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　　摘要：为研究委内瑞拉链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３发酵液中具有杀线虫活性的脂溶性化学成分，利用
薄层层析、柱层析、高效液相色谱等技术对其活性成分进行分离与纯化，以南方根结线虫二龄幼虫为靶标进行活性跟

踪，通过 ＨＲＭＳ、１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ等现代波谱技术，鉴定其结构为邻苯二甲酸二丁酯（ｄｉｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，简称
ＤＢＰ）。进一步检测ＤＢＰ对９种植物病原真菌和３种细菌的抑菌活性发现，该化合物对粉红聚端孢菌（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ
ｒｏｓｅｕｍ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）也具有抑制作用。
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　　根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｓｐｐ．）是我国乃至世界农业生产
上影响最大的一类线虫病害，严重影响蔬菜、水果和其他各种

农林作物的生产［１］。目前针对线虫病害的高效化学农药如

涕灭威、溴甲烷等因环境安全问题陆续被禁用或被限制使用，

因此寻找替代高效低毒、低残留的有效杀线虫剂成为当今世

界的研究热点。放线菌中以链霉菌属产生的生物活性物质最

多，如阿维菌素是灰色链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）发酵产
生的大环内酯类抗生素［２］，已被证明具有高效广谱杀线虫活

性。尼可霉素是从唐德链霉菌（Ｓｔ．ｔｅｎｄａｅ）的发酵液中分离的
一种核苷肽基抗生素［３］，含有２０多个组分，很多组分有活性，
可以有效防治线虫，且对动物、蜜蜂和植物安全。梅岭霉素是

由南昌链霉菌（Ｓｔ．ｎａｎｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ）产生的十六元大环内酯类
抗生素，与阿维菌素母核一致［４］，具有广谱杀虫活性，尤其对

小杆线虫具有非常好的活性，只需要５ｍｇ／Ｌ即可达１００％的

致死率［５］。

委内瑞拉链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３菌株
（ＺＬ２００８１００１０４６５．Ｘ）是本研究团队前期研究发现的高效杀
线虫菌株，其代谢物对大豆胞囊线虫（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ）、南
方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）、北方根结线虫（Ｍ．ｈａｐ
ｌａ）的二龄幼虫均具有较高的生物活性［６－７］。李玲玉等通过

萃取操作将Ｓｎｅａ２５３的发酵液分为水溶性和脂溶性２部分，
并从水溶性部分中分离纯化得到具有杀线虫活性的氨基糖类

化合物［８］。本研究采用薄层层析、柱层析、高效液相色谱等

技术从Ｓｎｅａ２５３发酵液中分离纯化具有杀线虫活性的脂溶性
化合物，通过ＨＲＭＳ、１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ等现代波谱技术进行
结构解析，并进一步检测该化合物对农业常见致病菌的抑制

活性，为该菌株的产业化生产奠定理论研究基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌株　委内瑞拉链霉菌（Ｓ．ｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ）Ｓｎｅａ２５３
菌株，已经获得国家发明专利授权（ＺＬ２００８１００１０４６５．Ｘ）［６］。
由沈阳农业大学北方线虫研究所提供。

１．１．２　供试病原菌　真菌：粉红聚端孢菌（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍｒｏ
ｓｅｕｍ）、番茄灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、茄腐镰孢（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ）、白头翁叶斑病菌（Ａｓｃｏｃｈｙｔａａｎｅｍｏｎｅｓ）、人参黑斑病菌
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｐａｎａｘ）、番茄早疫病菌（Ａｌｔｅｒｎａｉａｓｏｌａｎｉ）、玉米大斑
病菌（Ｓｅｔｏｓｐｈａｅｒｉａｔｕｒｃｉｃａ）、辣椒疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）、
向日葵菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ），均由沈阳农业大学
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植物保护学院真菌课题组提供。

细菌：恶臭假单孢杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）、丛毛单胞
菌（Ｃｏｍａｍｏｎａｓｔｅｒｒｉｇｅｎａ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉ
ｕｍ），均由沈阳农业大学北方线虫研究所提供。
１．１．３　培养基　高氏一号培养基（可溶性淀粉 ２０ｇ、ＮａＣｌ
０．５ｇ、ＫＮＯ３１．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、琼脂１５．０ｇ、纯净水１０００ｍＬ，
ｐＨ值７．１～７．３）；ＰＤＡ培养基（马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０．０ｇ、
琼脂１５．０ｇ、纯净水１０００ｍＬ）；ＮＡ培养基（牛肉膏３ｇ、蛋白
胨５ｇ、酵母浸膏１ｇ、琼脂２０ｇ、蔗糖１０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ值＝７．０）
１．１．４　主要仪器与试剂　发酵罐ＧＵＧＳ－５０（镇江东方生物
工程设备技术有限公司）；分析型高效液相色谱系统：Ｗａｔｅｒｓ
６００Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ高效液相色谱仪，以溶剂峰为内标；Ｗａｔｅｒｓ２４８７
紫外检测器；ＢｒｕｋｅｒＡｖａｎｃｅ６００ＭＨｚ核磁共振仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ
公司）；四级杆飞行时间质谱仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）。

柱层析硅胶（２００～３００目，青岛海洋化工有限公司）、甲
醇为色谱级（沈阳市新光化工厂）、石油醚和乙酸乙酯等化学

试剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　Ｓｎｅａ２５３发酵液的制备　种子液制备：将 Ｓｎｅａ２５３菌
株接种于高氏一号培养基上，置于２８℃恒温箱培养５ｄ，而后
接种于高氏一号液体培养基中，于１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃振荡培养
４８ｈ，制备种子液。

发酵液的制备：２０ｍＬ种子液接种于装液量３５Ｌ高氏一
号液体培养基的发酵罐中，于 ２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培
养 ７ｄ。
１．２．２　杀线虫活性物质的分离　发酵液预处理：３５Ｌ
Ｓｎｅａ２５３发酵液，经１００００ｒ／ｍｉｎ离心，去除菌丝体，上清液在
４０℃条件下旋转蒸发浓缩至原体积的１／５，向其中加入５倍
体积的无水乙醇，充分搅拌后置于－４℃冰箱内静止４８ｈ，滤
除沉淀取上清液，旋转蒸发浓缩。所得浓缩液经乙酸乙酯萃

取３次，合并有机层，加入无水硫酸钠，干燥过夜，抽滤除去无
水硫酸钠，并用乙酸乙酯充分洗涤，将滤液旋转蒸发去除溶剂

获得脂溶性粗提物。

活性组分分离：将粗提物用少量乙酸乙酯溶解经硅胶柱

层析分离（石油醚 －乙酸乙酯系统），薄层色谱（ｔｈｉｎｌａｙｅｒ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＴＬＣ）检测并合并，所得流分经减压浓缩
后测定活性。经柱层析获得具有杀线虫活性的流分，经 ＴＬＣ
检测，斑点少且各斑点迁移率相差较大，故采用制备型薄层层

析进一步分离纯化，展开剂为石油醚 ∶乙酸乙酯＝１０∶１。将
分离所得组分置于－２０℃保存备用，进行活性检测。
１．２．３　化合物的结构鉴定　采用高分辨质谱（ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，简称 ＨＲＭＳ）和核磁共振波谱技术，对
Ｓｎｅａ２５３杀线虫活性组分进行结构解析。

ＨＲＭＳ工作条件：扫描模式是正离子模式，ｍ／ｚ扫描范围
为５０～３０００，毛细管电压为 ４５００Ｖ，雾化器压力为
３００００Ｐａ，干燥器温度为１８０℃，流速为４．０Ｌ／ｍｉｎ。

核磁共振工作条件：样品用三氯甲烷溶解，在 Ｂｒｕｋｅｒ
Ａｖａｎｃｅ６００ＭＨｚ仪器上进行扫描，测定氢谱和碳谱，测试温
度为 ２５℃，以溶剂峰为内标，１Ｈ－ＮＭＲ谱测试谱宽为

１２３３５．５２６Ｈｚ，１３Ｃ－ＮＭＲ谱测试谱宽为３９０６２．５００Ｈｚ。
１．２．４　活性组分对南方根结线虫二龄幼虫的活性检测　准
确称取５０ｍｇ活性组分（Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１），加入０．８ｍＬ甲
醇，充分溶解后加入０．２ｍＬ吐温８０获得浓度为５０ｍｇ／ｍＬ母
液，用无菌水将母液分别稀释为浓度１～５ｍｇ／ｍＬ等５个梯
度的药液，测定其对南方根结线虫二龄幼虫的致死率和致死

中量ＬＣ５０。取洁净灭菌的贝氏小皿，加入２０条南方根结线虫
二龄幼虫，再向其中滴加３００μＬ不同浓度的药液混匀。以
１ｍＬ甲醇与吐温８０（４∶１）作为空白母液，依据对应的测试
液用无菌水稀释作为对照（ＣＫ），每个处理重复３次。２４ｈ镜
检并统计结果，计算线虫死亡率及校正死亡率。

线虫死亡率＝线虫死亡数
供试线虫数

×１００％。

校正死亡率＝处理线虫死亡率－对照线虫死亡率１－对照线虫死亡率 ×１００％。

１．２．５　Ｓｎｅａ２５３活性组分的抑菌活性测定　抑制病原真菌
的活性测定：采用菌丝生长速率法和牛津杯法。准确称取

５０ｍｇ活性组分，用０．８ｍＬ甲醇充分溶解，再加入０．２ｍＬ吐
温８０配成母液，用无菌水稀释成不同浓度的药液，以甲醇加
吐温８０的溶剂和蒸馏水为２个空白对照，分别加１００μＬ于
牛津杯内，重复３次，２８℃恒温箱中培养７２～９６ｈ，观测计量
抑菌活性。

抑制细菌的活性测定采用划线法和牛津杯法，操作方法

同上。

２　结果与分析

２．１　Ｓｎｅａ２５３发酵液活性物质的分离纯化
２５ＬＳｎｅａ２５３发酵液经离心、浓缩、醇沉、浓缩和萃取操

作共获得１．５ｇ褐色浆状物，为脂溶性粗提物。粗提物经硅
胶柱层析获得３个流分：Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ（３００ｍｇ）、Ｓｎｅａ２５３－Ⅱ
（４５０ｍｇ）、Ｓｎｅａ２５３－Ⅲ（４００ｍｇ），其中仅 Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ具有
杀线虫活性。利用薄层层析技术分析Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ，发现有２
个高含量组分，迁移率分别为０．２４、０．４９，间距相差较大，适
宜用制备薄层层析继续分离纯化。活性组分 Ｓｎｅ２５３－Ⅰ通
过制备薄层层析进一步分离，得到２个组分 Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１
（１５０ｍｇ）、Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －２（４５ｍｇ）。结果表明，Ｓｎｅａ２５３－
Ⅰ－１有明显的杀线虫活性。高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍ
ａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）检测 Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１
纯度可达９５％以上（图１），可以用于高分辨质谱和核磁共振
仪器的测定。
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２．２　Ｓｎｅａ２５３杀线虫活性组分Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的结构解析
２．２．１　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１的高分辨质谱检测　正离子模式
下，Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的高分辨质谱中［Ｍ＋Ｎａ］＋离子峰的质
核比为３０１．１４１１（理论值：３０１．１４１６）。由此可初步确定，活
性物质Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的分子式为Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４，相对分子量为
２７８ｕ（图２）。

２．２．２　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的核磁共振波谱检测结果　Ｓｎｅａ２５３－
Ⅰ－１的１３Ｃ－ＮＭＲ图谱中有 ８个碳信号，而其分子式为
Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４，因此可判断 Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１为对称结构（图３）。
其中δ１３２．２３、δ１３０．８３、δ１２８．７５为苯环碳信号；δ１６７．０１为
酯羰基碳信号；δ６５．４８为连氧亚甲基碳信号；δ３０．４９、
δ１９１０为亚甲基碳信号；δ１３．６４为甲基碳信号。相关归属
如表１所示。
　　化合物Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１的１Ｈ－ＮＭＲ图谱如图４所示。
δ７．７１６（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝６．０Ｈｚ，Ｈ－２，５）和 δ７．５２７（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
６．０Ｈｚ，Ｈ－３，４）为典型的二取代苯环上的氢信号峰；在高场

表１　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的１３Ｃ－ＮＭＲ谱数据分析结果

δＣ 归属

１６７．０１ Ｃ－７／Ｃ－１２
１３２．２３ Ｃ－１／Ｃ－６
１３０．８３ Ｃ－３／Ｃ－４
１２８．７５ Ｃ－２／Ｃ－５
６５．４８ Ｃ－８／Ｃ－１３
３０．４９ Ｃ－９／Ｃ－１４
１９．１０ Ｃ－１０／Ｃ－１５
１３．６４ Ｃ－１１／Ｃ－１６

区，δ０．９６２（６Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，Ｈ－１１，１６），该信号裂分为三重
峰，说明与亚甲基相连；δ４．３０８（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，Ｈ－８，１３）
为连氧亚甲基，裂分为三重峰，说明也与亚甲基相连。

δ１．７１９（４Ｈ，ｍ，Ｈ－９，１４）和 δ１．４４３（４Ｈ，ｍ，Ｈ－１０，１５）的２
组多重峰的亚甲基，根据其裂分情况，判断它们位于连氧亚甲

基和甲基之间（表２）。

表２　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１组分的１Ｈ－ＮＭＲ谱数据分析结果

δＨ 裂分 归属

７．７１６ ｄｄ，Ｊ＝６．０、３．０Ｈｚ Ｈ－２／Ｈ－５
７．５２７ ｄｄ，Ｊ＝６．０、３．０Ｈｚ Ｈ－３／Ｈ－４
４．３０８ ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ Ｈ－８／Ｈ－１３
１．７１９ ｍ Ｈ－９／Ｈ－１４
１．４４３ ｍ Ｈ－１０／Ｈ－１５
０．９６２ ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ Ｈ－１１／Ｈ－１６

　　依据上述 ＨＲＭＳ、１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ谱图解析结果，
经分析确定Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１化合物的结构为邻苯二甲酸二
丁酯（ＤＢＰ），结构式如图５所示。

２．３　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１活性检测结果
２．３．１　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１杀线虫活性的检测结果　以南方根
结线虫二龄幼虫为靶标进行活性检测，结果（图 ６）表明，
Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１（ＤＢＰ）在各个浓度梯度下杀线虫活性均高于
粗提物和Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ。
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２．３．２　Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ－１的抑菌活性　活性组分的抑菌试验
结果表明，在供试的９种病原真菌中，Ｓｎｅａ２５３－Ⅰ －１只对
粉红聚端孢菌（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍｒｏｓｅｕｍ）具有明显的抑制作用，
而对玉米大斑病菌等其他８种病菌均不具有明显的抑制作
用。在供试的３种细菌中，仅对巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａ
ｔｅｒｉｕｍ）具有一定的抑制作用，而对其他２种细菌无效果。

３　讨论

生物农药的开发和应用是未来农业病害防治的趋势。利

用生物活体或其代谢物杀灭或抑制农业有害生物，可以保护

生态环境，减少人畜伤害，促进农业可持续发展［９－１０］。近几

年，研究人员在微生物农药的研究与开发过程中，通过高通量

筛选获得了大量具有各种生物活性的微生物，它们的代谢物

所表现的高活性通常是多种化合物的协同作用［１１］，因此分离

纯化代谢物中的重要活性成分并明确化学结构是生物农药开

发和利用过程中的重点研究方向。它不仅可以指导代谢调控

的方向，更重要的是可以从中发现新型农药合成的先导化合

物，为绿色农药的开发提供结构基础。

委内瑞拉链霉菌 Ｓｎｅａ２５３是一株高效杀线虫菌株，我们
期望通过基因组调控使其产生大量高活性物质，提高活性和

稳定性，进而将其开发为可商品化的生物农药。因此在前期

的研究中，李玲玉等从 Ｓｎｅａ２５３发酵液的水溶性组分中分离
纯化得到具有杀线虫活性的氨基糖类化合物，明确了水溶性

组分中的有效成分［８］。而本研究侧重于对脂溶性组分中有

效成分的探索，首次从 Ｓｎｅａ２５３发酵液的脂溶性组分中分离
并得到兼具杀线虫活性和抑菌活性的化合物，该化合物的结

构通过高分辨质谱仪（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ，简称
ＨＲＭＳ）和 核 磁 共 振 （ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，简 称
ＮＭＲ）［１２］进行鉴定，确定其结构为邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）。

目前，国内外已经报道了有关微生物产邻苯二甲酸二丁

酯（ＤＢＰ）的研究，Ｒｏｙ等研究表明，链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｉｄ
ｏｆｌａｖｕｓ）３２１．２产生的ＤＢＰ对Ｇ＋细菌、Ｇ－细菌及Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ
ｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ、Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｐａｌｌｅｓｃｅｎｓ等真菌均具
有较强的抑制作用［１３］。马桂珍等从海洋放线菌 ＢＭ－２菌株
分离的ＤＢＰ对禾谷镰刀菌具有较强的抑制作用［１４］。刘伟等

从海洋小链霉菌ＤＹ２７４１的代谢产物中分离获得的ＤＢＰ对金
黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ）和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）具有抑制作用［１５］。研究结果表明，ＤＢＰ本身有较好的抑
菌活性。

本研究从Ｓｎｅａ２５３中分离获得的 ＤＢＰ不仅具有一定的
抑菌活性同时还具有一定的杀线虫活性，最重要的是其化学

结构具有衍生化和改变结构的发展潜力，为活性基团的修饰

提供很好的结构基础，可作为先导化合物进行杀线虫农药的

合成。本研究结果为Ｓｎｅａ２５３发酵液作为杀线虫生物农药的
研发奠定了化学结构的基础，相关的研究工作仍在进行中。
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