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　　[摘　要 ]　用柱层析和制备H PL C 法从灰葡萄孢BC4 菌株的 PD 培养滤液中分离到一种白色固体。经H PL C2

ES IM S, GC2M S, IR 和1H NM R 鉴定为脱落酸。生物活性测定结果表明, 该脱落酸的活性是标准脱落酸的 2. 5 倍以

上; 用 0. 7 Λmo löL 该物质的丙酮溶液处理反枝苋催芽种子, 2 d 内反枝苋种子幼芽和幼根均无生长, 而对照的反枝

苋种子幼芽和幼根总长度平均为 2. 3 cm , 抑制率达 100%。
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　　脱落酸 (ABA ) 是一种植物内源激素, 属于酸性

倍半萜, 有右旋体和左旋体之分, 同时又有 22顺式,

42反式与 22反式, 42反式两种几何异构体。其天然形

式主要是 22顺式, 42反式 (+ ) 2ABA , 人工合成的

ABA 是外消旋体, 后者的活性只有前者的 50%。由

于人工合成高活性ABA 成本极高, 而微生物发酵

法又难以找到理想的生产菌株, 致使天然脱落酸和

人工合成脱落酸在国内外都没有田间大面积应用的

实例。因此, 长期以来, 科学家和企业家都在努力寻

找天然脱落酸的廉价生产方法。灰葡萄孢 (B otry tis

cinerea ) 是引起植物灰霉病的病原真菌, 可侵染番

茄、草莓、黄瓜、莴苣、薯类、葡萄等 200 多种植物, 其

中有些寄主的灰葡萄孢可以产生天然脱落酸。吴江

等[1 ]从灰葡萄孢A 23 菌株的代谢产物中分离到脱

落酸; 周金燕等[2 ]从以小麦为寄主的菌株代谢产物

中鉴定出脱落酸。在产生脱落酸的菌株中, 随菌株不

同, 产生脱落酸的量差异很大[3 ]。本研究从以番茄为

寄主的灰葡萄孢BC4 菌株代谢产物中分离到天然

脱落酸。现将研究结果报道如下。

1　材料和方法

1. 1　材料和仪器

　　材　料　灰葡萄孢 (B otry tis cinerea)BC4 菌株

由河北省蔬菜田番茄上分离得到, 是 7 个地区 11 种

菌株中筛选的高活性菌株。标准脱落酸为瑞士进口

分装。

供试培养滤液: 将灰葡萄孢BC4 菌株接入 PD

培养液中, 在 25 ℃黑暗条件下静止培养 20 d, 用 5
0. 6 Λm 的滤膜滤去菌丝和孢子, 得到培养滤液。

供试杂草为反枝苋 (A m a ran thus retrof lex us

L. )种子, 采自河北农业大学植物标本园。

仪　器　L C5500 型制备高效液相色谱, 北京

东西电子生产; 600 pump , 996 pho todiode array de2
tecto r 高效液相色谱, 美国W aters 生产; 1100 型液

相色谱2电喷雾质谱联用仪 (L C2ES I M S) , A gilen t

生产; H P58902M S5973 型气2质联用仪 (GC2M S) ,

惠普公司生产; X26 型显微熔点测定仪, 北京泰克仪

器有限公司生产; W XG24 型圆盘旋光仪; INOVA

型 400 M H z 核磁共振仪, 美国V arian 公司; N ico let

N EXU S 670 FT 2IR 红外分析仪; 753B 型紫外可见

分光光度计, 上海分析仪器厂。

1. 2　方　法

BC4 菌株代谢产物的分离　将培养滤液用等体

积乙酸乙酯萃取, 挥发溶剂, 依次进行 3 次硅胶柱层

析分离。3 次柱层析的洗脱剂依次为: 乙酸乙酯∶甲

苯 (1∶1, 270 mL ) 2丙酮 (100 mL ) 2甲醇 (200 mL ) ;

乙酸乙酯∶丙酮 (95∶5) ; 氯仿∶甲醇 (95∶5)。将第

3 次柱层析洗脱液中 19 号馏分用制备高效液相色

谱 C 18柱 (40 mm ×300 mm ) 分离, 用体积分数 70%

甲醇水作流动相, 在 250 nm 波长下分别收集各组

分。挥发溶剂后进行活性测定。再用 H PL C P rep

N ova2pak HR C 18柱 (7. 8 mm ×300 mm ) 纯化活性
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组分, 挥发溶剂, 用苯重结晶。

活性物质的结构鉴定　L C2ES IM S 条件: 雾化

压力为 0. 28 M Pa, 温度为 350 ℃, 裂解电压为 70

V , 色谱柱为 P rep N ova2pak C8 ( 4. 6 mm × 250

mm )。GC2M S 条件: E I 源轰击电压为 70 eV , 色谱

柱为 0. 53 mm ×30 m FFA P 弹性石英毛细柱, 柱温

50 ℃ (5 m in)～ 250 ℃ (10 m in) , 30 ℃öm in, 离子源

230 ℃, 四极杆 150 ℃, 进样口 300 ℃。GC2M S 鉴定

前先用BF 32CH 3OH 对试样进行甲酯化处理; 核磁

共振分析用氘代氯仿溶解样品, 以三甲基硅烷为内

标; 红外光谱分析采用 KB r 压片法。

生物活性测定　将每步分离的馏分挥发溶剂

后, 用丙酮溶解。取质量浓度为 10 göL 的试样20 ΛL

于 2 cm 2 滤纸上, 待溶剂挥发后, 将反枝苋催芽种子

摆放在上面, 在黑暗条件下保湿培养 2 d。以纯溶剂

做对照。统计种子幼根和幼芽的总长度, 计算种子根

芽生长抑制率。种子根芽生长抑制率ö% = (对照根

芽长- 处理根芽长) ö对照根芽长×100[4 ]。

2　结果与分析

2. 1　组分分离

　　培养滤液 (10 L )经乙酸乙酯萃取和柱层析分离

后, 收集到 23 个馏分, 其中 19 号馏分对反枝苋种子

萌发具有抑制作用。用高效液相色谱分离 19 号馏

分, 在 250 nm 波长下出现 7 个峰。收集各峰下的馏

分进行活性测定, 结果表明, 保留值为 22 m in 的组

分对反枝苋种子萌发的抑制作用最大。用半制备

H PL C 纯化该组分, 挥发溶剂得 50 m g 白色固体。

2. 2　结构鉴定

物理特性:M p 160～ 163 ℃ (文献值[5 ]160～ 161

℃)。甲醇溶剂中UV Κm ax为 250～ 252 nm。旋光度

[Α]25
D = + 410～ 418°( c = 0. 23, 乙醇) (文献值[6 ]

+ 418°)。用H PL C 分离纯化 (体积分数 20%～ 50%

甲醇水做流动相) 时发现, 先出现 1 个尖峰, 但尚未

回到基线时立即出现 1 个宽钝峰。这种尖峰后立即

出现宽钝峰的现象是羧酸的特性。表明组分分子中

有羧基。

L C2ES IM S: 用甲醇溶解试样, 体积分数 70%

甲醇水做流动相检测, 得到 ES I M S m öz : 287. 0

[M + N a ]+ (100) , 552. 1[ 2 M + N a ]+ 和 263. 1[M -

H ]- (100)。表明分子质量为 264. 1。

IR 谱: IR ΤCHCl3m ax ( cm - 1 ) 数据中含有 2 960,

2 758, 1 667, 1 598 的吸收和 2 700～ 2 500 的微小

吸收。其中 2 960, 2 758 是羧酸二聚体 ΤOH 引起,

1 667, 1 598 等强吸收带是羰基 ΤC= O 引起, 2 700～

2 500的微小吸收是C - O 伸缩振动和变形振动的

倍频和组合频引起[7 ]。进一步表明分子中有羧基。这

与文献[ 5 ]报道脱落酸的 IR 光谱数据基本一致。

GC2M S: 试样甲酯化后, 用 GC2M S 测得 E IM S

(- ) m öz : 260, 246, 235, 222, 205, 190, 175, 162,

147, 136, 125, 112, 91 等。在相同条件下测得标准脱

落酸甲酯得到了完全相同的碎片。

　　1H NM R (CDC l3 ) : ∆5. 78 ( s, 1H ) , ∆5. 99 ( s,

1H ) , ∆7. 81 (d, 1H , H 24) , ∆6. 16 (d, 1H , H 25) , ∆1. 94

( s, 3H , H 23M e) , ∆2. 06 ( s, 3H , H 22′M e) , ∆1. 04 (d,

3H , H 26M ea) , ∆1. 12 (d, 3H , H 26M eb ) , ∆2. 27 (q,

2H , H 25′)。表明分子中有 2 个CH (∆5. 78 和 ∆5. 99

两个单峰) , 2 个相邻的CH (∆7. 81 和 ∆7. 85 的双重

峰与 ∆6. 16 和 ∆6. 20 的双重峰) , 2 个独立 CH 3

(∆1. 94和 ∆2. 06) ; 2 个同碳CH 3 (∆1. 04 和 ∆1. 12) , 2

个同碳质子 (∆2. 27, 2. 32 和 ∆2. 49, 2. 53)。这些信号

与脱落酸的1H NM R 信号[8 ]都能一一对应 (表 1)。

由表 1 可见, 活性组分的1H NM R 信号与脱落酸

的1H NM R 信号十分相似。推测活性组分的分子式

为C 15H 20O 4, 结构式见图 1。

图 1　活性组分的结构式

F ig. 1　Structu re of active compound

表 1　1H NM R 谱与分子中氢原子的对应关系

T able 1　D escrip t ion and chem ical sh ift of　1H NM R

图 1 中的位置
N o. of H
in F ig. 1

多重性
M ultip2

licity

∆öppm

测定值
D eterm ined

data

文献值[8 ]

L iteratu re
data

C22H s 5. 78 5. 88

C32M e s 1. 94 1. 79

C42H d 7. 81, 7. 85 8. 34, 8. 51

C52H d 6. 16, 6. 20 6. 28, 6. 44

C2′2M e s 2. 06 1. 85

C3′2H s 5. 99 5. 9

C5′22H q 2. 27, 2. 32,
2. 49, 2. 53

2. 16, 2. 32
2. 49, 2. 66

C62M ea s 1. 04 0. 94

C62M eb s 1. 12 1. 09
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2. 3　生物活性

用浓度为 0. 7 Λmo löL 白色固体的丙酮溶液 20

ΛL 处理反枝苋催芽种子, 2 d 内幼芽和幼根无生长,

即抑制率达 100%。对幼根生长的抑制中浓 (抑制率

达 50% 时的用量)为 0. 1 Λmo löL。这与脱落酸可抑

制植物种子萌发的特性一致。

用稀溶液进行生物测定发现, 白色固体的活性

平均是脱落酸标准品活性的 2. 5 倍以上。根据文献

报道[9 ] , 自然界存在的脱落酸几乎都是 22顺式, 42反
式 (+ ) 2ABA ,ABA 中只有 22顺式, 42反式构型才有

活性。脱落酸标准品是人工合成产物, 是外消旋体,

因此活性远低于天然脱落酸。试验结果再次证明, 从

灰葡萄孢 PD 培养液中分离的白色固体是自然界存

在的活性较高的 22顺式, 42反式脱落酸。

3　讨　论

关于灰葡萄孢可以代谢产生天然脱落酸已有报

道, 但吴江等[1 ]报道的菌株是从我国南京蔬菜田分

离到的A 23 菌株, 周金燕等[2 ]报道的是从小麦上分

离到的一个菌株。本研究发现了以番茄为寄主的

BC4 菌株可以产生天然脱落酸, 以前尚未见报道。

BC4 菌株是从采自 7 个地区的 11 个菌株中筛选的

高活性菌株, 对其进行开发利用价值较高。

在代谢产物的培养方法方面, 吴江等[1 ]利用固

体培养方法, 周金燕等[2 ]用人工培养基培养, 本研究

采用半天然的 PD 培养液培养。由于 PD 培养液成

本低, 易操作, 更容易满足工业化生产的要求, 因此

用于天然脱落酸生产潜力较大。
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Iso la t ion and iden t if ica t ion of ab scisic acid

from BC4 iso la te of B otry tis cinerea

W ANG Hui1, 2, N IU Xu-yan 1, 2, ZHANG J ian 1,DONG J in -gao2, SHANG Hong- sheng1

(1 Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 M y cotox in L abora tory ,A g ricu ltu ra l U niversity of H ebei, B aod ing , H ebei 071001, Ch ina)

Abstract: A n act ive m etabo lite, as a w h ite2co lo r so lid, had been iso la ted from po ta to2dex tro se (PD ) 2
cu ltu re of BC4 iso la te of B otry tis cinerea by L C and H PL C. T he m etabo lite w as iden t if ied as ab scisic acid

(ABA ) by H PL C2ES IM S, GC2M S, IR and　1H NM R. T he b ioassay show s that tha act ivity of the ABA is

2. 5 t im es greater than that of the standard ABA (the m ix tu re of op t ica lly act ive isom er and non2act ive iso2
m er). T he compound has inh ib ited seed germ inat ion of the A m a ran thus retrof lex us L. comp letely at a con2
cen tra t ion of 0. 7 Λmo löL.

Key words: B otry tis cinerea; ab scisic acid (ABA ) ; b ioact ivity; iden t if ica t ion
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