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　　摘要：随着嘧菌酯（Ａｚｏ）的广泛使用，病原菌对其产生的抗性很大程度上影响了Ａｚｏ的防治效果。硒在农业领域
同样备受关注，适量的硒能够促进作物生长，改善作物品质。基于此，为进一步提高Ａｚｏ的防治效果，以模板法制备纳
米硒（Ｓｅ），并以此为载体通过溶剂挥发法将Ａｚｏ负载到Ｓｅ中，制备出Ａｚｏ＠Ｓｅ。结果表明，Ａｚｏ可成功负载到Ｓｅ的孔
道中，并且羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ）成功对其进行包封，Ｓｅ对 Ａｚｏ的载药率为 １９．０％，ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的载药率为
１４３％。释放试验表明，ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对Ａｚｏ的释放呈现明显的碱响应特性。Ａｚｏ＠Ｓｅ和 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ在离体
条件下对番茄晚疫病菌表现出了良好且稳定的抑制作用。喷施ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ能促进番茄植株的生长和光合作用，
并不会对番茄植株产生负面影响，表明其对番茄植株具有较好的安全性。本研究所制备的ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ具有可控
释放特性，能够有效抑制番茄晚疫病菌，并对番茄植株的生长具有一定的促进作用。本研究为Ａｚｏ纳米农药新制剂的
开发提供了理论基础，为减药增效控害提供了新的途径。
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　　嘧菌酯（Ａｚｏ）属于甲氧基丙烯酸酯类难溶性化
合物，既能抑制菌丝生长，又能抑制孢子萌发，并且

对几乎所有真菌病害都具有保护和治疗作用［１］。

由于Ａｚｏ具有杀菌效果极佳、杀菌谱广、毒性小等特
点，使其成为目前使用最广泛的杀菌剂之一［２］。但

有研究发现，大量使用 Ａｚｏ使得病原菌对其产生抗
药性，降低了Ａｚｏ的防治效果［３］。因此，根据Ａｚｏ理
化性质研究制备纳米缓释剂，降低病原菌对 Ａｚｏ的
抗药性、提高 Ａｚｏ的防治效果具有重要意义［４－５］。

硒在农业上的应用研究已经有几十年，适量的硒有

助于提高作物产量，改善农产品品质，增强植物的
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抗逆性［６－９］。硒纳米颗粒（Ｓｅ）可以通过调控其表
面性质和结构，实现药物的包裹和传递，这使得硒

纳米颗粒在药物递送系统中具有广阔的应用前

景［１０－１２］。相关研究发现，Ｓｅ表现出较强的抗菌活
性，对细菌和真菌具有杀灭作用［１３－１５］。基于以上特

点，对Ｓｅ的载药性能和抗菌特性进行了进一步的研
究［１６－１８］。本试验采用模板法制备 Ｓｅ，通过溶剂挥
发法对嘧菌酯进行负载，再利用羧甲基壳聚糖

（ＣＭＣＳ）对其进行包封，制备ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ，并探
究其载药能力、缓释性能与抗菌能力。

１　材料与方法

１．１　试验仪器和材料
Ｔｅｃｎａｉ１２透射电镜（荷兰Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）、Ｍｉｌｌｉ－

Ｑ超纯水器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、Ｓ－４８００域的
ＦＥＳＥＭ（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）、Ｔｅｎｓｏｒ２７傅里叶红外
光谱仪（布鲁克光谱仪器公司）、比表面及孔径综合

分析仪（美国康塔仪器公司）、Ｐｙｒｉｓ１ＴＧＡ热重分析
仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）、Ｌ－２０００高效液相色
谱仪（日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。
９８％嘧菌酯原药，购自江苏省农用激素工程技

术研究中心有限公司；７０％嘧菌酯悬浮剂，购自深圳
诺普信作物科学股份有限公司；乙腈（色谱纯），购

自美国Ｔｅｄｉａ公司；十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ，
９９％）、亚硒酸钠（Ｎａ２ＳｅＯ３）、氧化锌（ＺｎＯ）、维生素
Ｃ（Ｖｃ）、聚乙二醇４００（ＰＥＧ－４００）、羧甲基壳聚糖
（ＣＭＣＳ）、１－乙基－３－（３－二甲基氨基丙基）碳二
亚胺盐酸盐、２－吗啉乙磺酸、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺
盐酸（３７％）等，均购自国药集团化学试剂有限
公司。

番茄晚疫病菌［Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ（Ｍｏｎｔ．）
ＤｅＢａｒｙ］由扬州大学植物保护学院植物病理系
提供。

１．２　试验方法
１．２．１　硒纳米粒子的制备方法　将 ４０５ｍｇ
Ｎａ２ＳｅＯ３、１５０ｍｇＺｎＯ、１．０９５ｇＣＴＡＢ和 １６０ｍＬ去
离子水加入圆底烧瓶中，并在室温下搅拌 ６ｈ。而
后加入４０ｍＬ含有８５０ｍｇ维生素Ｃ的溶液，并将反
应液ｐＨ值调节至７．４，在３５℃搅拌 １２ｈ。通过离
心收集沉淀，将沉淀超声分散于 １００ｍＬ乙醇 ∶盐酸
（９５∶５）溶液中，并在７０℃酸洗回流１２ｈ。离心收
集沉淀，用乙醇和去离子水进行洗涤。最后将所得

沉淀进行冷冻干燥１２ｈ，得到Ｓｅ。

１．２．２　硒纳米粒子的表征方法　形貌观察：将 Ｓｅ
ＮＰｓ样品镀金后利用扫描电镜（ＳＥＭ）观察样品形
态；将 Ｓｅ超声分散于乙醇后，取少量样品置于铜网
上通过透射电镜（ＴＥＭ）进行观察［１９］。动态粒径测

定（ＤＬＳ）：将Ｓｅ超声分散于去离子水中，并使用激
光光散射仪对纳米颗粒的粒径进行分析［２０］。介孔

结构分析：称取一定量的 Ｓｅ样品，在脱气温度
１２０℃、脱气时间１２０ｍｉｎ、环境温度３０℃、饱和蒸
气压１０１．４９ｋＰａ和恒浴温度７７．３Ｋ的条件下，采
用比表面积测定仪测定Ｓｅ的比表面积、孔径以及孔
容，并分析Ｓｅ的介孔结构［２１］。

１．２．３　羟基修饰的硒（ＭＳｅ）的制备方法　将合成
的Ｓｅ超声分散于７０ｍＬ含有１．２ｇＰＥＧ－４００溶液
中，在 ３５℃ 条件下搅拌２４ｈ。在１００００ｒ／ｍｉｎ转
速下离心收集 Ｓｅ，并用去离子水洗涤，冷冻干燥
１２ｈ后得到ＭＳｅ。
１．２．４　载 Ａｚｏ纳米颗粒（Ａｚｏ＠Ｓｅ）的制备方法　
以丙酮为溶剂配制质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ的 Ａｚｏ溶
液。将２００ｍｇＭＳｅ超声分散于２０ｍＬＡｚｏ溶液中，
在室温下密闭搅拌１２ｈ。而后开盖继续搅拌直至丙
酮完全挥发。用乙醇和去离子水进行洗涤，冷冻干

燥后得到Ａｚｏ＠Ｓｅ。
１．２．５　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的制备方法　将 ２００ｍｇ
ＣＭＣＳ溶解在３０ｍＬ含有０．１ＭＭＥＳ（ｐＨ值＝５．８）
的溶液中，在８５℃下以８００ｒ／ｍｉｎ搅拌 １ｈ。而后
将温度降至３５℃后搅拌０．５ｈ。在上述溶液加入
５５０ｍｇ１－乙基－３－（３－甲基氨基丙基）碳二亚胺
盐酸盐搅拌０．５ｈ，之后再加入 ３００ｍｇＮ－羟基琥
珀酰亚胺继续活化１．５ｈ。将合成的１００ｍｇＡｚｏ＠
Ｓｅ加入到反应溶液，降低转速至５００ｒ／ｍｉｎ继续搅
拌 ２４ｈ。通过离心收集沉淀，用乙醇洗涤和去离子
水洗涤后进行冷冻干燥，得到ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ［２２］。
１．２．６　Ａｚｏ＠Ｓｅ和ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的表征方法
１．２．６．１　红外光谱（ＦＴＩＲ）分析　将 Ａｚｏ＠Ｓｅ和
ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ样品与溴化钾混合制成溴化钾压
片，利用红外光谱仪对样品进行红外光谱分析。

１．２．６．２　载药率（ＬＥ）测定　将５０ｍｇＡｚｏ＠Ｓｅ超
声分散于乙腈当中，通过高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测
定载药率。Ａｚｏ的ＨＰＬＣ的检测条件：色谱柱：Ｃ１８色
谱柱（２５０ｎｍ×６４ｎｍ）；检测波长为２１０ｎｍ，温度为
２５℃；进样量为１０μＬ，速度设定为１ｍＬ／ｍｉｎ；流动
相为乙腈 ∶水（体积比 ＝６０∶４０），并根据公式（１）
计算载药率。
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载药率＝载药体系中Ａｚｏ的重量
载药体系的总重量

×１００％。

（１）
１．２．６．３　热重分析（ＴＧＡ）　将 Ａｚｏ＠Ｓｅ和 ＣＭＣＳ
＠Ａｚｏ＠Ｓｅ样品置于８００℃和氮气条件下采用热重
分析仪对样品进行热重分析。

１．２．７　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的缓释性能测定方法　以
含有３０％乙腈的 ＰＢＳ溶液为释放介质（ｐＨ值分别
为５．８、７．２、９．０），称取６０ｍｇＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ装入
透析袋中。然后向透析袋中加入适量释放介质，将

透析袋置于６０ｍＬ释放介质中。在３５℃下，调整转
速为２５０ｒ／ｍｉｎ进行释放。在指定时间取１ｍＬ释
放介质并采用高效液相色谱法测定其中 Ａｚｏ的浓
度，并向体系中补充１ｍＬ介质来保持相同体积。按
公式（２）计算累计释放量。

Ｅｐ＝
Ｖｅ∑
ｎ－１

ｉ＝０
Ｃｉ＋Ｖ０Ｃｎ
ｍｐ

×１００％。 （２）

式中：Ｅｐ为Ａｚｏ的累计释放量；Ｖｅ为每次取出悬浮
液的体积（１ｍＬ）；Ｃｉ为第 ｉ次取样时释放介质中
Ａｚｏ的浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ０ 为释放介质的总体积
（６０ｍＬ）；Ｃｎ为第ｎ次取样时释放介质中 Ａｚｏ的浓
度，ｍｇ／ｍＬ；ｎ为取样的次数；ｍｐ为加载到 Ｓｅ中 Ａｚｏ
的总量，ｍｇ。
１．２．８　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄晚疫病菌的抑制作
用　采用平板法测定载药颗粒对番茄晚疫病菌的抑菌
活性。配制黑麦培养基，并按照培养基 ∶药＝９∶１的
比例向培养基中分别加入 Ｓｅ、Ａｚｏ＠Ｓｅ、ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ
＠Ｓｅ、嘧菌酯原药和悬浮剂配制成药物培养基。培
养基中各纳米颗粒的浓度分别为 ０（对照）、１２．５、
２５．０、５０．０、１００．０ｍｇ／Ｌ。待培养基固化后将致病疫
霉病菌接种到药物培养基上，每个处理浓度重复３
次，观察菌丝生长情况，评价 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番
茄晚疫病菌的抑菌效果。

１．２．９　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄植株安全性探究　
２０２３年１０月在扬州大学植物保护学院温室将番茄
种子浸种催芽并在幼苗长出３张真叶后进行移栽。
待番茄生长４周后，将１００ｍＬ质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ
的ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ药液喷洒到番茄叶片表面。在
施药处理后７ｄ，测量对照组和 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ处
理组番茄植株的株高、根长、干重和鲜重。剪取各

组番茄同一部位０．１ｇ的叶片，用于检测叶绿素和
类胡萝卜素含量。每组加入 ３ｍＬ８０％丙酮进行提
取，避光静置２４ｈ。离心过滤后，吸取３ｍＬ上清液

置于比色皿中，以８０％丙酮为对照，用紫外 －可见
分光光度计测定波长分别为６６３、６４５、４４０ｎｍ处的
吸光度（Ｄ）［２３］。根据下列公式计算叶绿素以及类
胡萝卜素的浓度：

　　叶绿素ａ的浓度（Ｃａ）＝１２．７×Ｄ６６３ｎｍ－２．６９×
Ｄ６４５ｎｍ； （３）
　　叶绿素ｂ的浓度（Ｃｂ）＝２２．９×Ｄ６４５ｎｍ－４．６８×
Ｄ６６３ｎｍ； （４）
　　类胡萝卜素浓度（Ｃｋ）＝４．７×Ｄ４４０ｎｍ －０．２７×
（Ｃａ＋Ｃｂ）； （５）
　　叶绿素总浓度（ＣＴ）＝Ｃａ＋Ｃｂ。 （６）

２　结果与分析

２．１　Ｓｅ、Ａｚｏ＠Ｓｅ和ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ表征结果
研究表明，所制备的 Ｓｅ呈球形，大小均匀且具

有介孔结构（图１）。ＳＥＭ和 ＴＥＭ图像均表明合成
的Ａｚｏ＠Ｓｅ在ＣＭＣＳ包裹下进一步团聚，并观察到
ＣＭＣＳ的包封结构。通过 ＤＬＳ分析测得 Ｓｅ、Ａｚｏ＠
Ｓｅ、ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的平均粒径分别为６３．９、７２．３、
１４７．１ｎｍ（图２）。
　　吸附－脱附结果表明，Ｓｅ的等温曲线为Ⅳ型等
温曲线（图３）。在分压０．８～１．０时，出现迟滞环，表
明Ｓｅ存在介孔结构，并有利于Ｓｅ吸附更多的农药。
研究表明，Ｓｅ的平均孔径为 ３５３ｎｍ，比表面积为
２１２ｍ２／ｇ，孔体积为０．４２ｃｍ３／ｇ。
　　红外光谱结果显示，Ａｚｏ＠Ｓｅ和 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠
Ｓｅ在２２２３、１６５４、１４５５、１３１１ｃｍ出现了与Ａｚｏ相
同的特征峰，并且ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ在１６５４、１４５５、
１３１１ｃｍ处出现了与ＣＭＣＳ相同的特征峰。结果表
明，Ａｚｏ成功负载到 Ｓｅ的孔道中，并且 ＣＭＣＳ成功
包封于纳米颗粒表面（图４）。
　　热重曲线图（图５）表明，Ｓｅ在０～３００℃时重
量并未发生明显改变，表明 Ｓｅ具有热稳定性。
ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ在研究范畴内出现了３次减重现
象，分别在 ２５０、３５０、５００℃。首次失重是由于
ＣＭＣＳ受热分解产生，第２次失重则是 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ
＠Ｓｅ中负载的 Ａｚｏ在高温下的分解，最后是 Ｓｅ的
热分解阶段。由图 ５可知，Ｓｅ和 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ
具有良好的热稳定性并在环境中稳定存在，通过公

式（１）得到Ａｚｏ＠Ｓｅ和ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的载药率为
分别为１９％和１４．３％。
２．２　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ的释放性能

由图６可知，当ｐＨ值为５．８时，ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠
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Ｓｅ的累计释放率最低，而在 ｐＨ值为７．２或９．０的
条件下，累计释放的 Ａｚｏ较多。ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ在
释放介质中累计释放４８ｈ后，在 ｐＨ值为５．８条件
下，累计释放率为６５％，而在ｐＨ值＝７．２和ｐＨ值＝
９．０条件下累计释放率分别为７５％和８０％。结果
表明，ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对碱性条件敏感，可在碱性

环境中快速释放Ａｚｏ。
２．３　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄晚疫病菌的作用

研究结果（表１）表明，５个处理均对番茄晚疫
病菌具有抑制作用，其中Ａｚｏ＠Ｓｅ的抑制效果最好，
抑制中浓度（ＥＣ５０）值为３３．３８ｍｇ／Ｌ；ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠
Ｓｅ次之，ＥＣ５０值为４２．５０ｍｇ／Ｌ。而Ｓｅ虽然效果不
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表１　各处理对番茄晚疫病菌的抑制作用

处理
ＥＣ５０值（ｍｇ／Ｌ）

平均值 ９５％置信区间

Ｓｅ ８４．８８ ７３．３９～１０１．６０

Ａｚｏ ５１．０８ ４９．７６～５２．４８

Ａｚｏ悬浮剂 ６５．１０ ６１．３５～６９．３９

Ａｚｏ＠Ｓｅ ３３．３８ ２９．４１～３８．１６

ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ ４２．５０ ３７．２５～４８．９８

如其他制剂，但仍然表现出一定的抑菌作用。结果

表明，Ａｚｏ＠Ｓｅ和 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ提高了 Ａｚｏ对番
茄晚疫病菌的抑制作用（图７）。基于以上结果，继
续以５０、１００ｍｇ／Ｌ这２种浓度来探究各处理在不同
时间段对番茄晚疫病菌的抑制变化情况，结果显示，

９６ｈ时，ＣＫ培养基上已布满菌丝，而 Ａｚｏ＠Ｓｅ和
ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ处理的培养基上菌丝分布仅占１／２
培养基大小（图８）。结果表明，所制备的 Ａｚｏ＠Ｓｅ
和ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ在离体条件下对番茄晚疫病菌
的抑制作用稳定。

２．４　ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄植株的安全性
ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ处理番茄植株７ｄ，各组植株

均生长良好，与 ＣＫ相比，根长、株高、干重、鲜重生
理参数均显著（Ｐ＜０．０５）或极显著（Ｐ＜０．０１）增加
（图９）。叶绿素和类胡萝卜素是植物光合作用重要
的生理指标［２４］。进一步探究 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对植
物光合作用的影响，结果显示，喷施 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠
Ｓｅ显著提高番茄植株叶绿素浓度，而对照组与处理
组的类胡萝卜素浓度差异不显著。综上，喷施

ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄植株不会产生有害影响，且
能促进植株的生长和光合作用，表明 ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠
Ｓｅ对番茄植株具有较好的安全性［２５］。

３　结论

本研究成功将Ａｚｏ负载到Ｓｅ的孔道中，并结合
ＣＭＣＳ包封构建了ｐＨ值响应型嘧菌酯纳米控释剂，
结果表明，所制备的ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄晚疫病
菌具有活性，ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ对番茄植株有良好的
安全性且具有一定的促生长作用，能提高植株光合

效率。本研究制备的嘧菌酯纳米农药可作为有效

抑制植物病原菌的新型抗菌剂，为研发更多的用于

植物病原菌防控的新型纳米抗菌剂提供参考。
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