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手性纳米金改性 TiO2对番茄灰霉菌的
光催化抑菌效果
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摘要：［目的］开发适用于番茄中灰霉菌的抑菌方法。［方法］以番茄灰霉菌为试验对象，通过菌落直径、抑菌率考察手性

纳米金改性 TiO2（DAT）复合材料中纳米材料添加量、光照时间对灰霉菌的抑制效果；通过分析菌丝生物量、核酸蛋白

质泄漏量及菌体结构探究 DAT 对灰霉菌的作用机理。［结果］当手性纳米金添加量为 80 μL、DAT 质量浓度为 5 mg/mL、

自然光照时间为 24 h 时，DAT 对灰霉菌的抑菌率最高为 53.64%；DAT 纳米材料在光照中产生的自由基通过破坏细胞

膜，导致菌体核酸和蛋白质大量泄露，从而抑制灰霉菌菌丝的生长；DTA 处理后的灰霉菌菌丝表面粗糙，出现皱缩、破

损等情况。［结论］DTA 可以有效破坏番茄灰霉菌细胞膜及菌丝结构，抑制灰霉菌的生长繁殖。
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Abstract: ［［Objective］］ To develop an effective method for inhibiting Botrytis cinerea in tomatoes. ［［Methods］］ The effect of the addition 

amount of nanomaterial and light exposure time in chiral gold-modified TiO2 (DAT) composite materials on the inhibition of B. cinerea in 

tomatoes was studied through colony diameter and antibacterial rate. The mechanism of action of DAT on B. cinerea was explored by 

analyzing mycelial biomass, nucleic acid and protein leakage, and fungal cell structure. ［［Results］］ When the chiral nano-gold addition was 

80 μL, the DAT concentration was 5 mg/mL, and the natural light exposure time was 24 hours, the highest inhibition rate of DAT against B. 

cinerea was 53.64%. DAT nanomaterials generated free radicals under light exposure, disrupting the cell membrane, causing extensive 

leakage of fungal nucleic acids and proteins, and inhibiting the growth of B. cinerea mycelia. The surfaces of B. cinerea mycelia treated with 

DAT were rough, wrinkled, and damaged, effectively destroying the mycelial structure of B. cinerea. ［［Conclusion］］ DAT can effectively 

destroy the cell membrane and mycelial structure of B. cinerea in tomatoes, inhibiting the growth and reproduction of B. cinerea.
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番茄（Solanum lycopersicum L.），别名洋茄子、西红柿

等，富含番茄红素、维生素 C 等营养物质，兼具食用和药

用价值，不仅具有很强的抗氧化性能，还有助于人体的消

化、吸收，在中国的商品化生产中发挥重要作用［1-3］。灰

霉菌（Botrytis cinerea），又称灰葡萄孢菌，寄主广泛，能感

染多种植物引起灰霉病，如番茄、葡萄、草莓等。灰霉菌

不仅会感染植物果实，还会感染植物的茎、叶等部分，导

致受害区域出现灰褐色或灰白色的霉层［4］。严重时会导

致果实腐烂，从而在某种程度上减少农作物的产量。因

此，开发一种能够有效防治番茄灰霉病的方法已成为研

究热点［5］。

目前，灰霉病的防治主要分为农业方法、化学方法和

生物方法等。农业方法主要包括控制温度和湿度、在植

物生长期阶段清理病残体、合理规划种植密度等，但农业

方法易受多种自然因素影响，局限性较大［6］；化学杀菌剂

是防治灰霉病的核心策略，常见的杀菌剂包括二羧酰亚

胺、苯并咪唑、苯基吡咯等［7］，但杀菌剂的过度使用会增强

致病菌的耐药性，降低预防效果，污染环境，与现代农业

要求的可持续发展相悖［8］；生物防治主要涉及生防菌、新

型生物药剂以及从植物体内提取的具有抑菌作用的次生

代谢物等［9］。纳米抑菌技术是近年来新的发展方向，如纳

米 TiO2 在杀菌和消毒方面展现出独到的优点，其在光的

催化作用下会生成空穴和活性氧，这些空穴会与细菌的

成分发生化学反应，从而实现杀菌效果，且具有分解细菌

生成的内毒素的能力，大多数消毒剂难以实现，但其禁带

宽度相对较窄，仅在紫外光范围内有反应，常通过改性来

克服这一缺点［10-11］。Qiu 等［12］以 0.3% 多菌灵和 0.3% 百

菌清为对比，研究了纳米银粒子对灰葡萄孢菌的抑菌效

果，结果发现纳米银对灰霉病的抑菌效果更好，可能是纳

米银会破坏灰霉菌细胞膜的渗透性。Xu 等［13］在金纳米

颗粒（D-/L-Au NPs）表面负载 D-/L-半胱氨酸合成一种高

效的手性抗菌剂，由于金纳米颗粒与 D-半胱氨酸的协同

作用，D-Au NPs 对大肠杆菌的抗菌活性最强。Cui 等［14］

通 过 光 沉 积 法 制 备 了 DAT，发 现 D-cys 成 功 修 饰 在

Au NPs 表面，D-cys/Au NPs 在 TiO2 表面分散均匀且能够

紧密地沉积在 TiO2 表面，不产生聚集，Au NPs 和 D-cys/

Au NPs的沉积使得其与 TiO2之间形成了金属—半导体肖

特基结，有利于电荷分离，提高光催化效率。

研究拟采用手性纳米金颗粒（D-cys/Au NPs）改性

TiO2，得 到 在 可 见 光 下 具 有 高 光 催 化 活 性 的 D-cys/

Au NPs-TiO2 复合材料（DAT）。将 DAT 复合材料掺入培

养基中，分析该复合材料对番茄中灰霉菌的抑菌效果，以

期为灰霉菌的抑制提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

灰霉菌：ATCC58025，国家菌种保藏中心；

氯 金 酸 、柠 檬 酸 三 钠 、D- 半 胱 氨 酸（D-cys）：美 国

Sigma公司；

氢氧化钠：分析纯，西陇科学股份有限公司；

巯基—聚乙二醇（SH-PEG，1 000 Da）、纳米二氧化

钛：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

马铃薯葡萄糖琼脂培养基、马铃薯葡萄糖水培养基：

青岛海博生物技术有限公司；

氯化钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

戊二醛固定液：分析纯，上海麦克林生化材料有限

公司；

万分之一电子天平：XS106DU 型，上海紧密仪器仪表

有限公司；

台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 ：75002420 型 ，美 国 Thermo 

Fisher公司；

电热恒温鼓风干燥箱：101-O-S 型，上海跃进医疗器

械有限公司；

加热型磁力搅拌器：MS-H280-Pro 型，大龙兴创实验

仪器股份公司；

数控超声清洗器：KH-400KDB 型，昆山禾创超声仪

器有限公司；

X 射线衍射仪：Bruker D8 Advance 型，德国 Bruker

公司；

透射电子显微镜：Tecnai 12 型，荷兰 Philips公司；

X电子能谱仪：ESCALAB 250XI型，美国Thermo公司；

圆二色谱仪：J-1500 型，日本 Jasco 公司；

紫外分光光度计：UV-2600 型，日本岛津公司；

正置显微镜：LEICA DM4 B 型，德国徕卡公司；

扫描电子显微镜：Regulus8100 型，日本日立公司。

1.2　试验方法

1.2.1　手性纳米金改性 TiO2复合材料的制备　

（1） 手性金的制备：采用柠檬酸还原法。取 100 mL

王水浸泡并清洗干净的锥形瓶，分别加入  48.75 mL 超纯

水和 1.25 mL 4 mg/mL 氯金酸（HAuCl4）水溶液，280 ℃、

880 r/min 下搅拌加热至沸腾后，快速加入 1 mL 12 mg/mL

柠檬酸三钠溶液，待溶液变为酒红色后停止加热，继续搅

拌冷却至室温。取 5 mL 已合成的 Au NPs 母液于 10 mL

离心管中，加入 0.3 mL 6 mg/mL 氢氧化钠溶液调节 pH，加

入 4 μL 20 mg/mL 巯基—聚乙二醇溶液快速振荡，随后立

即加入 14 μL 15 mg/mL D-cys 溶液，持续振荡 2 h，得到

D-cys/Au NPs 纳米颗粒，溶液经 11 200 r/min 离心 20 min，

除去上清液，采用超纯水将沉淀重悬以备用。

（2） D-cys/Au NPs-TiO2 的制备：采用光沉淀法。取

250 mg TiO2 粉末置于 45 mL 超纯水中，超声分散 10 min

得到悬浮液，加入一定体积 D-cys/Au NPs 溶液，于紫外灯

下搅拌 2 h，将得到的沉淀用超纯水洗涤 3 次，60 ℃烘箱中

过夜干燥，得到不同 D-cys/Au NPs 含量的 D-cys/Au NPs-
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TiO2粉末。

1.2.2　灰霉菌的活化与传代　将原菌种接种于冷却凝固

的 PDA 平板上活化，待长满后取培养基上直径为 5 mm 的

菌饼接种于 PDA 培养基上进行传代。活化的菌种用 50%

甘油保存，并于-80 ℃冰箱中贮藏备用。

1.2.3　孢子悬浮液的制备　取灰葡萄孢霉直径为 5 mm

的菌饼接种于 PDA 平板上，28 ℃恒温培养 7 d，长满后加

入 5 mL 0.9% 的无菌生理盐水，使用无菌铁勺缓慢刮取琼

脂表面，用 4 层无菌纱布过滤，取滤液，使用血细胞计数板

结合生理盐水调节孢子悬液浓度至 1×106孢子/mL，现配

现用。

1.2.4　手性纳米金颗粒（DA）添加量优化　取 250 mg 

TiO2粉末置于 45 mL 超纯水中，超声分散 10 min 得到悬浮

液，分别加入 0，10，20，40，60，80，100 μL 的 D-cys/Au NPs

溶液，于紫外灯下搅拌 2 h，将得到的沉淀用超纯水洗涤

3 次，60 ℃烘箱中过夜干燥，得到不同 D-cys/Au NPs 含量

的 DAT 粉 末 。 分 别 称 取 一 定 量 的 含 不 同 浓 度 D-cys/

Au NPs 的 DAT 复合材料与 PDA 培养基混合均匀，接种灰

霉菌光照 12 h 后，于 28 ℃进行培养。

1.2.5　培养基中改性 TiO2质量浓度优化　分别称取一定

量的纳米 TiO2（T）、手性纳米金改性 TiO2复合材料（DAT）

与 PDA 培养基混合均匀，制成含不同材料、不同质量浓度

的培养基，培养基中材料质量浓度分别为 0，0.5，1，2，5，

10，15 mg/mL，以不加材料的培养基作为对照，121 ℃灭菌

25 min，冷却后使用。

1.2.6　光照时间优化　采用超净台内 LED 灯，功率为

18 W，光照时间分别为 0，4，8，12，24，36，48 h。

1.2.7　 菌 落 直 径 测 定　 在 凝 固 的 PDA 平 板（直 径 为

90 mm）中央接种直径为 5 mm 的菌饼，含菌丝的一面朝

下，光照后将培养基倒置放入 28 ℃培养箱中培养，第 3 天

采用十字交叉法记录菌落直径并计算抑菌率，每组重

复 3 次。

1.2.8　菌丝生物量测定　配制 100 mL PDB，121 ℃灭菌

25 min，加入 2 mL 处理后的孢子悬液，于 25 ℃、150 r/min

摇床中振荡培养，8 000 r/min 离心 15 min，弃去上清液，称

量沉淀，测量菌丝湿重。

1.2.9　核酸蛋白质泄露量测定　在 100 mL 灭菌的 PDB

中加入 2 mL 处理后的孢子悬液，25 ℃、150 r/min 摇床中

振荡培养，8 000 r/min 离心 15 min，取上清液，以蒸馏水为

参照，测定 260，280 nm 处吸光度值以评估泄露情况。

1.2.10　菌丝形态　取在 PDB 培养基中生长 72 h 的菌丝，

4 ℃下用 2.5% 的戊二醛固定液（pH 为 7.2~7.4）固定 12 h，

染色、固定，20 μm 下观察菌丝形态。

1.3　数据处理

所有试验均独立重复 3 次，结果以平均值±标准差表

示，用 SPSS 26 软件进行单因素方差分析，P<0.05 为差异

显著，用 Origin 2021 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　试验原理

试验以具有光催化活性的 DAT 为抑菌材料，如图 1

所示，DAT 在 200~250 nm 处出现 CD 峰，D-cys 成功修饰

在 Au NPs 表面，D-cys/Au NPs 均匀分散并紧密地沉积在

TiO2 表面，不发生聚集，当 DAT 暴露于自然光下时，由于

D-cys/Au NPs 的局域表面等离子体共振（LSPR）效应，其

表面的 e-转移至新的激发态费米能级，从而具有足够的

能量克服肖特基势垒，注入到 TiO2 的导带（CB）。此外，

TiO2价带（VB）中的 e-激发跃迁至 CB，并在 VB 中产生正

空穴［15］，D-cys 可以提取产生的正空穴，并在 VB 中产生

h+。当 e-注入吸附在 DAT 表面的氧时，形成 O2∙-，进一步

与 H+、e-反应生成 ∙OH 和 OH［16］。同时产生的 h+可以与

H2O 反应生成 ∙OH 和 H+，也可以与 OH-生成额外的 ∙OH。

最后，生成的 O2 ∙-和 ∙OH 可以破坏灰霉菌的细胞膜，导致

核酸、蛋白质泄露，从而抑制灰霉菌的生长、繁殖。

2.2　抑菌条件优化

2.2.1　手性纳米金颗粒（D-cys/Au NPs）添加量　菌落直

径越小，材料的抑菌效果越好。由图 2 可知，随着 DA 添

加量的增加，菌落直径先减小后增大，但不同 DA 添加量

的复合材料组菌落直径均小于对照组（P＜0.05），可能是

金纳米颗粒表面带正电荷可以吸附在细菌表面，导致胞

内失衡，细胞膜被破坏，DNA、蛋白质等内容物流出，细菌

死亡［17-18］。当 DA 添加量为 80 μL 时，灰霉菌菌落直径最

小，抑菌效果最好，与其他组均存在显著差异（P＜0.05）。

当 DA 添加量为 80 μL 时，抑菌率最高（37.79%）、菌落最

小。综上，DA 添加量为 80 μL 时抑菌效果最佳。

2.2.2　培养基中改性 TiO2 质量浓度　纳米二氧化钛具有

光催化抗菌性能，当二氧化钛经紫外线光照后，吸收光子

图 1　DAT 抑菌机理

Figure 1　Antibacterial mechanism of DAT
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能量使价带的电子向导带跃迁形成电子—空穴对后作用

于氧气或水等，产生化学性质较活泼的氢氧自由基及超氧

化物阴离子自由基，且这些活性基团能将大多数有机物分

解，将细菌灭亡后释出的内毒素等脂类物质分解为无毒副

作用的水、二氧化碳及无机小分子等，不产生细菌耐药

性［19-20］。由图 3 可知，当 DTA 质量浓度＞5 mg/mL 时，菌

字母不同表示同组数据差异显著（P<0.05）

图 2　手性纳米金添加量优化

Figure 2　Optimization of chiral nano-gold additions

字母不同表示同组数据差异显著（P<0.05）

图 3　改性 TiO2质量浓度优化

Figure 3　Optimization of modified TiO2 mass concentration
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落直径达到最小值，与对照组及更低浓度添加量组存在显著

差异（P＜0.05）；T 组表现出相同的变化。当 DAT 和 T 质量

浓度为 5，10，15 mg/mL 时，抑菌率分别为 50.48%，53.64%，

53.34%，差异不显著，可能是因为提高光催化剂的用量可

以提高活性物质的数量，从而提高光催化降解活性，但持

续提高会降低溶液的透光率，使光催化效率达到平衡。因

此，当 DTA 质量浓度＞5 mg/mL 时，抑菌效果最好，从经济

方面考虑，DAT复合材料的质量浓度为 5 mg/mL。

2.2.3　光照时间　菌落直径与抑菌率呈现负相关的趋

势，菌落直径越小，抑菌效果越好。如图 4 所示，当光照时

间为 24 h 时，菌落直径显著低于其他组（P＜0.05）。不同

光照时间下所生长的菌落直径肉眼差异较小，可能与试

验所采用的光源、光照方式、材料与灰霉菌的接触方式等

有关，后续可在此基础上进一步优化。

综上，当手性纳米金颗粒添加量为 80 μL、DAT 质量

浓度为 5 mg/mL、光照时间为 24 h 时，抑菌效果最好。

2.3　菌丝生物量

由图 5 可知，经光照的试验组菌丝质量均显著低于对

照组（P＜0.05），可能是纳米金以及手性氨基酸掺入 TiO2

晶体结构中，改变了 TiO2的光响应范围，提高了光利用效

率［21］。随着光照时间的增加，菌丝生物量先减小后增大，

当光照时间为 24 h 时，菌丝生物量最小，与其他组间差异

显著（P＜0.05），对灰霉菌的抑菌效果最好，与光照时间优

化的结论基本一致。

2.4　核酸、蛋白质泄露量

核酸与蛋白质在确保真菌细胞健康成长、维持细胞

内环境的稳定性以及新陈代谢过程中起到关键作用。当

细胞膜遭受损害时，细胞内的核酸和蛋白质可能会发生

泄露现象。由图 6 可知，对照组 OD（260 nm）值及 OD

（280 nm）值均显著低于处理组，其中 L24 组 OD（260 nm）

值及 OD（280 nm）值显著高于其他组（P＜0.05），细菌核

酸、蛋白质泄漏量最多，细胞膜损坏严重，具有较好的抑

菌效果，可能是由于手性纳米金改性后 TiO2 光利用率提

高，具有较好的光催化性能，光催化反应过程中产生的

ROS 等活性物质通过细胞膜中脂质以及蛋白质的氧化，

破坏这些分子的构象结构和物理化学性质，导致细菌细

胞膜在能量代谢功能水平上以及机械结构功能水平上的

双重损伤，从而使细胞内容物流出，细菌新陈代谢紊乱，

细菌死亡［22-23］。

2.5　菌丝形态

由图 7 可知，对照组的菌体表面光滑，菌丝大小较为

均匀、饱满，而经 DAT 处理后的菌丝表面粗糙、有沟壑，菌

丝粗细不一致且出现皱缩、破损等情况，可能是因为材料

在光催化下产生一系列活性氧物质，破坏了脂类、蛋白质

等物质，导致菌丝结果破坏［24］。因此，该复合材料能破坏

灰霉菌的菌丝结构，抑制灰霉菌菌丝的繁殖。

图 4　光照时间优化

Figure 4　Optimization of light exposure time

字母不同表示同组数据差异显著（P<0.05）

图 5　不同光照时间下菌丝生物量

Figure 5　Mycelial biomass at different light exposure 

durations
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3　结论

试验表明，手性纳米金改性二氧化钛复合材料能有

效抑制番茄中灰霉菌的生长，当复合材料质量浓度为

5 mg/mL、金纳米添加量为 80 μL、光照时间为 24 h 时，抑

菌效果最佳，抑菌率达到 53.64%。相较于对照组，经复合

材料处理后灰霉菌菌丝表面粗糙、粗细不一致且出现皱

缩、破损等情况，可有效抑制菌丝生物量的生长，破坏灰

霉菌的细胞膜，从而导致核酸和蛋白质渗出。虽然手性

纳米金改性二氧化钛复合材料可以抑制灰霉菌的生长，

但是抑菌率有限，后续可以将其与其他方式联合使用，以

进一步提高抑菌率，如低温等离子体处理等。
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