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除虫菊内生真菌 Y2菌株的分离鉴定及其
发酵产物抑菌活性初步研究

易晓华 , 　冯俊涛 , 　王永宏 3
, 　郭小炜 , 　张　兴

(西北农林科技大学 　无公害农药研究服务中心 / 陕西省生物农药工程技术研究中心 ,陕西 杨凌 712100 )

摘　要 :在对从除虫菊中分离到的内生真菌进行抑菌活性系统筛选的基础上 ,对其中活性较高的

Y2菌株进行了初步的鉴定和活性物质的分离。经形态学初步鉴定该菌株为镰孢属真菌 Fusa rium

sp. ,其发酵液粗提物高抑菌活性馏分集中在丙酮、乙酸乙酯等中等极性馏分段。Y2菌株发酵液

10倍稀释液对玉米大斑病菌 Exse roh ilum turc icum等 6种供试植物病原真菌菌丝生长的抑制率在

80. 41%～93. 26%之间 ,其 5倍稀释液对番茄灰霉病菌 B otrytis c inerea和苹果炭疽病菌 G lom ere lla

c ingu la ta孢子萌发的抑制率均大于 80%。活体生测结果表明 ,该发酵液对番茄灰霉病和黄瓜霜霉

病的保护效果大于 50% ,治疗效果不明显。
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Abstract: B ased on the an tifungal ac tiv ity screen ing of endophy tic fung i ob ta ined from Pyre th rum

cinera riifo lium, the stra in of Y2 w ith h ighe r ac tiv ity w as p rim arily iden tif ied and its ac tive substances

w ere sepa ra ted. The p rim ary m o rpho log ica l cha rac te ristics iden tif ica tion ind ica ted tha t Y2 belonges to

Fusa rium sp. . The ex trac ts of Y2 fe rm enta tion liqu id w ith h igh an tifungal ac tiv ity w ere e lu ted by

ace tone and ethy l ace ta te. The b ioassay resu lts show ed tha t the inh ib ition ra tes of 10 tim e d ilu ted

ferm en ta tion liqu id of Y2 against 6 p athogen ic fung i inc lud ing Exse roh ilum turc icum et a l. w ere ranged

from 80. 41% to 93. 26% , and tha t of the 5 tim e d ilu ted fe rm enta tion liqu id of Y2 against B o trytis

c ire rea and G lom ere lla c ingu la ta w ere m o re than 80%. The an tifunga l ac tiv ity of ferm enta tion p roduct

of Y2 w ere analyzed by in vivo assay, the p ro tec tive effec t aga inst B. c inerea and Lycop ersicon

escu len tum w ere m ore than 50% , the therapeu tic effec t w ere no t p rom inen t .
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　　从传统药用植物及一些特殊环境植物的内生

真菌次生代谢产物中寻找新型活性物质 ,是内生

真菌研究的主流之一 [ 1 ] 。除虫菊是一种优良的杀

虫植物 ,其除虫菊素同时还具有一定的杀菌作用 ,

特别是对真菌效果明显 [ 2 ] 。植物内生真菌对植物

某些药效成分的形成有重要影响。研究表明 ,内

生真菌能产生与宿主相同或相似的具有生理活性

的次生代谢产物 [ 3～5 ]
,且真菌易于培养 ,可通过育

种手段和控制发酵条件等措施来大幅提高其药用

成分的含量。因此 ,利用植物内生真菌发酵生产

生物源农药是突破某些植物资源生长周期长、不

可再生等限制因素的一条新途径 [ 1 ] 。

作者在对从除虫菊的根、茎、叶、花中所分离

到的 128株内生真菌进行抑菌活性系统筛选的基

础上 ,对其中活性较好的、从叶中分离到的 Y2菌

株进行了初步的鉴定和活性物质的分离 ,并对其

发酵产物的抑菌活性进行了测定 ,结果简报如下。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

植物 :除虫菊 P yre th rum cine ra riifo lium T rev. ,

中国科学院云南昆明植物研究所提供。

药剂 : 50%速克灵 ( p rocym idone)可湿性粉剂 ,

日本住友化学株式会社 ; 72%傲霜清 [ 8%霜脲 ·

64%锰锌 (质量分数 ) , cym oxan il·m ancozeb ]可湿

性粉剂 ,山东临淄绿神农药有限公司生产。

发酵培养基 : PDA 培养基用于除虫菊内生真

菌的分离 , PD 液体培养基用于内生真菌的摇瓶发

酵。

产孢培养基 :康乃馨琼脂培养基 ( CLA ) [ 6 ] 。

供试植物病原真菌 : 番茄灰霉病菌 B o trytis

c ire rea、立枯丝核菌 Rh izoc ton ia ce rea lis、苹果炭

疽病 菌 G lom e re lla c ingu la ta、玉 米 大 斑 病 菌

Exse roh ilum tu rc icum、辣椒疫霉病菌 P hytop h tho ra

cap sic i、小麦赤霉病菌 F usa rium g ram inea rum、番茄

叶霉病菌 F u lvia fu lva、白菜黑斑病菌 A lte rna ria

b rassicae、黄 瓜 霜 霉 病 菌 P seudop e ronosp o ra

cubensis,由西北农林科技大学无公害农药研究服

务中心提供。

1. 2　Y 2菌株的分离、纯化及鉴定

取洗净的新鲜除虫菊叶片 ,依次用 75%酒精

漂洗 10 s, 0. 1%的升汞漂洗 30 s,无菌水冲洗 3～

5次 ,彻底消毒后剪成约 0. 5 cm ×1. 0 cm 的小段 ,

置于 PDA 平板上 , 28℃下避光培养 7 d ,待样品边

缘长出菌丝后 , 转接至新 PDA 培养基上继续培

养 ,纯化 ,并对菌株进行编号、保存。

从叶中共分离得到 49 株内生真菌 , 生长速

率法测试发现其中 Y2菌株发酵液的抑菌活性最

好。将 Y2菌株接种于 CLA 培养基上促其产孢 ,

参照文献 [ 7 ]方法 ,根据观察到的 Y2菌株的形态

学特征和培养特性 , 初步鉴定其为镰孢属真菌

F usa rium sp1。
1. 3　发酵产物的制备

内生真菌发酵条件 :将 Y2菌株先转接到 PDA

培养基上培养 5～7 d, 待长出菌落后 , 打取直径

4 mm 的菌饼接种于 PD 液体培养基中 ( 15个菌

饼 /瓶 ) ,置于摇床上 ( 95 r /m in)发酵 7～10 d。

发酵液和发酵浸膏的制备 :取上述发酵条件

下的菌液 ,在 4℃、10 000 r /m in下离心 20 m in,取

上清液即为 Y2菌株发酵液。将 30 L 发酵液用

4层纱布过滤 , 4℃、10 000 r /m in离心 20 m in, 所

得上清液于旋转薄膜蒸发仪上浓缩 ( 45℃) ,得发

酵液浸膏。

1. 4　Y 2菌株发酵液硅胶柱层析馏分的分离制备

采用湿法装柱。先在玻璃层析柱 ( 47 mm ×

800 mm )中装入 200～300目的硅胶 ,将发酵液浸

膏用 80～100目的硅胶拌样、吹干、研磨、装柱 ,依

次用石油醚、石油醚 2氯仿 ( 1∶1,体积比 ,下同 ) 、氯

仿、乙酸乙酯、氯仿 2乙酸乙酯、丙酮 2乙酸乙酯、丙

酮、丙酮 2甲醇、甲醇洗脱 ,根据薄层层析情况 ,合并

洗脱液 ,得馏分若干。各馏分于旋转薄膜蒸发仪

上 45℃下浓缩 , 浓缩液于通风橱中自然挥干 ,

待用。

1. 5　抑菌活性测定方法

1. 5. 1　离体活性测定 [ 8 ] 　分别采用菌丝生长速

率法和孢子萌发法进行 ,每处理重复 3次 ,计算菌

丝生长抑制率和孢子萌发抑制率。

1. 5. 2　活体组织法测定 　按文献 [ 9 ]方法进行。

1. 5. 3　盆栽试验法 　按文献 [ 9 ]方法进行并计算

病情指数和相对防效。

2　结果与分析

2. 1　Y 2菌株的分离及其抑菌活性筛选

生长速率法测试结果表明 ,从叶中分离到的
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Y2菌株发酵液的抑菌活性最强 ,其 10倍稀释液

对 6种供试病原真菌菌丝生长的抑制率分别为 :

番茄灰霉病菌 93. 26% ,小麦赤霉病菌 91. 54% ,

苹果炭疽病菌 91. 09% ,辣椒疫霉病菌 90. 08% ,

立枯丝核菌 89. 74% ,玉米大斑病菌 80. 41% (表

略 ) 。

孢子萌发法测定结果表明 , Y2菌株发酵液

5倍稀释液对番茄灰霉病菌和苹果炭疽病菌孢子

萌发均有较强的抑制作用 ,抑制率在 80%以上 ;对

白菜黑斑病菌的抑制率为 56. 24% ;对番茄叶霉病

菌的抑制率最低 , 仅为 37. 48% (表略 ) 。且随稀

释倍数加大抑制率下降。

2. 2　Y 2菌株发酵液对番茄灰霉病的保护和治疗

效果

活体组织法测定结果 (表 1 )表明 , Y2菌株发

酵液原液对番茄灰霉病的保护效果为 50. 84% ,与

对照药剂 50%速克灵 1 000倍稀释液的防效相

当 ;但治疗效果明显低于对照药剂。

表 1　Y 2菌株发酵液对番茄灰霉病的保护和治疗作用

Tab le 1　The eff icacy of Y2 b ro th aga inst the B 1c ire rea on tom ato af te r 4 d trea tm en t ( tissue m ethod)

样品
Sam p le

稀释倍数
M ultip le of d ilu te

相对防效 R ela tive efficacy ( % )

保护作用 Protec tive effect 治疗作用 Therapeu tic effec t

Y2发酵液 0 50. 84 b 38. 62 b

Y2 b ro th 10 38. 11 c 26. 41 c

20 11. 78 d 8. 25 d

50%速克灵

50% Procym idone
1 000 62. 99 a 54. 49 a

CK - -

　　注 :采用 D uncan′s方法对试验结果进行统计分析 ,同列不同小写字母表示差异达显著水平 ( P < 0. 05 ) ;下同。

N ote: The co lum n fo llow ed by d iffe ren t le tte rs w ere sign ifican tly d ifferen t a t the 5% level by D uncanπs m u ltip le rang test. The sam e as

fo llow ed.

2. 3　Y 2菌株发酵液对黄瓜霜霉病的盆栽防效

结果表明 (表 2 ) , Y2菌株发酵液对黄瓜霜霉

病有一定的预防作用 ,其中原液的保护效果最佳 ,

防效为 59% ,但不及对照药剂 72%傲霜清 2 000倍

稀释液 ;治疗效果则明显低于对照药剂。

表 2　Y 2菌株发酵液对黄瓜霜霉病的保护和治疗作用

Tab le 2　The eff icacy of Y2 b ro th aga ins t the P1cubens is af te r 7 d trea tm en t ( p o t m e thod)

样品
Sam p le

稀释倍数
M ultip le of d ilu te

保护作用 Pro tec tive effec t

病情指数
D isease index

防治效果 ( % )

C on tro l efficacy

治疗作用 Therapeutic effect

病情指数
D isease index

防治效果 ( % )

Contro l efficacy

Y2发酵液 0 27. 78 ±1. 76 59. 00 b 47. 33 ±1. 23 32. 69 b

Y2 bro th 10 38. 88 ±2. 01 43. 65 c 59. 11 ±2. 97 17. 75 c

20 53. 47 ±1. 21 20. 32 d 63. 95 ±1. 25 8. 77 d

72%傲霜清

Cym oxanil· m ancozeb

2 000 20. 70 ±1. 39 71. 86 a 33. 69 ±1. 10 53. 97 a

CK 67. 32 ±2. 48 - 70. 06 ±2. 13 -

2. 4　硅胶柱层析各馏分的抑菌活性

Y2菌株发酵液经浓缩得 15 g浸膏 ,采用硅胶

柱层析初步分离共得到 A ～ I 9个馏分 ,各馏分对

番茄灰霉病菌孢子萌发的抑制作用结果见表 3。

不同馏分间抑制作用差异较大 ,在 0. 5 m g /mL 浓

度下 ,抑菌活性成分主要集中在 D、G、H 3个馏分

段 ,而这一区段的洗脱液分别为乙酸乙酯、丙酮和

丙酮 2甲醇 ( 1∶1,体积比 ) ,均为中等极性馏分段 ,

说明 Y2菌株发酵液抑菌活性成分可能是中等极

性的物质。这为后续大量样品分离过程中洗脱液

的选择奠定了基础。

3　小结与讨论

有研究表明 ,宿主与内生真菌在相互作用过

程中 ,一些内生真菌能产生与宿主相同或相似的
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表 3　硅胶柱层析各馏分对番茄灰霉病菌孢子萌发的抑制作用 ( 0. 5 m g /mL )

Tab le 3　A n tifunga l ac tiv ity of d iffe ren t f rac tions sep a ra ted by s ilica2ge l co lum n ch rom atog rap hy

aga inst B 1c ire rea a t 0. 5 m g /mL

馏分 Frac tion3 抑制率 Inh ib ition ra te ( % ) 馏分 Frac tion 抑制率 Inh ib ition ra te ( % )

丙酮 A cetone ( CK) - E 44. 39

A - F 51. 54

B - G 90. 30

C 56. 13 H 71. 43

D 71. 94 I 2. 04

　　3 洗脱剂 : A.石油醚 , B.石油醚 2氯仿 ( 1∶1,体积比 ,下同 ) , C.氯仿 , D.乙酸乙酯 , E.氯仿 2乙酸乙酯 , F.丙酮 2乙酸乙酯 , G.丙酮 , H.丙酮 2

甲醇 , I.甲醇。
3 Extrac tion so lvent: A. pe tro leum 2e ther, B. petro leum 2e ther + ch loroform = 1∶1 ( V /V ) , C. ch loroform , D. e thy l ace tate, E. ch loroform + e thy l

ace tate = 1∶1, F. e thy l ace ta te + ace tone = 1∶1, G. ace tone, H. ace tone +m ethano l = 1∶1, I. m ethanol.

活性物质 [ 10 ] 。从理论上说 ,从除虫菊中应该分离

得到具有杀虫活性的内生真菌 ,而试验中筛选到

的却是具有杀菌活性的菌株 ,原因可能是 : ①一些

内生真菌在 PDA 培养基上不能生长 ,从而造成某

些特殊的或具有杀虫活性的真菌被漏分。②杀虫

活性物质为除虫菊植株本身所具有 ,其内生真菌

不产生杀虫活性物质。内生真菌可增强宿主对病

原细菌和真菌的抗性 ,保护宿主免受危害 [ 11, 12 ]
,除

虫菊不易遭受病害侵袭 ,可能与其内生真菌普遍

具有抑菌活性有关。

室内和盆栽试验表明 , Y2菌株发酵液对供试

病原真菌的菌丝生长和孢子萌发均具有较好的抑

制作用 ,对番茄灰霉病和黄瓜霜霉病有较好的保

护作用 ,但有关其田间的实际杀菌作用还有待进

一步研究。

后期还将进一步分离纯化 Y2菌株代谢物的

抑菌活性成分并对其结构进行鉴定 ,进而对所分

离出的各组分的抑菌活性和相互作用做更深入的

研究。
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