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摘要：[目的]对黔产乌头(Aconitun carmichaeli Debx)根部甲醇提取物中碱性氯仿萃取的乌头生物碱总碱进行抗烟草

花叶病毒(TMV)活性筛选。[方法]通过活性追踪从总碱中分离鉴定了14个C19- 型乌头生物碱成分，采用活体半叶枯

斑法进行抗TMV活性筛选。[结果]发现其中achaconitine(11)、hemsleyanine C(12)、talatisamine(14)抗TMV侵染活性明显

强于阳性对照药剂宁南霉素。[结论]在30 mg/L质量浓度下，该植物总碱抗TMV侵染抑制率为23.5%。Chaconitine(11)、
hemsleyanine C(12)、talatisamine(14)可用于防治烟草花叶病毒的新型抗病毒剂。讨论乌头生物碱抗TMV侵染和增

值的构效关系。
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Abstract: [Aims] Primary screening indicated that total alkaloids of Aconitun carmichaeli Debx had anti-tabacco

mosaic virus(TMV) activity. [Methods] Guiding isolation of the total alkaloids resulted in separation of 14 C19-aconitine

type alkaloids, the anti-TMV activity was screened by living half-leaf spotting method. [Results] Compounds

achaconitine(11), hemsleyanine C(12) and talatisamine(14) showed stronger activities against invasion of TMV disease

than positive control ningnanmycin. [Conclusions] The inhibition rate of the total alkaloids against TMV was 23.5% at

dosage of 30 mg/L. Compounds achaconitine(11), hemsleyanine C(12) and talatisamine(14) as newly reported antiviral

compounds could be used to control TMV diseases. The structure-activity relationship against on invasion and

proliferation of TMV disease was also discussed.
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植物病毒病(plant virus diseases)是一类重要的农业

病害，对栽培作物的危害仅次于真菌病害，被称为“植物

癌症”。目前已经发现的植物病毒约有1000多种，分为

18科76属[1]。烟草花叶病毒(tabacco mosaic virus，TMV)是
植物病毒中研究最为深入的典型病毒，也被称为模式

病毒。该病毒属于披盖病毒科(Togaviridae)烟草花叶病毒

属(Tobamovirus)，是(+)-ssRNA病毒中研究最充分的一种，

目前已经有100多年历史，其寄生范围广泛，全世界均

有分布，可侵染藜科、菊科、茄科和十字花科等36科

400余种植物，包括番茄、土豆、辣椒、黄瓜以及烟草等经

济作物。据估计，世界每年仅由烟草花叶病毒病造成的

经济损失在1亿美元以上[2]。次生代谢产物的形成是植物

在进化过程中适应环境的一种生理生化机制，近年来不

断涌现的植物次生代谢产物具有高度广泛的生物学效

应的研究结果，提示植物中的次生代谢产物深刻影响着

植物的生存。这种进化律则可作为高效挖掘活性物质

的重要策略。基于这样的认识，借助植物化学防御的本

性，自2003年起，开始从植物中寻找和发现抗TMV的活

性物质，先后发现了C21-双裂孕烷型甾体[3-4]、吲哚酮[5]、
五环三萜[6]、石蒜生物碱[7]、咔啉生物碱[8]、苦木素[9]、四降三

萜[10-14]、倍半萜 [15]、绣线菊生物碱 [16]等具有显著抗TMV的

活性天然产物。最近，采用活体半叶枯斑法，对黔产乌
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头 (Aconitun carmichaeli Debx)根部的甲醇提取物中碱

性氯仿萃取的乌头生物碱总碱进行抗TMV活性筛选，

30 mg/L质量浓度下，总碱抗TMV侵染抑制率为23.5%。

这是首次发现乌头生物碱类成分具有抗TMV活性。

乌头(Aconitun carmichaeliDebx)为毛茛科(Ranunculaceae)

乌头属(Aconitum)植物，多年生草本。母根称乌头，旁生侧

根称附子。主产于四川、陕西、云南、贵州、湖南、江西、甘

肃等省，有栽培，为常用中药，文献记载其具有治疗肾阳

衰弱引起的腰膝冷痛、精神不振以及风寒湿痛之功效。

乌头中富含C19-型生物碱，为了阐明其抗TMV的活性成分

对黔产乌头根部的生物碱成分进行了分离和结构鉴定。

1 实验部分

1.1 化学实验部分

1.1.1 仪器与材料

XT-4双目显微熔点测定仪，温度未校正。旋光由

SEPA-300旋光仪测定，质谱由HP-5973型质谱仪测定，

红外由Bio-Rad FTS-135红外光谱仪测定，紫外光谱

由Shimadzu 210双波长紫外分光光度计测定。1H NMR、
13C NMR和2D NMR图谱由INOVA-400核磁共振仪测定，

以TMS为内标。柱层析硅胶(48~75 μm)，硅胶H和薄层层

析硅胶 (GF254) 均为青岛海洋化工厂生产。反相材料RP-18

(40~63 μm) 为Merck公司产品，凝胶为Sephadex LH-20

(25~100 μm) 为Amersham Biosciences公司产品(Sweden)。

显色剂为改良碘化铋钾溶液，喷洒后直接显色。

乌头的干燥根产自贵州省清镇地区，购于贵阳市万

东桥药材市场，并经贵州省中医学院付志明副教授鉴定

为乌头(Aconitun carmichaeli Debx)的根。

1.1.2 提取与分离方法

乌头干燥根5.0 kg，粉碎后用95%乙醇加热回流提取

3次，每次4 h，减压蒸馏浓缩得总浸膏(455 g)。将总浸膏

用适量5% HCl溶液酸化(pH值2)，用乙酸乙酯萃取3次，水

层用1%稀氨水溶液碱化至pH值10，用氯仿萃取3次，浓

缩得总碱(46.8 g)。总碱采用硅胶(48~75 μm)柱层析分离，

以氯仿和甲醇混合溶剂梯度洗脱 (氯仿∶甲醇为1∶0~0∶1)，薄

层层析(TLC)检测合并，共得到4个组分。采用硅胶柱层

析、凝胶柱层析、RP-18等多种分离手段，共分离得到化

合物14个。

1.2 生物学试验部分

1.2.1 仪器与材料

1)供试病毒

烟草花叶病毒(tobacco mosaic virus，TMV)U1普通株

系，贵州省烟草科学研究院提供。繁殖于普通烟K326上，提

纯并用紫外分光光度计测定其浓度[17]，保存于-20 ℃，临用

时用磷酸盐缓冲液PBS(0.01 mol/L，pH值7.2)稀释。
2)供试寄主

心叶烟(Nicotiana glutinosa)，为TMV枯斑寄主，种子

由贵州省烟草科学研究院提供；普通烟K236(Nicotiana
tabacum K326)，温室中繁育，种子由贵州省烟草科学研究

院提供；漂盘育苗，无虫温室中培育。挑选6~8片叶龄，大

小、重量相似的健康植株作为试验材料。
3)供试化合物

化合物原药：所测试化合物为上述从乌头中分离鉴

定的14个乌头生物碱；DMSO溶解配成质量浓度为1×
103 mg/L，于4 ℃保存，临用时用无菌水稀释至所需浓度。
DMSO的终浓度小于25 mL/L，对试验结果无影响。

对照药剂：2%宁南霉素水剂，黑龙江强尔生化技术

开发有限公司。

1.2.2 试验方法

1)病毒接种

病毒接种采用机械接种法，将呈现明显烟草花叶症

状的普通烟 (Nicotiana tabacum)病叶置于研钵中，加入

PBS，充分研磨，用喷粉器将金刚砂(38~700 μm)撒至接种

植株表面，用毛笔蘸取少许研磨液，均匀涂抹于叶表面，

10 min后用清水冲净金刚砂，接种后的植株放置于无虫

的温室培养，直到再次出现花叶症状。
2)病毒提纯[17]

选取250 g普通烟K326植株去主脉后的感病叶片，将

烟叶剪碎，放入研钵中。加入500 mL 0.2 mol/L含1%巯基

乙醇的磷酸盐缓冲液，少量石英砂，冰浴研磨。4层纱布

过滤，测量溶液体积，即为初提汁液。磁力搅拌器边搅拌

边加入50 mL 8%正丁醇，搅拌20 min，转至离心管离心

(4℃，10 000 r/min，20 min)，转移上清液至量筒中；向清

液中分别加入4% NaCl和聚乙二醇 (PEG-6000)，搅拌

1 h，离心(4 ℃，10 000 r/min，20 min)，倒掉上清液，留取

沉淀；向沉淀中加入0.01 mol/L磷酸盐缓冲液1/5初提液

体积，转移至小烧杯中，搅拌1 h，离心(4 ℃，10 000 r/min，

15 min)，转移上清液至量筒中；向清液中加入4% NaCl和
PEG-6000，搅拌1 h，离心 (4 ℃，10 000 r/min，20 min)，
留取沉淀；加入0.01 mol/L磷酸盐缓冲液1/10初提液体

积，转移至小烧杯中，搅拌1 h，离心(4 ℃，10 000 r/min，

5 min)，取上清液，转移至已灭菌的Eppendorf管，-20 ℃
保存，使用时用0.01 mol/L PBS稀释至相应浓度。

3)病毒浓度的确定

取5 μL提纯的TMV稀释100倍，紫外分光光度计测
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定其浓度。代入公式：病毒质量浓度(mg/L)=(A260×稀释倍

数)/E0.1%
1 cm

260 nm，其中E表示消光系数，即波长260 nm时，浓

度为0.1%(1 g/L)的悬浮液，在光程为1 cm时的光吸收(光

密度)值。

4)抗TMV侵染活性筛选[18]

选长势一致的心叶烟，将30 mg/L的供试化合物溶液

和宁南霉素水剂分别与病毒汁液按1∶1(体积比)混合，钝

化0.5 h后，摩擦接种处理右半叶片；病毒汁液与溶媒1∶1

(体积比)混合摩擦接种于左半叶，每处理3株，3次重复，

置于光照培养箱培养，3~4 d出斑完全后调查心叶烟枯斑

数，计算枯斑抑制率。

抑制率(%)= 对照枯斑数- 处理枯斑数
对照枯班数

×100

5)抑制TMV增值活性筛选[19]

采用盆栽离体叶圆片法测定化合物对TMV增值的

抑制作用，应用双抗夹心酶联免疫法(DAS-ELESA)检测

叶圆片内TMV外壳蛋白的含量。挑选健康、合适的普通

烟K236(Nicotiana tabacum K326)，暗室放置一夜。每株烟挑

选大小相似的3片叶，每片叶摩擦接种0.32 mg/L TMV

200 μL，10 min后用无菌水冲洗干净。6 h后将叶片切成

直径1.5 cm的圆片，取10片浸入供试化合物溶液中作为

处理；另10片浸入25 mL/L DMSO溶液中作为空白对照；

只摩擦未接种的10片浸入25 mL/L DMSO溶液中作为

空白。放入28 ℃光照培养箱中培养，48 h后进行DAS-

ELISA，测定OD405值，根据TMV病毒标准曲线计算TMV质

量浓度，按公式计算：

TMV抑制率(%)= 1－ 处理的TMV质量浓度
阴性对照的TMV质量浓度! "×100

每个测试化合物重复4次。

2 实验结果与分析

2.1 乌头中生物碱的结构鉴定

从乌头中分离鉴定14个化合物，全部为二萜生物碱

类化合物。主要通过与文献比较MS，1H NMR，13C NMR

和 DEPT数 据 确 定 其 化 学 结 构。 8 - 去 乙 酰 滇 乌 碱

( 8 -deacetylyunaconitine ) ( 1 ) [ 20 ] ( 58 mg )、膝 瓣 乌 头 碱

( geniconitine ) ( 2 ) [ 21 ] ( 39 mg )、8 -乙 酰 膝 瓣 乌 头 碱 ( 8 -

acetylgeniconitine) (3) [22] (28 mg)、forestine (4) [23] (42 mg)、

hemsleyacnitine E(5)[24](26 mg)、crassicautine(6)[22](35 mg)、

黄草乌碱丙(vilmorrianine C)(7)[25](152 mg)、黄草乌碱甲

(vilmorrianine A)(8)[25](39 mg)、acoforesticine(9)[26](37 mg)、

14-benzoylneoline(10)[23](33 mg)、sachaconitine(11)[27](1233 mg)、

hemsleyanine C(12)[28](177 mg)、circinasine A(13)[28](1746 mg)

和talatisamine(14)[28](2137 mg)。结构式见图1。

2.2 乌头生物碱抗TMV活性筛选

2.2.1 乌头生物碱抗TMV侵染活性测试

采用半叶枯斑法研究分离得到的14个二萜生物碱

抗TMV病毒侵染心叶烟(Nicotiana glutinosa)的抑制活性，

以宁南霉素作为阳性对照药剂。结果表明：部分二萜生物

碱具有显著的抗TMV侵染和治疗活性。在30 mg/L质量

浓度下，生物碱8-deacetylyunaconitine(1)、vilmorrianine C(7)、
vilmorrianine A(8)、sachaconitine (11)、hemsleyanine C(12)、
circinasine A(13)、talatisamine(14)抑制TMV侵染活性均强

于阳性对照药剂宁南霉素，其中化合物sachaconitine(11)
和talatisamine(14)对TMV侵染活性的抑制率均高于70%
(见表1)。

2.2.2 乌头生物碱抗TMV增值的抑制活性测试

采用立体叶圆片法测试化合物在系统寄主K326普通

图1 黔产乌头中分离鉴定的生物碱结构

表1 质量浓度为30 mg/L乌头中二萜生物碱

抑制TMV侵染活性

化合物

8-deacetylyunaconitine(1)
geniconitine(2)

8-acetylgeniconitine(3)
forestine(4)

hemsleyacnitine E(5)
crassicautine(6)

vilmorrianine C(7)
宁南霉素

抑制率/%
45.7±3.6

-
-

10.2±2.4
9.5±3.6
-

55.7±3.4
42.6±3.4

化合物

vilmorrianine A(8)
acoforesticine(9)

14-benzoylneoline(10)
sachaconitine(11)
hemsleyanine C(12)
circinasine A(13)
talatisamine(14)

抑制率/%
50.5±3.9
10.2±2.7
30.3±4.6
70.4±3.6
56.5±5.5
47.9±4.7
81.0±3.6
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烟(Nicotiana tabacum cv. K326)中对TMV增殖的抑制活性，

采用双抗夹心酶联免疫法(DAS-ELESA)检测，判断化合

物对病毒增殖的抑制情况。结果表明：talatisamine(14)对
病毒增殖的抑制活性显著高于阳性对照药剂宁南霉素；

sachaconitine(11)、hemsleyanine C(12)对病毒增殖的抑制

活性与阳性对照药剂宁南霉素相当(见表2)。与抑制病毒

侵染的活性结果基本一致。

3 结果与讨论

通过对黔产乌头中二萜生物碱类化合物进行抗

TMV活性筛选，发现C19-乌头碱型生物碱具有抗TMV活

性，但与岩乌头中抗TMV活性生物碱不同[18]。黔产乌头中

生物碱14-OH多含有大茴香酰基取代，尽管化合物1、7和

8显示较强抗TMV侵染活性，但抑制TMV侵染和增值2个

方面的活性则是14-OH无大茴香酰基取代、8-OH无乙酰

基取代的胺醇类最好(如化合物11、12、14)，生物碱13是

个例外，其结构特点是C-15为羟基取代而不是常见的甲

氧基取代。众所周知，乌头碱的酯碱尤其是14-OH含有

芳香酰基的酯碱毒性远远大于胺醇 [29]，后者更适合于作

为天然抗TMV的农药实际使用。因此，将乌头属植物的

总碱经水解后得到的总碱水解产物，具有潜在的发展为

抗TMV天然农药的前景。
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空白对照

阳性对照

阴性对照
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孟山都拟在巴西上市最新杀线剂 NemaStrike

孟山都预计将在巴西上市杀线虫剂 NemaSt r ike(活性成分：t ioxazafen)，用于玉米和大豆种子处理。公司表示，该产品具有新

型的作用方式，能有效防治线虫攻击的根部区域，将为玉米和大豆等作物提供广谱线虫防治，并提高作物产量。
全球每年由线虫危害导致的作物减产可达 1 4%，造成经济损失 800~ 1 000 亿美元，因此有必要投入更多精力研发线虫防控

产品。
NemaSt r ike 目前仍处于测试阶段。据孟山都表示，NemaSt r ike 有 2 大好处：1 )安全、低毒，对人类、环境和土壤生物影响小；

2)持效期长，线虫的生命周期在 30 d 左右，而 NemaSt r ike 持效期可跨越至少 2 个半的线虫周期。
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