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摘  要:以小麦白粉病菌 B lum er g ram in is、黄瓜霜霉病菌 Pseudoperonispo ra cubensis、杨树溃疡病菌

Do thio rella grega ria、棉花枯萎病菌 Fusa rium oxyspo rum f. sp. va sinfectum、白菜黑斑病菌 A lterna ria

o lera cea和稻瘟病菌 Pyricu lar ia grisea 6种病原菌为指示菌种,对孜然种子中的杀菌活性成分进行

了跟踪分离及活性测定。采用柱层析分离技术,从孜然种子乙醇浸膏石油醚萃取液中分离得到两

个具有杀菌活性的化合物,其结构经质谱、核磁共振氢谱及碳谱等分析确定其分别为枯茗酸 (对异

丙基苯甲酸, p- isopropy l benzo ic acid)和枯茗醛 (对异丙基苯甲醛, p- isopropy l benza ldehyde)。采用

菌丝生长速率法测定了两化合物对油菜菌核病菌 Sclero tinia sc lero tio rum 和辣椒疫霉 Phytophthora

capsici的毒力,其中枯茗醛对两种病原菌的 EC50值分别为 2. 093和 15. 40m g /L,枯茗酸的 EC50值

分别为 7. 298和 19. 66m g /L。
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Abstract: S ix p lan t pathogens (Pyricu la ria gr isea, Sclero t inia sclero tio rum, Phytophtho ra capsici, etc. )

w ere used to screen fung icida l components f rom Cum inum cym inum L1 seed1Cum in seedsw ere dist illed

by alcoho ,l and then ex tracted by petro leum ether, ch lo ro fo rm, ethy l ester, and n-butano l in

sequence1Tw o com pounds w ere iso lated from pe tro leum ether ex tract by co lumn chrom atog raphy1The ir
structures w ere ident if ied as p- isopropy l benzo ic ac id and p- isopropy l benza ldehyde by M S and

NMR1The inhibitive rate against the myce lia l grow th o f S1sclero tio rum , P. capsic i w ere tested1The
EC50 o f p- isopropy l benzaldehyde aga inst S. sc lero tiorum and P 1capsici w ere 2. 093 and 15. 40m g /L,

respectiv ely1The EC50 o f p- isopropy l benzo ic acid against S1sclero tio rum and P 1capsici w ere 7. 298

and 19. 66m g /L, respective ly.
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  孜然 Cum inum cym inum L. 又名孜然芹、安息

茴香、安息孜然、小茴香、香旱芹等, 为伞形科

( Um be lliferae)孜然芹属 (Cum inum L. )植物, 一年

或两年生草本。原产埃及、埃塞俄比亚, 现在俄罗

斯、地中海地区、伊朗、印度、北美地区及我国均有

分布,在我国主要在新疆有栽培
[ 1]
。

长期以来, 孜然主要作为调味品应用, 也可入

药, 用于治疗消化不良、胃寒腹痛、口疮等疾病
[ 2]
;

对皮肤真菌如皮癣也有活性
[ 3]
。相关研究表明,

孜然种子中含有杀虫、杀菌成分
[ 4~ 9]
。作者在前期

研究的基础上, 对孜然种子提取物的杀菌活性成

分进行了跟踪分离,以柱层析为分离手段, 从孜然

种子乙醇浸膏石油萃取部分最终分离得到两个活

性化合物, 其结构经质谱、NMR等分析确定为枯

茗酸 (对异丙基苯甲酸, p- isopropy l benzo ic acid)

和枯茗醛 (对异丙基苯甲醛, p- isopropy l benza lde-

hyde), 并初步测定了两种化合物的杀菌活性。

1 材料和方法

1. 1 供试材料和仪器

1. 1. 1 植物  孜然种子采于甘肃张掖地区, 经西

北农林科技大学生命科学学院慕小倩教授予以鉴

定, 确定为孜然 Cum inum cym inum L. 种子。采回

后置于阴凉处晾干、粉碎, 过 40目筛后于 - 40e

冰箱中保存备用。

1. 1. 2 病原菌  小麦白粉病菌 B lumer g ram in is、

杨树 溃疡病菌 Do th io rella grega r ia、稻瘟 病菌

P yricu lar ia g risea、棉 花 枯 萎 病 菌 Fusa r ium

oxyspo rum f. sp1va sinfectum、白 菜 黑 斑 病 菌

Alterna ria o leracea、辣椒疫霉 Phy tophtho ra capsici、

油菜菌核病菌 Sclero tinia sclero tio rum 均由西北农

林科技大学无公害农药研究服务中心提供。黄瓜

霜霉病菌 P seudoperon ispora cubensis为从田间采

集、鉴定、纯化及繁殖后待用。

1. 1. 3 寄主植物  黄瓜 (津研七号 ) ; 小麦 (陕-

225)。

1. 1. 4 药剂及仪器  64% 口恶霜 #锰锌 ( ox ad ixy-l

m anco zeb)可湿性粉剂 (诺华农化江苏有限公司 ) ;

15%三唑酮 ( tr iadim efon)可湿性粉剂 (湖北天门农

药有限公司 )。硅胶 (青岛海洋物理化学研究所 ) ,

柱层析所用溶剂均为市售分析纯。

层析柱 (内径 100 mm, 长度 1 400 mm ); X-5

显微熔点测定仪; UV-8三用紫外分析仪; HP-5988

质谱仪; B ruker DPX 300MH z核磁共振谱仪。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 样品提取及分离  15 kg孜然种子粉碎物

经工业乙醇渗滤, 浓缩, 得孜然种子乙醇浸膏。将

其均匀悬浮于水中, 依次以石油醚、氯仿、乙酸乙

酯、正丁醇萃取、浓缩, 分别得各溶剂萃取物和相

应水相浸膏。用于生物活性跟踪试验。

采用硅胶柱层析对石油醚相浸膏中的活性成

分进行分离。 4 kg硅胶干法装柱, 将石油醚相浸

膏 266 g溶于 266 mL 石油醚中, 加粗孔硅胶 ( 60

~ 100目 ) 400 g拌样, 减压脱溶。加样于柱顶, 以

氯仿-乙酸乙酯 ( 24 B1, 体积比 )为洗脱剂进行洗

脱,当溶剂前沿到达层析柱底端时停止洗脱。按

每 4 cm为一段将硅胶掏出, 各段分别再以甲醇洗

脱,通过薄层层析 ( TLC )检测, 合并 R f值相同的

馏份, 减压浓缩得到 A ( 25. 6 g )、B ( 15. 6 g )、C

( 20. 8 g )、D ( 30. 2 g)、E ( 21. 2 g )、F( 66. 5 g )和

G ( 18. 7 g )共 7个馏份段。

同法对 F段中活性成分进行柱层析分离。2 kg

硅胶干法装柱, F段 60 g样品溶于 60 mL石油醚

中,粗硅胶拌样,脱溶。加样,以氯仿-石油醚 ( 4B6, 体

积比 )洗脱, 当溶剂前沿到达底端时停止洗脱。按

4 cm为一段将硅胶掏出,各段分别以甲醇洗脱, 通

过 TLC检测、合并, 共得到 6段馏份, 由第 4段馏

份中得到一黄色液体样品 3. 87 g,其 R f值为 0. 59

[展开剂为石油醚-乙酸乙酯 ( 10 B1, 体积比 ), 紫

外灯 256 nm 显色 ] ,略有拖尾。将此样品置于 4e

冰箱中保存, 2 d后析出晶体。分离上层液体与下

层晶体, 分别得到淡黄色油状液体 ( ZR1 2. 05 g )

和无色晶体 ( ZR2 1. 20 g)。

1. 2. 2 活性化合物结构鉴定  对分离得到的化

合物通过熔点及 TLC 检测, 质谱 ( M S )、氢谱

(
1
H NMR)、碳谱 (

13
C NMR )等谱图数据分析, 确

定其分子结构。

1. 2. 3 杀菌活性测定方法  采用菌丝生长速率

法
[ 10, 11]

测定孜然浸膏粗提物、各溶剂萃取物以及

柱层析各馏份对几种病原菌的抑制作用, 以进行

活性跟踪实验。将供试样品以丙酮溶解配制成适

当浓度, 与 PDA培养基混匀制成含药平板。设丙

酮对照, 每处理重复 3次。用打孔器打取直径

4 mm 的菌饼, 菌丝面向下接种于含药平板上。于

331N o. 4 胡林峰等:孜然种子中杀菌活性成分分离及结构鉴定



28e 下培养数天, 待对照菌落长至平板边缘时测

量菌落直径, 计算菌丝生长抑制率。

各提取物对小麦白粉病和黄瓜霜霉病的防治

作用采用盆栽法
[ 10]
测定。

1)对小麦白粉病的防效测定: 以陕-255高感

品种为寄主植物材料, 将小麦种子种植在小盆中,

每盆播种 15粒左右, 待小麦长至一心一叶时供

试。保护作用的测定于喷药 24 h后接菌种, 治疗

作用的测定于接菌后常规培养 24 h后喷药。采用

孢子抖落法接种, 接种后置于人工气候箱 (温度:

昼 22e 、夜 18e ,相对湿度 70% )中培养, 待对照

完全发病时开始调查病情指数 (参考方中达
[ 10]
的

方法分级 ), 按式 ( 2)计算防治效果。

发病指数 =
6 (各级病叶数 @该级级别值 )

总检查叶数 @最高级别值
( 1)

防治效果 (% ) =
对照区发病指数 -处理区发病指数

对照区发病指数
@ 100 ( 2)

  2)对黄瓜霜霉病的防效测定: 以津研七号为

寄主植物材料,采用盆栽育苗, 待幼苗长至两片真

叶时喷药, 24 h后采用常规喷雾法接种, 接种浓度

为显微镜 10 @ 10倍下每视野 10~ 15个孢子囊,

同时设丙酮、单接菌和标准药剂对照。每盆为一

处理,每处理设 3个重复。接种后保湿 24 h后转

入温室中进行常规管理, 待对照充分发病后进行

病情调查 (黄瓜霜霉病分级标准参照余国辉方

法
[ 12]

) , 由 ( 2)式计算防治效果。

2 结果与分析

2. 1 粗提物及各馏份的杀菌活性

2. 1. 1 孜然浸膏不同溶剂萃取物的杀菌活性  生

长速率法测定结果表明, 石油醚萃取物具有较好

的抑菌活性, 在 1 000 mg /L浓度 (以浸膏质量计,

下同 )下, 其对杨树溃疡病菌、棉花枯萎病菌、白菜

黑斑病菌、稻瘟病菌等病原菌的抑制率分别为

99. 1%、67. 6%、100. 0%、96. 9%。而在相同浓度

下, 氯仿、乙酸乙酯、正丁醇萃取物以及各水相对

4种病原菌的抑制率均在 15%~ 45%之间, 说明主

要活性成分集中在石油醚萃取部分, 因此进一步

对其进行了活体试验研究。

盆栽试验结果表明, 当提取物的浓度为

5 000 m g /L 时, 石油醚萃取物对黄瓜霜霉病和小

麦白粉病表现出较好的防治效果。在供试浓度

下, 其对黄瓜霜霉病的保护作用效果为 67. 2%, 而

相应的对照药剂 口恶霜 # 锰锌为 76. 9% ; 石油醚萃

取物对小麦白粉病的保护作用和治疗作用效果分

别为 63. 7%和 75. 0% , 对照药剂粉锈宁则分别为

92. 1%和 75. 8%。

试验中发现, 经石油醚萃取物处理的黄瓜幼

苗出现轻微药害, 这可能与提取物浓度太高有关,

也可能是在石油醚萃取物中含有对黄瓜生长不利

的物质。

2. 1. 2 石油醚萃取物柱层析各馏分段的杀菌活性  石

油醚萃取物柱层析各馏份段 ( A ~ G段 )对 3种病

原菌的杀菌活性测定结果表明, E段和 F段表示出

较宽的杀菌谱及较好的杀菌活性, 在浓度为

1 000m g /L时, 对棉花枯萎病菌、杨树溃疡病菌、

稻瘟病菌 3种病原菌的抑制率分别为 95. 9%、

100. 0%、76. 7% 和 100. 0%、99. 5%、78. 3%。其

余馏份段对病原菌的抑制率均在 35% ~ 70% 之

间。

盆栽试验结果表明,当浓度为 5 000 mg /L时,

E、F段馏分对小麦白粉病的治疗作用的效果分别

为 71. 3%和 69. 3%,其余馏份段的防效均在 16. 1%~

51. 2%之间。

离体和盆栽试验结果均表现为 E、F段馏份活

性最高, 所以对 F段的杀菌成分进行了进一步分

离,分别得到 ZR 1和 ZR2。

2. 1. 3 ZR1和 ZR2对两种病原菌的杀菌活性  初

步测定了在浓度为 400m g /L时, 两化合物对油菜

菌核病菌、辣椒疫霉、杨树溃疡病菌、棉花枯萎病

菌、白菜黑斑病菌和稻瘟病菌的抑菌活性。其中,

两化合物在供试浓度下能够完全抑制油菜菌核病

菌和辣椒疫霉菌丝的生长, 进而测定了其对上述

两种病原菌的毒力曲线。结果见表 1。

2. 2 ZR 1和 ZR2的结构鉴定

ZR 1: 浅黄色液体, n
20
D = 1. 532 9; E IM S, m /z:

148, 133, 119, 105, 103, 91, 79, 77, 63, 51, 39;
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1
H NM R( CDC l3, 300 MHz ) , D: 1. 20 ( 6H, d, J =

6. 9 Hz, M e-1c, H 3-2c) , 3. 00 ( 1H, m, H-1c) , 7. 29

( 2H, d, J = 718 H z, H-3, H-5 ) , 7. 73 ( 2H, d, J =

7. 8 Hz, H-2, H-6 ) , 9. 89 ( CHO-, s, ) ;
13
C NMR

( 75MH z, CDC l3 ), D: 23. 51 ( C-2c) , 34. 36 ( C-

1c) , 127. 05 ( C-3, C-5 ) , 129. 54 ( C-2, C-6 ) ,

134. 58( C-4) , 156. 04( C-1 ), 191. 71( CHO-)。以

上数据参考文献 [ 13]数据进行归属, 确定其结构

为对-异丙基苯甲醛 (p- isopropy l benzaldehyde) ) ) )
枯茗醛。

表 1 枯茗醛和枯茗酸对油菜菌核病菌和辣椒疫霉病菌的毒力曲线

T ab le 1 Reg ression equation o f p- isopropy l benza ldehyde and p- isopropy l benzo ic ac id on

Sclero tinia sclero tio rum and Phytoph tho ra capsici

供试样品

Sam p les

病原菌

Fun gi1
毒力曲线

Reg ression equation

相关系数 ( r )

C oef f icien t of correlat ion

EC50 ( 95% CL )

/ (m g /L )

ZR1 油菜菌核病菌 Y = 3. 717 8+ 0. 552 5x 0. 964 5 2. 093 ( 0. 656~ 6. 677)

Sclerot in ia sclerot iorum

辣椒疫霉 Y = - 0. 418 5+ 1. 699 9x 0. 977 2 15. 40 ( 10. 91~ 21. 76)

Phytoph tho ra capsici

ZR2 油菜菌核 Y = - 1. 781 3+ 2. 368 4x 0. 978 5 7. 298 ( 6. 089~ 8. 746)

Sclerot in ia sclerot iorum

辣椒疫霉 Y = - 1. 023 8+ 1. 829 0x 0. 991 1 19. 66 ( 14. 08~ 27. 44)

Phytoph tho ra capsici

  ZR 2: 无色晶体, m. p1115. 7e ~ 117. 0e ;

E IM S, m /z: 164, 149, 131, 119, 105, 103, 91, 79,

77, 65, 51, 45, 39;
1
H NMR ( CDC l3, 300 MHz ), D:

1. 45( 6H, d, J = 6. 9 Hz, M e-1c, H3-2c), 3. 00( 1H,

m, H-1c) , 7. 35 ( 2H, d, J = 7. 8 H z, H-2, H-6) ,

8. 02( 2H, d, J = 7. 8 Hz, H-3, H-5) ;
13
C NMR ( 75

MH z, CDC l3 ) , D: 23. 67 ( C-2c), 34. 36 ( C-1c) ,
126. 62( C-3, C-5) , 127. 00( C-2, C-6) , 130. 44( C-

4) , 155. 38( C-1) , 172. 60 ( COOH )。以上数据参

考文献 [ 14]中数据进行归属,确定其结构为对-异

丙基苯甲酸 (p- isopropy lbenzo ic ac id) ) ) ) 枯茗酸。
ZR1和 ZR2的结构式如下:

3 小结与讨论

孜然种子中的杀菌活性成分有待于进一步分

离。韩建华等人在筛选杀菌植物时, 发现孜然种

子提取物对小麦赤霉病菌、玉米大斑病菌、辣椒疫

霉、番茄灰霉病菌、苹果霉心病等病原菌具有较好

的杀菌活性
[ 9]
。本研究以 6种植物病原菌作为活

性筛选菌种, 从孜然种子乙醇浸膏中分离得到两

个具有农用杀菌活性的化合物 ) ) ) 枯茗醛和枯茗

酸。本研究仅选取了部分病原菌跟踪分离高活性

馏份段的杀菌活性化合物, 其他馏份段可能因为

活性成分含量低而表现出较差的杀菌活性, 因此

有必要对这些馏份段进行继续分离。

枯茗醛和枯茗酸的杀菌作用值得进一步研

究。 S ingh等人发现枯茗醛对曲霉具有较好的杀

菌活性
[ 5]
, D e等人发现枯茗醛对细菌及真菌酵母

均有杀菌活性
[ 13]

, 其中包括植物病原菌水稻胡麻

斑 病 菌 H elm intho spo rium o ryza e、白 绢 病 菌

Sclero tium ro lfsii 和 镰 刀 病 菌 Fusar ium sp. ;

Jayasinghea等人在研究 Br idelia retusa茎皮的杀菌

活性成分时发现枯茗酸对唐菖蒲枝孢叶枯病菌

C lado spo rium clado spo rio ides有抑制作用
[ 14]
。可

见这两种化合物的杀菌活性具有一定的广谱性,

有必要深入研究, 以广泛探索其应用价值。
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