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　　摘要：将出芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）ＰＡ－２进行液体发酵，发酵液用等体积正丁醇萃取３次，正丁醇萃取
液旋转蒸发去溶剂后进行硅胶柱层析，以二氯甲烷和甲醇的混合液进行梯度洗脱，每５０ｍＬ收集为１个馏分，共收集
到５０个馏分。生物测定结果表明，以二氯甲烷和甲醇（体积比２０∶１）洗脱得到的馏分１５～２３对供试杂草野燕麦表现出
了较强的活性，对野燕麦的除草抑制作用均为４级。合并馏分１５～２３，以二氯甲烷和甲醇（体积比１５∶１）的混合液为展
开剂进行薄层层析，生物测定结果表明，Ｒｆ值范围在０．１９～０．８３的活性条带对野燕麦有不同程度的抑制活性。ＨＰＬＣ分

析ＰＡ１条带发现，该活性条带主要含有２个组分，最大吸收峰在２２０ｎｍ，其保留时间分别为５９．０１５、６５．９４８ｍｉｎ。
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　　化学除草剂从应用至今已有７０多年的历史，在提高农作
物产量方面起到不可低估的作用。但从２０世纪７０年代中期
以来，抗药性杂草种类一直呈上升趋势［１－２］。同时，随着环境

保护呼声的日益提高，高毒性农药的大量使用对农业生产及

生态环境造成的负面影响已引起世界范围的广泛关注。为了

保护人类生存的环境和农业的可持续发展，除草剂的研制与

使用将严格受到环境和生态的制约［３］。微生物除草剂因其

对目标杂草选择性强、环境负荷小和安全性高等优势而成为

近年来杂草生物防治研究中一个较活跃的领域。

近年来，以微生物天然产物开发生物源除草剂或新颖除

草剂的先导化合物引起了杂草科学家和农药化家学的极大兴

趣。利用微生物天然产物开发除草剂，即将细菌、真菌和放线

菌等微生物在发酵过程中所产生的、具有抑制某些杂草生物

活性的次级代谢产物，加工成可以直接使用的形态。

农药工业发掘具有除草活性微生物产生的毒素的努力主

要集中在非病原土壤微生物和腐生微生物上，而不是植物病

原菌。从微生物天然产物分离得到的植物毒素在贮藏、应用、

制剂的相容性和半衰期方面都比活体微生物具有优越性，施

用分离出来的毒素不会使非靶标植物染病，其药效通常不依

赖环境因素，便于预测。毒素在分子大小、化学种类（肽类、

萜类、二酮吡嗪、大环内酯、酚类）和寄主专一性（病原菌从完

全专一寄生到非专一寄生）上差别很大［４］。

出芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｃｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）别称出芽茁酶、芽
生侧茁酶、黑酵母及短梗霉等，是一类类酵母真菌，具有酵母

样和真菌菌丝体２种形态，据其生理特征和孢子产生的特征
等将之归属于半知菌门（Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｐｈｙｔａ）丛梗孢目（Ｍｏｎｉｌ
ｉａｔｅｓ）短梗霉菌属（Ａｕｒｅｏｄａｃｉｄｉｕｍ）。出芽短梗霉可产生多种

代谢产物，如胞外多糖、酶、抗菌素、黑色素及单细胞蛋白等，

是一种很有开发价值和应用前景的多功能新型生物制

品［５－１３］。Ｐｒａｓｈａｎｔｈｉ等从香泽兰花序上分离到出芽短梗霉，
该菌株代谢产物能引起香泽兰花序乌霉症状、花蕾早凋谢和

抑制种子萌发［１４］。李永龙等从杨树叶片上分离纯化的出芽

短梗霉ＰＡ－２菌株代谢物对一些杂草具有除草活性［１５］。

本试验以ＰＡ－２菌株为研究对象，利用树脂柱层析、薄层层
析及液相色谱等方法对该菌株除草活性组分进行初步分离和纯

化，为深入研究除草活性物质的化学结构奠定一定的基础。

１　材料与方法

１．１　菌株
出芽短梗霉ＰＡ－２菌株。

１．２　杂草
野燕麦（ＡｖｅｎａｆａｔｕａＬ．）。

１．３　培养基
ＹＰＤ培养基（１０ｇ酵母提取物、２０ｇ蛋白胨、２０ｇ葡萄糖

和１０００ｍＬ水）用于ＰＡ－２菌株的液体发酵培养。
１．４　试剂

正丁醇（分析纯），天津市百世化工有限公司生产；甲醇

（分析纯），天津市北辰方正试剂厂生产；二氯甲烷（分析纯），

上海广诺化学科技有限公司生产；柱层析硅胶（３００～４００
目），山东烟台江友硅胶开发有限公司生产；硅胶制备板

（２０ｍｍ×２０ｍｍ），山东烟台江友硅胶开发有限公司生产；甲
醇（色谱纯），德国默克公司生产。

１．５　仪器设备
旋转蒸发仪Ｎ－１１００，埃朗科技国际贸易（上海）有限公

司生产；真空泵ＳＨＺ－ＤⅢ，郑州长城科工贸有限公司生产；
高效液相色谱仪，天津博纳艾杰尔科技有限公司生产。

１．６　除草活性物质的分离纯化
将培养好的斜面种子接种于已消毒的发酵培养基中，在

２８℃下振荡培养 １４４ｈ，得到发酵液 ３０Ｌ。将发酵液于
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将沉淀部分用１０Ｌ８０％丙酮浸泡过
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夜。冷冻离心去除沉淀，将上清液减压旋转浓缩去除丙酮，然

后与发酵液合并。用等体积正丁醇萃取３次，合并正丁醇相
浓缩至干，再用甲醇浸取２遍，过滤除去甲醇不溶物，真空浓
缩除去甲醇，获得粗品。

粗品经硅胶柱层析分离，以二氯甲烷／甲醇不同的比例作
洗脱液，分别为 ２５∶１（１５００ｍＬ）、１５∶１（８００ｍＬ）、３∶１
（５００ｍＬ）的流动相进行洗脱，分部收集，根据生物活性跟踪
结果，将活性部分浓缩，得到淡黄色固体。用少量甲醇溶解，

进行ＴＬＣ分离制备，展开液配比为二氯甲烷 ∶甲醇 ＝１５∶１，
记录除草活性物质条带Ｒｆ值，将具有除草活性最高的条带刮
下，用无水甲醇浸泡过夜，过滤，滤液减压浓缩至１０ｍＬ左右，
再用制备型ＨＰＬＣ进一步分离纯化（制备柱型号：ＣＯＳＭＯＳＩＬ
５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ，２０ｍｍＩ．Ｄ．×２５０ｍｍ，日本半井公司，流动相
为甲醇 ∶水＝５∶９５，流速１６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２２０ｎｍ）。整
个分离纯化过程以除草活性为生物活性跟踪。

１．７　生物活性测定
硅胶柱层析分离所得馏分生物活性测定采用种子萌发抑

制法：首先，１％次氯酸钠对野燕麦种子消毒３ｍｉｎ，然后用无
菌水冲洗３次，室内晾干备用。在直径６ｃｍ的培养皿中放入
同皿底大小的双层滤纸，灭菌后备用。在每皿中加入１ｍＬ毒
素稀释液（为减少溶剂对种子萌发的影响，取粗毒素处理液

０．５ｍＬ均匀滴加到滤纸上，待滤纸完全干后再均匀滴加
０．５ｍＬ灭菌水），在上述处理的培养皿中均匀摆放２０粒杂草
种子，置于１２ｈ光照／１２ｈ黑暗、２５℃条件下培养，并以灭菌
水作对照，每个处理重复４次，３ｄ后检测种子萌发情况。

种子萌发标准以种子发芽长度超过种子长度计，按下列

公式计算种子萌发抑制率。

种子萌发抑制率＝（对照组种子萌发率 －处理组种子萌
发率）／对照组种子萌发率×１００％。

除草抑制作用分级标准如表１所示。
表１　除草抑制作用分级标准

等级 种子萌发抑制率（％） 记号

０ 同对照 －
１ ＜２５ ＋
２ ２５～＜５０ ＋＋
３ ５０～＜７５ ＋＋＋
４ ７５～９５ ＋＋＋＋
５ ＞９５ ＋＋＋＋＋

２　结果与分析

２．１　粗毒素的柱层析和薄层层析
将除草活性物质粗提物进行硅胶柱层析，以二氯甲烷和

甲醇（体积比２５∶１、１５∶１、３∶１）的混合液对其进行梯度洗
脱，每５０ｍＬ收集为１个馏分，共收集到了１０４个馏分。将所
收集到的馏分分别用甲醇稀释，利用种子萌发抑制法对野燕

麦进行除草活性测定，结果表明柱层析后所得到的馏分都对

野燕麦表现出不同程度的活性，其中馏分１５～２３对野燕麦的
抑制作用达到了４级，其余馏分活性较弱，如馏分３１、馏分３２
对野燕麦的抑制作用为３级，馏分４、馏分５等对野燕麦的抑
制作用为２级，馏分１、馏分２等对野燕麦的抑制作用为１级。
１５～２３馏分合并浓缩，进行薄板层析（图１），在展开剂

二氯甲烷 ∶甲醇为２０∶１时，可以分离出大致５个条带，其Ｒｆ

分别为０．８３、０．５０、０．４０、０．２９、０．１９，依次标记为 ＰＡ１、ＰＡ２、
ＰＡ３、ＰＡ４、ＰＡ５，分别将其刮下回收，用甲醇溶解，除去硅胶
粉，旋转蒸发至干，甲醇定容后，分别取等量的各回收样品对

野燕麦进行生物活性测定。

　　生物测定结果表明，ＰＡ－２所分离出的５个条带对野燕
麦都具有不同程度的除草活性，ＰＡ１条带芽长抑制率为
８３７３％，根长抑制率为９３．３７％；ＰＡ２条带对野燕麦种子芽
长抑制率为５１．５３％，根长抑制率为 ７４．３５％；ＰＡ３条带对野
燕麦种子芽长抑制率为６３．７４％，根长抑制率为６３．６０％；ＰＡ４
条带对野燕麦种子芽长抑制率为 ７３．３９％，根长抑制率为
７４３４％；ＰＡ５条带对野燕麦种子的芽长抑制率为６４．１２％，
根长抑制率为７５．６９％。ＰＡ１和 ＰＡ５在波长为３６５ｎｍ下吸
收，显示紫色色带，ＰＡ２、ＰＡ３和 ＰＡ４在波长为 ２５４ｎｍ先吸
收，显示荧光色带。

２．２　ＨＰＬＣ分析
２．２．１　检测波长的选择　用紫外分光光度计对除草活性强
的ＰＡ１条带进行紫外波谱区２００～９００ｎｍ全波长扫描，以确
定样品的最大吸收波长，由图２可见，在波长为２２０ｎｍ处有
较大的吸收峰，且无次级吸收，故在以下的ＨＰＬＣ分析时选用
２２０ｎｍ为分析波长。

２．２．２　活性组分的 ＨＰＬＣ分析　色谱分析条件：ＣＯＳＭＯＳＩＬ
５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ（２０ｍｍＩ．Ｄ．×２５０ｍｍ），流动相为甲醇 ∶水为
５∶９５，流速１６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２２０ｎｍ，每次进样量１５μＬ。
将ＰＡ－２的ＰＡ１条带回收样品通过有机滤膜，取样１５μＬ进
行ＨＰＬＣ分析，由图３可见，通过对图谱的分析，可以看出在
上述分析条件下该样品可分离出２个较大的峰，其保留时间
分别为 ５９．０１５ｍｉｎ和 ６５．９４８ｍｉｎ，可以看出保留时间是
５９０１５ｍｉｎ的组分（标记为 Ａ峰）峰形较好，有点拖尾，后面
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有个保留时间为６５．９４８ｍｉｎ的小峰（标记为 Ｂ峰）。分别将
２个组分进行收集制备，利用种子萌发抑制法测定其对野燕
麦的活性（图４为２个组分处理３ｄ的症状），可见２个组分

峰都表现出了不同程度的除草活性，Ａ峰对野燕麦种子的芽
长抑制率为６４．８１％，根长抑制率为７５．００％；Ｂ峰对野燕麦
种子的芽长抑制率为６２．９６％，根长抑制率为５２．３４％。

３　讨论与结论

由于利用微生物代谢产物进行除草剂开发的研究从本质

上是利用化合物的生物活性，类同于化学合成除草剂，所以更

受到化学家们的重视。而深入研究微生物代谢产物，以期从

中找到天然源的环保型化学除草剂之先导化合物，是天然产

物利用研究的一个热门领域。

已往研究曾采用薄层层析分离天然除草活性物质［１６］。但

该法上样量小，分离组分用于生测后难以有足够的量进行第２
次分离。选用硅胶作固定相，二氯甲烷和甲醇混合溶剂作洗脱

剂，对除草活性物质进行柱层析，取得了较好的分离效果。显

然本试验采用柱层析方法对出芽短梗霉除草活性物质进行粗

分是可行的。使用柱层析分离，上样量大，能保证获得足够多

的除草活性物质进行再分离纯化以及生测和结构鉴定。

生物活性跟踪贯穿于整个提取过程中是必须的。根据除

草活性物质分离流程的不同与要求，采用的生测方法也多种

多样。本研究通过摸索，过柱子后获得的馏分确定了用培养

皿滤纸法来进行活性跟踪。随后进行薄层层析板生物活性测

定，确定薄层板上的除草活性条带区域，达到进一步去除杂质

的目的。同时研究还发现，有些除草活性组分中的物质在

２５４、３６５ｎｍ紫外光下几乎无吸收或者吸收很弱，但在别的波
长下却有最大吸收。因此，用薄层层析分离除草活性物质时

不应只刮取在２５４、３６５ｎｍ下有荧光带的部分生测，还应刮取
荧光带之间无荧光的部分进行生测，以防某些无荧光的活性

物质在分离过程中损失。采用柱层析分离，因为收集洗脱液

是连续的，有助于发现一些在紫外光下无吸收的次生代谢产

物。但柱层析缺点是不直观，将薄层层析和柱层析相结合有

助于解决这一问题。最后ＨＰＬＣ分析制备获得的除草活性组
分的量较少，故采用容器直径较小的瓶盖进行生物活性测定。

本试验利用薄层层析的方法，得到了５个条带，并分别测
定了其对野燕麦的除草活性，对 ５条带回收样品都进行了
ＨＰＬＣ分析，但除ＰＡ１条带外，其他样品的色谱图分离效果不
太理想，文中未列出。笔者认为５个条带的组分差别较大，其
物化性质也必存在诸多差异，故在同一条件下进行 ＨＰＬＣ分
析时，其分离度难免会受到影响，同时，ＰＡ１的 ＨＰＬＣ结果显
示，Ａ峰和 Ｂ峰 ２个保留时间分别为 ５９．０１５ｍｉｎ和
６５．９４８ｍｉｎ，这 ２个峰还是没有完全分开，可能是难分离物
质，要求在今后分离工作中不断选择和试验分离效果较好的

洗脱剂或展开剂，选择适宜的洗脱方法对除草活性物质进行

分离。为了达到较好的分离目的，特别到了分离后期，不仅可

以改变流动相，也可以改变固定相。所以对其分离条件的进

一步探索仍需进行，此部分试验也正在进行中。
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微囊化缓释复合农药海藻酸钠 －苯磺隆的制备与表征
许同桃，金义翠，朱文静，丁　希，孔　南，张　磊

（连云港职业技术学院医化学院，江苏连云港２２２００６）

　　摘要：以海藻酸钠－苯磺隆为主要原料，采用高压静电法技术制备缓释复合农药海藻酸钠－苯磺隆凝胶微球，并
对目标产物进行表征；通过色谱法考察释放性能，缓释复合农药海藻酸钠 －苯磺隆凝胶微球，包封率达到９０％，具有
优良的缓释性能。
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　　农业生产中，传统施药方法因风吹、日晒、雨淋而造成的
农药流失和分解通常达７０％ ～８０％，因此反复喷施，成倍用
药，造成巨大浪费和环境污染。与传统剂型农药相比，缓释农

药可延长农药活性，减少淋溶、蒸发、降解以及降低经皮中毒

的危险性，是解决农药低使用率和环境污染矛盾的一种有效

方法［１］。苯磺隆为选择内吸传导型麦类作物高效磺酰脲类

除草剂［２］，主要用于防除各种一年生阔叶杂草［３］，苯磺隆结

构中有多个活性基团羰基以及多个活性Ｎ原子，容易与载体
海藻酸钠通过化学或物理作用相连，得到缓释海藻酸钠复合

苯磺隆农药。缓释农药的缓释能力由药物在载体中扩散速率

控制。从结构上来看，缓释农药是原药夹杂在载体高分子材

料网络中而形成的复合结构［４］，天然高分子材料海藻酸钠等

具有无毒、成本低、来源广泛、可生物降解等优点，作为具有优

良生理相容性的药用缓控释制剂辅料，越来越受到人们的关

注［５－７］，但在农药领域，海藻酸钠为载体制备缓控农药的研究

很少。笔者所在课题组长期从事医用辅料的制备与应用研

究，合成多种缓控释医用辅料。本研究选择海藻酸钠作为制

备缓控苯磺隆药物的载体，即通过高分子骨架的设计和在海

藻酸钠骨架上连接不同结构单元以得到所需要的性能，医药

缓释高分子的设计模型，同样可以进行高分子化农药的设计。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂
ＵＶ－１８０００型紫外／可见分光光度计；多功能反应器；

ＳｐｅｃｔｒｕｍＯｎｅＢ型傅里叶红外光谱仪测定；ＢＳ３２３Ｓ电子天平。
甲醇、乙腈，色谱级；新蒸二次蒸馏水；氨水（浓度）：

２６％～３０％（氨水∶水＝１∶５００）；苯磺隆、海藻酸钠，化学纯，
药集团化学试剂有限公司。

１．２　试验原理
用注射器抽取适量所要包裹的芯材与海藻酸钠的混合乳

状液，在注射泵作用下，以一定速度向下推压乳状溶液，与此

同时在电场力的作用下，乳状溶液通过平针头克服黏滞力和

表面张力，呈一定粒径的液滴落入盛有ＣａＣｌ２溶液的量杯中，
固化成不溶于水的海藻酸钠 －氯化钙微胶囊。海藻酸钠、苯
磺隆本身的活性基团通过分子间作用力或者氢键直接结合，

过程如下：
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