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今后还应该深入研究不同使用方法和不同发育阶段的生物活

性等方面，为大型真菌复合植物源诱杀剂的进一步开发和利

用提供理论依据。
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毒蝇鹅膏菌有效成分的提取工艺及抗菌特性
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　　摘要：以长白山有毒真菌毒蝇鹅膏菌为原料，研究其活性成分的超声波提取工艺和抑菌性，确定了其最佳提取工
艺条件：丙酮质量浓度８５％，料液比１ｇ∶２５ｍＬ，浸提温度２０℃，浸提时间４０ｍｉｎ。其中，丙酮质量浓度是影响提取率
的主要因素。毒蝇鹅膏菌提取液对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄葡萄球菌均有明显的抑菌效果，最低抑菌浓度是０．
０６２５％；对酵母、青霉、米根霉、黑曲霉抑菌效果不明显。
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　　有毒真菌是含有对人或动物有毒成分的真菌的总称，一
般是指大型真菌的子实体被人或动物食用后产生中毒反应的

物种。据不完全统计，世界上已知具较明显毒性的大型真菌

有４００多种，如包括有轻微毒性的，则有１０００多种，中国目
前包括怀疑有毒在内的大型有毒真菌有４２１种。近年来，传
统化学农药面临严峻的挑战，大量高毒、高残留农药被禁止使

用，开发对有害生物高效、易分解、且分解产物对环境无损害

的生物农药是目前广泛研究和应用的领域。利用天然植物中

具有良好抑菌杀菌活性的物质来防治农林病虫害成为农药学

研究的热点［１］。据相关资料反映，大多数研究的是有毒真菌

的杀虫效果，国内外比较少有关于抑菌效果的研究。笔者对

长白山有毒真菌有效成分的提取工艺及抗菌特性进行了研

究，旨在为有毒真菌提取物在农林业生产实践即植物源抑菌

剂中的开发利用提供理论依据，也为有毒真菌的开发开辟一

条新途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器
供试菌种：枯草杆菌、大肠杆菌、金黄葡萄球菌、青霉、黄

曲霉、黑曲霉，来自吉林农业科技学院实验室。

有毒真菌：毒蝇鹅膏菌，采集于吉林省白山市八道江镇长

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：乙醇、三氯甲烷、丙酮、石油醚、牛肉膏、蛋白胨

等，均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　杀虫活性物质提取工艺　在单因素试验的基础上，选
定料液比、提取温度、提取时间３个参数为主要影响因素，每
个因素取３个水平，采用３因素３水平 Ｌ９（３

３）正交试验设

计，找到超声辅助丙酮提取最佳工艺［２－３］，因素及水平设计见

表１。
１．２．２　真菌提取液的抑菌性测定　将７种供试菌种分别制
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表１　杀虫活性物质提取工艺正交试验因素水平

水平
因素

　Ａ：料液比（ｇ∶ｍＬ） Ｂ：温度（℃） Ｃ：时间（ｍｉｎ）
１ １∶２５ ２０ ２０
２ １∶２０ ３０ ３０
３ １∶１５ ４０ ４０

成菌悬液。采用滤纸片法测定抑菌性：牛肉膏蛋白胨培养基

平板上分别涂布０．２ｍＬ的金黄葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽
孢杆菌菌悬液，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，然后将灭菌滤纸片浸在提取液中，放

入培养皿中，做 ３～４个平行，细菌置培养箱中 ３０℃培养
２４ｈ，霉菌置培养箱中３５℃培养２４ｈ后，测量滤纸片抑菌圈
直径大小。抑菌圈越大，抑菌效果越好。

２　结果与分析

２．１　料液比对提取率的影响
称取真菌粉末 １．００ｇ，加入 ８５％丙酮，料液比分别为

１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ、１ ｇ∶２０ ｍＬ、１ ｇ∶２５ ｍＬ、
１ｇ∶３０ｍＬ，４０℃水浴中超声波辅助提取，频率为２４ｋＨｚ，提
取时间为３０ｍｉｎ，在 ３５℃ 旋转蒸发仪中减压蒸馏，过滤，定
容５０ｍＬ。分别取提取液１ｍＬ置于分光光度计３５２ｎｍ波长
下测吸光度，研究料液比对提取效果的影响，结果见图１。从
图１可知，随着料液比的增大，吸光度不断提高，而料液比
１ｇ∶２５ｍＬ时与１ｇ∶３０ｍＬ时的提取率没有显著差异。从
节约成本方面考虑，本试验选择了１ｇ∶２５ｍＬ的料液比。

２．２　提取时间对提取率的影响
称取真菌粉末１．００ｇ，加入８５％丙酮，料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，

提取时间分别为１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ，在２０℃水浴中
超声波辅助提取，频率为２４ｋＨｚ。分别取提取液１ｍＬ置于分
光光度计３５２ｎｍ波长下测其吸光度，研究提取时间对提取效
果的影响，结果见图２。由图２可以看出，提取时间为４０ｍｉｎ
时，提取效果最好。提取时间低于４０ｍｉｎ时，随着提取时间
的延长，吸光度逐渐增大；提取时间高于４０ｍｉｎ时，提取液的
吸光度基本没有变化。提取时间为７０ｍｉｎ时，吸光度下降到
０．３７４。因此确定超声辅助提取时间为４０ｍｉｎ。
２．３　提取温度对提取率的影响

称取真菌粉末 １．００ｇ，加入 ８５％丙酮，料液比为
１ｇ∶２０ｍＬ，分别于１０、１５、２０、２５、３０℃水浴中超声波辅助提
取，频率为２４ｋＨｚ，提取时间为４０ｍｉｎ，分别取提取液１ｍＬ置
于分光光度计３５２ｎｍ波长下测其吸光度，研究提取温度对提
取效果的影响，结果见图３。由图３可以看出，２０℃时其吸光
度达最高，当温度超过２０℃后，提取液的吸光度开始平缓下

降。在超声条件下，提取液在较低的提取温度条件下即可溶

出，因此，提取温度以２０℃效果最好。
２．４　正交试验结果

由于料液比、提取温度、提取时间因素对试验结果影响显

著，故选择料液比（Ａ）、温度（Ｂ）、时间（Ｃ）进行正交试验，结
果见表２。根据极差分析可以得出，３种因素对提取效果影响
大小依次为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即料液比对提取效果影响最大，其次
为提取时间，提取温度影响最小。由此可确定最佳提取工艺

条件为Ａ１Ｂ１Ｃ３，即料液比为 １ｇ∶２５ｍＬ、提取温度为２０℃、
提取时间为４０ｍｉｎ。

表２　正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ３５２ｎｍ
１ １ １ １ ０．３８７
２ １ ２ ２ ０．３８１
３ １ ３ ３ ０．３８４
４ ２ １ ３ ０．３８２
５ ２ ２ １ ０．３７６
６ ２ ３ ２ ０．３８３
７ ３ １ ２ ０．３７８
８ ３ ２ ３ ０．３８２
９ ３ ３ １ ０．３７７
ｋ１ ０．３８４ ０．３８２ ０．３８０
ｋ２ ０．３８１ ０．３８０ ０．３８１
ｋ３ ０．３７９ ０．３８１ ０．３８３
Ｒ ０．００５ ０．００２ ０．００３

２．５　抑菌作用
提取液对金黄葡萄球菌、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、黑曲霉抑菌效果很弱。

然后用浓缩液对４种霉菌做抑菌性试验，抑菌效果仍然不明
显。可以断定，毒蝇鹅膏菌提取液的抑菌性：金黄葡萄球

菌＞枯草芽孢杆菌 ＞大肠杆菌，对 ４种霉菌抑菌性不明显
（表３）。
２．６　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的确定

牛肉膏蛋白胨培养基灭菌后，在其还未凝固时，在无菌操
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表３　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）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 均值

金黄色葡萄球菌 ２４ ２５ ２４ ２３ ２４
大肠杆菌 １８ ２１ ２０ １８ １９．２５
枯草芽孢杆菌 ２１．５ ２３ ２１．５ ２２ ２２
米根霉 ６ ６ ７ ６．５ ６．３７５
青霉 ６ ５ ６ ４ ５．２５
酵母 ６ ０ ０ ０ １．５
黑曲霉 ６ ６ ７ ７ ６．５

作台中用灭菌的量筒配制含 ０．０３１２５％、０．０６２５％、
０１２５％、０．２５％、０．５％、０．１％、５％的毒蝇鹅膏菌提取液，抑
菌试验操作方法同上，用枯草芽孢杆菌涂布，３０℃培养２４ｈ
之后观察菌落生长情况，其他２种细菌以同样的方法测定。
由表４、５、６可见，和对照组相比，０．０６２５％浓度时菌落明显
减少；０．２５％浓度时，没有菌落出现；０．０３１２５％以下菌落数
目和对照组相比没有明显减少。因而得出结论：毒蝇鹅膏菌

提取液对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄葡萄球菌的最低抑菌

浓度是０．０６２５％。
表４　对枯草芽孢杆菌的ＭＩＣ试验结果

浓度

（％）
菌落生长情况

１号 ２号 ３号
０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

０．０３１２５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋
０．０６２５ ＋＋ ＋＋ ＋＋
０．１２５ － ＋ －
０．２５ － － －
０．５ － － －
１ － － －
５ － － －

表５　对大肠杆菌的ＭＩＣ试验结果

浓度

（％）
菌落生长情况

１号 ２号 ３号
０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

０．０３１２５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋
０．０６２５ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋
０．１２５ － ＋ －
０．２５ ＋ － －
０．５ － － －
１ － － －
５ － － －

表６　对金黄葡萄球菌的ＭＩＣ试验结果

浓度

（％）
菌落生长情况

１号 ２号 ３号
０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

０．０３１２５ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋
０．０６２５ ＋＋ ＋ ＋＋
０．１２５ － － －
０．２５ － － －
０．５ － － －
１ － － －
５ － － －

　　注：“＋”为阳性，有菌生长；“－”为阴性，无菌生长。

２．７　提取物的耐热性
将真菌提取液沸水浴５、１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ，每个时

间点用金黄葡萄球菌做指示菌，用滤纸片法做抑菌性试验，３
个平行。如图４、图５、图６所示，真菌提取液沸水浴１ｈ之后，
其抑菌圈大小和对照组相比变化不大，说明提取物中的抑菌物

质耐热性很强，即温度对提取物抑菌效果没有明显的影响。

３　结论与讨论

本研究结果表明，超声波辅助丙酮提取毒蝇鹅膏菌有效

成分最佳提取工艺为：提取时间为４０ｍｉｎ，提取温度为２０℃，
料液比为１ｇ∶２５ｍＬ。本试验采用超声波辅助法提取真菌提
取液，影响提取效果的因素还有很多，如其他提取方法、提取

剂、粉碎度、提取次数等，该试验的进行可以为进一步研究及

实现产业化提供技术支持。毒蝇鹅膏菌提取液对金黄葡萄球

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、黑曲霉抑菌效果不明显。
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