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摘  要:以多菌灵为对照药剂,采用生长速率法、悬滴法和浸渍法分别测定了不同温度下纳他霉素

对灰葡萄孢 Bo trytis cinerea 菌丝生长、分生孢子萌发和菌核萌发的毒力,研究了常温下两种药剂对

菌株产孢和菌核形成的影响。结果表明: 纳他霉素及多菌灵对灰葡萄孢不同生育阶段菌体的抑制

作用随温度降低而有不同程度增强; 分生孢子对药剂最为敏感;温度对药剂对菌丝毒力的影响最显

著;多菌灵对菌株不同发育阶段的抑制活性均高于纳他霉素。供试药剂对菌株产孢时间和菌核产

生时间无显著影响,但多菌灵可显著刺激菌株产孢和菌核形成。
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Abstract: Tox icity o f natam ycin on the myce lia l g row th, conidia l germ inat ion and sclero tium

germ ination o fBo trytis cinerea w as tested, using carbendazim as contro ,l through g row th rate m ethod,

hang ing drop slidem ethod and p ickling me thod, respective ly. The effects o f the tw o fung icides on the

sporu la tion and sc lero tigen ic o fBo trytis cinerea w ere also stud ied. The resu lts indica ted that tox ic ity o f

natam yc in and carbendazim to Botrytis cinerea at different grow th stage s enhanced as the tem perature

decreased. C onidia w as the m ost sen sit ive to the tw o fung ic ides. Temperature show ed the m ost

sign if icant effect on m yce lial g row th. The activ ity o f carbendaz im w as higher than that o f natam yc in.

The tw o fung icides have no ef fect on the tim e of spo rulation and sclero tig enic of Bo trytis cinerea, but

carbendazim can stimu la te the producing o f spo rulation and sclero tig en ic sign if ican tly.
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  灰葡萄孢 Bo tryt is cinerea Pe rs. 是一种弱寄生

病原真菌, 寄主范围广, 由其引起的灰霉病是一种

世界性的重要病害, 对番茄、黄瓜、草莓、葡萄等果

蔬的危害最为严重。 20世纪 80年代以来, 随着果

蔬设施栽培面积迅速扩大, 棚内小气候有利于病

害的发生和发展, 灰霉病逐渐成为重要的果蔬病

害
[ 1]
。灰葡萄孢不仅会引起田间损失, 而且残存

在果蔬上的病原菌在贮藏期同样可以潜伏侵染,

造成损失, 成为果蔬贮藏的限制性障碍
[ 2, 3]
。目前

种质资源中尚无抗灰霉病的品种, 生产上主要依

靠多菌灵、乙霉威等化学药剂进行防治。随着消

费者对食品安全的关注和农产品出口中技术壁垒

的增多,灰霉病防治已经成为生产中亟待解决的

难题。

纳他霉素 ( natamycin) 是纳他尔链霉菌 Strepto-

m ycin na ta len sis经发酵得到的一种多烯大环内酯

类抗真菌剂, 能够选择性抑制酵母菌和霉菌
[ 4]
, 降

解后的纳他霉素在急性毒性、亚慢性毒性试验中

证明对动物无损害
[ 5]
, 已成为许多国家广泛使用

的一种天然生物源食品防腐剂和抗菌添加剂
[ 6]
,

在果蔬保鲜领域的研究应用也已初见报道
[ 7~ 9]
。

但有关纳他霉素在防治农业病害中的应用国内外

均未见报道。笔者前期研究了不同温度下纳他霉

素对灰葡萄孢的活性
[ 10]

, 并初步研究了纳他霉素

的作用机理, 发现其可造成菌丝体可溶性糖和蛋

白的渗漏, 并由此证明其对菌丝膜结构有影响。

多菌灵 ( carbendazim )属苯并咪唑类广谱内吸

性杀菌剂, 是生产中防治灰霉病的主要药剂。为

了进一步了解纳他霉素的作用特点, 笔者以多菌

灵为对照药剂, 研究了纳他霉素对灰葡萄孢菌丝

生长、分生孢子萌发和菌核萌发的毒力及对其产

孢和菌核形成的影响, 旨在探索纳他霉素对灰葡

萄孢不同生育阶段的抑制活性及对其生物学性状

的影响,以期为纳他霉素的科学、合理使用提供理

论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试菌的采集与分离

供试菌采自山东省沂源县发病的草莓果实,

该地零星种植草莓, 未使用过化学杀菌剂。菌株

依据文献 [ 11]进行室内分离、纯化培养后接种到

草莓上, 待发病后再分离、纯化培养, 经形态结构

鉴定及显微观察证实为灰葡萄孢 B. cinerea
[ 12]
。

1. 2 供试药剂

95%的纳他霉素 ( natam ycin )原药 (北京东方

瑞德生物技术有限公司 ) , 98% 多菌灵 ( carbe-

ndazim )原药 (山东华阳科技股份有限公司 )。

药剂配制参照 /农药室内生物测定试验准

则 0 [ 13]
进行。纳他霉素、多菌 灵原药分别 用

0. 1m o l/L 的盐酸无菌水溶液配成 10 000 m g /L

的母液, 4e 冰箱中保存备用。

1. 3 不同温度下药剂对灰葡萄孢菌丝生长的

毒力

采用菌丝生长速率法
[ 14]
。用 0. 1% 吐温-80

无菌水溶液将母液稀释成系列浓度备用, 并以该

无菌水溶液作对照。经预试验证实 0. 01% 吐温-

80无菌水溶液对供试菌生长无影响。分别测定

25、20、15、10和 5e 下药剂对灰葡萄孢菌丝生长

的抑制作用,经 DPS统计软件
[ 15]
分析求出毒力回

归方程及 EC 50值。

1. 4 不同温度下药剂对灰葡萄孢孢子萌发的

影响

采用悬滴法
[ 16 ]
。药剂配制同 1. 3节, 分别测

定 25、22、18、15和 10e 下药剂对分生孢子萌发的
抑制作用, 计算不同浓度药剂对分生孢子萌发的

抑制率
[ 14]

,用 D PS统计软件求出毒力回归方程及

EC50值。

孢子萌发率 (% ) =
孢子萌发数
调查孢子总数

@ 100

孢子萌发抑制率 (% ) = ( 1-
药剂处理的孢子萌发率
对照的孢子萌发率

) @ 100

1. 5 不同温度下药剂对菌核萌发的影响

将灰葡萄孢接种到 PDA培养基上, 22e 培养,

待菌核完全变褐时, 收集菌核。配制系列浓度的

纳他霉素和多菌灵, 选取大小一致的菌核浸渍于

各浓度药液中 5 m in, 在超净工作台上吹干后, 置

于无药 PDA平板上。重复 3次, 每皿 20粒, 以浸

渍于 0. 1%吐温-80无菌水溶液处理为对照。以菌

核在周围培养基上长出明显菌丝为萌发标准, 分

别测定 25、22、18、15和 10e 下药剂对菌核萌发的

抑制作用。

206



 
No. 2 张鹏等 :纳他霉素对灰葡萄孢不同生育阶段菌体的毒力及其生物学性状的影响

1. 6 药剂对灰葡萄孢产孢的影响

根据 1. 3节得出的 25e 下的毒力回归方程,

设计 EC 30 ~ EC60范围的系列浓度, 制备含药平板,

接种灰葡萄孢, 25e 恒温培养,记录产孢时间。待

产生大量分生孢子后, 分多次加入 10 mL灭菌水

冲洗,用灭菌玻棒轻擦菌落表面,定容至 10mL,利

用血细胞记数板计算孢子悬浮液的浓度, 重复

3次, 比较两种药剂对产孢量的影响。

1. 7 药剂对灰葡萄孢菌核产生的影响

参考潘金菊等采用
[ 17 ]
的方法, 按 1. 6节配制

系列浓度含药 PDA平板, 接种灰葡萄孢, 以不加

药剂者为对照, 重复 3次, 25e 恒温培养, 至各处

理菌丝不再快速生长、产生黑褐色菌核。观察菌

核出现时间及菌核形态的变化, 记录每皿菌核数

量,用万分之一天平称量菌核鲜重, 比较不同处理

单个菌核鲜重。

2 结果与分析

2. 1 不同温度下药剂对灰葡萄孢菌丝生长的影响

由表 1可知, 两种药剂对菌丝生长的毒力均随

温度下降而显著提高, 纳他霉素在低温 ( 5、10e )

下对菌丝生长的抑制作用非常明显, 较 25e 时的

毒力提高 37倍, 有较好的抑菌作用; 多菌灵低温

( 5e )较常温 ( 25e )毒力提高 9. 8倍。相同温度

下,纳他霉素对菌丝生长的抑制作用不如多菌灵,

25e 时多菌灵的毒力是纳他霉素的 54倍。纳他

霉素在常温 ( 15 ~ 25e )下对灰葡萄孢的毒力

较低。

表 1 不同温度下纳他霉素和多菌灵对灰葡萄孢菌丝生长的毒力

Table 1 Tox icity of na tam yc in and carbendaz im to m ycelia l g row th o f B. cinerea

under d if feren t tem pera tures

药剂

Fung icide

温度

Tem peratu re /e
毒力回归方程

Reg ression equa tion

EC50 ( 95% 置信限 )

( 95% CL ) / ( m g /L )

毒力倍数

T ox icity ratio

纳他霉素 natam ycin

 

 

25

20

15

10

5

Y = 3. 730 6+ 0. 80 6 9x

Y = 4. 776 8+ 0. 15 9 0x

Y = 4. 412 6+ 0. 30 1 2x

Y = 5. 036 3+ 0. 113 3x

Y = 5. 006 8+ 0. 97 0 4x

37. 4 2( 35. 65~ 40. 2 6)

25. 3 5( 22. 09~ 29. 1 1)

20. 2 1( 16. 28~ 25. 1 5)

1. 47 9( 1. 234~ 1. 81 1)

0. 984 0( 0. 720 7~ 1. 252 )

1. 0

1. 5

1. 9

25. 3

38. 0

多菌灵 carbendaz im

 

 

25

20

15

10

5

Y = 5. 199 7+ 1. 27 5 4x

Y = 6. 502 8+ 1. 61 5 1x

Y = 6. 504 7+ 1. 35 0 6x

Y = 6. 850 1+ 1. 72 5 4x

Y = 5. 842 8+ 0. 70 8 5x

0. 697 3( 0. 578 8~ 1. 022 )

0. 11 7 4 ( 0. 0 82 0~ 0. 167 9)

0. 08 4 8 ( 0. 0 78 1~ 0. 086 8)

0. 07 6 9 ( 0. 0 66 9~ 0. 107 4)

0. 06 4 6 ( 0. 0 52 7~ 0. 079 3)

1. 0

5. 9

8. 2

9. 1

10. 8

2. 2 不同温度下药剂对灰葡萄孢孢子萌发的影响

结果 (表 2)表明, 两种药剂对灰葡萄孢分生孢

子萌发的抑制作用均随温度下降而增强, 10e 时

纳他霉素和多菌灵的毒力分别是 25e 时的 2. 5和

3. 8倍。相同温度下,多菌灵对分生孢子萌发的抑

制作用显著高于纳他霉素, 25e 下多菌灵的毒力

是纳他霉素的 4. 6倍。

由表 1、表 2可知,在 15~ 25e 下, 纳他霉素对

分生孢子萌发的抑制作用显著高于对菌丝生长的

抑制作用,其中 25e 时二者的毒力相差 11. 3倍,

15e 时毒力相差 10. 7倍, 证明纳他霉素对分生孢

子萌发有很好的抑制作用; 而多菌灵对分生孢子

萌发的抑制作用和对菌丝生长的抑制作用差异不

明显。

2. 3 不同温度下药剂对灰葡萄孢菌核萌发的影响

菌核是菌丝纠集形成的团状休眠体, 具有较

强的耐药性, 是病原菌重复侵染为害的重要因素

之一。使用药液浸渍处理后, 10 ~ 25e 下纳他霉

素对菌核萌发的 EC50值均高于 1 000 m g /L

(表 3) ,活性很低, 而多菌灵对菌核萌发的抑制作

用较明显, 在较低温度范围内 ( 10 ~ 18e )尤为显

著, EC50值均低于 5m g /L。

  比较纳他霉素和多菌灵对菌丝生长、分

生孢子萌发和菌核萌发的抑制活性可以看出, 菌

核是菌株最耐药的营养体, 随温度降低, 药剂对三

者的抑制活性均有不同程度提高。多菌灵对菌株

不同发育阶段的抑制活性均高于纳他霉素。
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表 2 不同温度下纳他霉素和多菌灵对灰葡萄孢孢子萌发的毒力

Tab le 2 T ox ic ity o f na tamyc in and carbendaz im to conid ia l g erm inat ion of B. cinerea

under d if feren t tem pera tures

药剂

Fung icide

温度

Tem peratu re /e
毒力回归方程

Reg ression equa tion

EC50 ( 95% 置信限 )

( 95% CL ) / ( m g /L )

毒力倍数

T ox icity ratio

纳他霉素 natam ycin 25

22

18

15

10

Y = 4. 056 8+ 1. 80 8 0x

Y = 4. 155 7+ 1. 84 9 9x

Y = 4. 271 0+ 2. 11 6 8x

Y = 4. 595 5+ 1. 46 5 3x

Y = 4. 726 8+ 2. 08 5 1x

3. 32 4( 2. 955~ 3. 54 9)

2. 86 0( 2. 342~ 3. 10 3)

2. 21 0( 2. 016~ 2. 58 9)

1. 88 8( 1. 322~ 2. 38 4)

1. 35 2( 1. 249~ 1. 73 6)

1. 0

1. 2

1. 5

1. 8

2. 5

多菌灵 carbendaz im 25

22

18

15

10

Y = 5. 403 8+ 2. 78 9 5x

Y = 5. 238 4+ 1. 22 4 5x

Y = 5. 467 6+ 1. 38 7 8x

Y = 5. 996 3+ 1. 46 5 0x

Y = 7. 194 1+ 3. 01 5 3x

0. 716 5( 0. 541 6~ 1. 032 )

0. 63 8 6 ( 0. 4 65 8~ 0. 912 3)

0. 46 0 2 ( 0. 3 15 6~ 0. 614 5)

0. 20 8 8 ( 0. 1 54 8~ 0. 301 5)

0. 18 7 2 ( 0. 1 50 1~ 0. 210 3)

1. 0

1. 1

1. 6

3. 4

3. 8

表 3 不同温度下纳他霉素和多菌灵对灰葡萄孢菌核萌发的影响

Table 3 E ffect o f natam ycin and carbendaz im on sclero tium germ ination o fB. cinerea

under d if feren t tem pera tures

药剂

Fung icide

温度

Tem peratu re /e
毒力回归方程

Reg ression equa tion

EC50 ( 95% 置信限 )

( 95% CL ) / ( m g /L )

毒力倍数

T ox icity ratio

纳他霉素 natam ycin 25

22

18

15

10

Y = - 2. 429 5+ 2. 2 20 2x

Y = - 2. 398 5+ 2. 2 65 7x

Y = - 0. 675 5+ 1. 7 78 2x

Y = - 4. 127 5+ 2. 8 58 0x

Y = - 1. 522 9+ 2. 0 88 2x

2 219. 7 ( 2 045. 8~ 2 307. 5)

1 842. 5 ( 1 687. 5~ 2 125. 8)

1 555. 0 ( 1 453. 3~ 1 602. 2)

1 561. 9 ( 1 467. 6~ 1 621. 5)

1 329. 2 ( 1 242. 2~ 1 404. 9)

1. 0

1. 2

1. 4

1. 4

1. 7

多菌灵 carbendaz im 25

22

18

15

10

Y = 0. 199 0+ 3. 53 6 6x

Y = 1. 114 0+ 2. 97 6 5x

Y = 2. 909 9+ 3. 19 8 5x

Y = 3. 257 9+ 3. 17 7 1x

Y = 3. 907 7+ 2. 272 4 x

22. 7 8( 20. 53~ 24. 1 5)

20. 2 1( 19. 60~ 22. 0 1)

4. 50 2( 4. 103~ 5. 14 0)

3. 53 5( 2. 866~ 4. 01 3)

3. 02 4( 2. 105~ 5. 24 1)

1. 0

1. 1

5. 1

6. 4

7. 5

2. 4 药剂对灰葡萄孢产孢的影响

由表 4可以看出, 25e 下经纳他霉素和多菌灵
处理后,均可刺激分生孢子产生,但对产孢时间无

明显影响。多菌灵对产孢的刺激作用更加明显,

处理后各分生孢子悬浮液浓度均显著高于纳他霉

素和对照。纳他霉素不同浓度处理之间产孢量差

异不明显。

2. 5 药剂对灰葡萄孢菌核形成的影响

从表 5可以看出,在 PDA培养基上, 药剂对菌

核产生时间无明显影响, 但经多菌灵处理后的菌

核数量、质量均高于对照和纳他霉素处理。经纳

他霉素处理后,所形成的菌核小,沿菌落扩展方向

呈疏、密、疏分布, 菌落边缘形成的菌核明显较大;

经多菌灵处理后形成的菌核大, 形状不规则, 分布

不均匀,局部连接成片。

3 讨论

本研究发现, 随温度降低纳他霉素和多菌灵

对不同生育阶段灰葡萄孢的抑制活性均有所提

高,其中对菌丝生长的抑制活性随温度变化最为

显著。在较高温度 ( > 15e )下, 纳他霉素对分生

孢子萌发的抑制效果最好, 对菌丝生长的抑制作

用次之, 对菌核萌发的抑制效果最差, 反映了不同

生育阶段菌体对药剂敏感性的差异。但当温度较

低时 ( 10e ) , 菌丝和分生孢子均对纳他霉素敏感

且差异不显著。田世平
[ 3]
研究认为, 低温下灰葡

萄孢仍具有较强的侵染能力, 分生孢子在 - 4e
下、14 d后仍可达到 100%的萌发率, 24周后菌落

的直径为 10 mm。本研究表明, 纳他霉素在低温

下可有效抑制菌丝生长和孢子萌发, 因而可控制

灰葡萄孢的潜伏侵染, 在果蔬冷藏保鲜期使用具
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表 4 纳他霉素和多菌灵对灰葡萄孢产孢的影响

Tab le 4 E ffect o f natam yc in and carbendazim on spo rulat ion o f B. cinerea

药剂

Fung icide

浓度

Con cen trat ion / ( m g /L)

产孢时间

T im e of sporu lation /d

孢子数量

C on id ial am ount ( @ 106 ) / (个 /mL )

纳他霉素 natam ycin 12. 5 7 1. 6 b

25. 0 7 1. 7 b

50. 0 7 1. 7 b

多菌灵 carbendaz im 0. 25 7 4. 3 a

0. 5 7 3. 8 a

1. 0 7 4. 0 a

CK - 7 1. 0 c

  * 同列中不同字母表示 5% 水平差异显著, 下同。

* The d if feren t let ters in the sam e co lum n ind icate sign if icant d if feren ce atP = 0. 05. The sam e as below.

表 5 纳他霉素和多菌灵对灰葡萄孢菌核形成的影响

Tab le 5 E ffect of natam yc in and carbendaz im on sc lero t ig en ic o fB. cinerea

药剂

Fung icide

浓度

Con cen trat ion

/ ( m g /L)

产菌核时间

T im e of

sclerot igen ic/d

菌核数量 /粒

Am oun t of

sc lero tium /G rain

菌核质量

W eigh t o f

sclero tium /m g

形态描述

Shap e descrip tion

纳他霉素

na tam ycin

12. 5

25. 0

50. 0

12

12

12

23. 5 b

24. 8 b

22. 1 b

30. 12 b

31. 24 b

33. 23 b

菌核小,褐色至黑色, 沿菌落扩展方向呈

疏、密、疏分布,边缘菌核明显较大。

Sm al,l b row n o r b lack, sparse and th ick

alternately a long co lony ex ten d. S clero tium

on th e edge o f co lony is b igger.

多菌灵

carbendaz im

0. 25

0. 5

1. 0

12

12

12

28. 6 b

29. 1 a

26. 8 ab

39. 25 a

40. 12 a

38. 36 a

菌核较大, 褐色至黑色,分布不均匀, 多分

布在边缘, 局部连接成片。

B ig, b row n o r b lack, m ald istribu tion, m ost

on th e edge o f co lony an d join to shee.t

CK - 12 24. 3 b 32. 01 b 黑色,较少且分布不均匀。

B lack, less and m ald istribu tion.

有高效、无毒、低残留等优点。纪明山等
[ 18]
的研究

表明,多菌灵对灰葡萄孢敏感菌株的毒力是乙霉

威的 100倍以上,野生敏感菌株对多菌灵敏感, 对

乙霉威不敏感。本研究测得 25e 下多菌灵对灰葡

萄孢的 EC50值为 0. 697 3m g /L, 而笔者先前测得

25e 下乙霉威对该菌株的 EC50值为 151. 2m g /L
[ 10]

,

是多菌灵的 217倍, 证明此菌株系敏感菌株。

在 25e 下、EC30 ~ EC60浓度范围内, 不同浓度

处理菌落生长差异不明显, 药剂浓度对产孢和菌

核形成的影响较小。试验结果表明, 纳他霉素和

多菌灵对分生孢子产生时间和菌核形成时间无显

著影响,但多菌灵可显著刺激菌株产孢和菌核形

成, 而纳他霉素仅能轻微刺激分生孢子产生, 对菌

核形成的影响不明显。说明在实际生产中, 使用

多菌灵后如果不能有效控制病原菌, 可能反而会

加重病害的发生程度, 造成药剂防治失败。而纳

他霉素对分生孢子产生和菌核形成的刺激作用不

明显, 推测其在生产中用药后, 即使未完全杀死病

菌,亦不会刺激病原菌大量增殖而加重危害。

纳他霉素作为一种天然生物源抗真菌剂, 是

美国食品和药物管理局 ( FDA )正式批准的两种生

物防腐剂之一, 目前已在全球 30多个国家被广泛

用于食品防腐
[ 19 ]
。国内外关于其应用研究多集中

在食品和医药领域。本研究表明, 纳他霉素在低

温下对菌丝生长和分生孢子萌发均有较好的抑制

作用, 并且对灰葡萄孢产孢和菌核形成无明显刺

激作用, 适合在低温下应用以控制灰葡萄孢侵染。

目前限制纳他霉素推广应用的主要问题是价

格因素。由于纳他霉素是多烯大环内酯类化合

物,很难通过化学手段合成。浙江大学、天津科技

大学等高校已经开展纳他霉素相关的发酵工艺研

究
[ 20, 21]

, 北京、上海等地多家生物公司也正在开展
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工业化生产探索, 纳他霉素市场价格的不断下降

为其今后的广泛应用创造了条件。
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