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杀菌剂羟菌唑对油菜菌核病菌
生长发育的影响
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　　[摘　要 ]　用电子显微镜技术和细胞化学技术, 研究了羟菌唑对油菜菌核病菌 (S clerotin ia sclerotiorum ) 生长

发育的影响。扫描电镜观察发现, 药剂处理后病菌菌丝生长明显受到抑制, 菌丝粗细不均匀, 呈不规则肿大或缢缩,

分枝明显增多。超微结构研究表明, 药剂处理后, 病菌菌丝细胞壁不规则加厚, 以菌丝顶端细胞壁加厚尤为明显, 并

有大量电子致密度高的物质存在; 与对照菌丝相比, 病菌菌丝隔膜肿大、畸形, 发育受阻; 有的菌丝体内有新菌丝产

生, 且染色较深。细胞化学标记分析结果表明, 药剂处理后, 病菌菌丝细胞壁的 Β21, 32葡聚糖和几丁质的标记密度

明显高于对照菌丝, 说明药剂处理后, 这 2 种成分在细胞壁内显著增加。病菌菌丝细胞壁成分的变化表明, 羟菌唑

影响了病菌细胞结构及其功能。
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　　油菜菌核病是由油菜菌核病菌 (S clerotin ia

sclerotiorum (L ib ) de bary) 引起的一种世界性病

害, 在世界各油菜生产国均造成严重减产[1 ] , 在我国

长江流域和西南地区危害更为严重 [1～ 6 ] , 减产达

73%。由于目前尚未发现免疫和高抗油菜品种, 所以

对油菜菌核病仍以化学药剂防治为主。目前虽有很

多药剂用于防治, 如扑海因、速可灵等[2～ 8 ], 但防效

不很理想。羟菌唑是一种新型三唑类低毒高效的内

吸杀菌剂, 有很强的保护和治疗作用, 其商品名称为

Caram ba, 化学名称为 (1R S, 5R S: 1R S, 5SR ) - 5-

( 4- 氯苯基) - 2, 2- 二甲基- 1- (1- 氢- 1, 2, 4

三 唑 - 1 - 甲基) 环戊醇, 属于脱甲基抑制剂
(dem ethyla t ion Inh ib ito rs. DM Is)类, 是合成麦角甾

醇前体的抑制剂[9 ] , 国外报道此药剂在田间对油菜

菌核病有良好防治效果[10 ]。许多研究已证实, 三唑

类杀菌剂能引起多种植物病原真菌超微结构发生变

化[11～ 14 ], 但关于羟菌唑对油菜菌核病菌的作用机理

目前尚无报道。因此, 本试验就其对油菜菌核病菌生

长发育的影响及作用机理进行了研究。

1　材料与方法

1. 1　菌种及其培养

　　供试菌种为采自西北农林科技大学农场自然发

病油菜病株上的菌核, 经培养、纯化得到纯培养,

4 ℃下保存于 PDA 平板上, 待用。

1. 2　供试药剂及其质量浓度

供试药剂为羟菌唑乳油, 由德国 Cyanam id A 2
grar 公司生产, 含羟菌唑 60 göL。将羟菌唑乳油用

蒸馏水稀释至有效浓度为 30. 00, 3. 00, 0. 30, 0. 03

ΛgömL 备用。

1. 3　杀菌剂对菌丝生长的影响

在无菌条件下, 用直径 5 mm 的打孔器从生长

4 d 的菌落边缘切取等量菌饼, 将单个菌饼置于

PDA 培养基平板中心, 培养 1 d 后, 用等量灭菌滤

纸条 (1 cm ×6 cm ) 分别蘸取各个质量浓度药液后,

放入菌落四周, 以四周放入蘸取无菌水滤纸条的菌

落为对照。每个处理设 3 个重复, 置于 25 ℃、无光照

条件下培养, 以后每隔 24 h 测其菌落直径 1 次, 共

测 3 次, 按下面公式计算抑制率, 并用 F 检验法进

行差异显著性分析。同时沿菌落边缘切取一小块菌

饼, 作为电镜样品进行加工。

抑制率ö% =
对照菌落直径- 处理菌落直径

对照菌落直径 ×100%

1. 4　扫描电镜样品的制备

样品的处理按康振生[15 ]的方法进行: 样品用体
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积分数 3% 戊二醛室温下固定 4～ 6 h, 磷酸缓冲液

(pH 6. 8)冲洗 6 次, 每次间隔 30 m in, 后经系列丙酮

(体积分数为 30% , 50% , 70% , 80% , 90% , 100% )

脱水, 每次 30 m in, 其中 100% 丙酮脱水 3 次, 纯醋

酸异戊酯置换 2 次, 每次 30 m in, CO 2 临界点干燥、

粘样、镀膜后在扫描电镜下观察。

1. 5　透射电子显微镜样品的制备

样品的固定采用戊二醛- 锇酸双重固定法[15 ]。

样品于体积分数 3% 戊二醛中前固定 3～ 6 h (4 ℃) ,

用 pH 6. 8 磷酸缓冲液反复冲洗 4～ 6 次, 每次间隔

20～ 30 m in, 经体积分数 1% 锇酸固定 2 h (4 ℃) , 后

经系列乙醇 (体积分数 30% , 50% , 70% , 80% ,

90% , 100% ) 梯度脱水, 每次 30 m in, 其中 100% 乙

醇脱水 3 次。用L R w h ite 树胶包埋, 60 ℃下聚合

2 d, 聚合后的样品用钻石刀切片, 超薄切片经醋酸

双氧铀和柠檬酸铅染色后, 于透射电镜下观察。

1. 6　菌丝细胞壁中几丁质的细胞化学标记

真菌细胞壁中的几丁质定位采用凝集素—胶体

金探针法[16 ]。麦芽凝集素- 胶体金购于 Sigm a 公

司。几丁质的标记采用液滴漂浮法于室温下进

行[17 ]。超薄切片在含 0. 5% 牛血清蛋白的磷酸缓冲

液生理盐液 (PBS 10 mo löL , pH 7. 2) 中漂浮封闭 20

m in, 然后在麦芽凝集素- 胶体金液 (1∶30 的 PBS

缓冲液) 中漂浮孵育 2 h, 经 PBS 和蒸馏水冲洗后,

再用醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色, 即可用于观察。

1. 7　菌丝细胞壁中 Β21, 32葡聚糖的免疫细胞化学

标记

标记使用小鼠抗 Β21, 32葡聚糖的单克隆抗

体[18 ] (购于 B io supp lies A u stra lia P ty. L td 公司)。

切片先在含有 1% 牛血清蛋白的 PBS 缓冲液上漂浮

封闭 20 m in, 然后在含有单克隆抗体 (1∶50) 的

PBS 缓冲液中漂浮孵育 2 h, 随后切片再经 PBS 缓

冲液冲洗, 用羊抗鼠免疫球蛋白- 胶体金 (1∶30, 15

nm , 购于英国B iocell 公司)的 PBS 溶液孵育 1 h, 经

醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色后用于观察。

2　结果与分析

2. 1　羟菌唑对菌丝生长的影响

　　皿内抑菌试验结果 (表 1) 表明, 羟菌唑对病菌

菌丝生长有明显抑制作用, 表现为药效快、抑制率

高。施药后 24 h, 在质量浓度为 3. 0 ΛgömL 时, 对菌

丝生长的抑制率已达 68. 4% , 此后随作用时间延

长, 同一质量浓度药剂对菌丝生长的抑制作用越来

越明显, 至施药后 72 h, 药剂在所有供试质量浓度

下均能显著抑制菌丝生长, 在质量浓度为 0. 3

ΛgömL 时, 药剂对菌丝生长的抑制率达 51. 7% , 而

建议使用质量浓度 (3. 0 ΛgömL ) 此时的抑制率已达

88. 3% , 说明该药剂对菌丝生长抑制效果很显著。

表 1　不同质量浓度羟菌唑对油菜菌核病菌菌丝生长的影响

T able 1　Effect of differen t Caram ba concen tra t ion on hyphal grow th of S clerotin ia sclerotiorum

羟菌唑
质量浓度ö

(Λg·mL - 1)
Concen tration

药剂处理时间öh
T he hours after treatm en t

0 24 48 72

菌落直径öcm
Co lony

diam eter

菌落直径öcm
Co lony

diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

菌落直径öcm
Co lony

diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

菌落直径öcm
Co lony

diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

F 检验
F test

30. 00 0. 9 1. 4 73. 7 1. 4 88. 1 1. 4 91. 7 A

3. 00 0. 8 1. 4 68. 4 1. 5 83. 3 1. 5 88. 3 A

0. 30 0. 8 2. 3 21. 1 3. 4 38. 1 3. 5 51. 7 B

0. 03 0. 6 2. 4 5. 3 4. 3 11. 9 5. 5 18. 3 C

CK 0. 6 2. 5 0 4. 8 0 6. 6 0 D

2. 2　羟菌唑对菌丝形态与结构的影响

扫描电镜观察发现, 在 PDA 培养基上正常生

长的油菜菌核病菌菌丝粗细均匀, 表面光滑、纤长,

菌丝顶端尖细 (图版É 21)。但在药剂处理后, 菌丝形

态发生异常变化, 表现为菌丝畸形、粗细不均匀、不

规则地缢缩和膨大 (图版É 22)。与对照相比, 菌丝分

枝明显增多, 甚至还有多次分枝, 但分枝较短且粗细

不均, 顶端变钝圆或膨大 (图版É 23)。

透射电镜观察表明, 未经药剂处理的菌丝细胞

壁厚度均匀 (图版É 24) , 而经药剂处理后的菌丝细

胞壁呈现不规则加厚 (图版É 25, 图版Ê 21) , 菌丝顶

端部位细胞壁加厚更为明显。对菌丝隔膜的观察发

现, 药剂处理后隔膜两侧发育不对称, 并发生畸形、

肿大 (图版Ê 22)。经药剂处理后, 发现菌丝内有新菌

丝产生 (图版É 25, 图版Ê 21) , 且菌丝细胞外围常常

可观察到染色较深的物质, 这可能是菌丝受药剂作

用后, 体内代谢失衡而引起了细胞内物质的渗漏。
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图版É 　羟菌唑对油菜菌核病菌菌丝形态与结构影响的扫描 (1～ 3)和透射 (4, 5)电镜照片
1. 未经药剂处理的对照菌丝, 菌丝平滑, 分枝正常, 顶端尖细。2. 药剂处理后的菌丝, 菌丝不规则膨大、缢缩, 分枝增多。3. 药剂处理后

菌丝, 菌丝过度分枝, 分枝顶端钝圆或膨大。4. 未经药剂处理的对照菌丝, 菌丝细胞壁厚薄均匀。5. 药剂处理后的菌丝细胞, 菌丝细胞

不规则加厚、电子致密度增高

P late É 　Scann ing (1- 3) and transm ission (4, 5) electron m icrograph s of the hyphae of S clerotin ia sclerotiorum ,

un treated and treated hyphae w ith the fungicide m etconzo le

1. H ypha from the un treated con tro l. T he hyphae w ere even. T he tip of the hyphae is slim. T he hyphae branch ing occurred at som e dis2
tance from the hyphal tip. 2. H yphae treated w ith the fungicide. T he hyphae w ere inconsisten t, swo llen irregu larly and w ith mo re

branches. 3. H yphae treated w ith the fungicide. Excessive branch ing occurred and the tip of hyphae w as swo llen irregu larly. 4. H ypha

from the un treated con tro l. T he hyphal cellw alls w ere th in and un ifo rm. 5. H yphal treated w ith the fungicide. T he hyphal cellw allw as

ex trem ely th ickened and becam e m uch dense.

2. 3　羟菌唑对菌丝细胞壁成分与组成的影响

2. 3. 1　菌丝细胞壁中几丁质的细胞化学标记　透

射电镜观察发现, 未经药剂处理的菌丝经麦芽凝集

素- 胶体金标记后, 胶体金特异性地沉积于细胞壁

上, 细胞质和细胞器内均无胶体金颗粒分布 (图版

Ê 23) , 表明几丁质主要存在于细胞壁上。而经药剂

处理的菌丝标记后, 细胞壁上大量沉积胶体金颗粒,

其颗粒密度远远高于对照菌丝 (图版Ê 24) ) , 表明药

剂处理后病菌菌丝细胞壁内几丁质成分大量增加。
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图版Ê 　羟菌唑对油菜菌核病菌菌丝结构 (1, 2)和菌丝细胞壁成分 (3～ 6)影响的电镜照片
1. 药剂处理后的菌丝 原菌丝细胞内形成了又一菌丝。2. 药剂处理后的菌丝, 菌丝隔膜畸形。3. 未经药剂处理的对照菌丝, 经细胞化学

标记, 几丁质被定位于菌丝细胞壁内。4. 药剂处理后的菌丝, 经细胞化学标记, 大量的几丁质被定位于增厚的菌丝细胞壁内。5. 未经药

剂处理的对照菌丝, 经细胞化学标记, 葡聚糖被定位于菌丝细胞壁内。6. 药剂处理后的菌丝, 经细胞化学标记, 大量的葡聚糖被定位于

增厚的菌丝细胞壁内。

P late Ê 　T ransm ission electron m icrograph s of the hyphae of S clerotin ia sclerotiorum , t reated hyphae w ith the

fungicide m etconzo le (1, 2) and cytocheem ical localizat ion of cell w all componen ts in the hyphae (3- 6)

1. H yphae treated w ith the fungicide. A new hyphae is developed in the o ld hyphae. 2. H yphae treated w ith the fungicide. T he sep tum

in the hyphae becam e swo llen and m alfo rm ed. 3. H yphae from the un treated con tro l, incubated w ith w heat germ agglu tin in2go ld. Ch itin

w ere localized in the cell w all of the hyphae. 4. H yphae treated w ith the fungicide, incubated w ith w heat germ agglu tin in2go ld. M uch

ch itin w ere localized in the th ickened cell w all of the hyphae. 5. H yphae from the un treated con tro l, incubated w ith an tibody against Β2
1, 32glucan and the secondary an tibody2go ld. Β21, 32glucan w ere localized in the cell w all of the hyphae. 6. H yphae treated w ith the

fungicide, incubated w ith an tibody against Β21, 32glucan and the secondary an tibody2go ld. M uch Β21, 32glucan w ere localized in the

th ickened cell w all of the hyphae.
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2. 3. 2　菌丝细胞壁中 Β21, 32葡聚糖的免疫细胞化

学标记　电镜观察发现, 超薄切片经 Β21, 32葡聚糖

抗体孵育和羊抗鼠免疫球蛋白- 胶体金标记后, 未

经药剂处理的对照菌丝上金颗粒均匀地沉积在细胞

壁上, 而细胞质和细胞器上则没有观察到金颗粒存

在 (图版Ê 25) , 表明 Β21, 32葡聚糖主要存在于菌丝

细胞壁上。但经药剂处理后的菌丝细胞壁上有大量

金颗粒存在, 且金颗粒密度明显高于对照 (图版Ê 2
6) , 表明药剂处理后, 菌丝细胞壁中 Β21, 32葡聚糖成

分显著增加。

3　讨　论

本研究应用电镜技术观察了新杀菌剂羟菌唑对

油菜菌核病菌生长发育的影响, 发现羟菌唑能使病

菌的形态、细胞结构及细胞化学成分发生很大变化:

(1)菌丝生长严重受到抑制, 粗细不均, 扭曲畸形, 呈

现不规则的肿大和缢缩。分枝过度增多, 末端膨大钝

圆。 (2)菌丝细胞壁不规则加厚, 菌丝顶端细胞壁加

厚尤为明显。隔膜发育受阻, 两侧发育不对称, 发生

畸形、肿大。 (3) 有的菌丝细胞内还可产生新菌丝。

(4) 在菌丝细胞的外围常常可以观察到一些染色较

深的物质, 可能为细胞渗出物。 (5)免疫细胞化学定

位标记结果显示, 经药剂处理的菌丝细胞壁中的几

丁质和 Β21, 32葡聚糖含量明显增多。以上观察结果

为生产上应用羟菌唑防治油菜菌核病提供了理论依

据。

Caram ba 是一种三唑类化合物, 有效成分是羟

菌唑 (M etconazo le) , 其对合成麦角甾醇前体具抑制

作用, 属脱甲基抑制剂 (dem ethyla t ion inh ib ito rs.

DM Is)。在甾醇前体合成过程中, 其通过其化学结构

和理化性质抑制脱甲基步骤的完成, 从而抑制麦角

甾醇的合成。由于麦角甾醇是构成生物细胞膜的主

要成分, 其合成受阻将间接影响细胞膜的结构和功

能。史建荣等[19 ]研究表明, 小麦纹枯病菌经三唑酮

处理后, 病菌细胞的麦角甾醇含量下降, 电解质渗漏

增加。康振生等[11～ 14 ]研究三唑类杀菌剂对小麦条锈

菌、白粉菌、纹枯病菌、苹果黑星菌等的发育影响时

观察到, 杀菌剂处理菌丝后, 菌丝细胞壁发生不规则

增厚, 尤以菌丝顶端胞壁加厚最明显。本研究结果表

明, 羟菌唑对油菜菌核病菌的作用可能同样是通过

影响细胞质膜成分麦角甾醇的生物合成, 而间接影

响质膜合成及质膜透性的, 从而导致胞内物质渗漏、

菌丝生长受抑。

几丁质和 Β21, 32葡聚糖是真菌细胞壁的主要化

学成分。在本研究中, 羟菌唑在使真菌细胞壁不规则

加厚的同时, 还能使其胞壁成分发生改变。几丁质和

Β21, 32葡聚糖的细胞化学标记结果显示, 经药剂处

理的菌丝细胞壁中二者的金颗粒密度都明显高于对

照菌丝。这可能是羟菌唑影响了病菌的正常生物代

谢, 破坏了细胞膜的生物功能, 引起菌丝细胞壁的不

规则加厚, 特别是菌丝顶端细胞壁的明显加厚, 以及

几丁质和 Β21, 32葡聚糖含量的增高。但是, 关于羟菌

唑对该病原菌细胞质膜影响的生化机制及引起菌丝

分枝增多的生理生化机理尚需进一步研究。
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Effects of fung icide m etconazo le on the hypha l developm en t

of S clerotin ia sclerotiorum on cano la

ZHANG X in -chun , KANG Zhen - sheng, HAN Qing-m e i, J ING Lan , HUANG L i- l i
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of m etconazo le, a system ic fungicide from the triazo l group w ere exam ined on

mo rpho logy, st ructu re, cellw all componen ts of S clerotin ia sclerotiorum by m ean s of electron m icro scopy and

imm unocytochem ical labelling techn iques. T he studies revealed that m etconazo le no t on ly inh ib ited the hy2
phal grow th, bu t a lso cau sed a series of m arked mo rpho logica l and structu ra l a ltera t ion s of hyphae. T hese

changes included irregu lar sw elling, excessive b ranch ing and m any tumo rs on the su rface of hyphae, con sid2
erab le th icken ing of the hyphal cell w alls, part icu larly a t the hyphal t ip reg ion. T he sep tum developm en t of

the hyphae w as inh ib ited and becam e m alfo rm ed. U sing cytochem ical techn iques, the labelling den sit ies of

ch it in and Β21. 32glucan in the cell w all of the fungicide2t rea ted hyphae w ere increased dram at ica lly compar2
ing w ith tho se of the un trea ted con tro l hyphae, ind ica t ing that the detrim en ta l effects of the fungicide on

structu re and funct ion of the hyphal m em b ranes resu lted in the changes of the cell w alls compo sit ion s.

Key words: S clerotin ia sclerotiorum ; m etconazo le; u lt rast ructu re; Β21, 32glucan; ch it in
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