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N．(4．甲基-2．氨基苯并噻唑)0【．氨基．0t．(3---g甲基苯基)一0，

O．二(2．烷氧基乙基)亚膦酸酯对小麦赤霉病原菌的抑制活性

及作用机制的初步探究
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摘 要：实验室条件下采用生长速率法测定化合物N．(4一甲基-2·氨基苯并噻唑)i3t·氨皋-d一(3-三氟甲皋苯基)一

0，0．二(2．烷氧基乙基)亚膦酸酯对小麦赤霉病原菌(Fusarium graminearum)的离体抑制效果，并初步研究了其

抑制小麦赤霉病原菌作用机制。实验结果表明。该化合物对小麦赤霉病原菌的Ec，。为46．05斗s／mL，当化合物

浓度为50斗g／mL时，对该病原芮的抑制率就达到了60．5％。以浓度为250斗g／mL的该供试化合物处理小麦

赤霉病原菌菌丝24 h后，其细胞膜通透性增强，菌体内还原糖、几丁糖和可溶性蛋自含量及几丁质酶活性在短

时间内均出现先升高然后下降的趋势。
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Abstract：Using the myceliat当xo,sth rate method in the laboratory，the inhibitor,]effects and action mechanisms of

compound N．(4．methyl-2．aminobenzothiazole)俚-amino·Ot-(3-trifluorometh—ylphenyi)一O，O-di(2-alkoxyethyl)phosphi·

nate to Fusarium graminearum in vitro were studied．The bioassay results showed that the compound had high antifungal

activity on the growth of Fusarium graminearum，with the value of EC如46．05 ILLg／mL．When the concentration of the

compound
wag at 50 Izg／mL．the inhibition rate reached 60．5％．When P graminearum was treated with the com。
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pound at 250 p,g／mL for 24 houm，the permeability of celt membrane rised．The mycelial reducing sugar，D·GIcNAc

content，the soluble protein content and the chitinase activity all rised at the beginning then declined．

Key words：N．(4．methyl-2．aminobenzothiazole)Ot·amino-a一(3-trinuolDmethylphenyl)-O，O-di(2-alkoxyethyl)phos-

phinate；fusarium graminearum；fungicidal activity；action mechanism

ot一氨基膦酸及其酯作为天然氨基酸的类似物，

自20世纪50年代末Horiguchi从动物体内分离以

来，其合成方法和生物活性受到很多科学家的关注。

1999年卢水明等⋯合成了16个新的1，3，4-噻

二唑的d一氨基膦酸酯衍生物，并对部分化合物进行

了牛物活性测定，结果表明，它们对小麦赤霉病菌、

水稻纹枯病菌、棉花立枯病菌、甜菜褐班病菌、芦笋

褐斑病菌均具有一定的抑制作用。同年，Ahmet

等【21向磷酯中引入15个杂环基网，牛物活性测试表

明，当Rl为哌啶基团，R为异丁基团时，对肠球菌，

葡萄球菌等表现出较好的活性。

2002年汪焱钢等”3制备出12个尚未见报道的

Schiff碱，将其再与亚磷酸二乙酯加成，合成出12个

新的含四唑基的Ot一氨基烃皋膦酸酯。生物测试实验

证明，含四唑环的d．氨基烃摹膦酸酯具有较好的植

物生长调节活性，尤其是一些化合物的生长素活性

特别好，当膦酸酯巾Ar为二氯代芳基或吲哚基时，

其生长素活性接近常用的牛长素品种口引哚乙酸。

2003年宋宝安等一。采用活性基团拼接法将氟原

子引入a一氨基烷基膦酸酯中，合成了一系列含氟芳

基仅一氨基烷基膦酸酯类新化合物并进行了抑制烟草

花叶病毒(TMV)田间生物测试，结果表明，该类化

合物具有良好的抑制TMV活性，其中4 d化合物在

500 I山g／mL浓度下对烟草花叶病毒(TMV)防效达

到了67．03％。

多项研究都表明Ot-氨基膦酸及其酯具有抗肿瘤

活性、抗植物病毒、植物生长调节、除草、杀虫和杀菌

等苇要的生物活性Ls-’7]，但关于仅．氨基膦酸酯类化合

物抗菌方面作用机制的研究较少，据此，本研究通过

简单而有效的方法合成出oL-氨基膦酸酯类衍生物N一

(4-甲基-2．氨基苯并噻唑)a一氨基．仅一(3一三氟甲基苯

基)一0，0一二(2．烷氧基乙基)亚膦酸酯，生物活性测

试结果表明该化合物对小麦赤霉病原菌具有较高的

抑菌活性，EC，。为46．05 p．g／mL。因此，本文以小麦

赤霉病原菌为研究对象，进行了毒力测试及药物处

理后菌体内相关生理指标的测定工作，旨在探讨其

抑制病原菌生长的作用机制，为新农药的创制奠定

更好的基础。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 供试药剂 N一(4一甲基-2一氨基一苯并噻唑)(It-

氨基．d．(3．三氟甲基苯基)一0，0，一二(2一烷氧基乙基)

业膦酸酯(自编号2006122)(贵州大学精细化工研

究开发中心研制)；考马斯亮蓝(B10一RAD公司)；

对一N，N．二甲基氨基苯甲醛(DMAB，天津市科密欧

化学试剂开发中心)；3，5-二硝基水杨酸(DNS，中

国医药上海化学试剂公司)；三羟甲基氨基甲烷

(Tris)(北京鼎国生物技术有限责任公司)；小牛血

清白蛋白(BAS)(北京鼎国生物技术有限公司)。

1．1．2 实验仪器 生物洁净安全柜BHC一1300IIA／

B2(江苏)；调温调湿培养箱302A型(上海)；紫外分

光光度计UV2100型(尤尼柯)；超级水浴恒温振荡

器HZS．H型(哈尔滨东联)；高速冷冻离心机Sigma

2K15型(德国)；电子天平Saflofius Basic(德国)；精

密PH计PHS-3C型(上海)；光学显微镜Olympus(日

本)。

1．1．3供试菌株小麦赤霉病原菌Fusarium gra—

minearum，由南开大学元素有机化学研究所馈赠，本

实验窜保存。

1．2实验方法

1．2．1 离体抑菌活性测定 采用生长速率法|8j。

沿培养3 d～5 d的新鲜小麦赤霉病菌菌落边缘打取

直径为0．4 cm的菌饼，移植于含药PDA平板中央，

每处理重复3次。置于25℃一28℃培养箱中培养

至对照菌丝牛长接近平皿三分之二处开始观测，十

字交叉法测量菌落直径，取平均值。计算抑制率，用

最小二乘法求出毒力回归方程及EC∞。抑制率公式

如下：

r一个

抑制率=≠七南×100％
J—U·．t

(c代表对照组菌落直径大小；T代表处理组菌

落直径大小)

1．2．2 对病原菌细胞膜通透性的影响一1 将培

养数天的菌丝过滤，并用二次水清洗数遍，然后加入

到浓度为250¨g／mL的药液中(另设溶剂对照)。立

即测定电导率的本底值Jo，然后分别于0、10 min、30
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rain，60 min，90 raint 120 min，180 min，240 min，360

rain后测定电导率，每处理三个平行。最后将三组处

理于沸水中煮沸15 min，待冷却至室温，测定电导率

Js。相对电导率计算方法：

某时间的相对渗透率(％)=

某时间的电导率(J。)一零时间的电导率(Jo)

煮沸后的电导率(is)一零时问的电导率(Jo)

×100％

1．2．3 茵体细胞内上清液的提取无菌条件下，

在已培养几天的新鲜小麦赤霉病原荫菌落边缘打取

直径为0．4 cm的菌碟，按每瓶8个菌碟接于90 mL

查氏培养基一1中，放人温度为(26±1)℃的调温保

湿培养箱内培养25 d一30 d后，加入药剂至终浓度

为250斗g／mL，分别于药剂处理0．5 h、l h、3 h、6 h、

12 h、24 h过滤收集菌丝，用蒸馏水反复冲洗后再用

滤纸充分吸千，并称重记录，一20℃储存备用。未加

药剂处理菌丝作为对照。用时取冰冻菌丝，置于预

冷研钵中，按每克菌丝5 mL的比例加入Tris．HCl浸

提液(0．05 mol／L，pH=7．5)，和少量石英砂，在冰

浴中研磨至糊状，转入离心管中，4℃、15 000 g离心
30 min，取f：清液，一20℃储存备用[1 01。

1．2．4 对病原菌还原糖含量的影响 取菌体上清

液0．1 mL，加入0．1 mL Tris—Hcl缓冲液，混匀，再加

入2 mL DNS，沸水浴5 min。取出市即放入盛冷水的

烧杯中，冷却至室温，再加蒸馏水I mL，混匀。用

Tris—HCI缓冲液调零，于波长540 nm下测OD值，实

验重复3次。同时，以葡萄糖为标样，绘制标准曲

线。将测得OD值转换为样品中葡萄糖含量(ms／

mL)。以葡萄糖含量(ms／mL)为纵坐标，药剂处理

时间(Time／h)为横坐标，绘制菌丝体内还原糖含量

随药剂处理时间变化曲线。

1．2．5对茵体内几丁糖含量的影响⋯1 取菌体

上清液0．2 mL，加0．2 mL硼酸钾(0．8 moL／L)，沸水

浴3 min，冷却，加3 mL质量分数为1％的DMAB，

36℃保温20 min，冷却，用Tris—HCI缓冲液调零，于

波长544 nm测OD值，实验重复3次。同时，绘制N-

乙酰葡萄糖胺标准曲线(D—GIcNAc)，将测得OD值

转换为样品中D—GIcNAc含量(mg／mL)。以D—Glc—

NAc含量(mg／mL)为纵坐标，药剂处理时间(Time／

h)为横坐标，绘制菌体内D—GIcNAc含量随药剂处理

时间变化曲线。

1．2．6 化合物对病原茵体内可溶性蛋白的影

响⋯1 采用考马斯亮蓝G-250染色法。取菌体上

清液0．05 mL，用Tris—HCI缓冲液稀释lO倍，再分别

取稀释液0．1 mL于15 mL离心管中，再加入3 mL考

马斯亮蓝G-250溶液，摇匀，静置2 rain，用Tris-HCl

缓冲液调零，于波长595 nm下测OD值，实验重复三

次。用牛血清白蛋白(BSA)为标样，绘制可溶性蛋

白含量标准曲线。将测得OD值转换为样品中可溶

性蛋白含量(mg／mL)。以药剂处理菌丝时间

(Time／h)为横坐标，可溶性蛋白含量(m#mL)为纵

坐标，绘制菌体内可溶性蛋白含量随药剂处理时间

变化曲线。

1．2．7化合物对茵体内几丁质酶活性的影响012]

0．5％胶体几丁质溶液的配制，称取几丁质粉末

8．0 g，缓慢加入320 mL预冷的浓HCI中，在磁力搅拌

器E迅速搅拌。待几丁质粉末均匀分散后，在水浴

中轻轻搅拌并缓慢加热至37℃，混合物的黏度迅速

增加，几分钟后黏度开始下降，混合物逐渐变得清

亮。当几丁质基本上溶解时，将几丁质溶液倒入320

mL预冷的蒸馏水中，继续搅拌。几分钟后，溶液出

现沉淀，变得浑浊，30 min后停止搅拌。将悬浮液置

于4℃冰箱保存过夜，倒掉上清液，沉淀用蒸馏水洗

涤数次，反复离心，留取沉淀，继续洗涤，直至pH接

近5．0时，用1 moL／L NaOH滴定，使溶液显中性，将

此中性沉淀物加到200 mL的蒸馏水中，剧烈搅拌至

悬浮，即为几丁质胶体溶液。

向1．5 mL离心管中加400¨L菌丝提取液，再加

入200 trL 0．5％胶状几丁质，37℃保温1 h，煮沸

5 min灭活。对照管保温前先煮沸5 rain灭活。

5 000 r／min离心10 min，取上清液400斗L加到15 mL

离心管中，加入200斗L硼酸钾(0．8 moVL)，沸水浴

3 min，立即冷却，加3 mL 1％的DMAB试剂，36℃

保温20 min，立即冷却，与波长544 nm下测OD值。

通过N-乙酰葡萄糖胺含量变化标准方程，将OD值

转换为每小时内几丁质酶水解几丁质生成的N一乙酰

葡萄糖胺含量的变化(mg／mL．h)。

2结果与分析

2．1离体抑菌效果

由表1可见，N一(4一甲基-2-氨基一苯并噻唑)0‘．氨

基．0【一(3．三氟甲基苯基)一O，0，-二(2一烷氧基乙基)亚

膦酸酯对小麦赤霉病原菌的离体抑菌活性较高：供

试化合物浓度为50斗g／mL时，对小麦赤霉病原菌的

抑制率为60．50％。用最小二乘法求得其毒力回归

方程为Y=0．671x+3．884，EC50为46．05斗r,／mL。

实际效果见图1。
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表1 化合物2006122对小麦赤霉菌菌丝径向生长的抑制效果

Tab．1 Inhibitory effect of compound．20061 22 on the radial growth of Fusarium graminearum

Note：CK—untreatment

Note：1—6 and CK were 3．125 I-Lg／mL，6．25 tLg／mL，

12．5斗g／mL，25 pg／mL，50 I山g／mL，100 ps／mL treat—

ment and untreatment respectively．

图l 化合物2006122对小麦赤霉菌的抑制效果

Fig．1 Inhibitory effect of compound．2006 1 22 on Fusari—

lgm graminearum

2．2菌体细胞膜通透性的变化

25

20

1jj

10

5

0

⋯◆··Control—-．卜_2006122

O 1∞ 200 3∞400

Time／rain

图2化合物2006122对小麦赤霉茵细胞膜通透性

的影响

Fig．2 The effect of compound．2006 122 on mem-

bmne permeability of F．graminearum

由图2可见，药剂作用于小麦赤霉菌丝体后，病原菌

细胞膜通透性增大，药剂处理360 min后，小麦赤霉

病菌细胞膜通透性比对照高出54．8％(P<0．05)。

2．3 菌体内还原糖含量的变化

霎
l

o．8

o．6

0．4

···⋯Control---·--一2006122

图3 茵体内还原糖含量的变化

Fig．3 Changes of mycelial reducing sugar content

由图3可见，化合物处理小麦赤霉病原菌菌体

后，菌体内还原糖含量在前2 h先升高，2 h后开始

呈现出不断下降的趋势，处理菌丝24 h后还原糖含

量比对照组降低了42．9％(P<0．05)。

2．4茵体内几丁糖含量的变化

由图4可见，化合物处理小麦赤霉病原菌体后，

在18 h内菌体内N一乙酰葡萄糖胺含量出现起伏不

定的变化，且含量高于对照，2 h后菌体内N一乙酰葡

萄糖胺含量比对照组高35．3％(P<0．05)，18 h后

开始出现下降趋势；处理24 h后菌体内N·乙酰葡萄

糖胺含量比对照组低12．9％(P<0．05)。

2．5茵体内可容性蛋白含量的变化

由图5可见，化合物处理小麦赤霉病原菌后，菌

体内可溶性蛋白含量在短时间内出现先升高而后降

低的趋势，在药剂处理3 h后菌体内可溶性蛋白含量
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比对组照高42．9％(P<0．05)。10 h后菌体内可

溶性蛋白含量的变化趋势接近对照组且一直低于对

照组。

L2

．暑·LO
S鼍
昌套0．8
a3

毒重啪
萎§

0̈．2

·-··⋯Control-----一2006122
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2．6茵体内几丁质酶活性的变化
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图6茵体内几丁质酶活性的变化

Fig．6 Changes of mycelial chitinase activity

由图6可见，化合物处理小麦赤霉病原菌菌体

后，在开始的一段时间里菌体内几丁质酶活性比对

照组高，但在处理9 h后，菌体内几丁质酶的活性开

始降低，而对照组几丁质酶活性开始升高。处理菌

丝24 h后几丁质酶活性比对照组低26．35％(P<

0．05)。

3讨论

早期关于a-氨基膦酸酯类化合物生物活性作用

机制的研究表明，该类化合物可以通过生物酶抑制

活性¨3j、植物生长调节剂活性【J4|、超氧物歧化酶

(SOD)、过氧化物酶(POD)抑制活性，细胞膜破坏效

应发挥作用¨川。

本研究中的Q一氨基膦酸酯类化合物N一(4一甲基一

2一氨基·苯并噻唑)q一氨基-仅-(3一三氟甲基苯基)-O，

0，一二(2一烷氧基乙基)亚膦酸酯对小麦赤霉病原菌

表现出较好的离体抑制效果，抑制中浓度为46．05

卜g／mL。

菌体细胞膜通透性研究表明，随着化合物作用

的延长，2006122对菌丝细胞膜的破坏作用加强，表

现出时间依赖性(图2)。

供试化合物处理后，与对照相比，菌体内还原糖

含量表现出先急剧升高后降低的趋势(图3)，说明

2006122可能干扰菌体糖的吸收或代谢，导致菌体细

胞能量供应不足，从而抑制菌体细胞的生长。但究

竟是药剂通过抑制菌体对培养液中葡萄糖的吸收，

还是促进糖的不断代谢转化，有待研究。

与对照相比，2006122处理后，菌体内几丁质酶

活性显著升高，而后降低(图6)。这可能由于菌体

葡萄糖饥饿时，可引起细胞壁水解酶活性的升高，并

引起褶关细胞壁水解酶基因的表达【l引。因此可认

为，2006122处理病原菌后，菌体细胞产生糖饥饿现

象，刺激几丁质酶活性的升高，不断降解细胞壁组

分，进一步导致膜透性增加(图2)。随着糖饥饿现

象的加剧，乙酰葡萄糖胺可继续脱氨生成葡萄糖，来

供给菌体对能量的需求，因此表现为菌体内测得的

乙酰葡萄糖胺含量升高而后下降的趋势(图4)。

化合物2006122处理小麦赤霉病原菌后，初期

菌体内的可溶性蛋白含量高于对照组，而后缓慢下

降至对照水平(图5)。这暗示该化合物可能在短时

间内诱导了菌体抗性相关蛋白增加，以此来抵御药

剂对菌体细胞的伤害，因此表现为可溶性蛋白含量

短时间内出现增加。随着药剂处理时间的延长，可

溶性蛋白含量开始降低，10 h后含量接近对照水平，

之后变化不再明显，暗示干扰蛋白质生物合成可能

不是药剂发挥抑菌作用主要途径。
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