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　　摘要：以５种长白山有毒真菌为原料，对其活性成分的提取工艺进行初步研究，并对提取液的抑菌作用及其对榆
绿毛萤叶甲、蚜虫的杀虫活性进行研究。结果表明，提取液对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌均有明显的抑

制效果，对酵母、青霉、米根霉、黑曲霉的抑菌效果不明显；提取液对榆绿毛萤叶甲、蚜虫的致死效果从强到弱依次为红

柄牛肝菌＞红菇＞毛头乳菇＞鹅膏菌＞皂味口蘑。
　　关键词：长白山；有毒真菌；提取液；生物活性；抑菌效果
　　中图分类号：Ｑ９３９．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０３－０１２６－０４

收稿日期：２０１４－１１－０６
基金项目：吉林省教育厅“十二五”科学技术研究课题（编号：吉教科

合字［２０１３］第３３１号）；吉林农业科技学院储备基金（编号：吉农
院合字［２０１２］第４１７号）；吉林省长白山动植物资源利用与开发实
验室资助项目（编号：吉农院合字［２０１２］第７２４号）。

作者简介：王　丰（１９７３—），女，吉林永吉人，硕士，副教授，从事分析
化学、天然产物提取等科研与教学工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｌｎｋｊｘｇｃ＠
１２６．ｃｏｍ。

　　生物源农药因具有对人、畜安全，不污染环境，不易引起
抗药性，在自然环境中易降解等特点，已引起国内外学者高度

重视，并成为当今农药研究的热点［１］。研究发现，一些大型

真菌的子实体从来不被昆虫侵袭，受伤后的子实体及其发酵

培养物中可以产生具有抗真菌、杀虫等多种活性的次生代谢

产物［２－３］。通过对一些大型有毒真菌的子实体或代谢产物进

行抗虫活性试验发现，大型有毒真菌中含有的多种抗虫活性

物质如毒蝇碱、毒肽、毒伞肽等可以直接用于毒杀害虫，也可

以作为生物源农药研究和开发的材料。目前利用大型真菌提

取物在黏虫、桃潜叶蛾、棉铃虫、小菜蛾的拒食和毒杀活性方

面的研究已有报道，但是在蚜虫、榆绿毛萤叶甲方面的研究报

道较少，笔者用８５％乙醇提取长白山有毒真菌的有效成分，
并对其生物活性进行研究，旨在为充分开发利用该植物资源

奠定基础，并为有毒真菌的高效利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
供试菌种：枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、青

霉、米根霉、黑曲霉、酵母（由吉林农业科技学院实验室提

供）；有毒真菌：红柄牛肝菌、红菇、毛头乳菇、皂味口蘑、鹅膏

菌（采集于白山市八道江镇长白山原始林区）。

试验仪器：７２２型紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有
限公司）、电子恒温水浴锅、高温高压蒸汽灭菌锅等。

主要试剂有乙醇、三氯甲烷、丙酮、石油醚、牛肉膏、蛋白
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胨等，均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　真菌提取液的制备　将采集于白山市八道江镇长白
山原始林区的野生有毒真菌在室温下避光晾干后粉碎成粗

粉，通过单因素试验和正交试验（表１、表２），找到超声辅助
乙醇提取的最佳工艺条件［４－５］。

表１　长白山有毒真菌提取工艺的因素水平设计

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：乙醇浓度
（％）

１
２
３

１∶３０
１∶２０
１∶１０

１０
３０
２０

２０
４０
３０

７５
８５
９５

表２　长白山有毒真菌提取工艺的正交试验结果

编号 Ａ：料液比 Ｂ：时间 Ｃ：温度 Ｄ：乙醇浓度 Ｄ３２２ｎｍ
１ １ １ １ ２ ０．３８１
２ １ ２ ２ １ ０．３８６
３ １ ３ ３ ３ ０．３７２
４ ２ １ ３ １ ０．３７４
５ ２ ２ １ ３ ０．３６９
６ ２ ３ ２ ２ ０．３８３
７ ３ １ ２ ３ ０．３７７
８ ３ ２ ３ ２ ０．３８２
９ ３ ３ １ １ ０．３７８
ｋ１ ０．３８０ ０．３７７ ０．３７６ ０．３７９
ｋ２ ０．３７５ ０．３７９ ０．３８２ ０．３８２
ｋ３ ０．３７９ ０．３７８ ０．３７６ ０．３７３
Ｒ ０．００５ ０．００２ ０．００６ ０．００９

　　确定最佳条件为 Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即料液比为１ｇ∶３０ｍＬ、提
取时间为３０ｍｉｎ、提取温度为４０℃、乙醇浓度为８５％，在此
条件下制备真菌提取液备用。

１．２．２　真菌提取液的抑菌性测定　采用滤纸片法测定真菌
提取液的抑菌性：在牛肉膏蛋白胨培养基平板上分别涂布

０２ｍＬ金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌菌悬液，在
ＰＤＨ培养基平板上分别涂布０．２ｍＬ米根霉、青霉、酵母、黑
曲霉悬液；然后将灭过菌的滤纸片浸在提取液中，放入培养皿

中，细菌指示菌（金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌）

于３０℃培养，霉菌指示菌（米根霉、青霉、酵母、黑曲霉）于
３５℃ 培养，做３～４个平行，细菌置于 ３０℃培养箱中培养
２４ｈ，霉菌置于３５℃培养箱中培养２４ｈ后，测量滤纸片抑菌
圈直径大小，抑菌圈越大，表明抑菌效果越好。

１．２．３　真菌提取液对榆绿毛萤叶甲的杀虫活性测定　榆绿
毛萤叶甲的浸渍法（即喂毒和触杀法）处理：将榆绿毛萤叶甲

采集到干燥的塑料瓶中备用，共采样１８份。预先准备１８个
纯净的塑料瓶，用剪刀将瓶口剪大，剪取１８片足够包裹住瓶
口的纱布，并分别在纱布上做记号，另外准备１８根皮套及若
干棉花团、棉花片备用。每种粗提液做３组对照，将５种粗提
液分别倒入５个小烧杯中，分别浸泡榆绿毛萤叶甲５ｓ，将浸
泡后的榆绿毛萤叶甲分别放置在１８个纯净的塑料瓶中，在瓶
中放入一小团稍微捏干（水不会流出）的湿棉花，且在每个瓶

子中放入２张榆树叶，将棉花片浸湿后稍微捏干放置在瓶口，
一半遮盖一半敞开，然后用纱布包裹住瓶口，再用皮套系牢，

防止虫子从瓶中跑出。以清水作对照，所有步骤处理好后，置

于２５℃恒温培养箱中培养。
１．２．４　真菌提取液对蚜虫的杀虫活性测定　蚜虫的浸渍法
（即喂毒和触杀法）处理：采集带蚜虫的叶片（带茎），将大虫

用挑针剔除，在培养皿中装一半沙子，加水浸湿后将水倒出，

在培养皿上盖１层培养皿口大小的报纸，其上挖１个小洞（每
种粗提液做３组，１组培养２４ｈ，另一组培养４８ｈ，共需准备
３６个这样的培养皿，分别做好标记），准备好待用。将５种粗
提液分别倒入５个小烧杯中，分别浸泡蚜虫５ｓ；另以清水作
对照。将处理好的带蚜虫叶的茎插入到待用培养皿上报纸的

小洞中，有蚜虫的一端朝上。所有步骤处理好后，置于２５℃
的恒温培养箱中培养。

２　结果与分析

２．１　有毒真菌提取物对榆绿毛萤叶甲的作用
将按“１．２．３”节步骤处理的榆绿毛萤叶甲培养２４ｈ后，

打开纱布，查看并统计虫的死亡数（用镊子轻轻碰触，腿会动

弹的为活虫，反之为死虫），结果见表３。

表３　用有毒真菌原液浸渍培养榆绿毛萤叶甲２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
红菇原液 １１ １３ １２ ８０．０
皂味口蘑原液 ７ ４ ６ ３７．８
毛头乳菇原液 １１ １１ １１ ７３．３
红柄牛肝菌原液 １３ １３ １３ ８６．７
鹅膏菌原液 ９ ３ ７ ４２．２

　　注：每个处理的样品总数为１５头。表４至表９同。

　　继续将棉花片浸湿后稍微捏干放置在瓶口，一半遮盖一
半敞开，然后用纱布包裹住瓶口，用皮套系牢，４８ｈ后观察，
结果见表４。

表４　用有毒真菌原液浸渍培养榆绿毛萤叶甲４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
红菇原液 １１ １３ １２ ８０．０
皂味口蘑原液 ８ ５ ６ ４２．２
毛头乳菇原液 １１ １１ １１ ７３．３
红柄牛肝菌原液 １３ １３ １３ ８６．７
鹅膏菌原液 ９ ４ ８ ４６．７

　　从表３、表４可以看出，经浸渍法处理２４、４８ｈ后的榆绿
毛萤叶甲在清水中全部存活，而在红柄牛肝菌溶液中的死亡

率最高，红菇次之，乳菇再次之，且在这３种溶液中的死亡率
都达到了７０％以上，说明这３种溶液对榆绿毛萤叶甲有强的
致死作用，在皂味口蘑和鹅膏菌溶液中的死亡率均为４０％左
右，说明它们对榆绿毛萤叶甲致死作用相对较弱。

　　从表５、表６中可以看出，有毒真菌原液稀释１０倍后的
致死效果仍是红柄牛肝菌＞红菇＞毛头乳菇＞鹅膏菌＞皂味
口蘑，但榆绿毛萤叶甲的死亡率降低将近一半，总的来说，还
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表５　用稀释１０倍的有毒真菌原液浸渍培养
榆绿毛萤叶甲２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释１０倍的红菇原液 ７ ８ ６ ４６．７
稀释１０倍皂味口蘑原液 ３ ２ ３ １７．８
稀释１０倍的毛头乳菇原液 ６ ７ ６ ４２．２
稀释１０倍的红柄牛肝菌原液 ８ ９ ９ ５７．８
稀释１０倍的鹅膏菌原液 ５ ３ ４ ２６．７

表６　用稀释１０倍的有毒真菌原液浸渍培养
榆绿毛萤叶甲４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释１０倍的红菇原液 ８ ８ ６ ４８．９
稀释１０倍的皂味口蘑原液 ３ ３ ３ ２０．０
稀释１０倍的毛头乳菇原液 ６ ８ ７ ４６．７
稀释１０倍的红柄牛肝菌原液 ９ ９ ９ ６０．０
稀释１０倍的鹅膏菌原液 ５ ４ ４ ２８．９

是有致死效果的。

　　由表７、表８、表９可以看出，有毒真菌原液稀释２０倍的
死亡率为０，但将榆绿毛萤叶甲浸泡在稀释后的粗提液中５ｓ
后，榆绿毛萤叶甲的动态不同，活泼榆绿毛萤叶甲的数量排序

为清水＞皂味口蘑 ＞鹅膏菌 ＞毛头乳菇 ＞红菇 ＞红柄牛肝
菌，说明毒性顺序依次增强；同时发现，在清水中的榆绿毛萤

叶甲异常活泼（在瓶子中上下爬行），在红柄牛肝菌稀释液中

的榆绿毛萤叶甲虽然没死，但榆绿毛萤叶甲的行动能力明显

减弱，一般聚集在瓶子的底部，只有１～２头在瓶壁缓慢爬行。

表７　用稀释２０倍的原液浸渍培养榆绿毛萤叶甲２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

表８　用稀释２０倍的原液浸渍培养榆绿毛萤叶甲４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

　　从以上数据可以看出，致死效果从强到弱依次为红柄牛
肝菌＞红菇＞毛头乳菇＞鹅膏菌＞皂味口蘑，将原液稀释１０
倍，榆绿毛萤叶甲的死亡率降低将近一半；将原液稀释２０倍，
其死亡率为０，说明在这些菌液中能致死的成分不多。

表９　用稀释２０倍的原液浸渍培养榆绿毛萤叶甲７２ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

２．２　有毒真菌提取物对蚜虫的作用
将按“１．２．４”节中相关步骤处理的蚜虫培养２４ｈ后，用

挑针将蚜虫逐个挑入到装有乙醇的大烧杯中，观察蚜虫的动

态（直接沉底的为死虫，会展开腿游的为活虫），同时记录相

关数据（表１０）；４８ｈ的处理方法同理，其结果见表１１。
表１０　用原液浸渍培养蚜虫２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）
清水 ０ ０ ０ ０
红菇原液 ３０ ２９ ２９ ７３．３
皂味口蘑原液 １３ １４ １３ ３３．３
毛头乳菇原液 ２６ ２７ ２６ ６５．８
红柄牛肝菌原液 ３２ ３３ ３５ ８３．３
鹅膏菌原液 １６ １５ １５ ３８．３

　　注：每个处理的样品总数为４０头。表１１至表１６同。

表１１　用原液浸渍培养蚜虫４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
红菇原液 ３０ ３０ ３０ ７５．０
皂味口蘑原液 １４ １４ １４ ３５．０
毛头乳菇原液 ２７ ２８ ２６ ６７．５
红柄牛肝菌原液 ３３ ３４ ３５ ８５．０
鹅膏菌原液 １８ １６ １６ ４１．７

　　从表１０、表１１可以看出，经浸渍法处理２４、４８ｈ后的蚜
虫在清水中全部成活，而在红柄牛肝菌溶液中的死亡率最高，

红菇次之，乳菇再次之，且在这３种溶液中的死亡率都达到了
６０％以上，说明这３种溶液对蚜虫有强的致死作用；在皂味口
蘑和鹅膏菌溶液中的死亡率均在３３％～４２％，说明这２种溶
液对其致死作用相对较弱。

　　从表１２、表１３中可以看出，有毒真菌原液稀释１０倍后
的致死效果从强到弱仍是红柄牛肝菌＞红菇＞毛头乳菇＞鹅
膏菌＞皂味口蘑，但蚜虫的死亡率降低将近一半，总的来说，
还是有致死效果的。

表１２　用稀释１０倍的原液浸渍培养蚜虫２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释１０倍的红菇原液 １７ １７ １８ ４３．３
稀释１０倍的皂味口蘑原液 ７ ６ ７ １６．７
稀释１０倍的毛头乳菇原液 １３ １４ １３ ３３．３
稀释１０倍的红柄牛肝菌原液 ２５ ２６ ２６ ６４．２
稀释１０倍的鹅膏菌原液 １０ ９ １０ ２４．２
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表１３　用稀释１０倍的原液浸渍培养蚜虫４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释１０倍的红菇原液 １８ １８ １８ ４５．０
稀释１０倍的皂味口蘑原液 ７ ７ ８ １８．３
稀释１０倍的毛头乳菇原液 １４ １４ １４ ３５．０
稀释１０倍的红柄牛肝菌原液 ２６ ２７ ２６ ６５．８
稀释１０倍的鹅膏菌原液 １１ １１ １０ ２６．７

　　由表１４、表１５、表１６可以看出，虽然有毒真菌原液稀释
２０倍的蚜虫死亡率为０，但将蚜虫浸泡在稀释后的粗提液中
５ｓ后，蚜虫的动态不同，活泼蚜虫数从多到少依次为清水 ＞
皂味口蘑＞鹅膏菌＞毛头乳菇 ＞红菇 ＞红柄牛肝菌，说明毒
性顺序依次增强；在清水中的蚜虫异常活泼（在瓶子中上下

爬行），在红柄牛肝菌中的蚜虫虽然没死，但蚜虫的行动能力

明显减弱，一般聚集在瓶子的底部，只有１～２头在瓶壁缓慢
爬行。

表１４　用稀释２０倍的原液浸渍培养蚜虫２４ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

表１５　用稀释２０倍的原液浸渍培养蚜虫４８ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

　　从上述数据可以看出，致死效果为红柄牛肝菌 ＞红菇 ＞
毛头乳菇＞鹅膏菌 ＞皂味口蘑，将原液稀释１０倍，蚜虫的死
亡率将近降低一半，而将原液稀释２０倍，蚜虫的死亡率为０，
说明在这些菌液中能致死的成分不多。

２．３　抑菌作用
提取液对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌均有

明显的抑菌效果，对酵母、青霉、米根霉、黑曲霉的抑制效果很

弱。用浓缩液对４种霉菌做抑菌性试验，抑菌效果仍然不明

表１６　用稀释２０倍的原液浸渍培养蚜虫７２ｈ后的结果

试剂
死亡数（头）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
死亡率

（％）

清水 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的皂味口蘑原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的毛头乳菇原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的红柄牛肝菌原液 ０ ０ ０ ０
稀释２０倍的鹅膏菌原液 ０ ０ ０ ０

显。由此可以推断，鹅膏菌提取液对细菌的抑制活性从强到

弱依次为金黄色葡萄球菌 ＞枯草芽孢杆菌 ＞大肠杆菌，对４
种霉菌抑制活性不明显（表１７）。

表１７　真菌提取液对７种指示菌的抑菌效果

供试菌种
抑菌圈直径（ｍｍ）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 平均值

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

米根霉

青霉

酵母

黑曲霉

２４．０
１８．０
２１．５
６．０
６．０
６．０
６．０

２５
２１
２３
６
５
０
６

２４．０
２０．０
２１．５
７．０
６．０
０
７．０

２３．０
１８．０
２２．０
６．５
４．０
０
７．０

２４．０００
１９．２５０
２２．０００
６．３７５
５．２５０
１．５００
６．５００

３　结论

本研究表明，有毒真菌提取液对金黄葡萄球菌、大肠杆

菌、枯草杆菌均有明显的抑菌效果，对酵母、青霉、米根霉、黑

曲霉的抑菌效果不明显；提取液对榆绿毛萤叶甲和蚜虫的致

死效果排序为红柄牛肝菌＞红菇＞毛头乳菇＞鹅膏菌＞皂味
口蘑，将原液稀释１０倍，榆绿毛萤叶甲的死亡率将近降低一
半；将原液稀释２０倍，虫的死亡率为０，说明在这些菌液中能
致死的成分不多。
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