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摘  要:采用菌丝生长速率法测定了不同温度下纳他霉素和乙霉威对灰葡萄孢 Bo trytis cinerea 的

抑制活性,同时采用药液培养法间接测定了不同温度下药剂对菌丝体糖、蛋白和电解质渗漏的影

响。结果表明:纳他霉素对菌丝生长的抑制中浓度 ( EC50 )在 25e 下为 37. 42 Lg /mL,在 5e 下为

0. 984 0 Lg /mL,活性提高了 37倍; 乙霉威对供试菌的活性在 5e 下较 25e 提高了 5倍。 25e 下经
纳他霉素处理 8 h后,菌丝体可溶性糖渗漏量为 6. 5 mg /g,蛋白渗漏量为 162 Lg /g,药液电导率为

700 Ls/cm,均显著高于相同条件下的 0. 1%吐温-80对照和乙霉威处理。不同处理温度之间,温度

越低菌丝内含物的渗漏量越少。
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Abstract: Inh ib ito ry activ ity o f natam yc in and dietho fencarb to Botrytis cinerea Pers. under d ifferen t

tem peratures w as tested by m yce lium g row th rate m ethod. M yce lia l leakage o f sugar, pro te in and

electro ly te w as tested by liqu id cu ltivate me thod ind irectly. The results show ed that EC50 values o f

natam yc in w ere 37. 42 Lg /mL in 25e , and 0. 984 0 Lg /mL in 5e , increased 37- fo ld. The activ ity o f

d ietho fencarb toB. cinerea increased 5- fo ld. E igh t hours af ter treated by na tam yc in, the sugar leakage

w as 6. 5 mg /g, the pro tein leakage w as 162 Lg /g and the conductance w as 700 Ls/cm. A ll o f these

w ere h igher than that treated by 0. 1% tw een-80 ( CK ) and dietho fencarb. The m ycelia l leakage

decreased as the tem perature fell dow n.

K ey w ords: na tamycin; Bo trytis cinerea; inh ib ito ry activ ity; actionm echan ism
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  由灰葡萄孢 B. c inerea 引起的灰霉病 ( G ray

m o ld)是我国北方保护地蔬菜生产中的一种重要

病害,可为害番茄、黄瓜、茄子、甜椒、草莓、葡萄等

多种水果蔬菜, 平均造成减产 20% ~ 40% , 严重的

可达 60%以上
[ 1, 2]
。该病菌还会引起果蔬贮藏过

程中的腐烂, 缩短储藏期, 降低品质, 是果蔬贮藏

中的重要病原菌
[ 3, 4]
。目前生产中普遍使用化学

药剂对其进行防治,但灰葡萄孢具有繁殖快、遗传

变异大和适合度高的特点, 连续使用同一药剂易

产生抗药性
[ 5 ]
。随着人们对食品安全问题越来越

关注,寻找更加安全、广谱的生物源抑菌剂成为当

前果蔬生产及采后保鲜病害控制的研究热点。

纳他霉素 ( natam ycin )也称匹马霉素 ( p im a-

ric in) , 商品名霉克, 是纳他尔链霉菌 Streptom ycin

na ta lensis经发酵得到的一种次级代谢产物, 属多

烯大环内酯类抗真菌剂, 能够选择性地抑制酵母

菌和霉菌, 有良好的理化稳定性
[ 6]
。降解后的纳

他霉素在急性毒性和亚慢性毒性试验中对动物无

损害
[ 7]
, 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
[ 8 ]
。目前国内有关

纳他霉素的应用研究大多集中在食品保鲜方

面
[ 8]
,在果蔬保鲜领域的研究也已初见报道

[ 9~ 11]
,

但有关纳他霉素对灰葡萄孢的抑制活性及其作用

机理的研究尚未见报道。

乙霉威 ( d ietho fencarb)属氨基甲酸酯类内吸

性杀菌剂, 与苯并咪唑类杀菌剂有负交互抗性, 是

目前生产中防治灰霉病的常用药剂, 特别对抗多

菌灵的菌株有特效。

本研究以灰葡萄孢 B. c inerea 为靶标菌, 以乙

霉威为对照药剂, 比较了不同温度下纳他霉素和

乙霉威的活性差异, 初步研究了纳他霉素的作用

机理,以期为将其用作农用杀菌剂防治田间及采

后储藏期灰霉病提供一定的理论依据。

1 材料和方法

1. 1 供试菌株

从山东省沂源县采集感染灰霉病的草莓果

实。该地为山区,零星种植草莓, 未使用过化学杀

菌剂。菌株经室内分离、纯化培养后接种到草莓

上,待发病后再分离、纯化培养, 经形态结构分析

及显微观察证实为灰葡萄孢。

1. 2 供试药剂及主要仪器

95%的纳他霉素 ( natam yc in)原药, 北京东方

瑞德生物技术有限公司提供; 96. 5% 的乙霉威

( dietho fencarb)原药, 江苏省新沂农药有限公司提

供;考马斯亮蓝, 进口分装;蒽酮,分析纯。

HZQ-F160全温振荡培养箱; DD S-ÒA型电导

率仪。

药剂配制参照 /农药室内生物测定试验准

则 0 [ 12]
进行。纳他霉素先用 0. 1 m o l /L 的盐酸无

菌水溶液配成 10 000 Lg /mL的母液,乙霉威先用

丙酮溶解, 配成 10 000 Lg /mL 的母液, 再分别用

0. 1%的吐温-80无菌水溶液稀释至所需浓度备

用。经预备试验证实 0. 01% 的吐温-80对供试菌

生长无影响。

1. 3 不同温度下药剂对灰葡萄孢的活性测定

采用菌丝生长速率法
[ 13]
测定, 经 DPS统计软

件
[ 14]
分析求出毒力回归方程及抑制中浓度 EC 50

值。分别测定 25、20、15、10和 5e 条件下纳他霉

素和乙霉威对灰葡萄孢的抑制活性。

1. 4 药剂对灰葡萄孢菌丝体内含物渗漏的影响
将灰葡萄孢接种于 PDA培养基上, 25e 恒温

培养 3 d后用直径 5 mm 的灭菌打孔器取 8个菌

饼,接入灭菌的、盛有 150 mL PD培养基的三角瓶

中, 20e 、120 r /m in振荡培养 7 d,取出菌丝,在超

净工作台上用灭菌去离子水冲洗并抽滤, 洗掉附

着在菌丝上的培养基。药液用灭菌去离子水配制

成 25e 下的 EC50浓度。称取 10 g洗净的菌丝放

入盛有 50 mL药液的三角瓶中, 置于 25e 的振荡

培养箱中,每隔 1 h测定药液中可溶性糖及电导率

的变化, 每隔 2 h测定可溶性蛋白的变化, 连续测

定 8 h。每一处理重复 3次, 对照添加 0. 1%的吐

温-80无菌水溶液。药液中糖、蛋白变化均换算成

单位质量菌丝的渗漏量, 并同时于 20e 下测定电

导率。按上述方法分别测定 20、15、10和 5e 下

糖、蛋白和电导率的变化, 药液浓度均为相应温度

下的 EC50浓度。

菌丝体内含物渗漏量 ( Lg /g ) =
药液中渗漏物含量 ( Lg /mL) @药液体积 ( mL )

菌丝质量 ( g )

  可溶性糖测定: 采用蒽酮比色法
[ 15 ]
。

可溶性蛋白测定: 采用考马斯亮蓝 G-250染

色法
[ 15 ]
。

采用 DD S-ÒA型电导率仪测定电导率。
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2 结果与分析

2. 1 不同温度下药剂对灰葡萄孢的抑制活性

由表 1可知, 低温 ( 5、10e )下纳他霉素对灰

葡萄孢有很好的抑菌活性, 5e 时的 EC50值为

0. 984 0 Lg /mL,活性较 25e 提高了 37倍, 乙霉威

在 5e 时的活性较 25e 提高 5倍, 证明纳他霉素对

灰葡萄孢的活性随温度下降而显著提高。

表 1 不同温度下纳他霉素和乙霉威对灰葡萄孢的抑制作用

Tab le 1 Inhib ito ry activ itie s o f natam yc in and d ietho fencarb to B. cinerea at d ifferent temperatures

药剂

Pestic ides

温度

Tem peratu re /e
毒力回归方程

Reg ression equ ation

EC50 ( 95%置信限 )

EC
50
( 95% CL) / ( Lg /m L)

毒力倍数

T ox icity ratio

纳他霉素

Natam y cin

25

20

15

10

5

Y = 3. 730 6+ 0. 8 06 9x

Y = 4. 776 8+ 0. 1 59 0x

Y = 4. 412 6+ 0. 3 01 2x

Y = 5. 036 3+ 0. 1 13 3x

Y = 5. 006 8+ 0. 9 70 4x

37. 4 2( 35. 65~ 40. 26)

25. 3 5( 22. 09~ 29. 11)

20. 2 1( 16. 28~ 25. 15)

1. 48( 1. 24~ 1. 81 )

0. 98( 0. 72~ 1. 25 )

1. 0

1. 5

1. 9

2 5. 3

3 8. 2

乙霉威

D iethofencarb

25

20

15

10

5

Y = 2. 063 0+ 1. 4 52 0x

Y = 1. 410 3+ 1. 7 10 5x

Y = 1. 215 4+ 1. 8 54 9x

Y = 1. 320 1+ 1. 5 46 8x

Y = 2. 101 3+ 1. 3 56 2x

151. 2 1( 125. 24~ 175. 24)

125. 5 1( 98. 12~ 153. 69)

100. 2 5( 84. 22~ 112. 22)

60. 2 1( 51. 25~ 71. 15)

25. 1 4( 22. 15~ 29. 31)

1. 0

1. 2

1. 5

2. 5

6. 0

图 1 不同温度下药剂处理后菌丝体可溶性糖的渗漏量

Fig. 1 M yce lial so luble sugar leakage af ter treated w ith dif feren t pestic ides a t d if ferent tem pera ture s

N o te: A.纳他霉素 N atam ycin; B1乙霉威 D iethofencarb; C. 011%吐温-80 (对照 ) 0. 1% tw een-80 ( CK )
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2. 2 药剂对菌丝体内含物渗漏的影响
2. 2. 1 不同温度下药剂对菌丝体可溶性糖渗漏

的影响  由图 1可知, 菌丝体可溶性糖的渗漏随

时间延长而加剧, 经纳他霉素处理后糖渗漏量变

化最显著。 25e 下经纳他霉素处理 8 h后, 单位质

量菌丝体可溶性糖渗漏量达到 6. 5 m g /g, 为初始

时的 16倍,乙霉威与空白对照处理分别为 2. 5和

2. 8倍。且相同条件下经纳他霉素处理后可溶性

糖的渗漏量明显高于乙霉威及空白对照处理。

20e 下经纳他霉素处理 7 h后,单位质量菌丝体可

溶性糖渗漏量为 2. 7 m g /g, 而乙霉威与空白对照

分别为 0. 8和 0. 9m g /g。菌丝体可溶性糖渗漏量

的相对变化和绝对变化都说明纳他霉素对菌丝体

的破坏作用较乙霉威和空白对照显著。同一药剂

在不同温度下处理, 随温度下降菌丝体可溶性糖

渗漏逐渐减少。 5e 下经纳他霉素处理 8 h后可溶

性糖的渗漏量仅为 25e 下的 19%, 而乙霉威与空

白对照均为 25e 下的 73%, 说明温度对纳他霉素

作用效果的影响较大。

2. 2. 2 不同温度下药剂对菌丝体可溶性蛋白渗

漏的影响  由图 2可知, 经药剂处理后, 菌丝体内

可溶性蛋白的渗漏量亦随时间延长而增加。其

中,经纳他霉素处理后可溶性蛋白的渗漏量显著

高于空白对照, 25e 下处理 8 h, 单位质量菌丝体

可溶性蛋白渗漏量达到 162 Lg /g, 较对照提高

50%; 经乙霉威处理后的蛋白渗漏量与空白对照

无明显差异。25e 下经纳他霉素处理 8 h后, 单位

质量菌丝体蛋白渗漏量较初始时提高了 67. 4% ,

而乙霉威与空白对照处理分别为初始时的 24. 5%

和 17. 4%。随处理温度下降, 纳他霉素处理组菌

丝体可溶性蛋白的渗漏量减少, 20、15、10和 5e

下处理 8 h后的单位质量菌丝体蛋白渗漏量分别

为 150、140、121、111 Lg /g。

图 2 不同温度下药剂处理后菌丝体可溶性蛋白的渗漏量

F ig. 2 M yce lia l so lub le pro te in leakage af ter treated w ith d ifferent pe sticides at dif feren t tem pe ratures

N ote: A.纳他霉素 N atam ycin; B. 乙霉威 D iethofencarb; C. 0. 1%吐温-80 (对照 ) 0. 1% tw een-80 ( CK )
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2. 2. 3 不同温度下药剂对菌丝体细胞膜通透性
的影响  由图 3可知, 各处理药液的电导率均有

不同程度的增加, 说明药剂处理后菌丝体细胞

膜的通透性增大, 细胞内电解质出现外渗。 25e
下经纳他霉素处理 8 h后, 药液电导率达到

700 Ls/cm,分别为空白对照的 3. 1倍、乙霉威的

2. 7倍。该处理下,纳他霉素药液电导率是初始时

的 5. 8 倍, 而空白对照是初始时的 2. 6 倍, 说明

经纳他霉素处理后菌丝体内电解质的平均渗漏速

度显著高于对照。同一药剂处理相同时间后, 随

温度下降电导率降低, 25、20、15、10和 5e 下纳他
霉素处理 8 h后的电导率分别是 700、673、641、

597和 482 Ls/cm, 表明温度是菌丝体电解质渗漏

的重要影响因素。

图 3 不同温度下药剂处理后电导率的变化

Fig. 3 Change o f conductiv ity a fte r trea ted w ith d if feren t pestic ides at d ifferent temperatures
N ote: A.纳他霉素 N atam ycin; B. 乙霉威 D iethofencarb; C. 0. 1%吐温-80 (对照 ) 0. 1% tw een-80 ( CK )

3 讨论

2000年, W yatt等
[ 16]
研究了纳他霉素在饲料

防霉中的应用, 得出纳他霉素对各种曲霉的最小

致死剂量 (M IC值 )都在 40 Lg /mL以下。王建国

等
[ 10]
研究了纳他霉素在冬枣贮藏中的应用, 发现

用纳他霉素 500~ 1 000 Lg /mL 处理可有效抑制

贮藏期冬枣浆胞病菌 A lternar ia N ee s ex W a llr. 的

危害。本研究得出 25e 下纳他霉素对灰葡萄孢的

EC50值为 37. 42 Lg /mL。说明其具有一定的广谱

性,这与文献报道相符
[ 8 ]
。

菌丝体内的糖、蛋白和电解质对其生命活动

至关重要。正常情况下, 由于细胞膜的保护作用,

菌体细胞内物质不会渗漏。本试验通过测定药剂

处理后菌丝体内糖、蛋白和电解质的渗漏情况, 间

接证明了纳他霉素的作用机理在于破坏菌丝细胞

膜的结构,引起细胞膜通透性变化, 造成内含物渗

漏。有报道认为, 纳他霉素的作用位点是真菌细

胞膜上的甾醇
[ 7]
。甾醇是构成细胞膜的主要成

分,对细胞膜的通透性具有重要作用
[ 17]
。但纳他
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霉素对真菌的作用机理与现有甾醇生物合成抑制

剂 ( SB I)的作用机理是否相同还有待进一步研究。

由试验结果可知, 温度对菌丝体内糖、蛋白和

电解质渗漏的影响较明显, 这与温度对纳他霉素

活性的影响较大相一致。相同时间内菌丝体内含

物的渗漏量随温度升高而增加, 说明菌体细胞膜

的流动性与代谢活力增强, 膜上靶标对药剂的作

用更加敏感, 造成的伤害更加明显。但毒力研究

结果却表明, 随温度升高, 药剂的活性下降, 这与

温度对菌丝渗漏的影响似乎是矛盾的。但比较二

者的测定方法可知, 菌丝渗漏是在相对较短的时

间内 ( 8 h)测定的, 且菌体处于营养匮乏状态, 表

现出的主要是温度对药剂作用的影响, 对菌丝生

长的影响甚微; 而毒力测定是在相对较长的时间

内 ( 4 d)进行的, 且菌体的营养源相对丰富, 表现

出的主要是温度对菌丝生长的影响。

本研究表明, 纳他霉素在低温下有较好的抑

菌作用, 特别是在果蔬最佳保鲜温度范围 ( 2 ~

8e )内对灰葡萄孢的抑制作用最佳, 而且其作为

一种生物源抗真菌剂, 不易对人体产生伤害, 因此

研究纳他霉素在低温贮藏中的应用有着重要意

义。纳他霉素的作用机理不同于多菌灵、乙霉威

等目前生产中常用的药剂, 因而作为辅助药剂使

用可以延缓田间菌株抗药性的发展, 符合果蔬生

长中后期及采后对灰葡萄孢无公害防治的要求,

因此该抗菌素作为农用杀菌剂应具有较好的应用前

景。
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