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摘 　要 :以生物活性跟踪法测定了菌株代号为 YL 001的昆虫病原线虫共生菌 Xenorhabdus nem a to2
ph ilus细胞内代谢产物的不同溶剂提取物及其不同馏分的抑菌活性。结果表明 , YL 001细胞内代

谢产物的乙醇提取物和甲醇提取物的抑菌活性均高于石油醚提取物、乙酸乙酯提取物和正丁醇提

取物 ,前两种提取物对番茄灰霉病菌 B otrytis c ine rea和辣椒疫霉病菌 Phytoph thora cap sic i的 72 h

菌丝生长抑制作用最强 ,在 014 m o l /mL 浓度时抑制率均达 100%。乙醇提取物经硅胶柱层析分

离 ,洗出液合并后收集得到 8个馏分。测定了各馏分对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用 ,结果表

明 :馏分 F6 的抑菌活性最高 ,在 015 m ol /mL 浓度时 , 96 h的菌丝生长抑制率可达 96. 09% ;提取物

的活性段主要集中在馏分 F6、F7 和 F8。活体组织法测定结果表明 ,其乙醇提取物在 10 m g /mL 的

剂量下对番茄灰霉病的保护效果为 64. 81% ,治疗效果为 62. 03%。
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Abstract: The fung ic ida l ac tiv ities of ex trac ts and frac tions from Xenorhabdus nem a top h ilus, code

nam ed YL 001 ce lls w ere tested in vitro and in vivo. The bioassay results indicated tha t fungicidal ac tiv ity

of e thano l ex trac t and m ethano l ex trac t w as h ighe r than tha t of o ther ex trac ts. The e thano l ex trac t w as

sub jec ted to chrom atography silica ge l (200～300 m esh) using CHC l3 2m ethano l w ith inc reasing am ounts

of m ethanol. The resulting 8 fractions w ith different hydrophobicities w ere analyzed by in vitro antibacterial

ac tiv ity assay to B otrytis c ine rea. The resu lt show ed tha t f rac tion 6 w as m o re ac tive than o the rs and the
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inh ib ition ra te against the m yce lia l g row th of B otrytis c inerea w as 96. 09% afte r 96 hours. The resu lt

a lso ind ica ted tha t fung ic ida l com p onen ts w ere m ain ly in frac tion 6, f rac tion 7 and frac tion 8. In

add ition, p ro tec tive effec t and therapeu tic effec t of the ce lls p roducts a t 10 m g /mL aga inst the B o trytis

c inerea w ere 64. 81% and 62. 03% on tom ato, respec tive ly.

Key words: en tom opa thogen ic nem atodes; sym bio tic bac te ria; in trace llu la r p roducts; fung ic ida l ac tiv ity

　　微生物产生的次生代谢产物有的分泌于细胞

外 ,形成细胞外次生代谢产物 , 有的则留在细胞

内 ,形成细胞内次生代谢产物。昆虫病原线虫共

生菌 Xeno rhabdus nem a top h ilus是寄生于昆虫病原

线虫 ( en tom op a thogen ic nem atode )肠道内的一种

革兰氏阴性细菌 [ 1 ]
,研究已证明其次生代谢产物

具有杀虫 [ 2 ] 、抑菌 [ 3～7 ]和抗肿瘤 [ 8～10 ]等多种生物

活性 ,在农业和医药卫生领域具有较好的应用前

景 ,因而成为科研工作者们研究的热点之一。据

文献报道 [ 11 ]
,昆虫病原线虫共生菌中具有生物活

性的次生代谢产物在胞内和胞外均有分布 ,目前

对胞外代谢产物的研究较多 ,而对胞内代谢产物

的研究甚少。Xeno rhabdus nem a top h ilus YL 001是

从陕西杨凌筛选得到的一株新菌株 ,国内外均未

见相关研究报道 ,因此作者对其细胞内代谢产物

的农用抑菌作用进行了初步研究 ,现将结果报道

如下。

1　材料和方法

1. 1　供试材料

培养基 : PDA 培养基用于植物病原真菌的培

养 ,牛肉膏蛋白胨固体培养基 (NA ) 、牛肉膏蛋白

胨液体培养基 (NB )和酵母提取物培养基 ( YS )分

别用于 YL 001菌株斜面及平板培养、菌种活化和

摇瓶发酵。培养基配制按传统方法进行 [ 12 ] 。

YL 001细胞 :将种管保存的共生菌划线移于

NA 培养基平板上 ,于 28℃下活化 24～48 h。从生

长良好的活化平板上挑取单菌落 ,接种于 NB 培养

基中 , 28℃摇床培养 24 h,之后按体积分数 8%的

接种量转接于发酵培养基中 , 于 28℃、180 r /m in

条件下摇床培养 72 h。最后在 4℃、10 000 r /m in

下离心 20 m in,收集离心管底部的细胞团置于 4℃

冰箱中备用。

供试植物病原真菌 : 番茄灰霉病菌 B o trytis

c ine rea、小麦赤霉病菌 G ibbere lla zeae、辣椒疫霉病

菌 P hytop h tho ra cap sic i、玉米大斑病菌 Exse roh ilum

tu rc icum、苹果炭疽病菌 C lom e re la c inyu la te、白菜

黑斑 病 菌 A lte rna ria b rassicae、烟 草 赤 星 病 菌

A lte rna ria a lte rna ta,以上菌种由西北农林科技大学

无公害农药研究服务中心提供。

供试植物 :番茄果实。

1. 2　细胞破碎及不同溶剂提取物的制备

将离心所得的细胞团与 3倍体积的有机溶剂

混匀 ,于 560 W 和工作时间 ∶间隔时间为 4 s∶5 s的

条件下在超声波破碎仪中冰浴破碎 18 m in,之后

以 10 000 r /m in离心 20 m in,收集有机相。剩余细

胞团中再加入 3倍体积新的有机溶剂 ,混合后置

于摇床上进一步萃取、离心 ,收集有机相。如此重

复 2次。合并 3次萃取后的有机相 ,然后通过无水

N a2 SO 4 柱干燥 ,在旋转薄膜蒸发仪中减压浓缩至

干。提取物为棕褐色粘稠物 ,将其配制成浓度为

0. 4 m g /mL 的水溶液 ,测定其对菌丝生长的抑制

率。萃取所用有机溶剂分别为石油醚、乙酸乙酯、

正丁醇、乙醇和甲醇 ,均为分析纯。

1. 3　乙醇提取物硅胶柱层析分离馏分的制备

使用湿法装柱在玻璃层析柱 (50 mm ×500 mm )

中装入 200～300目的硅胶 ,柱高 38 cm ,柱顶端安

装加压球。将 20 g乙醇提取物完全溶于甲醇后 ,

用 80～100目的硅胶拌样、吹干、研磨 ,将其加在

已装好的层析柱顶端 ,依次用氯仿、氯仿 2甲醇不同

体积比混合液 ( 10∶1～1∶10 )和甲醇梯度洗脱 ,根

据收集到的洗脱液的颜色和薄层层析点板情况 ,

将洗脱液合并。各馏分在 42℃的旋转薄膜蒸发仪

上浓缩 ,并将浓缩液在通风橱中自然挥干。取适

量上述各馏分 , 用蒸馏水溶解并稀释成浓度为

0. 5 m g /mL 的水溶液 ,跟踪测试它们对番茄灰霉

病菌菌丝生长的抑制作用。

1. 4　杀菌活性测定方法

1. 4. 1　离体活性测定 　参照方中达 [ 13 ]的抑制菌

丝生长速率法进行。每培养皿放置 3个菌饼 ,每

处理重复 3次 ,以空白培养基处理为对照。

1. 4. 2　活体组织测定法

保护作用测定 :采摘健康新鲜、形状和大小均

一的番茄果实 (带蒂 ) ,表面用 75%的酒精擦拭消

毒 ,晾干。将乙醇提取物稀释成不同浓度水溶液 ,
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用小型喷雾器喷于番茄表面。底部铺上滤纸并加

无菌水保湿 , 24 h后接种番茄灰霉病菌菌饼。

治疗作用测定 ,番茄处理和乙醇提取物的稀

释方法同保护作用测定 ,区别是先在保湿条件下

接种番茄灰霉病菌菌饼 , 24 h后再喷施供试药液。

以上每浓度处理均设 3次重复 ,每重复用番茄果

实 1个 ,以空白培养基处理为对照。4 d后测量各

处理果实的病斑直径 ,计算相对防效 ,并以 DM R T

(D uncan′s M u ltip le R ange Tes t)法对结果进行统计

分析。

2　结果与分析

2. 1　不同溶剂提取物的抑菌活性

用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、乙醇和甲醇等

极性不同的溶剂 ,分别对 YL 001细胞破碎液进行

萃取 ,得不同溶剂的提取物。生测结果 (见表 1 )

表明 ,处理 72 h后 ,在 0. 4 m g /mL 的供试浓度下 ,

YL 001细胞甲醇提取物和乙醇提取物的抑菌活性

最强 ,对番茄灰霉病菌和辣椒疫霉病菌菌丝生长

的抑制率均为 100% ; 其次为正丁醇提取物 ,对辣

椒疫霉病菌菌丝生长的抑制率为 93. 34% ;石油醚

提取物的抑菌活性最差 ,对所有供试菌菌丝生长

的抑制率均接近于 0。综合考虑溶剂的毒性和提

取物的抑菌活性等因素 ,认为乙醇是提取 YL 001

细胞内代谢产物的合适溶剂。

2. 2　硅胶柱层析馏分的抑菌活性

通过硅胶柱层析对乙醇提取物进行分离 , 得

F1 ～F8 共 8个馏分 ,以番茄灰霉病菌分别对其进

行生物活性跟踪测定。结果 (见表 2 )表明 ,不同

馏分对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制活性存在较

大差异 ,在 0. 5 m g /mL 的供试浓度下 ,馏分 F6 ～

F8 对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用最强 ,处

理后 96 h 的抑制率分别为 96. 09%、91. 16%和

89. 13%;而馏分 F1 ～F3 的抑菌作用最弱 , 96 h的抑

制率均低于 50% ,显著低于 F6 ～ F8。由测定结果

可看出 , YL 001细胞的抑菌活性成分主要集中在

馏分 F6、F7 和 F8 , 这一区段的洗脱液比例为氯

仿 2甲醇为 8∶1～ 1∶1段。

Tab le 1　A n tifunga l ac tiv ity of YL 001 ce lls ex trac ted by va rious so lven t af te r 72 h

Extrac t so lven t　　
Inh ib ition rate ( % )

B. c inerea G. zeae　 P. capsic i E. turcicum C. c inyu la t A. brassicae A. a lte rna ta

Pe tro leum ether 4. 65 d 1. 53 e 1. 33 d 7. 52 c 4. 96 c 3. 52 d 2. 73 d

E thy l aceta te 46. 28 c 40. 59 d 41. 34 c 33. 80 b 34. 46 b 65. 72 c 56. 33 b

n2B uty l a lcoho l 89. 31 b 65. 20 c 93. 34 b 59. 70 a 52. 98 ab 70. 42 c 42. 04 c

M ethano l 100. 00 a 89. 21 a 100. 00 a 70. 33 a 57. 13 a 80. 53 b 68. 63 a

E thano l 100. 00 a 78. 47 b 100. 00 a 63. 82 a 61. 57 a 86. 44 a 67. 83 a

　　N ote: The concen tration of each extrac tion w as 0. 4 m g / mL 1The sam e co lum n fo llow ed by d iffe ren t le tte rs w ere sign ifican tly d iffe ren t at the

5% level by D uncan’s M ultip le R ange Test ( The sam e as in the fo llow ing tab les) .

Tab le 2　A n tifunga l ac tiv ity of d iffe ren t f rac tions af te r s ilica2ge l co lum n ch rom atog rap hy

aga inst B o trytis c ire rea

Frac tions

T reated tim e / h

48

Inh ib ition　
zone /mm 　

Inh ib ition　
rate ( % ) 　

72

Inh ib ition
zone /mm

Inh ib ition
ra te ( % )

96

Inh ib ition　　
zone /mm 　　

Inh ib ition
ra te ( % )

F1 14. 22 ±0. 19 b 26. 18 e 20. 78 ±1. 07 a 10. 14 d 43. 22 ±1. 93 a 5. 51 e

F2 8. 72 ±0. 25 cd 82. 31 c 10. 61 ±1. 77 bc 76. 45 bc 26. 22 ±0. 54 bc 49. 86 d

F3 9. 72 ±0. 25 c 72. 19 d 12. 33 ±1. 64 b 65. 22 c 27. 78 ±1. 13 b 45. 80 d

F4 7. 56 ±0. 10 def 97. 44 b 8. 61 ±0. 96 cd 89. 49 ab 17. 83 ±8. 96 cde 71. 74 bc

F5 8. 44 ±0. 25 de 85. 28 c 10. 06 ±1. 95 bc 80. 07 bc 20. 33 ±1. 32 bcd 65. 22 cd

F6 7. 00 ±0. 00 f 100. 00 a 7. 44 ±0. 25 d 97. 10 a 8. 50 ±0. 76 e 96. 09 a

F7 7. 44 ±0. 10 ef 95. 50 b 8. 28 ±0. 92 cd 91. 67 ab 10. 39 ±0. 19 e 91. 16 ab

F8 7. 50 ±0. 29 ef 95. 19 b 8. 39 ±0. 59 cd 90. 94 ab 11. 17 ±0. 17 de 89. 13 ab

CK 16. 78 ±1. 07 a 　— 22. 33 ±1. 53 a 　— 45. 33 ±3. 51 a 　—

　　N ote: The concen tration of each frac tion w as 0. 5 m g / mL; CK w as the b lank contro l w ithou t the sam p les ( The sam e as in tab le 3) .
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2. 3　乙醇提取物对番茄灰霉病的保护和治疗效

果

由表 3可知 , YL 001细胞乙醇提取物不同浓

度处理对番茄灰霉病均表现出一定的保护和治疗

作用 ,供试浓度为 1010、510和 2. 5 m g /mL 时对

番茄灰霉病的保护效果分别为 64. 81%、46. 66%

和 41. 78% ,治疗效果分别为 62. 03%、45. 43%和

38. 30%。

Tab le 3　The eff icacy of e thano l ex trac ts of YL 001 aga ins t the B o trytis c ire rea af te r 4 d

Concentra tion of

sam p les / m g·mL - 1

Pro tec tive effec t

Inh ib ition
zone /mm

Relative efficacy
( % )

Therapeutic effec t

Inh ib ition
zone /mm

R ela tive efficacy
( % )

1010 15. 54 ±1. 02 c 64. 81 a 16. 44 ±0. 69 c 62. 03 a

510 21. 48 ±1. 13 b 46. 66 b 21. 89 ±1. 39 b 45. 43 b

2. 5 23. 08 ±1. 03 b 41. 78 b 24. 22 ±1. 17 b 38. 30 b

C K 36. 78 ±2. 01 a — 36. 78 ±1. 00 a —

3　讨论

据文献报道 [ 11 ]
,昆虫病原线虫共生菌的细胞

团经破碎后用乙酸乙酯萃取 ,真空浓缩后过 Sephadex

L H 220色谱柱 ,最后用反相 H PL C制备得到了有抑

菌和杀虫活性的 4种单体化合物。本试验所用昆

虫病原线虫共生菌为 YL 001菌株 ,对其细胞破碎

液进行跟踪生物测定 ,从不同溶剂提取物的生物

活性来看 ,乙醇是提取 YL 001菌株胞内代谢产物

的最佳溶剂。由此推测二者的抑菌活性成分可能

有所不同。用硅胶柱层析法对乙醇提取物进行分

离时 ,洗脱液从低极性溶剂逐渐向高极性溶剂过

渡 ,抑菌活性高的馏分主要集中在极性较强的馏

分段中 ,说明 YL 001菌株胞内抑菌成分可能是极

性较强的物质 ,笔者后续分离的初步结果也证实

了这一点。有关其中抗菌有效成分的继续分离和

鉴定还有待进一步研究。
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