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纳米铁与铜对苜蓿壳二孢及其引致春季黑茎病的
抑制与防治作用
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摘要：紫花苜蓿是我国乃至世界上栽培面积最大的豆科牧草，由苜蓿壳二孢引致的春季黑茎病，是我国紫花苜蓿五

大病害之一。纳米铜（Cu NPs）、纳米氢氧化铜［Cu（OH）2 NPs］、纳米铁（Fe NPs）和具有核壳结构的纳米铁（Core-
shell Fe NPs）对苜蓿壳二孢显示不同程度的抑菌作用，其中 Cu NPs 的抑制效果显著（400 mg·L-1 抑制率达到

74. 1%）；Cu NPs 对苜蓿春季黑茎病具有显著的防效（先接种 Cu NPs 和先接种孢子悬浮液再接种 Cu NPs 这两种处

理方式的相对病斑面积分别为 5. 95% 和 8. 75%）；提前施加 Cu NPs 悬浮液紫花苜蓿叶片的相对电导率为 18. 11%，

而接种苜蓿壳二孢处理之后叶片的相对电导率达到 82. 27%；Cu NPs 处理的紫花苜蓿相较只接菌处理其超氧化物

歧化酶（SOD）、苯丙氨酸解氨酶（PAL）活性显著下降，使多酚氧化酶（PPO）活性提高 42. 6%，过氧化氢酶（CAT）活

性在先接种 Cu NPs 处理中下降 45. 8%；超微结构观察到 Cu NPs 处理的叶片中苜蓿壳二孢孢子细胞膜被刺穿破

损，叶片叶绿体类囊体层次分明，细胞膜完整。本研究为 Cu NPs防治苜蓿春季黑茎病提供理论依据。
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Abstract： Alfalfa （Medicago sativa）， the most extensively cultivated leguminous forage in China and globally， is 
susceptible to spring black stem disease caused by Ascochyta medicaginicola， one of the five most devastating 
diseases of alfalfa in China.  Among various nanoparticles tested for their antifungal properties against A.  

medicaginicola， copper nanoparticles （Cu NPs） demonstrated the most pronounced inhibitory effect， with an 
inhibition rate of 74. 1% at a concentration of 400 mg·L-1.  The application of Cu NPs also significantly mitigated the 
impact of spring black stem disease on alfalfa， reducing the relative lesion area to 5. 95% when applied prior to 
inoculation with a spore suspension， and to 8. 75% when applied after inoculation with a spore suspension.  When 
alfalfa leaves were pre-treated with a Cu NPs suspension， the relative conductivity was only 18. 11%， contrasting 
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sharply with the 82. 27% relative conductivity of alfalfa leaves inoculated with a spore suspension only.  The 
enzymatic responses in Cu NPs-treated alfalfa were notable， with a significant decrease in the activities of superoxide 
dismutase and phenylalanine ammonia-lyase compared with the spore-inoculated control group.  Conversely， the 
activity of polyphenol oxidase was increased by 42. 6%， while catalase activity decreased by 45. 0% in the first Cu 
NPs inoculation treatment.  Ultrastructural analyses revealed that Cu NPs punctured and caused visible damage to the 
cell membrane of A.  medicaginicola within alfalfa leaves.  In contrast， the chloroplast thylakoids in the treated leaves 
remained clearly layered， indicating that alfalfa cell membrane integrity remained intact.  These findings offer 
valuable insights into the potential use of Cu NPs as a control measure for alfalfa spring black stem disease.
Key words： Medicago sativa； Cu NPs； Ascochyta medicaginicola； inhibition； control effect

紫花苜蓿（Medicago sativa），作为豆科牧草的重要代表，不仅在我国拥有广泛的栽培面积，而且在全球范围

内 也 占 据 显 著 地 位 。 然 而 ，病 害 一 直 是 影 响 其 产 量 的 主 要 因 素［1］。 其 中 ，由 苜 蓿 壳 二 孢（Ascochyta 

medicaginicola）引发的春季黑茎病，不仅在我国被列为紫花苜蓿的五大主要病害之一，还因其广泛的分布和危害

性，被公认为世界性的病害问题［2］。苜蓿春季黑茎病致使叶片、叶柄和茎上出现不规则形的黑色、深褐色病斑，伴

有的淡黄色晕圈，苜蓿叶片病斑面积逐步扩大，可造成苜蓿草产量损失达 19%~40%，其叶片粗蛋白含量降低

22% 以上［3］。因此，亟须推进紫花苜蓿春季黑茎病防治方法的研究。

传统研究中，大量依靠化学杀菌剂抵御真菌病害，但这种防御方式的处理对象通常不局限于病原真菌，对环

境中的土壤、水质、空气和微生物等均易造成不良影响。纳米材料作为一种新兴技术，除了在医疗领域已有广泛

的用途外，在农业应用领域也取得了显著进展，可促进种子发芽、植物生长和发育，并具有抗病作用［4］等。如喷施

一定浓度纳米硒可有效促进紫花苜蓿产量［5］，硅铝纳米颗粒有效抑制引起番茄（Solanum lycopersicum）根腐病的

茄腐镰孢菌（Fusarium solani）［6］。银纳米颗粒已被用于防治多种病害，如枯萎病［7］、鞘枯病［8］、鹰嘴豆（Cicer 

arietinum）感染的尖孢镰刀菌［9］等；纳米二氧化硅对西瓜（Citrullus lanatus）镰刀菌枯萎病具有抑制作用［10-11］。铜

纳米颗粒对辣椒（Pusa jwala）炭疽病菌（Colletotrichum capsici）的抑制作用结果表明  500 mg·L-1 纳米铜对菌丝

的抑制效果超过其他相关试剂［12］。纳米氧化铜有效激活一系列防御酶，使烟草（Nicotiana tabacum）中的抗性基

因表达更充分［13］。纳米氧化锌处理的水稻（Oryza sativa）种子抗氧化酶活性提高［14］，抑制感染木瓜（Carica 

papaya）胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）分生孢子的萌发［15］。

病原真菌侵染植物后，会对植物抗氧化酶系统产生影响。超氧化物歧化酶（superoxide dismutase， SOD）、苯

丙氨酸解氨酶（L-phenylalanine ammonia-lyase， PAL）、过氧化氢酶（catalase， CAT）、多酚氧化酶（polyphenol 
oxidase， PPO）和过氧化物酶（peroxidase， POD）是植物体内重要的防御酶，POD 可催化产生过氧化氢氧化酚类

和胺类化合物、SOD 催化超氧化物阴离子发生歧化作用、CAT 是最主要的过氧化氢清除酶，三者在活性氧清除

系统中扮演重要角色。PPO 是一种含铜的氧化酶，主要负责对酚类物质的氧化，形成对病原菌有毒的醌类物质，

从而杀死病原菌［16］，含量升高时，对病原菌的抵抗力增强［17］。PAL 是植物体内苯丙烷类代谢的关键酶和限速酶，

直接或间接参与植物体内黄酮等多种次生代谢物的合成。SOD、CAT、POD 酶活性在接种病原真菌后先升高随

后急剧下降，致使活性氧积累，加速植物死亡［3］；PPO 酶活性在侵染初期最强，后期随着病害加重酶活性逐步降

低，表明植物自身对病害抵抗能力也较为有限。众多研究表明纳米材料可以帮助植物抗氧化酶更好的抵御病原

真菌侵袭，利用腊肠树（Cassia fistula）合成的纳米氧化铜随着浓度升高增强番茄地上部分 PPO、CAT 等酶活性，

同时有效抑制番茄枯萎病尖孢镰刀杆菌（Fusarium oxysporum）［18］，带正电荷的纳米 Ag/SiO2复合材料在抑制蚕豆

（Vicia faba）灰霉菌（Botrytis cinerea）时也可激活 PPO 酶活性［19］。以上结果表明，纳米材料具有改变抗氧化酶系

统增强植物抵抗能力和绿色防控植物病害的应用潜能。
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本研究拟探究纳米铁和铜对壳二孢的抑菌作用及该菌引发的苜蓿春季黑茎病的防治效果，以期为紫花苜蓿

春季黑茎病绿色防控提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究使用国内紫花苜蓿品种（甘农 1 号，Gannong No. 1）作为试验材料，由甘肃农业大学提供。  试验所用

纳米材料［Cu NPs、Fe NPs 和 Cu（OH）2 NPs］购自北京中科言诺纳米材料公司，材料规格 35~45 nm，纯度 99%，

浓度 1000 mg·L-1及具有核壳结构的纳米 Fe（简称核壳 Fe NPs）由甘肃省科学院提供［20］。植物病原真菌苜蓿壳

二孢由兰州大学草地农业科技学院草种创新与草地农业生态系统全国重点实验室提供。

1. 2　试验方法与步骤

1. 2. 1　筛选活性纳米材料　  本研究于 2023 年 3 月-2024 年 2 月于兰州大学草地农业科技学院进行。配制马

铃薯（Solanum tuberosum）葡萄糖琼脂培养基（potato dextrose agar， PDA），将 200 g 马铃薯、20 g 琼脂和 20 g 葡萄

糖用无菌水定容至 1 L，使用高压灭菌锅 121 ℃灭菌 30 min，倒入培养皿后冷却凝固。使用 PDA 培养基活化苜蓿

壳二孢，再将纳米材料配制为药液，加入 PDA 培养基中，接种菌饼，通过菌丝抑制法分析 4 种纳米材料抑菌效果，

筛选出对苜蓿壳二孢抑制作用强的纳米材料，将其视为活性纳米材料，苜蓿壳二孢经过接种、纯化培养在 25 ℃的

PDA 培养基上，在黑暗的恒温培养箱中培养 7 d，获
得接种物。

不同纳米材料加入非离子表面活性剂，制得浓

度均一的纳米材料悬浮液，按表 1 配置改良版 PDA
培养基（每 20 mL 倒入 3 个直径 6 cm 的培养皿），获

得浓度为 300 mg·L-1的纳米 PDA 培养基。将菌饼

接入培养基中在 25 ℃的黑暗培养箱培养 9 d，用十

字交叉法［13］测量菌落直径，并校正，计算抑菌百分

率，每种处理重复 3 次。

菌丝生长直径  ( mm )= 两次直径平均值 - 4. 0 ( 菌饼直径 )
菌丝生长抑制率  (% )= ( 对照菌落生长直径 - 处理菌落生长直径 ) /对照菌落生长直径 × 100%

1. 2. 2　活性纳米材料在不同浓度下对苜蓿壳二孢的抑制作用　  对 1. 2. 1 中筛选出的活性纳米材料悬浮液用

无菌水稀释到下列浓度梯度：400、200、100、50、25 mg·L-1，接种所用 PDA 培养基（每 20 mL 倒入 3 个直径 6 cm 的

培养皿）配比见表 2。
使用 1. 2. 1 中培养的壳二孢，按上述方法培养

9 d。用相同方法统计处理，以纳米材料浓度的对数

和抑制率值拟合曲线，计算抑制菌丝生长 50% 的活

性纳米材料浓度（半最大效应浓度，EC50）。每种处

理重复 3 次。

1. 2. 3　活性纳米材料对紫花苜蓿春季黑茎病的防

效　  紫花苜蓿（甘农 1 号）种子先用 75% 乙醇灭

菌 3 min，无菌水冲洗 3 遍，然后在 1% 次氯酸钠中

浸泡 2 min，再用无菌水冲洗 3 遍。然后，将种子种

植到含有灭菌土壤、体积为 30 cm×30 cm×40 cm
的花盆中，培养 42 d，选取生长状况接近的紫花苜蓿

叶片用于试验。

将 1. 2. 1 中培养好的苜蓿壳二孢菌丝用无菌水

表 1　不同纳米材料的培养基配方

Table 1　Media formulations for different nanomaterials

成分 Ingredients

马铃薯 Potatoes （g）

无水葡萄糖 Anhydrous glucose （g）

琼脂 Agar （g）

纳米材料悬浮液 Nanomaterial suspension （1000 mg·L-1，mL）

无菌水 Sterile water （mL）

配比 Ratio

4. 0

0. 4

0. 4

6. 0

14. 0

表 2　不同浓度梯度 Cu NPs培养基配方

Table 2　 Formulations of Cu NPs medium with different 
concentration gradients

浓度

Concentra⁃
tion （mg·

L-1）

0（空白 CK）

25

50

100

200

400

马铃薯

Pota⁃
toes 
（g）
4. 0

4. 0

4. 0

4. 0

4. 0

4. 0

无水葡萄糖

Anhydrous 
glucose （g）

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

琼脂

Agar 
（g）

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

纳米材料悬浮液

Nanomaterial 
suspension （1000 

mg·L-1， mL）
0

8. 0

4. 0

2. 0

1. 0

0. 5

无菌水

Sterile 
water 
（mL）

20. 0

12. 0

16. 0

18. 0

19. 0

19. 5
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冲洗、过滤并稀释至 40 mL，加入吐温 80 制得苜蓿壳二孢孢子悬浮液，观察统计孢子浓度并稀释浓度为 1. 0×106

个·mL-1。

将选出的活性纳米材料稀释至 400 mg·L-1后制得纳米悬浮液，使用无菌针头对叶面中心叶脉横向刺破。为

了探究活性纳米材料对叶片先喷洒是否有提前预防感病以及感病后再施加纳米材料是否对叶片有发病遏制的效

果，按照表 3 所示方法处理紫花苜蓿叶片，试验活性纳米材料“防”与“治”的效果。

1. 3　叶片病斑面积测定

选用不同处理的紫花苜蓿叶片，记录图片数据并使用 Image-Pro Plus 软件测定叶片病斑面积和叶片表面积，

将二者比值称为相对病斑面积，进行统计分析。

1. 4　相对电导率测定

植物细胞膜受损的大小可以用相对电导率（relative conductivity， REC）来表示，使用电导率仪（雷磁，DDSJ-

319L，中国）测定不同处理叶片的相对电导率，对植物叶片细胞膜受损程度进行测定。

1. 5　防御酶活性测定

感病后第 9 天使用试剂盒测定处理叶片的过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）、苯丙氨酸解氨酶

（PAL）、多酚氧化酶（PPO）和过氧化物酶（POD）活性，操作方法参照试剂盒使用说明书，试剂盒均购自生工生物

工程（上海）股份有限公司。

1. 6　叶片超微结构测定

透射电镜观察叶片内部结构及接种孢子形态。将叶片接种部位切成 1 mm×3 mm×1 mm 大小，对叶片抽取

真空并放入常温 2. 5% 戊二醛磷酸钠缓冲液（100 mmol·L-1，pH 7. 4，成都科隆化学品有限公司）中固定，之后 4 ℃
冰箱过夜，分多次用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline， PBS，成都科隆化学品有限公司）冲洗。送样至兰州大

学电镜中心处理，进行透射电镜观察，在 80 kV 加速电压下、HC-1 高反差模式的透射电镜上进行检测。

1. 7　统计分析

用 Excel 2021 进行数据记录。使用  SPSS 26.  0 统计分析软件（IBM，美国），通过单因素方差分析（analysis 
of variance， ANOVA）和 Duncan’s 多重比较法分析和处理数据，使用 Origin 2021、Image-Pro Plus进行制图。

2　结果与分析

2. 1　不同纳米材料对苜蓿壳二孢生长的抑制作用

分别采用浓度为 300 mg·L-1的 Cu NPs、Cu（OH）2 NPs、Fe NPs、核壳 Fe NPs 这 4 种纳米材料对菌丝生长的

直径做对照试验（图 1），采用十字交叉法测定菌丝生长直径，菌丝在接种后 2~4 d 生长速度较快（图 2）。与未处

理样品相比，经核壳 Fe NPs 处理后在第 9 天差异不显著，菌丝生长明显不受其影响，Fe NPs 的菌丝生长抑制率为

17. 95%。然而，在 Cu NPs 与 Cu（OH）2 NPs 处理后，菌丝直径显著下降（P<0. 05），对菌丝的抑制率分别达到了

49. 54% 和 40. 07%（图 3），且菌丝呈生长停滞的现象，抑菌效果明显。基于此，选用抑菌效果最为显著的 Cu NPs
作为活性纳米材料进行浓度梯度试验。

表 3　叶片处理方式

Table 3　Blade treatment

处理方式 Treatment

空白 CK

接菌 Fungal inoculation

先注射菌→再注射纳米铜 Inoculation of fungi→reinoculation with 
Cu NPs
先注射纳米铜→再注射菌 Inoculation of Cu NPs→reinoculation 
with fungi

接种顺序 Vaccination sequence

无菌水 Sterile water （5 mL）→无菌水 Sterile water （5 mL）

孢子悬浮液 Spore suspensions （5 mL）→无菌水 Sterile water （5 mL）

孢子悬浮液 Spore suspensions （5 mL）→纳米铜悬浮液 Cu NPs suspension
（5 mL）
纳米铜悬浮液 Cu NPs suspension （5 mL）→孢子悬浮液 Spore suspensions 
（5 mL）
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2. 2　活性纳米材料抑菌试验

对 2. 1 中选出的活性纳米材料 Cu NPs 进行浓度

梯度试验，接种 2 d 后采用十字交叉法测量菌丝直径，

不同浓度（>25 mg·L-1）的 Cu NPs 对菌丝均有显著

抑制效果（图 4，图 5）。在接种第 9 天时 25 和 50 mg·
L-1的 Cu NPs 对菌丝生长抑制率为 9. 55% 和 9. 10%，

50 mg·L-1 的抑制效果略低于 25 mg·L-1，50 mg·L-1

浓度菌丝生长更为成熟（图 4e，f）。100 和 200 mg·L-1

的菌丝抑制率为 17. 29% 和 18. 63%，对比 25 和 50 
mg·L-1的抑制效果显著提高（P<0. 05）。400 mg·L-1

浓度的抑制效果最为显著，菌落直径比空白培养基减

少 27 mm，菌丝生长抑制率达到 74. 10%（图 6），菌丝

的生长得到遏制。

根据不同浓度 Cu NPs 的菌丝生长抑制率，构建

非线性回归方程拟合抑制率曲线，以 Cu NPs 浓度的

对数作为横坐标，菌丝生长抑制率对照生物统计概率

换算为抑制值为纵坐标，在 Origin 2021 软件使用非线

性指数 exponential 拟合得到毒力回归方程（图 7），得

到 抑 制 率 为 50% 时 的 纳 米 Cu 浓 度 为 331 mg·L-1

（EC50）。

2. 3　活性纳米材料对紫花苜蓿春季黑茎病的防治效

果

试验中使用孢子悬浮液和 Cu NPs 悬浮液处理的

先后顺序不同形成 3 种处理方式来检验活性纳米材料

对于紫花苜蓿叶片“防”与“治”的效果。

2. 3. 1　对叶片病斑面积的影响　  对不同处理方式

的叶片测定其病斑面积和叶面积（图 8），二者比值为

相对病斑面积（图 9），可以看出只接种苜蓿壳二孢的

叶片相对病斑面积达到 21. 79%，而先接种 Cu NPs 再
接菌和先接种孢子悬浮液再接种 Cu NPs 这两种处理的相对病斑面积分别为 5. 95% 和 8. 75%，相比只接菌处理

显著下降（P<0. 05），展现了 Cu NPs的治病效果。

图 1　不同纳米材料处理后第 9天菌丝生长情况

Fig. 1　Mycelial growth after treatment with different nanomaterials on 9th day
a： 空白对照 Blank control （CK）； b： 纳米铁 Fe NPs； c： 核壳纳米铁 Core-shell Fe NPs； d： 纳米氢氧化铜 Cu（OH）2 NPs； e：纳米铜 Cu NPs.

图 2　不同纳米材料处理后菌丝生长直径

Fig. 2　 Diameter of mycelium growth after treatment with 
different nanomaterials
不同小写字母表示在 P<0.05 水平差异显著，下同 Different lowercase 
letters indicate significant differences at P<0.05 level， the same below. 
T1： 空白对照 Blank control （CK）； T2： 纳米铜 Cu NPs； T3： 纳米氢氧

化铜 Cu（OH）2 NPs； T4： 核壳纳米铁 Core-shell Fe NPs； T5： 纳米铁

Fe NPs.

图 3　第 9天不同纳米材料菌丝生长抑制率

Fig. 3　 Inhibition rate of mycelial growth of different 
nanomaterials on 9th day
T1： 纳米铜 Cu NPs； T2： 纳米氢氧化铜 Cu（OH）2 NPs； T3： 核壳纳米

铁 Core-shell Fe NPs； T4： 纳米铁 Fe NPs.
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2. 3. 2　对相对电导率的影响　  紫花苜蓿叶片处理

后第 5 天测定植物相对电导率，在只接种苜蓿壳二孢

孢子悬浮液的情况下，相对电导率达到 82. 27%，叶片

细胞膜的通透性大幅增加，叶片受损程度较大（图

10）。先对叶片接种孢子悬浮液使得叶片出现发病情

况后喷洒 400 mg·L-1 Cu NPs 悬浮液，相对电导率显

著降低至 62. 20%，叶片受损程度降低。而提前施加

Cu NPs 悬浮液的预防效果则更为显著（P<0. 05），相

对电导率仅为 18. 11%，表现为大幅降低，叶片细胞膜

功能较为完整。从此可以初步推断 Cu NPs 的相对防

治效果更为优异。

2. 3. 3　对防御酶活性的影响　  本试验采用的紫花

苜蓿品种（甘农 1 号）对苜蓿壳二孢诱发的春季黑茎病

与叶斑病表现为高抗性品种。试验测定了不同处理的超氧化物歧化酶（SOD）、苯丙氨酸解氨酶（PAL）、过氧化

氢酶（CAT）、多酚氧化酶（PPO）和过氧化物酶（POD）的活性（图 11）。SOD 相比于对照组，只接种孢子悬浮液的

处理叶片 SOD 酶活性最高，达到 0. 47 U·10-4 cell，2 个接种 Cu NPs 悬浮液的处理酶活性相比于只接菌和对照组

均显著下降（P<0. 05）。PPO 中接种 Cu NPs 的两种处理酶活性与对照组接近，但只接菌组则显著下降，仅有

0. 041 U·10-4 cell。相比对照组，其他 3 种处理的 POD 酶活性均显著下降（P<0. 05），三者间差异不显著（P>
0. 05）。3 种处理同样导致 PAL 酶活性显著下降，但是接种 Cu NPs 悬浮液的两个处理组下降更为显著。相比于

图 4　不同浓度 Cu NPs处理后第 9天菌丝生长情况

Fig. 4　Mycelial growth after treatment with different concentrations of Cu NPs on 9th day
a： 空白对照 Blank control； b： 400 mg·L-1； c： 200 mg·L-1； d： 100 mg·L-1； e： 50 mg·L-1； f： 25 mg·L-1.

图 5　不同浓度 Cu NPs处理后菌丝生长直径

Fig. 5　 Diameter of mycelium after treatment with 
different concentrations of Cu NPs

图 6　第 9天不同浓度 Cu NPs菌丝生长抑制率

Fig. 6　 Inhibition rate of mycelial growth of Cu NPs at 
different concentrations on 9th day

图 7　第 9天不同浓度 Cu NPs菌丝生长抑制率拟合曲线

Fig. 7　 Fitting curves of growth inhibition rate of Cu NPs 
hyphae at different concentrations on 9th day
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对照组（CK），3 种处理 CAT 酶活性上升，先接 Cu 
NPs、再接菌的一组酶活性上升至 0. 09 U·10-4 cell，
其他两组上升则更为显著，但组间差异不显著（P>
0. 05）。

2. 3. 4　对叶片与壳二孢超微结构的影响　  对 Cu 
NPs 悬浮液和苜蓿壳二孢孢子悬浮液处理的紫花苜

蓿叶片细胞进行透射电镜成像，观察细胞超微结构。

在叶片观察到苜蓿壳二孢孢子，图 12a、b 均为先接种

Cu NPs，再接种孢子悬浮液的图片，图 12a 中发现 Cu 
NPs 刺穿了孢子的细胞膜（黄色箭头），该种处理发现

壳二孢孢子多个部位发生空化和细胞膜损伤（紫色箭

头），表明苜蓿壳二孢出现明显损坏。Cu NPs 聚集物

明显附着在孢子周围。图 12c 为仅接种孢子的叶片，

孢子整体结构完整，Cu NPs 同样发生聚集现象（图

12d），孢子细胞膜已经被明显破坏，呈现半裸露状态

（绿色箭头）。

观察紫花苜蓿叶片的超微结构，着重观察叶片的

叶绿体，发现大部分叶绿体结构完整，处于较为健康

的状态，孢子造成的损伤有限。图 13b 为仅接种孢子

悬浮液处理，发现大部分叶绿体都出现不同程度的损

伤，叶绿体外膜已出现明显损伤（红色箭头）。

3　讨论

纳米材料具有良好的绿色防控植物病害的应用

潜能。200 mg·L-1的 Ag NPs 有效抑制感染多年生黑

麦草（Lolium perenne）的麦根腐平脐蠕孢（Bipolaris 

sorokiniana）［21］，500 mg·L-1 的 Cu NPs 帮助减少辣椒

炭疽病［12］。在本研究中，测试 4 种纳米材料［Cu NPs、
Cu（OH）2 NPs、Fe NPs、核壳 Fe NPs］对苜蓿壳二孢

的抑制效果。从菌丝生长抑制率来看，Cu NPs对苜蓿

壳二孢的抑制效果最为显著（P<0. 05），接种第 9 天对菌丝抑制率达到 49. 54%，Cu（OH）2 NPs 抑制效果紧随其

后。在试验中，铜基纳米材料对病原真菌呈现出很好的抑菌效果，在大量的报道中，铜基纳米材料的抑菌效果已

图 8　不同处理下叶片病斑

Fig. 8　Leaf lesions under different treatments
a： 空白对照 Blank control； b： 先接菌→再接 Cu NPs Inoculation of fungi→reinoculation with Cu NPs； c： 先接 Cu NPs→再接菌 Inoculation of Cu 
NPs→reinoculation with fungi； d： 只接种菌 Fungal inoculation only.

图 9　不同处理下叶片相对病斑面积

Fig. 9　 Relative lesion area of leaves under different 
treatments
T1： 空白对照 Blank control； T2： 只接种菌 Fungal inoculation only； T3： 
先注射 Cu NPs→ 再注射菌 Inoculation of Cu NPs→reinoculation with 
fungi； T4： 先 注 射 菌 → 再 注 射 Cu NPs Inoculation of fungi→
reinoculation with Cu NPs. 下同 The same below.

图 10　不同处理下叶片相对电导率

Fig. 10　 Relative conductivity of blades under different 
treatments
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图 11　不同处理下叶片超氧化物歧化酶、苯丙氨酸解氨酶、过氧化氢酶、多酚氧化酶和过氧化物酶活性

Fig. 11　 Superoxide dismutase （SOD）， L-phenylalanine ammonia-lyase （PAL）， catalase （CAT）， polyphenol oxidase （PPO）， 

peroxidase （POD） enzyme activity in leaves under different treatments

图 12　不同处理方式下接种叶片的苜蓿壳二孢孢子透射电镜

Fig. 12　 Transmission electron microscopy （TEM） images of A.  medicaginicola spores of inoculated leaves under different 

treatments
a： 先注射 Cu NPs→再注射菌 Inoculation of Cu NPs→reinoculation with fungi； b： 先注射 Cu NPs→再注射菌 Inoculation of Cu NPs→reinoculation 
with fungi； c： 只接种菌 Fungal inoculation only； d： 先注射菌→再注射 Cu NPs Inoculation of fungi→reinoculation with Cu NPs.
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经得到广泛验证，如 CuO NPs 可以有效抑制烟草疫霉（Phytophthora parasitica）［22］等。同时随着 Cu NPs 浓度的

升高，抑菌能力显著增加，反映出其毒力与二者相互直接接触密切相关，通过毒力回归方程计算得到抑菌 50% 时

的 Cu NPs 浓度为 331 mg·L-1。Fe NPs、核壳 Fe NPs 的菌丝抑制率相较于前两者显著下降，随着接种时间的增

加，对菌丝的抑制效果愈发降低。

紫花苜蓿叶片受到苜蓿壳二孢侵染后，出现不规则状黑色或深褐色斑点，边缘带有黄色晕圈，并随侵染时间

的增加，黑色斑点增加，黄色晕圈面积增大［3］。本试验中，只注射孢子悬浮液的叶片病变处发黄且出现黑褐色斑

点，相对病斑面积 21. 79%，显著高于（P<0. 05）施加 Cu NPs 的处理。有效反映出 Cu NPs 对于春季黑茎病的抑

制效果。试验设置喷洒 Cu NPs两组处理：一为先喷洒 Cu NPs探究其苜蓿壳二孢的“预防”效果，二为接种壳二孢

后喷洒 Cu NPs对紫花苜蓿的“治疗”效果。对不同处理的紫花苜蓿叶片测定相对病斑面积和相对导电率，先后接

种 Cu NPs的叶片相对病斑面积分别为 5. 95% 和 8. 75%，表现为 Cu NPs的“预防”效果优于“治疗”效果。

植物叶片细胞膜对物质具有选择通透性，当植物受到逆境影响，细胞膜遭到破坏，细胞内电解质外渗，导致细

胞浸提液的电导率增大，相对电导率随着植物细胞膜受损程度增大而提高。只接种苜蓿壳二孢孢子悬浮液的情

况下，相对电导率达到 82. 27%，显著高于使用 Cu NPs 悬浮液处理的相对电导率，细胞膜破损程度升高，纳米处

理组的指标显著好于侵染组。两种纳米材料的处理中，先喷洒 400 mg·L-1 Cu NPs 悬浮液，后接菌处理的叶片相

对电导率为 18. 11%，而接菌后喷洒 Cu NPs 悬浮液的相对电导率为 62. 22%，先接种 Cu NPs 的相对电导率显著

低于（P<0. 05）后接种 Cu NPs的，再次证明 Cu NPs的“预防”效果更好。

植物抗氧化酶系统中 CAT、SOD、POD 清除植物体内活性氧，SOD 将超氧阴离子歧化为 H2O2和 O2，减少细

胞损伤，CAT 和 POD 接着将歧化产生的 H2O2继续分解，避免过量积累的 H2O2损伤细胞。PPO 起到氧化酚类物

质的作用，酶活性的增强有效提高抗病性［17］。PAL 参与植物体内黄酮类次生代谢物的形成。本研究中，使用的

紫花苜蓿品种甘农 1 号对苜蓿壳二孢引致的春季黑茎病呈现高抗性［2］，抗氧化酶活性随着不同的处理方式产生不

同的影响［23］。PPO 和 POD 酶活性在只接菌的处理中相较对照组出现明显下降，与文献［3］中 PPO 酶活性下降的

图 13　不同处理方式下接种叶片的叶绿体透射电镜

Fig. 13　Chloroplast transmission electron microscopy （TEM） images of inoculated leaves under different treatments
a： 空白对照 Blank control； b： 只接种菌 Fungal inoculation only； c： 先注射菌→再注射 Cu NPs Inoculation of fungi→reinoculation with Cu NPs； d： 先
注射 Cu NPs→再注射菌  Inoculation of Cu NPs→reinoculation with fungi.
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时间段保持一致。喷施 Cu NPs 处理组 PPO 酶活性急剧上升，达到与空白处理组接近的水平，表明 Cu NPs 可以

有效地激活 PPO 酶活性，推测加入的 Cu NPs 可以通过某种途径对该酶的合成产生帮助。带正电荷的纳米 Ag/
SiO2 复合材料在抑制蚕豆灰霉菌时也可激活 PPO 酶活性［19］。经过处理的叶片 POD 酶活性均显著下降（P<
0. 05），Cu NPs 对 POD 酶产生途径没有直接关系。CAT、POD 和 SOD 酶活性关系到植物体内活性氧的清除效

果。只接菌处理的 CAT、SOD 酶活性显著上升。由于 POD 酶活性在接菌后显著降低且 Cu NPs 对该酶活性无激

活效果，易造成植物体内积累过量的 H2O2损害细胞，Cu NPs 使 SOD 酶活性显著下降，Cu NPs 通过抑制 SOD 酶

活性间接减少 H2O2的产生。CAT 酶活性在先接菌后施加 Cu NPs 处理中相比只接菌处理显著升高，进一步清除

H2O2。PAL 酶活性在接种 Cu NPs 后下降，这可能是由于 Cu NPs 对孢子提前包围、聚集，从而未能诱导植物产生

PAL，激发次生代谢物产生途径。

一些纳米材料抗菌活性研究表明，纳米材料通过产生真菌细胞形态的损伤来抑制真菌病害。如 CuO NPs 破
坏烟草疫霉的孢子［13］，吸附在孢子周围，使孢子的细胞膜破损、细胞质出现空心液化［10］，使用 ZnO NPs 导致引起

咖啡（Coffea arabica）叶斑病的柠黄色小菇（Mycena citricolor）细胞壁变薄以及破坏细胞内营养生殖结构［24］。在

本研究中对叶片进行透射电镜成像，观察超微结构，发现 Cu NPs 处理后壳二孢孢子同样出现破损与空心化的现

象，这与文献［13］中报道的情况相一致，且 Cu NPs 与破损真菌孢子接触十分紧密，反映出 Cu NPs 的抑菌方式可

能一部分在于其对真菌孢子接触破坏，壳二孢孢子周围的 Cu NPs团聚体刺穿孢子细胞膜，推测 Cu NPs对病原孢

子的作用机制可能是二者互相直接接触［25］。纳米颗粒可能与孢子表面的糖蛋白和半乳糖形成复合物，固定在孢

子细胞膜上的具有黏附特性的糖蛋白可能在纳米颗粒-孢子界面相互影响的过程中发挥关键作用［26］。从而进一

步破坏孢子的细胞膜，对病害产生抑制作用。

4　结论与展望

本研究首先筛选 4 种纳米材料，发现在 Cu NPs 处理下显著抑制了苜蓿壳二孢的生长，通过菌丝生长抑制试

验，得到菌丝生长抑制 50% 时的 EC50值，在 400 mg·L-1浓度时抑制率达到 74. 1%，兼顾抑菌效果与经济适用性。

验证了 Cu NPs对春季黑茎病的“预防”与“治疗”效果，初步判断 Cu NPs的“预防”效果更为优良，为下一步开发应

用纳米农药提供研究基础，但其应用安全性仍需要大量试验评估审核，抑菌的核心机理有待进一步挖掘，但纳米

材料的应用潜力已经充分展现。研究为深入了解 Cu NPs 对农业中病害真菌的环境行为，以及开发高效、绿色的

纳米杀菌剂对抗植物病原真菌提供思路。
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