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摘要
!

为了探究盐酸小檗碱在植物病原真菌方面的抑制作用"以黄连根粉为材料"采用酸水法提取和乙醇重结晶获

得盐酸小檗碱纯品"采用生长速率法研究了盐酸小檗碱对常见植物病原菌的抑制活性#结果表明"盐酸小檗碱的提

取率为
0'01

"经高效液相色谱法测得其含量为
20'*"1

$抑菌活性试验表明"盐酸小檗碱在
$&&

$

R

(

.K

时对玉米大

斑病菌的抑制率达
22'21

"

:@

*&

为
%'#&

$

R

(

.K

"表现出比药剂对照霉灵和百菌清更高的抑制活性$进一步的试

验表明"与霉灵及百菌清相比"盐酸小檗碱对玉米大斑病菌的抑制作用具有持效期长的特点#
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由真菌和细菌引起的植物病害严重影响作物的

产量和品质#是造成巨大经济损失的主要原因之

一)

$#

*

%喷施化学抑菌剂是目前控制病害采取的主

要手段#但存在食品安全$环境污染以及易诱导病原

物产生抗性等问题%因此#开发新型$安全$环保的

农业病害防控技术是当前生产中亟待解决的问

题)

0

*

%已有研究证实植物多种次生代谢产物对病害

具有良好的抑制作用)

!*

*

#通过植物获取抑菌成分用

于预防和控制农业病害的发生#具有低毒$安全$环

境友好等特点#已逐渐成为现代农业中防治病害的

一项新型措施)

")

*

%

小檗碱又称黄连素#一种常见的异喹啉生物碱#

主要以盐酸盐的形式广泛分布于植物中#尤其在毛

茛科$芸香科$小檗科植物根茎中含量较高#如在黄

连中含量最高可达
$&1

#是一种理想的天然药物资

源#近年来关于它的生物学及药理学十分广泛)

%

*

%

文献报道及临床研究表明#小檗碱具有广谱的抗菌

活性#它作为传统中药主要用于菌痢$胃肠炎$痈肿
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期 屈欢等!黄连中盐酸小檗碱的提取纯化及抑菌活性研究

等细菌性感染疾病)

2

*

#而在抑制病原真菌方面的研

究和应用较少#尤其是植物病原菌防治方面%基于

此#本研究选用黄连为原料#从中提取分离得到小檗

碱#利用液相色谱分析其含量#采用生长速率法测试

了其对常见植物病原真菌的抑制活性#探讨盐酸小

檗碱对农业病原菌的抑制作用#为基于天然产物的

植物源抑菌剂的开发提供科学依据%

#

!

材料与方法

#+#

!

材料

黄连块根!购自宁夏银川国有永吉药店#将块根

粉碎成粉末状#过
%&

目筛#保存备用%

供试菌株!玉米大斑病菌
!&%#3

"

6(&',(%*'1,1(

#

枸杞根腐病菌
2*3(',*43#/(0,

#马铃薯早疫病菌

@/%&'0(',(3#/(0,

#马铃薯干腐病菌
2*3(',*43*/-

"

6*'&*4

#小麦赤霉病菌
2*3(',*4

+

'(4,0&('*4

#

苹果腐烂病菌
D(/3(4(/,

#番茄灰霉病菌
=#%'

5

%,3

1,0&'&(

#西瓜枯萎病菌
2*3(',*4#E

5

3

"

#'*4

%供试

菌株中枸杞根腐病菌和西瓜枯萎病菌为宁夏特殊生

境微生物资源开发与利用重点实验室分离并鉴定#

其余病菌为西北农林科技大学植物保护学院馈赠%

#+!

!

仪器及试剂

仪器!

$#&&

型高效液相色谱仪#安捷伦科技有

限公司+

lB!

熔点测定仪#巩义市予华仪器有限责任

公司+

]l[BK?B*&<

立式压力蒸汽灭菌器#上海博迅

实业有限公司+

;5B#

型三用紫外分析仪#上海市安

亭电子仪器厂+

A,?B#*&

生化培养箱#上海恒科学仪

器有限公司%

试剂!盐酸小檗碱标准品#上海瑞永生物科技有

限公司+霉灵及百菌清#纯度
&

2%1

#上海一研生

物科技有限公司+薄层层析硅胶#青岛市基亿达硅胶

试剂厂+色谱纯甲醇#阿拉丁+色谱纯乙腈#阿拉丁+

其他试剂均为分析纯%

#+@

!

试验方法

#'@'#

!

黄连根中小檗碱的提取"分离与纯化及含量

测定

#'@'#'#

!

小檗碱的提取!分离与纯化

准确称取黄连根粉
*&

R

#加入
%

倍量的
&'*1

硫酸水溶液#浸泡
#!+

#过滤#滤液用石灰乳调
H

A

为
$&

#静置
0&.LI

后抽滤#滤液用浓盐酸调
H

A

为

0

#再加入滤液量的
$&1

固体氯化钠#搅拌至溶液出

现微浊现象为止#放置过夜%抽滤#滤饼用蒸馏水洗

0

次#

*&f

烘干得盐酸小檗碱粗品)

$&

*

%粗品用热乙

醇重结晶即得精制的盐酸小檗碱#使用熔点测定仪

测定其熔点#并采用盐酸小檗碱标准品做对照#硅胶

薄层层析检测盐酸小檗碱的纯度%

#'@'#'!

!

盐酸小檗碱含量测定)

$$

*

色谱条件!色谱柱为
;74X<l?XB@

$%

柱'

#*&..

j!'"..

#

*

$

.

(+流动相为乙腈
&'$1

磷酸溶液

'

0*

!

"*

(+检测波长
0!*I.

+柱温为室温+流速
$.K

&

.LI

+

进样量为
#&

$

K

%

标准品溶液的制备!精密称取盐酸小檗碱标准

品
*.

R

于
$&.K

容量瓶中溶解#超声处理
0&.LI

#

再取
$.K

溶于
$&.K

甲醇即得标准品溶液#摇匀#用

&'!*

$

.

微孔滤膜过滤#滤液备用#即得
&'&*.

R

&

.K

的标准品溶液#备用%

样品溶液的制备!精密称取盐酸小檗碱样品

0.

R

#置于
$&.K

容量瓶中#加入甲醇至刻度#然后

取
$.K

转至
$&.K

容量瓶中#加
$&.K

甲醇溶解

并制成
&'&0.

R

&

.K

的样品溶液%然后用
&'!*

$

.

微孔滤膜过滤#备用%

#'@'!

!

抑菌活性测定

采用生长速率法)

$#

*测试目标化合物盐酸小檗

碱对玉米大斑病菌$枸杞根腐病菌$马铃薯早疫病

菌$马铃薯干腐病菌$小麦赤霉病菌$苹果腐烂病菌$

番茄灰霉病菌$西瓜枯萎病菌
%

种病原菌的抑制

活性%

将盐酸小檗碱用少量丙酮溶解#加入
,=<

培养

基中#制成含药平板%以加入丙酮溶剂为空白对照

组#以霉灵和百菌清作为药剂对照%将供试病原

菌菌饼'直径
&'!O.

(分别接种于含药平板上#于

'

#%m&'*

(

f

培养箱中培养
!

!

2M

#观察菌丝生长

情况#并用游标卡尺采用十字交叉法测量菌落直径#

计算菌丝生长抑制率#并进行数据处理%

抑菌率
g

'对照组菌落直径
(

处理组菌落直径(

对照组菌落直径
(&'!

j$&&1

%

!

!

结果与分析

!+#

!

小檗碱的提取%分离与纯化

!'#'#

!

盐酸小檗碱的产率与纯度

试验用酸水法提取盐酸小檗碱#并采用乙醇重

结晶方法纯化#重复
0

次#提取率为
0'01

#试验重

现性好%经熔点测定仪测定其熔点为
#&&f

%以盐

酸小檗碱标准品为对照#利用硅胶薄层层析法点样#

"

)2

"
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氯仿
n

氨
n

甲醇
g0&n$n%

展开#于三用紫外分析仪下

观察#目标化合物盐酸小檗碱与标准品在
F

J

值为

&i"#

的位置上有相同的绿色荧光斑点#初步判断其

为盐酸小檗碱#且纯度较高'图
$

(%

!'#'!

!

盐酸小檗碱含量测定

标准品及样品的
A,K@

的图谱如图
#

所示#从

图中我们可以看出盐酸小檗碱标准品在
$'0'$'#

条件下各组分分离良好#在保留时间为
0.LI

时出

现目标化合物盐酸小檗碱的色谱峰#峰面积为

2!i*21

%相同条件下#供试样品在
0.LI

时出现

对应的色谱峰#峰面积为
20'*"1

#说明从黄连中

提取分离纯化的为目标产物盐酸小檗碱#且纯度

较高%

图
#

!

盐酸小檗碱化合物薄层色谱图
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图
!

!

盐酸小檗碱标准品&

-

$及样品&

P

$的
VGWQ

图谱

()

*
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盐酸小檗碱的生物活性

!'!'#

!

盐酸小檗碱对常见病原真菌的抑制活性

采用菌丝生长速率法测定
$&&

$

R

&

.K

盐酸小檗

碱及阳性对照
$&&

$

R

&

.K

霉灵和
$&&

$

R

&

.K

百菌

清对
%

种植物病原真菌的抑制作用#结果如表
$

所示%

表
#

!

化合物对常见植物病原菌的抑制活性&

$%F

$

#

$

O-P<5#

!

OF5)9F)P)361

=

-.3)I)3

=

6875I51-<8;9

*

).)257-

*

-)973.6>>69

J

<-93

J

-3F6

*

597

&

$%F

$

供试菌

9D/E

H

-E+G

R

DI/

抑菌率&
1

!

bI+LVLEGN

S

N-ED

盐酸小檗碱

VDNVDNLID+

S

MNGO+FGNLMD

霉灵

+

S

.D̀-_GF

百菌清

O+FGNGE+-FGILF

空白对照

@a

玉米大斑病菌
!&%#3

"

6(&',(%*'1,1(

'

22'2m&'&$

(

-<

'

%#'%m&'$%

(

V<

'

!%'&m&'!"

(

O: &

马铃薯早疫病菌
@/%&'0(',(3#/(0,

'

$0'&m$'#&

(

O:

'

"&'"m&'#$

(

V@

'

"%')m$'!#

(

-@ &

番茄灰霉病菌
=#%'

5

%,31,0&'&(

'

)'#m$')0

(

V5

'

%!')m#'$$

(

-<

'

%0')m#'"#

(

-< &

枸杞根腐病菌
2*3(',*43#/(0,

'

##'"m&'*2

(

O=

'

"&'$m&'"2

(

-@

'

!2'*m$'0"

(

V: &

苹果腐烂病菌
D(/3(4(/,

'

#2'#m$')&

(

O@

'
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(

V:

'

""'2m#'2*

(
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马铃薯干腐病菌
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"
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'
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(

O5

'

!%'*m0'#)

(

V=

'
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(
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小麦赤霉病菌
2*3(',*4

+

'(4,0&('*4

'

!!'&m$'$2

(

OX

'

)$'$m#'"!

(

VX

'

)"')m&'0%

(

-X &

西瓜枯萎病菌
2*3(',*4#E

5

3

"

#'*4

'

#0'$m#'"0

(

O=

'

#2'%m$'""

(

V5

'

%0')m$'#0

(

-< &

!

$

(表中抑制率为
0

次重复试验的平均值
m

标准差%霉灵和百菌清为阳性对照#丙酮为空白对照'

@a

(%数据后不同字母表示经
=PIO-I

氏

新复极差法检验在
.

%

&'&*

水平差异显著#小写字母表示同行数据间的比较#大写字母表示同列数据间的比较%
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%
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!!

由表
$

可知#在浓度为
$&&

$

R

&

.K

时#盐酸小

檗碱对马铃薯早疫病菌$番茄灰霉病菌$枸杞根腐病

菌$苹果腐烂病菌$马铃薯干腐病菌$小麦赤霉病菌$

西瓜枯萎病菌均都表现出较低的抑制活性#抑制率

为
)'#1

!

!!'&1

#但对玉米大斑病菌的抑制率为

22'21

#表现出比阳性对照霉灵'

%#'%1

(和百菌

"

%2

"



!"

卷第
#

期 屈欢等!黄连中盐酸小檗碱的提取纯化及抑菌活性研究

清'

!%'&1

(更高的抑制活性%在所有供试病菌中#

盐酸小檗碱只表现出对玉米大斑病菌高的抑制活

性#这表明盐酸小檗碱在农作物病原菌抑制方面有

可能是一种较专一性的抑菌剂#但本试验的供试菌

种数量有限#对其他病原菌的作用有待进一步研究%

!'!'!

!

盐酸小檗碱对玉米大斑病菌抑制活性的持效性

在
#'#'$

的基础上#继续观察并记录盐酸小檗

碱及阳性对照霉灵和百菌清对玉米大斑病菌的抑

制情况#每隔
#!+

观察记录
$

次#持续到第
2

天#其

抑菌率如表
#

所示$抑菌效果如图
0

所示%结果显

示#第
!

天和第
2

天#盐酸小檗碱对玉米大斑病菌的

抑制率都均为
22'21

#而霉灵的抑制率从
%#'%1

下降为
*"'$1

#百菌清的抑制率从
!%'&1

下降为

#)'$1

#由此可知#与霉灵及百菌清相比#盐酸小

檗碱对玉米大斑病菌的抑制作用随着时间的延长#

抑制效果可维持不变#在离体培养下具有持效期长

的特点%

表
!

!

化合物&

#""

!

*

#

>W

$对玉米大斑病菌的抑制活性#

$

O-P<5!

!

OF5)9F)P)361

=

-.3)I)3

=

6875I51-<8;9

*

).)257

&

#""

!

*

#

>W

$

-

*

-)973!&%#/

"

2(&',(%*'1,1(

化合物

5PI

R

LOLMD

抑制率&
1bI+LVLEGN

S

N-ED

!M 2M

盐酸小檗碱

VDNVDNLID+

S

MNGO+FGNLMD

'

22'2m&'&$

(

-

'

22'2m&'&$

(

-

霉灵
+

S

.D̀-_GF

'

%#'%m&'$%

(

V

'

*"'$m&'#$

(

V

百菌清
O+FGNGE+-FGILF

'

!%'&m&'!"

(

O

'

#)'$m&'*2

(

O

空白对照
@a & &

!

$

(表中抑制率为
0

次重复试验的平均值
m

标准差%霉灵和百

菌清为阳性对照#丙酮为空白对照'

@a

(%数据后不同字母表

示经
=PIO-I

氏新复极差法检验在
.

%

&'&*

水平差异显著#小

写字母表示同列数据间的比较%
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图
@

!

化合物在
A2

和
$2

对玉米大斑病菌的抑制活性效果图

()

*

+@

!

N9F)P)361
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*
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*
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!

化合物对玉米大斑病菌的
:@

*&

测定

按照
$'0'#

抑菌活性测试方法#测定了化合物

盐酸小檗碱$霉灵和百菌清梯度浓度下对玉米大

斑病菌的抑制活性#并根据抑菌结果计算
:@

*&

#结

果如表
0

所示%

表
@

!

化合物对玉米大斑病菌的
XQ

'"

#

$

O-P<5@

!

OF5XQ

'"

I-<;576875I51-<8;9

*

).)257-

*

-)973!&%#/

"

2(&',(%*'1,1(

#

$

化合物

5PI

R

LOLMD

回归方程

4D

R

ND//LGID

e

P-ELGI

决定系数

F

#

半数效应浓度&

$

R

"

.K

($

:@

*&

2*1@K

&

$

R

"

.K

($

2

值

2BW-FPD

2

&'&*

'

$

#

0

(

.

值

.BW-FPD

盐酸小檗碱
VDNVDNLID+

S

MNGO+FGNLMD

5

g#'20&Eh#'02) &'2)% %'#& "'$#

!

$&'20 $0*'#!$ $&'$ &'&&$

霉灵
+

S

.D̀-_GF

5

g$')$*Eh0'$*2 &'2)# $$'2# 2'%0

!

$!'$# $&0'$0* $&'$ &'&&#

百菌清
O+FGNGE+-FGILF

5

g&'%0&Eh!'&*$ &'2%% $0'*# 2'"!

!

$2'#$ #!2'%$$ $&'$ &'&&$

!

$

(霉灵和百菌清为阳性对照%利用软件
?,??##'&

进行数据处理并对回归方程进行
2

检验%

A

S

.D̀-_GF-IMO+FGNGE+-FGILF-ND

H

G/LELWDOGIENGF/'9+DM-E--ND-I-F

S

_DMV

S

2ED/EGI?,??##'&'

!!

化合物盐酸小檗碱表现出对玉米大斑病菌较高

的抑制活性#抑制率为
22'21

'表
$

(#以霉灵和百

菌清原药为阳性对照#进一步研究了盐酸小檗碱在

梯度浓度下对玉米大斑病菌的抑制效果#以浓度的

"

22

"



#&#&

对数作为
E

轴#以抑制率的几率值作为
5

轴#利用软

件
?,??##'&

求取毒力回归方程并计算半数效应浓

度
:@

*&

#结果如表
0

所示%由表中可以看出#盐酸

小檗碱对玉米大斑病菌的
:@

*&

为
%i#&

$

R

&

.K

#远

低于霉灵和百菌清对该菌的
:@

*&

值'霉灵和百

菌清对玉米大斑病菌的
:@

*&

分别为
$$'2#

$

R

&

.K

和
$0'*#

$

R

&

.K

(#表现出较好的抑制活性%

@

!

结论

以黄连根粉为原料提取纯化获得盐酸小檗碱纯

品#提取率为
0'01

+以盐酸小檗碱标准品为对照#

利用高效液相色谱法测定其含量为
20'*"1

+采用

菌丝生长速率法对盐酸小檗碱的抑菌活性进行了研

究#结果表明#在所有供试病菌中#盐酸小檗碱在
$&&

$

R

&

.K

时表现出较专一的对玉米大斑病菌高的抑制

活性#抑制率为
22'21

#

:@

*&

为
%'#&

$

R

&

.K

#抑制活

性高于阳性对照霉灵和百菌清+化合物对玉米大斑

病菌持续抑制情况观察表明#与霉灵及百菌清相

比#盐酸小檗碱对玉米大斑病菌的抑制作用具有持效

期长的特点%盐酸小檗碱作为一种在植物中含量较

高的天然药物资源#在抑菌方面表现出的这种专一性

和较高的抑制活性#有待于我们进一步研究#为开发

高效$低毒新型农用杀菌剂提供理论参考%
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