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纳米 TiO2保鲜液对冬枣烂果病及生理品质的影响 
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摘要：纳米材料抗菌防腐作用已在很多领域广泛应用，但由于粒子聚集作用，其抑菌性难以充分发挥。纳米粒子与高分子材料

复合可在一定程度上阻止纳米颗粒的聚集，所以将纳米材料复合成高分子复合体应用于农产品防腐保鲜领域将有广泛前景。该研究利

用组织分离法从冬枣果实上分离得到了病原真菌，并应用科赫法则验证了其致病性，以羧甲基纤维素钠为基质混合纳米 TiO2 配成复

合保鲜液，对分离得到的致病菌进行了平板抑菌实验，并初步探索了其抑制机理。结果表明，分离得到的冬枣果实致腐菌为半知菌亚

门镰孢菌属（Fusarium sp.）真菌，离体实验表明纳米 TiO2复合保鲜液对镰孢菌生长有抑制作用，对病原孢子的最低抑菌质量浓度和

最低杀菌质量浓度分别为 9.77×10-3 g/L 和 39.06×10-3 g/L，纳米 TiO2保鲜液主要通过破坏真菌细胞膜来抑制病原菌的生长；冬枣保鲜

研究证实，保鲜液明显降低果实腐烂率并延缓了果实 Vc 含量的降低。综上，纳米 TiO2与 CMC-Na 复合液可以作为一种有效的抑菌

手段应用于采后枣果的镰孢菌防治，为延长冬枣果实保鲜期提供有效的技术支撑。 
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Abstract: Nanomaterials have been widely used in many fields for their antibacterial and antiseptic effects, but their antibacterial properties 

can not be brought into full play due to the aggregation of particles. The composite of nanoparticles and polymer materials can prevent the 

aggregation of nanoparticles to a certain extent, so turning nanomaterials into polymer composites for the applications in the field of antisepsis and 

preservation of agricultural products will have a broad prospect. In this study, pathogenic fungi were isolated from Dongzao jujube by the tissue 

isolation method, and their pathogenicity was verified by the Koch's law. The compound preservative was prepared by mixing nano-TiO2 with the 

substrate, sodium carboxymethyl cellulose. The plate bacteriostasis experiment was carried out on the isolated pathogenic bacteria, and the 

inhibition mechanism was preliminarily explored. The results showed that the isolated Dongzao jujube fruit rot was Fusarium sp. In vitro 

experiments showed that the nano-TiO2 compound preservative solution inhibited the growth of Fusarium sp. The minimum inhibitory 

concentration and minimum bactericidal concentration on pathogenic spores were 9.77×10-3 g/L and 39.06×10-3 g/L respectively. The nano-TiO2 

preservative solution inhibited the growth of pathogen mainly by destroying the fungal cell membrane; the research on the preservation of 

Dongzhao jujube confirmed that the preservative solution can significantly reduce the rate of fruit rot and delay the reduction of the Vc content in 

the fruit. In conclusion, the composite solution of nano-TiO2 and CMC-Na can be used as an effective antibacterial means to control Fusarium in 

the postharvest jujube fruits, which provides effective technical support for prolonging the shelf-life of dongzao jujube.  
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冬枣是广泛种植于淮河秦岭以北地区的水果，因

成熟期在寒露前后，故得名“冬枣”
[1]。其果肉鲜脆多

汁，甘甜清香，且含多种生物活性物质，具有很高的

营养价值及保健功能，深受广大群众的喜爱[2,3]。但是

由于冬枣皮薄质脆的特点，加之呼吸作用强、营养成

分多等易使霉菌在果实伤口处侵染繁殖，进而造成霉

烂等现象，降低其商品价值和食用价值[4,5]。 

纳米材料属于非抗菌素杀菌剂，在果蔬保鲜领域

有广泛应用，纳米抑菌剂、纳米包装材料等已有应用

于果蔬保鲜并有显著效果的报导[6-9]。纳米 TiO2 能产

生强氧化物羟基自由基（OH）和活性氧（ROS）等，

会破坏菌体细胞结构导致菌体死亡，且具有化学和热

稳定性、无毒、成本低廉等特点，但因为粒子聚集效

应明显，限制了其抑菌效力[10,11]。传统果蔬涂膜保鲜

是通过降低果蔬与外界的气体交换，减少水分丧失并

防止病原微生物的侵染，进而实现延长果蔬保鲜时间

的目的[12,13]。为延长冬枣的货架期，满足日益增长的

市场需求，单一的保鲜技术已无法适应人们对冬枣日

益增长的需求，将物理、化学、生物等方法复合来延

长枣果的保鲜期，扬长避短，才能研究出更环保、更

有效的复合保鲜方法[14,15]。 

有报道表明，高分子物质可与纳米粒子复合交联

成网状结构而减少其聚集[16,17]。所以本研究将纳米

TiO2 复配羧甲基纤维素钠制成一种复合果蔬保鲜液，

利用羧甲基纤维素钠的成膜性及纳米 TiO2 抑菌性制

成的保鲜液囊括了原有涂膜保鲜优点的同时可以抑制

病原菌的繁殖，进一步延长果蔬保鲜期，可以作为一

种优良的新型保鲜方式应用于冬枣。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

材料：实验所用沾化冬枣购自天津汉沽果园，取

回后选择相同成熟度，颜色、大小、硬度一致，无机

械伤和病变的果实，以流水冲洗 5 min，晾干后备用；

培养基所用土豆购自天津明耀超市。 

试剂：纳米 TiO2，购自北京索莱宝科技有限公司；

羧甲基纤维素钠（CMC-Na）、次氯酸钠、2,6-二氯靛

酚，考马斯亮蓝、牛血清蛋白，以及培养基所用葡萄

糖、琼脂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

台式高速冷冻离心机（TGL-16M），长沙湘仪离

心机仪器有限公司；紫外分光光度计（TU-1810），北

京普析通用仪器有限公司；垂直流超净工作台，上海

智城分析仪器制造有限公司；Nikon 光学显微镜，上

海拓精工业检测仪器有限公司；多功能酶标仪，美国

伯腾仪器有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  致病菌分离 

将带病斑的冬枣果实表面清洗后于无菌操作台内

进行病组织分离，方法参考郭红莲等[18]，取枣果病斑

病健交界处组织，置于 PDA 固体培养基平板上 28 ℃

恒温培养，得到的菌落小心挑取菌丝三区划线培养，

直到纯化得到单细胞菌落为止，记录菌落和菌丝形状，

菌种-20 ℃保存用于后续实验。 

1.3.2  回接验证和病菌鉴定 

依照科赫法则回接验证病原菌致病性，确定果实

发病症状，菌落和孢子形态并依照真菌鉴定手册鉴定

病原菌。 

1.3.3  纳米 TiO2复合液抑菌性研究 

称取一定量 CMC-Na 和 TiO2 粉末于烧杯中加蒸

馏水，保鲜膜封口，静置 12 h 待体系均匀后超声震荡

20 min 去除气泡，按上述方法分别配置 1.00 g/L 纳米

TiO2溶液、20.00 g/L CMC-Na 溶液和 1.00 g/L 纳米

TiO2+CMC-Na 保鲜液（保鲜液中 CMC-Na 浓度皆为

20.0 g/L）。 

制备孢子浓度为 1×10
5 

CFU/mL 的 PDA 平板[19]。

将提前配置好的三种溶液用滤纸片吸附后置于含孢子

平板中央，以吸附无菌水为对照。28 ℃恒温恒湿培养

箱培养 5 d 观察孢子的萌发状态。通过抑菌圈是否出

现以及抑菌圈直径来验证以上三组分对镰孢菌生长的

抑制作用。 

1.3.4  最低抑菌浓度 MIC 和最低杀菌浓度

MBC 的测定 

为检测纳米 TiO2 保鲜液的抗菌活性，参考王利 

利[20]、曾荣[21]方法利用 96 孔板法测定纳米 TiO2对镰

孢菌孢子的最低抑菌浓度，初始纳米 TiO2 质量浓度

2.50 g/L，依次两倍梯度稀释；测出 MIC 后将该质量

浓度以上的孢子悬液接种到固体培养基上培养过夜，

24 h 后观察，无菌落长出者为复合液对镰孢菌孢子的

MBC。 

1.3.5  纳米 TiO2保鲜液对菌落扩展的影响 

利用药平板抗菌法[22]测量镰孢菌在 PDA 平板上

的延伸直径来计算抑菌率，使最终平板中保鲜液纳米

TiO2 质量浓度 4 倍梯度稀释依次为 1.00 g/L（A）、 

0.25 g/L（B）、0.06 g/L（C）、0.02 g/L（D），反接入培

养 5 d 的镰孢菌边缘菌片，每隔 24 h 测量菌落生长直

径，以加入等量无菌水作为空白对照，实验重复三次。 
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式中： 

B1——纳米 TiO2保鲜液在 PDA 平板上的抑菌率，%； 

d1——对照组直径，cm； 

d2——实验组直径，cm。 

1.3.6  纳米 TiO2 保鲜液对菌体生物量的影响

研究 

参考赵月[23]的方案，98 mL PDB培养基中按照2%

（V/V）接种量接入纳米 TiO2质量浓度 25.00、12.50、

6.25、3.123 g/L 的保鲜液，用以分析纳米 TiO2保鲜液

在 PDB 培养基中对镰孢菌菌体生物量的影响。 
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式中： 

B2——纳米 TiO2保鲜液在 PDA 平板上的抑菌率，%； 

m1——对照组干重，g； 

m2——实验组干重，g。 

1.3.7  纳米 TiO2 保鲜液对镰孢菌细胞渗出物

的测定 

取液体 PDB 培养 3 d 的镰孢菌丝体 4 000 r/min

离心 15 min，无菌水洗涤三次，再悬浮于 45 mL 的

磷酸缓冲液（pH 值 6.8）中孵育过夜。加入 5 mL 纳

米 TiO2浓度为 5.00 g/L 保鲜液，摇匀后静置 5 min，

按照 Bradford 法[24]用紫外分光光度计 595 nm 每隔 

2 h 测定菌液中蛋白质含量；紫外分光光度 260 nm 每

2 h 测定菌液中核酸含量，对照组用无菌水代替纳米

TiO2保鲜液[25]。 

1.3.8  纳米 TiO2 保鲜液对冬枣果实自然发病

的影响 

按前面预处理的枣果，分成两组，一组浸于纳米

TiO2保鲜液中（保鲜液中纳米 TiO2浓度为上文测定的

MIC），另一组浸于无菌水中为对照组，20 min 后取出

晾干，室温（20 ℃）置于泡沫箱中保持湿度，观察发

病情况。发病标准：冬枣果实表面是否有明显的菌丝

体生长并伴随果皮皱缩；枣果表面是否有明显的褐色

或黑色病斑，局部凹陷、变软，果肉颜色变为红褐色

或黑褐色；枣果近闻丧失原本清香味并有明显的发酵

酒味或腐败的味道；果实表面有非人为原因造成的非

病斑类创口等；以上条件出现一至多条则判定该冬枣

已发病，符合前三的任意一点则可判定为是由微生物

引起的腐烂变质。 

1.3.9  纳米TiO2保鲜液对冬枣维生素C含量的

影响 

采用2,6-二氯靛酚法测定枣果贮存期Vc含量变化[26]。 

1.4  数据处理 

数据采用 Origin 2017 软件作图，数据统计分析采

用统计软件 SPSS 19.0 进行显著性分析，P＜0.05 表示

组间差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  致病性检测结果及致病菌鉴定 

通过组织分离法分离出的菌种在 PDA 固体培养

基上生长 5 d 后，菌落与培养基结合紧密，初始为白

色，后期产色素逐渐变为粉色或粉紫色与白色混合，

菌落背面颜色更深，生长速度较快，有蕈菌味，分生

孢子呈镰刀形，如图 1。致病菌接种于无伤枣果并常

温（20 ℃）放置 3 d 后，孔中长出白色菌丝体，病处

轻微凹陷，接种 7 d 后，病斑处严重腐烂凹陷，白色

菌丝体覆盖大半枣果，冬枣果肉颜色变深，经过与自

然发病果实比对，确定分离出的菌株为冬枣果实致病

菌，对照组枣果未出现明显发病症状。结合菌株形态

学及显微镜观察、真菌鉴定手册判定致病菌为镰孢菌

（Fusarium sp.）。 

 

  

图1 冬枣接种发病症状及镰孢菌宏观、微观图 

Fig.1 The symptoms of winter jujube inoculation and the 

macroscopic and microscopic pictures of Fusarium 

2.2  纳米 TiO2保鲜液抑菌性实验 

纳米材料具有性能优异，阻隔性好，光催化活性

以及安全无毒的特点，且有实验证明磁纳米粒对多种

有机农药具有优良的吸附纯化性能，是很有发展前景

的新型保鲜防腐剂[27,28]。但是纳米粒子表面能大，以

及颗粒间存在的范德华力、氢键等各种作用力，极易

发生团聚，其次是纳米粒子在果蔬表面的附着力，都

会影响到抑菌时间及效果，为保证纳米粒子聚集影响
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效果所以将纳米材料于成膜材料进行复合[29]。从表 1

可以看出，相较于对照组，吸附了纳米 TiO2溶液和纳

米 TiO2保鲜液的滤纸片周围孢子受到明显抑制，形成

了抑菌圈，纳米 TiO2 组和纳米 TiO2 保鲜液组抑菌圈

直径分别为 5.99、6.02，差异性不显著（P＞0.05），

纳米 TiO2 溶液和纳米 TiO2 保鲜液对镰孢菌有显著抑

制作用，而 CMC-Na 溶液组同对照组孢子萌发状况基

本一致，说明 CMC-Na 没有抑菌性，纳米 TiO2 保鲜

液对镰孢菌有抑制作用且抑菌物质为纳米 TiO2，同时

说明 CMC-Na 虽然没有抑菌性，但是也不会影响纳米

粒子的抑菌性能，在体系中仅作为保鲜液基质存在。

纳米 TiO2 保鲜液对镰孢菌孢子的最低抑菌浓度为

9.77×10
-3 

g/L，最低杀菌浓度为 39.06×10
-3

 g/L。综上

结果说明纳米 TiO2+CMC-Na 复合保鲜液对镰孢菌有

抑制作用且抑菌性较强。 

表1 不同溶液与产生抑菌圈直径比较 

Table 1 Comparison of diameters of bacteriostatic circle 

produced by different solutions 

溶液组别 抑菌圈直径/cm 附图 

纳米 TiO2 溶液 5.99±0.03a 

 

纳米 TiO2 保鲜液 6.02±0.02a 

 

CMC-Na 溶液 0 

 

CK 0 

 

注：各溶液抑菌圈直径表示为平均值±标准差，每行中的

字母代表差异显著（P>0.05，差异不显著）。 

2.3  纳米 TiO2保鲜液在 PDB培养基中对菌丝

生物量的影响 

如图 2 所示，镰孢菌在液体培养基中静置培养 5 d

后，随纳米 TiO2保鲜液浓度变小，菌丝数量明显增加，

培养液浑浊程度加深，越高浓度纳米 TiO2保鲜液的加

入，对镰孢菌菌丝肉眼可见生物量影响程度越大，如

图 3 所示，纳米 TiO2浓度为 25.00 g/L 对镰孢菌抑制

率高达 86.35%，结果表明保鲜液中纳米 TiO2 浓度越

高，镰孢菌菌丝生物量越小，抑制率越高。保鲜剂组

和对照组对镰孢菌生物量抑制率差异显著（P＜0.05）。 

 

图2 不同浓度纳米TiO2保鲜液对镰孢菌菌丝体的影响 

Fig.2 Effects of different concentrations of nano-TiO2 

fresh-keeping solution on Fusarium mycelium 

 

图3 不同浓度纳米TiO2保鲜液对镰孢菌菌丝生物量和抑制率

的影响 

Fig.3 Effect of nano-TiO2 fresh-keeping solution with different 

concentrations on Fusarium mycelial biomass and inhibition 

rate 

2.4  不同浓度纳米 TiO2保鲜液在 PDA培养基

上对镰孢菌菌落扩展的影响 

 

图4 不同浓度纳米TiO2保鲜液对镰孢菌菌落扩展抑制率的影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of nano-TiO2 

fresh-keeping solution on the inhibition rate of Fusarium colony 

expansion 

注：纳米 TiO2保鲜液浓，A 为 1.0 g/L、B 为 0.25 g/L、C

为 0.06 g/L、D 为 0.02 g/L。图 5 同。 

如图 4 所示，当有纳米 TiO2保鲜液存在时，随着

纳米 TiO2浓度的降低镰孢菌菌落直径越大，证明抑菌
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率越低。如图 4 所示，在一定浓度内，随着纳米 TiO2

浓度的增加，对镰孢菌菌落扩展的抑制率不断增强，

在培养到第 6 天时 CK 组直径达到最大，A 组抑菌率

达到了 83.33%，表明纳米 TiO2 保鲜液对镰孢菌的抑

菌率与纳米TiO2浓度成正比，该结果与 2.3 结论一致。 

 

图5 不同浓度纳米TiO2保鲜液对镰孢菌菌落扩增的影响（第5天） 

Fig.5 Effects of different concentrations of nano-TiO2 

fresh-keeping solution on Fusarium colony expansion  

(the fifth day) 

2.5  纳米 TiO2 保鲜液对镰孢菌细胞渗出物测

定结果 

由于纳米 TiO2的作用，可使微生物的细胞膜渗透

性改变或破裂，内容物析出，在分光光度计下测量吸

光度，吸光度大小与内容物析出的量成正比，内容物

析出的量与微生物菌膜的破坏程度呈正比[30]。通过考

马斯亮蓝法绘制蛋白标准曲线，得出吸光度（y）与蛋

白含量（x）的公式：y=0.591 4x＋0.002 7，R
2
=0.999，

相关性较好。如图 6 所示，菌液中蛋白质含量随纳米

TiO2作用时间逐渐上升，在 14 h 时基本达到稳定，菌

液中核酸类物质含量与蛋白质曲线基本一致。结果表

明，当纳米 TiO2作用于镰孢菌时，能够改变镰孢菌菌

膜透性或直接破坏细胞膜，导致镰孢菌细胞内容物外

渗，在 14 h 时蛋白质及核酸类物质含量不再增加，推

测是镰孢菌菌膜被纳米 TiO2 彻底破坏或是细胞内容

物已完全流出。 

 

图6 蛋白含量及OD260曲线 

Fig.6 Protein content and OD260 curve 

本实验从枣果上分离出的一株镰孢菌具有寄主

广泛、危害大的特点，可以导致豌豆枯萎病、大豆根

腐病、白莲腐败病等[31-33]。镰孢菌与链格孢、青霉、

芽枝孢等协同会导致枣果枯萎病、黑点病、黑斑病以

及果腐病等[34,35]。纳米粒子对镰孢菌的抑菌性通过实

验已经得到了验证，但是关于确切的抑菌机理还需要

进一步探讨，其次是镰孢菌可通过种子和土壤传播，

危害植株以及果实，从另一方面增加了防治的难度，

还需要继续深入研究抑菌防腐的方法才能满足实际

需求[36]。 

2.6  纳米 TiO2 保鲜液对冬枣果实自然发病的

影响 

根据图 7 发现随着贮藏时间延长，冬枣果实发病

率逐渐上升，且对照组果实发病率一直显著高于实验

组，至贮藏第 28 天，对照组冬枣发病率为 86.67%，

而实验组果实发病率仅为 33.33%；关于霉腐率结果表

明，保鲜液能有效降低冬枣的发病率，证明保鲜液能

显著降低有致腐微生物引起的枣果腐败变质；与纳米

TiO2溶液单独处理的枣果相比，保鲜液组发病率明显

更低，结合 2.2 的结果，保鲜液中的 CMC-Na 成分对

镰孢菌无明显抑制作用，推测是 CMC-Na 作为一种增

稠剂增加了纳米粒子在果实表面的附着力及附着时间，

进而增强了保鲜液抑制冬枣发病率的作用。综上所述，

纳米 TiO2保鲜液能够有效抑制冬枣果实发病，延长果

实的贮藏期。保鲜液组和对照组发病率差异显著 

（P＜0.05）。 

 

图7 纳米TiO2保鲜液对冬枣自然发病率的影响 

Fig.7 Effects of nano-TiO2 on natural incidence of dongzao 

jujube 

2.7  纳米 TiO2保鲜液对冬枣维生素 C 含量的

影响 

维生素 C 是水果最主要的营养成分之一，冬枣

Vc 含量高达 300~500 mg/100 g，号称“活维生素丸”，

冬枣贮藏期间 Vc 含量变化是反映冬枣品质的重要指

标[37]。由图 8 可知，在贮藏期间，纳米 TiO2保鲜液处
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理组和对照组 Vc 含量都呈下降趋势，但是纳米 TiO2

保鲜液组冬枣 Vc 含量一直高于对照组。至贮藏第 25

天时，纳米 TiO2保鲜液组 Vc 含量为 2.10 mg/g，对照

组 Vc 含量为 0.97 mg/g，差异显著（P＜0.05）。结果

表明，纳米 TiO2保鲜液能有效保持枣果 Vc 含量，减

缓营养成分流失，对枣果贮存期生理品质的保持有一

定效果。羧甲基纤维素钠和纳米 TiO2复配所得保鲜液，

兼顾了传统涂膜保鲜优点的同时能有效抑菌，降低枣

果货架期霉腐率，延缓枣果营养物质的流失。但是通

过根据以往报道，并且关于纳米材料真正作用于食品

所可能产生的安全性、时效性以及对环境的影响等还

存在较大争议，所以后续纳米材料真正作用于冬枣商

业化保鲜时，浓度与作用效果以及后续的安全性问题

还需要多次实验经行验证才能切实达到最好抑菌防腐

保鲜并且安全的效果。 

 

图8 纳米TiO2保鲜液对冬枣贮藏期间Vc含量变化的影响 

Fig.8 Effects of nano-TiO2 preservation solution on changes of 

Vc content during storage of winter jujube 

3  结论 

近年来果蔬防腐保鲜一直是人们研究的热点与难

点，不同果蔬、不同危害以及多种多样的防治方式也

在无形中增加了保鲜工作的难度，所以寻找一种抑菌

性强、抑菌谱广、适用性强、操作简单又快捷且对人

体安全无害的抑菌方式是当前保鲜工作的重中之重。

通过离体实验发现，纳米 TiO2保鲜液对镰孢菌菌丝扩

展、菌丝生物量及孢子都存在明显的抑制作用且抑菌

性较强；镰孢菌菌膜完整性探究结果表明，纳米 TiO2

可以通过破坏致病菌细胞膜渗透性或完整性使内容物

析出进而达到抑菌的目的；实验末期自然发病率和贮

存期 Vc 含量变化也证明纳米 TiO2 保鲜液能降低 

53.34%发病率并且能有效延缓 Vc 流失 1.13 mg/g。综

上所述，纳米 TiO2复合保鲜液对冬枣保鲜有很好的效

果，是一种具有广阔的发展前景的涂膜保鲜技术，同

时这将为纳米材料应用于果蔬保鲜提供新的思路及理

论依据。 
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