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内生真菌2K3代谢产物抗菌活性研究

武金占1，陈华保2，李会玲1，杨春平1，魏少鹏1，姬志勤H

(1．西北农林科技大学农药研究所，陕西杨凌712100；2．四JII农业大学农学院，四川雅安625014)

摘 要：研究了从苦皮藤根皮中分离的一株编号为2K3内生真菌代谢产物的杀菌活性。生物测定结果表明，

2K3菌株菌丝体的甲醇和乙酸乙酯提取物对多种植物病原真菌具有较强的抑菌活性。其中，甲醇提取物的抑

菌活性比乙酸乙酯提取物强，在1 000肚g／mL浓度下对烟草赤星病菌、马铃薯干腐病菌、小麦赤霉病菌、苹果

炭疽病菌、玉米大斑病菌的菌丝生长抑制率均大于90％；抑制孢子萌发法试验结果表明，2K3菌株菌丝体的

甲醇提取物对烟草赤星病菌玉米大斑病菌和马铃薯干腐病菌的ECs。分别为59．4}tg／mL、96．5／-g／mL和

132．5“g／mI。f管碟法生测结果表明，2K3菌株菌丝体的甲醇提取物对枯草芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌的抑菌

圈直径分别为20 mm和27 mill；盆栽试验结果表明，2K3菌株菌丝体的甲醇提取物在2 000／-g／m1．浓度下对

小麦白粉病的治疗和保护作用均在70％以上。
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Abstract：Entophytic fungus 2K3 isolated from Celastrus angulatus had been studied on the fungicidal

activity．The result indicated that metabolites of ethyl acetate and methanol extracts of mycelium had

an evident fungicidal activity ON mycelial growth and spore germination．The fungicidal activity of

methan01 extract was higher than that of ethyl acetate extract，and the inhibition rates were higher

than 90％against Alternaria longipes，Fusarium oxysporium，Gibberella zeae，Glomerella cingula—

ta，Exserohilum turcicum under the concentration of 1 000弘g／mL．The results of the inhibition of

spore germination indicated that the fermentation products exhibited obvious inhibition rate against

Alternaria longipes，Exserohilum turcicum and Fusarium coeruleum，the EC50 values was 59．4灶g／

mL。96．5／_￡g／mL and 132．5 gg／mL．In the bioassay of the fermentation products against Bacillus sub—

tills and Bacillus cereus，by means of detection fo inhibition zone，the inhibition zone diameter was 20

mm and 27 mm．The results of pot tests that methanol extract showed higher than 70％of protective effica—

cy and therapeutic efficacy against wheat powdery mildew under the concentration of 2 000 vg／mL．
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内生真菌(Endophytic fungi)一般是指生活 在植物组织体内的一类并不引起明显病害症状的
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真菌，包括那些在其生活史中的某一阶段表生的

腐生菌，对宿主暂时没有伤害的潜伏性病原菌

(Latent pathogens)和菌根菌(Mycorhizafungi)。

它是一个庞大的特殊的真菌内群，几乎所有的植

物组织中都发现有内生真菌的存在[1]。自从Sti-

erle[2]从短叶红豆杉的韧皮处(Taxus bervifolia)

分离到一株能够产生紫杉醇的真菌(Taxomyces

andreanae)之后。从内生真菌次级代谢产物中寻

找有重要生物活性物质的研究也逐渐成为筛选新

型农药的热点。如Findlay等从云杉(Picea ma-

riana)等针叶树的内生真菌的次生代谢产物中发

现了一系列具有抗虫活性的物质。邹文欣等[3]从

卫矛科药用植物雷公藤(Tripterygium wilfor—

dii)中分离得到内生真菌一栎树拟隐孢壳(Cryp-

tosporiopsis cf．quercina)能产生一种新型环肽抗

生素一cryptocandin对廨菌及白色念珠菌有强烈

的抑杀作用，该菌还能产生一种新的酰胺生物碱一

cryptocin对稻瘟病菌Pyricularia grisea等多种

植物病原菌有较强的抑杀作用。从不断增多的文

献报道来看，内生真菌代谢产物对害虫和植物病

原菌的防治方面具有很大的潜力。近年来，笔者

对生长于陕西眉县地区的苦皮藤内生真菌进行了

研究，从分离到的100多株菌株中筛选到一株编

号为2K3的内生真菌，其代谢产物具有明显的抑

菌活性。

1 材料与方法

1．1供试菌株和植物

从陕西眉县采回的苦皮藤根皮中分离得到一

株内生真菌，编号为2K3。供试病原真菌：小麦赤

霉病菌(Gibberella zeae)，玉米大斑病菌(Exsero—

hilum turcicum)，烟草赤星病菌(Alternaria lon-

gipes)，小麦根腐病菌(Bipolaris sorokiniana)，苹

果炭疽病菌(Glomerella cingulata)，马铃薯干腐

病菌(Fusarium coeruleum)，玉米弯孢病菌(Cur-

vulavia lunata)，小麦白粉病菌(Blumeria gra—

minis)；病原细菌：蜡状芽孢杆菌(Bacillus cere—

US)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtills)、金黄色葡

萄球菌(sf“加yzDfof(t“5 aureus)、链球菌(Strep—

tococcus)和大肠杆菌(Escherichia coli)。盆栽植

物小麦品种为辉县红。以上病原菌和活体植物均

由西北农林科技大学农药研究所提供。

病原菌孢子悬浮液制备：将事先培养好的菌

种加入适量的无菌水，用玻璃棒在培养基上轻轻

摩擦，使孢子悬浮，然后用二层沙布过滤，最后离

心孢子，并用无菌水洗涤孢子3次，调整孢子密度

到所要求的密度。

1．2培养基及活性成分的提取

固体培养采用葡萄糖土豆PDA(土豆200 g，

葡萄糖20 g，琼脂18 g，水1 000 g)，在无菌条件

下将苦皮藤的根、茎、叶(破坏表面蜡质层后)切成

0．4 cm×0．4 cm的小片，然后将小片种植于加有

0．03 g／L链霉素的9 cm PDA平板上，每个平板

放置4块，28℃培养3～7 d后，即可见样品边缘

外有菌丝长出，经纯化后转接到PDA斜面备

用[31；液体培养采用改良的MID培养液(土豆

200 g，蔗糖10 g，葡萄糖10 g，乙酸钠1．66 g，硫

酸镁1．02 g，蛋白胨0。5 g，水1 000 rnL)，在无菌

条件下直接将带菌培养基分别装入加有定量液体

培养基的三角瓶中(250 mL的容量瓶装液量为

100 mL)，用透气封口膜封口，置26℃，175 r／min

的条件下摇床振荡培养7 d。发酵产物以4层纱

布过滤，得发酵液和菌丝体112．8 g，菌丝体晾干

后分别用石油醚、乙酸乙酯、甲醇依次热回流提

取，浓缩各提取物，最后得石油醚、乙酸乙酯、甲醇

提取浸膏各3．1 g、13．6 g和18．5 g。发酵液用

乙酸乙酯萃取后待用。

1．3发酵产物菌丝体的提取物和发酵液的抗菌

活性测定

1．3．1 离体活性将内生真菌的菌丝体的粗提

物配成一定浓度的溶液，测定其对病原菌菌丝生

长抑制作用及孢子萌发抑制作用。

抑制菌丝生长速率法H]：把一定浓度的待测

样品的丙酮溶液1 mL与9 mL融化的PDA培养

基混匀，倒入无菌的培养基中制成带药培养基平

面。’待测样品各浓度重复3次，以丙酮为对照。

用直径为5 mm的打孑L器在培养好的供试菌菌落

边缘切下菌饼反接于培养皿内，25℃培养72～96

h，用十字交叉法测量供试菌菌落生长直径，求出

菌丝生长抑制率。

菌丝生长抑制率=(对照菌落直径一处理菌

落直径)／对照菌落直径×100％

抑制孢子萌发法：取供试病原菌的孢子配成

适当浓度的孢子悬浮液，在10×10低倍镜下，每

个视野有30～40个孢子。将一定浓度的样品溶

液与孢子悬浮液混合，取一滴滴加在凹玻片上，将

凹玻片迅速翻转试液滴倒悬在凹玻片下表面，以

清水为对照，每处理3次重复。在适当的温度下
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培养6 h后检查对照孢子的萌发。当对照的萌发

率达到85％后，检查所有处理的萌发率。计算孢

子萌发的抑制率。

‘萌发抑制率=(对照萌发率一处理萌发率)／

对照萌发率×100％

管碟法：底层培养基采用2％的琼脂培养基，

上层培养基采用牛肉膏蛋白胨培养基。在每个培

养皿中用无菌吸管加入10 mL底层培养基，待冷

凝后，再将已融化冷却至45℃的上层培养基(已

接种供试细菌)倒人已凝固的底层培养基表面，待

凝固后即可在每个培养皿上轻轻放置无菌牛津

杯，每皿放置4个，牛津杯之间的距离相等。然后

在每个牛津杯中接入药液0．2 mL，置37℃的恒

温箱中培养，24 h后测量抑菌圈大小[5一]。

1．3．2盆栽试验保护作用测定：先在盆栽作物

上喷洒供试药剂，24 h后在保湿条件下接种供试

病原菌。每个处理10个重复，以清水处理为对

照。7 d后按小麦白粉病的分级标准进行病情调查。

治疗作用测定：先在保湿条件下接种供试病

原菌，24 h后在植株上喷施供试药剂。每个处理

lo个重复，以清水处理为对照。7 d后按小麦白

粉病的分级标准进行病情调查[7]。

病情指数=∑(各级发病数×该级代表数)／

总株数×最高级代表数；

防治效果一(对照病情指数一处理病情指

数)／对照病情指数×i00％

2 结果与分析

2．1 2K3菌株发酵产物杀菌活性测定

2．1．1 室内活性测定 抑制菌丝生长速率法：以

生长速率法测定的2K3菌株发酵滤液和菌丝体

的不同溶剂提取物对7种植物病原菌的抑菌活

性，结果见表1。

表l 2K3菌株菌丝体不同溶剂提取物和发酵滤液对供试病原菌的菌丝生长抑制作用

Table l Inhibition of mycelium extract of 2K3 against plant pathogens on mycelium growth

甲醇提取物 500 82．6

Methanol extracts 1000 93．4

乙酸乙酯提取物 500 46．5

Ethyl acetate extracts 1000 66．7

石油醚提取物 500 32．4

Petroleum ehter extraets 1000 34．1

发酵滤液Fermentation broth 50．6

85．7

94．5

65．5

80．3

32．5

40．2

25．5

注：“一”表示刺激生长。Note：”一”indicates stimulating growth．

由表1可知，该菌株菌丝体甲醇提取物的杀 果炭疽病菌和玉米大斑5种供试菌的抑制率均大

菌活性明显高于其他两种提取物，因此，该菌株的 于90％。

菌丝体适合用甲醇或与其极性相近的溶剂提取。 在上述结果的基础上，进一步测定了2K3发

其中，甲醇提取物在1 000弘g·mL-1浓度下对小 酵产物的菌丝体甲醇粗提物对其中4种供试菌菌

麦赤霉病菌、马铃薯干腐病菌、烟草赤星病菌、苹 丝生长的毒力，结果见表2。

表2 菌丝体甲醇粗提物对供试病菌抑制菌丝生长的毒力

Table 2 The methanol extract7s toxicity of inhibition mycelium growth

表2表明，菌株发酵产物的菌丝体甲醇提取

物对烟草赤星病菌、马铃薯于腐病菌、苹果腐烂病

菌有较好的毒力，其EC。。值分别为158．9肛g·

mL一、51．8肛g·mL_1和97．2扯g·mL～；对玉米

弯孢病菌的毒力相对较差，为214．6肚g·mL～。

抑制孢子萌发法：以抑制孢子萌发法测定了

菌丝体的甲醇提取物在浓度分别为500／zg·

mL-1和1 000肛g·mL-1时对烟草赤星病菌、马铃

薯干腐病菌、玉米大斑病菌的孢子萌发抑制作用，

结果见表3。

由表3可知，菌株发酵产物的菌丝体甲醇提

取物对供试病菌孢子萌发有明显的抑制作用，在
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1 000弘g·ml。_1浓度下对供试病菌马铃薯干腐病

菌、玉米大斑病菌、烟草赤星病菌的孢子萌发的抑

制率均高于85％。

表3 2K3菌丝体甲醇提取物不同浓度对供试

病菌孢子萌发的抑制作用

Table 3 Inhibition of mycelium methanol extract

of 2K3 strain on spore germination

⋯Sampl品e公燕麓产豢鼍矛
，．coeruleum￡．f“rflnlm A．alternata

甲醇提取物 500 73．8 81．1 78．0

Methanol extracts 1000 85．2 90．4 90．1

乙酸乙酯提取物 500 24．5 15．7 32．4

Ethyl acetate extracts 1000 28．1 20．3 45．9

石油醚提取物 500 17．4 — 22．6

Petroleum ether extracts 1000 20．6
—

3I．5

发酵滤液Fermentation broth 一 一 一

注：“一”表示刺激生长。Note：“一”shows stimulating growth．

在上述基础上，进一步测定r 2K3发酵产物

菌丝体甲醇提取物对马铃薯干腐病菌、烟草赤星

病菌及玉米大斑病菌3种供试病原真菌的孢子萌

发毒力，结果见表4。

表4表明，2K3菌株发酵产物的菌丝体甲醇

提取物对马铃薯干腐病菌、玉米大斑病菌、烟草赤

星病菌均有较好的抑制孢子萌发毒力，其EC。。值

分为132．5 pg·mL_1、96．5 pg·mL_1和59．4

弘g·mL一。

抑制细菌：生测结果表明，2K3菌株发酵产物

的菌丝体甲醇提取物对枯草芽孢杆菌和蜡状芽孢

杆菌具有明显的抑菌活性(抑菌圈直径分别为20

mm和27 mrn)外，对链球菌、金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌都没有活性。

2．2盆栽试验结果

菌丝体的甲醇提取物在1 000肚g·mI。～、

2 000肛g·mL-。的浓度下对小麦白粉病的治疗和

保护作用见表5。

表4菌丝体甲醇提取物对3种病原菌孢子萌发的抑制毒力

Table 4 The methanol extract 7S toxicity of inhibition spore germination

表5菌丝体甲醇提取物对小麦白粉病的治疗作用和保护作用

Table 5 Efficiency of mycelium extracts of 2K3 against powedry mildew of wheat

由表5可知，2K3发酵产物的菌丝体甲醇提

取物对小麦白粉病菌有不同程度的保护和治疗作

用，在使用浓度为2 000扯g·mL叫时，对小麦白

粉病的防效在70％以上。

3 小结与讨论

植物内生真菌是一类应用前景非常广阔的资

源微生物。近年来，关于内生真菌产生的重要生

物活性物质和酶的筛选是目前内生真菌研究领域

的一个热点，内生真菌由于其所处的特殊环境。有

次生代谢过程的复杂性与灵活性，会产生一些独

特的成分，这些成分是寻找具有生物活性成分的

重要来源，是微生物学家、植物学家、化学家，尤其

是药学工作者所关注的对象。因为通过内生真菌

次级代谢产物的研究，可以筛选到一些结构新颖、

活性专一的物质。

本文从苦皮藤植物中分离出一株活性菌株

2K3，并对其代谢产物进行了室内和盆栽的杀菌活

性测定。试验结果表明，2K3菌株发酵代谢产物

对多种植物病原真菌和病原细菌均具有较强的抑

菌活性，表现为广谱抗菌性，具有极大的开发潜

力。但没有对其杀菌成分进行分离鉴定，还未建

立起发酵产物中有效成分的定量分析方法。因此

本研究中浓度是以单位容积中“发酵产物”(活性

成分及大量杂质)的质量数来表示的，供试药液中

有效成分的真实浓度是未知的，其试验结果只能

从定性的角度作出参考性评价。要对其杀菌活

性，特别是对大田防治效果作出科学评价，尚须在

掌握发酵产物有效成分含量的基础上，作进一步

研究。
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其抑菌物质具体化学组成和结构是否与单一菌培

养时一致，以及对其他植物病原微生物的抑制活

性有待进一步研究。
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