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10种药用植物乙醇提取物的抑真菌活性研究
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摘 要:真菌病害是降低农作物产量和品质的最重要因素之一,严重威胁粮食安全.化学

农药是防治真菌的有效手段,但长期不合理的使用,其弊端凸显;而采用植物代谢产物防

治真菌病害是化学杀菌剂的理想替代品.因此,本研究采用菌丝生长速率法,检测了10种

药用植物的乙醇提取物对9种植物病原真菌的抑制效果.结果表明姜黄、川芎、苦参乙醇提

取物在1000g/mL浓度下对超过5种真菌(马铃薯晚疫菌、西瓜枯萎菌、小麦赤霉菌、水稻

纹枯菌和苹果轮纹菌)的抑制率高于50%,显示出较高的抑菌活性.本研究发现姜黄、川

芎、苦参具有广谱抑菌活性,抑菌活性成分值得进一步分离鉴定,为寻找天然产物抑真菌

活性物质提供了参考依据.
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Abstract:Fungaldiseaseisoneofthemostimportantfactorstoreducecropyieldandquality,
whichseriouslythreatenfoodsecurity.Chemicalpesticidesareeffectivemeanstocontrolfungi,
buttheirdisadvantagesareobviousduetothelong-termunreasonableuse.Plantmetabolitesare
idealsubstitutesforchemicalfungicidesoncontroloffungaldisease.Therefore,theinhibitory
effectsofethanolextractsoftenmedicinalplantsonnineplantpathogenicfungiweredetected
bymycelialgrowthratemethod.Theresultsshowedthatattheconcentrationof1000μg/mL,
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theethanolextractsofCurcumalonga,LigusticumchuanxiongandSophoraflavescenshad
over50%ofinhibitoryeffectsonmorethanfivekindsoffungi,suchasPhytophthorainfes-
tans,Fusariumoxysporum,Fusariumgraminearum,Rhizoctoniasolani,Botryosphaeriado-
thidea,demonstratingthehighantifungalactivity.Inthisstudy,itwasfoundthatextractsof
Curcumalonga,LigusticumchuanxiongandSophoraflavescenshavebroad-spectrumantifun-
galactivities,andtheantifungalactivecomponentsareworthyoffurtherisolationandidentifi-
cationtoprovideareferenceforthesearchforantifungalactivesubstancesofnaturalproducts.
Keywords:plantderivedfungicides;antifungalactivity;fungus;naturalproduct

  植物病害是导致农产品产量降低的重要因素,全球估计有10%的粮食损失是由于各种植

物病原体引发的植物病害[1],给全球的生态、经济和社会造成巨大的损失[2].长期以来,化学农

药防治策略是治理植物病害的有效手段.但是,化学农药带来的一系列环境安全问题也越来越

引起人类的注意,如农药残留[3-5]、土壤肥力下降[6-7]、人畜中毒[8-9]、抗药性[10-11]等.鉴于化学

农药带来的风险与危害,许多国家都开始对化学农药的使用及管理进行了规范和限制[12-14].我

国农业农村部也在2015年发布了《到2020年农药使用量零增长行动方案》,并提倡大力推广新

型农药.植物在与病原菌长期斗争的过程中,自身必然产生某些抵御病原菌的次生代谢物质.
采用植物的次生代谢物质防治植物病害将是未来的重要研究领域,是化学农药的理想替代

品[15-16].因此,植物源杀菌剂就是从植物的次生代谢产物中发掘出具有抑菌活性的天然活性物

质,这些物质具有低毒、低残留、易降解、对人畜等非靶标生物相对安全且不易产生抗药性等

特点,符合绿色防控和可持续发展理念,越来越受到人们的关注[17-18].而药用植物是人类和动物

治疗疾病的药物来源,大多具有抗微生物性质的次生代谢物质,是筛选抑菌物质的便捷渠道[19].
目前,国内外学者研究了大量本土药用植物对植物病原真菌抑制效果,取得了一定的研究

进展.如Salhi等[20]评估了阿尔及利亚北撒哈拉地区自发生长的4种本土药用植物白草蒿(Ar-
temisiaherbaalba)、山芫荽(Cotulacinerea)、薄叶日影兰(Asphodelustenuifolius)和圭亚那大

戟(Euphorbiaguyoniana)水提取物对小麦上禾谷镰刀菌和拟枝孢镰刀菌2种镰刀菌属真菌的

抑制效果,研究结果表明,白草蒿、山芫荽、薄叶日影兰和圭亚那大戟水提取物在10%和20%
的浓度下均能有效抑制镰刀菌菌丝体的生长,特别是薄叶日影兰提取物对禾谷镰刀菌有效,而

拟枝孢镰刀菌菌丝体的生长受到圭亚那大戟的强烈影响.Mafakheri等[21]评估了伊朗5种药用

植物辣薄荷(Menthapiperitapeppermint)、茴香(Foeniculumvulgare)、夏季香薄荷(Satureja
hortensis)、阿魏(Ferulaasafoetida)和孜然芹(Cuminumcyminum)的精油对链格孢、菌核生

枝顶霉和禾草离蠕孢的抗真菌活性,结果表明所有植物精油的最低抑菌浓度(MIC)值在1~

8mg/mL;茴香精油的 MIC值与杀真菌剂Captan获得的最低杀菌浓度(MFC)值相当;辣薄荷

精油在2mg/mL和4mg/mL的浓度下对链格孢菌表现出最大的抑制和杀菌活性;而孜然芹

对所有真菌的敏感性较低.Mongalo等[22]对10种南非药用植物进行了水提取和有机溶剂萃取,

并检测了对尖孢镰刀菌、轮枝镰刀菌、禾谷镰刀菌、黄曲霉和赭曲霉的抑菌效果,结果表明有

机溶剂萃取物比水提取物显示出更显著的抗真菌活性,尤其是鸡血藤属植物(Milletiagrandis
)的有机萃取物对赭曲霉、禾谷镰刀菌和尖孢镰刀菌显示最低的 MIC值(0.01mg/mL).姚翰文

等[23]选取丁香等29种我国传统中药材,获得乙醇提取物,检测了对山核桃干腐病菌和油茶炭

疽病菌的活性,结果表明,丁香和牡丹乙醇提取物对2种菌的抑制效果明显高于其他植物提取

物,且有效中浓度(EC50)分别为2.566mg/mL,10.268mg/mL和1.005mg/mL,10.988mg/mL.尽

管我国药用植物资源丰富,历史悠久,但对植物源杀菌剂的筛选还远远不够,存在筛选植物种
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类少,抑菌谱筛选范围窄等问题,还需要在深度和广度上加大筛选范围,为寻找新型先导化合

物奠定基础[24].基于此,本研究将选择10种我国传统药用植物,以9种植物病原真菌为供试

菌,进行体外抑菌活性筛选,旨在发现具有较高抑菌效果的植物材料,为寻找天然产物活性物

质提供依据.

1 材料与方法

1.1 供试植物

供试药用植物共10种,均从四川省成都市中药材批发市场购买,具体名录见表1.

表1 供试植物名录

植物名称 拉丁学名 科 用药部位

鬼针草 Bidenspilosa 菊科 全草

葛根 Puerarialobata 豆科 根

知母 Anemarrhenaasphodeloides 百合科 根茎

肉桂 Cinnamomumcassia 樟科 树皮

苦参 Sophoraflavescens 豆科 根

鹤虱 Carpesiumabrotanoides 菊科 果实

川芎 Ligusticumchuanxiong 伞形科 根茎

透骨草 Phrymaleptostachya 透骨草科 全草

姜黄 Curcumalonga 姜科 根茎

黄柏 PhellodendronChinense 芸香科 树皮

1.2 供试植物病原菌

供试植物病原真菌共9种,具体名录见表2.

表2 植物病原真菌名录

真菌名称 拉丁学名 属

苹果轮纹菌 Botryosphaeriadothidea 葡萄座腔菌属

水稻纹枯菌 Rhizoctoniasolani 丝核菌属

小麦赤霉菌 Fusariumgraminearum 镰孢菌属

西瓜枯萎菌 Fusariumoxysporum 镰孢菌属

马铃薯晚疫菌 Phytophthorainfestans 疫霉属

烟草赤星菌 Alternariaalternata 链格孢属

猕猴桃褐斑菌 Corynesporacassiicola 棒孢属

番茄灰霉菌 Botrytiscinerea 葡萄孢属

苹果斑点落叶菌 Alternariaalternataf.sp.Mali 链格孢属

1.3 试验方法

1.3.1 植物材料的处理

10种药用植物自然阴干后,用植物粉碎机进行粉碎处理,并过40目筛去除杂质,然后放

于密封袋中在阴凉处保存备用.
1.3.2 植物乙醇粗提物的制备

乙醇粗提物的制备采用冷浸法[25-26].称取200g制备好的植物粉末放入广口瓶中,加入

2000mL的95%乙醇[溶剂∶干粉=10∶1(v/m)].在室温条件下浸泡48h,每天手动搅拌
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3次.然后用布氏漏斗过滤,重复浸提3次,并合并3次滤液.把滤液用旋转蒸发仪在45℃进行

浓缩,对所得浸膏进行称质量,计算提取率.所得浸膏放在4℃冰箱中保存待用.
1.3.3 植物乙醇粗提物体外抑菌活性初筛

10种植物乙醇粗提物的体外抑菌活性检测采用菌丝生长速率法[27].首先将所得的10种浸

膏用二甲亚砜(DMSO)溶解配制成250μg/mL母液,然后每种取0.2mL母液,加入49.8mL
马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基中配成终浓度为1000μg/mL的带药培养基,以不加乙醇粗提

物的PDA培养基作为对照,混合均匀后倒入3个灭菌的培养皿中(培养皿直径为9cm).取新

活化的0.7cm菌饼接种在培养皿中,28℃倒置培养,至菌丝生长至培养皿2/3大小时采用十

字交叉法测量菌丝直径,每个处理重复3次.菌丝生长抑制率的计算按照以下公式进行计算:

抑制率(%)=
对照菌落直径-处理菌落直径

对照菌落直径-0.7 ×100%

1.4 数据处理与统计分析

数据统计采用Excel进行计算平均值和标准差,采用DPS7.05Duncan氏新复极差法进行

显著性(p<0.05)检验.

2 结果与分析

2.1 植物乙醇粗提物的提取率

10种植物经乙醇浸提48h后,乙醇粗提物的提取率见表3.如表3所示,知母的乙醇粗提

物浸膏质量为88.86g,提取率为44.43%,提取率最高,其次为苦参、肉桂和鹤虱,提取率分别

为24.50%,22.50%和22.33%;而鬼针草的乙醇粗提物浸膏质量为14.49g,提取率为7.25%,

提取率最小,其次为葛根,提取率为10.92%.

表3 10种植物乙醇粗提物的提取率

植物名称 干粉质量/g 浸膏质量/g 提取率/%

鬼针草 200 14.49 7.25
葛根 200 21.84 10.92
知母 200 88.86 44.43
肉桂 200 44.99 22.50
苦参 200 49.00 24.50
鹤虱 200 44.65 22.33
川芎 200 37.75 18.88

透骨草 200 27.20 13.60
姜黄 200 27.68 13.84
黄柏 200 28.36 14.18

2.2 乙醇粗提物的体外抑菌效果

10种植物乙醇粗提物在1000μg/mL浓度下对9种植物病原真菌的抑真菌活性见表4.
由试验结果可知,对番茄灰霉菌抑制效果较好的植物有黄柏和川芎,抑制率分别为

(41.11±2.34)%和(45.21±1.65)%,其他植物材料的抑制率均小于30%.对马铃薯晚疫菌抑制

效果超过50%的有姜黄、川芎、苦参和鹤虱,抑制率分别为(64.86±1.28)%,(60.54±
13.75)%,(54.05±0.91)%和(65.36±0.27)%.对苹果斑点落叶菌抑制效果高于50%的只有姜

黄,抑制率为(50.95±3.92)%.对烟草赤星菌抑菌效果超过50%的有姜黄和川芎,抑制率分别
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为(59.24±2.39)%和(58.98±0.69)%.对猕猴桃褐斑菌抑制效果超过50%的只有姜黄,抑制率

为(52.12±1.32)%.对西瓜枯萎菌抑制效果高于50%的有姜黄、黄柏、苦参和川芎(图1),抑菌

率分别为(70.65±2.33)%,(68.23±3.89)%,(56.87±2.20)%和(50.23±3.26)%.对小麦赤霉

菌抑制效果超过50%的有苦参和川芎,抑制率分别为(53.91±2.77)%,(55.20±5.69)%.对水

稻纹枯菌抑制效果超过50%的有姜黄、苦参、川芎、鹤虱和肉桂,抑制率分别为(81.07±

2.37)%,(69.21±3.20)%,(80.82±0.56)%,(54.38±0.38)%,(53.87±2.69)%.对苹果轮纹

菌抑制效果超过50%的有姜黄、苦参、川芎(图1),抑制率分别为(80.76±1.20)%,(50.88±

1.01)%,(67.25±1.59)%.
由此可知,姜黄对7种真菌的抑制率超过50%;川芎对6种真菌的抑制率超过50%;苦参

对5种真菌的抑制率超过50%;葛根、知母、鬼针草和透骨草对9种真菌的抑制效果较差,尤其

是透骨草,对猕猴桃褐斑菌、西瓜枯萎菌、小麦赤霉菌、水稻纹枯菌和苹果轮纹菌均无抑制效果.

图1 川芎、苦参、姜黄提取物对西瓜枯萎菌和苹果轮纹菌的抑菌活性

表4 10种植物乙醇粗提物对9种真菌的抑制率 %

植物名称 番茄灰霉菌 马铃薯晚疫菌 苹果斑点落叶菌 猕猴桃褐斑菌 烟草赤星菌 西瓜枯萎菌 小麦赤霉菌 水稻纹枯菌 苹果轮纹菌

姜黄 25.54±3.99c 64.86±1.28a 50.95±3.92a 52.12±1.32a 59.24±2.39a 70.65±2.33a 49.72±3.57a 81.07±2.37a 80.76±1.20a
黄柏 41.11±2.34b 47.15±2.48d 21.84±4.19c 27.22±2.74c 31.02±2.34d 68.23±3.89ab 35.67±4.54b 44.58±3.34d 18.95±3.04e
葛根 2.82±0.97e 4.87±0.71g 2.36±1.32e 0±0f 6.59±2.36f 0±0h 6.96±0.40d 0±0f 3.99±1.77g
苦参 27.18±0.64c 54.05±0.91c 40.22±3.48b 16.60±0.65e 45.10±1.49b 56.87±2.20c 53.91±2.77a 69.21±3.20b 50.88±1.01c
川芎 45.21±1.65a 60.54±13.75b 41.51±3.38b 38.30±0.70b 58.98±0.69a 50.23±3.26d 55.20±5.69a 80.82±0.56a 67.25±1.59b
鹤虱 11.79±2.44d 65.36±0.27a 16.23±3.87d 39.16±3.93b 38.68±2.82c 38.13±1.98e 10.51±3.36cd 54.38±0.38c 10.48±1.84f
肉桂 29.06±2.13c 45.45±0.60d 1.59±0.74e 22.33±1.77d 28.70±4.26d 25.18±1.13f 16.34±4.59c 53.87±2.69c 45.92±3.38d
知母 3.05±1.67e 14.82±3.76ef 6.05±0.82e 36.81±0.79b 6.89±2.81f 16.54±3.92g 0±0e 3.47±0.79f 0±0h

鬼针草 10.40±0.97d 15.71±2.13e 0±0e 0±0f 22.63±4.11e 2.39±2.10h 10.91±4.33cd 19.71±3.26e 0±0h
透骨草 6.11±2.74e 12.02±1.67f 5.26±3.17e 0±0f 4.11±1.83f 0±0h 0±0e 0±0f 0±0h

  注:小写字母不同表示组间比较差异具有统计学意义(p<0.05).

3 结论与讨论

植物源杀菌剂具有低毒、低残留、易降解及使病原菌难以产生抗药性等优点,与当前的生

态、绿色、环保等发展理念相一致,是未来新农药开发的重要方向.因此,从植物中筛选抑菌物

质是发现先导化合物或天然抑菌物质的重要基础工作,对新农药的创制意义重大.本研究筛选了

10种药用植物乙醇粗提物对9种常见的植物病原真菌的抑菌活性,结果表明在1000μg/mL浓度

下,姜黄、川芎、苦参具有较广的抑菌范围,抑菌效果较好.Khattak等[28]研究显示,本土药用

植物姜黄乙醇提取物对长毛癣菌具有良好的抗真菌活性,抑制率为65%.Cho等[29]评估了姜黄

根茎甲醇提取物在3μg/mL浓度下对6种植物病原真菌的抑制作用,研究发现姜黄根茎甲醇
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提取物对稻瘟菌和番茄晚疫菌的抑制率均超过了80%,对小麦叶锈菌的抑制率超过60%,而

对水稻纹枯菌、番茄灰霉菌和大麦白粉菌均无抑制效果.本研究在1000μg/mL浓度下发现姜

黄对马铃薯晚疫菌的抑制率超过60%,与Cho等[29]的研究结论一致,而对番茄灰霉菌和水稻

纹枯菌的抑制率分别为25.54%和81.07%,抑菌效果与Cho[29]的研究结果不同.这种差异可能

是不同地域的姜黄品种不同导致所含主要抑菌成分不同[30-31]或者不同地域菌种对药物的敏感

基线不同[32-33],也可能是浸提的有机溶剂不同导致提取的有效抑菌成分不同[34-35].也有研究表

明苦参根甲醇提取物对灰霉菌的 MIC为1.25μg/mL
[36];苦参水提取液在10μg/mL浓度下对

小麦条锈菌孢子萌发的抑制率为84%[37],而苦参根丙酮提取物在100μg/mL浓度下对水稻恶

苗病菌等6种植物病原真菌的抑制率均高于50%,说明苦参对植物病原菌具有较好的抑菌效

果.程小梅等[38]研究表明,8.25μg/mL川芎乙醇提取液对猕猴桃青霉菌的抑制率为92.79%;
胡军华等[39]评价了川芎乙醇提取液对柑桔上3种病原菌的抑制能力,研究显示10μg/mL川芎

乙醇提取液对柑橘青霉菌、绿霉菌、酸腐菌的抑制率分别为100%,54.89%和77.08%,表明川

芎对某些植物病原菌也具有较好的抑菌活性.本研究表明姜黄、川芎、苦参等在1000μg/mL
浓度下对供试的9种真菌中有超过5种真菌的抑制率高于50%,同样显示出较高的抑菌活性,
说明这几种植物可能存在某种活性成分,抑菌谱较广,值得进一步研究.

本研究虽筛选出了部分具有较高抑菌活性的植物,但因为只选取了9种常见的真菌进行了

筛选,可能存在抑菌活性漏筛的现象.这是由于不同地域采集的病原菌对药物的敏感基线不同,
所以可能导致某些植物抑菌的漏筛.另外一个重要原因是本研究只选取了药用植物的具有药用

价值的特定部位,而不是全株,也有可能导致其他部位活性成分的遗漏;而且本研究只选择了

乙醇粗提物的抑菌活性检测,可能导致非极性较强和极性较强的活性物质没有浸提出来.虽然

以上问题在初步的筛选中难以避免,但在今后的研究中应当引起重视.
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