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纳米氧化锌对烟草疫霉菌的抑菌作用研究①

陈娟妮, 鲁 梅, 丁 伟

西南大学 植物保护学院,重庆400715

摘 要:烟草黑胫病是由烟草疫霉菌(Phytophthoranicotianae)引起的一种毁灭性真菌病害,发病率高,分布范围

广,严重威胁烟草业的可持续发展.目前,抗病育种和化学防治是防治该病害的主要措施,但这些方法存在很多弊

端.因此,寻求新策略高效防治黑胫病已经迫在眉睫.本研究在室内条件下研究纳米氧化锌(ZnONPs)对烟草疫霉

菌的抗真菌活性.结果发现,ZnONPs显著抑制烟草疫霉菌菌丝生长,降低孢子囊产生,降低游动孢子萌发率,且

呈现浓度依赖性,尤其是当处理浓度达到800mg/L时,菌丝几乎不再生长,游动孢子完全不萌发.通过透射和扫

描电镜观察发现,ZnONPs破坏疫霉菌菌丝结构,导致菌丝干瘪、形态畸形、细胞质空化.本研究为发展ZnONPs
做为潜在农业抗真菌剂提供了理论基础.
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烟草黑胫病是由烟草疫霉菌(Phytophthoranicotianae)引起的一种典型的土传真菌性病害[1].病原菌

一般通过植株伤口侵入或直接侵入,通常以茎基部为主,逐渐通过菌落形成蔓延至整个维管系统,最终导

致植株萎蔫,直至死亡[2].该病菌以菌丝体和衣原体孢子越冬于土壤或混合堆肥的植物残体组织中,也能

在土壤中腐生,可达2年以上.近几年,重庆等西南烟区因长期连作障碍,引起作物代谢紊乱、生长受阻和

病害加重,导致该病害发生范围广、防治难度大.据调查,烟草田黑胫病在连作土壤的发病率为18%以上.
目前农业上以选育抗性品种和化学防治2种防治措施为主.但是,过度不合理的大量使用杀菌剂(主要

以甲霜灵、敌克松、代森锰锌等药剂为主),一方面给生态环境和人类健康造成极大的负面影响,另一方面

诱导烟草疫霉菌抗药性增强[3].而病原菌致病性的变异和新毒性群体的出现,往往使经过数年培育的抗病

品种在推广种植几年后就丧失了抗病性,传统化学杀菌剂药效很大程度减弱,施用浓度反过来也愈来愈

大,这种连锁效应越来越严重,使得病害愈发难防治[4].因此,要想更安全高效破解这一病害难题,现有技

术体系有限,靠利用大生态因子也不行,而是必须借助现代新型技术寻求针对烟草黑胫病的新策略,这个

需求已迫在眉睫.
近几年,纳米技术作为一种新兴跨学科的研究领域,在植物保护和营养平衡方面具有广泛的应用前

景,如农药输送、纳米传感器、农药降解、高效利用微量元素等[5-7].纳米粒子(Nanoparticle,NPs)是指在

三维空间中至少有一维处于纳米尺寸(1~100nm)或由它们作为基本单元构成的材料,具备优越的物理化

学性质、高比表面体积和独特的纳米结构等特点.一些无机和有机金属氧化物纳米颗粒越来越多地被用做

生物医学上抗菌药物替代剂、包装材料和植物病害杀菌剂等[8].最近的研究结果表明,一些金属和金属氧
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化物纳米粒子,包括二氧化钛(TiO2)、氧化锌(ZnO)、银(Ag)、氧化镁(MgO)、氧化铜(CuO),无机纳米

材料,包括二氧化硅(SiO2)、碳纳米管(SWCNTs)、氧化石墨烯(GO)等,不仅在体外条件可以抑制病原菌

的生长,而且在温室和田间试验条件下对作物病害也表现出良好的防控效果[9-15].有些纳米材料尽管对植

物病原菌无直接的抑菌作用,但是可以激活植物的防御系统,提高植物的抗病性,从而促进植物生长[16].
其中,氧化锌纳米颗粒(ZnONPs)具备纳米材料小尺寸、高比表面积等优良性能.另外,由于其表面原

子缺乏相邻的配位原子,在颗粒表面留下许多悬空键,表面原子的价态发生改变,产生许多活性位点,增

加反应几率,ZnONPs表现出很强的化学活性和选择性,具有抗红外、紫外和杀菌的功能.因此,ZnONPs
是一种新型的多功能抗菌药物,在很多领域有着独特的优势,尤其在植物病害防控方面[17].值得注意的是,

表面原子邻位的空缺导致能量较高,增强纳米氧化锌与细菌的亲和力,提高抗菌效率[18].但是ZnONPs对

植物病原真菌的作用机制还不明确.因此,本文以烟草黑胫病的病原菌(烟草疫霉菌)作为研究对象,在室

内系统性测定了ZnONPs的抗真菌作用,并初步探讨了其作用机制,以期为发展新型纳米抗菌剂提供科学

依据.

1 材料与方法

1.1 供试菌种

烟草疫霉菌(Phytophthoranicotianae),由采集自重庆彭水烟区的烟草黑胫病样品中分离而来.

1.2 供试试剂

ZnONPs购买自美国西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司(Sigma-AldrichLLC.)

燕麦培养基,称取燕麦片30g,加入1000mL,倒入锅中煮沸约15min,再用3~4层纱布过滤,倒入

烧杯中定容至1000mL,之后加入7.5g左右琼脂粉,重新置于锅中煮至琼脂粉融化,分装到锥形瓶中,

121℃高压灭菌1h后即可.
烟草疫霉菌诱导产孢溶液(MSS溶液),其配方为:MgSO4·7H2O0.004mol/L,KNO30.05mol/L,

Fe-EDTA1mL,蒸馏水1000mL;其中Fe-EDTA的配方为EDTA-Na214.86g,FeSO4·7H2O24.9g,

蒸馏水1000mL.

1.3 供试仪器

超净工作台(AIRTECH),苏净安泰公司生产;立式自动电热压力蒸汽灭菌器(LDZX-40BI),上海申安

医疗器械厂生产;电热恒温培养箱(DHP-9272),上海齐欣科学仪器有限公司生产;电子精密天平,梅特勒-
托利多仪器上海有限公司生产;光学显微镜XC23,奥林巴斯(中国)有限公司生产.

1.4 ZnONPs对疫霉菌菌丝生长的抑制试验

称取一定量的ZnONPs分别加入燕麦培养基中,配制成25,50,100,200,400和800mg/L不同质量

浓度,震荡均匀后放入灭菌锅中,121℃灭菌20min.灭菌完成后,将15mL的带药培养基倒入培养皿中

制成固体培养基.将不添加任何材料的培养基作为空白对照.随后,采用灭菌的打孔器(孔径5mm)在培养

3d的烟草疫霉菌菌落边缘打孔,用挑种针挑取一个菌块放入每个培养皿中央,每个处理重复3次.所有接

菌的培养皿倒置放入26℃恒温培养箱黑暗条件下培养3d,然后用采用十字交叉法测量每皿的菌落

直径[12].

1.5 菌丝形态结构观察

1.5.1 透射电镜观察

挑取在培养基上培养3d的烟草疫霉菌边缘菌丝于无菌离心管中,随后将疫霉菌丝和ZnO NPs
(400mg/L)在30℃条件下黑暗孵育3h,菌丝与无菌水孵育作为对照.紧接着,所有处理样品在6000rpm
下离心,所得菌丝用2.5%戊二醛固定后,再用1%水溶性OsO4 固定,随后用0.1mol/L磷酸缓冲液(pH
值=7.0)冲洗之后,样品在一系列梯度乙醇(30%,50%,70%,80%,90%和100%)里分别脱水15min,
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并且在真空干燥箱中烘干.最后,一小薄层菌丝置于铜网上在TecnaiG20透射电镜(FEI,Czech)上进行

观察.

1.5.2 扫描电镜观察

将上述处理的烟草疫霉菌菌丝的形态变化进一步通过扫描电镜观察.待离心收集菌丝后,菌丝用丙二

醛固定2h,再用30%,50%,70%,90%和100%的乙醇分别脱水15min,随后用锇酸熏3h后,置于铜网

喷金,随后直接在扫描电镜下观察.

1.6 ZnONPs对烟草疫霉菌孢子囊产生的抑制作用

在超净工作台上,在培养2周的烟草疫霉菌平板上打出直径为1cm的菌苔圆片备用.分别在含不同浓

度ZnONPs的产孢培养液中浸入6个菌苔圆片,将接种的培养皿用封口膜密封好后,置于恒温培养箱中

26℃,光照培养24h后取出,在BH200双目光学显微镜下观察各浓度处理后的烟草疫霉菌孢子囊产生数

量,并采集光学照片[17].

1.7 ZnONPs对烟草疫霉菌游动孢子萌发的抑制作用

1.7.1 孢子悬浮液的制备

同样地,在超净工作台中,将菌苔圆片放入产孢培养液中,光照培养24h后,然后用移液枪将产孢培

养液完全吸取后弃掉,重新密封培养.随后,将菌块置于4℃冰箱中处理10~15min,再室温放置30min,

促使孢子囊破碎.然后,每皿中加入1mL超纯水,并用移液枪均匀地吹打菌苔圆片的表面,多次吹打后,

吸取溶液置于无菌离心管中,离心管中即为含大量释放的游动孢子以及少量菌丝和孢子囊的悬浮液.将上

述悬浮液的离心管置于涡旋振荡器上,涡旋振荡2~3min,使游动孢子的鞭毛尽可能去除,即得孢子悬

浮液.

1.7.2 孢子萌发抑制试验

取0.5mL不同质量浓度(0,100,200,400,800mg/L)的ZnONPs分散液加入试管中,然后分别加

入0.5mL制备好的孢子悬浮液,使药液与孢子悬浮液等量混合,再用移液枪吸取30μL的上述混合液滴加

到凹玻片的凹槽中,将凹玻片放置在铺有纱布(已浸湿)的磁盘中,密封保湿,置于26℃培养箱黑暗培养.
每个处理重复4次.当空白对照孢子萌发率达到80%以上时,在光学显微镜下观察不同处理孢子的萌发情

况,并统计孢子萌发率.

1.8 数据分析

试验数据采用SPSS17.0软件进行差异显著性分析,以Duncan氏新复极差法(DMRT)进行差异显著

性检验.

2 结果与分析

2.1 ZnONPs对烟草疫霉菌菌丝生长的抑制作用

结果显示,在相同的培养条件下,分别用不同质量浓度ZnONPs(25,50,100,200,400和800mg/L)

处理烟草疫霉菌,待其生长3d后,ZnONPs显著性抑制烟草疫霉菌菌丝生长,且随着处理质量浓度的增

大,抗菌作用也越来越强,表明该纳米粒子材料的抗真菌性呈现浓度依赖性.从图1可以看出,对照处理

(ZnONPs0mg/L)的菌落浓密,菌丝萌发速度快、长势较好,菌落直径达到7.3cm,而不同浓度ZnONPs
处理后的菌落直径依次为6.44cm,4.87cm,3.32cm,2.76cm,2.11cm,1.50cm,抑制率分别为13.20%,

34.37%,55.26%,62.80%,71.56%,79.78%.从培养皿照片可以直观看出,从50mg/L处理质量浓度开

始,菌落生长缓慢,当处理质量浓度达到800mg/L,菌丝几乎不生长(图1).
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图1 不同质量浓度的ZnONPs对烟草疫霉菌菌丝生长的抑制作用

2.2 ZnONPs对烟草疫霉菌菌丝形态结构的影响

从图2的透射电镜图可以看出,未经药剂处理(CK)的菌丝细胞,细胞内细胞器结构完整,胞外无外渗

物,线粒体均匀,细胞核结构完整.而ZnONPs处理后的烟草疫霉菌菌丝细胞质结构紊乱,有较大的空腔

形成,含有大量的无透明的内含物;菌丝细胞外有染色比较深的物质,可能是细胞膜结构遭到破坏后,导

致细胞壁外围沉积了大量的不明外渗物所致.菌丝结构进一步通过扫描电镜观察,可以看出,对照组的菌

丝饱满、表面光滑,菌丝隔膜间距较长;经ZnONPs处理后,菌丝干瘪变形,菌丝隔膜间距变短(图3).

图2 透射电镜观察ZnONPs处理后烟草疫霉菌的菌丝形态结构
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图3 扫描电镜观察ZnONPs处理后烟草疫霉菌的菌丝形态结构

2.3 ZnONPs对烟草疫霉菌孢子囊产生的影响

通过前期试验发现低质量浓度(25,50,100mg/L)ZnONPs对疫霉菌孢子囊的产生没有显著性抑制

作用.但是,从图4可以看出,未经任何处理的烟草疫霉菌菌丝产生了大量的孢子囊(白色箭头处),而用高

质量浓度(200,400,800mg/L)ZnONPs处理烟草疫霉菌后,仅在200mg/L下只有极少数的孢子囊产生.
随着ZnONPs浓度的升高,菌丝体几乎不再产生孢子囊,视野中的黑点是ZnONPs的沉积物.

图4 不同浓度ZnONPs处理后烟草疫霉菌孢子囊照片

2.4 ZnONPs对烟草疫霉菌游动孢子萌发的影响

经过4h的黑暗培养,待对照组孢子萌发率达到80%以上时,即可采用光学显微镜观察各浓度处理后

游动孢子的萌发情况.由图5可以看出,对照游动孢子两端均长出芽管(箭头处),萌发率达到95%,而当

200,400,800mg/LZnONPs处理后烟草疫霉菌的游动孢子萌发率显著地被抑制,尤其是在800mg/L处

理下,游动孢子完全没有萌发,但有孢子囊的存在.
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图5 不同浓度ZnONPs对烟草疫霉菌游动孢子萌发的抑制作用

3 结论与讨论

大量室内和田间试验研究已经证明纳米材料对植物病害具有明显的防控效果,且有些金属纳米颗粒已

经在农业领域得到了广泛应用,这已然成为国内外学者的研究热点.目前有3种常用的纳米农药用于防治

农作物病害.一种是纳米嵌入农药,是指农药和纳米材料溶解并包裹在颗粒中,或者吸附并附着在颗粒的

表面[19];二是原农药纳米加工技术使农药纳米化,如微乳剂农药液体和固体农药直接制备纳米粒子,可以

提高农药在水中的分散和稳定,提高农药的比表面积,减少添加剂和有机溶剂的数量,减少农药的表面张

力,促进目标的吸收,提高农药利用率[20];三是纳米材料直接被用作杀菌剂和杀虫剂,如纳米银、纳米铜、

纳米二氧化钛、纳米氧化铜等,这也是目前最热门的研究方向[5].但是,有关ZnONPs对植物病原真菌的

研究尚处于边缘状态,抗菌机制研究也不够深入.因此,本文主要从4个方面探索ZnONPs对烟草疫霉菌

的作用机制.
本文试验结果发现,ZnONPs对烟草疫霉菌的菌丝生长表现出显著的抑制效果,且当其浓度接近

800mg/L时,菌丝几乎不生长,且菌丝体只有少数孢子囊的产生.这可能是由于ZnONPs与疫霉菌菌丝直

接接触后,菌丝结构受到破坏,变得畸形干瘪.另一方面,随着ZnONPs质量浓度的增大,游动孢子萌发

率降低,当质量浓度达到800mg/L时,游动孢子几乎不萌发.烟草疫霉菌主要靠菌丝体和病菌孢子囊来致

病侵染的,通过菌丝体的生长扩散和孢子囊的萌发导致疫霉菌滋生,通过伤口侵染烟草茎基部,进而危害

到烟草的健康生长,使其质量和产量受损,造成不可预估的经济损失.因此,本研究已经证实ZnONPs对

烟草疫霉菌菌丝生长、孢子囊产生和孢子萌发具有显著的抑制作用,表明ZnONPs在防控烟草黑胫病方面

具有很大的应用前景,为该病害的科学防控提供参考依据.但是,本研究主要着重于室内抗菌性测定,还需

进一步进行大量的田间试验来验证ZnONPs是否可以有效防控烟草黑胫病.
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StudyontheAntifungalEffectofZincOxide
NanoparticlesonPhytophthoranicotianae

CHENJuan-ni, LUMei, DINGWei
SchoolofPlantProtection,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Tobaccoblackshankdisease,causedbyPhytophthoranicotianae,isadevastatingdisease,
whichputsaseriousthreattothesustainabledevelopmentofthetobaccoindustry.Atpresent,themain
controlmeasuresoftobaccoblackshankdiseasearestillapplicationofchemicalagentsandcultivationof
resistantvarieties.However,thesecontroltechnologieshavemanydisadvantages.Therefore,itisurgentto
seeknewstrategiestoeffectivelypreventblackshankdisease.Inordertoprovideatheoreticalbasisforthe
developmentofpotentialagriculturalantifungalagents,theantifungalactivityofzincoxidenanoparticles
(ZnONPs)againstP.nicotianaeinvitrowasinvestigatedinlaboratory.TheresultsshowedthatZnONPs
significantlyinhibitedmycelialgrowthofPh.nicotianae,decreaseditssporangiumproduction,andre-
duceditszoosporegerminationrate,allofwhichappearedtobeconcentration-dependent.Especially,when
theconcentrationofZnONPsreached800mg/L,themyceliabarelystoppedgrowingandthezoospore
hardlygerminated.Transmissionelectronmicroscopy(TEM)andscanningelectronmicroscopy(SEM)ex-
aminationsrevealedthatZnONPsdestroyedthemycelialstructureofP.nicotianae,resultinginmycelial
shrinkage,morphologicaldeformitiesandcytoplasmiccavitation.
Keywords:ZnOnanoparticle;Phytophthoranicotianae;hypha;hyphamorphology;zoospore
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