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抗 TM V 的植物筛选及提取条件对
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　　[摘　要 ]　对 26 种植物样品进行了抗病毒 (TM V )活性测定。结果表明, 不同植物提取物对 TM V 侵染心叶烟

的抑制效果不同, 其中莲、榕树、柿子、杨梅、水蜈蚣、叶下珠、羊蹄甲和菊花对 TM V 的抑制率在 90% 以上; 对高活

性抗病毒植物莲叶而言, 抗病毒物质的活性因提取溶剂和提取方法的不同而异, 水作为溶剂提取时, 提取物对

TM V 的抑制率仅约为 70% , 而以甲醇和体积分数 95% 的乙醇作溶剂提取时, 提取物对 TM V 的抑制率约在 98%

以上; 用体积分数 95% 的乙醇为溶剂, 采用索氏提取、回流提取和冷浸提取时, 所得提取物对 TM V 的抑制率均为

100%。冷浸提取的优化条件是: 以体积分数 95% 的乙醇为提取溶剂, 料液比 20∶180 (1∶9)提取 12 h。
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　　植物病毒病一直是农业生产中的一大危害, 素

有植物“癌症”之称, 由于防治的困难, 其危害程度仅

次于真菌病害, 给农业生产造成了极大损失。

20 世纪 80 年代初, 美国每年因病毒病造成的

农业损失达 15～ 20 亿美元, 日本每年因植物病毒病

造成的农业经济损失达 800 亿日元之多。据统计[1 ] ,

全世界每年仅烟草花叶病毒 ( T obacco M osca ic

V irus, TM V )造成的损失就达 1 亿美元以上。

自 1914 年 A llard 首次报道商陆 (P hy tolacca

acinosa)汁液中存在抗 TM V 活性物质后, 国内外学

者对植物抗病毒活性物质进行了多方面的探索和研

究[2～ 8 ], 从已知的有机或无机化合物到植物粗提物

中, 均发现了一些对 TM V 有较好效果的抑制剂。

植物含有丰富的次生代谢产物, 是天然药物的

宝库。目前, 国内外对于植物活性成分的研究主要集

中在次生代谢物质的研究方面。为了充分利用我国

丰富的植物资源, 本研究采用生物活性跟踪的手段,

进行了抗 TM V 活性植物的筛选, 并在此基础上对

高活性植物进行了提取条件的优化, 以期为植物资

源的综合利用和植物源抗病毒剂的开发提供理论依

据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试植物样品　供试植物共 26 种, 除核桃

叶来源于西北农林科技大学外, 其余植物样品均采

自福建农林大学植物园, 所有植物样本经福建农林

大学生命科学院植物教研室黄春梅老师鉴定。供试

植物及供试部位详见表 1。植物样品采回后阴干, 放

50 ℃恒温烘箱烘干后粉碎, 过 20 目筛 (孔径 0. 84

mm ) , 然后密封于塑料袋内, 置冰箱中保存备用。

1. 1. 2　寄主植物　选用普通烟 K326 (N icotiana

tabacum var. K326) 和心叶烟 (N icotiana g lu tinosa )

为寄主植物, 前者为 TM V 的系统侵染寄主, 用于病

毒的繁殖; 后者为 TM V 的局部枯斑寄主。

供试烟苗均采用直播漂浮育苗技术进行培育,

经 50 d 水培后, 将幼苗移入直径 15 cm 的花盆中土

培, 生长一定时间后, 选长势基本一致的幼苗用于病

毒接种试验。

1. 1. 3　供试病毒　烟草花叶病毒 (TM V ) 普通株

系, 保存在普通烟 K326 植株上, 提纯后备用。

1. 1. 4　主要仪器及试剂　主要仪器有植物粉碎机、

Beckm an DU 2600 型分光光度计、高速离心机、旋转
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薄膜蒸发仪、循环水真空泵、恒温水浴锅等; 试剂有 乙醇、正丁醇、聚乙二醇、二甲亚砜, 均为分析级。
表 1　参试植物样品名录

T able 1　Catalogue of p lan t samp les

编　号
N um ber

样品及学名
Samp les and p lan t nam e

科名
Fam ily

供试部位
T ested part

1 莲 N elum bo nucif era Gaertu 睡莲科N ym thaeaceae 叶 L eaf

2 榕树 F icus m icrocarp a l 桑科M o raceae 叶 L eaf

3 杨梅M y reca rubra Sieb. et Zucc 杨梅科M yricaceae 叶 L eaf

4 叶下珠 P hy llan thus u rinaria 大戟科 Eupho rb iaceae 全株 T he w ho le

5 柿子D iospy ros kak i 柿树科 Ebenaceae 叶 L eaf

6 水蜈蚣 Ky lling a brev if orlia 莎草科 Kyllingaceae 叶 L eaf

7 菊花 Ch ry san them um m orif olium 菊科 Com to sitae 叶 L eaf

8 羊蹄甲 B auh in ia varitag a ta 豆科 L egum ino sae 叶 L eaf

9 心叶落葵薯A nred era cord if olia 落葵科Basellaceae 叶 L eaf

10 核桃 J ug lans reg ia L. 胡桃科 Juglandaceae 叶 L eaf

11 合欢 A lbiz z ia ju librissin 豆科 L egum ino sae 叶 L eaf

12 侧柏 P la ty clad us orien ta ils 柏科 Cup ressaceae 叶 L eaf

13 女贞 L ig ustrum lid ium 木犀科O leaceae 叶 L eaf

14 鸡矢藤 P aed eria scand ens 茜草科 Rubiaceae 叶 L eaf

15 蟛蜞菊W ed elia ch inense 菊科 Com to sitae 全株 T he w ho le

16 飞扬草 E up horbia h irta L. 大戟科 Eupho rb iaceae 全株 T he w ho le

17 棕竹 R hap is hum ilis 禾本科 Gram ineae 叶 L eaf

18 鱼尾葵 Cauy ota m itis 棕榈科A recaceae 叶 L eaf

19 假连翘D u ran ta rep ens L. sp 马鞭草科V erbenaceae 叶 L eaf

20 一品红 E up horbia p u lcherrim a 大戟科 Eupho rb iaceae 叶 L eaf

21 青葙 Celosia arg en tea 苋科Am aran thaceae 全株 T he w ho le

22 垂柳 S a lix baby lon ica 杨柳科 Salicaceae 叶 L eaf

23 毛竹 P hy llostachy s p ubescens 禾本科 Gram ineae 叶 L eaf

24 芭蕉M usa basjoo Sieb. et Zuce 芭蕉科 Illiciaceae 叶 L eaf

25 刺廖 P. sen ticosum F ranch Sav. 蓼科 Po lygonaceae 全株 T he w ho le

26 蒲公英 T arax acum m ong olicum 菊科 Com to sitae 全株 T he w ho le

1. 2　方　法

1. 2. 1　植物样品提取液的制备　取植物样品粉末

10 g 倒于 250 mL 圆底烧瓶中, 用 100 mL 体积分数

95% 的乙醇在水浴条件下回流提取 3 次, 时间分别

为 1, 0. 5, 0. 5 h, 合并 3 次提取液, 减压浓缩至膏状。

称取一定量提取物, 用少量二甲亚砜 (DM SO ) 溶解,

加蒸馏水定容, 提取物质量浓度为 0. 01 gömL , 将之

置于 4 ℃冰箱中保存备用。

1. 2. 2　TM V 病毒的提纯　烟草花叶病毒 (TM V )

经心叶烟纯化后, 在普通烟 K326 上繁殖。TM V 的

提纯参考 Gooding 等[9 ]的方法略有修改, 即在第 1

次加入聚乙二醇 (PEG) 之前采取两次离心的方法,

离心速度为 5 000 röm in, 每次 30 m in, 其他步骤不

变。

1. 2. 3　病毒接种液的配制　取植物样品提取液 1

mL , 加入一定量的提纯病毒, 使提取液中病毒的终

浓度为 30 ΛgömL , 混合均匀后用于接种, 以不含样

品提取物的相同浓度病毒溶液为对照接种液。

1. 2. 4　抗病毒活性的测定　采用半叶法混合接种。

选择健康、生长旺盛的 6～ 8 叶期心叶烟, 左半叶接

种含有 TM V 的植物样品提取液, 右半叶接种对照

液。每处理接种 4～ 5 个叶片, 重复 3 次, 3 d 后统计

枯斑数目, 计算抑制率。计算公式为:

抑制率=
对照平均每叶枯斑数- 处理平均每叶枯斑数

对照平均每叶枯斑数

1. 2. 5　莲叶中抗病毒活性物质的提取　在提取时

间 2 h、料液比 (质量体积比) 为 10∶100 条件下, 分

别用体积分数 95% 的乙醇、甲醇和水作溶剂, 采取

索氏提取、回流提取和冷浸提取 3 种不同的提取方

法, 提取莲叶中的抗病毒活性物质, 以半叶法接种心

叶烟, 根据抑制效果确定适宜的提取溶剂和方法。

1. 2. 6　莲叶中抗病毒活性物质提取条件的优化　

以乙醇质量分数、提取时间和料液比为因素, 设置 3

因素 3 水平L 9 (33) 正交试验, 冷浸提取莲叶中的抗

病毒活性物质, 根据活性跟踪结果确定适宜的提取

条件。试验因素及水平见表 2。
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表 2　试验因素及水平

T able 2　T he tested facto rs and levels

水平 L evel

因素 Facto r

乙醇体积分数ö%
A

时间öh
T im e

B

料液比 (质量体积比)
Ratio of m aterial

to so lven t
C

1 75 12 20∶120

2 95 24 20∶150

3 100 48 20∶180

2　结果与分析

2. 1　抗 TM V 活性植物的筛选

　　以体积分数 95% 的乙醇为溶剂, 对来自 20 个

科的 26 种植物样品进行回流提取, 并对提取物进行

抗病毒活性测定, 结果 (表 3) 显示: 供试植物材料

的乙醇提取物均对 TM V 侵染心叶烟有抑制作用,

但不同植物提取物对 TM V 的抑制效果不同。在

0. 01 gömL 剂量下, 26 种植物中有 10 种植物的抑

制率在 80% 以上, 其中 8 种植物的抑制率在 90% 以

上, 分别是莲、榕树、柿子、杨梅、水蜈蚣、叶下珠、羊

蹄甲和菊花。

表 3　不同植物提取物对 TM V 侵染心叶烟的抑制作用

T able 3　 Inh ib it ion effect of ex tracts from differen t p lan ts on TM V infection to N icotiana g lu tinosa

编号
N um ber

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

编号
N um ber

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

编号
N um ber

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

1 100. 00 10 81. 66 19 41. 24

2 98. 87 11 65. 29 20 38. 10

3 98. 00 12 62. 72 21 32. 91

4 97. 90 13 61. 32 22 24. 52

5 97. 82 14 55. 60 23 22. 55

6 97. 66 15 55. 18 24 21. 22

7 92. 61 16 51. 77 25 15. 09

8 93. 76 17 47. 12 26 5. 33

9 82. 40 18 44. 62

　　在筛选出的 8 种抗 TM V 高活性植物中, 有的

植物由于单宁、多糖含量高, 导致提取液的过滤、浓

缩较为困难; 有的植物则由于生物量小, 限制了其开

发利用。而莲在我国分布范围广, 是重要的药、食两

用经济植物, 莲叶的生物产量极其丰富。综合考虑植

物资源量、分布及获取的难易程度等因素后, 将莲叶

作为后续研究的开发重点。

2. 2　莲叶中抗 TM V 活性物质提取方法的研究

2. 2. 1　提取溶剂和方法对莲叶提取物抗 TM V 活

性的影响　当提取时间、料液比一定时, 用不同溶

剂、不同提取方法对莲叶进行活性物质的提取, 所得

提取物抗 TM V 活性跟踪测定结果 (表 4) 表明: 用

体积分数 95% 的乙醇作提取溶剂时, 无论采用索氏

提取、回流提取, 还是用冷浸提取法, 所得活性物质

的抑制率均为 100% ; 而以甲醇和水为溶剂提取时,

抑制率则分别在 98% 和 70% 左右。 3 种供试溶剂

中, 甲醇有毒, 价格高, 污染严重; 而水提物杂质多,

易发霉变质, 且提取液过滤、浓缩困难。因此, 从溶剂

的安全性、经济性、实用性和便于浓缩回收及提取方

法的简单易行来考虑, 莲叶活性物质的提取以体积

分数 95% 的乙醇溶液冷浸提取为宜。

表 4　不同溶剂和方法提取的莲叶活性物质对 TM V 的抑制效果

T able 4　 Inh ib it ing effect of the active substance from differen t so lven ts and m ethods in ficus m icrocarpal

leave to TM V infecting N icotiana g lu tinosa %

溶剂
So lven t

索氏
Soxh let ex traction

回流
Reflux

冷浸
Co ld soak

水W ater 70. 00 73. 00 73. 00

甲醇M ethano l 99. 00 98. 00 99. 99

95% 乙醇
E thano l 95% 100. 00 100. 00 100. 00

　　注: 提取物的供试质量浓度为 0. 01 gömL ; 表中数据为 3 次重复提取物对TM V 抑制率的平均值。

N o te: Concen tration inocu lated is 0. 01 gömL. D ata of the tab le is the average of th ree repetit ions.
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2. 2. 2　莲叶抗 TM V 活性物质提取条件的优化　

由正交试验结果 (表 5) 的直观分析可以看出: (1) 3

个试验因素对活性物质抗 TM V 抑制率的影响顺序

依次为: A (乙醇浓度) > C (料液比) > B (提取时

间) , 即乙醇浓度为影响提取物抗 TM V 活性的主要

因素。所以, 进行莲叶中活性物质的提取时, 必须将

乙醇浓度控制在最优水平上, 对于次要因素则可在

一定范围内选取适当的水平。(2)莲叶中活性物质提

取的适宜条件为A 2B 1C 3 和A 2B 3C2, 这两种组合所

得的提取物, 对 TM V 的抑制率均为 100%。但两者

的提取物得率因料液比、提取时间不同而差异较大,

A 2B 1C 3 组合提取 12 h, 得率为 15. 26% ; A 2B 3C 2 组

合提取 48 h, 得率为 9. 18% , 前者的提取得率为后

者的 1. 7 倍。综合考虑提取时间、料液比和提取物得

率等因素对活性成分的影响, 选择A 2B 1C3 作为最优

组合。即以 95% 的乙醇为提取溶剂, 料液比 20∶180

(1∶9) , 冷浸 12 h, 所得活性物质对 TM V 抑制作用

最强, 且提取物得率较高。
表 5　正交试验设计方案及提取物抗病毒效果

T able 5　Effects of ex tract an tivirus by o rthogonal test

试验号
N um ber

浓度A
Concen tration

时间B
T im e

料液比C
Ratio of m aterial

to so lven t

提取得率ö%
Extract

rate

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

1 1 1 1 7. 06 99. 00

2 1 2 2 8. 64 98. 00

3 1 3 3 9. 03 99. 99

4 2 1 3 15. 26 100. 00

5 2 2 1 8. 76 99. 99

6 2 3 2 9. 18 100. 00

7 3 1 2 8. 98 91. 20

8 3 2 3 12. 36 91. 00

9 3 3 1 10. 58 89. 98

K 1 296. 99 290. 20 288. 97

K 2 299. 99 288. 99 289. 20

K 3 272. 18 289. 97 290. 99

K
-

1 98. 99 96. 73 96. 32

K
-

2 99. 99 96. 33 96. 40

K
-

3 90. 73 96. 66 97. 00

R 9. 26 0. 40 0. 68

　　注: 1) K 1, K 2, K 3 分别代表浓度为 1, 2, 3 水平提取时, 各水平 3 个组合提取物对TM V 的抑制率之和; K
-

1, K
-

2, K
-

3 分别代表 K 1, K 2, K 3 的

平均值; R 代表各因素不同水平平均值的极差; 2)提取物接种时的供试质量浓度为 0. 01 gömL。

N o tes: 1) K 1, K 2, K 3 respectively indicates the sum of inh ib it ion rates from the co rresponding level, K
-

1, K
-

2, K
-

3 respectively rep resen ts the

average of K 1, K 2, K 3, R is the ex trem e value; 2) Concen tration inocu lated is 0. 01 gömL.

3　讨　论

1) 在抗 TM V 活性植物的筛选中, 常以体积分

数 95% 的乙醇为溶剂提取样品中的活性成分。从植

物化学成分提取的角度来看, 提取物多为次生代谢

产物。由于植物材料的来源不同, 所含次生物质的种

类、数量也不尽相同。尽管提取方法相同, 但提取物

中活性物质的种类及数量则因植物种类、提取部位

等的不同而异, 因此不同植物样品的提取物对

TM V 侵染心叶烟的抑制效果有所不同。

2) 在对抗病毒植物筛选的研究中, 人们往往只

注重从草本植物尤其是从中草药中寻找高活性植

物。刘学端等[5 ]经过大量试验筛选, 利用商陆、甘草、

连翘等几种中草药复配成M H 1124 可湿性粉剂, 对

TM V 和CM V 有强烈的体外钝化作用, 并能明显地

抑制植株体内 TM V 和CM V 的增殖。姚宇澄等[6 ]

研究表明, 牛心朴子草地上部分醇粗提物对 TM V

有高抑制活性。本研究从 26 种植物样品筛选出 8 种

高活性植物, 分别是莲、榕树、柿子、杨梅、水蜈蚣、叶

下珠、羊蹄甲和菊花, 其中既有一年生草本植物, 也

有多年生的高大乔木, 草本植物和木本植物各占

50%。由此说明, 在进行抗病毒活性植物的筛选时,

充分扩大筛选范围, 有利于从中发现高活性植物, 对

高活性植物的进一步深入研究, 则有可能发现抗病

毒的先导化合物, 并由此开发出高效植物源抗病毒

抑制剂。

3) 冷浸法、回流法和索氏提取法是活性物质提

取中的最常用方法。采用回流法和索氏法时, 由于持

续加热提取都有可能破坏材料中非耐热活性成分,

因此, 在进行活性物质的提取时, 特别是当活性成分
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的耐热性较差时, 宜选用冷浸法。

4 ) 莲叶的乙醇提取物具有较高的抗病毒

(TM V )活性, 因其分布广泛, 资源量大, 在生产实践

中有着重要的实际应用价值。而莲叶提取物中所含

物质种类多, 成分复杂, 将提取物直接加工成制剂用

于病毒病防治, 则可以充分发挥提取物中各成分间

的协同增效作用。因此, 莲叶防治植物病毒病的开发

利用具有广阔的应用前景。
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Screen ing of p lan ts w ith resistance to TM V and the influence of

ex t ract ing cond it ion on the act ivity of an t ivira l sub stance

ZHA IM e i-zh i1, 2, GAO Fang- luan 1, SHEN J ian -guo1,L IN Qi-y ing1, X IE L ian -hui1

(1 Institu te of P lan t V irology , F uj ian A g ricu ltu re and F orestry U niversity , F uz hou, F uj ian 350002, Ch ina;

2 Colleg e of F orestry ,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: T he an t ivira l act ivit ies w ere determ ined by ex tracts from 26 p lan ts. T he resu lts show ed that:

① D ifferen t p lan t ex tracts have differen t inh ib ito ry effect on TM V infect ing N icotiana g lu tinosa; Among

them , inh ib it ion ra tes on TM V of F icus m icroca rp a l,N elum bo nucif era Gaertu,M y reca rubra Sieb. et Zucc,

D iospy ros kak i, Ky u ing a brev if orlia , P hy llan thus u rina ria , B auh in ia va ritag a ta and Ch ry san them um

m orif olium ex tracts are a ll over 90% ; ② A s fo r lo tu s leaves, the an t ivira l sub stance act ivity is d issim ilar

based on ex tracts from lo tu s leaves w ith differen t so lven t and m ethods, inh ib it ion ra te on TM V of the

ex tract w ith w ater is on ly around 70% , w hereas, inh ib ito ry ra te of m ethano l o r 95% (V öV ) ethano l are

over 98% ; T he inh ib it ion ra te on TM V of the ex tract from lo tu s leaves w ith 95% (V öV ) ethano l by Soxh let

ex tracto r, ref lux and co ld soak are all 100%. Op tim um condit ion of the co ld soak are: 95% (V öV ) ethano l

is u sed as so lven t, the ra t ion of m ateria l to so lven t is 20∶180 (1∶9) , soak t im e is 12 h.

Key words: bo tan ica l virucides; T obacco M osca ic V irus ( TM V ) ; p lan t act ivity screen ing; N elum bo

nucif era Gaertu. ; ex tracted m ethod
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