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乙酰水杨酸与杀菌剂的藕合物合成及生物活性
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摘  要:通过乙酰水杨酸 ( ASA )分别与噻菌灵、三唑醇和口恶霉灵 3种杀菌剂拼接,合成了未见文献

报道的 A SA-噻菌灵、A SA-三唑醇、ASA-口恶霉灵的藕合物, 并以未藕合的 3种杀菌剂为对照,测定了

3种藕合物对水稻纹枯病菌 Rhizocton ia so lani的室内毒力; 以水杨酸 ( SA )为对照,测定了 A SA-口恶

霉灵藕合物对大豆叶片过氧化物酶 ( POD )活性的影响。结果表明, 3种杀菌剂与 ASA藕合后, 杀

菌毒力与藕合前的相当,同时还具有类似 SA诱导植物 POD活性升高的特性。
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Abstract: The con jugates of acety lsalicy lic acid ( A SA ) w ith th iabendazo le, triadim eno l and hym exazo l

w ere syn thesized . These con jugates had higher tox icitie s aga inst Rhizocton ia so lani than the in it ia l

fung icides. C om parison w ith SA, the ASA-hymexazo l conjugate w as app lied to soybean fo liages to

eva luate w hether the con jugate could induce the increase of the activ ity o f pero x idase The results

show ed the ASA-hym exazo l con jugate had the sim ilar inducing POD activ ity to SA in soybean

fo liag es.
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  水杨酸 ( sa licy lic ac id, SA )普遍存在于植物体

内, 具有独特的生理作用, 被认为是一种新的植物

内源激素
[ 1 ]
。其生理功能突出表现在诱导植物产

生系统获得抗性 ( sy stem ic acquired resistance,

SAR)过程中最主要的信号分子
[ 2]
, 并与植物的逆

境生理过程有重要的关系
[ 3, 4 ]
。研究已证明, SA

在植物抗病性的复杂系统中处于中心的地位。而

SA诱导抗病性的同时,与抗性相关的酶系统也发

生了系列变化
[ 5 ]
。何水林等

[ 6]
的研究表明, 在 0. 5

~ 4mm o l/L 的浓度范围内, SA处理辣椒叶片后,
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超氧化物歧化酶 ( SOD )和过氧化物酶 ( POD )活性

较对照增高, 相应地, H 2O 2浓度也升高。H2O 2浓

度的升高与 SA对辣椒叶片抗氧化酶活性的综合

影响有关。

外源 SA 与内源 SA一样能诱导植物产生

SAR
[ 7]
, 而且在植物体内既能通过木质部向上传

导, 又能通过韧皮部向下传导, 具有良好的双向传

导功能。也有研究表明, 外源 SA处理植物后能进

入输导系统, 且以向下输导为主
[ 8]
。除 SA外, SA

的部分衍生物,如乙酰水杨酸 ( A SA ) , 也表现出类

似的生物活性, 并能在植物体内传导
[ 9]
。若使能

诱导植物产生 SAR的化合物与杀菌剂进行化学键

合,得到的新化合物可能保留着二者本身的活性,

这一过程被称为 /藕合 0,即: 两种物质结合生成一

种新物质, 该物质可能同时保持着原反应物各自

固有的特性, 是一个能产生多个作用位点的联合

体,该新物质被称为藕合物 ( con jugate)
[ 10]
。笔者

拟将 A SA与杀菌剂噻菌灵、三唑醇、口恶霉灵进行藕

合,以期获得既能保持原有的杀菌活性, 又具有诱

导植物产生抗性的藕合物。

三种藕合物 ( 2, 4, 6)的合成路线如下:

1 材料与方法

1. 1 供试材料及仪器
1. 1. 1 供试植物及病原菌  5~ 6叶期大豆植株,

盆栽网 室 栽 培, 常 规管 理。水 稻 纹 枯病 菌

Rh izo cton ia so lani 由华南农业大学植物病理系

提供。

1. 1. 2 主要试剂及仪器  97%噻菌灵 ( th iaben-

dazo le)原粉, 由珠海真绿色技术有限公司提供;

90% 口恶霉灵 ( hym exazo l)原粉, 由江苏省银邦化工

有限公司提供,经无水乙醇重结晶后使用; 97%三

唑醇 ( triad im eno l)原粉,由江苏省建湖农药公司提

供。其他试剂均为分析纯。

E lem entarV ario元素分析仪; B ruker 500型核

磁共振仪; E SI-M S /HPLC 联用仪; WRR熔点测

定仪。

1. 2 试验方法
1. 2. 1 藕合物的合成

1. 2. 1. 1 A SA-噻菌灵藕合物 ( 2)的合成  在 50mL

三颈瓶中加入 2. 00 g ( 0. 01 m o l)噻菌灵 ( 1 )原

粉、25 mL的四氢呋喃和 1. 00 g ( 0. 012 mo l)吡

啶,在冰浴中滴加 2. 00 g ( 0. 01 m o l)乙酰水杨酰

氯的四氢呋喃溶液, 回流反应 16 h。反应体系脱

溶后将其溶于二氯甲烷中, 依次用饱和碳酸氢钠

水溶液、0. 1m o l/L的盐酸溶液涤洗, 水洗至中性,

有机层用无水硫酸钠干燥, 脱溶。以硅胶柱层析

纯化 (石油醚和乙酸乙酯,梯度洗脱 ) ,得目标产物

( 1-( 2-乙酰氧基 )苯甲酰基-2-(噻唑-4-基 )-1H-苯

并咪唑 ) ( 2 ) 2. 54 g, 收率 70% , 熔点 203. 0 ~

205. 2e 。
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1. 2. 1. 2 A SA-三唑醇藕合物 ( 4)的合成  称取
3. 01 g ( 0. 01 m o l)三唑醇 ( 3)原粉, 以 15 mL无

水乙腈为溶剂, 1. 00 g ( 0. 012 m o l)吡啶作傅酸

剂, 在冰浴中缓慢滴加 2. 00 g ( 0. 01 m o l)乙酰水

杨酰氯的无水乙腈溶液, 缓慢升温至室温, 回流反

应 12 h左右。蒸干溶剂, 剩余物溶于 50 mL二氯

甲烷中,按 1. 2. 1. 1节方法进行柱层析纯化, 得白

色固体 ( 2-乙酰氧基苯甲酸-[ 1-( 4-氯苯氧基 )-1-

( 1H-1, 2, 4-三唑-1-基 )-3, 3-二甲基 ]-2-丁酯 ) ( 4)

3. 24 g, 收率 71%, 熔点 96. 3 ~ 99. 0e 。
1. 2. 1. 3 ASA-口恶霉灵藕合物 ( 6 )的合成  称取
2. 00 g ( 0. 02 m o l) 口恶霉灵 ( 5)原粉溶于 10mL二

氯甲烷中, 加入 2. 02 g ( 0. 02 m o l)三乙胺。在冰

浴中滴加 4. 00 g ( 0. 02m o l)乙酰水杨酰氯的二氯

甲烷溶液,滴毕后回流反应 3 h。加入 50 mL二氯

甲烷, 按 1. 2. 1. 1节方法进行柱层析纯化,得白色

固体 ( 5-甲基-3-( 2-乙酰氧基 )苯甲酰氧基异口恶唑 )

( 6) 4. 23 g。收率 81% ,熔点 40. 6~ 41. 9e 。

1. 2. 2 室内毒力测定  采取菌丝生长速率法 [ 11 ]
,

在室内分别测定 3种藕合物抑制水稻纹枯病菌的

活性, 药液浓度分别为 50. 00, 25. 00, 12. 50, 6. 25,

3. 13, 1. 56, 0. 78, 0. 39mg /L,每处理重复 3次, 取平

均值。同时以 3种杀菌剂的原粉为对照, 按式 ( 1)

计算药液对菌丝生长的抑制率, 并计算每种药剂

对水稻纹枯病菌的 EC50值。

菌丝生长抑制率 (% ) =
空白对照菌丝生长的直径 - 处理组菌丝生长的直径

空白对照组菌丝生长的直径 -接种菌块的直径
@ 100 ( 1)

1. 2. 3 植物 POD活性的测定  准确称取藕合物

A SA-口恶霉灵用少量乙醇溶解,加少量吐温-80后用

水稀释至浓度为 50 m g /L, 涂抹在大豆叶片的两

面, 分别于 24、48和 72 h后取处理过的大豆叶片,

按周远明等
[ 12]
的方法测定大豆叶片中 POD活性,

平行 3次测定。以相同物质的量浓度的 SA溶液

和口恶霉灵溶液处理为药剂对照, 以清水为空白

对照。

2 结果与分析

2. 1 化合物的鉴定

目标化合物元素分析数据、核磁共振氢谱和

质谱数据见表 1。

2. 2 抑菌活性

室内毒力测定结果 (表 2)显示, 噻菌灵和口恶霉

灵与 A SA藕合后, 其对水稻纹枯病菌的毒力增强

了,而三唑醇与 A SA藕合前后毒力相当。

2. 3 藕合物对植物 POD活性的影响

结果 (表 3)表明, 藕合物处理大豆叶片后

POD活性在所试验的 72 h内均比 SA处理的叶片

酶活有所提高, 单独用口恶霉灵处理的结果和清水

对照没有显著差异。说明 A SA与口恶霉灵藕合后仍

然具有与 SA相同的效应, 即能使大豆叶片的 POD

活性升高, A SA与杀菌剂藕合后仍然保持着诱导

植物抗性的潜在可能性。

表 1 藕合物的核磁共振及质谱数据

T ab le 1 The da ta o f the e lem enta l ana ly sis,
1
H NMR and the ESI-M S o f the con juga tes

藕合物

C on ju gates

元素分析

E lem en tal analysis ( C alcd. % )

C H N

1H NM R, D( 400M H z, CDC l3 ) ES I-M S,m /z

2 62. 8 4

( 63. 3 1)

4. 50

( 4. 52 )

10. 89

( 11. 07 )

1. 90 ( s, 3H, CH 3 ) , 7. 00-8. 52 ( m, 10H,

2C 6H 4, 2H-th iaz o l)

759 [ 2M + H ] + , 402 [M + N a] + , 380

[ M + H ] + , 217[M - C9H 7O 3 ]
+

4 63. 0 1

( 63. 3 1)

5. 21

( 5. 28 )

8. 95

( 9. 18 )

0. 99 ( s, 9H, C ( CH3 ) 3 ) , 2. 08 ( s, 3H,

CH 3 ) , 5. 1 5 ( d, J = 5. 0 H z, 1H, CH-ter-t

bu ty l) , 5. 36 ( d, J = 5. 0 H z, 1H, CH-

triazo l) , 6. 32 ~ 7. 92 ( m, 8H, 2C 6H4 ) ,

7. 97 ( s, 1H, H-triazo lC 5) , 8. 23 ( s, 1H, H-

triazo lC 3 )

915 [ 2M + H ] + , 480 [M + N a] + , 458

[ M + H ] + , 295[M - C9H 7O 3 ]

6 59. 8 6

( 59. 7 7)

4. 19

( 4. 24 )

5. 33

( 5. 36 )

2. 37 ( s, 3H, CH 3CO ) , 2. 45 ( s, 3H, CH3-

isoxazo l) , 6. 2 3 ( s, 1H, CH, H-isoxazo l) ,

7. 18~ 8. 22 (m, 4H, C 6H 4 )

545 [ 2M + N a] + , 523 [ 2M + H ] + , 284

[ M + N a] + , 262 [M + H ] + , 163 [M -

C4H 4NO 2 ]
+
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表 2 藕合物的杀菌活性

T ab le 2 The fung icida l act iv ities o f the A SA-fung ic ides conjugates (n = 3)

化合物

C om pounds

毒力曲线方程

T oxicity reg ressive equation

相关系数

C orrelation coeff icien t

EC50 ? SE

/ (m g /L )

9 5%置信限

95% CL

1 y = 5. 735 6+ 2. 6 31 3x 0. 923 3 0. 53 ? 0. 03 0. 47~ 0. 59

2 y = 6. 071 1+ 2. 8 14 6x 0. 986 6 0. 42 ? 0. 02 0. 37~ 0. 47

3 y = 4. 641 9+ 1. 7 35 4x 0. 971 6 1. 71 ? 0. 15 1. 34~ 1. 93

4 y = 4. 383 7+ 1. 7 31 2x 0. 993 2 2. 27 ? 0. 19 1. 93~ 2. 67

5 y = 3. 500 6+ 0. 9 37 3x 0. 961 4 39. 78 ? 6. 32 29. 14~ 54. 13

6 y = 3. 295 1+ 1. 1 35 4x 0. 967 4 31. 74 ? 3. 89 24. 96~ 40. 37

表 3 ASA-口恶霉灵藕合物处理大豆叶片后不同时间的 POD活性

T ab le 3 The act iv ities o f the POD in soybean fo liages treated w ith the A SA-hym exazo l

conjugates in d ifferent tim e / ( U # g
- 1# m in

- 1
) (n = 3)

化合物

C om pounds

处理时间 Treatm en t tim e /h

72 24 48

6 18. 56 ? 0. 57 a* 23. 50 ? 0. 94 a 27. 11 ? 1. 36 a

水杨酸 S alicy lic acid( SA ) 15. 47 ? 1. 32 b 21. 65 ? 2. 01 ab 23. 41 ? 1. 87 a

5 13. 21 ? 0. 07 c 20. 84 ? 1. 06 b 20. 67 ? 1. 7 2 b

对照 CK 13. 05 ? 0. 24 c 21. 54 ? 1. 24 b 19. 53 ? 1. 30b

  * 表中纵列数据后字母相同者表示在 5%水平上差异不显著 (DM RT)。
* The d ata fo llow ed w ith the sam e letters in the co lum n w ere no t sign if ican tly d iff erent at th e leve l of 5% ( DMRT ) .

3 结论

本研究结果表明,噻菌灵、三唑醇和口恶霉灵分

别与 ASA藕合后,其对水稻纹枯病菌的毒力均有

所增强; 将藕合物 A SA-口恶霉灵施用于大豆叶片

后, 对叶片中过氧化物酶活性均比 SA单独处理的

叶片酶活有所提高, 意味着它仍具有诱导植物产

生抗性的活性。

由于杀菌剂与 A SA藕合后毒力更强, 且诱导

植物产生抗病和抗逆性, 这为合成新型植物 /保护
诱抗剂 0提供了新的研究思路。而这种藕合物是
否具有水杨酸那样在植物韧皮部传导性将作深入

研究。
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