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苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病病原真菌细胞壁膜的作用
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（沈阳化工大学制药与生物工程学院，辽宁沈阳１１０１４２）

　　摘要：初步探究苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病病菌的抑菌机制。采用紫外分光光度法测定参与水稻稻瘟病病菌细胞
壁降解的２个关键酶（几丁质酶和β－１，３－葡聚糖酶）活性以及菌体细胞外的磷浓度；采用荧光分光光度法测定ＰＩ－
ＤＮＡ复合物（碘化吡啶）荧光强度；采用气质联用法（ＧＣ－ＭＳ）测定甾醇类物质含量变化。结果表明，用１０ｍｇ／Ｌ苯丙
烯菌酮处理水稻稻瘟病病菌后，菌体内的几丁质酶和 β－１，３－葡聚糖酶活性均升高，药剂处理１ｈ后酶活性明显升
高，分别是对照组的１．６９倍和３．７６倍，细胞外的磷浓度在１ｈ后明显升高，３ｈ时是对照组的１．２９倍，２４ｈ时 ＰＩ－
ＤＮＡ复合物荧光强度急剧升高，为对照组的１９．７１倍，然后用１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮处理６ｈ后６－乙酰氨基麦角甾醇
含量与对照组相比减少了９６．８３％，酵母甾醇则消失。结果表明，苯丙烯菌酮可以破坏水稻稻瘟病菌细胞壁和细胞膜
功能结构，起到抑菌作用。
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　　水稻稻瘟病是一类重要的水稻病害，并且水稻稻瘟病病
菌侵染能力强，能在短时间内快速传播［１－２］，同时易发生菌丝

融合现象，形成多核体，这种变异增加了水稻病害防治工作的

难度［３］。全球每年因为水稻减产造成很大的经济损失，迫切

需要一种新型环境友好的杀菌剂来解决水稻病害［４］。苯丙

烯菌酮别称异补骨脂查尔酮，是天然植物补骨脂提取物中的

一个重要活性成分。有研究表明，二聚黄酮类化合物对人类

致病酵母菌和丝状真菌均有较好的抑菌效果［５］，查尔酮类化

合物也具有优良的抗细菌真菌活性［６］。据报道，异补骨脂查

尔酮具有多种药理活性，包括抗细菌、抗真菌、抗病毒、抗炎和

抗肿瘤作用［７］。Ｚｈａｎｇ等在抑菌试验中发现，枯草芽孢杆菌
ＫＢ－１１２２对稻瘟病菌生长有明显的抑制作用，经过二维聚丙
烯酰胺凝胶电泳和蛋白组分析试验发现，甘油醛－３－磷酸脱
氢酶和丝氨酸蛋白激酶与枯草杆菌ＫＢ－１１２２的抑菌作用密
切相关［８］。柠檬醛可以提高几丁质酶活性，从而破坏水稻稻

瘟病菌细胞壁完整性，达到抑菌目的［９］。硝基苯乙烯类化合

物能明显抑制稻瘟病菌的黑色素合成相关酶３ＨＮＲ的活性，
显示出抑菌效果［１０］。

盆栽试验和田间试验已经证实了苯丙烯菌酮乳油剂对稻

瘟病菌有较好的防治效果［１１］。扫描电镜结果显示，经

１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮处理后，水稻稻瘟病菌菌丝界限变得模
糊，且相互交连发生融合，菌体形态发生了明显变化。本试验

为进一步明确苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病菌的杀菌机制，通过

测定细胞壁水解酶（几丁质酶和 β－１，３葡聚糖酶）活

性［１２－１３］、细胞膜通透性试验、ＰＩ荧光检测和甾醇类物质成分
分析试验，探究苯丙烯菌酮对稻瘟病菌菌体细胞壁和细胞膜

的作用［１４－１５］，为苯丙烯菌酮杀菌作用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　主要试剂　苯丙烯菌酮（异补骨脂查尔酮），购自成
都普菲德生物技术有限公司；丙酮，购自福晨（天津）化学试

剂厂；葡萄糖，购自天津市大茂化学试剂厂；酵母浸粉，购自安

琪酵母股份有限公司；琼脂，购自福建省金燕海洋生物科技股

份有限公司。

１．１．２　供试菌种　水稻稻瘟病菌（ＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅＣａｖ．），
由沈阳化工研究院生物测定中心提供。

１．１．３　培养条件　稻壳培养基（１０００ｍＬ）：稻壳３０ｇ，葡萄
糖５．０ｇ，酵母浸粉１．４ｇ，琼脂２０～２５ｇ，ＭｇＳＯ４０．２５ｇ。

ＰＤＡ液体培养基（１０００ｍＬ）：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ。
１．１．４　主要仪器　ＤＨＧ－９１４９Ａ型电热恒温鼓风干燥箱，购
自上海精宏实验设备有限公司；ＭＰＬＲ－７０２四孔恒温水浴锅，
购自金坛市大地自动化仪器厂；ＳＨＺ－ＤＺⅢ循环水式真空泵，
购自河南省巩义市予华仪器有限责任公司；ＳＺ－９３自动双重
纯水蒸馏器，购自上海亚荣生化仪器厂；ＳＣＩＥＮＴＺ－ⅡＤ超声波
细胞破碎仪，购自宁波新芝生物科技股份有限公司；ＳＰＸ－
２５０Ｂ－Ｚ生化培养箱，购自上海博迅实业有限公司医疗设备
厂；ＳＷ－ＣＪ－ＩＧ单人净化工作台，购自苏州净化设备有限公
司；ＴＢＬ－１６Ｇ－Ａ高速冷冻离心机，购自上海安亭科学仪器
厂；ＴＳＱ－２８０振荡培养箱，购自上海精宏实验设备有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　苯丙烯菌酮对稻瘟病菌细胞壁的影响
１．２．１．１　菌丝的制备　取５ｍＬ水稻稻瘟病菌孢子悬液接入
ＰＤＡ培养液中，置于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６ｄ后进行处
理，苯丙烯菌酮处理浓度为１０ｍｇ／Ｌ，对照加等量丙酮，每个
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处理设３次重复。药剂处理后，在时间为０、１、３、６、１２、２４ｈ
收集菌丝，抽干水分后在－２０℃下保存。
１．２．１．２　酶液的提取　称取１ｇ菌丝，加入５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．５）缓冲液，超声破碎３０ｍｉｎ（工作５ｓ
间歇３ｓ）。然后将破碎的细胞匀浆转移至 ＥＰ管中，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液置于－８０℃储存备用。
１．２．１．３　几丁质水解酶含量测定　向洁净的试管中加入
０．２ｍＬ胶状几丁质，用 ０．１ｍＬ乙酸钠缓冲液（浓度为
０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．５）和不同时间处理酶液０．３ｍＬ，于４０℃
下水浴１ｈ（空白用三蒸水代替酶液），流水冷却至室温。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移取上清液０．２５ｍＬ，加４０μＬ１０％
脱盐蜗牛酶，３７℃保温存１ｈ，冷却。然后加０．１ｍＬ硼酸钾溶
液（０．８ｍｏｌ／Ｌ），沸水浴３ｍｉｎ，冷却至室温，加２ｍＬ１％二甲基
胺硼烷（ＤＭＡＢ）溶液于３７℃水浴２０ｍｉｎ，冷却，于波长５８５ｎｍ
处测定吸光度。根据Ｎ－乙酰葡萄糖胺标准曲线ｙ＝０．０５９ｘ－
０．００７（ｒ２＝０．９９７）进行计算。以单位鲜质量样品在单位时间
内产生的Ｎ－乙酰葡萄糖胺为１个酶活力单位。

Ｕ＝
（Ｄ－Ｄｏ）×Ｖｔ
ＦＷ×Ｖｓ×ｔ

。

式中：Ｄ为样品中几丁质酶水解生成的 Ｎ－乙酰葡萄糖胺含
量；Ｄｏ为空白组 Ｎ－乙酰葡萄糖胺含量；Ｖｔ为酶液总体积，
ｍＬ；Ｖｓ为反应酶液体积，ｍＬ；ＦＷ为样品的鲜质量，ｇ；ｔ为反应
时间，ｈ。
１．２．１．４　β－１，３－葡聚糖水解酶含量测定　β－１，３－葡聚
糖水解酶含量测定的反应体系包括０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值５．０的
乙酸钠缓冲液（含１％昆布多糖）、０．１６ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸
钠（ｐＨ值５．０）缓冲液和３００μＬ各处理酶液（空白用三蒸水
代替酶液），充分混匀，３７℃保温１ｈ，使其充分水解为葡萄
糖，采用 ＤＮＳ法测定还原糖的量，向各反应体系中加入
３，５－二硝基水杨酸试剂沸水浴５ｍｉｎ，流水立即冷却，定容至
３ｍＬ，于５４０ｎｍ波长下测 Ｄ值［１６］。根据葡萄糖标准曲线计

算酶活性：ｙ＝０．１７３ｘ－０．００９，ｒ２＝０．９９８。以单位鲜质量样
品在单位时间内产生的还原糖为１个酶活力单位。

Ｕ＝
（Ｄ－Ｄｏ）×Ｖｔ
ＦＷ×Ｖｓ×ｔ

。

式中：Ｄ为样品中β－１，３葡聚糖水解酶水解生成的还原糖含
量；Ｄｏ为空白组还原糖含量；Ｖｔ为酶液总体积，ｍＬ；Ｖｓ为反应
酶液体积，ｍＬ；ＦＷ为样品的质量，ｇ；ｔ为反应时间，ｈ。
１．２．２　苯丙烯菌酮对稻瘟病菌细胞膜的影响
１．２．２．１　菌悬液的制备　取５ｍＬ水稻稻瘟病菌孢子悬液接
入ＰＤＡ培养液中，于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６ｄ后进行处
理，苯丙烯菌酮处理浓度为１０ｍｇ／Ｌ，对照加等量丙酮，每个
处理设３个重复。药剂处理后０、１、３、６、１２、２４ｈ取样。
１．２．２．２　磷浓度标准曲线　磷浓度标准曲线的制备：准确称
取经１００℃干燥至恒质量的磷酸二氢钾４３．９ｇ，加水溶解并
定容至２５０ｍＬ，精确量取１０ｍＬ于１００ｍＬ容量瓶中，稀释至
刻度，得到０．００４ｍｇ／ｍＬ的参比溶液。分别取参比试剂０、１、
３、５、７、９ｍＬ于 ２５ｍＬ具塞试管中，加 ６ｍＬ定磷试剂
［水 ∶３ｍｏｌ／Ｌ硫酸 ∶２．５％钼酸铵 ∶１０％维生素 Ｃ为
２∶１∶１∶１］，加水稀释至２５ｍＬ，摇匀，４５℃水浴２０ｍｉｎ，冷
却至室温，在６６０ｎｍ波长处测定吸光度，并以磷浓度为横坐

标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线ｙ＝０．２４２８ｘ＋０．００９６，ｒ２＝
０．９９６。
１．２．２．３　胞外磷浓度含量测定　分别在药剂处理后０、１、３、
６、１２、２４ｈ取菌悬液８ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，精确量取
上清液５ｍＬ于平底烧瓶中，加９ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液５ｍＬ，直火
缓慢加热１５ｍｉｎ，冷却至室温，滴加过氧化氢５ｍＬ，继续加热
１５ｍｉｎ，冷却，转移至１００ｍＬ容量瓶中，稀释至刻度，精确量
取５ｍＬ，余下步骤同“１．２．２．２”节磷浓度标准曲线测定方法。
根据标准曲线计算磷浓度，磷浓度单位为μｇ／ｍＬ。
１．２．２．４　ＰＩ－ＤＮＡ荧光检测　用灭菌后的超纯水配制
５０μｇ／ｍＬ的ＰＩ溶液，置于棕色瓶内，４℃下避光保存。取
５ｍＬ菌悬液于离心管中，加入１ｍＬＰＩ溶液和１ｍＬ药剂，充
分混合，在３７℃下进行温育反应，分别在反应０、１、３、６、１２、
２４ｈ时测定其荧光值（激发波长和发射波长分别为 ５３５、
６１５ｎｍ）。
１．２．２．５　甾醇成分分析　取菌丝０．５ｇ于５０ｍＬ具塞试管
中，加２．５ｍＬＰＢＳ和 ６ｍＬ新鲜配制的皂化剂，充分混匀，
８０℃ 水浴皂化１ｈ。加６ｍＬ石油醚６０℃提取３次，收集馏
分，加水洗涤。醚层６０℃水浴挥干石油醚，得到未皂化脂，加
色谱纯环己烷（１ｍＬ／ｇ湿菌）后于－２０℃保存［１７］。

色谱条件：５％ ＨＰ－５ＭＳ（ＰｈｅｎｙｌＳｉｌｏｘａｎｅ）３０．０ｍ×
０．２５０ｍｍ×０．２５μｍ；柱温：初温度１００℃，最终温度３００℃，
进样口温度 ２５０℃；载气：氦气１．０ｍＬ／ｍｉｎ。质谱标准库：
ＮＢＳ谱库。

２　结果与分析

２．１　苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病菌细胞壁的影响
２．１．１　苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病菌几丁质酶活性的影响　
由图１可知，经１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮处理后，菌体内几丁质酶
活性明显高于对照组。药剂处理１ｈ，几丁质酶活性为对照组
１．６９倍，处理３、６、１２、２４ｈ后分别是对照组的１．４１倍、１．５４
倍、１．３３倍、１．４３倍。几丁质是真菌细胞壁的主要成分，是由
Ｎ－乙酰葡糖胺通过β连接聚合而成的结构同多糖。几丁质
酶活性升高导致几丁质水解速度加快，细胞壁几丁质层受损，

其功能受到影响，使菌体无法正常生长。

２．１．２　苯丙烯菌酮对水稻稻瘟病菌β－１，３－葡聚糖酶活性
的影响　由图２可知，药剂处理组菌体内β－１，３－葡聚糖酶
活性明显高于对照，在药剂处理后１、３、６、１２、２４ｈ后分别是
对照组的３．７６倍、２．３３倍、３．９１倍、１．２９倍、１．８１倍。葡聚
糖是以葡萄糖为单糖组成的同型多糖，葡萄糖单元之间以糖
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苷键连接，是真菌细胞壁的重要组成部分。经苯丙烯菌酮处

理后，菌体内β－１，３葡聚糖酶活性升高，葡聚糖发生水解，引
起稻瘟病菌细胞壁降解，所以药剂通过破坏真菌细胞壁达到

抑菌目的。

２．２　苯丙烯菌酮对稻瘟病菌细胞膜的影响
２．２．１　苯丙烯菌酮对稻瘟病菌细胞膜通透性的影响　磷是
真菌细胞内的重要营养物质，主要以多磷酸盐形式存在，正常

细胞胞外磷浓度远远小于胞内磷浓度，但当细胞膜受到损伤

时，胞液渗漏可使胞外磷浓度升高，分别在药剂处理菌悬液

０、１、３、６、１２、２４ｈ后取菌悬液测定胞外磷浓度，结果如图 ３
所示。

　　由图３可知，在药剂处理１ｈ后胞外磷浓度明显升高，药
剂处理１、３、６、１２、２４ｈ后胞外磷浓度分别是对照组的１．１２
倍、１．２９倍、１．３１倍、１．３１倍、１．１７倍。由此可知，杀菌剂苯
丙烯菌酮处理菌体细胞后，真菌细胞膜发生一定程度的破损，

导致营养物质泄露。

２．２．２　ＰＩ－ＤＮＡ荧光检测结果　ＰＩ是一种可对 ＤＮＡ染色
的细胞核染色剂，它是一种溴化吡啶的类似物，在嵌入双链

ＤＮＡ后释放红色荧光。ＰＩ不能穿透完整细胞膜，只有当细胞
处于凋亡晚期或者死亡时，染色剂才可以进入细胞并与核酸

物质结合形成ＰＩ－ＤＮＡ复合物，结果如图４所示。

　　由图４可以看出，在药剂处理菌悬液１ｈ内，复合物荧光
值没有明显变化，处理１ｈ后荧光值缓慢上升，处理３、６、１２ｈ
时分别是对照组的６．３５倍、３．２４倍、８．３０倍，２４ｈ时复合物
荧光值急剧升高为对照组的１９．７１倍。由此可以推测，苯丙
烯菌酮处理稻瘟病菌后，菌体胞膜严重受损，染色剂进入细胞

内１ｈ后，菌体开始慢慢凋亡，２４ｈ时细胞达到凋亡晚期，细
胞膜完全破裂，细胞最终死亡。

２．２．３　苯丙烯菌酮对甾醇类物质含量的影响　由图５至图
７可知，１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮处理后菌体酵母甾醇消失，６－乙
酰氨基麦角甾醇成分减少。表１显示，苯丙烯菌酮处理组与
空白组、对照组相比分别减少了９６．８３％、９７．０７％。麦角甾
醇是真菌细胞膜的重要成分，与细胞膜流动性和稳定性密切

相关。麦角甾醇含量降低，细胞膜会形成小孔，而酵母甾醇是

麦角甾醇的前体物质。由此可见，苯丙烯菌酮可能作用于麦

角甾醇合成途径，破坏稻瘟病菌细胞膜结构，起到抑菌作用。

３　结论

通过对真菌细胞壁水解相关酶活性的测定，结果表明，用

１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮处理稻瘟病菌后几丁质酶和 β－１，３葡
聚糖酶，其活性均升高，药剂处理１ｈ，几丁质酶活性为对照组
１．６９倍；β－１，３葡聚糖酶在药剂处理１、３、６、１２、２４ｈ后分别
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表１　１０ｍｇ／Ｌ苯丙烯菌酮对甾醇类物质含量的影响

样品
峰面积

空白 对照 苯丙烯菌酮处理

ａ ６９９６１２４ ６４５８８２４ ２０４６３７
ｂ １２５７１５４ ５７０７３９ —

　　注：峰面积代表对应物质的量的多少。

是对照组的３．７６倍、２．３３倍、３．９１倍、１．２９倍、１．８１倍。几
丁质和葡聚糖都是真菌细胞壁的重要组成部分，其水解酶活

性升高会加快细胞壁降解，导致细胞壁结构受损，进而影响其

功能。稻瘟病菌胞外磷浓度在药剂处理１ｈ后含量增加，是
对照组的１１２倍；ＰＩ－ＤＮＡ复合物荧光强度在药剂处理２４ｈ
时显著升高为对照组的１９．７１倍；膜通透性试验和ＰＩ荧光检
测试验表明，苯丙烯菌酮可以破坏菌体细胞膜功能，导致营养

物质泄露，并且细胞膜完整性遭到破坏，菌体最终死亡。甾醇

成分分析结果显示，细胞膜上麦角甾醇合成途径受阻，细胞膜

形成小洞，流动性和稳定性下降。综上，苯丙烯菌酮可以破坏

稻瘟病菌细胞壁和细胞膜结构功能及其完整性，从而达到抑

菌目的。
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　　近年来，江苏省大力发展高效设施农业，设施蔬菜规模
化、标准化、产业化水平不断提升，已成为农民增收的重要产

业。２０１８年江苏省蔬菜播种面积 １４２．４万 ｈｍ２，总产量
５６２５．１万ｔ，以设施蔬菜为主的高效设施农业面积占比达
１９．６％。设施蔬菜栽培具有单位面积产量高、上市早等优点，
但设施栽培高温、高湿、封闭、连茬种植的特点给各种病虫害的

发生创造了有利的条件，病虫害发生逐年加重，常因防治不及

时导致毁灭性灾害［１］。病虫危害已成为设施蔬菜可持续发展

的重要制约因素。以前，生产上主要依赖化学防治措施防治蔬

菜病虫害，在控制病虫害损失的同时，也造成了病虫害抗药性

上升、病虫害暴发率增加、农田生态环境恶化、产出的农产品有

些农药残留高、不符合农产品质量安全要求等问题［２］。然而，

随着社会的进步和人们生活水平的不断提高，居民的消费结构

不断地升级，人们对绿色优质农产品的需求日益增长。

设施蔬菜病虫害绿色防控技术是通过将农业防治、物理

防治、生物防治以及化学防治等单项防治技术进行优化集成，

根据作物种类、生产方式、病虫害种类、防治基础和技术目标

制定因地制宜、简便易行的绿色防控组装与集成的配套技

术［３］。该技术的产业化推广应用可有效保障蔬菜产品安全、

提高蔬菜产品质量、增强产品市场竞争力。本文针对江苏省

设施蔬菜病虫害绿色防控技术应用现状，总结了病虫害绿色

防控技术示范应用中存在的问题，提出了相应的对策建议，为

推动江苏省设施蔬菜绿色发展、科学地制定设施蔬菜病虫害

绿色防控方案以及进一步示范推广设施蔬菜病虫害绿色防控

技术提供科学依据。

１　设施蔬菜病虫害绿色防控主推技术

１．１　农业防控技术
农业防治是设施蔬菜病虫害综合防治的基础，其采用合

理的农业技术措施，创建有利于蔬菜生长、天敌保护而不利于

病虫害发生的生态环境条件，增强蔬菜植株的抗逆性，减轻病

虫危害。

１．１．１　选用抗病（虫）品种　设施蔬菜生产中选择抗病（虫）
品种是防治病虫害最经济有效的方法。适宜蔬菜品种筛选原

则：根据江苏省当地气候条件、温室环境和生产上常发病虫害

的情况，选择优质、高产、抗逆性强、适合设施栽培的蔬菜品

种。如冬秋温室推广应用抗番茄黄化曲叶病毒病的东方美二

号为主的番茄品种，青椒上选用墨秀等抗（耐）病毒病的品

种，西瓜上选用小果型的早春红玉和中果型８４２４等高产抗病
品种。

１．１．２　健身栽培技术　健身栽培技术是指通过优化农作物
种植布局、培育蔬菜壮苗、改善水肥管理等健康栽培措施，并

结合农田生态工程、作物间套种等技术，改造病虫害发生源头

及孳生环境，人为增强自然控害能力和作物抗病虫害能

力［４］。如定植前清除棚室内外杂草、病株残体，减少病虫害
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