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摘　要：利用生长速率抑制法、显微观察和生物化学方法研究了纳米银离子对大豆菌核病核盘菌的抑菌效果及初

步机理。结果表明：纳米银水剂对大豆菌核病核盘菌具有较好的抑制能力，在３０ｍｇ·Ｌ－１浓度下可达到１００％的抑

制效果，其对大豆菌核病核盘菌的有效中浓度（ＥＣ５０）为 １３．９１ｍｇ·Ｌ－１；菌丝在纳米银有效中浓度下的生长受到

很强抑制；经纳米银处理的核盘菌菌体中过氧化氢酶、总超氧化物歧化酶、超微量 ＡＴＰ酶的活力均发生相应变化，

处理 ２ｈ或１２ｈ后，呈现增加趋势，但处理２４ｈ后，则均表现为下降。因而纳米银对大豆菌核病菌的生长具有一定

的抑制效果。
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　　大豆菌核病（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）是由子囊
菌亚门真菌引起的一种大豆病害。该病分布较广，

每年引起２％ ～５％的产量损失，自 １９９３年以来，该
病有加重的趋势

［１２］
。我国华北、华东、西南和东北

地区均有发生，尤以黑龙江及内蒙古地区发生较

重。且在黑龙江省大豆菌核病的发生与危害有逐

年加重的趋势
［３６］
。

２０世纪８０年代以来，纳米技术的发现与应用，
使得具有较好抑菌能力的银离子应用更加广

泛
［７９］
。如当金属或非金属被制备成的粉末达到纳

米尺度时，其物理性质就发生根本的变化，纳米银

克服了传统银的疗效缓慢和重金属弱点，表现出了

极强的杀菌效力、且不产生耐药性、安全无污

染
［１０１１］

。受纳米银在医学领域应用事例的启发，有

关学者开展了纳米银悬浮液防治农业有害生物的

室内毒力测定及田间试验示范工作，发现纳米银悬

浮液对多种植物病害具极高的防治效果。同时纳

米银还具有用量少、使用安全、剂型优良、环保等突

出优点
［１２］
。为将纳米化的银离子运用到菌核病的

防治中，并明确该水剂对大豆菌核病菌的防治效

果，现以福州凯立生物制品有限公司研制的纳米银

为试验材料，研究了该水剂对核盘菌菌丝体生长的

抑制效果及初步抑菌机理，为纳米银的进一步应用

提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　试验菌株　大豆菌核病核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
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ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）由黑龙江八一农垦大学微生物试验室
提供。

１．１．２　试验材料及培养基　真菌培养均采用马铃
薯固体培养基（简称 ＰＤＡ），纳米银水剂由福州凯立
生物制品有限公司提供；蛋白含量、ＡＴＰ酶、过氧化
氢酶和超氧化物歧化酶测定的试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　纳米银对核盘菌菌丝生长的抑制能力及有
效中浓度测定　将生长能力一致的 ４ｍｍ大豆菌核
病核盘菌菌碟接种在含有不同浓度纳米银（０、５、
１０、１５、２０、３０、５０ｍｇ·Ｌ－１）的 ＰＤＡ平板上，３次重
复，２７℃恒温培养 ２ｄ，观察菌体生长状态，并记录
菌落直径，计算抑菌率与有效中浓度。

抑菌率（％）＝（对照菌的菌落直径 －处理菌的
菌落直径）／对照菌的菌落直径 ×１００％。

利用最小二乘法对所得数据进行相关分析，以

纳米银浓度为横坐标，以抑菌率为纵坐标，获得回

归方程，根据方程求得纳米银对核盘菌菌丝生长抑

制的有效中浓度。

１．２．２　纳米银处理对核盘菌菌体蛋白含量及酶活
性的影响　在 ＰＤＡ平板中接种核盘菌，培养 ４ｄ
后，用打孔器取生长能力一致的４ｍｍ菌碟，转接到
ＰＤＡ液体中，静止培养５ｄ后，取出长好的核盘菌菌
丝体，用蒸馏水冲洗几次后吸干。准确称取重量为

０．２５ｇ的待测菌片，分别放入 ３０ｍｇ·Ｌ－１的纳米银
与清水中浸泡 ２、１２、２４ｈ，取出清水冲洗并吸干表
面水分，加０．８６％的生理盐水３ｍＬ在冰浴下研磨，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ，取上清液，置于 ４℃冰
箱保存，待用。按试剂盒说明，测定菌体内蛋白、超

微量 ＡＴＰ酶、过氧化酶及超氧化物歧化酶的含量。
根据测得的 ＯＤ值，计算处理后病原菌菌丝的各酶
活变化百分率。

　　酶活变化百分率（％）＝（对照菌的酶活处理
菌的酶活）／对照菌的酶活 ×１００％。

２　结果与分析

２．１　纳米银对核盘菌菌丝生长的抑制能力
由图１可知纳米银对核盘菌菌丝生长有较强

的抑制作用，抑制效果随浓度增大而增强。当水剂

浓度达到３０ｍｇ·Ｌ－１时抑制率达到１００％。
通过对抑制率的相关分析，利用 ＤＰＳ软件处理

后得到纳米银抑制核盘菌的相关方程为：ｙ＝
０．０３１５ｘ＋０．０６１７（ｒ＝０．９８８２＞ｒ５，０．０１＝０．８７４），方
程中 Ｙ为菌体生长抑制率，ｘ为纳米银浓度。

据此方程计算当 Ｙ＝０．５（５０％）时，ｘ值为
１３９１ｍｇ·Ｌ－１，故纳米银对该菌的有效中浓度为
１３．９１ｍｇ·Ｌ－１。

图 １　不同浓度纳米银处理对核盘菌生长的抑制率

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｔｒａｉｎｒａｔｉｏｏｎＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍｍｙｃｅｌｉｕｍ

ｇｒｏｗｔｈｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮａｎｏｍｅｎｔｅｒＳｉｌｖｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．２　纳米银有效中浓度下核盘菌菌丝的状态
在有效中浓度下生长的核盘菌菌丝体呈现异

常状态，菌丝体上出现不同程度的膨大、缢缩，而正

常 ＰＤＡ平板上生长的核盘菌菌丝体细胞壁比较光
滑，菌丝粗细较均匀（图２）。

图 ２　核盘菌菌丝体生长状态比较

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍｍｙｃｅｌｉｕｍ

２．３　纳米银对核盘菌体蛋白含量的影响
由图３可以看出，纳米银处理后核盘菌菌体蛋

白含量变化范围较小，均不超过 ３％，处理 ２、１２ｈ

后，菌体中蛋白含量分别比对照升高了 ２．９％和
１２％，而处理２４ｈ则比对照降低了１．７％。变化的
幅度经方差分析，均未达到显著水平。



４期 孙冬梅等：纳米银对大豆菌核病核盘菌的抑制作用研究 ６７５　　

图 ３　纳米银对核盘菌体蛋白的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａｎｏｍｅｎｔｅｒＳｉｌｖｅｒｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍ

ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍ

２．４　纳米银对核盘菌菌体酶活性的影响
２．４．１　过氧化氢酶　由图表可知纳米银处理后核
盘菌菌体过氧化氢酶活性变化较大，处理 ２、１２ｈ分
别比对照升高了２７．３％、５．６％，处理２４ｈ比对照降
低了１９．５％。

图 ４　纳米银对核盘菌过氧化氢酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａｎｏｍｅｎｔｅｒＳｉｌｖｅｒｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍ

ＣＡＴａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍ

２．４．２　超氧化物歧化酶　由图５可以看出，纳米银
处理后核盘菌菌体总超氧化物歧化酶活性变化较

大，处理２ｈ比对照升高２３．２％，处理１２、２４ｈ分别
比对照降低了１３．９％、２０．１％。

图 ５　纳米银对核盘菌总超氧化物歧化酶活性的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａｎｏｍｅｎｔｅｒＳｉｌｖｅｒｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍ

ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍ
２．４．３　ＡＴＰ酶　纳米银处理后核盘菌菌体超微量
ＡＴＰ酶活性变化较大，处理２ｈ比对照升高３１．９％，处
理１２、２４ｈ分别比对照降低了１２．２％、２２．８％（图６）。

图 ６　纳米银对核盘菌超微量 ＡＴＰ酶的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａｎｏｍｅｎｔｅｒＳｉｌｖｅｒｏｎｍｙｃｅｌｉｕｍ

ＡＴＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｒｕｍ

结果表明，上述几种酶类均与抗氧化能力有一

定的相关性，短时间的刺激，菌体通过产生过强的

酶活来进行保护，但处理时间延长，菌体的生长受

到强烈抑制，各种酶相应的逐步失活，最终导致机

体死亡。

３　结论与讨论

纳米银对核盘菌的抑制能力较强，纳米银对该

菌的有效中浓度为１３．９１ｍｇ·Ｌ－１，浓度为３０ｍｇ·
Ｌ－１时对菌体抑制率可达到 １００％；当核盘菌在纳米
银的致死中浓度培养条件下生长时菌丝体出现异

常；核盘菌菌体经纳米银处理不同时间后，菌体的

蛋白含量变化较小，过氧化氢酶、总超氧化物歧化

酶及超微量 ＡＴＰ酶活性变化较大，趋势较为一致，
处理 ２ｈ菌体的各酶活性有升高现象，处理时间延
长，菌体的酶活下降较大。

纳米银是一种长效性抗菌剂，安全性高，具有

良好的应用前景。纳米银抗菌剂的作用主要包括 ３
个环节

［１２－１３］
：与致病菌代谢酶中的巯基结合，使酶

失活；与暴露的细菌细胞壁发生肽聚糖反应，形成

可逆复合物，使细菌不能将氧和能量转运至细胞；

与致病微生物中的 ＤＮＡ结合，导致结构变性，抑制
复制，目前关于此方面的报道主要集中在纳米银在

临床对细菌的抑制作用上，而有关纳米银农用对真

菌的作用报道的比较少。该文探讨了纳米银对菌

丝体的作用及对菌体相关酶的影响，证实了纳米银

对核盘菌的作用比较明显，可以开发纳米银的农用

价值。通过测定相关酶的活性，发现纳米银处理的

菌丝酶活性出现变化，这可能与纳米银的抑菌有一

定的相关性，具体机制还有待进一步的研究与探

讨。一般认为使用银是安全的
［１４］
，但它与生物体接

触是否会产生一些负面的效应，对正常细胞是否也

具有杀伤作用等涉及到纳米银作为抗菌材料本身

的生物安全性问题。
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