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摘要:为探寻桑椹菌核病化学防控药剂并分析其桑椹中农药的残留量,以桑椹肥大性菌核病病原菌为材料,用市

售农药对该菌的初始传染源———子囊孢子进行了抑菌实验,实验结果显示:甲基硫菌灵和腐霉利对子囊孢子抑制

效果最好,其EC50分别为0.0155mg/mL和0.0153mg/mL.经大田防治实验,结果表明,在适时交替喷洒甲基

硫菌灵和腐霉利,对桑椹菌核病的防治效果高达97.96%±0.2%,而对照区发病率高达40.93%±0.2%.对化学

防控实验区成熟桑椹,分别采用HPLC和GC对其农药残留进行分析,甲基硫菌灵的残留量超过国际标准限量,而

腐霉利的残留量则在国际标准限量之内.其研究结果对改进桑椹菌核病的防控具有重要参考意义.
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桑椹为桑科植物桑树(MorusL.)的果实,又名桑果,它富含大量的花青素苷、芸香苷等抗氧化活性物

质[1],以及蛋白质、氨基酸、维生素、胡萝卜素、矿物质等营养成分,被医学界誉为“21世纪的最佳保健果

品”[2].桑椹深受人们青睐,常吃桑椹能显著提高人体免疫力,增强视力,有消除眼睛疲劳和延缓衰老的功

效,从而以生产桑椹为目的的果桑产业在我国迅速发展,果桑栽培面积不断扩大(全国已达15000hm2)[3].
而目前果桑产业面临的最大问题是桑椹菌核病的发生与危害,发病率高达30%~90%[4].该病病原菌属于

子囊菌亚门(Ascomycotina),盘菌纲(Discomycetes),柔膜菌目(Helotiales),核盘菌科(Sclerotiniaceae)的

真菌[5].桑椹菌核病可分为3种:桑椹肥大性菌核病,桑椹缩小性菌核病,桑椹小粒性菌核病,以桑椹肥大

性菌核病害为主,发病率可高达80%以上[6].
腐霉利是由日本住友化学公司开发的一种内吸性新型杀菌剂,1998年在我国正式登记,对灰霉病、早

疫病和菌核病有很好的防治效果,使用后保护效果好、持效期长,能阻止病斑发生蔓延[7].近年来,人们以

腐霉利等二甲酰亚类杀菌剂或其与多菌灵的复配剂来控制菌核病[8-9].甲基硫菌灵(thiophanate-methyl)属

低毒、广谱性杀菌剂,化学名称为1,2 二(3 甲氧羰基 2 硫脲基)苯,属苯并咪唑类广谱低毒内吸性杀
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菌剂[10].因为甲基硫菌灵在植物中经水解和闭环所形成的主要代谢物是多菌灵,因而目前甲基硫菌灵的残

留是以这两个化合物测得的残留量之和表示[11].

对于桑椹菌核病防控最可行而有效的方法仍为化学防控,但是在化学防控中选用什么种类的农药,以

及用药后的农药残留等问题还需深入研究.为此,拟进行桑椹菌核病防控农药种类的筛选及施药后的残留

研究,旨为今后科学防控桑椹菌核病提供参考依据.

1 材料和方法

1.1 材料、试剂与仪器

试验田:四川省南部县楠木镇五村5年生果桑园,其中6670m2 为农药防治区,667m2 对照区(喷

灭菌水).

材料:分别于2013年4月11日,4月17日取农药防治区成熟桑椹,作为农药残留检测材料.桑椹肥大

性菌核病病原菌由西南大学桑树资源与遗传育种实验室于2010-2012年遵循柯赫法则[12]纯化获得.

试剂:乙腈、丙酮、甲醇、正己烷(sigma公司);氯化钠(成都市科龙化工试剂厂);标准品(国家农药质

量监督检验中心).
供试农药:兴农征露(中国台湾),70%甲基硫菌灵(兴农药业中国有限公司),50%腐霉利(日本住

友),80%百菌清(惠州市中迅化工有限公司),咪鲜胺异菌脲(山东禾宜生物科技有限公司),菌核净(山

东邹平绿大有限公司),世高(韩国)苯醚甲环唑(瑞士先正达作物保护有限公司),三唑酮(成都邦农化学

有限公司).

仪器:AgilentA1260高效液相色谱仪,Agilent7890高效气相色谱仪.

1.2 方 法

1.2.1 6种农药对桑椹肥大性菌核病病原菌子囊孢子的抑制作用测定

农药对桑椹菌核病子囊孢子抑制作用的测定方法:将桑椹肥大性菌核病病原菌长出的菌核置于低温

(3~5℃)诱导6周后[13],将成熟子囊盘用玻璃研钵磨碎,使子囊孢子流露出来,无菌条件下用蒸馏水

将子囊孢子的浓度稀释为1×103 个/mL.分别吸取50μL子囊孢子液涂布到含不同浓度药剂的PDA培

养基上,以不加药剂的PDA培养基为对照,每个处理重复3次.相对抑制率=[(对照单菌落数-实验单

菌落数)/对照单菌落数)]×100%,取浓度对数值为X,相对抑制率值为Y,用SPSS17.0软件处理试验

所得的数据,得到毒力回归方程.

1.2.2 大田药剂喷洒

分别于2013年3月7日喷洒甲基硫菌灵800倍液,3月17日喷洒腐霉利800倍液,3月27日喷洒甲

基硫菌灵800倍液,用喷雾器均匀周到地喷洒于青椹;以未喷洒药剂的实验田为对照区,对照区喷灭菌水.

1.2.3 色谱条件

高效液相色谱条件:

色谱柱:SpursilC18(250mm×4.6mm,5μm),流动相:乙腈与水之比为60∶40,柱温:30℃,流

速:0.8mL/min,检测波长:230nm,进样量:10μL.

气相色谱条件:

色谱柱:HP-5,30×0.320mm,检测器:ECD,载气:N2,进样量:2μL.

1.2.4 待测样品的制备

样品的提纯:桑椹可食用部分用捣碎机捣碎,称取20g,放入200mL锥形瓶中,加乙腈50mL,超声
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波提取30min,匀浆好的样品用布氏漏斗过滤到提前加入10g氯化钠的100mL锥形瓶中,静置.
样品的净化:待样品分层后,取10mL上层有机相置于25mL试管中,氮气吹干,向其中加入3mL

丙酮溶解样品.用5mL淋洗液(丙酮与正己烷之比为1∶9)预淋洗弗罗里硅土小柱,再加入5mL正己烷淋

洗,加入样品溶液,用15mL淋洗液分3次洗脱,收集洗脱液,氮气吹至近干,用色谱甲醇定容至5mL,

过0.2μm有机相滤膜,供色谱分析.

1.2.5 标准曲线的制备

标准样品的制备:将甲基硫菌灵和腐霉利标准品分别配制成0.01mg/L,0.1mg/L,0.5mg/L,

1.0mg/L,2mg/L,5mg/L和10mg/L的标准系列溶液,过0.22μm滤膜,进行色谱测定,以峰面积为

纵坐标,标准溶液浓度为横坐标绘制标准曲线.

1.2.6 测定方法

在选定的色谱条件下,以标准样品所对应农药的保留时间进行定性分析,并以峰面积为定量指标,采

用外标法计算样品中各种农药的残留量.

2 结果与分析

2.1 不同农药种类对桑椹肥大性菌核病病原菌子囊孢子的抑制效果

2012年3-4月,采集桑园里桑椹肥大性菌核病病原菌子囊盘,用不同药剂对其子囊孢子进行抑制效

果测定,结果如表1.
表1 不同农药对桑椹肥大性菌核病病原菌子囊孢子的抑制效果

供试药剂 毒力回归方程 相关系数(R) EC50/(mg·mL-1)

咪鲜胺异菌脲 Y=0.845X+6.024 0.983 0.0614

70%甲基硫菌灵 Y=1.686X+8.05 0.97 0.0155

50%腐霉利 Y=0.77X+6.397 0.928 0.0153

菌核净 Y=4.824X+9.538 0.934 0.1146

80%百菌清 Y=1.9982X+7.4847 0.8946 0.3799

三唑酮 Y=2.01X+5.622 0.946 0.4909

世高(韩国) Y=0.8715X+5.4299 0.9703 0.3212

  从表1可知,70%甲基硫菌灵和50%腐霉利对子囊孢子的毒力最强.由于桑椹菌核病是子囊孢子侵染

桑椹而发病的,根据上述实验结果,我们认为果桑菌核病大田化学防控的农药种类应首选70%甲基硫菌和

50%腐霉利,而且这两种农药的杀菌机理不同,在生产上交替使用,还不易产生抗药性.

2.2 大田菌核病化学防控效果

2013年4月10日,桑椹成熟时调查喷药试验区和未喷药对照区的病果与健康桑果的数目,统计结果

是:喷药试验区病果率仅为2.04%±0.2%,即防治效果(未发病率)高达97.96%±0.2%,未喷药对照区

病果率,即发病率高达40.93%±0.2%.本次化学防控试验结果表明,春季适时分别喷洒甲基硫菌灵和腐

霉利可以有效防治桑椹菌核病的发生.

2.3 大田菌核病化学防控后桑椹中农药残留的分析

在桑椹菌核病大田防控中,虽然采用甲基硫菌和腐霉利适时交替使用能有效防治该病的发生,但是施

药后,农药的残留是否超标? 为此,我们又对施药的成熟桑椹的农药残留量进行了测定分析.

2.3.1 标准溶液色谱图

甲基硫菌灵标准曲线的方程为
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y=55.5271594x+2.9179076   R2=0.99931

  腐霉利标准曲线的方程为

y=25466.8151x+3539.2085   R2=0.99818

  由图1和图2可知,甲基硫菌灵和腐霉利浓度在0.5mg/L~10mg/L,其含量与峰面积有良好的线

性关系.甲基硫菌灵标准品的液相色谱保留时间为4.200min(图1),腐霉利标准品的气相色谱保留时间

为6.085min(图2),标准品和样品中有效成分与杂质间分离良好,满足分析要求.

图1 甲基硫菌灵标准品色谱图(1μg/mL) 图2 腐霉利标准品色谱图(1μg/mL)

2.3.2 待测样品色谱图

待测样品色谱图见图3,图4.

图3 甲基硫菌灵样品色谱图

图4 腐霉利样品色谱图
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2.3.3 精确度实验

甲基硫菌灵回收率分别为87.83%,84.01%,83.01%,84.25%,86.79%,88.70%,其平均回收率

为85.77%,回 收 率 变 异 系 数 为 4.95%;腐 霉 利 回 收 率 分 别 为 112.96%,104.11%,100.39%,

101.28%,102.89,99.86%,其平均回收率为103.58%,回收变异系数为4.50%.根据以上结果得到了

理想的回收效果.

2.3.4 桑椹中农药残留量及定量下限

采用高效液相色谱法和气相色谱法,分别对2013年4月11日和4月17日采集的喷药区桑椹农药残留

量进行分析.联合国粮油组织(FAO)即“国际标准”规定,甲基硫菌灵在水果中的最高残留量(MRL)为

0.5mg/kg,腐霉利在水果中的最高残留量为10mg/kg[14].结果显示,4月11日,17日采集的样品甲基硫

菌灵残留量分别为5.52mg/kg和4.54mg/kg,第二次喷洒甲基硫菌灵25d,30d之后其残留量均超标;4

月11日,17日采集的样品腐霉利残留量分别为11.26mg/mL和9.03mg/mL,喷洒腐霉利25d,残留量

超过国际标准规定范围,喷洒腐霉利30d,其残留量在国际标准规定范围内.

3 讨 论

桑椹菌核病发病率高,由于物理防控(即桑园地面覆盖薄膜)成本较高且效果也不太理想,因此化学防

控为现阶段最有效的防治方法.本实验通过测定几种农药对桑椹肥大性菌核病菌子囊孢子的抑制效果,结

果显示,甲基硫菌灵和腐霉利对其子囊孢子抑制效果较好.大田防治试验中,喷洒这两种农药的防治效果

高达97.96%,试验结果表明,春季适时交替喷洒甲基硫菌灵和腐霉利能很好地防治桑椹菌核病的发生,

且这两种农药杀菌机理不同,在生产上交替使用,不易产生抗药性.

通过高效液相色谱法和高效气相色谱法对喷药试验区桑椹农药残留量的分析结果表明,两种农药的残

留量均随采果时间延后而呈下降趋势.究其甲基硫菌灵农药残留超标的原因,一是喷药次数为2次,二是

最后1次喷药时间距采果时间较近,三是所用农药的浓度我们取了该药使用浓度的上限,即70%甲基硫菌

灵的稀释倍数为800~1167倍,而本次使用的稀释倍数为800倍.由此可知,在今后大田喷洒农药的实践

中,可以通过增加甲基硫菌灵的稀释倍数,或将喷洒甲基硫菌灵时间提前,或调节减少1次甲基硫菌灵的

喷洒,使桑果成熟期其农药残留量减少至国际标准的限量内.
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ChemicalPreventionandControlofMulberryFruit
SclerotiniosisandAnalysisofPesticideResidues

LÜRui-hua1, XIAO Wei2, JI Jie3, WANGXi-ling1,

PU Long3, ZHAOAi-chun1, LU Cheng1, YUMao-de1

1.SchoolofBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

2.SchoolofPlantProtection,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

3.NanbuCountyBureauofSericulture,Nanbu,Sichuan637300,China

Abstract:Inordertoprovideusefulinformationfortheimprovementofmulberryfruitsclerotiniosispre-

ventionandcontrolwithchemicalagentsinmulberrygardens,afewpesticidesweretestedandtheresi-

duesinmulberryfruitweredetermined.Inaninhibitiontest,severalcommerciallyavailablepesticides

wereusedtotreattheascosporesofhypertrophysorosissclerotenisis–theinitialsourceofinfectionofthe

disease,andtheresultsshowedthatthiophanate-methylandprocymidonehadthebestinhibitoryeffecton

theirgrowth,theirEC50valuebeing0.0155mg/mLand0.0153mg/mL,respectively.Inafieldcontrol

experiment,timelyalternatespayofthiophanate-methyandprocymidonegaveacontroleffectonmulberry

fruitsclerotiniosisofupto97.96%,whileahighincidenceof40.93% wasrecordedinthecontrolplot.

HPLCandGCwereusedfortheanalysisofthepesticideresiduesintheripemulberryfruit.Thiophanate-

methylresiduesexceededthenationalstandardlimit,andprocymidoneresidueswerewithinthelimitsof

nationalstandards.

Keywords:mulberryfruitsclerotiniosis;chemicalpreventionandcontrol;pesticideresidue;highperform-

anceliquidchromatography;gaschromatography
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