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喜树碱对番茄灰霉病菌的毒理效应
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摘要
!

为探明喜树碱对番茄灰霉病菌
6"4$54-3 7-%+$+&

的毒理效应! 应用生长速率法% 电子显微镜观察研究不同质量

浓度喜树碱对番茄灰霉病菌菌丝生长% 细胞壁结构的影响& 番茄
857"9+$3-7"% +37#'+%4#:

叶片经喜树碱处理后接种

番茄灰霉病菌! 观察药剂对病菌侵染活性的影响' 结果表明$ 喜树碱为
,+!, 78

(

9

%!时就能强烈抑制番茄灰霉病菌

菌丝生长! 抑菌率达
5"+5% :

! 差异显著"

;＜2+2"

)& 可显著影响番茄灰霉病菌对番茄活体叶片的侵染活性& 喜树碱

处理可导致菌体细胞壁表面出现破损% 穿孔! 细胞内含物外渗等现象* 喜树碱能破坏菌丝体细胞结构! 从而抑制

番茄灰霉病菌的生长! 而在活体叶片可显著影响病菌的侵染活性* 图
!
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番茄灰霉病
6"4$54-3 7-%+$+&

是番茄
857"9+$3-7"% +37#'+%4#:

生产的限制性障碍)

!%1

*

+ 生产上主要依靠

化学防治来控制灰霉病的危害" 而长期, 大量, 单一地使用同种药剂已经对环境和人类健康带来很大的

隐患" 同时也引起番茄灰霉病菌产生抗药性)

,

*

" 因此" 必须寻找一种既有效又安全的防治措施+ 目前"

有近一半的新药物来自于天然产物)

5
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+ 喜树碱!

?A7ED'DFB?(0

'是从喜树
>&:94"4*+7& &7#:-%&4&

中提取出来

的一种生物碱"
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年
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等发现喜树果实提取物对小鼠肺癌
<&$3""

有一定的抑制作用" 国内外掀

起了对喜树碱的研究热潮" 并对喜树碱的药理活性, 临床应用及光照对喜树碱合成影响等方面进行了大

量研究)

"

*

" 喜树碱系列衍生物抗癌药物是附加值极高的高技术产品)

4
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有明显的抑制作用! 喜树叶乙醇提取物对黑曲霉
/'!

0.+1$%%&' ,$1.+

! 木霉
2+$#345.+6" -$+$5

和青霉
7.,$#$%%$&6 #3+8'41.,&6

有的抗菌活性! 但是水提物对霉菌

没有抑制作用 "

'

#

$ 发现喜树乙醇提取物对黄瓜枯萎病菌
9&'"+$&6 4:8'04+&6

! 小麦赤霉病菌
9&'"+$&6

1+"6$,."+&6

! 番茄灰霉病菌
!4)+8)$' #$,.+."

和油菜菌核病菌
;#%.+4)$,$" '#%.+4)$4+&6

等
#$

种植物病原菌

有抗菌活性"

%

#

$ 张立钦等"

(

#以喜树碱为原药! 进行农用杀菌剂的开发与研究$ 室内盆栽的活体实验研究

结果表明% 喜树碱对水稻纹枯病
<3$=4#)4,$" '4%",$

! 黄瓜白粉病
;03".+4)3.#" >&%$1$,."

! 黄瓜霜霉病

7'.&540.+4,4'04+" #&(.,'$'

均有较高的杀菌活性! 半数致死质量浓度分别为
)#*(+)

!

)&*)($

!

!'*)%(

,-

&

.

!/

$ 同时! 黄瓜霜霉病的田间药剂试验结果表明% 喜树碱对霜霉病菌有杀菌活性! 其半数致死质量

浓度为
//*!!/ ,-

&

.

!/

! 因此! 喜树碱可能成为有效的生物源杀菌剂$ 然而截至目前! 对于喜树碱是如何

抑制植物病原菌的却知之甚少$ 本试验研究了喜树碱对番茄灰霉病菌的形态毒理! 对菌体细胞壁和菌体

生长发育的影响! 以期为植物源农药的开发利用提供理论基础$

/

材料与方法

!"!

材料

病原菌% 番茄灰霉病菌
?4)+8)$' #$,.+."

由浙江农林大学微生物实验室提供$ 药剂和主要仪器% 喜树

碱'

01,234356078

! 简写
9:;

('纯度
!($"

(从湖北威得利化学科技有限公司购买$

<.=#>'$"

全自动高压

蒸汽灭菌锅'日本
=?@AB

(!

<C!

全自动菌落计数仪'中国杭州
=DE@F=B

(!

D9:#!

型临界干燥仪 '日

本(!

EG#$

型离子溅射仪'日本(!

H.>&#F=F<

型环境扫描电镜'荷兰飞利浦公司(!

I67056J3

超薄切片机

'德国($

供试植株% 供试番茄品种为欧粉
>&% K/

! 采用基质育苗! 待幼苗长至
!L)

片真叶时! 选择长势一

致的健康植株移栽到直径
/!*$ 0,

的塑料盆钵中! 于温室中培养! 待用$

溶液配制% 准确称取喜树碱粉末
&*! -

! 加入到
!&& ,.

的锥形瓶中! 然后往锥形瓶中加入
$& ,.

的

@M@#

二甲基亚砜'

N<=B

(! 在
)& $

水浴锅中加热溶解! 直到溶液完全澄清! 即为
) &&& ,-

&

.

!/的喜树碱

溶液'母液($ 放在
) $

冰箱里保存备用$

!"#

方法

/*!*/

喜树碱对病菌的抑菌活性 菌种培养% 供试番茄灰霉病菌接于装有马铃薯葡萄糖琼脂'

:N?

(培养

基直径为
( 0,

的培皿中! 于
!$ $

恒温培养箱中倒置培养
)% 5

后! 备用$ 在超净工作台上! 将喜树碱

母液加入到灭菌后冷却至
$&L+& $

的
:N?

培养基中! 使喜树碱溶液与
:N?

培养基完全混匀! 制得喜树

碱的质量浓度梯度为
!&&*&&

!

/&&*&&

!

$&*&&

!

!$*&&

!

/!*$&

!

+*!$

!

>*/>

和
& ,-

&

.

!/的含喜树碱的培养

基! 然后将制得的含喜树碱的培养基倒入灭过菌的培养皿中!

/$ ,.

&皿!/

$ 待培养基凝固后! 用
+ ,,

的打孔器在长有番茄灰霉病菌菌落的培养基上打孔! 用无菌镊子分别加到凝固的含药平板培养基表面的

正中$ 接种时按
'

个质量浓度梯度和
/

个空白对照水来接种! 重复接种
>

个&质量浓度!/

$ 在
!$ $

下恒

温培养! 每天定时测量菌落直径$ 按公式计算菌落抑菌率 '计算抑菌率时以水处理为对照(% 菌落直径

'

,,

(

%

菌落平均直径'

,,

(

!$ ,,

'菌饼直径($ 相对抑制率
OP

"对照菌落直径'

,,

(

!

处理菌落直径'

,,

(#

Q

对照菌落直径'

,,

(

R&/""S

$ 所得数据用
N:=

软件中的
NT8018

新复极差法进行方差分析和差异显著性

检验'

7O&*&$

(! 并计算半最大效应浓度'

@

F9$&

(的软件得到线形回归方程和
@

F9$&

的浓度$

#*!*!

喜树碱对病菌的形态毒理 将喜树碱配成所需的半最大效应浓度'

@

F9$&

(! 将剪好的适量的滤纸片

分别放入稀释好的喜树碱溶液和无菌水中! 浸泡
&*$ 5

$ 将灭过菌的融化的培养基倒入已灭菌的培养皿

中!

#$ ,.

&皿!#

! 共倒
+

个皿$ 待其凝固后! 在其中
>

个皿中央加入喜树碱浸泡的滤纸片! 然后将菌饼

'直径
$ ,,

(接种于滤纸片里面中央位置$ 另
>

个皿中加入无菌水浸泡的滤纸片! 在中央接入上述的菌

饼$ 于
!% $

下恒温培养
)% 5

$ 取样及前处理"

#&

#

% 取培养
!)

!

)%

!

'! 5

的经过药液处理和未处理的对照

番茄灰霉病菌! 分别于菌丝边缘处'菌丝稀疏处(切约
#*& 0, & #*& 0,

大小的正方形小块'各
!

块(样品$

将样品固定在质量分数为
!*$S

的戊二醛溶液中
) $

固定过夜) 倒掉固定液! 用
&*# ,4U

&

.

!#

2D '*&

的磷

酸缓冲液漂洗样品
>

次!

#$ ,78

&次!#

) 在质量分数
#S

的锇酸溶液中固定
#L! 5

) 倒掉固定液! 用
&*#

,4U

&

.

!#

2D '*&

的磷酸缓冲液漂洗样品
>

次!

#$ ,78

&次 !#

) 用梯度体积分数不同的乙醇'包括
$&S

!

$%+



第
!"

卷第
#

期

$%&

!

'%&

!

(%&

!

()&

" 溶液对样品进行脱水处理! 处理
*) +,-

#体积分数!*

! 用体积分数为
*%%&

的乙

醇处理
"

次!

"% +,-

#次!*

$ 用乙醇与醋酸异戊脂的混合液%

!

&乙醇"

" !

&醋"

.* " *

'处理样品
!% +,-

! 再

用纯醋酸异戊脂处理样品
*/" 0

( 将处理好的样品进行干燥! 将干燥好的样品镀膜! 扫描电镜观察! 得

到图像后进行结果分析(

*1"2 !

活体条件下喜树碱对番茄灰霉病菌的活性!

**

" 保护作用的测定) 用剪刀将生长旺盛的
'/*%

叶期

番茄植株相同部位叶片带叶柄快速剪下! 将叶片在不同质量浓度的喜树碱药液中浸渍
!/) 3

后自然晾

干! 叶柄用脱脂棉包裹! 置于
( 4+

培养皿中! 对照以不含药剂的质量分数为
%2* &

的
5#'%

无菌水处理(

用直径
6 ++

的灭菌打孔器从
") $

下培养
# 7

的番茄灰霉病菌菌落边缘打取菌饼! 接种于叶片中脉处!

置于
") $

培养箱中培养!

! 7

后观察发病情况! 十字交叉法测量叶片上的病斑直径( 重复
!

次#质量浓

度!*

! 叶片
*%

片#处理!*

(

*2"2#

数据处理 所得数据用
89:

软件中的
8;-4<-

新复极差法进行方差分析和差异显著性检验&

".

%2%)

"( 叶片法中! 十字交叉测量叶片上的病斑直径! 根据调查数据! 计算防治效果(

"

&

=

"

.

%&

#

%

!#

*

"

>

#

%

'

%*%%=

( 其中)

"

为防治效果$

#

%

为空白对照病斑直径$

#

*

为药剂处理病斑直径(

"

结果与分析

!"#

喜树碱对番茄灰霉菌病菌的毒力

离体测定结果表明) 喜树碱对菌丝生长有抑

制作用! 其质量浓度反应曲线相关性较好( 喜树

碱带毒培养基培养番茄灰霉病菌! 培养
$ 7

后!

测量各质量浓度的菌落直径并计算平均值和各质

量浓度的抑制率&表
*

"( 发现较低质量浓度的喜

树碱就对番茄灰霉病菌的生长有抑制作用! 质量

浓度为
62") +?

#

@

!*时! 抑制率达
6"=

( 喜树碱对

番茄灰霉抑制的半最大效应浓度&

$

AB)%

"是
!2)%! *

+?

#

@

!*

( 这比百菌清对番茄灰霉抑制
$

AB)%

&

(2)'! #

+?

#

@

!*

"小了近
!

倍 ! 跟福美双 &

$

AB)%

为
#2#'% !

+?

#

@

!*

"和退菌特&

$

AB)%

为
!2"%' * +?

#

@

!*

"

%

*"

'差不

多( 根据上表的结果! 用计算标准曲线的软件得

到标准曲线&表
"

"(

表
!

喜树碱对番茄灰霉菌的毒力回归方程

5<CDE " 5FG,4,HI JE?JE33,F- EK;<H,F- FL 4<+MHFH0E4,- LFJ %&'()'*+ ,*-.(./

药剂 回归方程
0

"

$

AB)%

>

&

+?

#

@

!*

"

()=

的置信度
>

&

+?

#

@

!*

"

喜树碱
) .#1")" #N*1!$! *0 *1(!# !1)%! * "1!#&)1")

!"!

喜树碱对番茄灰霉病菌的形态毒理影响

喜树碱处理的番茄灰霉病菌其菌落边缘的菌丝生长杂乱! 生长速度减缓! 如图
*

所示( 对照组的未

经喜树碱处理的番茄灰霉病菌生长良好! 菌落边缘的菌丝纤细直长! 粗细均匀一致! 线条流畅$ 经喜树

碱处理
"# 0

后的番茄灰霉病菌! 菌落边缘的菌丝生长没有对照组那么均匀! 菌丝生长速度变慢$ 处理

#' 0

后! 菌落边缘的菌丝部分出现塌陷现象! 菌丝不再有明显的生长$ 处理
$" 0

后! 菌落边缘的菌丝

塌陷较多! 菌落不再向外缘扩展(

喜树碱处理的番茄灰霉病菌菌丝出现了塌陷现象&图
*

下右"( 未经喜树碱处理的番茄灰霉病菌! 菌

丝光滑而饱满! 伸展良好&图
*

上左"$ 经喜树碱处理
"# 0

后的番茄灰霉病菌! 菌丝表面粗糙&图
*

上

右"$ 处理
#' 0

后! 菌丝表面粗糙! 并且部分出现了塌陷现象&图
*

下左"$ 处理
$" 0

后! 菌丝基本上

全部出现塌陷现象&图
*

下右"(

表
$

不同质量浓度的喜树碱对番茄灰霉菌的抑制

效果

5<CDE * OE3HJ<,-,-? ELLE4H FL 7,LLEJE-H 4F-4E-HJ<H,F- 4<+MHFH0E4,-

F- %&'()'*+ ,*-.(./

质量浓度
>

&

+?

#

@

!*

" 菌落直径
>++

抑制率
>P

% $62)$ < %2%%

!2*! #*2$# C #)2#(

62") "(2*% 4 6"2%%

*"2)% *"2'$ 7 '!2"%

")2%% *%2(' 7 ')266

)%2%% #2#" E (#2""

*%%2%% !2!! E ()26)

"%%2%% "2!) E (62(!

说明) 表中数据为
!

次重复的平均值! 数据后不同小写字

母表示
)=

水平时差异显著(
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表
!

活体条件下喜树碱对番茄灰霉病菌的活性

'()*+ , !" #$#% +--+./0 1- .(23/1/4+.56 16 &%'()'$* +,"-(-.

喜树碱质量浓度
7

!

28

"

9

!#

# 菌斑直径
7.2

防治效果
7:

& ;<$! ( !

,<;, ;<=! ( ><$%

><!$ ;<,? ( %<$$

;!<$& ;<;= ) !=<@%

!$<&& &<?? ) ,$<&?

$&<&& &<@@ . =?<;!

;&&<&& &<>, .A $%<$$

!&&<&& &<=@ A >%<>=

说明$ 表中数据为
,

次重复的平均值% 数据后不同小写

字母表示
$:

水平时差异显著&

"#!

活体条件下喜树碱对番茄灰霉病菌的影响

从健康番茄植株相同部位上取下生长一致的叶片

测定喜树碱的活性!表
,

#& 经喜树碱处理后再接菌的

番茄叶片上的病斑大小与对照存在显著差异% 且不同

喜树碱质量浓度处理间也存在显著差异& 质量浓度为

,<;, 28

"

9

!; 和
><!$ 28

"

9

!; 时没有什么防治效果% 叶

片上的病斑随着质量浓度的增大有所减小% 防治效果

则随着质量浓度的增大有所提高&

,

结论与讨论

本试验从离体和活体试验的变化上来研究喜树碱

对番茄灰霉菌的毒理效应& 发现喜树碱对番茄灰霉病

菌的菌丝生长有抑制作用% 质量浓度为
,<;, 28

"

9

!;时% 抑制率有
=$<=?:

' 喜树碱对番茄灰霉病菌菌丝

形态有明显的影响% 处理后的菌丝塌陷现象严重( 生长点畸形和缢缩( 内含物外渗现象明显& 初步推测

喜树碱处理番茄灰霉病菌后% 引起细胞膜损伤及结构改变% 接着出现细胞内含物外渗% 最后导致菌丝体

塌陷% 直到停止生长& 活体试验得出了相同的结论% 即当叶片使用喜树碱处理% 可对该病菌的侵染起到

一定的控制作用& 而在试验中发现离体的毒力效果要比活体试验时强% 原因可能是离体培养时所有的培

养条件比较一致% 不存在寄主的影响% 而在活体试验中增加了番茄植株为寄主% 在喷施药剂后对病菌的

影响就没有单一培养基上效果那么显著& 若要作为农药开发% 还要进行环境毒理研究和大田试验等进一

步的探索&

在医学上研究得到$ 喜树碱的作用是使拓扑异构酶
!

( 喜树碱和
BCD

形成三元复合体% 而使
BCD

在复制和转录过程发生断裂% 最终导致细胞死亡)

;,

*

& 喜树碱处理细胞导致短暂的细胞色素
.E/ .

表达增

加% 活化呼吸链% 引起细胞色素
.E/ .

释放% 激活胞质和线粒体中的
.(03(0+

% 导致线粒体发生内源性降

解和膜电位的丧失% 最终导致细胞凋亡)

;=

*

& 我们研究发现$ 喜树碱处理后的菌丝内含物外渗随即出现菌

丝塌陷现象% 导致细胞坏死% 但是喜树碱对于番茄灰霉病菌的作用位点是否就是在线粒体% 是否会引起

细胞色素
.E/ .

表达量的变化% 喜树碱的抑菌机理是否通过相同的方式作用还需要深入研究&

图
;

喜树碱处理对番茄灰霉病菌菌丝形态的影响

F58GH+ # I--+./ 1- .(23/1/4+.56 /H+(/2+6/ 16 2E.+*5(* 04(3+ 1- &%'()',* +,"-(-.
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