％，７级为病斑面积占根部总面积的 ２６％ ～
５０％，９级为病斑面积占根部总面积的５１％及以上（叶片枯萎
或叶柄折断）［６］。

病情指数＝１００×∑（各级病根数×各级代表值）／（调查
总根数×最高级代表值）；

防治效果＝（对照病情指数－处理病情指数）／对照病情
指数×１００％。
１．２．４　桔梗生理生化指标测定　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的
测定采用愈创木酚法，测定４７０ｎｍ处的吸光度，以１ｍｉｎ吸
光度的变化值表示酶活力［７］。过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的测
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定采用高锰酸钾滴定法［８］。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的
测定采用四氮唑蓝光还原法，测定５６０ｎｍ处的吸光度［９］。丙

二醛（ＭＤＡ）含量的测定采用硫代巴比妥酸比色法，分别测定
６００、５３２、４５０ｎｍ处的吸光度［１０］。

２　结果与分析

２．１　桔梗苗的病情指数调查
由表１可知，不同浓度的寡糖溶液对桔梗苗抗根腐病的

诱导效果不同。在同一时间，随着寡糖溶液浓度的增大，桔梗

苗根腐病的病情指数不断减小，当寡糖溶液的浓度增加到

１０μｇ／ｍＬ时，桔梗苗根腐病的病情指数最小，再增大寡糖溶
液的浓度，桔梗苗根腐病的病情指数逐渐增大。随着寡糖溶

液诱导桔梗苗时间的延长，只有１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导的
防治效果一直增大，其余处理浓度诱导的防治效果均是先增

大后减小。随着诱导时间的延长，ＣＫ处理的桔梗苗根腐病
的病情指数逐渐升高，且高于寡糖溶液处理的病情指数。当

寡糖溶液浓度为１０μｇ／ｍＬ时，防治桔梗苗根腐病的效果最
好，且在第８天桔梗苗根腐病的防治效果为３６．３６％，分别比
５、１５、２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导的防治效果高 ２１７．８３％、
６１２４％、５２５．８２％。

表１　桔梗苗根腐病的病情指数及防治效果

寡糖溶液浓度

（μｇ／ｍＬ）
第０天 第３天 第６天 第８天
病情指数 病情指数 防治效果（％） 病情指数 防治效果（％） 病情指数 防治效果（％）

ＣＫ １８．５１ ３６．５９ ３９．９７ ４１．５９
５ １８．５１ ３５．１３ ４．０７ ３４．８３ １２．８５ ３６．８３ １１．４４
１０ １８．５１ ２９．０８ ２０．５８ ２６．９０ ３２．７１ ２６．８３ ３６．３６
１５ １８．５１ ３１．４４ １４．１５ ３０．６２ ２３．３９ ３２．２１ ２２．５５
２０ １８．５１ ３５．７４ ２．０４ ３７．５４ ６．０７ ３９．１７ ５．８１

２．２　寡糖溶液对桔梗苗叶片生理特征的影响
２．２．１　寡糖溶液对桔梗苗叶片 ＳＯＤ活性的影响　由图１可
知，经不同浓度的寡糖溶液诱导处理３ｄ桔梗苗，桔梗苗叶片
ＳＯＤ活性均有所变化。在第３天至第８天用不同浓度的寡糖溶
液和ＣＫ诱导处理桔梗苗叶片，其ＳＯＤ活性均先升高后降低，桔
梗苗叶片的ＳＯＤ活性表现为１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液 ＞１５μｇ／ｍＬ
寡糖溶液＞５μｇ／ｍＬ寡糖溶液＞２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液＞ＣＫ，且
均在第７天达到最大值。用１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的
桔梗苗叶片的ＳＯＤ活性最大值分别比１５、５、２０μｇ／ｍＬ寡糖
溶液及 ＣＫ诱导处理的桔梗苗叶片 ＳＯＤ活性最大值高
１４２１％、１６．３５％、１９．６３％、２７．９２％。可见，１０μｇ／ｍＬ寡糖
溶液诱导桔梗苗抗根腐病的能力最佳，且明显高于其他浓度

寡糖溶液的诱导效果，表明低浓度的寡糖溶液更能有效诱导

桔梗苗提高叶片的ＳＯＤ活性，增强桔梗苗的抗病能力。

２．２．２　寡糖溶液对桔梗苗叶片ＰＯＤ活性的影响　ＰＯＤ作为
生物体一种重要的氧化还原酶，能促进杀菌效果及木质素和

木栓质的合成，从而杀灭病原菌或阻止病原物质入侵，ＰＯＤ
活性与抗病性密切相关［１１］。由图２可知，桔梗苗经不同浓度
的寡糖溶液诱导处理后，桔梗苗叶片ＰＯＤ活性呈先升高后降
低的变化趋势，其中，ＣＫ处理的桔梗苗叶片ＰＯＤ活性总是明
显低于寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片的ＰＯＤ活性。５、１５、
２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片ＰＯＤ活性的升降

幅度均较稳定，１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片
ＰＯＤ活性的升降幅度较大。１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液在诱导处理
第５天时，桔梗苗叶片的 ＰＯＤ活性达到峰值，且明显高于其
他处理的桔梗苗叶片ＰＯＤ活性的峰值。５、１０μｇ／ｍＬ寡糖溶
液诱导处理的桔梗苗叶片ＰＯＤ活性的峰值均出现在第５天，
ＣＫ和１５μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片 ＰＯＤ活性
的峰值出现在诱导处理的第６天，２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处
理的桔梗苗叶片ＰＯＤ活性的峰值出现在诱导处理的第７天，
要增强桔梗叶片抗根腐病的能力，必须通过提高ＰＯＤ的活性
才能抵抗病害带来的影响。可见，１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处
理的桔梗叶片ＰＯＤ活性最大，表明一定浓度的寡糖对桔梗抗
根腐病的诱导有一定的效果。

２．２．３　寡糖溶液对桔梗苗叶片ＣＡＴ活性的影响　ＣＡＴ作为
一种诱导酶，可以催化木质素的形成，促进细胞壁木质化来抵

抗病原菌的侵染［１１］。由图３可知，经不同浓度的寡糖溶液诱
导处理的桔梗叶片ＣＡＴ活性均发生了变化。ＣＫ处理的桔梗
苗叶片 ＣＡＴ活性一直降低，５、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱
导处理的桔梗苗叶片ＣＡＴ活性均先升高后降低，在诱导处理
第５天时，桔梗苗叶片ＣＡＴ活性均达到峰值，１０μｇ／ｍＬ寡糖
溶液诱导处理从第４天至第８天桔梗苗叶片的 ＣＡＴ活性明
显高于其他３种浓度处理的桔梗苗叶片的ＣＡＴ活性。５、１０、
１５μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片 ＣＡＴ活性较明
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显，２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片 ＣＡＴ活性的
变化较平缓。１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗叶片
ＣＡＴ活性的峰值分别比ＣＫ、５、１５、２０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处
理的桔梗苗叶片 ＣＡＴ活性的峰值高 １５３．２０％、２０．１２％、
２２４４％、１３７０８％。可见，一定浓度的寡糖溶液诱导处理桔
梗苗，其叶片的 ＣＡＴ活性增强，可抵御病原菌的侵害，且
１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的效果最明显，说明１０μｇ／ｍＬ
寡糖溶液诱导桔梗苗抗根腐病的效果最佳。

２．２．４　寡糖溶液对桔梗苗叶片ＭＤＡ含量的影响　由图４可
知，用不同浓度的寡糖溶液诱导处理桔梗苗，其叶片 ＭＤＡ的
含量均有不同程度的变化。在第３天至第８天，ＣＫ处理的桔
梗叶片ＭＤＡ含量一直上升，说明随着时间的延长腐皮镰刀
菌不断地入侵桔梗细胞。用不同浓度的寡糖溶液诱导处理桔

梗苗，其叶片的ＭＤＡ含量变化趋势总体上是先下降后上升，
５、１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导处理的桔梗苗，其叶片 ＭＤＡ含量
变化较明显，均在诱导处理的第６天达到最低值，且在整个诱
导过程中１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液处理的桔梗叶片 ＭＤＡ含量比
其他处理的桔梗苗叶片 ＭＤＡ含量低。可见，一定浓度的寡
糖溶液能够有效降低桔梗苗叶片中 ＭＤＡ的含量，从而降低
了对植物膜质的伤害程度。表明１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导桔
梗苗抗根腐病有较好的效果。

２．３　寡糖溶液对桔梗苗叶片各生理指标相关性的影响
由表２可知，经不同浓度的寡糖溶液诱导处理已感根腐

病的桔梗苗，从第 ３天至第 ８天桔梗苗叶片的 ＰＯＤ、ＣＡＴ、
ＳＯＤ活性与 ＭＤＡ的含量均两两相关。ＰＯＤ活性与 ＣＡＴ、
ＳＯＤ活性在０．００１水平上显著正相关，ＣＡＴ活性与 ＭＡＤ含
量在０．００１水平上显著负相关，ＣＡＴ活性与ＳＯＤ活性在０．０５
水平上显著正相关，ＭＤＡ含量与ＰＯＤ、ＳＯＤ活性在０．０１水平
上显著负相关。

表２　桔梗苗叶片各生理指标的相关性

指标 ＰＯＤ活性 ＣＡＴ活性 ＳＯＤ活性
ＣＡＴ活性 ０．６７４

ＳＯＤ活性 ０．７６５ ０．４００

ＭＤＡ含量 －０．５４９ －０．６８２ －０．４９０

　　注：“”“”“”分别表示在０．０５、０．０１、０．００１水平上显
著相关。

３　结论与讨论

植物可以改变细胞代谢和激发不同的防御机制来调节外

界的各种胁迫。利用植物诱导剂可以诱导水稻、烟草、蔬菜等

植物的抗病性［１２－１４］。寡糖作为植物诱导剂，具有环保、安全、

稳定等特点，寡糖可以参与植物的抗病、抗逆反应，它能够快

速诱导脂质过氧化并激活抗病基因的表达，降低脂质过氧化

物水平，减轻植物的伤害。

本研究用不同浓度的寡糖溶液诱导处理已经感染根腐病

３ｄ的桔梗苗，在同一时间，随着寡糖溶液浓度的增加，桔梗
苗根腐病的病情指数不断减小，当寡糖溶液的浓度增加到

１０μｇ／ｍＬ时，桔梗苗根腐病的病情指数最小，再增加寡糖溶
液的浓度，桔梗苗根腐病的病情指数逐渐增大。随着处理时

间的延长，经１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导的防治效果一直增大，
其他浓度的寡糖溶液处理，桔梗苗根腐病的防治效果先增大

后减小。经１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导的桔梗苗的防治效果最
好，且在第８天桔梗苗根腐病的防治效果为３６．３６％。不同
浓度的寡糖溶液诱导桔梗苗叶片，与 ＣＫ相比，均能提高桔梗
苗叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等抗氧化酶的活性，降低桔梗苗叶片
细胞内 ＭＤＡ的含量，且１０μｇ／ｍＬ寡糖溶液诱导的效果最
佳。桔梗苗叶片的 ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性均两两呈显著正相
关，ＭＡＤ含量分别与ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性呈显著负相关。谭
姣姣等的研究表明，０．５％ 南极菌β－３胞外寡聚糖能够显著
降低黄瓜白粉病的病情指数，防治效果达２４．４９％，能提高黄
瓜幼苗ＰＯＤ的活性［１５］。用不同浓度的堆肥菌液诱导处理的

桔梗幼苗，其ＳＯＤ活性、ＰＯＤ活性、叶绿素含量与 ＣＫ相比均
有明显的升高，而 ＭＤＡ含量则有明显的下降趋势［１６］。孙翠

红等的研究表明，壳寡糖对烟草花叶病毒的抑制率为

６６３９％，还可以提高烟草叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ的活
性［１７］。本研究的结果与这３个研究的结果基本一致。
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毒死蜱羧甲基纤维素钠接枝聚丙烯酸酯纳米粒子

水分散剂的制备与表征

徐　华，程顺成，周红军，周新华，林冠权，陈铧耀
（仲恺农业工程学院化学化工学院，广东广州５１０２２５）

　　摘要：利用甲基丙烯酸甲酯和丙烯酸丁酯为混合接枝单体，采用自由基共聚方法制备羧甲基纤维素钠接枝聚丙烯
酸酯共聚物（ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ），采用傅氏转换红外线光谱分析仪和差示扫描量热法（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｃａｎｎｉｎｇｃａｌｏｒｉｍｅｔｅｒ，简
称ＤＳＣ）对其结构进行表征。以ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ为载体，以毒死蜱（ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ，简称ＣＨ）为模型农药，利用ＣＨ在载体
大分子自组装形成的胶束中的增溶作用，制备 ＣＨ／ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ纳米粒子水分散剂；采用扫描电镜、粒度分析仪、
ＤＳＣ对其形态结构、粒径大小及分布、农药的相态进行研究，探讨载体浓度和药物浓度对其粒径及载药率的影响。结
果表明，纳米粒子呈现规则的球形，其平均粒径为２００～２４０ｎｍ，粒径分布较窄；毒死蜱以非晶体相存在于纳米粒子
中；纳米粒子的粒径及其对药物的载药率可以通过改变ＣＨ和ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ溶液的浓度进行有效调控。
　　关键词：毒死蜱；羧甲基纤维素钠接枝聚丙烯酸酯共聚物；纳米粒子；结构表征；丁达尔现象；粒度分布；载药率；纳
米农药
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　　常规剂型农药成分释放速度快，容易流失或淋溶，利用率
低，会对环境造成污染［１］。高效、环境友好、缓释是当前农药

制剂发展的主要目标，能起到减施增效的目的。纳米农药制

剂是一种新型农药制剂，相对于传统农药，纳米农药制剂不仅

可以实现缓释，还可以增大农药制剂与作物叶片和害虫的接

触面积，提高农药的有效利用率。国内外研究者对纳米农药

制剂产生了浓厚的兴趣，目前已有的纳米制剂所用微胶囊壁

材研究集中在壳聚糖及其衍生物［２－３］、聚乳酸及其共聚

物［４－６］及其他一些载体［７－８］，而以羧甲基纤维素钠（ｃａｒｂｏｘｙ

ｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，简称ＣＭＣ）为载体制备纳米农药制剂的报道
较少。ＣＭＣ是一种水溶性较好的聚阴离子化合物，广泛应用
在食品、医药等领域［９］，将 ＣＭＣ与单体共聚接枝提高其疏水
性，将接枝共聚物用于吸水性树脂、表面活性剂、吸附剂及涂

料等领域的应用已有一些研究［１０－１３］，但将其用在农药载体领

域还鲜见报道。本试验以亲水性的羧甲基纤维素钠为基体，

以丙烯酸酯为单体，运用自由基聚合机制，采用无皂乳液聚合

方法，合成双亲性的羧甲基纤维素钠接枝丙烯酸酯共聚物

（ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ）。将ＣＭＣ－ｇ－ＰＡＥ作为载体，以毒死蜱为
模型农药，利用胶束增溶作用，制备农药纳米粒子水分散剂，

并对其结构进行表征，以期为开发价廉、环境友好的新型纳米

农药水分散剂提供理论基础与技术指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验试剂　羧甲基纤维素钠、丙烯酸丁酯（ｂｕｔｙｌ
ａｃｒｙｌａｔｅ，简称 ＢＡ）、甲基丙烯酸甲酯（ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，简
称ＭＭＡ）、过硫酸钾（ＫＰＳ）均为分析纯，均购自阿拉丁试剂
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