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大花金挖耳杀菌活性的进一步研究
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　　[摘　要 ]　大花金挖耳 (Carp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav)是菊科中杀菌活性较强的一种植物。研究

进行了该植物全株及其根、茎、叶和花等 5个部位 6种溶剂的 18种提取物对 5种真菌的室内毒力测定。结果表明,

大花金挖耳的活性成分主要集中在花中; 大花金挖耳花的丙酮提取物对供试的小麦赤霉、苹果炭疽、玉米大斑、番

茄灰霉和辣椒疫霉等 5 种病原菌菌丝生长的 EC50分别为 3 280. 34, 3 932. 28, 100. 97, 5 259. 20 和 1 278. 49

ΛgömL ;在系统提取中发现,大花金挖耳花的活性成分主要分布在乙酸乙酯和乙醇相中; 温度对大花金挖耳活性成

分的提取影响不大。大花金挖耳全株的丙酮提取物对黄瓜霜霉菌的保护作用和治疗作用均在 50%以上。上述结果

表明,大花金挖耳全株,尤其是花中含有高活性的抑菌成分。
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　 　 大 花 金 挖 耳 ( Ca rp esium m acrocep ha lum

F ranch. et Sav)属于菊科天明精属的植物, 主要分

布于我国东北、华北地区及陕西等地, 生长于海拔

1 000～ 2 000 m 的山坡林缘、山谷等的灌丛中,民间

用于治疗吐血[1 ]。近年来,由于有机合成农药本身的

属性及其在许多地区的不合理使用,造成了对非靶

标生物的毒害和环境污染,并导致害物产生抗药性。

因此,从植物资源中开发那些对害物高效、对人畜及

其他非靶标生物安全、对环境质量影响较小的“生物

合理农药”, 成了当今农药开发的热点之一。早在

1989 年就有研究报道[2 ] ,有 1 389 种植物有可能作

为杀菌剂,因其中包含了许多不同类型的化合物。有

学者对多种植物精油活性系统进行测试后发现,许

多植物精油能抑制真菌的生长[3 ]。孟昭礼等[4 ]、吴恭

谦等[5 ]发现银杏叶、白头翁植株的提取液都有抑菌

作用, 杨征敏等[6 ]、钮绪燕等[7 ]、吴文君等[8 ]分别对

卫矛科、虎儿草科和楝科植物提取液的抑菌作用进

行了较深入的研究。但目前尚未见有关菊科植物大

花金挖耳的杀菌剂产品及其相关研究的报道,为此,

本试验在前期试验的基础上[9 ] ,对这种植物的杀菌

活性进行了进一步的研究,对大花金挖耳的生物活

性成分进行了平行提取和顺序提取,并用提取物对

7种重要的农作物病原真菌进行了室内毒力测定及

盆栽药效试验,试图为从大花金挖耳中寻找新一代

杀菌先导化合物和创制新型杀菌剂奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试植物样品　大花金挖耳采自陕西 (秦

岭)蒿坪寺。经阴干后粉碎,过 30 目 (494 Λm )筛后

于- 30 ℃冰箱中保存备用。

1. 1. 2　供试菌种和盆栽植物　小麦赤霉病菌
(F usa rium g ram inea rum (Schw. ) Petch ) , 苹果炭

疽 病 菌 ( Colletotrichum g loeosp orioid es ( Penz. )

Penz et Sacc) ,玉米大斑病菌 (E x seroh ilum tu rcicum

(Pass. ) L eonard & Suggs) ,番茄灰霉病菌 (B otry tis

cirerea Pers F r. ) , 辣椒疫霉病菌 ( P hy top h thora

cap sici L eon) ,小麦白粉菌 (E ry sip he g ram in is DC)

和黄瓜霜霉菌 (P seud op eronosp ora cubensis Berk. et

M. A. (cu rt is) Ro stovzev) ,均由西北农林科技大学

植物病理研究所提供。黄瓜 (Cucum is sa tivus L. ,长

春密刺,感霜霉病品种)市购。小麦 (T irticion aestiv2
ion L. ,陕 225,感白粉病品种)由西北农林科技大学

农业科学院提供。

1. 2　方　法

1. 2. 1　植物样品的化学提取方法　取粉碎的植物

样品全株及根、茎、叶和花各适量,室温下以丙酮浸

渍振荡提取 3次,提取时间分别为 3, 2, 1 d,将提取

液合并减压浓缩,得到 5种丙酮提取物,用丙酮定容

并作空白对照以供生测; 以同样的方法用石油醚
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(30～ 60 ℃)、乙酸乙酯、丙酮、乙醇、甲醇和水等 6

种溶剂对植物的花进行平行提取,得到 6种提取物,

采用各自溶剂分别定容和丙酮统一定容 (其他 6 种

溶剂浓缩后用丙酮定容)并作空白对照以供生测;将

大花金挖耳花提取得到的浸膏,用以上 6 种极性由

小到大的溶剂作为洗脱剂,把大花金挖耳花的提取

浸膏 11. 13 g 装入已湿法装柱的 3. 0 cm×60 cm 硅

胶柱,进行顺序分段洗脱并结合 TL C 与紫外分析,

石油醚收集 500 mL , 乙酸乙酯分 2 次各收集 500

mL ,丙酮收集 500 mL ,乙醇收集 500 mL ,甲醇收集

500 mL , H 2O 相收集 500 mL ,减压浓缩得到 7种提

取物,以各洗脱剂分别定容并作空白对照,药液浓度

设为0. 01 gömL 以供生测。

1. 2. 2　生物测定试验方法　供试样品对黄瓜霜霉

菌 (cubensis Berk. et M. A. (cu rt is) Ro stovzev)和小

麦白粉病菌 (g ram in is DC)的抑菌活性采用盆栽试

验法测定[7, 10 ]; 对小麦赤霉病菌 ( g ram inea rum

(Schw. ) Petch)、番茄灰霉病菌 (cirerea Pers F r. )、

辣椒疫霉病菌 ( cap sici L eon )、苹果炭疽病菌
(g loeosp orioid es (Penz. ) Penz et Sacc)和玉米大斑

病菌 ( tu rcicum (Pass. ) L eonard & Suggs)的抑菌活

性采用生长速率法和悬滴法[11, 12 ]测定。重复 3次,取

平均值。按下列公式进行生物测定效果评判:菌落直

径 (mm ) = 测量菌落直径平均值- 4 (菌饼直径) ,菌

丝生长抑制率= ( (对照菌落直径- 处理菌落直径) ö
对照菌落直径)×100% ; 萌发率= (孢子萌发数ö检
查孢子总数)×100% ,孢子萌发抑制率= ( (对照萌

发率- 处理萌发率) ö对照萌发率)×100% ; 病情指

数= ∑ ( (病级×该病级的叶片数) ö(最高病级×总

叶片数) )×100% ,防治效果= ( (对照病情指数- 处

理病情指数) ö对照病情指数)×100%。

2　结果与分析

2. 1　大花金挖耳全株对黄瓜霜霉的防效

　　在大花金挖耳全株提取物对黄瓜霜霉的防效试

验中,当药液浓度设为 0. 05 gömL 时, 5～ 7 d 待对

照发病后,调查病指。测得药液对黄瓜霜霉病的治疗

作用和保护作用依次是 63. 13%和 84. 16%。结合前

期试验[9 ]可知,这种植物在离体和活体生测中都表

现出较强的杀菌活性。

2. 2　大花金挖耳植株活性部位的筛选试验结果

对大花金挖耳不同部位的生物活性测试结果见

表 1。从表 1可以看出,将大花金挖耳对辣椒疫霉菌

丝生长抑制作用的药液浓度设为 0. 05 gömL ,对其

他菌种药液浓度均设为 0. 1 gömL 时,大花金挖耳

的主要活性成分在花中的分布最为集中。

表 1　大花金挖耳活性部位的离体生测

T able 1　T he bioassay of the ex tracts of C. m acrocep ha lum F ranch et Savπs active parts

供试植物
样品部位

Part of
tested
p lan t

抑制率ö% Inh ib it ion

苹果炭疽
C. g loeosp orioid es

小麦赤霉
G. g ram inearum

番茄灰霉
B . cirerea

玉米大斑
E. tu rcicum

辣椒疫霉
P. cap sici

① ② ① ② ① ② ① ② ① ②
花 F low er 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 - - 100. 00 100. 00 67. 03
根 Roo t 75. 00 99. 00 87. 90 71. 87 81. 56 - - 100. 00 22. 12 63. 51
叶 L eaf 73. 07 100. 00 100. 00 100. 00 72. 35 - - 100. 00 55. 55 92. 50
茎 Stem 55. 77 90. 00 91. 94 46. 86 41. 56 - - 100. 00 10. 12 44. 64

　　注:①菌丝生长抑制率;②孢子萌发抑制率。

N o te:① Inh ib it ion rate (% ) of hypha;② Inh ib it ion rate (% ) of spo re germ ination.

2. 3　大花金挖耳花的提取物对 5种真菌的毒力

从表 2 生测结果可见,大花金挖耳花的丙酮提

取物对供试的 5种病原真菌菌丝生长都有明显的抑

制作用,提取物对供试的小麦赤霉、苹果炭疽、玉米

大斑、番茄灰霉、辣椒疫霉等 5种病原真菌菌丝生长

的 EC 50 分别为 3 280. 34, 3 932. 28, 100. 97,

5 259. 20, 1 278. 49 ΛgömL。5种病原真菌中,对大

花金挖耳花的丙酮提取物最敏感的是玉米大斑菌。
表 2　大花金挖耳花的活性物质对菌丝生长抑制的毒力

T able 2　Toxicity to the grow th of the hyphae

供试菌种
Pathogen ic fungi

回归方程
Regression equation

卡方值
ς2

EC50

(Λg·mL - 1)

小麦赤霉 G. g ram inearum y = 5. 352 5x - 13. 818 9 0. 551 6 3 280. 34
苹果炭疽 C. g loeosp orioid es y = 1. 551 4x - 0. 576 7 3. 261 4 3 932. 28
玉米大斑 E. tu rcicum y = 0. 655 7x - 3. 685 8 2. 367 1 100. 97
番茄灰霉B . cirerea y = 1. 070 6x + 1. 016 2 2. 159 6 5 259. 20
辣椒疫霉 P. cap sici y = 1. 316 7x + 0. 909 4 1. 212 4 1 278. 49
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2. 4　大花金挖耳花活性成分的平行提取试验

从表 3可以看出,所选溶剂中,乙酸乙酯、丙酮、

乙醇、甲醇、水都能有效提出有效成分,但相对而言,

丙酮、乙酸乙酯、乙醇作溶剂较好。考虑有效成分可

能包括极性成分和非极性成分,以及溶剂的价格、毒

性等因素,选取丙酮和乙醇相结合作为大量提取所

用溶剂。

表 3　大花金挖耳花不同溶剂提取物的生测结果

T able 3　T he bioassay of the flow ers of Carp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav ex tracts

of differen t so lven t against 6 fungi

溶剂
So lven t

菌丝生长抑制率ö%
Inh ib it ion rate of hyphae

小麦白粉病防效ö%
B io2activity

玉米大斑
E. tu rcicum

苹果炭疽
C. g loeosp o2

rioid es

小麦赤霉
G. g ram in2

earum

辣椒疫霉
P. cap sici

番茄灰霉
B . cirerea

保护作用
P ro tective

efficacy

治疗作用
T reatm en t

efficacy

(1)石油醚 Petro leum ether 60. 07 59. 62 58. 13 48. 17 43. 03 28. 43 26. 27

(1)乙酸乙酯 E thyl acetate 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 75. 33 26. 27

(1)丙酮A cetone 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 50. 23 38. 46

(1)乙醇 E thyl alcoho l 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 80. 23 60. 00

(1)甲醇M ethyl alcoho l 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 47. 75 50. 00

(1)水W ater 80. 00 74. 19 69. 03 65. 16 70. 43 40. 13 10. 00

(2)石油醚 Petro leum ether 14. 66 36. 21 40. 12 36. 36 42. 13 - -

(2)乙酸乙酯 E thyl acetate 71. 15 67. 67 100. 00 100. 00 100. 00 - -

(2)丙酮A cetone 90. 29 80. 17 100. 00 100. 00 100. 00 - -

(2)乙醇 E thyl alcoho l 93. 56 85. 71 100. 00 100. 00 100. 00 - -

(2)甲醇M ethyl alcoho l 73. 56 78. 44 100. 00 100. 00 100. 00 - -

(2)水W ater 60. 82 70. 69 68. 21 60. 91 60. 43 - -

　　注: (1)代表以各提取溶剂分别定容并作对照,药液浓度定为 0. 1 gömL ,只在小麦白粉防效中,药液浓度为 0. 012 5 gömL ; (2)代表各提取

溶剂的提取物以丙酮定容并作对照,药液浓度为 0. 025 gömL。

N o te: (1) rep resen ts that every ex tract is respectively tested by its so lven t acting as CK, the concen tration is 0. 1 gömL , excep t the concen2

tration of tested E rysiphe gram in is DC is 0. 012 5 gömL ; (2) rep resen ts that every ex tract is respectively tested by acetone acting as CK, the

concen tration is 0. 025 gömL.

2. 5　大花金挖耳花活性成分的提取温度

取大花金挖耳花 2份,各 20 g,分别在 25 ℃下

用丙酮浸提 32 h 和在 80 ℃下索氏提取 8 h;当浓度

为 0. 005 gömL 时, 80 ℃的提取物对苹果炭疽菌菌

丝生长的抑制率为 61. 05% , 25 ℃的提取物为

58. 37% ; 当浓度为 0. 025 gömL 时, 80 ℃的提取物

使 5 种供试菌的菌丝生长均完全受到了抑制, 而

25 ℃的提取物对苹果炭疽菌、玉米大斑菌菌丝的生

长抑制率分别为 80. 17%和 90. 29% ,对其他 3种供

试菌的菌丝生长抑制率均为 100%。可见,提取温度

对大花金挖耳活性成分的影响不大,在某种程度上

80 ℃提取物还相对增强了对病原菌菌丝生长的抑

制率。

2. 6　大花金挖耳花活性成分的初步分离试验

从表 4 可以看出,有效成分主要集中在乙酸乙

酯相、乙醇相和甲醇相中, 说明至少有 2 组活性物

质,即极性物质组和非极性物质组,经薄板层析 (在

氯仿展开下) ,在紫外灯下观察,发现在乙酸乙酯相

中至少有 3种化合物,其中极性较小的 1 种在紫外

灯下呈红色荧光,乙醇相和甲醇相中成分较多而复

杂,需进一步进行分离、检测。

表 4　6种溶剂洗脱液对 5种菌的菌丝生长抑制率

T able 4　T he inh ib it ion of 6 so lven ts ex tract ion on hyphae of 5 k inds of pathogen fungi %

溶剂
So lven t

菌种 Pathogen ic fungi

番茄灰霉
B . cirerea

小麦赤霉
G. z eae

辣椒疫霉
P. cap sici

苹果炭疽
G. cing u la t

玉米大斑
E. tu rcicum

石油醚 Petro leum ether 0. 00 0. 00 3. 01 0. 00 10. 25

乙酸乙酯É E thyl acetate 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00

乙酸乙酯Ê E thyl acetate 76. 77 80. 46 70. 35 80. 25 64. 28

丙酮A cetone 32. 61 21. 74 0. 00 22. 58 0. 00

乙醇 E thyl alcoho l 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00

甲醇M ethyl alcoho l 100. 00 100. 00 58. 03 79. 31 23. 79

水W ater 40. 36 21. 37 10. 76 20. 15 44. 05
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3　讨　论

大花金挖耳在离体和活体条件下,对 7 种重要

的农作物病原菌都有明显的杀菌活性,本研究在选

取大花金挖耳花作为大量提取材料后,采用了石油

醚 (30～ 60 ℃)、乙酸乙酯、丙酮、乙醇、甲醇、蒸馏水

作为平行提取溶剂,并结合生测进行活性追踪,结果

发现有效成分在乙酸乙酯、丙酮、乙醇、甲醇、蒸馏水

中都有一定量的溶解,相对来说在丙酮和乙醇中溶

解的活性成分对供试病原菌的抑制率相对较高; 同

时发现,温度对大花金挖耳活性成分影响不大,故本

试验选丙酮和乙醇作为大量提取所用的溶剂,以防

有效成分漏筛。

在活性成分的分离中,本研究根据前面平行提

取所得各相的生测结果,对浸膏进行了极性由小到

大的顺序洗脱,发现在石油醚中没有活性成分 (或抑

菌效果最差) ,相当于除去了没有活性的“杂质”,而

在乙酸乙酯相和乙醇相中溶有活性极强的活性成

分,结合 TL C 与紫外分析仪得知此二相中溶有不同

的化学组分,是 2组不同的杀菌成分混合物。今后应

当对其中有效成分进一步研究,分析其结构并进行

作用机理方面的探讨。

[参考文献 ]
[ 1 ]　中国科学院西北植物研究所. 秦岭植物志 (第一卷. 第五册) [M ]. 北京:科学出版社, 1985. 210.

[ 2 ]　吴轶青. 使用天然抗菌化合物保护作物[J ]. 农药译丛, 1996, 18 (3) : 9- 12.

[ 3 ]　方德秋,肖顺元. 柠檬醛及香精油的抗菌研究概述[J ]. 天然产物研究与开发, 1994, 6 (2) : 75- 78.

[ 4 ]　孟昭礼,罗　兰. 人工模拟杀菌剂绿帝对八种病原菌的室内生测[J ]. 莱阳农学院学报, 1998, 15 (3) : 159- 162.

[ 5 ]　吴恭谦. 三种毛茛科植物提取物及原白头翁素的活性研究[J ]. 安徽农学院学报, 1989, (1) : 21- 31.

[ 6 ]　杨征敏,钮绪燕,吴文君. 卫矛科植物苦皮藤杀菌活性研究初报[J ]. 西北农林科技大学学报 (自然科学版) , 2002, 30 (5) : 74- 76.

[ 7 ]　钮绪燕,吴文君,刘虎歧,等. 虎儿草科植物杀菌活性的初步研究[J ]. 西北农业学报, 1993, 2 (1) : 83- 86.

[ 8 ]　吴文君,刘惠霞,朱靖博,等. 天然产物杀虫剂——原理、方法、实践[M ]. 西安:陕西科学技术出版社, 1997.

[ 9 ]　李玉平,慕小倩,冯俊涛,等. 几种菊科植物杀菌活性的初步研究[J ]. 西北农林科技大学学报 (自然科学版) , 2002, 30 (1) : 68- 72.

[ 10 ]　康振生,商鸿生,井金学,等. 内吸杀菌剂烯唑醇对小麦条锈病和白粉病发育影响的研究[J ]. 植物病理学报, 1996, 26 (2) : 111- 116.

[ 11 ]　陈年春. 农药生物测定技术[M ]. 北京:北京农业大学出版社, 1991.

[ 12 ]　慕立义,吴文君,王开远. 植物化学保护研究方法[M ]. 北京:中国农业出版社, 1994. 71- 85.

A fu rther study on the fung icida l act ivity of
Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. e t Sav

L IY u-p ing1, 2, GONG N ing1, J IANG Zh i- l i2, ZHANG X in 2

(1 Colleg e of L if e S ciences; 2 T he Cen ter of B iora tiona l P esticid es R esearch and D evelopm en t,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav is one species of Compo sitae w ith st rong fungicidal

funct ion. T he b ioassay of 18 ex tracts from 5 parts of th is p lan t again st 5 fungu s species has been carried

ou t in 2000- 2002. T he resu lts show ed that the aceton ic ex tracts of the p lan t had mo re than 50% p ro tec2
t ive and trea tm en t eff icacy to the P seud op eronosp ora cubensis Berk. et M. A. (cu rt is) Ro stovzev; T he fungi2
cidal con st ituen ts from C. m acrocep ha lum F ranch. et Sav are m ain ly found in flow er; T he aceton ic ex tracts

from the flow er of C. m acrocep ha lum F ranch. et Sav w ere ab le to inh ib it the hypha grow th of F usa rium

g ram inea rum (Schw. ) Petch, Colletotrichum g loeosp orioid es (Penz. ) Penz et Sacc, E x seroh ilum tu rcicum

( Pass. ) L eonard and Suggs, B otry tis cirerea Pers F r. and P hy top h thora cap sici L eon. T he EC 50 w ere

3 280. 34, 3 932. 28, 100. 97, 5 259. 20 and 1 278. 49 ΛgömL respect ively. Ex tract ion w as m ade by o rgan ic

so lven t of petro leum ether, acet ic ether, acetone, a lcoho l, m ethano l and H 2O respect ively. T he acet ic ether

and alcoho l ex tracts from the flow er of C. m acrocep ha lum F ranch. et Sav w ere mo re effect ive than that of

o ther o rgan ic so lven t.

Key words: Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav; compo sitae; act ive2compounds; fungicidal act ivity
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