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甲霜灵对烟草黑胫病菌细胞膜透性的影响
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摘　要 :为阐明烟草黑胫病菌抗甲霜灵的生理机制 ,研究了不同浓度甲霜灵处理 540 m in内敏感、

低抗和高抗菌株相对渗率的变化情况 ,结果表明 :甲霜灵能损害烟草黑胫病菌的细胞膜 ,使膜透性

不断增大 ;其对敏感菌株 ZC002和低抗菌株 10M 2006细胞膜透性的影响速度和程度比较接近 ,都

随处理浓度 (0. 1～10010μg /mL )的提高而不断增加 ;对高抗菌株 10M 2004细胞膜透性的影响速

度最慢 ,程度最低 ,且随处理浓度 (5010～10010μg /mL )的提高而增加。高抗菌株适应甲霜灵的能

力明显强于敏感菌株和低抗菌株 ,该适应能力随甲霜灵浓度的提高而减弱。
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Abstract: In order to c larify the physio log ica l m echan ism of the resistance to m eta laxy l of Phytop h thora

n ico tianae var. n ico tianae, the changes of the re la tive leakage of sensitive, low er2resistan t and h igher2
res is tan t s tra ins trea ted w ith m eta laxy l a t d iffe ren t concen tra tions w ith in 540 m inutes w ere stud ied. The

resu lts show ed tha t m eta laxy l m igh t dam age the m em brane of P. n ico tianae va r. n ico tianae, w hose

pe rm eab ility inc reased afte r m e ta laxy l trea tm en t; the speed and degree of m eta laxy l effec t on the

m em brane perm eab ility of the sensitive stra in, ZC002 w ere sim ila r to those of the low er2resistan t stra in,

10M 2006, w h ich inc reased w hen m eta lxy l concen tra tion (0. 1～100. 0μg /mL ) inc reased; those of the

h ighe r2res is tan t s tra in, 10M 2004 w ere low est, w hich increased w hen m eta lxy l concen tra tion ( 50. 0～
100. 0μg /mL ) increased. 10M 2004 had stronger ab ility to adap t to m eta laxy l than ZC002 and 10M 2006

had, w h ich decreased w hen m eta laxy l concen tra tion inc reased.
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　　病原菌细胞膜透性的改变 ,可导致杀菌剂不

能进入病原菌体内或被病菌高速排出菌体 ,从而

表现为病原菌抗药能力增强 [ 1 ]。细胞膜透

性改变的程度可用电导率大小来衡量 [ 2～4 ]
,也可
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以用相对渗率 [ 5 ]来表示。本研究以烟草黑胫病菌

抗甲霜灵菌株和敏感菌株为材料 ,比较了用不同

浓度的甲霜灵处理后各菌株相对渗率的变化情

况 ,首次明确了甲霜灵对烟草黑胫病菌细胞膜透

性的影响及该影响在不同抗性菌株之间的差异 ,

分析了烟草黑胫病菌抗甲霜灵的生理机制。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株

敏感菌株 ( ZC002 )采自山东省诸城市烟区典

型病株 ,经分离纯化鉴定 [ 6 ]为烟草黑胫病菌

P hytop h tho ra n ico tianae va r. n ico tianae,对甲霜灵

敏感 ( EC50值为 0. 317 3μg /mL )。 10M 2004和

10M 2006分别为甲霜灵室内筛选 ZC002获得

的高抗 ( EC50值为 161. 77 μg /mL , 抗 性 水 平

509. 8倍 )和低抗 ( EC50值为 4. 415 7 μg /mL ,

抗性水平 13. 9倍 )菌株。

1. 2　供试培养基

1. 2. 1　燕麦琼脂培养基　称取燕麦片 50 g,加入

1 000 mL去离子水 ,在 60℃恒温水浴锅中加热 1 h

后 ,经 4层纱布过滤去渣 ,滤液用去离子水定容至

1 000 mL。加入琼脂粉 18 g,在微波炉内加热至

琼脂粉完全溶化后趁热分装 , 121℃下蒸汽湿热灭

菌 30 m in。

1. 2. 2　燕麦培养液 　称取燕麦片 50 g,加入

1 000 mL 去离子水 ,在 60℃恒温水浴锅中加热

1 h后 ,经 4层纱布过滤去渣 ,滤液用去离子水定

容到 1 000 mL。10℃下于 5 000 r /m in下离心 5 m in,

收集上清液 并 分 装 , 121℃下 蒸 汽 湿 热 灭 菌

30 m in。

1. 3　供试药剂和主要仪器

98%甲霜灵 (m e ta laxy l)原粉由山东海利尔药

业有限公司提供。先用丙酮配成有效成分质量浓

度为 1%的母液 ,置 4℃冰箱中备用。

CR22型高速冷冻离心机 (日本日立公司 ) ;

DD S 211A型电导仪 (上海雷磁仪器厂 ) ; H ZQ -

F160全恒温振荡培养箱 (哈尔滨市东联电子技术

开发有限公司 )。

1. 4　不同浓度甲霜灵溶液的电导率测定

用重蒸水配制甲霜灵浓度分别为 0. 1、1. 0、

10. 0、50. 0、100. 0 μg /mL 的药液 20 mL , 于

100 mL 三角瓶中测定溶液的电导率。每浓度重

复 3次。

1. 5　甲霜灵对不同抗性菌株细胞膜透性的影响

参照夏晓明等 [ 5 ]的方法测定。将供试烟草黑

胫病菌菌株分别于燕麦琼脂平板上、26℃下培养

4 d,制成 < 7 mm菌饼 ,分别接入燕麦培养液中 ,

于 26 ℃恒温振荡培养箱中振荡 ( 120 r /m in )培养

4 d后取菌丝备用。新鲜菌丝用重蒸水冲洗 ,真空

抽滤后称取 1. 0 g放入 100 mL三角瓶中 ,加入用

重蒸水配制的浓度分别为 0. 1、1. 0、10. 0、50. 0、

100. 0μg /mL的甲霜灵药液 20 mL ,于 25℃的恒

温水浴中保持振荡 ( 120 r /m in) ,分别测定 0 (即刚

放入菌丝 )、5、10、15、30、60、90、120、180 、240、

300、360、420、480、540 m in 及 死 处 理 (煮 沸

30 m in)时的电导率。每浓度重复 3次 ,以重蒸水

为对照。按 ( 1 )式计算相对渗率 ,再根据相对渗率

比较细胞膜的透性。

相对渗率 ( % ) =
C t - C0

C死处理
×100 ( 1 )

C t :某一时刻的电导率 ; C0 :最初 ( 0 m in )时的

电导率 ; C死处理 :死处理后的电导率。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度甲霜灵溶液的电导率比较

测定结果 (表 1 )显示 ,在 0～100. 0μg /mL范

围内 ,不同浓度甲霜灵溶液的电导率没有显著差

异。因此 ,加入不同菌株的菌丝体后 ,不同浓度甲

霜灵溶液之间的电导率差异及相对渗率的变化可

归因于不同菌株之间细胞膜透性的差异及菌株与

药剂相互作用所引起的细胞膜透性的改变。

2. 2　甲霜灵对不同抗性菌株细胞膜透性影响的

比较

测定结果 (图 1～图 3 )显示 ,对照条件下 (不

含甲霜灵 ) ,所有供试菌株相对渗率的变化比较一

致 ,均为先急速上升 ,然后快速下降至 480 m in或

540 m in稳定下来。

处理条件下敏感菌株和低抗菌株相对渗

率的变化见图 1、图 2, 180 m in内的变化与对照基

本一致 ,且变化曲线相互靠近 ;处理 180 m in后 ,相

对渗率由下降先后转为上升 ,且甲霜灵处理浓度

( 10. 0～100. 0μg /mL )越高 ,上升越早越快。相

对渗率越高表明细胞膜透性越大 ,即甲霜灵对细

胞膜损伤程度越大。
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表 1　不同浓度甲霜灵溶液的电导率比较 ( n = 3)

Tab le 1　C om p a rison on conduc tiv ity of so lu tions be tw een d iffe ren t m e ta laxy l concen tra tions ( n = 3 )

浓度
Concen tra tion

/ (μg /mL )

电导率 Conductiv ity / (μS / cm )

范围
Range

均值
M ean

标准差
S tandard dev ia tion

0. 0 0. 135～0. 160 0. 148 a 0. 012 6

0. 1 0. 140～0. 170 0. 155 a 0. 015 0

1. 0 0. 150～0. 165 0. 158 a 0. 007 6

10. 0 0. 150～0. 175 0. 158 a 0. 014 4

50. 0 0. 150～0. 170 0. 162 a 0. 010 4

100. 0 0. 145～0. 165 0. 167 a 0. 010 4

　　注 :表中同一列数据后标相同小写字母者表示经 D uncan氏新复极差测验 ,在 P0. 05水平上差异不显著。

N ote: D ata in a co lum n follow ed by the sam e sm all lette rs are not sign ifican tly d iffe ren t a t P0. 05 by D uncan′s m ultip le range test.

图 1　不同浓度甲霜灵处理后敏感菌
株 ( ZC002)相对渗率的变化

Fig. 1　C hange of re la tive leakage of sensitive

s tra in ( ZC002 ) trea ted w ith d iffe ren t

concen tra tions of m e ta laxy l

图 2　不同浓度甲霜灵处理后低抗菌株

( 10M 2006)相对渗率的变化

Fig. 2　C hange of re la tive leakage of low e r2res is tan t

s tra in ( 10M 2006 ) trea ted w ith d iffe ren t

concen tra tions of m e ta laxy l

图 3　不同浓度甲霜灵处理后高抗菌株

( 10M 2004)相对渗率的变化

Fig. 3　C hange of re la tive leakage of h ighe r2res is tan t

s tra in ( 10M 2004 ) trea ted w ith d iffe ren t

concen tra tions of m e ta laxy l

处理条件下高抗菌株相对渗率的变化见图 3。

可见 ,除高浓度 ( 10010μg /mL )处理 360 m in后相

对渗率由下降转为上升外 ,其他处理相对渗率的

变化情况与对照基本一致。

上述结果表明 ,甲霜灵能损害烟草黑胫病菌

的细胞膜 ,使膜透性增大 ;对敏感菌株和低抗菌株

细胞膜透性的影响速度和程度比较接近 ,均随处

理浓度 ( 0. 1～10010μg /mL )的提高而增加 ,而对

高抗菌株细胞膜透性的影响速度和程度最低。高

抗菌株适应甲霜灵的能力明显强于敏感菌株和低

抗菌株 ,该适应能力随甲霜灵浓度的提高而减弱。

3　讨论

刘洪斌等 [ 7 ]等曾报道 ,甲霜灵对马铃薯晚疫

病菌不同抗性水平菌株的细胞膜透性无明显影
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响。但本研究发现 ,用较高浓度 ( 1010μg /mL )和

高浓度 ( 5010、10010μg /mL )甲霜灵处理烟草黑

胫病菌敏感、低抗菌株 ,以及用高浓度甲霜灵处理

高抗菌株后 ,所有菌株细胞膜的透性均有所增大 ,

最终 ( 540 m in)敏感菌株和低抗菌株的相对渗率

明显高于高抗菌株 ,说明高抗菌株细胞膜受损伤

的程度相对较小 ,其适应甲霜灵的能力明显强于

敏感和低抗菌株 ,这种适应能力随着甲霜灵浓度

的增加而减弱。这与夏晓明等 [ 5 ]的研究结果

( 180 m in)一致。

甲霜灵的抑菌机制为特异性地抑制 RNA聚

合酶 Ⅰ (主要负责 rRNA 合成 )或 Ⅲ (主要负责

tRNA合成 )的活性 [ 8 ]
,即抑制可能与抗性有关的

特异蛋白质的合成。本研究结果表明 ,烟草黑胫

病菌高抗甲霜灵菌株体内不存在像石志琦等 [ 2 ]、

张永杰等 [ 4 ]和夏晓明等 [ 5 ]研究中认为的可能存在

高速排泄抗性机制 ,但高抗菌株能抵抗甲霜灵对

其细胞膜造成伤害 ,表现为菌落生长抑制率的下

降。据此 ,作者推测上述与抗性有关的特异蛋白

质可能参与了细胞膜透性的调控 ,该结论尚需进

一步研究证实。
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·会　　讯·
● 联合国粮农组织 ( FAO )专家组关于农药管理问题的第三次会议和 FAO /W HO (世界卫生组

织 )关于该问题的第一次联合会议将于 2007年 10月 22日至 26日在罗马召开。这将是 FAO和

W HO关于农药管理问题的第一次联合会议。根据双方在 2007年 3月签订的协议 ,双方拟开展有关

农药的有效管理的合作计划。本次会议是该合作计划的一部分。本次联合会议将进一步完善有关指

南和管理机制 ,以保证国际农药法规在农药贸易和使用方面的措施可以有效实施。会议还包括对现

有技术和其他方面指导方针的更新和修正 ,以及农药的合理使用。会议还将对“高毒农药 ”、“特定

的监管”以及“国际化学药品管理策略”等进行讨论。

● FAO的食品和环境中农药残留专家组和 W HO评估组即农药残留联席专家委员会 ( JM PR )联

合会议于 2007年 9月 18日至 27日在瑞士的日内瓦召开。会议对大约 30种农药进行了评估 ,还就

“可替代 GA Ps”、“农药生产厂家不再支持登记农药的 M RL”等做了讨论。

(王静、潘灿平提供 )
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