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利用 HPLC检测禾谷丝核菌菌丝对戊唑醇的吸收
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摘  要:建立了禾谷丝核菌 Rhizo ctonia cerea lis菌丝吸收戊唑醇的反相高效液相色谱 ( HPLC )检测

方法,样品经萃取净化后过 HPLC检测,外标法定量。方法的最小检出量和最低检出浓度分别为

0. 2 ng和 0. 01 mg /kg,回收率及精密度高,能满足真菌抗药性机制研究中定量分析的要求。与传

统的液体闪烁计数法相比,该方法成本低、简便、准确。同时, 比较了用戊唑醇处理后, 敏感菌株和

不同抗性水平菌株对戊唑醇的吸收及药剂在菌株体内的积累情况。结果表明, 在 0. 5 mg /L剂量

下,戊唑醇在抗性菌株体内的积累浓度要小于在敏感菌株体内,处理后 24 h,敏感菌株体内戊唑醇

的浓度要比高抗菌株高127. 74%, 比两个中抗菌株也分别高 47. 72%和 7. 83%。

关键词:高效液相色谱法; 禾谷丝核菌;戊唑醇;吸收;抗药性

中图分类号: O657172; S48114    文献标识码: A     文章编号: 1008-7303( 2006) 01-0051-05

Determ ination of the Absorption of Tebuconazole byM ycelium ofRhizoctonia

cerealis w ith H igh Performance Liquid Chromatography
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Abstract: The quantitative ana ly sis me thod o f h igh perfo rm ance liquid chrom atog raphy ( HPLC ) w as

estab lished to determ ine the abso rption o f tebuconazo le bym yce lium o fRh izoctonia cerea lis . A f ter the

sam ple w as extracted and purified, it w as determ ined by the HPLC and the ex terna l standard m ethod

w as used. The m in im um de tectable amoun t and concentration w ere 0. 2 ng and 0. 01 mg /kg,

respectiv ely. The recovery and precision w ere h igh. It could comp le tely satisfy w ith the dem ands o f

quant itat iv e ana ly sis on the study o f drug-fast mechanism o f fung .i The m ethod has som e m erits

including low co s,t simp le and accurate, com pared w ith trad itiona l liqu id scin tilla tion m ethod. The

comparison o f the abso rpt ion o f tebuconazo le w as m ade be tw een resistan-t stra in s and sen sit ive-stra in.

The resu lts show ed that after trea ted w ith tebuconazo le ( 0. 5 m g /L ) , the am ount o f tebuconazo le

accumu lated by resistan-t stra ins w as low er than tha t by sensitiv e-stra in. A fter 24 hours, the amount o f

tebuconazo le accumu la ted by sensitive-strain w as 127. 74% higher than tha t o f high resistan-t stra in,

47. 72% and 7. 83% h igher than that o f m idd le resistan -t strains, respect ive ly.
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  小麦纹枯病由禾谷丝核菌 Rhizo ctonia cerea lis

引起,又称小麦尖眼斑病 (W hea t sharp eyespo t) ,

是一种在世界各地小麦上广泛发生、分布的土传

真菌病害
[ 1 ]
, 该病害现已成为影响我国小麦高产

稳产的重大障碍
[ 2, 3]
。戊唑醇是德国拜耳公司于

20世纪 80年代开发的一种三唑类杀菌剂, 属于麦

角甾醇合成抑制剂, 对小麦纹枯病具有很好的防

治效果。但目前该药剂的田间防效已明显下降,

室内研究也发现, 禾谷丝核菌对该药的抗性风险

性较大
[ 4, 5]
。

植物病原菌对杀菌剂的抗性已成为当前控制

植物病害过程中所面临的最突出问题
[ 6 ]
。为了克

服这一难题, 人们在植物病原菌对杀菌剂产生抗

药性的原因和抗性机制方面进行了大量的研究,

已证明菌丝体对药剂吸收能力的降低或药剂在菌

丝体内积累减少是许多真菌对杀菌剂产生抗性的

主要原因之一
[ 7 ~ 9]
。通常采用液体闪烁计数仪结

合同位素标记法来研究菌丝体对药剂的吸收与积

累。在含有定量新鲜菌丝的液体培养基中, 加入

用同位素标记过的药剂, 振荡培养一段时间, 去除

菌丝,用液体闪烁计数仪测定液体培养基中药剂

的量,就可以得到菌丝吸收药剂的量
[ 7]
。液体闪

烁计数仪价格比较昂贵, 获得同位素标记的材料

难度较大, 且安全性较差。为此, 笔者选择了反相

高效液相色谱法 ( HPLC )代替同位素标记法来进

行定量。以获得的抗戊唑醇的禾谷丝核菌突变菌

株为材料, 测定并比较了抗性与敏感菌株对戊唑

醇的吸收和积累, 用以分析其可能的抗性机制。

该方法简单、安全、准确, 可为真菌的抗药性机制

研究提供了一种新的思路。

1 材料与方法

1. 1 试剂和仪器

W aters公司高效液相色谱仪, 具有可变波长

紫外检测器; 岛津 C-R6A 色谱数据处理机;

KQ-500D B型数控超声波清洗器 (昆山市定山湖

检测仪器厂 ) ; UV-2201紫外分光光度计 (日本 岛

津 )。已知纯度\ 99. 0%的戊唑醇 ( tebuconazo le)

标准品 (山东华阳科技股份有限公司提供 ) , 用丙

酮溶解,配成 1 000 Lg /mL的戊唑醇母液, 然后用

重蒸水稀释至各所需浓度。甲醇为色谱纯; 二氯

甲烷 (分析纯,经重蒸 ) ; 无水硫酸钠为分析纯; 弗

罗里硅土 ( 60~ 100目, C a ledon分装, 先参照文献

[ 10]进行活化, 用前用质量分数为 5% 的水脱

活 ) ; 活性炭 (化学纯, 120~ 220目, 先用浓 HC l煮

沸 1. 5~ 2. 0 h, 然后用蒸馏水洗至中性, 130e 下

干燥备用
[ 11]

)。

1. 2 供试菌株

供试亲本敏感菌株 ( S菌株 ) : 从泰山中天门

发病的狗尾草上分离后接种到温室盆栽小麦上,

再从发病植株上分离纯化, 经分离鉴定确定为禾

谷丝核菌 Rh izocton ia cerea lis, 从未使用过化学药

剂, EC50值为 0. 012 0 Lg /mL,敏感度较高。WW L

为药剂连续选择获得的高抗菌株, EC50值为

0. 400 4 Lg /mL; WX1、WX 2为 UV诱导获得的中抗

菌株, EC50值分别为 0. 122 6和 0. 377 5 Lg /mL
[ 7]
。

1. 3 培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基 ( PDA ) : 马铃薯

200 g, 葡萄糖 200 g,琼脂 20 g,去离子水 1 000mL,

用于病原菌的分离、保存和毒力测定。马铃薯葡

萄糖培养基 ( PD ) : 马铃薯 200 g,葡萄糖 200 g, 去

离子水 1 000mL, 用于病原菌的液体培养。

1. 4 样品的制备和测定方法

1. 4. 1 样品的制备  将供试菌株在 PDA培养基

上、25e 培养 4 d后,制成直径 5 mm的菌碟 (以下

简称菌碟 ),分别接入 PD培养液中,振荡 ( 120 r/m in)

培养 3 d后取菌丝备用。新鲜菌丝用重蒸水冲洗,

真空抽滤后称取菌丝鲜重 2 g, 重新悬浮于含一定

浓度戊唑醇的 PD液体培养液中, 25e 下振荡培
养。

将上述含有一定浓度戊唑醇的菌丝悬浮液振

荡培养一定时间后, 抽滤, 并用 50 mL二氯甲烷洗

涤菌丝 3次。合并滤液并转移到 250 mL 分液漏

斗中, 依次用 40、30、30 mL 二氯甲烷萃取。收集

二氯甲烷相于浓缩瓶中, 在 40e 水浴下旋转蒸发

浓缩至约 5mL待净化。

在 30 cm @ 2 cm玻璃柱中放入洁净并经处理

的脱脂棉,从下至上依次装入 2 cm左右的无水硫

酸钠、5. 0 g弗罗里硅土-活性炭 ( 50B1, 质量比 )、

2 cm 高的无水硫酸钠。先用 40 mL 二氯甲烷淋

洗柱子, 待二氯甲烷流至接近无水硫酸钠表面时,

将样品浓缩液转移至柱中,用 60 mL二氯甲烷-甲

醇 ( 90B10, 体积比 )淋洗。收集淋洗液, 于 40e 水
浴下旋转蒸发浓缩近干后, 用 10 mL甲醇定容待

测。

1. 4. 2 HPLC测定条件  色谱柱: D iam onsilTM C18

柱, 250mm @ 4. 6mm ( id ), 5 Lm;流动相: 甲醇-水
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( 70B30,体积比 ); 紫外检测器检测波长: 225 nm;

柱温:室温; 流速: 0. 8 mL /m in; 进样量: 20LL; 保

留时间: 24m in。

1. 4. 3 回收率、精密度及最低检测限试验  在不
含菌丝的空白 PD培养液中分别加入 5. 00、0. 50、

0. 10m g /L 的戊唑醇标准品, 按照上述样品的制

备和测定步骤,进行添加回收率试验,每个浓度重

复 3次。

分别取 3个浓度的标准品溶液, 每隔 3 h测定

一次峰面积, 共做 6次, 根据 6次的测定结果计算

日内精密度; 隔日测定一次峰面积, 共做 4次, 根

据 4次的测定结果计算日间精密度。

取戊唑醇的标准溶液不断成倍稀释, 稀释一

次进样 20 LL, 当戊唑醇的检测信号为 3倍噪音信

号时,停止稀释, 并根据此时的进样量确定戊唑醇

的最小检出量并计算最低检出浓度。

1. 5 抗药突变体对戊唑醇吸收的测定
按照 1. 4的方法取 2 g不同抗性水平菌株新

鲜菌丝体重新悬浮于 49 mL PD 培养基中, 加入

1 mL 浓度为 25 m g /L的戊唑醇, 使戊唑醇浓度为

0. 5 m g /L,于 25e 下振荡培养。分别在刚加药及
加药后 0. 5、1、2、6、24 h时各取 3份菌丝悬浮

液 (每 50 mL作为 1份, 每个菌株每一时间处理

3份 ) , 测定禾谷丝核菌对戊唑醇的吸收随时间变

化的情况。以不加菌丝的含药 PD培养液为对照,

每个处理重复 3次。

2 结果与分析

2. 1 样品的制备和测定

本研究选择反相高效液相色谱法代替同位素

标记法进行定量, 用以测定禾谷丝核菌对戊唑醇的

吸收。结果表明,戊唑醇浓度在 0. 05~ 10100 m g /L
范围内, 药剂浓度与峰面积呈良好的线性关系, 其

标准曲线方程为 Y = 9 605. 9x - 216. 5, 相关系数

r = 0. 998 1。样品及标样色谱图见图 1, 可清楚地

看到样品的净化效果较好, 样品和杂质可以达到

理想的分离效果, 且柱效和峰型良好, 能满足检测

要求。

回收率及精密度测定结果 (表 1)也表明, 样品

的平均添加回收率为 97. 1% ~ 99. 6%,相对标准偏差

为 2. 1% ~ 5. 3%;日内精密度为 2. 8% ~ 4. 9%, 日间

精密度为 7. 2% ~ 9. 8%。最小检出量为 0. 2 ng, 最

低检出浓度为 0. 01 m g /kg, 均能满足定量要求。

F ig. 1 Chrom ato gram o f standard and samp les

a. stan dard; b. b lank; c. fo rt if ied sam p le; d. m ycelium sam p le

N o te: T he peak on 24 m in rep resen ts tebuconazo le.

T ab le 1 The resu lts o f recoveries and precision

C on cen tration /m g# L- 1 Recoveries(% ) RSD (% ) In tra-dayRSD (% ) In ter-d ay RSD (% )

5100 98. 7 2. 1 2. 8 7. 2

0. 50 97. 1 4. 4 3. 5 8. 6

0. 10 99. 6 5. 3 4. 9 9. 8

2. 2 抗药突变体对戊唑醇的吸收

对不同抗性水平菌株的测定结果 (图 2)表明,

当用浓度为 0. 50 m g /L的戊唑醇处理后, 各菌株

对戊唑醇的吸收与积累均呈现先迅速增加后迅速

53N o. 1 夏晓明等: 利用 H PLC 检测禾谷丝核菌菌丝对戊唑醇的吸收



下降、然后又增加的趋势。

用戊唑醇处理后 0. 5 h内, 抗性菌株与敏感菌

株对戊唑醇的吸收速率相似, 到 0. 5 h, 各菌株对

戊唑醇的吸收与积累均达到一个明显的高峰, 此

时吸收速度大于排泄速度, 药剂在菌体内的积累

呈明显上升趋势。此后,药剂的排泄速度加快, 在

各菌株体内的积累开始下降,并在处理后 2 h降到

最低值,此时菌体对药剂的吸收与排泄达到平衡。

但敏感菌株对戊唑醇的吸收和积累量要稍高于抗

性菌株,这可能是由于抗性菌株的排泄速度大于

敏感菌株所致。处理后 2 h, 各菌株对戊唑醇的吸

收与积累又呈明显上升趋势, 至 24 h, 敏感菌株体

内戊唑醇的浓度要比高抗菌株高 127. 74% , 比两

个中抗菌株也分别高 47. 72%和 7. 83%。表明敏

感菌株对戊唑醇的吸收和积累速度要明显高于抗

性菌株。

Fig. 2 Ab so rp tion and accum ulat ion in d if ferent

resistance lev el o fRhizo ctonia cerea lis

to tebuconazo le

3 讨论

在样品的制备过程中, 作者测定了戊唑醇的

淋洗曲线, 确定采用 60 mL洗脱液进行洗脱, 不仅

可节省部分溶剂, 还可节省淋洗时间。本研究净

化的样品是马铃薯葡萄糖液体培养基, 杂质主要

是淀粉、糖和少量的叶黄素。通过研究发现, 采用

5. 0 g弗罗里硅土-活性炭 ( 50B1, 质量比 )作为净

化柱填充材料,二氯甲烷-甲醇 ( 90B10,体积比 )作

为淋洗液时, 回收率和净化效果都很好。

目前, 在研究菌丝体对药剂的吸收时, 尚未见

采用色谱法定量的报道。本研究通过 HPLC法定

量检测禾谷丝核菌对戊唑醇的吸收,结果发现, 当

药剂添加浓度在 0. 10~ 51 00 m g /L 时, 回收率可
达 97. 1% ~ 99. 6% , 最小检出量与最低检出浓度

分别为 0. 2 ng和 0. 01 mg /kg,可以满足定量分析

的要求。根据培养液中药剂的原始加入量及处理

后检测到的药剂量就可以得到菌丝对药剂的吸收

量。由此说明在抗药性机制研究中, 可以用色谱

法代替液体闪烁计数法来进行定量, 但针对其他

药剂和病原真菌时, 其色谱条件和样品制备过程

还应另加探讨。

许多研究表明, 真菌对三唑类杀菌剂的抗性

是因其细胞内三唑类药剂浓度的改变而引起的,

例如Candida a lbicans
[ 12]
、C ryptococcus neo fo rmans

[ 13]

和 P enic illium ita licum
[ 14]
,并且这些抗药突变体对

其他三唑类药剂具有交互抗药性。 Jo seph-Ho rne

等
[ 15]
研究发现, Septo r ia tr itici对三唑类药剂产生

抗性最根本的机制是由于药剂在真菌细胞内积累

的减少, 而造成积累减少的原因很可能是对药剂

的吸收减少或者是排泄增加。周明国等
[ 7]
研究也

表明, N. cra ssa 对三唑醇的抗性机制是突变体加

强了对三唑醇的排泄作用, 降低了药剂在体细胞

内的积累。用 2. 5 Lg /mL同等剂量的三唑醇处理

抗性突变体和敏感菌株 2 h后,突变菌株体内的实

际药剂浓度比敏感菌株低 56. 1%。作者等
[ 5]
研究

也发现, 抗戊唑醇突变体与敏感菌株相比, 能在较

短的时间里更快速地将杀菌剂排出体外。

本研究表明,用戊唑醇处理后, 在相同的处理

剂量下, 戊唑醇在抗性菌株体内的积累浓度要明

显低于在敏感菌株体内, 从而降低了药剂对菌体

的实际作用浓度, 表现出抗药性。而造成积累减

少的原因是否与药剂的吸收减少或者是排泄增加

有关, 还需要进一步研究证明。
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