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雷帕霉素对 4 种植物病原真菌的抑菌活性
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摘   要：采用菌丝生长速率法，测定了雷帕霉素对番茄灰霉病菌、油菜菌核病菌、水稻纹枯病

菌和棉花枯萎病菌的抑菌活性，比较了嘧菌酯、丙烷脒及雷帕霉素对番茄灰霉病菌的抑菌效

果，并通过电子显微镜观察了雷帕霉素对番茄灰霉病菌菌丝生长的影响。结果表明：雷帕霉素

对供试 4 种植物病原真菌菌丝均表现出了极强的抑制活性，其中对油菜菌核病菌的抑制作用最

强，EC50 值为 2.23 × 10–4 μg/mL，对番茄灰霉病菌、水稻纹枯病菌和棉花枯萎病菌的 EC50 值分

别为 1.32 × 10–3、4.05 × 10–3 及 3.82 × 10–3 μg/mL；雷帕霉素对番茄灰霉病菌菌丝的抑制活性显

著高于嘧菌酯 (EC50 值为 3.24 μg/mL) 和丙烷脒 (EC50 值为 3.81 μg/mL)。电镜观察发现，经雷

帕霉素处理后，番茄灰霉病菌菌丝表现出提前衰老等症状。研究结果可为深入探讨雷帕霉素对

植物病原真菌的作用机制奠定基础。
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Antifungal activity of rapamycin against four kinds of plant pathogenic fungi
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Abstract: Rapamycin is an important marocyclic polyketide produced by Streptomyces hygroscopicus,
which exhibited immunosuppressive and antifungal properties. In this study, antifungal activity of
rapamycin against four kinds of plant pathogens, including Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani, and Fusarium oxysporum, was assayed by the mycelium growth rate method. The
results showed that rapamycin exhibited extreme significant inhibit efficacy against mycelial growth of
all of these plant pahogens on the PDA medium. The EC50 value of rapamycin against S. sclerotiorum
was 2.23 × 10–4 μg/mL, which is the lowest. The EC50 values against B. cinerea, R. solani, and F.
oxysporum were 1.32 × 10–3, 4.05 × 10–3 and 3.82 × 10–3 μg/mL, respectively. It is noteworthy that the
toxicity of rapamycin against the mycelial growth of B. cinerea is significantly higher than those of
azoxystrobin and propamidine, with the EC50 values of 3.24 and 3.81 μg/mL, respectively. The hypha of
B. cinerea exhibited premature aging after treated with rapamycin under the scanning electron
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microscope. The results in this study provided the basis for investigating the efficient inhibitation
mechanism of rapamycin in the future study.
Keywords: rapamycin; antifungal activity; plant pathogenic fungi; Botrytis cinerea

 

雷帕霉素 (rapamycin) 是由吸水链霉菌产生的

三十六元环含氮三烯大环内酯类抗生素，其结构

中包含非常特殊的被 α, β-二酮已哌啶酸胺分子所

掩盖的半缩酮 (图式 1)。雷帕霉素最早在智利的复

活节岛 (Easter Island) 上分离获得，发现其对白色

念珠菌、石膏样小孢子菌及颗粒发癣菌等真菌具

有显著的杀菌活性[1]。后来发现，雷帕霉素还具有

免疫抑制活性[2]和抗排斥反应作用[3]，由此引起了

医学界的重视，但其抗真菌研究反而因此被忽视。

雷帕霉素的主要作用机制表现在可与 FKBP
蛋白 (FK506-binding protein) 结合[4]，然后再结合

细胞的 TOR 激酶 (target of rapamycin) 形成复合

体，使 TOR 激酶失去磷酸化活性而失活。TOR 激
酶负责调控细胞生长和凋亡，其失活后，细胞将

呈现与饥饿和凋亡相似的生理表现[5]。Meléndez
等[6]发现，雷帕霉素对番茄灰霉病菌具有明显拮抗

活性，并克隆得到了该病菌的 1 个 BcFKBP12 基
因，发现 BcFKBP12 基因缺失可导致番茄灰霉病

菌对雷帕霉素的抗性。Teichert 等[7]发现，雷帕霉

素对水稻恶苗病菌具有明显拮抗作用，其可影响

水稻恶苗病菌氮调控途径中的基因表达及细胞核

糖体的合成。Yu 等[8]发现，雷帕霉素对小麦赤霉

病菌具有明显抗菌活性，可导致菌丝膨大扭曲，

隔膜变多，菌丝内脂肪体积累。

本研究系统测定了雷帕霉素对番茄灰霉病

菌、油菜菌核病菌、棉花枯萎病菌及水稻纹枯病

菌 4 种重要植物病原真菌的抗菌活性，比较了雷

帕霉素与 2 种常用杀菌剂嘧菌酯和丙烷脒对番茄

灰霉病菌的抑制效果，观测了雷帕霉素对病原菌

菌丝生长的影响，以期为雷帕霉素对植物病原真

菌的作用机制研究提供参考。

1    材料与方法

1.1    菌株、药剂及主要仪器

番茄灰霉病菌 Botrytis cinerea、油菜菌核病菌

Sclerotinia sclerotiorum、水稻纹枯病菌 Rhizoctonia
solani 和棉花枯萎病菌 Fusarium oxysporum，均由

浙江农林大学生物农药高效制备技术国家地方联

合工程实验室分离、鉴定和保存。

98% 雷帕霉素 (rapamycin) 原药，美国 BBI 公
司，用乙醇配制成 1.0 × 104 μg/mL 的母液。对照

药剂：93% 嘧菌酯 (azoxystrobin) 原药，先正达公

司，用甲醇配制成 1.0 × 104 μg/mL 的母液；95%
丙烷脒 (propamidine) 原药，浙江禾本科技有限公

司，用甲醇配制成 1.0 × 103 μg/mL 的母液。试验

时取各药剂母液，用水稀释至所需浓度后供试。

Pro 扫描电子显微镜 (荷兰 Phenom Pro 公司)。
1.2    雷帕霉素对病原菌菌丝生长的毒力测定

采用菌丝生长速率法[9]。根据预备试验结果，

将雷帕霉素药液添加到预热的 PDA 培养基中，得

到系列质量浓度分别为 0、3.91 × 10– 5、7.81 ×
10–5、1.56 × 10–4、3.13 × 10–4、6.25 × 10–4、1.25 ×
10–3、2.50 × 10–3、5.0 × 10–3、0.01 及 0.02 μg/mL
的含药培养基；嘧菌酯和丙烷脒在含药培养基中

的系列质量浓度为  0 .20、0.39、0.78、1.56、
3.13、6.25、12.5、25.0、50.0 及 100.0 μg/mL。制

取直径 7 mm 的菌碟，分别接种于含系列浓度雷

帕霉素、嘧菌酯或丙烷脒的 PDA 培养基中央，于

25 ℃ 培养 2~15 d 后，计算药剂对菌丝生长的抑

制率。每处理重复 3 皿，试验重复 3 次。

1.3    雷帕霉素对菌丝形态影响的扫描电镜观察

将番茄灰霉病菌接种至含系列浓度雷帕霉素

的 PDA 培养基上，25 ℃ 下培养 4 d 后，用刀片取

菌落边沿的菌丝块 (30 mm × 8 mm)，转移至 2 mL
离心管中，加入质量浓度为 2.5% 的戊二醛，4 ℃
下浸泡过夜。用 0.1 mol/L 的 PBS 缓冲液浸洗 15 min，
吸弃浸泡液，重复 3 次。依次向离心管中加入体

图式 1    雷帕霉素结构式

Scheme 1    The molecular formula of rapamycin
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积分数为 50%、70%、80%、90% 和 95% 的乙醇

进行浸洗，每次 15 min，最后用 100% 的乙醇洗

脱两次，每次 20 min。用 V (乙醇) : V (乙酸异戊

酯) = 1 : 1 的混合溶液浸泡 30 min，再用体积分数

100% 的乙酸异戊酯浸泡 2 h。于临界点干燥，镀

金，进行扫描电镜观察。

1.4    数据处理

试验数据采用 DPS v7. 05 软件进行统计分

析，建立药剂质量浓度对数 (x) 与菌丝生长抑制率

(y) 之间的毒力回归方程 y = a + bx，计算相关系数

(r) 及有效抑制浓度 (EC50 和 EC95)。

2    结果与分析

2.1    雷帕霉素对菌丝生长的抑制效果

雷帕霉素对供试 4 种植物病原真菌菌丝生长

均表现出了极强的抑制活性 (表 1)，其 EC50 值最

高仅为 4.05 × 10–3 μg/mL。其中对油菜菌核病菌的

抑制作用最强，EC50 值仅 2.23 × 10–4 μg/mL；对

番茄灰霉病菌的 EC50 值为 1.32 × 10–3 μg/mL，也

具有较高的抑制活性。

2.2    雷帕霉素、嘧菌酯和丙烷脒的抑制作用比较

比较表 2 中结果发现，嘧菌酯和丙烷脒的 EC50

值分别是雷帕霉素的 2 490 和 2 930 倍，EC95 值也

呈现出相同数量级的差异，表明雷帕霉素对番茄

灰霉病菌菌丝生长的抑制效果远远高于嘧菌酯和

丙烷脒 (P < 0.01)。

2.3    雷帕霉素对番茄灰霉病菌菌丝形态的影响

扫描电镜观察发现，在  EC50 浓度  (1.32 ×
10–3 μg/mL) 雷帕霉素处理下，番茄灰霉病菌菌丝

逐渐变细，透明度变差，出现明显溢缩现象，颜

色变深，表现出提前衰老症状 (图 1B)；而对照菌

丝饱满，生长旺盛 (图 1A)。表明雷帕霉素在很低

浓度下即可显著破坏番茄灰霉病菌的菌丝结构。

3    结论与讨论

研究表明，雷帕霉素对供试 4 种植物病原真

菌菌丝生长均具有极显著的抑制活性。离体条件

下，其对番茄灰霉病菌、油菜菌核病菌、水稻纹

枯病菌和棉花枯萎病菌的 EC50 值均处于极低水

平，对番茄灰霉病菌的 EC50 值为 1.32 × 10–3 μg/mL，
抗菌活性远远高于嘧菌酯和丙烷脒等化学农药[10-11]，

也高于水杨肟酸协同作用下的嘧菌酯[12]。本研究

结果与 Teichert 等[7]和 Yu 等[8]报道的雷帕霉素对

水稻恶苗病菌和小麦赤霉病菌的作用结果一致。

电镜观察发现，雷帕霉素能显著影响番茄灰霉病

菌菌丝结构，使菌丝呈现早期衰老症状，这与其

作用机制及作用方式相符。

目前对新型杀菌剂的开发研究主要围绕抑制

细胞呼吸链、抑制细胞分裂及降低病原菌致病力

等途径[13-15]。而雷帕霉素通过结合细胞 TOR 激酶

形成复合体，使 TOR 激酶失去磷酸化活性而失

活，进而调控细胞的生长和凋亡[4-5]，该机制尚未

表 1    雷帕霉素对 4 种植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table 1    Toxicities of rapamycin against the mycelial growth of plant pathogens
病原菌

Pathogen
毒力回归方程

Regression equation
相关系数

Correlation coefficient, r
EC50 (±SD)/(μg/mL) EC95 (±SD)/(μg/mL)

番茄灰霉病菌 B. cinerea y = 7.99 + 1.04x 0.98 1.32 × 10–3 ± 0.21 × 10–3 5.05 × 10–2 ± 1.24 × 10–2

油菜菌核病菌 S. sclerotiorum y = 8.82 + 1.01x 0.98 2.23 × 10–4 ± 1.12 × 10–4 7.21 × 10–3 ± 5.7 × 10–3

水稻纹枯病菌 R. solani y = 8.00 + 1.25x 0.97 4.05 × 10–3 ± 0.43 × 10–3 8.23 × 10–2 ± 2.04 × 10–2

棉花枯萎病菌 F. oxysporum y = 7.85 + 1.17x 0.97 3.82 × 10–3 ± 0.64 × 10–3 9.49 × 10–2 ± 1.98 × 10–2

表 2    雷帕霉素、嘧菌酯和丙烷脒对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用

Table 2    Toxicities of rapamycin, azoxystrobin and propamidine against B. cinerea
药剂

Chemicals
毒力回归方程

Regression equation
相关系数

Correlation coefficient，r
EC50 ± SD/(μg/mL) EC95 ± SD/(μg/mL)

雷帕霉素 rapamycin y = 7.98 + 1.04x 0.98 1.32 × 10–3 ± 0.21 × 10–3 a 5.05 × 10–2 ± 1.24 × 10–2 a

嘧菌酯 azoxystrobin y = 4.08 + 1.85x 0.98 3.24 ± 0.26 b 24.51 ± 1.94 b

丙烷脒 propamidine y = 4.34 + 1.17x 0.99 3.81 ± 0.31 b 92.91 ± 8.36 b

注: 同列中不同字母表示在 0.01 水平下差异极显著 (P ＜ 0.01)。
Note: Values with different letters within the same column have significant difference at 0.01 level (P < 0.01).
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在杀菌剂创制中得到应用，雷帕霉素的高效抑菌

活性及独特作用机制为新型杀菌剂开发提供了一

种新途径。后续有必要针对雷帕霉素对植物病原

真菌的详细作用机制深入展开探索，以期获得新

的农药作用靶标。
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图 1    雷帕霉素对番茄灰霉病菌菌丝形态的影响

Fig. 1    Mycelial morphological characterization of B. cinerea treated with rapamycin
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