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　　摘要：芝麻枯萎病是芝麻主要病害之一，由尖孢镰刀菌芝麻专化型侵染引起。为探明芝麻枯萎病菌产毒类型，试
验采用高效乙酸乙酯萃取法，对尖孢镰刀菌株ＨＳＦＯ０７０２１菌液进行了粗毒素提取；采用中压制备色谱仪，首次成功分
离了尖孢镰刀菌芝麻专化型３种主要毒素。结构鉴定显示，尖孢镰刀菌芝麻专化型的３种毒素分别为镰刀菌酸、
９，１０－脱氢镰刀菌酸和１０－羟基镰刀菌酸。种子处理结果表明，尖孢镰刀菌芝麻专化型产生的镰刀菌酸和９，１０－脱
氢镰刀菌酸均能抑制芝麻幼苗的茎叶生长和根部伸长，对幼苗产生毒害；镰刀菌酸的毒性强于９，１０－脱氢镰刀菌酸。
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　　芝麻为胡麻科胡麻属植物，是世界上最古老的特色油料
作物之一，也是我国重要的优势农产品［１］。芝麻籽粒富含不

饱和脂肪酸和维生素 Ｅ［２－４］，并富含木酚素等多种生物活性
物质，对人体健康非常有益。但是在实际生产中，芝麻易受病

害、渍涝等因素侵袭，产量与品质均受影响。芝麻枯萎病是由

尖孢镰刀菌芝麻专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｓｅｓａｍｉ，
ＦＯＳ）侵染引起的１种真菌病害［５－６］。研究表明，尖孢镰刀菌

在生长代谢过程中能够产生毒素（例如镰刀菌酸），对寄主植

物有强烈的毒害作用［７－８］。在香蕉枯萎病菌株培养液中，发

现有镰刀菌酸（ＦＡ）等多种毒素成分存在［８］，镰刀菌酸可导致

香蕉表现枯萎症状，而其他毒素成分则在致枯萎过程中起了

增效作用，加速了植株枯萎。Ｗｕ等研究表明，尖孢镰刀菌侵
染时所产生的镰刀菌酸能够引起西瓜的氮素代谢紊乱；此外

研究也显示，枯萎病菌毒素是较为普遍存在的一类毒素，成分

复杂，对农作物生产和食品安全有重要影响［９］。Ｓｍｉｔｈ等从
猪饲料、干玉米、高水分谷物、小麦、大麦中均不同程度地检测
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出了镰刀菌酸的存在［１０］。近期研究表明，芝麻枯萎病菌亦能

产生镰刀菌毒素（统称为ＦＯＳ毒素），主要成分应包括镰刀菌
酸（ＦＡ）以及ＦＡ－Ｈ２、ＦＡ＋Ｏ和 ＦＡ＋Ｏ２等３种镰刀菌酸类
似物［１１］。但是受毒素提取纯化技术的限制，目前尚未获得各

毒素纯品；芝麻枯萎病菌各主要毒素的特性如何尚不得而知。

以往研究结果显示，为获得镰刀菌毒素，人们多采用活性炭吸

附法［１２］、乙酸乙酯萃取法［１３］从尖孢镰刀菌滤液中提取。Ｂａｎｉ
等使用乙酸乙酯萃取法，提取了尖孢镰刀菌粗毒素；随后采用

硅胶板＋乙酸乙酯－甲醇－水（体积比为８．５∶２∶１）流动相
的分离条件，成功分离到了尖孢镰刀菌酸［１４］。为此，本研究

主要探讨芝麻枯萎病菌毒素主成分的制备和特性，首次获得

了ＦＯＳ毒素３个主成分的纯品，明确了毒素主成分对芝麻幼
苗生长的毒害特点，为下一步开展芝麻枯萎病菌致病机理和

防控技术研究奠定了技术和材料基础。

１　材料与方法

１．１　病原菌株及保存
选取尖孢镰刀菌芝麻专化型菌株（编号：ＨＳＦＯ０７０２１）开

展毒素提取研究。菌株由河南省农业科学院芝麻研究中心病

理室保存。

１．２　仪器与试剂
毒素提取及分离用仪器设备主要包括：Ｗａｔｅｒｓ２６９５液相

色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司，美国）、ＷａｔｅｒｓＬＣ１５０半制备液相色谱
（Ｗａｔｅｒｓ公司，美国）、液质联用质谱仪（ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ，ｘＥＶＯ
Ｇ２，美国）、ＮＩＣＯＬＥＴ６７００傅利叶红外光谱仪（赛默飞世尔公
司，美国）、５００ＭＨｚＢｌｕｋｅ核磁共振仪（布鲁克公司，德国）、
离心机、分液漏斗、冻干机、真空旋转蒸发仪、布氏漏斗、真空

抽滤机等。盐酸、乙酸乙酯等试剂均为分析纯（国产）。乙腈

（ＴＥＤＩＡ，Ａｍｅｒｉｃａ）、乙酸（国产）均为高效液相色谱纯度级别，
水为纯净水级别。

１．３　菌株培养
挑取ＨＳＦＯ０７０２１菌株少量菌丝（－７０℃保藏），接种在

ＰＤＡ平板培养基上，于２８℃培养４ｄ。用无菌打孔器沿菌落
边缘打出直径为８ｍｍ菌片３～５个，接入装有２５０ｍＬＰＤ培
养液的５００ｍＬ三角瓶内，２８℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４ｄ。用
灭菌纱布滤除菌丝，收集孢子液，用无菌水将所得孢子液浓度

调至１０７个／ｍＬ孢子，作为接菌母液。取１ｍＬ接菌母液，加
入１００ｍＬ理查德培养液中，２８℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，用于
毒素提取试验。５ｄ取样１次，用于检测培养液 ＦＡ含量，共
计４５ｄ。

ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ（煮熟过滤），葡萄糖２０ｇ，琼
脂１５ｇ，水１０００ｍＬ。ＰＤ培养液：马铃薯１５０ｇ（煮熟过滤），
葡萄糖２０ｇ，水１０００ｍＬ。理查德培养液：ＫＮＯ３１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２．５ｇ，ＦｅＣｌ３０．０２ｇ，蔗糖 ５０ｇ，蒸馏
水１０００ｍＬ。
１．４　ＦＯＳ滤液的ＨＰＬＣ检测

取少量的ＨＳＦＯ０７０２１菌株理查德培养液，２层镜头纸过
滤，以滤除菌丝；经０．２２μｍ水系滤膜过滤后进行液相色谱
分析。色谱柱选用 ｓｕｎｆｉｒｅＣ１８反相柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相Ａ和Ｂ分别为乙腈、０．１％乙酸水溶液。梯度
洗脱程序设置：０～１２ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ＝５∶９５；１２～１３ｍｉｎ，Ａ相变

化范围为 ５％ ～２７％，Ｂ相变化范围为 ９５％ ～７３％；１３～
１６ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ＝２７∶７３；１６～１７ｍｉｎ，Ａ相变化范围为２７％ ～
１０％，Ｂ相变化范围为 ７３％ ～９０％；１７～２２ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ＝
１０∶９０；２２～２３ｍｉｎ，Ａ相变化范围为１０％～５％，Ｂ相变化范
围为 ９０％ ～９５％；２３～２５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ＝５∶９５。流速为
１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７０ｎｍ，进样量为１０μＬ。
１．５　ＦＯＳ粗毒素提取

培养４５ｄ后，取一定量的 ＨＳＦＯ０７０２１理查德培养液，用
２层纱布过滤，以滤除菌丝；４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，
合并上清液，用于粗毒素提取。用２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液调制上
清液ｐＨ值至最佳条件。选用乙酸乙酯（Ａ）与上清液（Ｂ）不
同配比溶液进行粗毒素提取；分别合并上层有机相和水相。

真空旋转蒸发上层有机相，以去除乙酸乙酯，获得 ＦＯＳ粗毒
素。对水相进行检测，放于－２０℃保存备用。
１．６　ＦＯＳ毒素主成分的分离与纯化

采用ＷａｔｅｒｓＬＣ１５０半制备液相色谱仪对 ＦＯＳ滤液进行
分离和纯化。洗脱程序参照１．４ＦＯＳ滤液的 ＨＰＬＣ检测方法
进行。流速为 １０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为 ２７０ｎｍ；进样量为
５００μＬ，特定时间分别对提取物进行收集。将收集到的不同
物质溶液分别合并，３０℃真空旋转蒸发，去除部分溶剂后真
空冻干。将获得的物质分别做液质、红外和核磁共振氢谱分

析，确定物质结构。

１．７　ＦＯＳ毒素主要成分对芝麻毒性分析
挑选豫芝１１号芝麻种子各５００粒，用清水冲洗种子表面

５ｍｉｎ。３％次氯酸钠浸泡种子１０ｍｉｎ后，用无菌水冲洗种子
３～４次；将消毒后的种子放入装有１０ｍＬ无菌水的三角瓶中
振荡培养 ２４ｈ。挑选露白的芝麻种子，分别接种在加有
５μｇ／ｍＬＦＡ或９，１０－脱氢 ＦＡ的 ＭＳ固体培养基上，２５℃、
光—暗周期１４ｈ—１０ｈ下培养。每个处理设置３个重复，每
个重复接种６粒种子，２周后调查芝麻幼苗及根生长情况，拍
照记录。

２　结果与分析

２．１　尖孢镰刀菌芝麻专化型培养液毒素成分检测
选取尖孢镰刀菌芝麻专化型ＨＳＦＯ０７０２１菌株，理查德培

养液培养４５ｄ，期间进行孢子浓度检测（图１），并对菌液滤液
进行液相色谱分析（图２）。结果显示，在５～４５ｄ培养过程
中，理查德培养液中ＨＳＦＯ０７０２１菌株的孢子数量在８×１０６～
６０×１０６个／ｍＬ范围，孢子生长量有一定的增长；在２５ｄ时，
孢子浓度达到最大值。液相色谱分析表明，在保留时间分别

是８．４６１、１８．２５５、１９．７７０ｍｉｎ时，菌液中存在３种特异物质，
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分别命名为物质Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ。物质保留时间与朱强宾等报道
的物质Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ［１１］较为一致。

２．２　尖孢镰刀菌芝麻专化型毒素制备与鉴定
根据上述３种物质的液相色谱峰位置，最终确定尖孢镰

刀菌芝麻专化型毒素物质Ⅰ的收集时间为５．３２８～５．９８０ｍｉｎ
（图３－ａ）；物质Ⅱ的收集时间是１７．５２０～１７．９７８ｍｉｎ，物质
Ⅲ的收集时间为１８．３２１～１８．８６０ｍｉｎ（图３－ｂ）。

　　将收集到的上述３种物质溶液分别合并，３０℃真空旋转
蒸发去除部分溶剂后，真空冻干，获得物质Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ纯品。
其中物质Ⅰ为棕黄色黏稠状液体，物质Ⅱ为微黄色粉末，物质
Ⅲ为白色粉末。以 ＦＡ标准品为对照，将获得的３种物质进

行结构分析。

２．３　毒素主要成分结构分析
采用质谱仪对获得的粗毒素和各纯化分离毒素成分进行

分析（表 １）。结果显示，物质Ⅰ的质核比值为 １９６．０９７３
［Ｍ＋Ｈ］＋，２１８．０７９０［Ｍ＋Ｎａ］＋；物质Ⅱ的质核比值为
１７８．０８６８［Ｍ＋Ｈ］＋；物质Ⅲ的质核比值为１８０．１０２４［Ｍ＋
Ｈ］＋。３种物质的摩尔质量分别是 １９５．０９７３、１７７．０８６８、
１７９．０９４６ｇ／ｍｏｌ，分子式分别为 Ｃ１０Ｈ１３ＮＯ３、Ｃ１０Ｈ１１ＮＯ２
和 Ｃ１０Ｈ１３ＮＯ２。

表１　ＦＯＳ毒素３个主要成分的质谱分析结果

毒素成分代号
质荷比

（ｍ／ｚ）
摩尔质量

（ｇ／ｍｏｌ） 分子式

物质Ⅰ １９６．０９７３［Ｍ＋Ｈ］＋ １９５．０９７３ Ｃ１０Ｈ１３ＮＯ３
物质Ⅱ １７８．０８６８［Ｍ＋Ｈ］＋ １７７．０８６８ Ｃ１０Ｈ１１ＮＯ２
物质Ⅲ １８０．１０２４［Ｍ＋Ｈ］＋ １７９．０９４６ Ｃ１０Ｈ１３ＮＯ２

　　因物质Ⅰ获取量过少、纯度较低，我们随后对物质Ⅱ、Ⅲ
开展了傅立叶红外光谱仪分析。对比结果显示，ＦＡ标品（图
４－ａ）在２９５７．４４、２８５８．８８、１４６３．９２ｃｍ－１处有吸收峰，结构
中存在甲基；物质Ⅱ（图 ４－ｂ）在 ３０７９．２２～３００４．５５、
１６３９．２８、１５３５．７１、１３０９．４５ｃｍ－１处有特异的吸收峰，表明
分子结构中存在端基烯烃键。比较发现物质Ⅲ（图４－ｃ）的
峰位与ＦＡ完全一致，因此可以判定物质Ⅲ与镰刀菌酸标准
品完全相同。

　　为确定上述３种物质的结构，进一步进行了核磁共振氢
谱信息分析（图５）。
　　与镰刀菌酸标准品的核磁共振氢谱数据比对，确定物质
Ⅰ结构为１０－羟基镰刀菌酸（１０－ＯＨ－ＦＡ）。该物质常温下
为黏液状，可能与溶剂残留较多有关。物质Ⅱ结构为９，１０－
脱氢ＦＡ，纯度约９８％。物质Ⅲ核磁共振氢谱数据与标准品
ＦＡ数据完全相同，再次确定该物质为镰刀菌酸 ＦＡ，纯
度＞９８％。

根据上述结果，最终确定上述３种毒素主成分分别为镰
刀菌酸（ＦＡ）、９，１０－脱氢镰刀菌酸（９，１０－脱氢ＦＡ）和１０－
羟基镰刀菌酸（１０－ＯＨ－ＦＡ）。结构见图６。
２．４　ＦＯＳ毒素主要成分的毒性分析

为判定 ＦＯＳ毒素主要成分对芝麻的毒害作用，采用
ＨＳＦＯ７０２１菌液制备的ＦＡ和９，１０－脱氢 ＦＡ纯品进行了芝
麻幼苗处理。由图７可知，对照中芝麻幼苗处于１对真叶期，
根生长正常（图７－ａ、图７－ｄ）。与对照相比，在５μｇ／ｍＬＦＡ

—４８— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第８期



和５μｇ／ｍＬ９，１０－脱氢ＦＡ处理２周后，ＦＡ处理组植株真叶
尚未展开，生长迟缓（图７－ｂ、图７－ｃ）；９，１０－脱氢ＦＡ处理
组根伸长缓慢（图７－ｅ）或尚未长出（图７－ｆ）。结果表明，
ＦＡ和９，１０－脱氢 ＦＡ毒素对芝麻有毒害作用；相对于 ＦＡ，
９，１０－脱氢ＦＡ毒素处理对芝麻茎叶生长和根伸长的抑制程
度弱。

３　结论与讨论

为评价尖孢镰刀菌芝麻专化型产生毒素的种类和水平，

本研究利用建立的高效乙酸乙酯萃取方法和分离方法，首次

从ＨＳＦＯ７０２１菌液中制备出了镰刀菌酸、９，１０－脱氢镰刀菌
酸和１０－羟基镰刀菌酸等３种ＦＯＳ毒素，研究结果为后续的
芝麻枯萎病菌致病机理及芝麻抗病机理研究奠定了技术和材

料基础。在镰刀菌毒素提取方面，目前主要选用活性炭吸附

法［１２，１５］、活性炭吸附萃取法［１６］和乙酸乙酯萃取法［１３］进行。

Ｌｆｆｌｅｒ等发现引起百合茎腐病的尖孢镰刀菌可以产生镰刀菌
酸，并采用反相ＨＰＬＣ法和 ＧＣ－ＭＳ法成功测定了粗毒素中
镰刀菌酸的含量［１７］。Ａｍａｌｆｉｔａｎｏ等建立了镰刀菌酸和脱氢镰
刀菌酸（ＦＡ－２Ｈ）及其甲酯化物的液相快速检测方法［１８］。在

毒素分离方面，通用的方法为ＴＬＣ（ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）
法和柱色谱法［１４］。但是由于该方法操作繁琐，且物质获取量

小、成功率低，毒素分离应用受到限制。本研究借助于半制备

液相色谱仪，结合液相检测方法，最终确定用５％乙腈水溶液
溶解粗毒素，以改进液相分离方法，从而成功建立了 ＦＯＳ毒
素制备及分离方法。与原洗脱程序相比，新方法在毒素分离

方面节省了时间，且样品分离效率得到显著提高（数据未公

开）。

镰刀菌酸是一种非特异性真菌毒素，可以由许多镰刀菌

属种类产生，可加速植物的枯萎。除镰刀菌酸外，亦有学者从

镰刀菌的培养液中，发现了其他镰刀菌酸类似物。Ｃａｐｐａｓｏ
等首次从Ｆｕｓａｒｉｕｍｎｙｇａｍａｉ菌株滤液中发现并分离出了 ＦＡ
和９，１０－脱氢ＦＡ甲酯化物。处理后发现，ＦＡ甲酯化物可导
致番茄叶片变黄并迅速坏死，并能严重抑制根的生长［１９］。近

期朱强宾等研究结果显示，采用液体培养基培养弱致病力菌

株ＨＳＦＯ０７０２１和强致病力菌株ＨＳＦＯ０９１００，不同菌株形成峰
的数量有显著差异［１１］。检测发现 ＨＳＦＯ０７０２１菌液有４种峰
物质存在。本研究从 ＨＳＦＯ０７０２１菌株的理查德培养液滤液
中检测到了１０－羟基镰刀菌酸（物质Ⅰ）、９，１０－脱氢镰刀菌
酸（物质Ⅱ）和镰刀菌酸（物质Ⅲ）等３种主成分（图２），纯品
收集时间分别为５．３２８～５．９８０ｍｉｎ、１７．５２０～１７．９７８ｍｉｎ和
１８．３２１～１８．８６０ｍｉｎ（图２）。结构检测进一步表明，以上３种
物质分别对应了朱强宾等预测的物质Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ［１１］。研究首
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次确定，尖孢镰刀菌芝麻专化型菌株产生的镰刀菌酸和脱氢

镰刀菌酸２种毒素均对芝麻幼苗生长发育有抑制作用，且毒
害水平有一定差异（图７）。Ｂａｎｉ等通过叶片穿刺试验，证实
了ＦＡ和 ９，１０－脱氢 ＦＡ对豌豆叶均表现出了高毒害活
性［１４］。Ｓｔｉｐａｎｏｖｉｃ开展了镰刀菌酸、吡啶甲酸及其类似物对
棉花子叶的生物测定试验，研究发现镰刀菌酸甲酯化物的毒

性最高［２０］。为明确芝麻枯萎病菌致病机理，下一步我们将深

入开展ＦＡ及其类似物的毒害机理研究，以最终实现对芝麻
枯萎病害的高效防控。
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