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　　摘要：胡椒瘟病是威胁胡椒产业发展的首要病害，由于长期使用化学农药，易造成病害产生抗药性，并影响胡椒品
质。因此，拟从植物源杀菌剂研发的角度对硬枝黄蝉的抑菌活性进行研究。以胡椒瘟病病菌为供试病原菌，采用活性

跟踪法对硬枝黄蝉乙醇提取物石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯萃取组分的抑菌活性进行研究。结果显示，硬枝黄蝉乙醇

提取物三氯甲烷萃取组分、乙酸乙酯萃取组分对胡椒瘟病病菌的抑菌活性较高，抑菌率分别达到了 ８３．４０％、
９６．９２％。对乙酸乙酯萃取组分进行进一步分离，得到ＡＮ－０１～ＡＮ－１０等１０个馏分，其中ＡＮ－０２、ＡＮ－０３、ＡＮ－０４
对胡椒瘟病病菌的抑菌活性较高，抑菌率分别达到１００．００％、１００．００％、８１．４５％。由结果可知，硬枝黄蝉乙醇提取物
乙酸乙酯萃取组分中对胡椒瘟病病菌的抑菌活性主要集中在ＡＮ－０２、ＡＮ－０３、ＡＮ－０４这３种馏分上，下一步将继续
对这３种馏分抑菌活性物质进行分离，为研制新型植物源杀菌剂奠定基础。
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　　硬枝黄蝉（ＡｌｌｅｍａｎｄａｎｅｒｉｉｆｏｌｉａＨｏｏｋ．）是夹竹桃科
（Ａｐｏｃｙｎａｃｅａｅ）黄蝉属（Ａｌｌｅｍａｎｄａ）植物，为常绿灌木植物，原
产于巴西，在我国亚热带地区的广东、福建、广西、台湾等地有

引种，现广泛栽培于热带地区，是一种观赏植物［１］。夹竹桃

科植物一般有毒，含有多种类型的生物碱，如夹竹桃苷、萝芙

木碱、长春花碱、软枝黄蝉苷等，是重要的药物原料，可治疗多

种疾病，在农业上用于杀虫防治。林同等研究发现，硬枝黄蝉

花的乙醇提取物对白蚁具有一定的防治效果［２］；冯岗等研究

发现，软枝黄蝉提取物对螺旋粉虱成虫、椰心叶甲具有一定的

毒杀活性［３－４］，但关于其抑菌活性的报道较少。笔者前期对

丰富的热带植物抑菌活性进行筛选发现，硬枝黄蝉具有较强

的抑菌活性，但对具体的抑菌活性成分未进行分离。因此，本

试验以威胁胡椒产业发展的主要病害胡椒瘟病病菌为供试病

原菌，研究硬枝黄蝉无水乙醇提取物的萃取组分及其馏分的

抑菌活性，以期为进一步分离硬枝黄蝉的抑菌活性物质提供

理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试病原菌　胡椒瘟病病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）由
中国热带农业科学院香料饮料研究所提供，桑利伟等对海南

省主产区胡椒瘟病病原进行鉴定，结果显示，胡椒瘟病由辣椒

疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）引起［５］。

１．１．２　供试植物　供试植物硬枝黄蝉全株采自中国热带农
业科学院香料饮料研究所内及万宁市文通村内。

１．２　硬枝黄蝉无水乙醇提取物的制备
供试植物硬枝黄蝉样品前处理和提取均参照冯俊涛等的

方法［６］，得到无水乙醇提取物浸膏后，于冰箱中（０～４℃）保
存备用。

１．３　硬枝黄蝉提取物不同萃取物的制备
采用液－液萃取法，具体参照笔者之前报道的操作方

法［７］进行，分别得硬枝黄蝉乙醇提取物石油醚、三氯甲烷、乙

酸乙酯萃取组分浸膏，备用。

１．４　抑菌活性测定方法
采用菌丝生长速率法［８－９］。具体方法如下：称取 ０．２ｇ

硬枝黄蝉无水乙醇提取物浸膏，用无菌蒸馏水定容至２０ｍＬ，
制成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的无水乙醇提取物母液。再用无菌蒸
馏水稀释制成浓度为５ｍｇ／ｍＬ的无水乙醇提取物。然后将
培养基融化并冷却至５０℃左右，将４ｍＬ不同浓度的硬枝黄
蝉无水乙醇提取物分别与３６ｍＬ／瓶的ＰＤＡ（马铃薯葡萄糖琼
脂）培养基混合，摇匀后迅速将其倒入３个直径为９ｃｍ的培
养皿中。待其凝固后，取菌落直径为６ｍｍ、培养好的各供试
病原菌的外层菌块置于培养皿中央，以加入等体积灭菌水的

ＰＤＡ培养平板为对照，每个处理设３皿重复。接种后，在人
工气候培养箱（温度为２５～２８℃）中培养５ｄ后，采用十字交
叉法分别测量菌落直径（ｃｍ），求其平均值，按下式计算菌落
直径和抑菌率：

菌落直径＝测量菌落直径平均值－０．６ｃｍ；
　　抑菌率＝（对照菌落直径－处理菌落直径）／对照菌落直
径×１００％。
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１．５　数据统计分析
采用ＳＰＳＳ数据分析软件进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　硬枝黄蝉乙醇提取物浸膏的提取率
准确称取１０ｋｇ硬枝黄蝉干粉，采用冷浸提的方法，将滤

液减压浓缩得到７７０．５４ｇ硬枝黄蝉乙醇提取物浸膏，提取率
为７．７１％。
２．２　硬枝黄蝉乙醇提取物不同极性段萃取组分抑菌活性的

测定

分别采用石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯对硬枝黄蝉乙醇提

取物浸膏进行萃取，分别得到石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯萃

取组分，采用“１．４”节的方法进行抑菌活性的测定。从图１、
表１可以看出，三氯甲烷、乙酸乙酯萃取组分对胡椒瘟病病菌
具有较好的抑菌活性，抑菌率分别达到８３．４０％、９６．９２％，石
油醚萃取组分的抑菌活性较低。因此，下一步将以乙酸乙酯

萃取组分为高活性萃取组分，进一步采用硅胶柱层析对其抑

菌活性成分进行分离。

表１　硬枝黄蝉乙醇提取物不同萃取组分的抑菌率

样品
抑菌率（％）

重复１ 重复２ 重复３ 平均

石油醚萃取组分　 ６６．６７ ４１．８６ ４５．６１ ５１．３８ａ
三氯甲烷萃取组分 ８６．６７ ８３．７２ ７９．８２ ８３．４０ｂ
乙酸乙酯萃取组分 ９２．５０ １００．００ ９８．２５ ９６．９２ｃ

　　注：采用ＳＰＳＳ数据分析法，在０．０５水平测定差异显著性，同列
数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２同。

２．３　柱层析溶剂洗脱系统的筛选
采用硅胶柱层析对乙酸乙酯萃取组分进行分离时，首先

要筛选合适的溶剂洗脱系统。本试验通过薄层色板，以Ｒｆ值
在０．１～０．２范围内的溶剂系统为首选洗脱系统，对常用有机
溶剂石油醚、正己烷、乙酸乙酯、乙醇等单一溶剂或混合溶剂

进行展板比较，最终选择石油醚 －乙酸乙酯溶剂系统作为硅
胶柱层析的洗脱剂。

２．４　抑菌活性成分的分离
在“２．３”节的基础上，采用的硅胶柱层析以石油醚 －乙

酸乙酯为溶剂洗脱系统，对硬枝黄蝉乙醇提取物乙酸乙酯萃

取组分中的活性成分进行梯度洗脱。设置石油醚 、乙酸乙

酯体积比＝２０∶１、１８∶１、１５∶１、１２∶１、１０∶１、８∶１、５∶１、
２∶１、１∶１、１∶２、１∶５、１∶８、１∶１０、１∶１２、１∶１５、１∶１８、
１∶２０的洗脱梯度。最后用甲醇清柱，每瓶馏分收集２００ｍＬ，
一共收集２２９瓶。

采用ＴＬＣ展板合并相同的馏分，得到 ＡＮ－０１、ＡＮ－０２、
ＡＮ－０３、ＡＮ－０４、ＡＮ－０５、ＡＮ－０６、ＡＮ－０７、ＡＮ－０８、
ＡＮ－０９、ＡＮ－１０等１０种馏分。
２．５　不同馏分抑菌活性的测定

采用“１．４”节的方法对ＡＮ－０１、ＡＮ－０２、ＡＮ－０３、ＡＮ－
０４、ＡＮ－０５、ＡＮ－０６、ＡＮ－０７、ＡＮ－０８、ＡＮ－０９、ＡＮ－１０等
１０种馏分的抑菌活性进行测定。

从表２可以看出，馏分ＡＮ－０２、ＡＮ－０３和ＡＮ－０４对胡

椒瘟病病菌具有一定的抑菌活性，抑菌率分别达到

１００．００％、１００．００％、８１．４５％。初步确定硬枝黄蝉乙醇提取
物对胡椒瘟病病菌的抑菌活性成分集中在这３个馏分中，具
体是哪一种化合物有待进一步分离。

表２　不同馏分的抑菌活性测定结果

馏分
抑菌率（％）

重复１ 重复２ 重复３ 平均

ＡＮ－０１ — — — —

ＡＮ－０２ １００．００ １００．００ １００．００ １００．００ａ
ＡＮ－０３ １００．００ １００．００ １００．００ １００．００ａ
ＡＮ－０４ ８０．１９ ８４．９１ ７９．２５ ８１．４５ｂ
ＡＮ－０５ ６．６０ １０．３８ １１．３２ ９．４３ｄ
ＡＮ－０６ １６．０４ ４５．２８ １０．３８ ２３．９０ｃ
ＡＮ－０７ ６．６０ ８．４９ ７．５５ ７．５５ｄ
ＡＮ－０８ １．８９ ５．６６ ０．９４ ２．８３ｄ
ＡＮ－０９ ６．６０ ７．５５ ０．９４ ５．０３ｄ
ＡＮ－１０ １．８９ ２．８３ ３．１５ ２．６２ｄ

　　注：“—”代表样品量太少，无法测定抑菌率。

３　讨论

本研究发现，硬枝黄蝉乙醇提取物采用石油醚、三氯甲烷

和乙酸乙酯３种溶剂萃取后，三氯甲烷、乙酸乙酯萃取组分对
胡椒瘟病病菌的抑菌活性较高，其抑菌率分别达到了

８３．４０％、９６．９２％，石油醚萃取组分的抑菌率仅为 ５１．３８％。
进一步对抑菌活性较高的乙酸乙酯萃取组分进行减压柱层析

分离，并采用薄层色板进行展板合并，得到ＡＮ－０１～ＡＮ－１０
等１０个馏分。对分离的１０个馏分进行抑菌活性测定，结果
显示，其中ＡＮ－０２、ＡＮ－０３、ＡＮ－０４对胡椒瘟病病菌表现出
较高的抑菌活性，抑菌率分别达到了 １００．００％、１００．００％、
８１．４５％。下一步将结合馏分质量和抑菌活性强度对馏分
ＡＮ－０２、ＡＮ－０３、ＡＮ－０４中的抑菌活性进行进一步分离，从
而为开发研制新型植物源杀菌剂奠定基础。
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目前，已经开始被应用于生产防治植物病害的植物源杀

菌剂有大蒜素、苦参碱、根复特、混合脂肪酸、银杏提取素、低

聚糖素、植物激活蛋白、丁子香酚、黄连素、柠檬醛·烯和丙烯

酸·香芹酚等［１０］。石志琦等报道，蛇床子素具有杀虫抑菌的

双重作用；２００６年石志琦联合江苏省苏科农化有限责任公司
开发了首个蛇床子素杀菌剂１％蛇床子素水乳剂，用于替代
三唑类、代森锰锌等杀菌剂，可以减少化学农药使用量达

３０％～６０％，有效保障了农产品的安全［１１］。张晓艳等研究发

现，江苏省农业科学院产地环境与投入品安全研究室研发的

２０％丁香酚水乳剂对番茄黄化曲叶病毒具有较高的防效［１２］。

沈阳化工研究院在１９９７年以天然抗生素为先导化合物研制
了１种新型甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂烯肟菌酯，其对瓜类、番
茄具有明显的促进生长和提高品质的作用，用于防治霜疫霉

病、苹果叶斑病和小麦赤霉病等［１３－１４］。李嘉报道，黄蝉属植

物主要的化学成分为环烯醚萜、木脂素等，其中环烯醚萜内酯

成分黄蝉花定、鸡蛋花素等具有抗肿瘤和抗真菌的生物活

性［１５］。Ｔｉｗａｒｉ等研究发现，从软质黄蝉中分离出的鸡蛋花苷
显示出强烈的抗皮肤真菌的活性［１６］。因此，在本研究的基础

上，对硬枝黄蝉中的抑菌活性物质有待进一步分离。
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