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　　摘要：采用菌丝生长速率等测定方法测定５种不同浓度的１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝生长的
抑制效果，测量经药剂处理过的菌悬液的电导率，菌丝麦角甾醇、丙二醛的含量等。结果表明，４５．００、９０．００ｍｇ／Ｌ
１８％嘧肽·多抗水剂可以完全抑制烟草靶斑病病菌菌丝的生长；经９０．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗处理过的菌丝出现
畸形、原生质外渗、菌丝分枝不明显、菌丝断裂等现象；１．８％嘧肽·多抗水剂在药剂浓度和处理时间上均能影响烟草
靶斑病病菌菌丝细胞膜的渗透性，药剂浓度越大、处理时间越长培养液中电导率越大；１．８％嘧肽·多抗处理过的烟草
靶斑病病菌菌丝丙二醛的含量明显增加，表明病菌细胞膜受到破坏；１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝中
麦角甾醇的含量无明显影响。１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌具有较好的抑制作用，该药剂对烟草靶斑病病
菌菌丝形态、细胞膜透性及细胞膜脂质过氧化程度均有一定的影响。
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　　嘧肽·多抗水剂是由生物农药嘧肽霉素［１］和多抗霉素

复配而成的新型农用抗生素，已获农药临时登记，其理化性质

稳定，能够耐高温、酸碱和阳光照射，且无毒无害，对大多数植

物真菌病害均有一定的防治作用。烟草靶斑病是近几年我国

烟草上发现的一种新病害，主要由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉＫüｈｎ）引起［２－３］。烟草靶斑病主要危害烟草叶片，在苗

期至大田成熟期均可发生，一旦发生迅速蔓延，造成烟叶质量

和产量降低［４］，已成为影响烟草产量和品质的重要病害之

一。目前，尚未发现较好的抗病品种，药剂防治依然是控制烟

草靶斑病的主要手段［５］。本试验研究１．８％嘧肽·多抗水剂
对烟草靶斑病病菌的抑菌方式和作用机制，以期为烟草靶斑

病的田间防治提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试病原菌为烟草靶斑病病菌 （Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ

Ｋüｈｎ），由沈阳农业大学植物保护学院提供。
供试药剂为１．８％嘧肽·多抗水剂，由沈阳红旗林药有

限公司提供。

ＰＤＡ培养基：２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡萄糖、１８ｇ琼脂粉、１Ｌ
蒸馏水；ＰＤ培养基：２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡萄糖、１Ｌ蒸馏水。

供试试剂盒：真菌ＤＮＡ提取试剂盒，购自生工生物工程
（上海）股份有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝生长的
抑制作用　采用含药培养基法测定烟草靶斑病病菌的抑菌活
性，将定量的ＰＤＡ培养基加热融化，冷却至４５℃左右，分别
加入不同浓度的１．８％嘧肽·多抗水剂，使其终浓度分别为
５．６３、１１．２５、２２．５０、４５．００、９０．００ｍｇ／Ｌ，并以不加药剂作为对
照，充分混匀，倒入培养皿中，制成含药培养基。

用打孔器制取直径为６ｍｍ的菌饼，将菌丝面朝下接种
在ＰＤＡ平板中间位置，每组设置 ３个重复，将培养皿放入
２８℃ 恒温箱中培养，直至菌丝长满培养皿后，用十字交叉法
测量菌落直径，并用下列公式计算出菌丝生长抑制率：

菌丝生长抑制率＝对照菌落直径－处理菌落直径
对照菌落直径

×１００％。

１．２．２　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝形态的
影响　制备烟草靶斑病病菌的菌丝悬浮液，移入含定量 ＰＤ
培养基的三角瓶中，置于２８℃摇床中振荡培养２４ｈ，然后加
入一定量嘧肽·多抗水剂使其终浓度为９０．００ｍｇ／Ｌ，并于药
剂处理４、８、１２、１６、２４ｈ后进行取样，在显微镜下观察菌丝的
形态变化。

１．２．３　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝细胞膜
渗透性的影响　将制备好的菌悬液倒入定量的 ＰＤ培养基
中，振荡培养２４ｈ，分别加入１．８％嘧肽·多抗水剂，使其终
浓度为１１．２５、４５．００、９０．００ｍｇ／Ｌ，每个处理３次重复，并以不
加药剂的处理作为对照。加入药剂后，立即取出５ｍＬ培养
液，用电导率仪测定其电导率，剩下的菌悬液继续振荡培养，

分别于４、８、１２、２０、２４ｈ后取出培养液，离心处理后留上清液
测其电导率［６］。
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１．２．４　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝麦角甾
醇含量的影响　参考单慰曾等的方法［７］，制备菌丝悬浮液后

倒入ＰＤ培养基中，振荡培养４８ｈ后分别加入嘧肽·多抗药
剂，使其终浓度分别为１．２５、２２．５０、４５．００、９０．００ｍｇ／Ｌ，每个
处理３次重复，并以不加药剂的处理作为对照。继续培养４８
ｈ后，用纱布过滤，磷酸缓冲液清洗各处理菌丝３次，取出后
放入离心管中，６０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌丝体。各处理分别取
２．５ｇ湿菌丝，加入甲醇和三氯甲烷（体积比为２∶１）混合液，
研磨至匀浆后室温静置１ｈ，依次加入水、三氯甲烷和磷酸缓
冲液各５ｍＬ，待分层后取三氯甲烷相，水浴蒸干。加入甲醇
和乙醇（体积比为４∶１）混合液，６０℃皂化１ｈ，加入水和石
油醚各４ｍＬ，取石油醚层蒸干，用乙醇溶液溶解干物质，定容
至 ３ｍＬ，用分光光度计在２８２ｎｍ处测定其吸光度（Ｄ２８２ｎｍ），
由吸光度可求出菌丝麦角甾醇含量的变化（ｘ），公式如下：

ｘ＝
对照Ｄ２８２ｎｍ－处理Ｄ２８２ｎｍ

对照Ｄ２８２ｎｍ
×１００％。

１．２．５　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝脂质过
氧化的影响　收集菌丝体的方法同“１．２．４”节，ＰＤ液体培养
基留存待用。称取２．０ｇ湿菌丝体，加液氮研磨至粉末状，加
入 ４ｍＬ巴比妥酸和三氯乙酸混合液（１．５ｇ２－硫代巴比妥
酸溶于３０ｍＬ三氯乙酸，蒸馏水定容至１５０ｍＬ），溶解菌丝体
内产生的丙二醛，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液转移到试管
中，沸水处理使丙二醛与巴比妥酸产生显色反应。冰浴冷却

后１２０００ｒ／ｍｉｎ再次离心，取上清液待测。同时，将液体培养
基与巴比妥酸和三氯乙酸的混合液按体积比５∶２混合，分别
测定各处理样品在４５０、５３２、６００ｎｍ处的吸光度［８］，并按以下

公式计算丙二醛（ＭＤＡ）的浓度（ＣＭＤＡ）：
ＣＭＤＡ＝６．４５（Ｄ５３２ｎｍ－Ｄ６００ｎｍ）－０．５６Ｄ４５０ｎｍ。

１．２．６　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝 ＤＮＡ
合成的影响　取各浓度嘧肽·多抗药剂处理后的菌丝，用滤
纸吸干菌丝表面的水分，然后放入烘箱中，温度设置为４０～
５０℃，每５ｍｉｎ观察１次，当菌丝水分蒸干即可取出；加入液
氮研磨，磨碎成粉末后，倒入离心管中，使菌丝量在离心管

０５ｍＬ刻度处。菌丝准备完毕后，采用真菌 ＤＮＡ提取试剂
盒提取ＤＮＡ，按照试剂盒具体步骤进行操作，最后将提取到
的ＤＮＡ收集到离心管中，测定ＤＮＡ含量。

２　结果与分析

２．１　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝生长的抑
制作用

由图１可知，１．８％嘧肽·多抗水剂处理过的培养基中，
随着药剂浓度的增大，病原菌菌落直径不断减小，菌丝生长也

较为稀疏。经２２．５０～９０．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水剂处
理后，烟草靶斑病病菌菌丝不能正常生长，抑制率可达

１００％，经１１．２５、５．６３ｍｇ／Ｌ嘧肽·多抗处理后，烟草靶斑病
病菌菌丝略有生长，但菌落颜色较浅，５．６３ｍｇ／Ｌ１．８％嘧
肽·多抗水剂对菌丝生长的抑制率达 ４０％。结果表明，
１８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝表现出较强的
抑制作用。

２．２　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝形态的
影响

经９０．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水剂处理４ｈ后，菌丝
开始发生变化，部分菌丝原生质凝聚并收缩（图２－ａ），８ｈ后
菌丝出现畸形，原生质大量外渗，菌丝分枝不明显，菌丝断裂

情况加重；而对照菌丝生长旺盛，未见原生质外渗，伸展力强，

菌丝分隔明显（图２－ｂ）。结果表明，１．８％嘧肽·多抗水剂
可以通过破坏烟草靶斑病病菌的菌丝而达到抑制菌丝生长的

作用。

２．３　１．８％嘧肽·多抗对烟草靶斑病病菌菌丝细胞膜渗透性
的影响

电导率是病原菌菌丝细胞膜破坏程度的指标，电导率数

值越大，说明细胞膜透性越大，细胞膜的破坏程度越严重。由

图３可知，在一定范围内，随着处理时间的延长和 １．８％嘧
肽·多抗水剂浓度的增加均会使电导率变大。加入药剂后立

即取出培养液进行测定，不同浓度的１．８％嘧肽·多抗水剂
药剂处理的菌丝与对照菌丝差异不明显，电导率在 １．４１～
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１．４５μＳ／ｃｍ之间；随着处理时间的延长，各浓度处理的电导
率均明显增加，高浓度处理的电导率明显比低浓度处理的电

导率高，电导率增加的幅度从２０ｈ后变化不明显，由此推测，
此时病原真菌菌丝细胞膜已被完全破坏。

２．４　１．８％嘧肽·多抗对烟草靶斑病病菌菌丝麦角甾醇含量
的影响

麦角甾醇是真菌细胞膜的重要组分，它在确保膜结构的

完整性、膜结合酶的活性、膜的流动性、细胞活力及物质运输

等方面起着重要作用。试验结果表明，在对照培养液中生长

的烟草靶斑病病菌菌丝麦角甾醇含量与加入不同浓度１．８％
嘧肽·多抗药剂的培养液中培养的菌丝麦角甾醇含量差别不

大，由此可知，１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝
中麦角甾醇的含量无明显影响。

２．５　１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝脂质过氧
化的影响

丙二醛是膜质过氧化的产物，可表示脂质过氧化的程度，

反映出膜损坏的程度。由表１可知，在对照处理中，丙二醛的
总浓度为０．０８８７μｍｏｌ／Ｌ，经过浓度为１１．２５ｍｇ／Ｌ的１８％
嘧肽·多抗水剂处理后丙二醛的总浓度为 ０．１３２５μｍｏｌ／Ｌ，
且随着１．８％嘧肽·多抗水剂浓度的增加，烟草靶斑病病菌
菌丝体内丙二醛的含量逐渐升高，即细胞膜脂质过氧化的程

度加剧。

表１　不同浓度１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病
病菌菌丝丙二醛（ＭＤＡ）的影响

１．８％嘧肽·多抗
水剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

菌丝体内ＭＤＡ
浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

培养基内ＭＤＡ
浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

ＭＤＡ总浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

４５．００ ０．２６００ ０．０９２２ ０．１７６１
２２．５０ ０．２０６０ ０．０７２６ ０．１３９３
１１．２５ ０．１９３３ ０．０７１６ ０．１３２５
对照 ０．１０５９ ０．０７１５ ０．０８８７

２．６　 １．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝 ＤＮＡ合
成的影响

由表２可知，经４５．００、２２．５０、１１．２５ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·
多抗水剂处理的烟草靶斑病病菌菌丝 ＤＮＡ的含量有明显变
化。在４５．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水剂处理的情况下，
ＤＮＡ合成抑制率为５４．２０％；在２２．５０ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多
抗水剂处理的情况下，ＤＮＡ合成抑制率为 ４６．３５％；在
１１．２５ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水剂处理的情况下，ＤＮＡ合成

抑制率为３４１２％。由此可知，１．８％嘧肽·多抗水剂可以在
ＤＮＡ水平上抑制菌丝生长。

表２　不同浓度１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病
病菌菌丝ＤＮＡ含量的影响

１．８％嘧肽·多抗
水剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＤＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

ＤＮＡ合成抑制率
（％）

４５．００ ２５．１ ５４．２０
２２．５０ ２９．４ ４６．３５
１１．２５ ３６．１ ３４．１２
对照 ５４．８

３　结论与讨论

本研究的结果表明，１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病
病菌具有良好的抑制作用，４５．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水
剂能够有效抑制烟草靶斑病病菌菌丝生长，抑制率达到

１００％；５．６３ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗对菌丝生长的抑制率也
可达４０％；同时，烟草靶斑病病菌经过１．８％嘧肽·多抗处理
后，菌丝出现畸形，原生质大量外渗，菌丝分枝不明显，菌丝断

裂。１．８％嘧肽·多抗能够使烟草靶斑病病菌菌丝体电解质
外渗，影响细胞膜透性的变化，且对烟草靶斑病病菌菌丝在相

同处理时间内，随着１．８％嘧肽·多抗水剂浓度的增加，电导
率逐渐升高；在同一处理浓度下，在一定范围内处理时间越

长，电导率越大，对细胞膜的破坏程度越严重。１．８％嘧肽·
多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝细胞膜麦角甾醇含量无明显

影响，但能够使细胞膜脂质过氧化，释放出丙二醛，且１．８％
嘧肽·多抗水剂的浓度越大，丙二醛的含量越高。１．８％嘧
肽·多抗水剂能够抑制烟草靶斑病病菌菌丝 ＤＮＡ的合成，
４５．００ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝
ＤＮＡ合成的抑制率为５４２０％，１１．２５ｍｇ／Ｌ１．８％嘧肽·多
抗水剂对烟草靶斑病病菌菌丝 ＤＮＡ合成的抑制率为
３４．１２％。
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