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摘要  通过万寿菌根部生物碱类提取物对西瓜枯萎病菌抑制作用的研究 ,结果表明 ,在万寿菊根中分离出5 类具有抑菌活性的生物碱 ,
其中水溶性生物碱对西瓜枯萎病菌菌丝生长有较好的抑制作用。
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Abstract  This research mainly takes watermelon fusarium wilt as the research object , which does serious harmto melon species . The alkaloid from
Tagetes erecta root was extracted with the method of dissolved with acid and sunk with alkali . And alkaloi d bacteriostasis active constituent from Tagetes
erect a root was isolated and purified withthi n-layer chromatography , the col umn chromatographic analysis and some other biochemical methods . Then we
exhaustively carried onthe concrete classification and the research on alkaloid bacteriostasis material . The result indicated the al kaloid from Tagetes erect a
root had many bioactive components against watermelon Fusariumwilt . By separating the alkaloid , we obtained five components of alkaloid . And Water-
soluble al kaloid had the best i nhibiti ng effect against Fusariumwilt .
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  万寿菊( Tagetes erect a) ,俗称臭芙蓉,金盏花,菊科万寿菊

属[ 1] 。目前对万寿菊的研究主要在医疗保健、色素提取以及

化学成分的测定上[ 2 - 3] ;活性成分的研究主要是虫害的控制

方面[ 4] ,对于其杀菌、抑菌活性方面的研究较少。万寿菊根

部提取物可以抑制农作物、蔬菜等的菌类病害 ,其中生物碱

类物质占很大一部分[ 5] 。

植物源农药是指从植物中提取的具有生物活性的代谢

产物, 加工成的新型农药具有无公害、无污染、无残留且不易

产生抗性等优点。植物性杀菌剂多为复合抑菌有效成分, 对

病原真菌能从多方面加以抑制, 从而延缓抗性的产生[ 6 - 8] 。

笔者研究了万寿菊根提取物中生物碱类物质对西瓜枯萎病

菌菌丝生长、孢子萌发和形成的影响, 以期为新农药开发和

防治西瓜枯萎病的植物源农药提供理论基础和科学依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 万寿菊根粉:将采集的万寿菊根洗净,于通风处阴

干后,放入恒温箱内45 ℃下烘干,磨碎,过60 目筛,供提取用。

西 瓜 枯 萎 病 菌 ( Fusari um oxysporum schlecht . f . sp .

niveum) : 由山西农业大学植物病理研究室提供。将已有的菌

种接种到培养皿内 ,25 ℃无光倒置进行纯化培养。

1 .2 方法

1 .2 .1 生物碱提取的原理及技术路线。依据“酸溶碱沉”法

提取得到的总生物碱, 根据生物碱溶解性和碱性的差异, 将

总生物碱初步分离成弱碱性生物碱、中强碱性生物碱和水溶

性生物碱3 大部分,再将前2 部分根据生物碱中酚羟基分成

酚性和非酚性2 类。

1 .2 .2 抑菌试验。检测试验主要采用最为普通的菌碟法 ,

计算相对抑制率。相对抑制率= ( 对照菌丝生长直径 - 处理

菌丝生长直径) / 对照菌丝生长直径×100 % 。 �
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1 .2 .3 薄板层析选择洗脱剂。①准备。取酸水浸泡的粗提

物, 依据常用溶剂的极性[ 9] , 按不同比例配成展层剂( 表1) 。

②点样。用毛细管蘸取少量酸水浸泡的粗提物在薄板上按

常规点样, 待溶液挥发后 ,将薄板置于层析缸中,当展层剂上

升到离玻璃板的另一端0 .5～1 .0 c m时, 停止展层 ,取出玻璃

板并立即划下展层剂的前缘。③显色。待展层剂完全挥发

后, 取不同比例层析后的薄板直接置紫外灯下观察, 并用配

制好的显色溶液,Dragendorff′s reagent( Munier) [ 10] 溶液进行显

色, 观察显色结果。

  表1 不同溶剂配比的展层剂组合

溶剂 比例( V/ V) 溶剂 比例( V/ V)

氯仿 1 石油醚∶乙酸乙酯   6∶2
丙酮 1 苯∶乙酸乙酯 8∶2
氯仿∶丙酮 9∶1 甲醇 1
乙酸乙酯 1 甲醇∶水 8∶2

 表2 不同生物碱提取物存在条件下西瓜枯萎病病菌菌丝生长直径

抑菌液( 含有各类生物碱)

24 h
菌丝生长

直径∥cm

抑菌率

%

48 h
菌丝生长

直径∥cm

抑菌率

%
A:酚性弱碱性生物碱  33 .7   5 .34 55 .8  4 .94
B:非酚性弱碱性生物碱 22 .4 37 .08 51 .2 12 .78
C:酚性叔胺生物碱 11 .5 67 .69 34 .1 41 .91
D:非酚性叔胺生物碱 13 .5 62 .08 36 .2 38 .33
E:水溶性生物碱Ⅰ 7 .0 80 .34 16 .5 71 .89
F:含有氯仿( CK1) 35 .6   - 58 .7   -
G:空白( CK2) 35 .7   - 58 .9   -

1 .2 .4  柱层析分离。分离样品采用常压柱层析法[ 11] 。用

1 .6×30 的层析柱进行分离。柱下端接紫外检测仪检测洗脱

成分变化。待检测器读数开始变化至变化结束之间用100 ml

小烧杯分别接取洗脱产物。用标签纸记录变化最高峰值读

数, 各流份做抑菌试验,确定最佳流份。

2  结果与分析

2 .1 总生物碱的分离与抑菌活性的检测

2 .1 .1  不同提取物对西瓜枯萎病菌菌丝生长的影响。由表
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2 和图1 可以看出,以水溶性生物碱Ⅰ对西瓜枯萎病菌菌丝

生长抑制作用最为明显 ;其次是非酚性叔胺生物碱; 含氯仿

( CK1) 对菌丝生长无影响。水溶性的生物碱Ⅰ抑菌效果十分

明显, 烘干后为白色晶体 ,滴入无菌水后能够完全溶解,溶液

均一透明。由于水溶性生物碱Ⅰ与其他抑菌物质相对比, 具

有良好的抑菌作用, 而且是水溶性的, 依此可以确定选用水

溶性生物碱为柱层析的对象。

 注 :D 为非酚性叔胺生物碱 ;E 为水溶性生物碱Ⅰ;F 为含有氯仿

( CK) 。

图1 不同生物碱提取物存在条件下西瓜枯萎病菌菌丝生长

2 .1 .2 利用层析确定最佳洗脱剂。根据表1 所示的不同溶

剂、不同配比的展层剂对各类生物碱提取物样品进行展开 ,

每份样板均置紫外灯下观察( 表3) , 最后确定选取分离成分

最多、层次最清晰、分离效果最好的展层剂组合———甲醇∶水

( 8∶2) 作为柱层析洗脱剂。

  表3 不同溶剂、不同配比的展层剂对水溶性生物碱Ⅰ的展层研究

溶剂及

比例( V/ V)

出现的

条带

溶剂及

比例( V/ V)

出现的

条带

氯仿(1) 1 石油醚∶乙酸乙酯(6∶2) 1

丙酮 1 苯∶乙酸乙酯(8∶2) 1

氯仿∶丙酮(9∶1) 1 甲醇(1) 1

乙酸乙酯(1) 1 甲醇∶水( 8∶2) 2

2 .2  利用薄层层析对水溶性生物碱的简单分离和定性试验

 用甲醇∶水( 8∶2) 的混合物作展层剂 ,对水溶性生物碱Ⅰ( 成

分E) 展开,层析荧光定位后观察到2 个条带, 然后刮取各显

色区域 ,并作抑菌试验。由图2 可见, 水溶性生物碱Ⅰ( 成分

E) 2 个成分对西瓜枯萎病菌都有较好的抑制效果, 但是在薄

板的最前沿跑出的条带具有的抑菌性最好。

图2 薄层层析分离产物的抑菌实验

2 .3 用不同溶剂提取根粉中的活性物质  分别用95 %甲醇

和95 %乙醇浸泡万寿菊根粉冷浸3 次。参照齐景伟等苦参

生物碱的提取方法[ 12] , 结合“酸溶碱沉法”对总生物碱进行

分。根据上述流程 , 分别用甲醇、乙醇提取得到了水溶性生

物碱, 定义为水溶性生物碱Ⅱ( 甲醇提取) 和水溶性生物碱Ⅱ

( 乙醇提取) 。将水溶性生物碱 Ⅱ( 甲醇提取) 浓缩得到水溶

性生物碱Ⅱ( 甲醇提取) 浓缩液。然后用薄板层析, 层析液为

甲醇∶水( 8∶2) , 点样点分别为: A 水溶性生物碱 Ⅱ( 乙醇提

取) ;B 水溶性生物碱Ⅱ( 甲醇提取) ;C 水溶性生物碱Ⅱ( 甲醇

提取) 浓缩液( 表4) 。

  结果表明, 甲醇提取的水溶性生物碱Ⅱ,在以甲醇∶水( 8∶

2) 为层析液的条件下, 点样圆点完全展开, 浓缩和粗提液含

有相同数目的条带 , 只是由于浓度的原因, 迁移率不同。所

以选定甲醇来提取万寿菊根粉中的水溶性生物碱是正确的。

3  讨论

试验结果表明, 万寿菊根提取出的各类生物碱中, 不同

萃取剂的粗提物对西瓜枯萎病菌菌丝生长和孢子萌发均有

一定抑制作用, 说明各提取物中均有活性成分存在, 也可能

活性成分有许多种, 只是含量多少不同 ,其中尤属水溶性生

物碱对西瓜枯萎病的抑制效果明显, 进而对其抑菌活性成分

进行了深入细致的研究。

  表4 各点样点展层后出现的斑点个数及迁移率

样品 出现的斑点个数 迁移率 Rf 值

A 3 0 .13

0 .53

0 .81

B 2 0 .14

0 .89

C 2 0 .91

0 .97

  通过对用“酸溶碱沉”法得到的水溶性生物碱进行薄板

沉析, 得出最佳的洗脱剂———甲醇∶水( 8∶2) 。试验得到5 类

生物碱, 利用薄板层析观察各自在不同展层剂的展开情况 ,

初步肯定生物碱由几种物质组成 ,基本证实水溶性的生物碱

抑菌活性较好,只是量较少,不能光靠提取, 需在实验室研究

出结构, 合成得到。试验获得了最佳水溶性生物碱成分分离

的洗脱剂和提取水溶性生物碱的改进方法。

该试验为新农药的开发和先导化合物的发现提供依据 ,

同时也为开发新的防治西瓜枯萎病的植物源农药提供理论

基础和科学依据。
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