
植物及大型真菌抽提物抗植物病毒活性的研究

田兆丰1 , 裘季燕1 , 刘伟成1 , 李永丹2 , 刘德文1
( 1 .北京市农林科学院植物保护环境保护研究所 ,北京100089 ;2 .中国农业大学植物保护系 ,北京100094)

摘要  对40 科100 多种野生植物、中草药及十几种大型真菌抽提物进行了抗植物病毒筛选的研究 ,发现有多种植物及大型真菌抽提液
对烟草花叶病毒( TMV) 或黄瓜花叶病毒( CMV) 有钝化作用 ,其中藜科植物S .L 抽提液对TMV 及CMV 兼有钝化作用和一定的治疗效果。
对部分有参考价值的植物和大型真菌材料的抗病毒筛选结果进行了总结和分析。
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Abstract  Over one hundred species of plants belongingto 40families were screened for their anti-virus effect ontobacco mosaic virus or cucumber mosa-
ic virus .It was found that S.L extracts belonging to chenopodiaceae both had the functionto i nactivate virus in vitro and had the therapeutic effect on virus
disease .Partial results was summarized .
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  由于种植结构及气候的变化 ,植物病毒病害发生非常普

遍, 特别是蔬菜病毒病害 ,有逐年加重的趋势。由于病毒是

寄生于寄主细胞之内, 其防治比其他植物病害更加困难, 所

以植物病毒病素有“植物癌症”之称。植物病毒病的防治主

要有抗病品种、抗病毒农药及栽培管理等措施。目前, 生物

农药由于无公害、无污染、低残留而成为当前抗病毒农药研

究的热点。

植物是抗生物质的重要来源, 已有试验证明, 从植物体

筛选植物病毒病治疗物质是可能的。早在1925 年就发现商

陆( Phytolacca decandra) 抽提液中有对 TMV 有强烈体外钝化

作用的物质[ 1] 。Multuogln、Verma 等在20 世纪70 年代以后相

继报道了一些植物抽提液对烟草花叶病毒等多种植物病毒

引起的病毒病害有治疗作用[ 2 - 4] 。多年来, 研究者曾经从植

物中发现过不少有效的抗病物质, 如植物蛋白[ 5] 、脂肪酸[ 6] 、

多糖等[ 7 - 8] ,这些物质本身属于生物体的一部分, 易于被生

物体代谢降解, 且不会引起环境污染等副作用。因而, 从植

物体筛选抗病毒物质, 是寻找病毒病治疗物质的途径之一 ,

应加以探讨和研究。

1  材料与方法

1 .1  抗病毒材料 野生植物材料及野生蘑菇采自北京及其

周边地区的菜田地头、公园或野外山坡等地, 食用菌及抗病

毒中草药购于市场或各大药房。

1 .2  寄主植物 TMV 的枯斑寄主采用三生烟( Nicoti ana to-

bacu m cv . Samsun NN) , 其系统寄主采用 NC- 83 普通烟( Nico-

ti ana tobacum) ;CMV 的枯斑寄主采用苋色藜( Chenopodi um a-

maranticol or) ,其系统寄主采用三生烟( Nicotiana tobacum cv .

Samsun NN) 。播种前试验植物种子用10 % Na3PO4 浸种 30

min。幼苗培育在防虫温室中。烟苗4～6 片真叶期使用。

1 .3  病毒毒原的繁殖和保存  黄瓜花叶病毒( CMV) 采自宁

夏,烟草花叶病毒( TMV) 毒原来自北京市农林科学院植保所

病毒研究室。CMV、TMV 分别繁殖保存于枯斑三生烟及普通
�
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烟上。病毒接种液由新鲜毒原和磷酸缓冲液( PB) ( pH 值

7 .2) 以1∶10 的比例研磨,过滤,取上清液接种寄主植物。

1 .4  病毒抗血清 TMV、CMV 抗血清购自美国 Agdia 生化试

剂公司 ,保存在冰箱中备用。

1 .5  抗病毒抽提物的制备 收集的供试植物材料( 通常为

叶片) 一般不表现明显的病毒病害症状。新鲜植物材料或菇

类以100 倍磷酸缓冲液抽提; 干材料以80℃烘干、粉碎、研磨

并以200 倍磷酸缓冲液( pH 值 7 .0) 抽提( 室温、1hr) ,8 000

r/ min离心10 min , 取上清液进行抗病毒试验。

1 .6  枯斑法对病毒钝化效果测定 选择健康的三生烟或苋

色藜, 半叶法接种TMV 或CMV:浸提液和蒸馏水分别涂抹于

三生烟( 心叶烟) 或苋色藜的左、右半叶 , 待叶片表面自然干

燥后左右半叶同时接种病毒, 接种病毒后的植株置于25～30

℃的温室中,48～72 h 后叶片上出现病毒侵染的枯斑, 分别

记录左、右半叶的枯斑数。每个抽提物接种10 株, 每株接种

3 片叶。计算病毒侵染抑制率。

1 .7  系统侵染法对病毒病治疗效果测定  每克新鲜植物或

菇类组织加100 ml 磷酸缓冲液研磨,8 000 r/ min 离心10 min ,

上清液作为病毒病治疗物质。烟草在病毒接种前、后分别用

上述抽提液喷洒2 次( 接种前48、24 h 和接种后1、12 h) , 每次

喷洒都用新的抽提液 ,清水代替抽提液作为对照。每个处理

30 株烟草。

ELISA 检测:接种病毒12～15 d 后采用双抗夹心酶联法

( ELISA) 测定烟草体内的病毒浓度。烟草病叶加样品抽提缓

冲液研磨( 1∶10) ,8 000 r/ min 离心3 min 后, 上清液作待检测

液。用繁殖保存的病毒作阳性对照, 用健康叶作阴性对照。

操作步骤按常规ELISA 双抗夹心方法进行。反应用2 mol/ L

硫酸终止后,马上用酶标仪测定各孔的光密度值OD450。

2  结果与分析

该试验对100 多种植物材料及10 多种食用或野生真菌

及部分可能有抗病毒活性的中草药进行了抗病毒筛选。每

批对15 种左右的植物进行试验, 选出2～3 种有希望者。然

后把各批有希望的种类收集在一起参加第二轮比较试验, 从

中选出几种效果较好者,最后再从这几种抽提物中选出1～2

种效果最稳定者进行重复试验。

安徽农业科学,Journal of Anhui Agri . Sci .2007 ,35( 24) :7514 - 7515 ,7530                 责任编辑 罗芸 责任校对 李菲菲



2 .1 部分植物抽提物对病毒的钝化 经过初筛, 选出几种

较有希望的植物是: 藜科植物S.L、灰绿藜、猪毛菜、萝摩、臭

椿、複草和玉簪 , 并比较了这7 种植物抽提液的治病效果。

虽然各次重复结果有所差异 ,但S .L、萝摩、臭椿三种植物抽

提液一直保持了对TMV、CMV 较好的钝化效果( 表1、2) 。

  表1 部分植物抽提液对TMV( CMV) 的体外钝化作用

材料种类
枯斑数

处理 对照

抑制

率∥%

褆蓄( TMV)   30 .2   18 .6   - 62 .4

核桃叶( TMV) 38 .2 27 .0 - 41 .5

猪毛菜( TMV) 19 .0 45 .3 58 .1

複草( TMV) 20 .4 58 .6 65 .2

萝摩( TMV) 0 .5 36 .8 98 .6

萝摩( CMV) 3 .6 39 .0 90 .8

灰绿藜( TMV) 29 .0 16 .2 79 .0

臭椿( TMV) 0 .1 28 .9 99 .7

臭椿( CMV) 3 .6 47 .0 92 .3

玉簪( TMV) 0 .5 29 .0 98 .3

藜科植物S.L( TMV) 1 .8 39 .3 96 .0

藜科植物S.L( CMV) 5 .0 42 .5 88 .2

 注 :表中枯斑数是30 片叶的平均值。

  以上几种植物抽提液除褆蓄、核桃叶之外, 对 TMV 或

CMV 都有不同程度的体外钝化作用。其中萝摩、臭椿、藜科

植物S.L 钝化TMV 和CMV 的效率都达到了90 %左右。而褆

蓄、核桃叶抽提液对TMV 的侵染有促进作用。

2 .2  部分抽提物对病毒系统侵染的抑制作用 由表1、2 可

知, 苦木科的臭椿和旋花科的萝摩抽提液都表现出比藜科植

物S .L 抽提液高的钝化病毒活性, 而它们却没有或只有较弱

的病毒病治疗作用。相反,藜科植物S.L 抽提液同时表现了

较好的病毒钝化和病毒病治疗效果。

  表2 8 种植物材料抽提液对烟草体内TMV 浓度的影响( 酶联法)

植物材料
吸光值∥OD450

1 2 3 4
平均值

藜科S.L 0 .245 0 .373 0 .476 0.302   0 .349 *

灰绿藜 0 .532 0 .458 0 .361 0.540 0 .472

萝摩 0 .338 0 .424 0 .590 0.528 0 .470

臭椿 0 .502 0 .407 0 .418 0.330 0 .414

複草 0 .572 0 .433 0 .401 0.302 0 .427

褆蓄 0 .510 0 .587 0 .500 0.491 0 .522

猪毛菜 0 .461 0 .531 0 .513 0.487 0 .498

玉簪 0 .320 0 .408 0 .413 0.398 0 .385

对照 0 .551 0 .509 0 .517 0.498 0 .519

 注 :以上数值为四次重复的平均值 ; * :α在0 .05 水平上差异显著。

2 .3 大型真菌对病毒的抑制作用  由表3 可见, 在所有供

试的十几种大型食用真菌和野生菌中, 几乎所有的大型真菌

( 除彩色豆马勃) 对TMV 都有抑制作用。大型真菌在新陈代

谢中合成核酸、蛋白、氨基酸、糖、生长调节物质等多种代谢

产物, 因此, 食用菌的浸提液中含有种类丰富的生物活性物

质, 这些活性物质可能在抑制植物病毒侵染的过程中都有一

定的作用。由于菌类物质可以通过发酵的方式大量生产, 因

此, 从产业化的角度看, 大型真菌抗病毒活性物质更有开发

利用的潜能。

  表3 菇类抽提液对TMV 的体外钝化作用

菇类
枯斑数

处理 对照

抑制

率∥%
香菇 2 .2 38 .6 94 .3
平菇 5 .3 41 .4 87 .2
草菇 4 .4 32 .6 86 .5
双孢蘑菇 2 .8 30 .4 90 .8
灵芝 1 .8 38 .3 95 .3
灰树花 4 .3 37 .7 88 .6
竹荪 5 .3 37 .1 85 .7
毛木耳 15 .8 45 .8 65 .5
黑木耳 12 .1 40 .6 70 .2
银耳 8 .9 27 .7 67 .9
虎奶菇 3 .2 33 .0 90 .3
杏鲍菇 3 .4 45 .9 92 .6
鬼伞 8 .3 55 .7 85 .1
鸡从菌 4 .6 40 .0 88 .5
彩色豆马勃 33 .6 34 .1 ±
细裂硬皮马勃 28 .2 42 .0 32 .9

 注 :表中枯斑数是30 片叶的平均值。±为对病毒侵染没有影响。

3  结论与讨论

该试验通过对100 多种植物、菇类及中草药的筛选 , 发

现有不少植物抽提液对烟草花叶病毒有不同程度的钝化作

用,部分植物抽提液对干状( TMV) 和球形病毒( CMV) 都有很

好的钝化效果。同时还发现个别种类植物的抽提液有增强

病毒侵染的作用。说明自然界中生物界的生存链是一物降

一物的 ,一定存在能更好抑制病毒侵染的微生物源或植物源

活性物质有待去探索发现。同时, 研究病毒侵染促进物质对

了解病毒的侵染特性及更好地利用抗病毒物质具有积极

意义。

通过对效果较好的几种植物抽提液对病毒病钝化和治

疗作用的研究,发现有不少植物抽提液对病毒病有很强的体

外钝化作用,其中部分抽提液有一定的病毒病治疗作用。但

这两种作用之间似乎不一定有相关性, 如苦木科的臭椿和旋

花科的萝摩抽提液都表现出比S.L 抽提液更高的病毒钝化

效果, 但它们却没有或只有较弱的病毒病治疗作用。

通过多次系统侵染试验 ,肯定了藜科杂草S.L 抽提液对

病毒病的治疗效果。通过CMV 在苋色藜寄主上的侵染试验

表明,S .L 同时对干状病毒 TMV 和球形病毒 CMV 均有显著

的钝化作用 , 同时对这两种病毒病也表现了一定的治疗效

果。S.L 是一种田间杂草, 取材方便, 因此 ,有必要在其活性

成分及其作用机理方面做进一步的研究。

前人的研究结果表明 ,大多数大型真菌浸提液对治疗病

毒病有较好的效果, 其作用有钝化病毒和诱导抗性两个方

面[ 9] 。所以, 对大型真菌浸提液中的抗病毒活性物质进行提

纯并详细分析它们的抗病毒机理 ,对抗病毒活性物质的理论

研究和实际应用都有重要指导意义。
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验地灌水 ;9 月20 日用敌百虫制成800 倍毒土于玉米喇叭口

防治玉米螟 ;10 月18 和28 日,2 次喷施辟蚜灵防治玉米蚜

虫;12 月10 日成熟收获。其他按常规管理。

1 .5 统计分析及参数计算  玉米成熟后, 按小区收获、晒

干、测产。所得数据按国家农业部肥料效应田间试验技术规

程( NY/ T497-2002) [ 3] ,采用SAS 软件进行统计分析。配方施

肥技术参数按农业部推荐的方法[ 2] 进行计算。

2  结果与分析

2 .1 秋玉米氮磷钾肥效试验产量分析 南方秋玉米氮磷钾

肥效试验产量情况如表1。5 个处理中, 全肥区的产量最高 ,

达6 653 .10 kg/ hm2 ; 其次为无磷区, 再次为无钾区, 无氮区的

产量最低。方差分析结果表明, 全肥区与无磷区的产量未达

显著性差异 ,两者与无钾区产量达到显著性差异水平, 但未

达极显著; 无肥区和无氮区与上述三者之间产量差异极显

著; 而无肥区与无氮区之间产量差异不显著。

  表1 南方秋玉米氮磷钾肥效试验产量情况统计 kg/ hm2

处理 Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均

无肥区 1 979 .25 2 166 .75 1 958.40 2 034 .75 cB

无氮区 1 562 .55 1 666 .80 1 145.85 1 458 .45 cB

无磷区 6 187 .80 6 479 .55 5 458.65 6 042 .00 aA

无钾区 6 250 .35 5 500 .35 4 666.95 5 472 .60 bA

全肥区 6 083 .70 6 979 .50 6 896.25 6 653 .10 aA

2 .2 秋玉米配方施肥技术参数计算

2 .2 .1 土壤养分丰缺指标。土壤养分丰缺情况用缺素区产

量占全肥区产量百分数即相对产量的高低来表示。经计算 ,

氮、磷、钾的相对产量分别为21 .92 %、90 .81 %和82 .28 %。对

照农业部[ 2] 的指标判断 ,试验区土壤的氮素含量为极低 ,磷、

钾含量为中等, 这与试验前土壤养分测试值趋势基本一致。

2 .2 .2 土壤供肥量。土壤供肥量用缺素区玉米所吸收的养

分量表示。经计算, 试验土壤的氮素供应量为37 .50 kg/ hm2 ,

磷素供应量为51 .90 kg/ hm2 ,钾素供应量为117 .15 kg/ hm2。

2 .2 .3 土壤有效养分校正系数。土壤有效养分校正系数是

考虑试验前土壤养分测定值后的土壤养分供应量,是对土壤

供肥量的校正,以使土壤供肥量更真实、合理。经计算, 试验

土壤的有效养分校正系数分别为: 氮0 .299 1 , 磷0 .759 7 , 钾

0 .314 1。

2 .2 .4 肥料利用率。肥料利用率是表示作物对肥料中养分

吸收利用高低状况的指标。全肥区与缺素区吸收养分量的差

值除以肥料养分量就是肥料利用率。经计算, 秋玉米对尿素、

钙镁磷肥、氯化钾的利用率分别为:38 .70 %、4 .87 %和9 .36 %。

2 .2 .5 建议施肥量。根据上述试验结果及施肥技术参数 ,

计算通过施肥补足土壤供应不足的那部分养分, 即施肥量 ,

其大小依据目标产量不同而不同。该试验的建议施肥量见

表2。

  表2 南方秋玉米测土配方施肥建议施肥量 kg/ hm2

目标

产量

目标产量需肥量

氮( N) 磷( P2O5) 钾( K2O)
目标产量施肥量

尿素 钙镁磷肥 氯化钾

5 250 135 .00 45 .15 112 .35 547 .80 - -

6 000 154 .20 51 .60 128 .40 614 .55 - 201.00

6 750 173 .55 58 .05 144 .45 763 .95 694 .50 486.75

7 500 192 .75 64 .50 160 .50 872 .25 1 430 .40 772.50

8 250 212 .10 70 .95 176 .55 980 .85 2 166 .15 1 058.40

 注 :每形成100 kg 经济产量所吸收的养分量为氮( N 2 .57 kg、磷( P2O5)

0 .86 kg、钾( K2O) 2 .14 kg[1]。

3  小结与讨论

该试验在南方耕型赤红壤上进行 ,根据试验前土壤基础

养分分析数据可知, 该土壤有机质和碱解氮含量较低, 速效

磷和速效钾含量较高 ,这与试验后所计算的土壤养分丰缺状

况基本相符。在这种土壤条件下进行秋玉米的氮磷钾肥效

试验, 结果为无氮区产量最低( 1 458 .45 kg/ hm2) , 其产量比无

肥区( 2 034 .75 kg/ hm2) 还低28 .32 %。这是因为在原本低氮

的土壤上增施磷、钾肥, 加剧了土壤养分之间的不平衡,使氮

成为玉米生长发育的限制因子, 进而影响了玉米的产量。由

于试验土壤中磷、钾的基础肥力较高, 土壤对磷、钾的供肥能

力较 强, 故无磷 区( 6 042 .00 kg/ hm2) 与 全肥区( 6 653 .10

kg/ hm2) 的 产量 差 异 较小, 未 达 显著 性 水平 ; 而无 钾 区

( 5 472 .60 kg/ hm2) 与无磷区和全肥区的产量也仅达差异显著

性。在这种土壤上对秋玉米施尿素750 kg/ hm2、钙镁磷肥600

kg/ hm2、氯化钾450 kg/ hm2 ,其利用率分别为:38 .70 %、4 .87 %

和9 .36 %。说明氮肥的利用率相对较高, 而磷、钾肥的利用

率相对偏低,这与土壤的基础养分含量趋势和土壤养分的丰

缺状况也是相吻合的。

试验表明 ,施肥应以土壤肥力状况为基础 ,以作物生长

发育规律和需肥特性为中心, 通过土壤测试、配方设计和肥

料合理施用,达到均衡营养、平衡养分、减少浪费、降低成本、

提高肥效、增加效益的目的。
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