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摘  要: 【目的】应用高速逆流色谱法(High-speed counter-current chromatography, HSCCC)

实现对小孢拟盘多毛孢 Pestalotiopsis microspora PM-1菌株代谢产物中除草活性物质的首

次分离。【方法】以正己烷:乙酸乙酯:甲醇:水(4:5:4:5, V/V/V/V)为最佳的两相溶剂体系, 上

相(水相)为固定相, 下相(有机相)为流动相, 正相洗脱。【结果】在流速 2 mL/min、转速

900 r/min、检测波长 254 nm 的条件下进行分离, 得到 4 个馏分, 其中馏分Ⅱ对马唐的活

性较强。馏分Ⅱ经高效液相色谱法(High performance liquid chromatography, HPLC)以乙腈:

水=75:25 (V/V)为流动相经过 C18 柱进一步分离检测, 所得馏分 A 对马唐种子萌发有较强

的抑制作用。其保留时间为 7.954 min, 该峰经二极管阵列光谱检测为单一组分。【结论】

利用最佳的高速逆流色谱条件和高效液相色谱条件对小孢拟盘多毛孢 Pestalotiopsis mi-

crospora PM-1 菌株代谢产物进行分离, 可获得除草活性化合物——馏分 A。 
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Abstract: [Objective] The separation of a herbicidal active compound from Pestalotiopsis 
microspora PM-1 was to be accomplished by high-speed counter-current chromatography 
(HSCCC) for the first time. [Methods] The compound was separated by HSCCC from the 
ethyl acetate crude extract of Pestalotiopsis microspora PM-1 with the two-phase solvent sys-
tem consisting of n-hexane:ethyl acetate:methanol:water:solution (4:5:4:5, V/V/V/V). The up-
per phase (aqueous phase) was chosen as the stationary phase and the lower phase (organic 
phase) as the mobile phase. [Results] Under the HSCCC conditions of a flow rate of 
2.0 mL/min, the apparatus rotated at 900 r/min and the effluent detected at 254 nm, four frac-
tions were obtained. FactionⅡ had the most intensive herbicidal activity on Digitaria sangui-
nalis, which was further analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) on C18 
column with acetonitrile:water=75:25 (V/V) as the mobile phase under isocratic elution. Frac-
tion A obtained at the retention time of 7.954 min showed an effective herbicidal activity on 
seed germination of Digitaria sanguinalis. The spectral analysis by diode array detection 
(DAD) for fraction A showed that fraction A is a pure component. [Conclusion] The results 
showed that the separation methods of high-speed countercurrent chromatography combined 
with high performance liquid chromatography was effective to obtain the herbicidal com-
pound-fraction A from the metabolites of Pestalotiopsis microspora PM-1. 

Keywords: Pestalotiopsis microspora, Metabolites, High-speed counter-current chromatography, 
Herbicidal activity, Separation 

杂草是危害农作物的主要劲敌之一, 全世界

杂草分布广泛, 其中约 1 800 余种杂草所造成的

粮食产量损失约占每年粮食总产量的 9.7%[1]。自

从人类进行农业生产以来, 人们就采用各种方式

除草。化学除草剂以其高效、使用方便、作用广

谱、经济效益显著等优点在 20 世纪中后期得到

广泛应用。但近年来随着化学除草剂的大量开发

和使用, 生态环境的污染问题日趋严重。而生物

除草剂对目标杂草以外的植物影响小, 环境负效

应小, 安全性高, 符合可持续农业的发展要求[2]。 

生物源除草剂可分为植物源除草剂、动物源

除草剂和微生物源除草剂, 目前人们研究的重点

以微生物源除草剂为主[3]。与植物相比, 微生物

能够产生更多具有生物除草活性的化合物, 如双
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丙 氨 磷 (Bialaphos) 和 草 铵 膦 (Phosphinothricin, 
PPT, 商品名为 Glufosinate)[4]。 

高速逆流色谱在分离提取天然产物方面具有

很多优势, 它是一种液相分配色谱技术, 分离能

力强, 且分离时间短, 数小时即可完成, 纯度多

在 98%以上[5]。其溶剂系统更换灵活, 可用于天

然产物粗提物的杂质和单个产物的精制, 也可与

质谱仪或红外光谱联用进行高纯度分析。其分离

无需固体载体作固定相, 克服了固体载体所带来

的样品吸附, 既能分离非极性化合物, 也能分离

极性化合物, 制备量大, 一步分离便可得到高纯

度化合物[6]。近年来, 高速逆流色谱的技术和设

备日渐成熟, 已广泛应用于药物和天然产物的分

离, 目前已通过高速逆流色谱成功从穿心莲中分

离出穿心莲内酯[7]; 从红豆杉中分离出 10-脱乙

酰卡巴亭Ⅲ[8]及紫杉醇[9]等; 从山茱萸的正丁醇

提取物中分离得到没食子酸[10], 从丹参粗提物中

得到纯度大于 98%的丹参酚酸 B[11]等酚类和脂肪

酸类物质。 

本实验室前期从发病竹子叶片上分离纯化得

到的一株真菌, 经活性检测、形态学鉴定和核糖

体 ITS 序列比对, 明确其为小孢拟盘多毛孢。该

属的真菌代谢产物有很强的药理活性和抑菌作

用[12]。研究表明, 小孢拟盘多毛孢 PM-1 菌株在

含硫酸亚铁的 PD 培养基中, 30 °C 黑暗条件下静

置培养 15 d, 得到的粗提物除草活性最强[13]。 

本文应用高速逆流色谱法, 选用正己烷:乙酸

乙酯:甲醇:水为 4:5:4:5 (V/V/V/V)的两相溶剂体系

对小孢拟盘多毛孢 PM-1 菌株的乙酸乙酯萃取物

进行分离纯化, 得到高纯度的除草活性物质, 为

开发新型微生物除草剂奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
菌株为实验室分离保藏的小孢拟盘多毛孢

PM-1 菌株; 供试杂草为马唐(Digitaria sangui-
nalis)、反枝苋(Amaranthus retroflexus)、狗尾草

(Setaria viridis)、虎尾草(Chloris virgata)和黄顶菊

(Flaveria bidentis)。 

供试培养基: PDA (马铃薯 200 g, 葡萄糖或

蔗糖 20 g, 琼脂 20 g, 水 1 000 mL)培养基、PD (马

铃薯 200 g, 葡萄糖或蔗糖 20 g, 水 1 000 mL)培

养基[13]。 

1.2  主要仪器和试剂 
1.2.1  仪器: 高速逆流色谱仪, 上海同田生物技

术有限公司 TBE-300A; 高效液相色谱仪, 美国

Waters 公司(Waters, Milford, MA, USA)生产, 配

有 600E 泵和二极管阵列检测器(DAD); 旋转蒸

发器, 上海洪旋实验仪器有限公司 RE-200; 色

谱柱 , 天津博纳艾杰尔科技有限公司 C18 柱

(150 mm×4.6 mm I.D., 5.0 μm)。  

1.2.2  试剂: 甲醇分析醇、甲醇色谱醇、乙腈色

谱醇、乙酸乙酯、正己烷、乙醇、琼脂粉、葡萄

糖购于保定试剂公司。 

1.3  方法 
1.3.1  小孢拟盘多毛孢粗提物的制备: 在 250 mL

三角瓶中装入 150 mL PD 培养基, 高压灭菌备用, 

将生长良好的菌株定量接入, 25 °C 静置培养

10 d。在无菌条件下用 4 层纱布滤去菌丝, 滤液

用等体积乙酸乙酯萃取 3 次, 所得到的有机相

48 °C 旋转蒸发, 浓缩至干, 甲醇定容。得到的粗

毒素于−4 °C 保存备用。 

1.3.2  小孢拟盘多毛孢粗提物除草活性测定: 采

用茎叶处理法。将粗提物晾于培养皿(d=90 mm)

内, 用 0.5%的三苯乙烯基酚聚氧乙烯聚氧丙烯醚

EPE 型溶液 1 mL 均匀溶解。将马唐、反枝苋、

狗尾草、黄顶菊等待测杂草种植在边长 8 cm、高

9 cm 的塑料盆中, 加水后放入 30 °C 培养箱中, 

发芽后放置在室外 25 °C 自然生长。待杂草长到

3 叶期时, 将粗提物均匀喷涂在杂草上, 清水和
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农药助剂处理作为对照, 每个处理 3 个平行实验, 

3 d 后观察结果。 

1.3.3  高速逆流色谱两相溶剂系统的选择: 溶剂

体系的选择很大程度上取决于被分离物质的溶

解性。实验利用 Oka 方法[14−15]分别对正己烷:乙

酸乙酯:甲醇:水不同体积比的溶剂体系进行计算, 

通过该方法对马唐进行生理生化检测, 找到在固

定相和流动相中溶解比较均衡的溶剂体系, 且 K

的范围在 1−2 之间, 作为最合适的 HSCCC 溶剂

体系。 

除草活性检测: 称取粗提物约 50 mg, 分别

加入达到平衡的上下相溶剂 8 mL, 振荡离心使

其 充 分 溶 解 并 置 于 带 有 双 层 滤 纸 的 培 养 皿

(d=90 mm)中, 待滤纸风干后, 加入灭菌水和经

催芽的马唐种子 10 粒, 30 °C、12 h 光照/12 h 黑

暗条件下培养, 并用灭菌水的处理作对照, 每个

处理平行重复 3 次, 72 h 后测量种子根茎生长大

小。根据种子根茎的抑制率选择最佳的 HSCCC

溶剂体系。 
( ) (%) =根 茎 抑制率  

( ) ( ) 100
( )

×
对照根 茎 长-处理根 茎 长

对照根 茎 长
 

1.3.4  高速逆流色谱两相溶剂体系及溶液的制

备: 在分液漏斗中配制正己烷:乙酸乙酯:甲醇:水

的两相溶剂体系, 充分摇匀后静置 6 h, 分开上、

下相, 上相为固定相, 下相为流动相, 使用前分

别超生脱气 15 min。称取 200 mg 小孢拟盘多毛

孢 PM-1 菌株的粗提物加入等体积的上、下相混

合溶剂共 20 mL, 并振荡使其完全溶解后备

HSCCC 进样。 

2  结果与分析 

2.1  小孢拟盘多毛孢粗提物除草活性测定 
用菌株的粗提物对杂草进行除草活性检测, 

结果表明, 该菌株粗提物对杂草均有较强的致死

性, 其中对马唐的致死率可达 90%以上, 对反枝

苋可达 80%以上, 对狗尾草、虎尾草可达 75%以

上, 对黄顶菊可达 65%以上(表 1)。 
经观察, 该菌株的粗提物具有较强的除草活

性, 对接触到粗提物的部位效果明显(图 1), 在使

用时, 可使用喷雾处理法, 处理浓度为甲醇稀释

粗提物至 600 mg/L。 

2.2  利用 Oka 法[14−15]选择合适的两相溶剂体系 
在高速逆流色谱中, 溶剂体系的选择至关重

要, 合适的溶剂体系是其分离的关键。根据色谱

理论, 利用 HSCCC 进行样品分离的必要条件是

样品在互不相溶的两相中具有合适的分配系数, 
一般情况下分配系数在 0.5−2.0 之间。 

 

表 1  小孢拟盘多毛孢粗提物除草活性测定 
Table 1  Inhibition rate of the Pestalotiopsis microspora crude extract on weeds 

杂草 
Weed 

处理萎蔫率 
Wilting percent of stem and leaf (%) 

对照萎蔫率 
CK wilting percent of stem and leaf (%)

马唐 Digitaria sanguinalis ++++ – 

虎尾草 Chloris virgata +++ – 

狗尾草 Setaria viridis +++ – 

反枝苋 Amaranthus retroflexus +++ – 

黄顶菊 Flaveria bidentis ++ – 

注: CK: 表面活性剂 0.6% 1601 (三苯乙烯基酚聚氧乙烯聚氧丙烯醚 EPE 型)对照; +: 萎蔫率 30%−55%; ++: 萎蔫率

55%−70%; +++: 萎蔫率 70%−85%; ++++: 萎蔫率 85%−95%; −: 萎蔫率 30%以下. 
Note: CK: The control of surfactant 0.6% 1601 (tiphenyl vinyl phenol polyocyethylene polyoxypropylene ether EPE); +: The wilting 
rate of 30% to 55%; ++: The wilting rate of 55% to 70%; +++: The wilting rate of 70% to 80%; ++++: The wilting rate of 85% to 
95%; −: The wilting rate of 30% or less. 
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图 1  粗提物对马唐的除草活性 
Fig. 1  The herbicidal activity of crude extracts on 
Digitaria sanguinalis 
注: A: 水处理; B: 粗提物处理. 
Note: A: Treatment with water; B: Treatment with crude ex-
tract. 

利用 Oka 方法[14−15]提供的体积分数(表 2), 对

经催芽的马唐进行种子萌发试验。对 10 种 Oka

溶 剂 体 系 分 离 出 的 两 相 溶 剂 体 系 分 别 加 入

6.25 g/L 的菌株粗提物后, 10 种溶剂体系所得到

的上相对马唐根和茎的抑制率呈上升趋势; 所

得到的下相对马唐根和茎的抑制率呈下降趋势

(图 2)。在组分 7 正己烷:乙酸乙酯:甲醇:水为

4:5:4:5 (V/V/V/V)的两相溶剂体系条件下, 菌株粗

提物对根茎的抑制率最接近, 表明粗提物在该条

件下溶解性比较平均。综合考虑, 组分 7 为最合

适的 HSCCC 两相溶剂体系。 
 

表 2  Oka 溶剂体系 
Table 2  The solvent system of Oka 

序号 
Number 

正己烷 
N-hexane 

乙酸乙酯 
Ethyl acetate 

甲醇 
Methanol 

水 
Water 

上相/下相 
Upper phase/Lower phase

1 10* 0 5 5 1.05 

2 9 1 5 5 0.96 

3 8 2 5 5 0.88 

4 7 3 5 5 0.82 

5 6 4 5 5 0.77 

6 5 5 5 5 0.74 

7 4 5 4 5 0.80 

8 3 5 3 5 0.86 

9 2 5 2 5 0.93 

10 1 5 1 5 0.92 

注: *: 所代表的数字为该溶剂所占的体积分数. 
Note: *: Represent the volume fraction of the solvent.  
 

 
图 2  Oka 溶剂体系对小孢拟盘多毛孢粗提物对马唐萌发的抑制率影响 

Fig. 2  Effect of the Oka solvent system on the inhibition rate of Pestalotiopsis microspora crude extracts 
注: A: 根抑制率; B: 茎抑制率. 
Note: A: Inhibition rate of root; B: Inhibition rate of stem. 
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2.3  高速逆流色谱分离结果 
以 20 mL/min 的流速将上相泵入并充满分

离 螺 线 管 , 开 启 恒 温循 环 装 置使 温 度 保持 在

25 °C, 启动检测器和高速逆流主机, 选择正向旋

转(FWD)并将转速调至 900 r/min, 以 2 mL/min 

的流速泵入流动相。当流动相从管柱出口流出且

基线稳定后, 将样品溶液由进样圈注入。高速逆

流色谱图见图 3, Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ为分离出的 4 份

馏分。 

2.4  HSCCC 馏分的活性检测 
根据图 3 进行手动分段收集, 得到馏分Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、 , Ⅳ 将各馏分进行减压浓缩干燥, 得到

质量分别为 35、12、17、8 mg, 分别用甲醇稀释

至浓度为 600 mg/L 时对马唐进行抑制作用试验, 

结果如图 4 所示。通过观察分析, 馏分Ⅱ具有较

强的除草活性, 其效果明显, 其他馏分除草效果

不明显或无除草效果。 

2.5  HSCCC 馏分Ⅱ的高效液相色谱分离及活

性检测 
HSCCC 分离出的馏分Ⅱ具有较强的除草活

性。收集馏分Ⅱ对其进行高效液相色谱分析。使

用 C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm I.D., 5.0 μm)和乙

腈:水=75:25 (V/V)流动相以 1.0 mL/min 流速进行

等度洗脱, 检测波长为 254 nm。将馏分Ⅱ用甲醇

稀释 100 倍后, 10 μL 进样。结果表明, 在该条件

下 HSCCC 馏分Ⅱ通过高效液相色谱分析得到 1

个组分, 即馏分 A, 且该组分稳定存在, 其保留

时间为 7.954 min (图 5)。 
 

 
图 3  HSCCC 分离纯化小孢拟盘多毛孢色谱图 

Fig. 3  HSCCC chromatogram for the separation and purification of Pestalotiopsis microspora 
 

 
图 4  HSCCC 的 4 种馏分在浓度 600 mg/L 时对马唐的除草活性 

Fig. 4  Inhibition effect of the HSCCC four fractions on the growth of Digitaria sanguinalis at  
the concentration of 600 mg/L 
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图 5  流动相为乙腈:水=75:25 (V/V)条件下 HSCCC 馏分Ⅱ的 HPLC 谱图 

Fig. 5  HPLC chromatogram of the HSCCC fraction Ⅱ with acetonitrile:water=75:25 (V/V) as mobile phase 
 

为了进一步鉴别馏分 A 的纯度, 采用二极管

阵列器在 200 nm−400 nm 波长范围内对馏分 A 高

效液相色谱峰的不同部位进行在线光谱扫描(①、

②、③分别对应对 HPLC 馏分 A 进行紫外吸收光

谱扫描的位置)。结果(图 6)显示 , 馏分 A 在

225 nm 和 275 nm 处有较强的吸收。对高效液相

色谱-二极管阵列图进行分析, 结果表明, 馏分 A
色谱峰在①、②、③处的紫外吸收特征相同, 由

此可确定馏分 A 为单一组分的纯物质。对其进行

活性检测, 该馏分能够抑制杂草种子的萌发, 抑

制率可达 80% (图 7)。 

3  结论与讨论 

利用微生物源物质来开发新型除草剂具有许

多潜在优势, 在低浓度时微生物代谢产物比合成

的化合物具有生物活性的可能性大; 微生物代谢

产物在环境中的半衰期比合成农药短得多, 易迅

速降解或解毒[16]。 

鉴于高速逆流色谱技术的成熟, 本试验用乙

酸乙酯对小孢拟盘多毛孢 PM-1 菌株进行萃取后

得到该菌株的粗提物, 发现粗提物除草范围广, 

对马唐、狗尾草、黄顶菊等杂草均有抑制作用, 其 
 

 
图 6  馏分 A 的高效液相色谱-二极管阵列紫外吸收光谱图 

Fig. 6  The UV absorption spectra of the fration A by HPLC-diode array detection 
注: ①、②、③分别对应图 5 中的相应位置. 

Note: ①、②、③ correspond to the locations in figure 5. 



624 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.4 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 7  馏分 A 对马唐种子萌发的影响 
Fig. 7  Effect of fraction A on Digitaria sanguinalis seed 
germination 
注: A: 水处理; B: 馏分 A 处理. 
Note: A: Treatment with water; B: Treatment with fraction A. 
 
中对马唐的抑制效果最为明显, 因此本试验采用

马唐为除草活性检测对象。 

在利用高速逆流色谱分离天然产物的过程

中, 两相溶剂的选择至关重要。稳定的两相溶剂

体系是否适合于目标物质的分离, 通常要看物质

在溶剂体系中的分配系数是否在一个合适的范

围内。对高速逆流色谱, 最合适的 K 值范围是

0.5−2.0, 如用氯仿:甲醇:0.2 mol/L 盐酸(4:1.5:20, 

V/V/V)为两相溶剂分离黄连中的巴马亭、小檗碱、

表小檗碱和黄连碱[17]; 用正己烷:乙酸乙酯:甲醇:

乙醇:水(5:7:5:1:6.5, V/V/V/V/V)分离紫杉醇[18]; 用

乙酸乙酯:甲醇:乙酸:水(4:1:0.25:5, V/V/V/V)为溶

剂系统, 从黄芪粗提物中分离出 2 种异黄酮, 纯

度均大于 95%[19]; 利用正己烷:乙酸乙酯:正丁醇:

甲醇:乙酸:水(1:2:1:1:5:1, V/V/V/V/V)从大豆中分

离出 4 种异黄酮, 纯度均大于 90%[20]; 用正己烷:

乙酸乙酯:甲醇:水(3:6:5:5, V/V/V/V)分离得到纯度

分别为 98.2%、92.3%、97.4%的螺旋霉素Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ[15]; 采用正丁醇:乙酸乙酯:0.005 mol/L 三氟乙

酸(1.25:3.75:5, V/V/V)的溶剂体系, 从 Lysobacter

发酵液分离的 WAP-8294A 混合物中分离得到了

对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌有较强抗性的

WAP-8294 A2
[21]等。本文利用 Oka 方法[14−15], 成

功找出了适合小孢拟盘多毛孢 PM-1 菌株的最适

两相溶剂体系, 即正己烷:乙酸乙酯:甲醇:水为

4:5:4:5 (V/V/V/V)。 

用高速逆流色谱法对小孢拟盘多毛孢代谢产

物进行分离, 经过纯化后所得馏分的除草活性和粗

提物相比并没有降低; 通过高效液相色谱-二极管

阵列分析, 发现小孢拟盘多毛孢菌株分离可得到较

稳定且具有除草活性的纯物质, 即馏分 A, 为其后

续化学结构和分子式的鉴定奠定了基础。 

本研究发现, 小孢拟盘多毛孢 PM-1 菌株的

产毒能力会随着时间的延长而发生退化, 因此应

不断地对菌株进行复壮以达到较高的除草效果。

利用该菌株分离得到的馏分 A 除草活性很强, 但

鉴于成本较高, 目前不适用于大规模生产, 因此, 

在今后的研究中需要对该菌株进行进一步改良, 

为微生物源除草剂的开发和实际应用奠定基础。 
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