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牛耳枫果实中抑菌活性成分的初步分离
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摘!要!为探索牛耳枫B(+')2+'DEE.6F(EDF2).6在农业病害防治方面的应用前景&采用柱层析和重

结晶等分离技术&从牛耳枫果实甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物中分离得到 #$ 个已知化合物&并以

水稻纹枯病菌 N'2R5FH5)2( C5E()2'番茄白绢病菌 KFE,;5H2.6 ;5E9C22和香蕉枯萎病菌 A.C(;2.6

5IDC+5;.6F*E-*F.O,)C,& 种植物病原菌为指示菌种&对化合物的抑菌活性成分进行了测定( 经核

磁共振氢谱和碳谱解析&#$ 个化合物分别鉴定为#对甲氧基苯甲酸$!%'对羟基苯甲醛$%%'*&(!二

羟基色原酮$$%'对羟基苯甲酸$)%'反式对羟基肉桂酸$"%'*&(&-Y!三羟基!&Y!甲基黄酮$'%'山奈

酚$5%'

#

!胡萝卜苷$4%'木犀草素$(%和 &&-!二羟基苯甲酸$!&%( 菌丝生长速率法测定结果表明#

在 #$$ 0I5:下&化合物 $'''5 和 !& 对水稻纹枯病菌的抑制率分别为 *,*#<'(-*&<',**$<和

(%+*<)化合物 ' 和 5 对番茄白绢病菌的抑制率分别为 ''*"<和 ("**<)化合物 ' 对香蕉枯萎病

菌的抑制率为 *-**<( 化合物 ! 35 和 ( 3!& 为首次从该植物的果实中分离得到(

关键词!牛耳枫)活性成分)抑菌活性)分离
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2@>AB'JA%1" )76&7+) &$-C)7&+,&(--C8/(+8)" -7)E-&/+E)FB(+')2+'DEE.6F(EDF2).68" /)"+7)CC8"I

(I78/%C+%7(C68E&(E&(+&" /)0-)%"6E.&7&8E)C(+&6 F7)0(/&+8/&+,&7!E)C%'C&F7(/+8)" )FBVF(EDF2).6'#

/)C%0" /,7)0(+)I7(-,# ("6 7&/7#E+(CC8@(+8)"(("6 +,7&&-C("+-(+,)I&"E!N'2R5FH5)2( C5E()2(KFE,;5H2.6

;5E9C22(A.C(;2.65IDC+5;.6F*E-*F.O,)C," .&7&%E&6 +) E/7&&" ("+8F%"I(C(/+8J8+# )F+,&/)0-)%"6E*
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!%"(*((!68,#67)$#/,7)0)"&!$"(+!,#67)$#'&"@)8/(/86 !)"(H;()C!+!,#67)$#C/8""(08/(/86 !""(*(

((-Y!+78,#67)$#!&Y!0&+,)$#FC(J)"&!'"(T(&0-F&7)C!5"(

#

!6(%/)E+&7)C!4"(C%+&)C8" !(" ("6 &(-!

68,#67)$#'&"@)8/(/86 !!&" '# 3DH*P,&("+8F%"I(C(/+8J8+8&E)F"8"&/)0-)%"6E(I(8"E++,&+,7&&
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("+8F%"I(C(/+8J8+# (I(8"E+NVC5E()2(.8+, 8",8'8+)7# 7(+&E)F*,*#<((-*&<(,*+$< ("6 (%**<(

7&E-&/+8J&C#&/)0-)%"6 ' ("6 5 E,).&6 -)+&"+8(C("+8F%"I(C(/+8J8+# (I(8"E+KV;5E9C22(.8+, 8",8'8+)7#

7(+&E)F''*"< ("6 ("**<( 7&E-&/+8J&C#& /)0-)%"6 ' ,(6 .&(T ("+8F%"I(C(/+8J8+# (I(8"E+AV

5IDC+5;.6(.8+, 8",8'8+)7# 7(+&)F*-**<*4)0-)%"6 ! 65(( 6!& .&7&)'+(8"&6 F7)0+,&F7%8+)FBV

F(EDF2).6F)7+,&F87E++80&*

O=CN9BD>%B(+')2+'DEE.6F(EDF2).6&'8)(/+8J&/)"E+8+%&"+E&("+8F%"I(C(/+8J8+#&8E)C(+8)"

!!牛耳枫 B(+')2+'DEE.6F(EDF2).6B&"+, 为虎皮

楠科!N(-,"8-,#CC(/&(&"虎皮楠属的一种常绿灌木(

我国有 #$ 个种(广泛分布于广西$广东$福建$江西

等长江以南的省区+#,

' 牛耳枫是我国传统的民间

药材(主要用于治疗风湿骨痛$急性胃肠炎及感冒发

烧等病症+"

"

&,

' 目前对其农药活性的研究鲜有报

道(国 内 仅 见 牛 耳 枫 甲 醇 粗 提 物 对 褐 飞 虱

$2E(+(;M(H( E.*,)C和白背飞虱 K5*(H,EE( 9.;F29,;( 具

有杀虫活性+-,

$以及其生物碱成分对甜菜夜蛾

K+5S5H,;( ,I2*.(酚氧化酶具有抑制活性的报道+*,

(

尚未见有关其抑菌活性的报道' 为了综合开发该植

物资源(寻找新的植物源杀菌剂(笔者研究了牛耳枫

果实甲醇粗提物及其萃取物对 & 种植物病原菌的抑

菌活性(对牛耳枫果实中的抑菌活性成分进行了系

统的分离和结构鉴定(共分离得到 #$ 个已知化合

物(并初步测定了其中 % 个化合物的抑菌活性'

!#材料和方法

!:!#供试材料

#*#*#!植物!牛耳枫果实于 "$$( 年 , 月采自广西

十万大山地区(由广西林业勘探设计院钟业聪高级

工程师鉴定'

#*#*"!植物病原菌!水稻纹枯病菌 N'2R5FH5)2(

C5E()2U%,"$番茄白绢病菌 KFE,;5H2.6;5E9C222(//和

香蕉枯萎病菌 A.C(;2.6 5IDC+5;.6 F*E-*F.O,)C,

2"#6&7("6 K("E&"(均由华南农业大学资源环境学

院病理系提供'

#*#*&!主要仪器和药剂!G[G:9!# 型旋转蒸发仪

!日本P)T#) H8T(T8T(8公司"&"$::(')7(+&-$$# 旋

转蒸发仪!德国K&86)C-, 公司"&#$#9!#G型电热恒

温鼓风干燥箱!上海实验仪器有限公司"&:HK!&$$!

M

"

光照培养箱!广东省医疗器械厂"&2L!4;!#M

超净工作台!浙江苏州净化设备有限公司"&V=( 三

用紫外分析仪!巩义市予华仪器有限责任公司"&

H[!:M熔点仪!天津市新天光仪器公司"&B7%T&7

9X!'$$ 核磁共振仪!瑞士B7%T&7公司"'

柱层析硅胶和 M=

"*-

硅胶板 !青岛海洋化工

厂"&2&-,(6&$ :K!"$ 葡聚糖凝胶!2.&6&" 公司"&

大孔吸附树脂K?!"$!日本三菱化工公司"' 试剂均

为分析纯 !广州化学试剂厂"' 对照药剂多菌灵

!/(7'&"6(@80"原药!含量 0%*<(由农业部农药检

定所提供"'

!:%#实验方法

#*"*#!化合物的提取与分离!将牛耳枫果实!#$ TI"

于通风处阴干(粉碎过筛!孔径 #*$ 00"(于恒温鼓

风干燥箱中 '$ \干燥 - ,' 将干燥后的植物粉末放

入容器中(用是其体积 * 倍量的甲醇在室温下浸提(

(" ,后过滤(收集滤液&共提取 & 次(合并滤液(用旋

转蒸发仪减压浓缩(得到甲醇粗提物' 将其用去离

子水饱和悬浮(依次用石油醚$乙酸乙酯萃取$浓缩(

分别得到各溶剂萃取物和水层浸膏(分别进行生物

活性测定'

选取生物活性最好的乙酸乙酯萃取物进行柱层析

分离' 先用适量甲醇溶解乙酸乙酯萃取物!"*$ I"(

加 *$$ I硅胶!#$$ 1#'$目"拌样(待溶剂挥发后将其

研磨成粉状加样于柱顶(依次用 Q!氯仿"4Q!甲醇"

3#4$!"** :"$%,4"!-*$ :"$ %*4*!-*$ :"$%$4#$

!-+$ :"$,$4"$!&*$ :"$'$4-$!&*$ :"和 $4#!-*$ :"

进行梯度洗脱(收集馏分(通过薄层层析!P:4"检

测(合并H

9

值相近的馏分(分别得到 9!#'** I"$B

!",*' I"$4!"**, I"$N!&(*, I"$G!',*' I"$=

!-'** I"共 ' 个馏分段' 分别进行抑菌活性测定'

采用硅胶柱层析$大孔吸附树脂柱层析$葡聚糖

凝胶柱层析和溶剂重结晶等方法(分别对 91=馏

分段进一步分离(共得到 #$ 个化合物(分别为化合物

!!"'** 0I"$%!"$*" 0I"$$!"&** 0I"$)!&**' 0I"$

"!""** 0I"$'!'$** 0I"$5!-'** 0I"$4!#*" I"$

(!&"** 0I"和 !&!#'** 0I"'

#*"*"!化合物结构鉴定!通过核磁共振氢谱

!

#

K3DH('$$ DK@"$碳谱!

#&

43DH(#*$ DK@"

等图谱数据分析(并与相关文献报道的数据进行比

较(确定化合物的化学结构'

#*"*&!抑菌活性测定方法!采用菌丝生长速率

法+'

"

(,测定' 将供试样品用丙酮溶解(用无菌水稀

"'"
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释并配制成所需浓度(与?N9培养基混合制成含药

平板' 以丙酮为溶剂对照(每处理重复 & 次' 打取

直径 * 00的供试菌饼(菌丝面向下接种于含药平

板上(于 "* 1"( \培养箱中恒温培养' 采用十字交

叉法(分别于处理后 "- ,测定水稻纹枯病菌和番茄

白绢病菌的菌落生长直径((" , 测定香蕉枯萎病菌

的菌落生长直径(根据公式!#"$!""计算菌丝生长

抑制率'

菌落生长直径 "<< #

菌落直径平均值 $*%$!菌饼直径" !#"

抑菌率 "& #

对照组菌落直径 $处理组菌落直径

对照组菌落直径
'#$$ !""

!!对抑制率较高的化合物进行精密毒力测定' 化

合物 ' 按质量浓度分别为 #*$$(*$&(**$#,*(*$

%+&(* 0I5:配制药液&化合物 5 对水稻纹枯病菌按

#*$$(*$&(**$#,*(*$%*&(* 0I5:$对番茄白绢病菌

按 "$$$#$$$*$$"*$#"** 0I5:配制药液' 对照药

剂多菌灵对水稻纹枯病菌按 *$"**$#*"*$$*'"*$

$+&#" * 0I5:$对番茄白绢病菌按 #*$(**$&*(*$

#+,(*$$*%&( * 0I5:配制药液' 用上述方法测定

各化合物的抑菌活性' 将质量浓度转化为常用对

数(抑菌率转化为几率值(建立毒力回归方程!@3

( .OI"(分别求出化合物对 " 种植物病原菌的毒力

!G4

*$

及 %*<置信限"'

%#结果与分析

%:!#甲醇粗提物及萃取物的抑菌活性

测定结果!表 #"表明%牛耳枫果实甲醇提取物

的乙酸乙酯萃取物具有较好的抑菌活性(在

" 0I50:下(其对水稻纹枯病菌$番茄白绢病菌和

香蕉枯萎病菌的抑制率分别为 #$$*$<$''*-<和

,-**<&而在相同浓度下(其甲醇粗提物$石油醚萃

取物和水层浸膏对 & 种病原菌的抑制率仅在 ,< 1

-*<之间(说明牛耳枫果实的活性成分主要集中在

其甲醇提取物的乙酸乙酯萃取层' 对乙酸乙酯萃取

物进一步分离得到的 ' 个馏分段也均表现出一定的

抑菌活性!抑菌率在 "$< 1,$<之间"'

表 !#牛耳枫果实甲醇粗提物及萃取物对 $ 种植物病原菌的抑菌活性

P('C&#!9"+8F%"I(C(/+8J8+8&E)F+,&0&+,(")C&$+7(/+("6 8+EE)CJ&"+&$+7(/+EF7)0+,&F7%8+

)FBVF(EDF2).6(I(8"E++,7&&-C("+-(+,)I&"E

样品#"

2(0-C&E

抑制率""

1",8'8+)7# 7(+&E6K:5<

水稻纹枯病菌!"- ,"

NVC5E()2

番茄白绢病!"- ,"

KV;5E9C22

香蕉枯萎病菌!(" ,"

AV5IDC+5;.6

甲醇粗提物 D&+,(")C&$+7(/+ "&*( 6#*"& ' "**% 6#*&" / ,** 6$*'$ /

石油醚萃取物 ?&+7)C&%0&+,&7!E)C%'C&F7(/+8)" "$*" 6$*,& / ",** 6$*"# ' ""*# 6#*$, '

乙酸乙酯萃取物 G+R9/!E)C%'C&F7(/+8)" #$$ 6$*$$ ( ''*- 6$*(% ( ,-** 6$*%$ (

水层浸膏 K

"

R!E)C%'C&F7(/+8)"

#&*% 6#*$* 6 #,*% 6#**" 6 **& 6"*', 6

!!

#"质量浓度为 " 0I50:&

""表中数据为 & 次重复的平均值6标准误(同列数据后字母相同者表示在 *<水平上差异不显著!NDHP"'

#"

P,&/)"/&"+7(+8)" )F&(/, E(0-C&8E" 0I50:&

""

P,&6(+(!0&(" 6K:" 8" +,&E(0&/)C%0" F)CC).&6 '# E(0&C&++&7E(7&")+E8I"8F8/("+C#

68FF&7&"+(+*< C&J&C(//)768"I +) N%"/("ZE+&E+*

%:%#化合物的结构鉴定

化合物 !%无色针状晶体!石油醚5丙酮"(分子

式为4

,

K

,

R

&

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献

+,,中数据基本一致(确定其为对甲氧基苯甲酸'

化合物 %%无色针状晶体 !丙酮"( 分子式为

4

(

K

'

R

"

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献+%,一

致(确定其为对羟基苯甲醛'

化合物 $%黄色针状晶体 !丙酮"(分子式为

4

%

K

'

R

-

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献+#$,

中数据一致(确定其为 *((!二羟基色原酮'

化合物 )%无色针状晶体 !丙酮"(分子式为

4

(

K

'

R

&

(其 #

K3DH数据与文献+##,中数据比较(

并通过P:4与对羟基苯甲酸标准品进行比较(其N

F

值一致(通过与标准品混合后测定其熔点(发现熔点

无下降(故确定其为对羟基苯甲酸'

化合物 "%无色羽毛状晶体!丙酮"(分子式为

4

%

K

,

R

"

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献+#",

一致(确定其为反式对羟基肉桂酸'

化合物 '%黄色无定形粉末!丙酮"(分子式为

4

#'

K

#"

R

'

(其 #

K 3DH和 #&

43DH数据与文献

+#&,基本一致(鉴定其为 *(((-Y!三羟基!&Y!甲氧基

黄酮'

化合物 5%黄色无定形粉末!丙酮"(分子式为

4

#*

K

#$

R

'

(其 #

K 3DH和 #&

43DH数据与文献

+#-,相符(故确定其为山柰酚'

化合物 4%白色粉末 !氯仿5甲醇"(分子式为

&'"
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4

&*

K

'$

R

'

(将该化合物与
#

!胡萝卜苷标准品进行

P:4测定(其 H

9

值一致(且混合物熔点不下降(故

鉴定为
#

!胡萝卜苷'

化合物 (%黄色无定形粉末 !丙酮"(分子式

4

#*

K

#$

R

'

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献+#*,

相符(确定其为木犀草素'

化合物 !&% 无色针晶 !丙酮 "( 分子式为

4

(

K

'

R

-

(其 #

K3DH和 #&

43DH数据与文献+#',

一致(确定其为 &(-!二羟基苯甲酸'

化合物 ! 3!& 的化学结构见#JE=&=!'

#JE=&=!

%:$#化合物的抑菌活性

除化合物 4!

#

!胡萝卜苷"因在丙酮$甲醇等溶

剂中的溶解性差而未能进行生物活性测定外(对其

余 % 个化合物进行了初步的抑菌活性测定' 结果

!表 ""表明%在 #$$ 0I5:下(化合物 $$'$5 和 !& 对

水稻纹枯病菌的抑制率分别为 *,*#<$(-*&<$

,*+$<和 (%**<&化合物 ' 和 5 对番茄白绢病菌的

抑制率分别为 ''*"<和 ("**<&对香蕉枯萎病菌只

有化合物 ' 的抑制率达 *-**<(其余化合物的抑制

作用均较弱'

表 %#供试化合物对 $ 种植物病原菌的抑菌活性

P('C&"!9"+8F%"I(C(/+8J8+8&E)F+&E+&6 /)0-)%"6E(I(8"E++,7&&-C("+-(+,)I&"E

化合物编号#"

4)0-)%"6E3)*

抑制率""

1",8'8+)7# 7(+&E6K:5<

水稻纹枯病菌!"- ,"

NVC5E()2

番茄白绢病菌!"- ,"

KV;5E9C22

香蕉枯萎病菌!(" ,"

AV5IDC+5;.6

! #(*$ 6#*(& I -(*, 6&*&# / &&*" 6#*"- '

% /#"*- 6#*,$ 8 &"** 6"*,$ 6 "**$ 6$*,- /

$ "4*! 7!*)5 6 ""** 6"*-# & "#*$ 6#*(* 6

) &$*- 6#**$ F "&*, 6#*"% & #**# 6#*"% &

" -(*" 6#**" & #&*( 6#*&( F ##*" 6$**% F

' 5)*$ 7!*)' / ''*% 7!*!( ' ")*" 7!*!) (

5 4"*& 7!*)& ( 5%*" 7!*5( ( "**% 6"*-# /

( "** 6$*#' , &$*% 6#*-" 6 "$** 6"*'& 6

!& 5(*" 7!*!& ' #$*" 6$*-$ I **' 6#*$' I

!!

#"质量浓度为 #$$ 0I5:&

""表中数据为 & 次重复的平均值6标准误(同列数据后字母相同者表示在 *<水平上差异不显著!NDHP"'

#"

P,&/)"/&"+7(+8)" )F&(/, /)0-)%"6 .(E#$$ 0I5:&

""

P,&6(+(!0&(" 6K:" 8" +,&E(0&/)C%0" F)CC).&6 '# E(0&C&++&7E(7&")+E8I"8F8/("+

68FF&7&"+(+*< C&J&C*

-'"



!3)*& 李晶晶等%牛耳枫果实中抑菌活性成分的初步分离

!!鉴于化合物 '!*(((-Y!三羟基!&Y!甲氧基黄酮"

和 5!山奈酚"表现出了较宽的抑菌谱和较好的抑菌

活性(对这 " 个化合物又进行了精密毒力测定!表

&"' 结果表明(其抑菌活性均低于对照药剂多菌灵'

表 $#化合物 ' 和 5 对水稻纹枯病菌和番茄白绢病菌 %) E的抑菌毒力

P('C&&!P)$8/8+8&E)F/)0-)%"6 ' ("6 5 (I(8"E+NVC5E()2("6 KV;5E9C22(F+&7+7&(+0&"+8" "- ,

化合物编号

4)0-)%"6E

3)*

病原菌

=%"I

毒力回归方程

H&I7&EE8)" &O%(+8)"

G4

*$

!%*< 4:"5

!0I5:"

相关系数

4)77&C(+8)"

/)&FF8/8&"+

卡方值

4

" 值

相对毒力指数

1"6&$ )F7&C(+8J&

+)$8/8+#

' 水稻纹枯病菌 NVC5E()2 D3/'*-(, " .**%$, ( I ,(*'#!'%*&% /##$*'&" $*%(, %

'*&$

"

"**'"

番茄白绢病菌 KV;5E9C22 D3/&*-,$ , .-*$,$ # I ##%*,-!((*#% /#,'*$(" $*%,( $

'*-*

"

#"*&-

5 水稻纹枯病菌 NVC5E()2 D3/'*%,( - .'*#$$ & I %"*"(!(-*%$ /##&*''" $*%,( $

**&$

"

"'*%,

番茄白绢病菌 KV;5E9C22 D3/-*$&% , .-*#*' " I #-%*'&!%&*"' /"-$*$'" $*%,( $

**-$

"

#**-#

多菌灵 水稻纹枯病菌 NVC5E()2 D3#*#,( & .(*#-$ ' I &*-"!"*'( /-*&&" $*%%& #

(*"$

"

#

/(7'&"6(@80 番茄白绢病菌 KV;5E9C22 D3/-*$&% , .-*#*' " I %*(#!'*-' /#-*'$" $*%,% $

'*#'

"

#

!!注%化合物 ' 为 *(((-Y!三羟基!&Y!甲氧基黄酮(化合物 5 为山柰酚'

"

70$*$*'

3)+&%4)0-)%"6 ' 8E*(((-Y!+78,#67)$#!&Y!0&+,)$#FC(J)"&(/)0-)%"6 5 8ET(&0-F&7)C*

"

70$*$**

$#结论与讨论

目前(有关牛耳枫生物活性的研究主要集中在

其抗肿瘤细胞活性方面+#(

"

"$,

' 本研究首次以水稻

纹枯病菌$番茄白绢病菌和香蕉枯萎病菌 & 种植物

病原菌为指示菌种(对牛耳枫中的抑菌活性成分进

行了初步分离' 从牛耳枫果实的乙酸乙酯萃取物中

分离得到 #$ 个已知化合物(除
#

!胡萝卜苷外(其余

% 个化合物均为首次从该植物的果实中分离得到'

其中(*(((-Y!三羟基!&Y!甲氧基黄酮!'"对 & 种供试

病原菌均具有较好的抑菌活性(山奈酚!5"对水稻

纹枯病菌和番茄白绢病菌表现出了较好的抑菌活

性(而 *((!二羟基色原酮!$"和 &(-!二羟基苯甲酸

!!&"对水稻纹枯病菌具有较好的抑菌活性' 初步

研究结果表明(这 - 个化合物可能是牛耳枫果实中

主要的抑菌活性成分'

山奈酚是植物中较常见的一种黄酮类化合物'

已有研究表明(其对金黄色葡萄球菌$枯草芽孢杆

菌$大肠埃希氏菌和铜绿假单胞菌等病原菌具有显

著的抑菌活性+"#

"

"",

(但目前尚未见有关 *(((-Y!三

羟基!&Y!甲氧基黄酮的生物活性$以及 *((!二羟基

色原酮和 &(-!二羟基苯甲酸对植物病原菌抑菌活

性的报道'

本研究仅对牛耳枫果实石油醚提取物的乙酸乙

酯萃取物进行了初步分离(且仅选取 & 种植物病原

菌进行了初步的抑菌活性测定' 牛耳枫中是否还存

在其他活性成分$以及其是否还具有其他抑菌活性

等(还有待进一步研究'
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