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摘要　烤烟主栽品种‘Ｋ３２６’在打顶后，随着次生代谢产物的积累，烟草花叶病症状呈减轻趋势。本试验利用半叶

枯斑法对‘Ｋ３２６’的全株、根、茎、叶甲醇提取物及根部不同极性溶剂萃取物进行抗烟草普通花叶病毒活性筛选，结

果表明：在浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，‘Ｋ３２６’各部位甲醇提取物中，根部甲醇提取物的活性最强，对ＴＭＶ体外钝化、初侵

染和复制增殖作用的抑制率分别为７４．５０％、６８．８２％和４７．７６％；利用不同极性溶剂对根部甲醇提取物萃取处理

后，乙酸乙酯萃取物活性增强明显，对ＴＭＶ体外钝化、初侵染和复制增殖作用的抑制率分别为７６．８１％、７８．０２％、

６１．４２％；经普通烟‘Ｋ３２６’进一步验证，根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物活性最强。综上，‘Ｋ３２６’中抗病毒防御

物质可能存在于根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物中。
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作为世界上最先发现并确定的病毒，严重危害烟叶

的产量和质量，给烟农造成了巨大的经济损失［１３］。

由于植物病毒对寄主细胞具有绝对寄生性，病毒传播

方式具有多样性，且植物缺乏完整的免疫系统，因而

高效抗病毒剂的开发存在极大困难，至今尚未有理想

的防治药剂［４］。目前采用的农业防治措施存在较大的

局限性，化学防治则易引发环保问题，于是人们把目光

转向了抗ＴＭＶ天然产物的研究与开发
［５７］。

‘Ｋ３２６’是我国主栽烤烟品种，烟草花叶病是该

品种的主要病害之一，经多年观察，我们发现烤烟

‘Ｋ３２６’在打顶后，随着次生代谢产物的积累，烟草

花叶病症状呈明显减轻趋势。因此，有必要对

‘Ｋ３２６’中烟草花叶病的抗性物质进行系统研究，为

‘Ｋ３２６’高感花叶病寻求一条新的解决途径的同时，

也可以进一步拓宽烟草的使用空间。

本研究从烟草内源性抗烟草花叶病次生代谢物

质出发，利用半叶枯斑法对‘Ｋ３２６’的全株、根、茎、

叶甲醇提取物及根部不同极性萃取物进行抗烟草花

叶病毒活性筛选，并用圆盘悬浮筛选法对筛选结果

进行验证，为‘Ｋ３２６’中抗烟草花叶病的物质基础研

究提供依据。
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１　材料与方法

１．１　烟草的培育

以心叶烟 犖犻犮狅狋犻犪狀犪犵犾狌狋犻狀狅狊犪Ｌ．和普通烟

犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿Ｌ．‘Ｋ３２６’为供试烤烟品种，烟

草种子由玉溪中烟种子有限责任公司提供。将烟草

种子播种于装有基质的育苗盘，漂于育苗池中，于适

宜条件下（温度２２±１℃，光照１６ｈ／ｄ，湿度６０％）

培养，待幼苗长至三叶期移植于小花盆中，每盆１

株。试验用苗均放置于（２３±１）℃人工气候箱中，光

照和黑暗循环为１２ｈ∥１２ｈ，待长至４～６片真叶时

供试［８］。

１．２　供试烟草样品

‘Ｋ３２６’样品由云南省烟草公司玉溪市公司烤

烟生产技术中心提供，全株、根、茎和叶在烤烟打顶

３０ｄ后采收，样品分别剁碎，５０℃烘干，粉碎，过４０

目筛，室温保存备用。

１．３　供试病毒

烟草花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）普

通株系，由云南省烟草农业科学研究院提供，由本实

验室保存于普通烟 ‘Ｋ３２６’上。保存毒源的烟草用

纱网罩严，并单独放置在２５℃恒温温室中培养，温

室光照条件为Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ。培养过程中注意

防虫，严防其他病毒及病害对毒源的污染［９］。在开

展抗病毒活性测定的当天按照下述方法提取ＴＭＶ

的粗提液，最大限度保证 ＴＭＶ 活性。ＴＭＶ 粗提

液提取方法：选取幼嫩、新鲜的病叶１００ｇ，放置在研

钵中，加入２００ｍＬ的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢＳ，

ｐＨ＝７．２，内含１％的巯基乙醇），研磨过滤，取滤液并

加入８％正丁醇，搅拌１５ｍｉｎ，４℃、１００００ｇ离心

３０ｍｉｎ，取 上 清 液，沉 淀 加 入 聚 乙 二 醇 ３０００

（ＰＥＧ３０００）至终浓度４％，同时加ＮａＣｌ至终浓度为

３％，４℃放置１ｈ，４℃、１００００ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上

清，沉淀溶于２０ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）

缓冲液中，室温搅拌２ｈ，４℃、１００００ｇ离心１５ｍｉｎ，

取上清，按每１０ｍＬ加入０．４ｇ的ＮａＣｌ及０．４ｇ的

ＰＥＧ３０００，边加边搅拌使其完全溶解，搅拌１ｈ，４℃、

１００００ｇ离心３０ｍｉｎ，取沉淀，按照原液每１００ｍＬ

加入２ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．２），待沉淀完

全溶解后，４℃１００００ｇ离心３０ｍｉｎ。上清液即为

ＴＭＶ粗提液，保存到４℃冰箱备用
［１０］。病毒浓度用

鲜叶质量（ｍｇ）与缓冲液的体积（Ｌ）比来定义，心叶

烟接种浓度为２０ｍｇ／Ｌ，普通烟 ‘Ｋ３２６’接种浓度为

５０ｍｇ／Ｌ。

１．４　样品的制备

每样称取样品粉末１００ｇ，置１Ｌ的三角烧瓶

中，每次加入５００ｍＬ分析纯甲醇，室温下超声提取

３次，每次１５ｍｉｎ，合并３次滤液，浓缩得粗提物
［１１］。

待粗提物回收无醇味，加入少量纯净水使样品混溶

倒入分液漏斗，分别加入等体积石油醚、乙酸乙酯、

正丁醇进行萃取，每溶剂萃取５次，回收各萃取液得

各极性段样品，剩余水层回收得水提取物。称取少

量提取物（约１００ｍｇ），用少量二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶

解后加水配成１００ｍｇ／ｍＬ的水溶液，按比例分别加

水稀释成１０、１和０．１ｍｇ／ｍＬ的水溶液，置于４℃冰

箱备用［１２１３］。对照药剂为宁南霉素８％水剂按质量

浓度配制成相应浓度的水溶液，宁南霉素８％水剂

由上海丰农生物科技有限公司提供。

１．５　试验方法

１．５．１　对ＴＭＶ体外钝化作用测定

采用半叶枯斑法［１４］测定。选取生长旺盛的４～

６叶期心叶烟，将浓度为１ｍｇ／ｍＬ的‘Ｋ３２６’各提取

物溶液和对应剂量的溶剂分别与等体积的ＴＭＶ溶

液混合钝化３０ｍｉｎ，然后分别摩擦接种于心叶烟左

半叶和右半叶。待叶片干后用清水将叶片冲洗干

净。随后在光照培养箱中保温保湿培养，温度（２２±

１）℃，光照１２ｈ／ｄ，湿度６０％，３～４ｄ后观察并记录

枯斑的数目。每处理３株，每株３～４片叶；每处理

重复３次。

１．５．２　各提取物对ＴＭＶ初侵染和复制增殖抑制

作用测定

　　采用半叶枯斑法
［１４］测定。选取生长旺盛的４～

６叶期心叶烟，初侵染试验在左半叶涂施一定浓度

的粗提物溶液，右半叶涂对应剂量的溶剂作对照。

间隔１２ｈ后再摩擦法全叶接种病毒；复制增殖作用

先全叶摩擦接种病毒，待叶片干后１２ｈ，左半叶涂施

提取物溶液，右半叶涂施对应剂量的溶剂作对照。

随后在光照培养箱中保温保湿培养，温度（２２±

１）℃，光照１２ｈ／ｄ，湿度６０％，３～４ｄ后观察并分别

记录左右半叶枯斑的数目。每处理３株，每株３～４

片叶；每处理重复３次。

１．５．３　各提取物对ＴＭＶ在‘Ｋ３２６’体内增殖抑制

活性测定

　　采用叶圆片悬浮筛选法
［１５１６］进行测定。用摩擦

·９０１·
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法接种ＴＭＶ于‘Ｋ３２６’叶片，６ｈ后用清水冲洗叶

片，２ｈ后（叶片淋洗水变干），用打孔器在接种叶片

上切取直径１２ｍｍ的圆盘。将接种面朝上，让其漂

浮在含不同浓度供试液的培养皿中，３ｄ后磨碎叶

片，用间接ＥＬＩＳＡ法检测病毒含量，并分别设药剂

空白接种病毒和不接种病毒的阳性和阴性叶片为对

照。每处理６个圆盘。

１．５．４　结果计算与统计方法

（１）枯斑抑制率计算公式如下：

供试化合物对烟草花叶病的抑制率（％）计算公

式为：抑制率（％）＝［（对照枯斑数－处理枯斑数）／

对照枯斑数］×１００。

（２）病毒增殖抑制率计算公式如下：

病毒增殖抑制率（％）＝［（药剂空白阳性叶片对

照病毒含量－药剂处理叶片病毒含量）／药剂空白

阳性叶片对照病毒含量］×１００。

２　结果与分析

２．１　‘犓３２６’提取物对犜犕犞侵染活性的抑制作用

２．１．１　体外钝化作用

从表１可见：用‘Ｋ３２６’各部位提取物溶液对病

毒提取液钝化处理后接种烟叶，‘Ｋ３２６’全株及根、

茎、叶的甲醇提取物对ＴＭＶ均表现出一定钝化作

用；根、茎部甲醇提取物活性高于全株提取物，抑制

率分别为７４．５０％和３７．５６％；对根部甲醇提取物用

不同极性溶剂萃取后，较根部甲醇提取物，乙酸乙酯

萃取物活性稍有增强，对ＴＭＶ侵染的抑制率达到

７６．８１％，其他极性溶剂萃取物活性降低。

表１　‘犓３２６’不同部位提取物对犜犕犞的钝化作用１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊犳狉狅犿犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿 ‘犓３２６’犪犵犪犻狀狊狋犜犕犞

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

枯斑数／个Ｌｏｃａｌｌｅｓｉｏｎｓ

处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

全株甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｐｌａｎｔ ２１．０ ３１．５ ３３．３３ｂｃ１

根部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ８．４ ３３．０ ７４．５０ａ１

茎部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｓｔｅｍ ２５．６ ４１．０ ３７．５６ｂ１

叶部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｌｅａｖｅｓ ３３．０ ４５．０ ２６．６７ｃ１

根部石油醚萃取物Ｔｈｅｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ２８．８ ７０．０ ５８．９３ｂ２

根部乙酸乙酯萃取物Ｔｈｅｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ １５．７ ６７．６ ７６．８１ａ２

根部正丁醇萃取物Ｔｈｅ狀ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ６８．５ ８３．８ ５１．３３ｂ２

根部水提取物Ｔｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ２７．３ ４３．３ ３６．９３ｃ２

８％宁南霉素水剂８％ＮｉｎｇｎａｎｍｙｃｉｎＡＳ ５ ６３．３ ９２．１０

　１）数字上标表示显著性分析组别，不同字母表示组内差异显著（犘＜０．０５）；下同。

Ｎｕｍｅｒｉｃｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）；ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．１．２　保护作用

从表２可见：在ＴＭＶ侵染过程中，‘Ｋ３２６’各部

位的甲醇提取物对ＴＭＶ寄主均表现出一定的保护

作用，根和茎的甲醇提取物活性高于全株甲醇提取物，

对ＴＭＶ侵染抑制率分别达到６８．８２％和５９．４６％；对

根部甲醇提取物用不同极性溶剂萃取后，较根部甲

醇提取物，乙酸乙酯萃取物活性增强明显，对ＴＭＶ

寄主的保护作用达到７８．０２％。

表２　‘犓３２６’不同部位提取物对犜犕犞初侵染的抑制作用

犜犪犫犾犲２　犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊犳狉狅犿犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿 ‘犓３２６’狅狀狆狉犻犿犪狉狔犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犜犕犞

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

枯斑数／个Ｌｏｃａｌｌｅｓｉｏｎｓ

处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

全株甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｐｌａｎｔ ２２．８ ４０．３ ４３．４２ｃ１

根部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ １３．０ ４１．７ ６８．８２ａ１

茎部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｓｔｅｍ １５．０ ３７．０ ５９．４６ｂ１

叶部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｌｅａｖｅｓ ２８．０ ３８．１ ２６．５１ｄ１

根部石油醚萃取物Ｔｈｅｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ３９．７ ８２．０ ５２．６２ｂ２

根部乙酸乙酯萃取物Ｔｈｅｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ １９．８ ９０．１ ７８．０２ａ２

根部正丁醇萃取物Ｔｈｅ狀ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ４２．７ ７２．２ ４０．９０ｃ２

根部水提取物Ｔｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ４６．０ ６３．２ ２７．２０ｄ２

８％宁南霉素水剂８％ＮｉｎｇｎａｎｍｙｃｉｎＡＳ １３．０ ４５．７ ７１．５５
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２．１．３　治疗作用

从表３可见：ＴＭＶ侵染初期，除烟叶的甲醇提

取物外，‘Ｋ３２６’各部位甲醇提取物对ＴＭＶ侵染均

表现出一定的治疗作用，根和茎的甲醇提取物活性

高于全株提取物，对 ＴＭＶ侵染的抑制率分别为

４７．７６％和４２．４０％；对根部甲醇提取物用不同极性

溶剂萃取后，较根部甲醇提取物，乙酸乙酯和石油醚

萃取物对ＴＭＶ侵染的治疗作用明显增强，抑制率

分别为６１．４２％和５３．７８％。

表３　‘犓３２６’不同部位提取物对犜犕犞复制增殖的抑制作用１
）

犜犪犫犾犲３　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊犳狉狅犿犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿狅狀犜犕犞狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

枯斑数／个Ｌｏｃａｌｌｅｓｉｏｎｓ

处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

全株甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｐｌａｎｔ １８．０ ２４．３ ２５．９２ｂ１

根部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ １４．０ ２６．８ ４７．７６ａ１

茎部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｓｔｅｍ １６．０ ２７．８ ４２．４０ａ１

叶部甲醇提取物Ｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｌｅａｖｅｓ ３５．５ ２９．０ －

根部石油醚萃取物Ｔｈｅｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ３１．１ ６７．３ ５３．７８ｂ２

根部乙酸乙酯萃取物Ｔｈｅｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ３０．６ ７９．４ ６１．４２ａ２

根部正丁醇萃取物Ｔｈｅ狀ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ６４．２ ７７．４ １７．０５ｃ２

根部水提取物Ｔｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆｒｏｏｔ ７１．３ ６２．７ －

８％宁南霉素水剂８％ＮｉｎｇｎａｎｍｙｃｉｎＡＳ ９ ３３．３ ７２．９７

　１）“－”表示没有活性。

“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ．

２．２　根部提取物对犜犕犞增殖的抑制活性

为了进一步验证‘Ｋ３２６’根部提取物对ＴＭＶ的

抑制活性，我们在普通烟‘Ｋ３２６’上采用圆盘悬浮筛

选法对‘Ｋ３２６’根部甲醇提取物、乙酸乙酯、石油醚萃

取物对ＴＭＶ增殖的抑制活性进行测定。从图１可

见：通过０．１、１、１０ｍｇ／ｍＬ３个浓度的筛选发现，随着

样品浓度的提高，３个提取物对ＴＭＶ增殖的抑制率

逐渐提高，表现出显著的剂量效应；３种浓度下，均以

乙酸乙酯萃取物活性最强，石油醚萃取物活性最弱。

图１　不同浓度‘犓３２６’根部提取物对犜犕犞

增殖的抑制活性

犉犻犵．１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳狋犺犲

狉狅狅狋犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳‘犓３２６’狅狀犜犕犞狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀

３　讨论

烟草中的化学成分极为复杂，近几十年来，国内

外研究者对烟草进行了大量研究，从中发现并鉴定

的化学成分已有２５４９种。同时，学者也从烟草中

发现了具有抗病毒作用的活性物质，Ｃｏｔｅｌｌｅ等发

现，烟草中酚类化合物对清除自由基作用良好，并且

富含抗氧化活性［１７１８］。流行病学研究表明，抗氧化

化合物一般都具有一定的抗病毒活性［１９２０］。Ｏｈｎｉｓｈｉ

等也发现烟草中含量较高的绿原酸的水解产物咖啡

酸具有抑制单纯疱疹病毒的功效［２１］。德国Ｆｒｅｅ大

学Ｅｉｃｈ教授在研究植物次生代谢物作为抗逆转录

病毒剂时，发现绿原酸及其衍生物具有较好的抗艾

滋病毒（ＨＩＶ）活性
［２１２２］。

以上研究主要是烟草中活性物质在抗人类疾病

中的应用，但对其在对抗自然界逆境而形成的抵御

病害的化学防御物质却涉猎较少。本研究基于烟草

种植过程中发现的自然现象，首次从化学防御角度

对‘Ｋ３２６’在对抗ＴＭＶ侵袭过程中产生的防御物

质进行了初步研究。发现‘Ｋ３２６’的全株、根、茎和

叶的甲醇提取物对ＴＭＶ体外钝化、初侵染和复制

增殖均具有一定的抑制活性，根的甲醇提取物活性

最强；对根部甲醇提取物用不同极性溶剂萃取后，

较根部甲醇提取物，乙酸乙酯萃取物活性增强明

显，石油醚、水和正丁醇萃取物活性均不同程度降

低；经对根部甲醇提取物、乙酸乙酯、石油醚萃取

物活性进一步验证，３个提取物均表现出明显的剂
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量效应，乙酸乙酯萃取物活性最强。以上结果表

明，‘Ｋ３２６’中抗ＴＭＶ化学防御物质可能存在于

根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物中，在今后的研

究中我们将对根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物

进行跟踪提取分离鉴定，对其抗ＴＭＶ化学防御物

质进一步研究发掘。
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