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摘  要: 将瓜果腐霉进行液体发酵, 其菌丝用等体积乙酸乙酯和甲醇进行依次萃取, 甲醇萃取液旋

转蒸发去溶剂后进行硅胶柱层析, 以乙酸乙酯和石油醚(V/V=3:1 和 V/V=2:1)的混合液进行梯度洗脱, 

每 50 mL 收集为一个馏分, 共收集到 40 个馏分。生物测定结果表明, 以乙酸乙酯和石油醚(V/V=2:1)

洗脱得到的馏分 21−24 对供试杂草马唐表现出了较强的活性, 其对马唐的生长抑制作用均为 4 级。

合并馏分 21−24, 以乙酸乙酯和石油醚(V/V=2:1)的混合液为展开剂进行等度洗脱, 每 50 mL 收集

为一个馏分, 共收集到 20 个馏分。生物测定结果表明, 馏分 3 对马唐有较强的抑制活性。HPLC

分析发现, 该馏分主要含有 3 个组分, 其保留时间分别为 12.7、14.0 和 30.5 min。 
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Abstract: Pythium aphanidermatum was cultured in PD medium and the mycelia were extracted with 
ethyl acetate and methanol, and the methanol extracts were separated gradually by silica gel column 
using ethyl acetate mixture and petroleum ether (V/V=3:1 and V/V=2:1) as the developers. Eluents were 
collected and each 50 mL were considered as a fraction and bioassayed. The results revealed that fraction 
21−24 showed strong activity against Digtaria sanguinealis with the inhibition level of 4. The combined 
fractions of 21−24 were eluted with the mixture of ethyl acetate and petroleum ether (V/V=2:1) as the 
developer and 20 fractions were collected. Bioassay results showed that fraction 3 had the stronger in-
hibitory activity against Digtaria sanguinealis. HPLC analysis suggested that this fraction mainly con-
tained 3 components, the retention time of which was 12.7, 14.0 and 30.5 min respectively. 
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农田杂草一直被认为是严重影响现代农业与人

类生存环境的生物灾害之一, 目前仍以化学防治为

主, 但随着化学除草剂的广泛应用其弊端也日趋突

出, 如环境污染和农药残留问题已经引起了农药科

技工作者的高度关注。因此, 开发研制无污染、安

全的新型除草剂已成为当务之急[1]。生物除草剂具

有对目标杂草以外的植物影响小、环境负效应小、

安全性高的特点而备受人们的青睐, 尤其是利用植

物病原真菌毒素开发微生物除草剂越来越显示出独

特的优势。 

瓜果腐霉[Pythium aphanidermatum (Eds) Fitzp]

属于卵菌门卵菌, 引起多种植物猝倒病和瓜果腐烂

病[2−3], 在高温、高湿条件下对禾本科坪草有较强的

致 病 性 , 可 造 成 坪 草 的 大 面 积 病 害 甚 至 死 亡 。

Shimada 等从 bentgrass 红腐病中分离的瓜果腐霉的

代谢产物中发现了吲哚乙酸 [4], 本实验室张金林等

从瓜果腐霉的液体发酵产物中成功分离出邻苯二甲

酸二甲酯 [5], 张利辉等从瓜果腐霉的固体发酵产物

中分离出阿魏酸及其衍生物 [6], 这些物质均表现出

一定程度的除草活性。本试验以分离自黄瓜的瓜果

腐霉 PAC 菌株为研究对象, 对其菌丝中的除草活性

物质进行了初步的分离纯化。 

1  材料与方法 

1.1  菌株   
瓜果腐霉(Pythium aphanidermatum) PAC 菌株。 

1.2  杂草  
马唐(Digtaria sanguinealis)。 

1.3  培养基  
PDA 培 养 基用 于 病 菌 的保 存 和 菌 饼的 制 备 ; 

PD 培养基用于 PAC 菌株的液体培养。 

1.4  试剂  
乙酸乙酯 (分析纯 ), 天津市天大化学试剂厂 ; 

甲醇 (色谱纯 ), 北京市华准化学试剂科学开发部 ; 
甲醇(分析纯), 天津市天大化学试剂厂; 石油醚(分

析纯), 天津化学试剂厂; 柱层析硅胶(300−400 目), 
青岛海立信化工有限公司。 

1.5  仪器设备  
旋转蒸发仪 RE52-98, 上海亚荣生化仪器厂 ; 

真空泵 SHD-52000, 保定市高开区阳光科教仪器厂; 
高效液相色谱仪, Agilent Technologies 1200 series 分

析型。 

1.6  菌丝活性物质的提取 
将病菌培养液用纱布过滤, 得到菌丝和培养滤

液; 菌丝在 40 °C 条件下烘干, 并研磨成细小的碎

片, 用乙酸乙酯浸提 24 h, 超声波处理 30 min, 过

滤 , 残渣用等体积甲醇超声波处理 30 min, 过滤 , 

合并滤液。旋转蒸发去溶剂后用甲醇定容, 得到的

样品用于活性测定和进一步分离纯化。 

1.7  硅胶柱层析和 HPLC 分析 
对菌丝提取物进行硅胶柱层析 , 以乙酸乙酯

和石油醚(V/V=3:1 和 V/V=2:1)的混合液对其进行梯

度洗脱(一级柱层析), 每 50 mL 收集为一个馏分; 
合并活性较强的馏分进行二级柱层析 , 按馏分流

出的顺序编号, 将除草活性较强的馏分进行 HPLC
分析[7]。 

色 谱 条 件 : Agilent Technologies 1200 series, 
Agilent C18 分析型柱, 检测波长 220 nm, 四元梯度

泵, 每次进样量 20 μL, 流动相为 65%的甲醇, 总流

速 v=1.00 mL/min。 

1.8  除草活性测定 
采用茎叶处理法[8]: 先将粗毒素置于表面皿内, 

自然晾干, 用 1 mL 甲醇溶解, 再用细毛笔均匀涂布

于待测杂草上, 120 h 观察结果。除草抑制作用分级

标准如表 1 所示[6]。 
 

表 1  除草抑制作用分级标准[6] 
Table 1  The grade standard of inhibition[6] 

等级 
Grade 

生长抑制率 G 
Growth inhibited rate (%) 

记号 
Marker 

0 同对照 − 

1 G<25 + 

2 25≤G<50 ++ 

3 50≤G<75 +++ 

4 75≤G<95 ++++ 

5 G≥95 +++++ 
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2  结果与分析 

2.1  硅胶柱层析 
将菌丝粗提物进行硅胶柱层析, 以乙酸乙酯和

石油醚(V/V=3:1 和 V/V=2:1)的混合液对其进行梯度

洗脱, 每 50 mL 收集为一个馏分, 共收集到了 40 个

馏分。将所收集到的馏分分别用甲醇稀释, 利用茎

叶处理法对马唐进行除草活性测定, 结果表明柱层

析后所得到的馏分都对马唐表现出了不同程度的活

性, 其中馏分 21−24 对马唐的抑制作用达到了 4 级, 
其余馏分活性较弱, 如馏分 5、馏分 6 等对马唐的 

抑制作用为 3 级, 馏分 4、馏分 31 等对马唐的抑制

作用为 2 级, 馏分 1、馏分 35 等对马唐的抑制作用

为 1 级(表 2)。合并馏分 21−24, 以乙酸乙酯和石

油醚 (V/V=2:1)的混合液为展开剂进行等度洗脱, 每

50 mL 收集为一个馏分, 共收集到 20 个馏分。生物

测定结果表明, 馏分 3 有较强的除草活性, 其对马

唐的抑制作用达到了为 4 级(图 1 为处理后 120 h 的

症状), 馏分 4、馏分 7 和馏分 17 的活性次之, 对马

唐的抑制作用为 3 级, 而其他馏分的活性均表现为 2

级和 1 级, 活性较弱(表 3)。
 

表 2  一级柱层析所得各馏分的除草活性 
Table 2  Herbicidal activity of the fractions obtained from the first column chromatography 

编号 
Number 

抑制等级 
Inhibition level 

编号 
Number 

抑制等级 
Inhibition level 

编号 
Number 

抑制等级 
Inhibition level

编号 
Number 

抑制等级 
Inhibition level

馏分 1 
Fraction 1 

+ 馏分 11 
Fraction 11 

++ 馏分 21  
Fraction 21 

++++ 馏分 31  
Fraction 31 

+ 

馏分 2 
Fraction 2 

++ 馏分 12 
Fraction 12 

++ 馏分 22  
Fraction 22 

++++ 馏分 32  
Fraction 32 

+++ 

馏分 3 
Fraction 3 

+ 馏分 13 
Fraction 13 

+ 馏分 23  
Fraction 23 

++++ 馏分 33  
Fraction 33 

+ 

馏分 4 
Fraction 4 

+ 馏分 14 
Fraction 14 

+++ 馏分 24  
Fraction 24 

++++ 馏分 34  
Fraction 34 

+++ 

馏分 5 
Fraction 5 

+++ 馏分 15 
Fraction 15 

++ 馏分 25  
Fraction 25 

++ 馏分 35  
Fraction 35 

++ 

馏分 6 
Fraction 6 

+++ 馏分 16 
Fraction 16 

+++ 馏分 26  
Fraction 26 

+++ 馏分 36  
Fraction 36 

+++ 

馏分 7 
Fraction 7 

+++ 馏分 17 
Fraction 17 

+++ 馏分 27  
Fraction 27 

+++ 馏分 37  
Fraction 37 

+++ 

馏分 8 
Fraction 8 

+++ 馏分 18 
Fraction 18 

+++ 馏分 28  
Fraction 28 

+++ 馏分 38  
Fraction 38 

+++ 

馏分 9 
Fraction 9 

+++ 馏分 19 
Fraction 19 

+++ 馏分 29  
Fraction 29 

+++ 馏分 39  
Fraction 39 

+++ 

馏分 10 
Fraction 10 

+++ 馏分 20 
Fraction 20 

+++ 馏分 30  
Fraction 30 

+++ 馏分 40  
Fraction 40 

+++ 

 
表 3  二级柱层析所得各馏分的除草活性 

Table 3  Herbicidal activity of the fractions obtained from the second column chromatography 
编号 

Number 
抑制等级

Inhibition level 
编号 

Number 
抑制等级

Inhibition level
编号 

Number 
抑制等级

Inhibition level
编号 

Number 
抑制等级

Inhibition level
馏分 1 

Fraction 1 + 馏分 6 
Fraction 6 + 馏分 11  

Fraction 11
++ 

馏分 16  
Fraction 16 ++ 

馏分 2 
Fraction 2 + 馏分 7 

Fraction 7 +++ 馏分 12 
Fraction 12

+ 馏分 17  
Fraction 17 +++ 

馏分 3 
Fraction 3 ++++ 馏分 8 

Fraction 8 ++ 馏分 13  
Fraction 13

++ 馏分 18  
Fraction 18 ++ 

馏分 4 
Fraction 4 +++ 馏分 9 

Fraction 9 ++ 馏分 14  
Fraction 14

++ 馏分 19  
Fraction 19 ++ 

馏分 5 
Fraction 5 ++ 馏分 10 

Fraction 10 ++ 馏分 15  
Fraction 15

++ 馏分 20  
Fraction 20 ++ 
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图 1  馏分 3 除草活性测定结果 
Fig. 1  Herbicidal activity of fraction 3 
注: A: 对照; B: 馏分 3. 
Note: A: Control; B: Fraction 3. 
 

2.2  活性馏分的 HPLC 分析 
将硅胶柱层析中得到的具有较强除草活性的馏

分 3 转溶于甲醇进行 HPLC 分析。图 2 为馏分 3 的

HPLC 分析图, 可见该馏分主要包含 3 个组分, 其保

留时间分别为 12.7、14.0 和 30.5 min, 分别标记为组

分 1、组分 2 和组分 3。分别将 3 个组分进行收集制

备, 利用茎叶处理法测定其对马唐的活性(图 3 为 3

个组分处理 120 h 的症状), 可见 3 个组分都表现出

了不同程度的除草活性, 其中组分 3 的活性最强, 

叶片表现明显的黄化、萎蔫和失绿。 

 

 

图 2  馏分 3 的 HPLC 分析 
Fig. 2  HPLC analysis of fraction 3 

 

    

图 3  馏分 3 各组分对马唐的活性 
Fig. 3  The herbicidal activity of 3 components against Digtaria sanguinealis 

注: A: 对照; B: 组分 1; C: 组分 2; D: 组分 3. 
Note: A: Control; B: Component 1; C: Component 2; D: Component 3. 
 

A B

A B C D
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3  讨论 

利用微生物及其代谢产物来防治杂草是生物防

治研究中一个较活跃的领域 [9], 尤其是微生物代谢

产物除草更凸显优势, 因其能够弥补制约活体微生

物的外部因素, 如天气、温度、时间等。对于那些

稳定性差、储存期短、除草效果不够明显的微生物

代谢产物可以通过合成先导化合物来实现其除草的

目的[10]。目前对具有除草活性的微生物代谢产物的

报 道 很 多 , 如 王 再 强 等 从 放 线 菌 (Actinomyces) 
p−03−1 代谢产物中分离到具有除草活性的组分[11]; 

张金林等从葱紫斑病菌(Alternaria porri)的代谢产

物中分离到对稗草有较强抑制作用的除草活性组

分 [12]; 付 洁 等 从 禾 谷 镰 刀 菌 (Fusarium graminea-

rum)的代谢产物中分离到对反枝苋和黑麦草种子的

幼根幼芽生长表现出明显抑制作用的组分[13]。 

瓜果腐霉病菌常在高温高湿条件下发病, 通过

侵染植物幼苗引起腐烂, 但是关于其产生除草活性

物质的报道很少[14]。本实验室从其代谢产物中分离

到了邻苯二甲酸二甲酯[15], 同时也报道了其菌丝提

取物具有除草活性, 并从菌丝中分离到了除草活性

较强的脂肪酸类化合物, 但其详细的化学结构尚需

进一步确认 [5], 故本试验对其菌丝提取物中除草活

性成分做了系统的分离和纯化, 以期得到除草活性

较强的新化合物, 为先导化合物的发现奠定基础。 

硅胶柱层析技术具有分离速度快、效率高、分

离效果明显等特点, 被广泛应用于生物活性物质的

分离研究[16]。本试验通过两次硅胶柱层析分离得到

了活性较强的馏分, 并进一步利用 HPLC 的方法得

到了 3 个组分的单体, 结果表明, 此方法分离效果

较好, 目前正在对其单体化合物进行大量制备并进

行质谱和核磁鉴定。 
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