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摘  要 

为了研究纳米硒在植物保护中的作用；本研究利用一株植物内生菌合成纳米硒，并将其用于棉花抗病黄

萎病的研究。体外抑菌实验表明，纳米硒对大丽轮枝菌的生长有抑制作用。促生实验表明，亚硒酸钠浓

度达到50 mg/L时，植株叶片明显枯萎发黄，根长、茎长、鲜重和干重相较对照组显著降低(p < 0.05)；
但随着纳米硒浓度的升高，棉花的生长变得旺盛；50 mg/L纳米硒处理组的根长、茎长、鲜重和干重显

著增加(p < 0.05)。接种大丽轮枝菌后，随着纳米硒浓度的升高，植株体内叶绿素含量升高，而脯氨酸含

量降低。抗氧化结果表明，随着SeNPs浓度的升高，患病棉花的抗氧化酶活性逐渐增大；相比对照组，

50 mg/L SeNPs处理组叶片中的CAT、GSH、SOD显著提高；而H2O2、MDA、POD的活性随着SeNPs浓
度的升高显著降低；这说明棉花在经过SeNPs处理后，受病原菌胁迫程度减弱。因此，SeNPs可以提高

植物体内的抗氧化酶活性，从而提高植株对大丽轮枝菌的抗病性。 
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Abstract 
To investigate the role of nano selenium in plant protection, this study utilized a plant endophytic 
bacterium to synthesize nano sized selenium (SeNPs) and applied it to the study of cotton resis-
tance to Verticillium wilt. In vitro antibacterial experiments have shown that SeNPs have an inhi-
bitory effect on the growth of Verticillium dahlia (V. dahlia). Plant growth promotion experiments 
have shown that sodium selenite can inhibit the growth and development of cotton. But when the 
concentration reached 50 mg/L, the leaves of the plant significantly wither and turn yellow. The 
root length, stem length, fresh weight, and dry weight of the plant were significantly reduced 
compared to the control group (p < 0.05). As the concentration of SeNPs continues to increase, the 
growth of cotton becomes vigorous. Compared with the control group and the 50 mg/L sodium se-
lenite treatment group, the root length, stem length, fresh weight, and dry weight of the 50 mg/L 
SeNPs treatment group were significantly increased (p < 0.05). The antioxidant results indicate 
that as the concentration of SeNPs increases, the antioxidant enzyme activity of diseased cotton 
gradually increases. Compared with the control group, the 50 mg/L SeNPs treatment group signif-
icantly increased CAT, GSH, and SOD in the leaves. On the contrary, the activities of H2O2, MDA, and 
POD significantly decreased with the increase of SeNPs concentration, which indicates that after 
treatment with SeNPs, the degree of stress on cotton by pathogenic bacteria decreases. Therefore, 
SeNPs can enhance the activity of antioxidant enzymes in plants, thereby enhancing their resis-
tance to V. dahlia. 

 
Keywords 
Nano Selenium, Plant Growth Promotion, Antioxidant, Antibacterial 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

硒元素是植物生长的必需元素，SeNPs 能够提高植物的营养品质，在农作物的生长过程中添加适量

的 SeNPs 能够提高谷物中的糖和粗蛋白[1]，提高水培生菜茎叶的产量，以及还原糖、总糖、叶绿素和维

生素 C 的含量[2] [3]。在喷洒了 SeNPs 的番茄，鹰嘴豆及西兰花植株的种子中，黄酮类化合物的含量都

显著高于没有喷洒 SeNPs 的对照组[4] [5]；此外，SeNPs 还能提高紫莴苣花青苷的含量[6]。当植物受到

病原菌的侵害时，通常会产生活性氧(ROS)自由基从而导致细胞膜以及膜上的蛋白质等大分子物质遭到破

坏。SeNPs 是许多抗氧化酶的重要组成部分，如谷胱甘肽过氧化物酶和硫氧还蛋白还原酶，并且 SeNPs
还能提高超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和多酚氧化酶的活性；因此，硒参与了体内氧化还原

反应，清除脂质过氧化物等自由基，从而防止植物细胞受到氧化损伤[7] [8]。综上，SeNPs 可以通过调节

植物的光合作用、促进植物生长、提高植物体抗氧化酶活等来增强植物的抗逆性。植物黄萎病主要是由

大丽轮枝菌等所引起的植物根、枝、叶等植物维管束病害。此病原菌通过危害植物维管束，对植物的株

高、果实的生长产生严重影响[9]。这种病害对于棉花这种重要的经济作物来说就是“癌症”一般的存在，

它会致使棉花大幅减产，棉蕾大量脱落，严重可致其全株死亡，难以控制[10]。在此，本研究首次利用五

味子植株体内分离出的高浓度亚硒酸钠耐受菌 SRB6 生物合成 SeNPs，研究 SeNPs 的促生作用以及体外

抑菌性；再利用大丽轮枝菌对棉花幼苗进行处理，探讨 SeNPs 对植株抗病的影响以及相关的抗氧化机理。
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本研究旨为 SeNPs 在植物抗病中的应用提供一定的理论基础。 

2. 材料方法 

2.1. SeNPs 的制备与表征 

从北五味子中分离出高浓度耐受的霍氏肠杆菌(Enterobacter hormaechei)菌株 SRB6 接种于 5 mM 亚

硒酸钠的培养基中(1%, v/v)；于 37℃、pH 7、150 rpm 下培养 48 h。培养结束后 10,000 g 离心 10 min。沉

淀采用 0.9% (w/v) NaCl 洗涤 3 次，再将其重悬于 20 mL Tris-HCl 缓冲液(50 mM, pH 8.2)中。然后，将重

悬液超声 10 min。10,000 g 离心 30 min 分离破碎细胞后；再 22,500 g 离心 30 min 收集纯化的 SeNPs；超

纯水洗涤 2 次后重悬于去离子水中。样品经过冷冻干燥后用扫描电子显微镜观察。 

2.2. SeNPs 体外抗菌活性 

将 V. dahlia 生长状况良好的培养基，用 5 mm 的打孔器沿着菌落的边缘取下菌饼，分别接种于不同

浓度纳米硒(5、25、50 mg/L) PDB 培养基中，并将菌株接种在不含纳米硒颗粒的培养基上作为对照组。

在黑暗条件下 28℃、150 rpm、培养 14 天后，取出烘干称重。 

2.3. 植物促生研究 

将健康棉花种子消毒[11]；之后将其种植在花盆中；在 25℃、8000 lux 光照 16 h、黑暗 8 h 条件下培

养。待植株长成为大小均匀的幼苗后(4~5 片完整叶子)，移栽至花盆中。以叶片不喷洒 SeNPs 的植株作为

对照组，实验组植株叶片分别喷洒不同浓度的亚硒酸钠或 SeNPs；每组五个重复，每 1~2 天重复喷洒一

次。在 25℃、光照 16 h/d 的培养箱中培养。每两天浇一次无菌水以保证土壤湿度。45 天后拍照并测量生

长指标。 

2.4. 植株抗病测试 

配制浓度为 1 × 107 mL−1的 V. dahlia 孢子悬液。将实验组幼苗的根部浸入其中 3 h；随后移栽到花盆

中。其中，对照组不经悬液处理，也不添加纳米硒颗粒；实验组幼苗经过孢子悬液浸根处理，叶片分别

喷洒不同浓度的纳米硒颗粒(0、5、25 和 50 mg/L)。将植株置于 25℃、光照 16 h/d、相对湿度 60%的培养

箱中培养。每 1~2 天将孢子悬浮液接种于病原组和实验组的根部。每两天浇一次灭菌水以保证土壤湿度。

待病原组植物叶片发生明显病变后，开始测定各组参数。 

2.5. 生长指标测定 

在处理 45 天后，收集棉花植株，并用蒸馏水清洗干净，使用滤纸吸干水分。测定植物根长、茎长、

叶片数、鲜重，之后置于 65℃烘箱烘干至恒重，测定植株的干重。 

2.6. 叶绿素含量的测定 

叶绿素含量的测定法参考了李合生的方法[12]。0.2 g 叶片剪碎，放置于烧杯中，再加入 10 mL 丙酮

和无水乙醇(1:1)混合液，放置在黑暗条件下 24 h 避光处理，待叶片变成白色时，用分光度计在 663 nm
和 645 nm 下测定吸光度值。利用公式 1~4 计算叶绿素含量。 

Ca 12.72 A663 2.59 A645= × − ×                               (1) 

Cb 22.88 A645 4.67 A633= × − ×                               (2) 

( )C a b 20.30 A645 8.04 A633+ = × + ×                            (3) 
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( ) ( ) ( )mg g C V 1000 M= × ×叶绿素含量                           (4) 

C：叶绿素浓度 mg/L；V：叶绿素溶液总体积 mL，M：叶片鲜重 g。 

2.7. 脯氨酸含量测定 

脯氨酸活性的测定法参照 White 的方法[13]。脯氨酸含量的测定方法如下：0.1 g 新鲜叶加入 5 mL 3%
磺基水杨酸溶液中，沸水浴 10 min 后冷却，4℃离心(10,000 rpm, 15min)。将 2 mL 的上清液、2 mL 2.5%
茚三酮和2 mL冰醋酸混合，沸水浴1 h。冷却后加入4 mL甲苯萃取，取上层液体4℃离心(3000 rpm, 5 min)，
在 520 nm 处测定吸光度，根据脯氨酸标准曲线计算植物脯氨酸的含量。 

2.8. 活性测定 

超氧化物歧化酶(SOD)活性的测定法参照李合生的方法[12]。过氧化物酶(POD)活性的测定法参照熊

庆娥的方法[14]。过氧化氢(H2O2)水平按照 Verma 等人所述的方法测量上清液中的含量[15]。过氧化氢酶

(CAT)活性与脯氨酸活性的测定法参照 White 的方法[13]。丙二醛(MDA)活性的测定法参照熊庆娥的方法

[14]。还原性谷胱甘肽(GSH)采用阿米达生物科试剂盒测定。 

2.9. 数据分析 

所有的数据均用平均值 ± 标准差表示，用 SPSS 19.0 对数据进行单因素方差分析和 Duncan 多重比

较法(P < 0.05)等统计学分析。使用作图软件 Origin 2021 进行作图。 

3. 结果与分析 

3.1. SeNPs 的表征 

在自然界中，有许多细菌可以将亚硒酸钠的还原成具有一定大小和形状的硒纳米颗粒。本研究利用

植物内生菌制备了 SeNPs，由扫描电镜的结果图中可以看出(图 1)，菌株产生纳米颗粒大小的单质硒，其

呈现大小均匀的圆形。 
 

 
Figure 1. SEM characterization of SeNPs 
图 1. SeNPs 的 SEM 表征 

3.2. SeNPs 对病原菌的抗性 

为了探究生物合成的 SeNPs 的抗菌潜力，在不同浓度 SeNPs 的培养基中接种大丽轮枝菌，并观察它
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的生长情况。结果如图 2 所示。与对照组相比，随着 SeNPs 浓度不断升高，病原菌在培养 14 天后，干重

越来越低。由此可知，高浓度的 SeNPs 对病原菌的生长有抑制作用。 
 

 
Figure 2. Growth of V. dahliae at different concentrations of SeNPs 
图 2. 不同 SeNPs 浓度下大丽轮枝菌的生长情况 

3.3. SeNPs 的促生作用 

如表 1 所示，SeNPs 的应用提高了棉花的营养品质，包括根长、茎长、生长程度、鲜重和干重。这

些生长指标也随着纳米硒(5、25 和 50 mg/L)浓度的增加而逐渐增加。并且，与对照组和亚硒酸钠处理组

相比，50 mg/L SeNPs 处理组的根茎长度、鲜重和干重均有显著增加。在不同的处理组中，叶片数量无明

显变化。 
 
Table 1. Cotton growth indicators 
表 1. 棉花生长指标 

处理组(mg/L) 根长(cm) 茎长(cm) 叶数 鲜重(g) 干重(g) 

对照 17.85 ± 1.53 21.88 ± 1.14 6 ± 0.83 3.09 ± 0.32 0.81 ± 0.09 

5 mg SeNPs 14.25 ± 1.60 25.13 ± 0.65 7 ± 0.83 3.01 ± 0.94 0.53 ± 0.06 

20 mg SeNPs 18.50 ± 0.71 26.88 ± 1.39 7 ± 0.50 4.39 ± 0.59 1.01 ± 0.28 

50 mg SeNPs 27.50 ± 1.22 32.25 ± 1.75 6 ± 0.43 4.58 ± 0.53 1.11 ± 0.18 

5 mg Na2SeO3 12.63 ± 0.74 19.50 ± 1.27 6 ± 0.71 2.17 ± 0.49 0.42 ± 0.09 

20 mg Na2SeO3 18.88 ± 0.74 19.88 ± 0.65 5 ± 0.43 2.21 ± 0.48 0.53 ± 0.10 

50 mg Na2SeO3 15.25 ± 1.15 20.75 ± 0.75 6 ± 0.43 1.95 ± 0.38 0.56 ± 0.12 

 
相比于 50 mg/L SeNPs 处理组，其他低浓度的 SeNPs 对植物也有一定促进生长效果；说明了随着

SeNPs 浓度的不断增加，植物的生长越来越旺盛(图 3(A))。同时，相比于亚硒酸钠处理组，低浓度的 SeNPs
对植物没有毒副作用，也不抑制植株生长。但随着亚硒酸钠浓度的不断增高(5、25 和 50 mg/L)，植物的

生长也受到了一定的抑制作用，并且也出现了枯萎发黄现象(图 3(B))。 
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Figure 3. The growth status of cotton plants; (A) from left to right: Control group, 5, 25, 
and 50 mg/L SeNPs treatment group; (B) From left to right are: control group, 5, 25, and 
50 mg/L sodium selenite treatment group 
图 3. 棉花植株的生长情况；(A)从左到右依次是：对照组，5、25、50 mg/L 的 SeNPs
处理组；(B)从左到右依次是：对照组，5、25、50 mg/L 的亚硒酸钠处理组 

3.4. SeNPs 对叶绿色的影响 

叶绿素是植物光合色素之一，它的含量可以有效的体现出植物生长状态。本研究测定不同浓度(0、5、
25、50 mg/L)的 SeNPs 对接种 V. dahliae 棉花中叶绿素含量的影响；对照组不接种 V. dahliae，也不经过

SeNPs 处理。由图 4 可以看出，随着 SeNPs 浓度的升高，处理组中叶绿素含量逐渐升高。相比对照组，

50 mg/L SeNPs 处理组的总叶绿素含量上升最为显著；SeNPs-0 处理组的总叶绿素含量最低。五个处理组

中，叶绿素 b 的含量变化相对较小。 
 

 
Figure 4. Chlorophyll content of cotton plants in different treatment groups 
图 4. 不同处理组中棉花植株的叶绿素含量 

3.5. SeNPs 脯氨酸的影响 

脯氨酸是植物受到逆境胁迫的信号；其可以保护植物免受环境胁迫和 ROS 的破坏作用。本研究检测

不同浓度(0、5、25、50 mg/L) SeNPs 对 V. dahliae 胁迫棉花植株中脯氨酸的影响；对照组不接种 V. dahliae，
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也不经过 SeNPs 处理。结果如图 5 所示。随着 SeNPs 浓度的升高，脯氨酸的浓度逐渐降低。相比对照组，

未喷洒 SeNPs 处理组(SeNPs-0)的脯氨酸含量最大，说明植物受到了大丽轮枝的胁迫，导致游离的脯氨酸

大量累积。SeNPs-50 处理组的脯氨酸含量相对较低，表明 SeNPs 缓解了病原菌对植株的胁迫作用。 
 

 
Figure 5. Proline content of cotton plants in different treatment groups 
图 5. 不同处理组中棉花植株的脯氨酸含量 

3.6. SeNPs 对抗氧化酶活的影响 

CAT、GSH、SOD、POD 是植物抗过氧化系统中主要的抗氧化酶；这些抗氧化酶可以有效地提升植

物的抗逆境胁迫的能力，从而提高植物抵抗病原菌的能力；其中，H2O2与 MDA 是植物机体抗氧化的重

要参数。 
如图 6(A)所示，在接种病原菌的处理组中，CAT 含量随着 SeNPs 浓度的升高而升高。50 mg/L SeNPs

处理组的 CAT 含量比 SeNPs-0 处理组(未经 SeNPs 处理)高出了 83.67%；相比对照组降低了 12.50%；这

说明经过高浓度 SeNPs 处理的棉花植物具有较强的抵御病原菌侵害的能力。 
如图 6(B)所示，GSH 的含量随着 SeNPs 浓度的升高不断升高。50 mg/L SeNPs 处理组的 GSH 含量比

未喷洒 SeNPs 的处理组(SeNPs-0)高出了 46.63%；而 5 和 25 mg/L SeNPs 处理组的 GSH 含量分别高出 
28.38%，32.72%。相比对照组，50 mg/L SeNPs 处理组 GSH 含量仅降低 20%。 

从图 6(C)可以看出，接种病原菌后，随着 SeNPs 浓度的升高，H2O2水平有着显著降低(P < 0.05)。50 
mg/L SeNPs 处理组的 H2O2水平比未喷洒处理组(SeNPs-0)降低 54.38%；而 SeNPs 的 5 和 25 mg/L 处理组

分别降低 24.56%，38.60%。对照组中 H2O2的含量最低；与 SeNPs-0 处理组相比降低了 64.91%。 
如图 6(D)所示，随着 SeNPs 浓度的升高，植株中 MDA 的含量逐渐降低。SeNPs-50 处理组与对照组

和未喷洒 SeNPs (SeNPs-0)理组相比，MDA 的含量分别降低 5.84%和 86.92%。在 50 mg/L SeNPs 的处理

组中达到最低。SeNPs-0 处理组的 MDA 的含量最高，达到了 61.28 μmol/g 样品。 
如图 6(E)所示，在接种相同量的病原菌条件下，随着 SeNPs 浓度的不断升高，植株体内 POD 的含量

逐渐降低。未喷洒 SeNPs 时，植株在受到外源病菌胁迫后，导致 POD 的含量大幅上升；而对照组 POD
的含量最低。与 SeNPs-0 处理组相比，SeNPs-50 处理组 POD 的含量降低了 53.50%。 

SOD 在植物遇到外来病原菌的侵入时，起着保护酶的作用，以消除各种活性氧对生物体的危害。
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处理结果如图 6(F)所示。未喷洒 SeNPs 处理组的 SOD 的活性与 SeNPs-5、SeNPs-25、SeNPs-50 处理组

相比，分别降低了 5.94%、16.37%和 26.68%与对照组相比，SeNPs-50 处理组的 SOD 的含量也仅降低

10.65%。 
 

 
Figure 6. Antioxidant activity of plants (A: CAT; B: GSH; C: H2O2; D: MDA; E: POD; F: SOD) 
图 6. 植株的抗氧化活性(A：CAT；B：GSH；C：H2O2；D：MDA；E：POD；F：SOD) 

4. 讨论 

元素硒具有促进植株发育的效果[16]；此外，还具有抗氧化和抗菌作用[17] [18]。真菌细胞质膜的麦

角甾醇在接触元素硒时，会导致质壁分离，从而产生抗菌作用[19]。本研究表明，SeNPs 具有促进植物生

长和抑制病原菌的效果。 
亚硒酸钠是硒的一个来源，但超过一定浓度就会导致植物硒中毒，并造成细胞死亡[20]。例如，

265~530 μmol/L 的纳米硒能够显著促进烟草愈伤组织的生长，但同浓度下的亚硒酸钠却完全产生了抑制

作用[21]。本研究喷洒不同浓度的亚硒酸钠溶液对植物的生长并没有起到促进作用，反而导致植物更易得

病，且生长缓慢。然而相同处理的纳米硒随着浓度的升高，对植物的促生长作用越来越显著，叶绿素的

含量远高于未喷洒 SeNPs 的处理组。 
植株在受到病原菌侵染时，通常会产生 ROS，但会导致植物体内大分子物质遭到破坏。SeNPs 是许

多抗氧化酶的重要组成部分，可以提高抗氧化酶的活性，从而防止植物细胞受到氧化损伤[7]。本研究棉

花植株在喷洒不同浓度的 SeNPs 后，各项生理指标都发生了一定的变化。高浓度 SeNPs 处理下，脯氨酸

与 MDA 的含量显著降低，这表明棉花植株耐受性得到了提高。接种病原菌的处理组，CAT、GSH、SOD
等抗氧化酶的活性随着 SeNPs 浓度的升高不断提高，这表明 SeNPs 能够显著提高植株抵御自身氧化的机

制，并且有效降低病原菌对植株的伤害。 

5. 结论 

本研究利用五味子内生菌合成 SeNPs 以用于棉花植株抗病。体外抑菌实验表明 SeNPs 对 V. dahliae
生长有一定的抑制作用。促生实验表明，亚硒酸钠理后的植株叶片枯萎发黄现象较为明显；根长、茎长、

鲜重和干重较对照组显著降低。然而，随着 SeNPs 浓度不断升高，棉花的生长越来越旺盛；并且与对照
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组相比，根长、茎长、鲜重和干重显著提高。在受到病原菌胁迫时，SeNPs 能够提高叶绿素含量，并降

低植株体内脯氨酸浓度。抗氧化结果表明，随着 SeNPs 浓度的升高，患病棉花的抗氧化酶活性逐渐增大。

相比对照组，50 mg/L SeNPs 处理组的棉花叶片中 CAT、GSH、SOD 显著提高了；并且 H2O2、MDA、

POD 的活性随着 SeNPs 浓度的升高显著降低；因此，SeNPs 可以提高植物体内的抗氧化酶活性，从而提

高植株的抗病性。本研究为 SeNPs 在植物抗病中的应用提供一定的理论基础。 
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