
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１５］ｖａｎＳａｎｆｏｒｄＤ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＪ，ＣａｍｐｂｅｌｌＫ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄ

ｄｅｐｌｏｙｍｅｎｔｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｌｉｎｋｅｄｔｏＦｕｓａｒｉｕｍｈｅａｄｂｌｉｇｈｔ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，２００１，４１（３）：６３８－６４４．

［１６］ＫａｕｒＳ，ＣｈａｈａｌＳＳ，ＳｉｎｇｈＮ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｌｏｓｓｅｓｃａｕｓｅｄｂｙｈｅａｄ
ｂｌｉｇｈｔｉｎｗｈｅａｔ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｙｃｏｌｏｇｙａｎｄＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，
２０００，３０（２）：２０４－２０６．

［１７］ＭｏｓｃｈｉｎｉＲＣ，ＦｏｒｔｕｇｎｏＣ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｗｈｅａｔｈｅａｄｂｌｉｇｈｔｉｎｃｉｄｅｎｃｅ
ｕｓｉｎｇｍｏｄｅｌｓｂａｓｅｄｏｎｍｅｔｅｏｒｏｌｏｇｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓｉｎＰｅｒｇａｍｉｎｏ，Ａｒｇｅｎｔｉ
ｎａ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９６，１０２（３）：２１１－
２１８．　

［１８］姚菊香，王盘兴，鲍学俊，等．相关系数显著性检验的几何意义
［Ｊ］．南京气象学院学报，２００７，３０（４）：５６６－５７０．

白明生，石新卫，张艳新．一株四合木内生菌发酵产物抑制植物病原菌的活性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（８）：１９２－１９４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０８．０５２

一株四合木内生菌发酵产物抑制植物病原菌的活性

白明生１，石新卫２，张艳新１

（１．宁夏大学生命科学学院，宁夏银川７５００２１；２．西安植物园／陕西省植物研究所，陕西西安７１００６１）

　　摘要：对四合木１株内生真菌四合木链格孢进行液体发酵，提取发酵液和菌丝体代谢产物，依次用石油醚、乙酸乙
酯、正丁醇进行萃取，通过抑菌试验检测各萃取相抑制植物病原菌活性。结果表明，发酵液和菌丝体代谢产物均具有

抑制植物病原菌活性，其中发酵液中乙酸乙酯相和正丁醇相抑菌效果最明显。菌丝体各萃取相抑菌活性弱于发酵液，

其中乙酸乙酯相抑菌效果最明显，说明发酵液中活性代谢产物主要存在于乙酸乙酯相和正丁醇相中，菌丝体中活性代

谢产物主要存在于乙酸乙酯相中，研究结果为进一步分离抗植物病原菌活性成分和保护四合木这一濒危珍稀植物提

供科学依据。
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　　植物内生真菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉ）是指在健康植物寄主的
各种组织和器官内部或细胞间隙中度过全部或近乎全部生活

周期而不使寄主表现任何症状的一类真菌。几乎所有植物内

部都存在内生真菌。植物内生真菌的种、属多样性极为丰富，

是一种新兴的微生物资源，它对植物某些活性成分的形成有

重要影响［１］。近年来，植物内生真菌本身及其次生代谢产物

应用于医药和农业方面的研究逐渐成为热点。这些内生菌在

植物体内能产生多种生物学作用，可以提供植物所需要的营

养物，参与植物的防卫功能，能够促进植物快速生长，增强植

物抗逆境、抗病害、抗动物危害的能力［２］。

四合木（ＴｅｔｒａｅｎａｍｏｎｇｏｌｉｃａＭａｘｉｍ．），蒺藜科，落叶小灌
木，是中国特有孑遗单种属植物，草原化荒漠的群种之一，为

强旱生植物，是最具代表性的古老残遗濒危珍稀植物，被誉为

植物的“活化石”和植物中的“大熊猫”。其分布范围非常狭

窄，属国家二级保护植物［３］。四合木是一种具有抗生性的植

物，病虫害发生较少，可能含有某种特殊的次生代谢产物。高

雯芳等研究了四合木提取物对１４种植物病原菌的生物活性，
结果表明，四合木提取物在１００ｇ／Ｌ浓度下对部分病菌的生
长表现出较强的抑制作用［４］。植物内生真菌通常会产生与

其宿主植物相同或相似的生理活性物质［２，５］。本研究对１株
分离自四合木的内生真菌四合木链格孢［６］进行发酵培养，研

究其代谢产物对多种植物真菌病害病原菌的抑制作用，以便

为该菌株的进一步开发利用和保护四合木这一濒危珍稀植物

提供理论依据和实践基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株及来源　菌株四合木链格孢分离自宁夏石
嘴山采集的四合木茎中，经形态学鉴定法确定为链格孢属一

新种［６］（编号ＰＳＮＡＡＦＳ３５６６０８），由宁夏农林科学院植物病
害标本室提供。

供试病原菌：由宁夏大学生命科学学院微生物研究室提

供，斜面保藏于４℃冰箱中，备用。
１．１．２　培养基　固体培养基选用 ＰＤＡ培养基：马铃薯
２００ｇ，蔗糖 ２０ｇ，琼脂 ２０ｇ，水 １０００ｍＬ，ｐＨ自然，１２１℃、
３０ｍｉｎ灭菌。

液体培养基为 ＰＤＡ液体培养基：马铃薯 ２００ｇ，蔗糖
２０ｇ，常水１０００ｍＬ，ｐＨ自然，１２１℃、３０ｍｉｎ灭菌。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的液体发酵培养　母种先接种于 ＰＤＡ斜面上，
后转接于 ＰＤＡ平板培养基上，２５℃培养７ｄ，用打孔器打孔
接种于装有５０ｍＬ种子培养液（ＰＤＡ培养基）的２５０ｍＬ三角
烧瓶，静置２ｄ，于２５℃、１２０ｒ／ｍｉｎ旋转摇床上培养３ｄ作为
种子，以１０％量接种于装有１５０ｍＬ发酵培养基（ＰＤＡ培养
液）的５００ｍＬ三角瓶中，同样条件下培养５ｄ，终止发酵。
１．２．２　发酵液的萃取　将发酵菌液经４层纱布过滤，得菌丝
体和发酵液。发酵液浓缩后依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇

进行萃取，萃取液进行减压浓缩得各萃取物的浸膏。
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１．２．３　菌丝体的提取及萃取　将菌丝体洗涤后７５℃下烘
干，然后粉碎，用甲醇浸提５次，每次１ｄ，然后合并５次提取
液，浓缩至干浸膏，加水悬浮，装入分液漏斗中，用石油醚、乙

酸乙酯、正丁醇对悬浮液依次萃取，然后再浓缩得石油醚相、

乙酸乙酯相、正丁醇相和水相浸膏。

１．２．４　抑菌效果测定
１．２．４．１　菌悬液的制备及病原菌活化　将病原菌转接于
ＰＤＡ培养基平板上，置于培养室［温度（２５±１）℃，光—暗周
期１２ｈ—１２ｈ］连续培养３代后，在试验前３～５ｄ再转接１次
培养备用。

１．２．４．２　抑制植物病原菌活性测定　将内生真菌的菌丝体
和发酵液的粗提物配成５０ｍｇ／ｍＬ液，测定其对病原菌菌丝
生长的抑制作用。抑制菌丝生长速率法：将１ｍＬ供试药剂与
９ｍＬ融化的培养基混匀，倒入无菌培养皿中制成培养基平
面。培养基凝固后，在每个培养基平面放入１个供试菌菌饼
（直径为５ｍｍ），使菌饼带菌丝的一面贴在培养基表面，每个
处理３次重复。培养７２～９６ｈ后，用十字交叉法测定供试菌
菌落生长直径，按公式（２）计算抑制率。

菌落直径（ｍｍ）＝测定菌落平均直径－５．０ｍｍ； （１）

菌丝生长抑制率＝对照菌落直径－处理菌落直径
对照菌落直径

×１００％。

（２）
２　结果与分析

２．１　菌株发酵液各萃取相对植物病原菌的抑制作用
由表１可见，内生菌发酵液各萃取相在５０ｍｇ／ｍＬ浓度

下对这８种植物病原菌都有一定的抑制作用，其中，石油醚相
对辣椒疫霉菌的抑制率最高，为 ６８．２７％，其次是小麦赤霉
菌，抑制率５８．３５％；乙酸乙酯相对番茄灰霉菌的抑制率最
高，为９８．２６％，其后依次是辣椒疫霉菌、马铃薯晚疫病菌、小

麦赤霉菌、棉花枯萎菌、梨黑斑病菌、苹果黑星病菌、苹果炭疽

菌，抑制率分别为 ９３．１３％、８６．２８％、７１．６０％、６８．８５％、
５８７２％、５６．３９％、５２．５４％；正丁醇相除梨黑斑病菌、辣椒疫
霉菌和苹果炭疽菌外，对其他５种植物病原菌的抑制作用非
常明显，其中对番茄灰霉菌抑制率最高，为９５．６５％，然后依
次是小麦赤霉菌８７．４６％、马铃薯晚疫病菌８０．９０％、苹果黑
星病菌７８．５８％、棉花枯萎菌 ７８．２０％；水相对马铃薯晚疫病
菌和番茄灰霉菌的抑制作用较为明显，抑制率分别为

６９５２％和６７．１２％。总体分析，乙酸乙酯相的抑制作用最明
显，对这８种植物病原菌的抑制率都超过５０％，正丁醇相对５
种植物病原菌的抑制率都超过５０％，说明发酵液的抑菌活性
代谢产物主要集中在乙酸乙酯相和正丁醇相中，后续的研究

中，应主要从这两相中分离抗植物病原菌活性成分。

２．２　菌株菌丝体提取物各萃取相对植物病原菌的抑制作用
由表２可见，内生菌发酵的菌丝体各萃取相在５０ｍｇ／ｍＬ

浓度下对这８种植物病原菌都有一定的抑制作用。石油醚相
对这８种植物病原菌抑制率作用均小于５０％；乙酸乙酯相对辣
椒疫霉菌的抑制作用最强，抑制率为９６．５２％，其后依次是马铃
薯晚疫病菌、棉花枯萎菌、番茄灰霉菌、苹果黑星病菌、小麦赤

霉菌，抑制率分别为 ９１．２９％、８９．８８％、７５．２４％、７３．７４％、６８．
２５％；正丁醇相对马铃薯晚疫病菌的抑制作用最强，抑制率为
７９．３８％，其次是番茄灰霉菌，抑制率为６９．１８％，而对梨黑斑病
菌和苹果炭疽菌有微弱的促进生长的作用；水相对马铃薯晚疫

病菌有一定的抑制作用，抑制率为６３．２１％，对梨黑斑病菌和苹
果炭疽菌有微弱的促进生长的作用。菌丝体各萃取相中乙酸

乙酯相的抑制植物病原菌的作用最明显，对其中的６种病原菌
的抑制率都大于５０％，而其他萃取相的抑菌作用都弱于发酵
液各萃取相，有的有一定的促进作用。

表１　内生菌发酵液各萃取相对病原菌菌丝生长的抑制率

供试菌种
抑制率（％）

石油醚相 乙酸乙酯相 正丁醇相 水相

梨黑斑病菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｋｉｋｕｃｈｉａｎａ） ３．２１ ５８．７２ １０．２９ ２．５０
马铃薯晚疫病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ） ２６．３３ ８６．２８ ８０．９０ ６９．５２
苹果黑星病菌（Ｖｅｎｔｕｒｉａｉｎａｅｑｕａｌｉｓ） ２６．２４ ５６．３９ ７８．５８ ６．８５
小麦赤霉菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ） ５８．３５ ７１．６０ ８７．４６ ３０．２１
苹果炭疽菌（Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｃｉｎｇｕｌａｔｅ） １．９８ ５２．５４ ６．３５ ６．２８
棉花枯萎菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ） ２０．６３ ６８．８５ ７８．２０ ４５．３８
番茄灰霉菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ） １７．２３ ９８．２６ ９５．６５ ６７．１２
辣椒疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ） ６８．２７ ９３．１３ ２３．５６ ８．９５

表２　内生菌菌丝体各萃取相对病原菌菌丝生长的抑制率

供试菌种
抑制率（％）

石油醚相 乙酸乙酯相 正丁醇相 水相

梨黑斑病菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｋｉｋｕｃｈｉａｎａ） １７．２９ ３６．３２ －１０．６５ －９．８２
马铃薯晚疫病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ） １０．２９ ９１．２９ ７９．３８ ６３．２１
苹果黑星病菌（Ｖｅｎｔｕｒｉａｉｎａｅｑｕａｌｉｓ） ２０．４２ ７３．７４ ３８．３３ １２．４９
小麦赤霉菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ） ２１．２１ ６８．２５ ３８．２６ ３６．３８
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棉花枯萎菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ） ３８．６０ ８９．８８ ４０．２４ ２１．５５
番茄灰霉菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ） １９．８４ ７５．２４ ６９．１８ ４２．１２
辣椒疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ） ４４．２８ ９６．５２ ２３．５７ １１．６５
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３　结论与讨论

内生菌发酵液各萃取相在５０ｍｇ／ｍＬ浓度下对供试的８
种植物病原菌都有一定的抑制作用，其中石油醚相对辣椒疫

霉菌的抑制率最高，为６８．２７％；乙酸乙酯相对番茄灰霉菌的
抑制率最高，为９８．２６％；正丁醇相对番茄灰霉菌的抑制率最
高，为 ９５．６５％；水相对马铃薯晚疫病菌的抑制率最高，为
６９．５２％。乙酸乙酯相的抑制作用最明显，对这８种植物病原
菌的抑制率都超过５０％，正丁醇相对５种植物病原菌的抑制
率均超过５０％。

菌丝体各萃取相在５０ｍｇ／ｍＬ浓度下对供试的８种植物
病原菌的抑制作用都相对弱于发酵液各萃取相。石油醚相对

这８种植物病原菌抑制率作用均小于５０％；乙酸乙酯相对辣
椒疫霉菌的抑制作用最强，抑制率为９６．５２％；正丁醇相对马
铃薯晚疫病菌的抑制作用最强，抑制率为７９．３８％，而对梨黑斑
病菌和苹果炭疽菌有微弱的促进生长的作用；水相对马铃薯晚

疫病菌有一定的抑制作用，对梨黑斑病菌和苹果炭疽菌有微弱

的促进生长的作用。菌丝体各萃取相中乙酸乙酯相的抑制植

物病原菌的作用最明显，对其中的６种病原菌的抑制率大于
５０％，而其他各萃取相的抑菌作用都弱于发酵液各萃取相。

植物体内广泛存在着具有抗菌活性的菌株，它们对病原

真菌、细菌等引起的植物病害有着不同程度的防治作用［７］，

通过不同的生防机制，使植物免受或减轻危害，有的还对植物

生长有促进作用。植物内生菌生长在植物组织细胞间隙，其

中部分内生菌能够产生与宿主相关的活性成分［２］。高雯芳

等研究发现四合木提取物对部分病菌的生长表现出较强的抑

制作用［４，８］。胡佳续等从四合木茎叶石油醚提取物中分离出

了抗虫活性成分［９］。试验结果表明，四合木内生菌发酵产物

对植物病原菌有一定的抑制作用，在发酵液中乙酸乙酯相和

正丁醇相的抑菌效果最佳，菌丝体中乙酸乙酯相抑菌效果最

佳，说明抑菌活性代谢产物主要在发酵液中乙酸乙酯相和正丁

醇相及菌丝体的乙酸乙酯相中，因此，进一步的研究可以集中

在这些部分，从中分离纯化获得单体化合物，研究各个单体化

合物的抑菌活性，寻找具有抗植物病原真菌活性的次生代谢产

物，可将内生真菌用于生物防治或作为对环境无害农药的一个

新来源，同时对四合木这一濒危植物的保护具有重要意义。
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