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前胡诱导水稻抗稻瘟病菌活性成分的提取与测定 *
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摘要 为探索前胡(Radixpeucedani)诱导水稻抗稻瘟病菌(Magnaporthegrisea)活性成分的活性,采用生

物活性跟踪法对前胡的诱抗活性成分进行了初步研究,分离了前胡浸提物中的有效成分,并对其生物活性进行

了测定。结果表明:前胡丙酮浸提物诱抗水稻抗稻瘟病菌的效果好于其他溶剂浸提物;将丙酮浸提物通过硅胶

柱层析,分离得到A4、A5、A6流分,其诱抗水稻抗稻瘟病菌的效果较强,3个流分不同质量浓度的诱抗效果达

21.48%~59.54%,且在供试的3个质量浓度范围内,都随着流分质量浓度的降低,防效略有升高。
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  水稻稻瘟病是稻类作物中的三大病害之一,在
我国各个水稻生产区均有不同程度的发生,流行年

份重病地区一般减产达10%~20% ,有些地区可达

40%~50%,局部地区甚至颗粒无收[1]。目前稻瘟

病的防治措施主要包括抗病品种选育、药剂防治和

栽培管理[2]。而近几年由于一些病菌对杀菌剂产生

抗性,以及药剂对环境的污染,化学诱导剂便应运而

生[3],在农作物病害防治中已有很多运用十分成功

的例子[4-7]。
前胡(Radixpeucedani)又名土当归、野当归、

独活,多年生草本植物。前胡在医药保健中的作用

众所周知[8],但在农业领域中作为植物源农药使用

却鲜见报道。湖南农业大学罗宽等花了数年时间,
从60多种中药中经过层层筛选,发现了前胡对水稻

稻瘟病的诱导抗病性以及对水稻的抗寒性[9-10],但
对其诱导抗病性的研究目前仍处于起步阶段,还有

许多未知的领域有待探索,如诱导抗性机制、有效成

分的制备与纯化以及结构的确定等。本试验采用活

性跟踪法对前胡诱导水稻抗稻瘟病菌的活性成分进

行了初步研究,旨在为研制开发新型植物源杀菌剂

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

前胡采购于湖南省长沙市老百姓大药房,粉碎

后过孔径0.256mm标准筛,干燥后低温保存备用。
主要试剂丙酮、乙酸乙酯、乙醇、三氯甲烷、石油醚、
正丁醇均为分析纯。供试菌种稻瘟病菌(Magna-
porthegrisea)由湖南农业大学生物安全科技学院

提供。供试水稻品种为感病品种T优180。
1.2 活性成分的提取与分离

称取10g前胡干粉7份,分装于带塞的广口瓶

中,分别用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇、丙酮、乙
醇、水对前胡进行浸泡提取24h,料液比1∶10,提
取3次,合并提取液并过滤,3000r/min离心15
min,将上清液经旋转蒸发仪浓缩后冷冻干燥,得到

石油醚浸提物 W1、氯仿浸提物 W2、乙酸乙酯浸提

物 W3、正丁醇浸提物 W4、丙酮浸提物 W5、乙醇浸

提物 W6、水浸提物 W7,分别称量各浸提物,计算提

取率。通过生物活性跟踪,发现丙酮浸提物 W5的

生物活性最强。将丙酮浸提物采用硅胶柱层析方法

进行柱层析分离,洗脱液为石油醚、乙酸乙酯配成的

一系列极性由低到高的溶剂。以80mL/h的流速

洗脱,并用分步收集仪收集洗脱液100mL/瓶。经

TLC和5%的硫酸乙醇溶液加热显色监测柱层析中

各组分的变化,根据成分的变化调整洗脱剂的比例。
共收集189份,分别进行 TLC检测,合并相同Rf
值的洗脱液,得到7个不同的流分,第1~9瓶合并为

A1,第10~29瓶合并为 A2,第30~55瓶合并为

A3,第56~96瓶合并为 A4,第97~116瓶合并为
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A5,第117~140瓶合并为A6,第141~189瓶合并

为A7。将该7个馏分进行减压浓缩干燥后,称取适

量配成试验所需浓度进行诱导水稻抗稻瘟病的活性

试验,确定活性成分所在部位。
1.3 生物活性的测定

按常规方法培育水稻幼苗,在水稻苗3叶1心

叶期,分别取已分离纯化的前胡提取物各10mg溶

于水中(加0.2%的吐温-80),并配成100mg/L
(Ⅰ)、500mg/L(Ⅱ)和1000mg/L(Ⅲ)3个质量浓

度处理3叶1心期的水稻幼苗,喷施在盆栽的水稻

感病品种T优180叶片上,使叶片均匀布满水珠,
以加有0.2%的吐温-80的清水喷雾处理作对照

(CK1),并以好米得(8%probenazole)为药剂对照

(CK2)。每处理设3个重复,每重复分别处理25~
30株水稻幼苗。

处理2d后用稻瘟病菌的强致病菌喷雾接种,
分生孢子浓度为1.0×105个/mL,用手持喷雾器将

孢子悬浮液均匀喷雾于叶面,保湿24h后置于温室

中培养。接种7~10d后调查每稻叶的发病情况,
按文献[11]中苗期接种抗性的测定方法记载接种叶

片发病级数、水稻总株数和发病株数,并分别计算病

情指数。
诱抗效果以病指下降百分率表示:

诱抗效果=
对照病指-病指处理

对照病指 ×100%

1.4 菌丝生长及孢子萌发的观察

采用平板法测定,在已灭菌的培养基中分别加

入硅胶柱层析物A1~A7,使培养基中各提取物的

质量浓度50mg/L,冷却后制成平板,将菌饼转移到

含有前胡提取物的平板上,于26℃的恒温箱中培

养,7d后测量菌落直径,3次重复。平板上涂抹适

量的稻瘟菌孢子悬浮液,26℃下培养6h后观察记

载孢子萌发率。对照均为培养基中加入与各提取物

溶液等量的灭菌水后制成平板。
1.5 数据处理

全部试验数据用Excel软件进行计算处理,再
用DPS数据处理系统进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 不同溶剂对前胡有效成分浸提的提取率

试验结果表明,不同溶剂对前胡有效成分浸提

的提取效果不同。由表1可知,在供试不同溶剂中,
前胡的水浸提物最多,其提取率为12.5%,而前胡

的石油醚浸提物最少,其提取率仅为4.9%。不同

溶剂提取同种植物的提取率各不相同,这说明溶剂

的本身能决定被溶解物质的多少。
表1 不同溶剂对前胡的浸提率

Table1 TheextractrateofR.peucedaniwithdifferentsolvents

溶剂
Solvent

提取物状态
Stateofextract

提取率/%
Extractrate

石油醚
Petroleumether

棕褐色浸膏Brownextract 4.9

氯仿Chloroform 黄色浸膏 Yellowextract 8.4

乙酸乙酯
Ethylacetate

褐色浸膏Brownextract 9.4

正丁醇Butanol 褐色浸膏Brownextract 6.0
丙酮 Acetone 黄色浸膏 Yellowextract 11.8

95%乙醇
95%ethanol

黄色浸膏 Yellowextract 8.9

水 Water 黑色固体Blacksolid 12.5

2.2 前胡不同溶剂浸提物的生物活性

由表2可知,在供试的3种质量浓度下,除 W4
处理的每叶平均病斑数、病株率、病情指数,W1的3
个质量浓度的病情指数、W1的浓度Ⅱ和浓度Ⅲ处

理的病株率、浓度Ⅰ和浓度Ⅱ的每叶平均病斑数与

对照差异不显著外,其他5种浸提物的3个质量浓

度处理后的水稻每叶平均病斑数、病株率、病情指数

均显著低于未经药剂处理的对照(CK1),其中 W5、

W7处理的水稻每叶平均病斑数、病株率、病情指数

的下降幅度最大,诱抗效果也明显好于其他浸提物

的处理。
不同溶剂的浸提物在供试的3个质量浓度下,

以及同种浸提物在不同质量浓度下对水稻的诱导抗

病性指标虽有不同,但无规律性变化。有些浸提物

的3个质量浓度之间差异显著,而有些浸提物的3
个质量浓度之间无显著性差异。除 W5的浓度Ⅰ、

Ⅱ处理的诱抗效果与药剂对照好米得(CK2)差异不

显著外,其他浸提物的不同浓度处理的诱抗效果均

低于药剂对照好米得。
综合考虑每叶平均病斑数、病株率、病情指数及

诱抗效果等抗病性指标,可得出不同溶剂浸提物的诱

抗效果顺序:丙酮浸提物(W5)>水浸提物(W7)>乙

酸乙酯浸提物(W3)>乙醇浸提物(W6)>三氯甲烷

浸提物(W2)石油醚浸提物(W1)>正丁醇浸提物

(W4)。由于 W5和 W7效果较好可作为进一步分离

目标,但 W7含糖分和皂甙较多且难于分离,因此选

择 W5(丙酮浸提物)继续追踪分离。
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表2 前胡不同溶剂浸提物诱导水稻抗稻瘟病菌的作用效果1)

Table2 EffectofdifferentsolventextractsoninducedresistancetoM.grisea

提取物

Extracts ρ/(mg/L)
病株率/%

Rateofdiseasedplants
每叶平均病斑数

Numberoflesionsperleaf
病情指数

Diseaseindex
诱抗效果/%

Effectofinducedresistance

W1

W2

W3

W4

W5

W6

W7

CK2
CK1

100
500
1000
100
500
1000
100
500
1000
100
500
1000
100
500
1000
100
500
1000
100
500
1000
 
 

85.68±7.35bcd
96.37±3.17a
100.00±0.00a
83.68±1.66cde
81.42±3.91cde
80.51±3.87cde
76.85±1.60def
71.39±1.36ef
67.89±4.35fg
100.00±0.00a
91.97±7.56abc
100.00±0.00a
43.89±0.50hi
43.97±4.08hi
48.33±2.89hi
83.40±2.00gh
86.28±4.37cde
83.93±3.31bcd
57.14±7.14fg
51.28±3.69hi
56.81±5.18gh
41.85±4.21hi
100.00±0.00a

9.77±0.28abc
9.98±0.36ab
9.23±0.23bcd
8.69±0.24d
8.91±0.20cd
8.74±0.21d
6.64±0.19e
6.20±0.34e
6.27±0.45e
9.41±0.74abcd
9.56±0.57abcd
9.77±0.25abc
3.68±0.33hi
3.61±0.11i
3.81±0.17ghi
8.64±0.21d
9.00±0.55bcd
9.27±0.18bcd
4.67±0.29fgh
4.73±0.24fg
5.68±0.11ef
3.24±0.30i
10.40±0.23a

77.80±0.98a
78.47±0.42a
75.45±0.96ab
67.82±1.12c
70.43±2.98bc
67.28±2.39c
56.11±1.47d
53.80±0.86de
49.72±2.24ef
79.44±0.96a
77.65±3.20a
79.17±1.44a
31.88±0.55gh
33.44±1.50gh
35.37±3.35g
66.02±2.24c
68.61±1.13c
70.41±2.51bc
46.40±1.19f
46.37±1.77f
48.20±2.22ef
28.96±3.00h
80.83±1.44a

3.76±1.22h
2.93±0.52h
6.65±1.19gh
16.10±1.38f
12.87±3.68fg
16.76±2.96f
30.58±1.82e
33.44±1.07de
38.49±2.77cd
1.72±1.19h
3.94±3.96h
2.06±1.79h
60.56±0.68ab
58.63±1.86ab
56.24±4.14b
18.33±2.77f
15.12±1.39f
12.89±3.11fg
42.60±1.47c
42.64±2.19c
40.37±2.75cd
64.17±3.71a

-

 1)表中纵列数据后字母相同者,表示差异不显著(P>0.05,下表同)。

Thedatawithinacolumnfollowedbythesameletterarenotsignificantlydifferentat5%level(thesameasfollowingtables).

表3 硅胶柱不同流分诱导水稻抗稻瘟病菌的作用效果

Table3 EffectofdifferentsilicagelcolumnchromatographyextractsoninducedresistancetoM.grisea

提取物(W5)
Extracts ρ/(mg/L)

病株率/%
Rateofdiseasedplants

每叶平均病斑数

Numberoflesionsperleaf
病情指数

Diseaseindex
诱抗效果/%

Effectofinducedresistance

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

CK2
CK1

50
100
200
50
100
200
50
100
200
50
100
200
50
100
200
50
100
200
50
100
200
 
 

50.79±1.37bcde
51.39±2.41bcd
45.85±1.22defg
49.40±3.31cdef
46.75±1.33defg
47.58±0.95defg
56.31±1.35ab
43.21±1.77fgh
44.78±1.91efg
28.12±0.41i
27.07±0.35ij
37.58±1.26h
20.56±1.78k
26.39±4.22ijk
29.94±1.34i
24.18±3.81ijk
27.94±1.10i
41.87±2.30gh
57.75±1.16a
54.82±2.17abc
41.90±1.65gh
21.60±1.46jk
52.01±2.09abc

4.49±0.12b
4.18±0.07bcde
3.95±0.06def
4.19±0.06bcde
4.03±0.02cde
4.02±0.09cde
4.52±0.07ab
3.97±0.07def
3.61±0.09fg
3.15±0.11hi
2.44±0.14jkl
2.29±0.15kl
2.62±0.16jk
2.31±0.12kl
2.23±0.24kl
3.48±0.18gh
2.77±0.04ij
2.46±0.14jkl
4.29±0.22bcd
4.40±0.07bc
3.83±0.08efg
2.12±0.12l
4.91±0.18a

41.31±0.34bc
40.53±0.48bcd
38.34±0.49e
39.39±0.54cde
39.72±0.48cde
38.87±0.50de
41.85±0.54b
40.64±0.57bcd
35.63±0.42f
19.95±0.88jk
23.31±0.56h
30.30±0.52g
18.01±1.05k
19.45±0.5jk
22.13±0.32hi
20.32±0.55ij
23.43±1.16h
34.95±0.83f
40.68±0.61bcd
40.61±0.53bcd
34.67±0.92f
14.37±0.27l
44.51±1.1a

7.20±0.76jk
8.96±1.09ijk
13.87±1.10h
11.51±1.20hij
10.76±1.08hij
12.69±1.11hi
5.98±1.22k
8.71±1.29ijk
19.96±0.94g
55.18±1.97bc
47.63±1.26e
31.92±1.18f
59.54±2.37b
56.31±1.19bc
50.27±0.72de
54.36±1.24cd
47.37±2.60e
21.48±1.87g
8.61±1.37ijk
8.77±1.19ijk
22.12±2.06g
67.73±0.61a

-
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2.3 硅胶柱层析各流分的生物活性

由于丙酮提取物(W5)含有许多蜡质,所以先用

石油醚去油脂和蜡质后再用硅胶柱层析进一步进行

分离,得A1~A7共7个流分。将A1~A7配成50
mg/L(Ⅰ)、100mg/L(Ⅱ)和200mg/L(Ⅲ)3个质

量浓度后再诱导水稻抗稻瘟病,并测定出各流分不

同质量浓度对水稻稻瘟病的诱导抗性效果。
从表3可以看出,丙酮提取物经过硅胶柱层析

所得的7个流分处理水稻后的病情指数均显著低于

未经药剂处理的对照(CK1),其中A4、A5、A6诱抗

效果较强,三者处理水稻后的病株率和每叶平均病

斑数明显少于未经药剂处理的对照。不同质量浓度

的同一种提取物对水稻幼苗的诱抗效果不同,且在

供试的3个质量浓度范围内,三者都随着质量浓度

的降低防效略有升高,在质量浓度为50mg/L时诱

抗效果都超过了50%。
2.4 前胡提取物对菌丝及孢子萌发的影响

从表4可以看出,在含50mg/L硅胶柱层析物

的培养基上,7d后稻瘟病菌菌落直径均为4.37~
4.47cm,与对照的4.58cm几乎没有区别;6h后

稻瘟病菌孢子萌发率达90.2%~91.9%,不含提取

物的对照培养基上的孢子萌发率为92.7%,说明50
mg/L的硅胶柱层析物对稻瘟病菌没有直接毒性。
据此可推断供试前胡提取物处理稻苗后叶瘟病指的

下降,主要是由于因提取物处理后提高了稻苗本身

对稻瘟病的抗性,即产生了诱导抗性而引起的。
表4 前胡丙酮提取物7个流分对

稻瘟病菌菌丝及孢子萌发的影响

Table4 Effectofsevenextractsfromacetoneextracts

ontheandmyceliumgrowthofM.grisea

流分

Extracts
菌落直径/cm
Colonydiameter

孢子萌发率/%
Sporegerminationrate

A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
CK

4.37±0.03b
4.43±0.06ab
4.45±0.09ab
4.47±0.13ab
4.38±0.10b
4.43±0.08ab
4.41±0.06ab
4.58±0.06a

91.9±1.2a
90.7±1.6a
90.8±1.2a
90.2±3.4a
91.1±1.3a
90.3±2.6a
91.4±1.8a
92.7±0.4a

3 讨 论

前胡植物资源丰富,临床应用历史悠久。国内

外在前胡的药用资源、品种显微鉴定、主要成分含量

测定及药理作用等方面进行了较详细的基础研究工

作,但有关前胡在农业上作为植物源农药的利用鲜

见报道。本试验采用溶剂浸提法对前胡有效成分进

行提取,通过生物活性实验筛选,发现前胡的丙酮浸

提物对水稻稻瘟病菌有很强的生物活性。利用硅胶

柱层析法进行有效成分的分离发现,流分 A4、A5、

A6对水稻稻瘟病菌有很强的生物活性,而丙酮浸提

物和硅胶柱层析各流份对水稻稻瘟病菌的菌丝生长

和孢子萌发均无明显影响,据此可推断供试前胡提

取物处理稻苗后叶瘟病指的下降,主要是因为提取

物处理后提高了稻苗本身对稻瘟病的抗性,即产生

了诱导抗性而引起的。
近年来,环境保护和生物安全已成为全球关注

的热点问题之一[12]。化学农药产生了一系列公害

问题,例如环境污染、人畜中毒、杀伤天敌、破坏生态

平衡、3R等严重问题,这些不良影响已引起人们的

普遍关注,因此,对农药进行重新评价,开发对人畜

及环境安全的合理性农药是解决上述问题的重要途

径之一[13]。天然产物具有极为丰富的化学结构以

及多样的作用机理,是研发新药物的重要来源[14]。
笔者从可持续发展的角度出发,充分利用现有的植

物资源,开发具有与生物、环境和谐的绿色植物源农

药,旨在为新农药的研制和先导化合物的发现提供

理论依据和技术支撑,也为前胡这一植物资源的综

合开发利用提供新途径。此外,笔者目前仅对前胡

提取物诱抗活性进行了初步研究,至于其活性成分

是什么物质还有待进一步分离提纯,并需作大田试

验进行验证。
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DeterminationandExtractionofActiveComponentsfrom
RadixpeucedanitoInduceRiceResistancetoMagnaporthegrisea
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1.CollegeofAgronomy,HunanAgriculturalUniversity,Changsha410128,China;

2.CollegeofBio-SafetyScienceandTechnology,
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Abstract PreliminarystudyontheactivecomponentofRadixpeucedanicapableofinducingrice
resistancetoblastwascarriedoutbytracingbioassay.Theacetoneextractshowedbetterinduciveeffect
ontheresistancetoriceblastdisease(Magnaporthegrisea)comparedtoothersolventextracts.Theac-
etoneextractwasisolatedbysilicagelcolumnchromatography.ThefractionsA4,A5,A6weremore
activethanothers.Theeffectsofinducingresistanceofthethreefractionsatdifferentconcentrations
were21.48%~59.54%,andinthethreetestedconcentrationrangeofquality,theeffectswerehigherat
thelowerconcentrations.

Keywords Radixpeucedani;induce;resistance;Magnaporthegrisea
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