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摘要:【目的】考察臭椿(Ailanthusaltissima)种子乙酸乙酯提取物的抗病毒活性。【方法】采用硅胶柱层析对臭椿种子乙

酸乙酯提取物进行了分离,以烟草花叶病毒(Tobaccomosaicvirus,TMV)为供试病毒,通过半叶枯斑法测定了不同柱层

析馏分的抗TMV活性。【结果】当质量浓度为1mg·mL-1时,馏分Fr1,Fr5,Fr6和Fr7对TMV有较强的钝化作用,抑

制率在74.46%~83.09%之间;馏分Fr3对TMV枯斑寄主心叶烟(Nicotianaglutinosa)的保护作用最强,对TMV的抑

制率为81.63%;馏分Fr5,Fr6和Fr7对TMV增殖有明显的抑制作用,抑制率分别为91.61%,89.47%和78.5%;各馏分

对TMV的治疗作用相对较弱,抑制率均低于40%。【结论】臭椿种子乙酸乙酯提取物的各馏分均有一定的抗TMV活

性,为进一步活性跟踪其中的抗病毒活性物质奠定了基础。
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植物病毒病历来就有“植物癌症”之称,每年都给全世界农业生产带来巨大的经济损失。烟草花叶病毒(To-
baccomosaicvirus,TMV)是目前世界上研究最为深入的模式病毒[1],可侵染36个科的400多种植物,每年造成

的农业经济损失相当巨大。该病毒抗逆性强,在世界各烟区普遍发生。在一般年份,TMV可导致烟叶产量减少

20%~30%;在该病毒流行年份,则可导致毁种甚至绝收的情况出现[2]。目前国际公认的抗TMV的特效药物尚

未有研究报道,而寻找新型抗TMV药物仍是目前此类药物研发的重点和难点[3]。
臭椿(Ailanthusaltissima)为苦木科(Simaroubaceae)臭椿属(Ailanthus)植物[4],是中国民间常用的中草

药。其中,臭椿叶主治疮疥,风疽;臭椿根皮或干部内皮具有除热、燥湿、涩肠、止血等功效,主治久痢、久泻、肠风

便血、崩漏、带下、遗精、白浊、蛔虫等[5];臭椿种子也可入药,中药名为凤眼草[4]。近些年来的研究已经发现臭椿

树皮和枝叶的提取物具有较好的抗TMV作用[6-7],但有关臭椿种子提取物抗病毒作用的研究报道甚少。为此,
本研究对臭椿种子的乙酸乙酯提取物中不同馏分进行了抗TMV活性筛选,追踪具有抗TMV的有效成分,以便

为开发新型植物源生物农药提供基础资料。

1材料与方法

1.1实验材料

用于制备提取物的臭椿种子于2015年10月采集于辽宁朝阳。TMV普通株系U1摩擦接种于普通烟K326
(Nicotianatabacumcv.K326)上,采用Gooding等人[8]的方法进行提纯。使用紫外分光光度计测得纯化后的

TMV质量浓度为16mg·mL-1,保存于-70℃冰箱中备用。实验中的系统侵染寄主为普通烟K326,枯斑寄主

为心叶烟(Nicotianaglutinosa);将烟草种子播种于漂盘中,在温室内栽培,待烟苗长出6~8片叶子时,挑选健

康植株备用。

* 收稿日期:2017-12-19  修回日期:2018-09-06  网络出版时间:2018-09-26 13:26
资助项目:国家自然科学基金地区科学基金项目(No.31560106);国家自然科学基金青年项目(No.31200265);云南省高校森林有害生物科

技创新团队项目(No.51600507);云南省森林灾害预警与控制重点实验室开放基金项目(No.ZK150009);西南林业大学科研启

动项目(No.111712);云南省高校优势特色重点学科(生物学)建设项目(No.50097505)

第一作者简介:邹正彪,男,研究方向为植物源农药,E-mail:1076856880@qq.com;通信作者:闫晓慧,女,副教授,博士,E-mail:luckyyxh@

163.com
网络出版地址:http://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1165.N.20180926.1326.048.html



1.2实验仪器与试剂

本研究中主要的实验仪器为上海爱朗仪器有限公司生产的旋转蒸发仪、青岛海洋化工厂生产的柱层析硅胶

及GF254薄层层析硅胶板;主要的试剂为德强生物股份有限公司生产的质量分数为2%的宁南霉素水剂,甲醇、
石油醚、乙酸乙酯、氯仿、二甲基亚砜等试剂均为分析纯。

1.3臭椿种子提取物不同馏分的制备

取臭椿种子10.5kg风干后粉碎,采用乙醇加热回流提取法提取,分别提取3次,每次3h。合并3次提取

液,再用旋转蒸发仪减压浓缩至浸膏状,获得乙醇提取物。将提取物用蒸馏水溶解,依次用乙酸乙酯、正丁醇、石
油醚各萃取3次,合并萃取液,浓缩至浸膏状得到不同溶剂萃取物,并进行抗TMV活性测定(具体方法见后文

1.4部分)。结果发现乙酸乙酯提取物的抗TMV活性最高,因此本研究以乙酸乙酯提取物100.62g为分馏样

品,经常压硅胶柱层析,以石油醚-乙酸乙酯(V石油醚∶V乙酸乙酯=10∶1~0∶1)、氯仿-甲醇(V氯仿∶V甲醇=1∶1)等
溶剂系统依次进行梯度洗脱,每1000mL收集1瓶,共收集134瓶,经薄层层析检测,合并相同组分,旋转蒸发浓

缩回收溶剂,得到7个不同馏分,分别命名为Fr1,Fr2,Fr3,Fr4,Fr5,Fr6和Fr7。准确称取少量各个馏分用二甲

基亚砜溶解后配成质量浓度为100mg·mL-1的母液,保存在4℃冰箱中备用。

表1 对TMV的钝化作用

Tab.1 InactivationeffectsagainstTMVinfection

施药类型
对照枯斑数

平均值/个

施药处理枯斑数

平均值/个
p值* 抑制率/%

乙酸乙酯提取物 15.00 5.00 0.027 65.56±2.94b

馏分Fr1 17.67 4.33 0.016 74.46±0.55a

馏分Fr2 20.00 9.67 0.199 52.73±9.73b

馏分Fr3 20.33 18.00 0.057 11.45±1.45b

馏分Fr4 28.33 13.67 0.011 52.98±5.98b

馏分Fr5 17.67 3.00 0.011 83.09±0.24a

馏分Fr6 25.33 6.00 0.002 75.26±5.17a

馏分Fr7 20.67 4.33 0.007 78.09±3.39a

宁南霉素 18.67 2.00 0.001 88.78±3.41a

  注:1)表中枯斑数、抑制率数据为3次实验重复的平均值;2)乙酸乙酯

提取物及各馏分的质量浓度均为1mg·mL-1,宁南霉素的质量分数为

2%;3)*为各类型施药处理与对照枯斑数差异的t-检验结果,p<0.05时

表示两者差异具有统计学意义;4)乙酸乙酯提取物和它的各馏分与宁南霉

素的抑制率差异采用多重比较(LSD),不同字母表示数据间差异有统计学意

义(p<0.05)。下同

1.4抗TMV活性测定

1.4.1抑制TMV侵染活性的测定 采用活体半叶枯斑法[9-10],设置3种施药方式:1)混合施药,即将不同馏分

与TMV混合30min后接种于心叶烟上,以测定不同馏分对TMV的体外钝化作用;2)先施药,即将不同组分喷

洒在心叶烟叶片上,6h后接种病毒,以测定各馏分对感染了TMV叶片的保护作用;3)后施药,即在接种病毒

6h以后在心叶烟叶片上喷含有各馏分的水溶液,以测定不同馏分对TMV的治疗作用。具体操作步骤为:将各

馏分用二甲基亚砜溶解并用蒸馏水稀释到质量浓度为1mg·mL-1时备用。挑选健康、生长良好的心叶烟,每株

选取长势相似的上部烟叶3片,每片叶片的左半叶用不同提取物馏分处理,右半叶用不含提取物但具有相同质

量浓度的二甲基亚砜溶液处理作为对照,每个馏分处理均重复3次。用金刚砂摩擦接种TMV于烟叶上,10min
后将烟叶上残留的金刚砂用蒸馏水冲洗干净。将处理后的烟苗放在无虫温室中培养,3~4d后统计枯斑数,并
用公式“抑制率=[(对照平均枯斑数-馏分处理平均枯斑数)/对照平均枯斑数]×100%”计算抑制率。

1.4.2抑制TMV增殖活性的测定 采用离体半叶枯斑法[10-11]。挑选长势相似的3片上部烟叶,全叶使用金刚

砂摩擦接种200μL,1mg·mL-1的TMV。病毒接种2h后将烟叶剪下,剪除叶尖和叶柄部位,并沿中脉将叶片

剪成两 半;右 半 叶 浸 入 盛 有 质 量 浓 度 为

1mg·mL-1的供试馏分溶液的培养皿中作

为实验 组,左 半 叶 浸 入 盛 有 质 量 浓 度 为

1mg·mL-1的二甲基亚砜溶液的培养皿中

作为对照组。每个馏分的实验重复为3次,
对烟叶在室内进行培养,48h后统计枯斑数,
并按上文1.4.1部分的公式计算抑制率。

此外,本研究还使用宁南霉素以及未分

离各馏分的乙酸乙酯提取物按上述方法对

烟叶进行了处理,用以比较各供试馏分、未
分馏的乙酸乙酯提取物与宁南霉素的抗

TMV活性的差异。

2结果与分析

2.1活体半叶枯斑法结果

2.1.1钝化作用 通过活体混合施药的方

式测定臭椿种子乙酸乙酯提取物及该提取

物的不同馏分对TMV的体外钝化作用,结
果发现当质量浓度为1mg·mL-1时,各馏

分对TMV均有一定的钝化作用(表1)。馏
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表2 对TMV初侵染时心叶烟的保护作用

Tab.2 ProtectiveeffectsagainstTMVinfectiononN.glutinosa

施药类型
对照枯斑数

平均值/个

施药处理枯斑数

平均值/个
p值 抑制率/%

乙酸乙酯提取物 17.00 7.00 0.037 57.58±3.14b

Fr1 11.00 6.00 0.018 45.35±0.51a

Fr2 8.33 3.00 0.000 63.89±1.39b

Fr3 14.67 2.67 0.000 81.63±1.93b

Fr4 17.00 11.33 0.066 33.67±1.84b

Fr5 4.00 3.00 0.288 26.11±3.89b

Fr6 7.00 2.67 0.023 61.27±2.82b

Fr7 9.00 4.33 0.132 51.88±4.93a

宁南霉素 10.00 5.67 0.251 42.22±2.22a

表3 对TMV的治疗作用

Tab.3 CurativeeffectsagainstTMVinfection

施药类型
对照枯斑数

平均值/个

施药处理枯斑数

平均值/个
p值 抑制率/%

乙酸乙酯提取物 23.33 16.00 0.072 31.29±6.44a

Fr1 35.00 23.67 0.241 33.56±4.09a

Fr2 18.33 14.00 0.521 23.67±5.23a

Fr3 26.67 17.33 0.198 35.17±2.84a

Fr4 56.33 51.33 0.865 5.99±0.91b

Fr5 8.33 11.33 0.066 -

Fr6 30.67 22.67 0.002 24.14±4.95a

Fr7 39.67 25.67 0.001 35.39±2.25a

宁南霉素 36.33 26.67 0.070 27.03±8.69a

表4 对TMV增殖的抑制作用

Tab.4 ProliferationeffectsagainstTMVinfection

施药类型
对照枯斑数

平均值/个

施药处理枯斑数

平均值/个
p值 抑制率/%

乙酸乙酯提取物 48.00 16.67 0.002 65.27±1.42b

Fr1 41.67 24.67 0.038 40.62±0.76b

Fr2 29.67 15.67 0.003 47.18±0.71b

Fr3 48.00 33.00 0.427 31.71±0.83b

Fr4 39.00 25.00 0.136 36.92±3.82b

Fr5 39.67 3.33 0.039 91.61±3.24b

Fr6 41.67 4.67 0.001 89.01±1.09b

Fr7 47.67 9.67 0.017 78.72±2.49b

宁南霉素 29.00 13.00 0.001 55.12±0.83a

分Fr1,Fr5,Fr6和Fr7对 TMV 的钝化效果较好,抑制率均在70%以上;其中Fr5的活性最强,抑制率为

83.09%,仅次于宁南霉素的抑制率(88.78%)(封二彩图1a)。馏分Fr6,Fr7处理后烟叶的枯斑数与对照烟叶的

枯斑数差异具有统计学意义(p<0.01)。研

究结果也显示未分离各馏分的乙酸乙酯提

取物对TMV也有较高的钝化活性,抑制率

为65.56%;馏分Fr2,Fr4对TMV也表现

出 一 定 的 钝 化 作 用,抑 制 率 分 别 为

52.73%,52.98%;馏分Fr3对 TMV 的钝

化作用最弱,抑制率仅为11.45%。
2.1.2保护作用 采用心叶烟活体半叶枯

斑法先施药的方式测定了臭椿种子乙酸乙

酯提取物及该提取物的不同馏分对 TMV
初侵染的抑制作用。研究结果显示,各馏分

对TMV的初侵染均有一定的抑制作用,抑
制率在26.11%~81.63%之间,表明它们

对TMV的枯斑宿主心叶烟具有一定的保

护作用,可以有效减轻 TMV 侵染心叶烟

(表2)。其中馏分Fr3对心叶烟的保护作用

最强(封二彩图1b),其次为馏分Fr2,两者

的抑制率分别为81.63%,63.89%,均高于

宁南霉素的抑制率(42.22%),与后者的差

异均具有统计学意义(p<0.05)。此外未分

离各馏分的乙酸乙酯提取物以及馏分Fr1,
Fr6,Fr7对心叶烟也有较好的保护作用,它
们的抑制率均高于宁南霉素的抑制率。t-检
验结果显示馏分Fr2,Fr3处理后烟叶的枯

斑数与对照烟叶的枯斑数的差异具有统计

学意义(p<0.01);馏分Fr1,Fr6处理后烟

叶的枯斑数与对照烟叶的枯斑数的差异具

有统计学意义(p<0.05)。
2.1.3治疗作用 臭椿种子乙酸乙酯提取

物及该提取物的不同馏分对 TMV的治疗

作用结果如表3所示。除馏分Fr5对TMV
无治疗作用外,其他各馏分以及未分离各馏

分的乙酸乙酯提取物对 TMV均表现出一

定的治疗作用。乙酸乙酯萃取物以及馏分

Fr1,Fr3和Fr7对TMV的治疗作用高于宁

南霉素的治疗作用,馏分Fr7的治疗作用最

好(封二彩图1c)。但是,乙酸乙酯提取物及

各馏分的抑制率均低于40%,与对TMV的

钝化作用和对烟草的保护作用相比,它们对

感染TMV烟草的治疗作用相对较弱。
2.2离体半叶枯斑法结果分析

表4显示了臭椿种子乙酸乙酯提取物

及从该提取物分离得到的馏分对 TMV增

殖的抑制作用结果。乙酸乙酯提取物及各
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馏分对TMV增殖均表现出一定的抑制作用。其中抑制作用最强的为馏分Fr5,当质量浓度为1mg·mL-1时,
它对TMV增殖的抑制率高达91.61%;馏分Fr6(封二彩图2),Fr7以及未分离各馏分的乙酸乙酯提取物对

TMV增殖也表现出较好的抑制效果,抑制率分别为89.01%,78.72%和65.27%,并且均高于宁南霉素的抑制

率(55.12%)。

3讨论与结论

TMV对烟草的绝对寄生性和独特的致病性[12]使它很难被根治,目前尚未发现国际公认的抗TMV的特效

药物。植物中含有丰富的次生活性物质,全世界1/3的药物来自于植物。自第1个植物病毒抑制物从商陆

(Phytolaccaacinosa)中发现以来[13],植物源抗病毒活性物质就已经引起了研究者们的广泛关注。臭椿作为中

药,具有清热燥湿、止痢、止血等功效;现代药理学研究则表明臭椿具有抗肿瘤、抗病毒、抗疟疾、抗阿米巴等多种

药理活性[14-18],在农业上有一定的抗虫活性[19-20]和除草活性[21-22],具有广泛的开发前景。
前期研究发现臭椿乙醇提取物有明显的抗TMV活性[7];本研究则考察了臭椿种子乙酸乙酯提取物不同馏

分的抗TMV活性。心叶烟离体半叶枯斑法实验结果发现,臭椿种子乙酸乙酯提取物及各馏分对TMV增殖均

表现出一定的抑制作用,抑制率在31.71%~91.61%之间,其中馏分Fr5对TMV增殖的抑制作用最强。通过

活体半叶枯斑法结合不同施药方式测定了乙酸乙酯提取物及各馏分对TMV侵染的抑制活性,其中:1)混合施

药处理结果表明馏分Fr1,Fr5,Fr6和Fr7对TMV的钝化作用明显,抑制率均在70%以上,馏分Fr5的抑制率

最高(83.09%);2)先施药处理结果表明各馏分对TMV的初侵染均有一定的抑制作用,抑制率在26.11%~
81.63%之间,除馏分Fr4,Fr5外其余各馏分对TMV的抑制率均高于宁南霉素的抑制率(42.22%);3)后施药

处理结果表明与钝化作用、保护作用相比,各馏分对感染TMV烟草的治疗作用相对较弱,抑制率均低于40%。
上述结果显示,各馏分对TMV的抑制作用差异明显,可能是因为各馏分中化学成分存在差异和抗病毒物质的不

同所致。
总之,本研究发现臭椿种子乙酸乙酯提取物中的馏分Fr5,Fr6和Fr7对TMV的抑制作用较好,今后将对3

个馏分中具体起作用的化学成分进行分析,为进一步开发绿色无公害、环境友好型植物源生物农药提供理论基

础和科学依据。
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StudyonAnti-TMVActivityofEthylAcetateExtractsfrom
SeedofAilanthusaltissima

ZOUZhengbiao1,QIJinkang1,WANGDeyan1,HUShijun2,YANXiaohui1
(1.KeyLaboratoryofForestDisasterWarningandControlofYunnanProvince,SouthwestForestryUniversity;

2.KeyLaboratoryofStateForestryAdministrationonBiodiversityConservationinSouthwestChina,

SouthwestForestryUniversity,Kunming650224,China)

Abstract:[Purposes]InordertostudytheantiviralactivitiesofethylacetateextractsfromseedofAilanthusaltissima.[Methods]

Theantitobaccomosaicvirus(TMV)activitiesofdifferentchromatographyfractionsofethylacetateextractsfromseedofA.alti-
ssimawerescreenedbyhalf-leafmethod.[Findings]Fourfractions,Fr1,Fr5,Fr6,andFr7showedpotentinactivationactivitiesa-
gainstTMVwithinhibitionintherangeof74.46%~83.09%attheconcentrationof1mg·mL-1.ThefractionFr5showedpromi-
nentprotectiveeffectagainstTMVinfectionofNicotianaglutinosawithinhibitionrateof81.63%.Fractions,Fr5,Fr6,andFr7
showedpotentanti-TMVproliferationactivitieswithinhibitionrateof91.61%,89.47%,and78.5%,respectively.Curative
effectsofallthechromatographyfractionsagainstTMVwererelativelyweakwithinhibitionratenomorethan40%.[Conclusions]

TheantiviruscomponentsofthesechromatographyfractionsfromseedofA.altissimaareworthfurtherinvestigation.
Keywords:Ailanthusaltissima;tobaccomosaicvirus;antivirusassay;half-leafmethod

(责任编辑 方 兴)
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