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摘要: 菌株 L j20是从健康辣椒植株分离得到的一株有抗真菌活性的植物内生放线菌, 为了进一步

明确其生物防治潜力, 利用大孔吸附树脂、离心薄层层析以及柱层析等技术对 Lj20代谢产物中的

抗真菌活性物质进行了分离和提纯, 并采用生长速率法测定了其代谢产物对黄瓜灰霉病菌的抑制

作用,同时在温室中对 L j20发酵液粗提物的防病效果进行了试验。从 Lj20代谢产物中分离得到

一个抗真菌活性物质, 该化合物对黄瓜灰霉病菌具有较强抑制作用, EC50值为 174. 94mg /L; 500

mg /L Lj20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病的防治效果达 62. 5%; 经鉴定其化合物结构为 3, 5-二叔

丁基 - 4-羟基 -苄基甲醚。结果表明,放线菌 L j20有进一步开发和利用的价值。
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Abstract: Endophytic actinomycete L j20 w ith antifungal activ ity w as iso lated from hea lthy capsicum

plants. In order to determ ine its po tentia l applicat ion in bio log ical contro,l the antifungal act iv ity sub-

stance w as separa ted and purified from metabo lites of L j20 by themeans o fmacroporous abso rb ing resin,

centrifugal th in layer chromatography and co lumn chromatography. The inhibitory efficacy o fL j20metab-

olites onBotry tis cinerea Persw as a lso studied by means o f the inh ib ition rate ofmyce lium grow th in vitro

and the contro l efficacy in the greenhouse. The results show ed that the structure of a compound iso lated

from the L j20 metabolitesw as ident ified as 3, 5-d-i ter-t buty-l 4-hydroxybenzy lmethy l ether by ana lysis o f

IR ( infrared spectroscopy) and
1
H-NMR ( pro ton nuclearmagnetic resonance spectroscopy) spectroscop-

ic data. Th is compound ind icated the inh ibition e ff icacy onB. cinerea in vitro w ith the EC50 was 174. 94

mg /L. In addition, the contro l e ff icacy of crude extracts from L j20 fermen tation on B. cinerea reached

62. 5% at the concentration o f 500mg /L in the greenhouse experiments, ind icat ing that th is endophytic

actinomycete L j20 had a potential value for further explo itat ion and ut ilization.
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� � 化学防治是控制植物病害的有效途径, 但存在

病原菌抗药性、环境与食品安全、药害等许多实际问

题,一些化学杀菌剂在许多发达国家和地区已严格

限制使用
[ 1- 2]
。而与环境友好的生物农药越来越受

到重视,并已广泛使用,成为农业可持续发展的重要

组成部分
[ 3 ]
。源于微生物次生代谢产物的农用抗

生素因具有环境兼容性好、高效、无残留、易分解等

优点已倍受青睐
[ 4]
。然而, 目前我国已获得农药登

记的农用抗生素仅 10余种,远远不能满足农业生产

的需要
[ 5- 6]
。

植物内生菌分布广泛、生防性能好,已成为植物

病害生物防治的重要来源
[ 7 - 9 ]
。放线菌是微生物中

的重要类群,种类多、代谢功能各异, 可产生多种有

益的代谢产物
[ 10 - 12]

, 从微生物中发现的大约 8 000

种生物活性物质中近 70%是由放线菌产生的, 其生

防潜力已成为人们关注的焦点
[ 13 - 15]

。目前,对黄瓜

灰霉病菌 Botry tis cinerea Pers具有拮抗作用的放线

菌的分离筛选研究已有一些报道, 如汪倬等
[ 16]
采用

平板对峙培养,筛选出对黄瓜灰霉病菌具有一定拮

抗作用的放线菌菌株; 张武岗等
[ 17 ]
研究表明,放线

菌 19G-317菌株发酵产物对供试 22种植物病原菌

菌丝生长均有不同程度的抑制作用。

邢鲲等
[ 18]
从辣椒根茎结合部位分离得到内生

放线菌 Lj20,马林等
[ 19- 20 ]

鉴定该菌株为娄彻氏链霉

菌 S trep tomyces rochei, 并用气相色谱 - 质谱联用

( GC-MS)检测其代谢产物中的抗真菌活性成分,结

果表明,放线菌 Lj20的代谢产物中含有多种抗真菌

活性物质,但其活性组分尚未见报道。为此,本试验

从 L j20发酵液中进一步分离纯化得到单一活性组

分,并对其进行抑菌活性测定和化学结构分析,同时

在温室中进行了 L j20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病

的防病效果试验。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试菌株: 植物内生放线菌 L j20和黄瓜灰霉

病菌 B. cinerea,均由山西农业大学植物病理实验室

提供。

供试植物:黄瓜津杂 2号,天津市蔬菜黄瓜研究

所提供。

供试药剂: 70%嘧霉胺 ( pyrimethanil)水分散粒

剂,山东东泰农化有限公司; 2%多抗霉素 ( polyox in)

可湿性粉剂,农德利生物科技有限公司。

化学试剂:甲醇、石油醚、乙酸乙酯、丙酮等均为

分析纯。

主要仪器:硅胶 GF254柱层析硅胶、薄层层析

硅胶,青岛海洋化工厂; 制备型 LBC-1离心薄层层

析仪, 北京青云卓立精密设备有限公司; Thermo

IR200傅立叶变换红外光谱仪, ThermoN ico let公司;

BrukerAC-P200型核磁共振仪, 德国 Bruker公司; 工

农 - 16型手动喷雾器,上海工农喷雾器厂。

1. 2 抑菌活性物质的提取和结构鉴定

参照邢鲲等
[ 18]
的方法, 发酵液用多层纱布过

滤, 20 � 、6 000 r/m in离心 15m in, 取上清液。用 D-

101大孔树脂振荡吸附提取,然后用无水乙醇洗脱,

洗脱液经旋转蒸发得黄褐色粗提物, 粗提物再用制

备型 LBC-1离心薄层层析仪, 依次用石油醚、乙酸

乙酯、甲醇 3种洗脱液进行多次梯度洗脱分离富集,

最后上硅胶柱用石油醚 �乙酸乙酯 = 4 �1( v �v )梯

度洗脱得到其中 1种淡黄色结晶物 ( JT1)。结晶物

红外光谱图用傅立叶变换红外光谱仪分析,
1
H-

NMR谱图用核磁共振仪分析, 同时结合薄层层析和

测定熔点的方法,与马林等
[ 20]
合成的化合物 3, 5-

二叔丁基 - 4-羟基 -苄基甲醚对比。

1. 3 L j20代谢产物的抑菌活性测定

1. 3. 1 发酵液粗提物对灰霉病菌孢子萌发的影响

采用悬滴法
[ 2]
,将粗提物分别稀释成最终浓度

为 10、25、50mg /mL,配成的孢子悬浮液浓度为每视

野孢子数 100个左右, 取 50 �L滴于凹玻片上,以不

加粗提物的孢子悬浮液作对照, 28 � 恒温保湿培

养, 每隔 4 h用光学显微镜观察孢子的萌发情况, 观

察 24 h, 每处理重复 5次。孢子萌发标准为芽管长

至超过孢子直径的一半, 统计病菌孢子的萌发率和

抑制率。

1. 3. 2 代谢产物对灰霉病菌菌丝生长的影响

发酵液粗提物、淡黄色结晶物、多抗霉素、嘧霉

胺分别用少量甲醇溶解, 用无菌水以等比数列稀释

为 40、80、160、400和 800mg /L 5个浓度,将稀释液

与 PDA培养基
[ 20 ]
按 1 �9混匀, 接种黄瓜灰霉病菌

块作为指示菌,加入等体积的无菌水 (含少量甲醇 )

为对照。以多抗霉素和嘧霉胺为农用抗生素与化学

杀菌剂进行对比。在 25 � 条件下恒温培养, 当对照

菌落直径长至大于平皿直径 2 /3而小于全皿时, 用

直尺采用十字交叉法测量供试病菌在不同浓度含药
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培养基上的菌落直径, 重复 3次, 求其平均值, 计算

各药剂处理对菌落扩展的生长抑制率, 并采用回归

分析法对试验数据进行分析,计算毒力回归方程式、

EC50值和 95%置信限。

1. 3. 3 温室防治试验

试验于 2008年在山西农业大学附近的塑料大

棚内进行,共设 4个处理,每处理 4次重复,共 16个

小区。小区区组随机排列, 小区面积 15m
2
, 各小区

采取 5点取样法, 每点随机取样 10株。黄瓜于

2008年 11月 9日育苗, 2008年 12月 18日定植,行

距 �株距为 100 cm � 30 cm, 施药期为盛果期。用丙

酮配置浓度为 100 g /L的粗提物溶液, 再用清水和

吐温 - 80稀释至浓度为 500mg /L,均匀喷雾到黄瓜

植株上,设对照杀菌剂 70%嘧霉胺水分散粒剂 1000

倍液、2%多抗霉素可湿性粉剂 200倍液, 以清水为

空白对照。于施药前 ( 2月 14日上午 )调查发病基

数,并用工农 - 16型手动喷雾器进行第 1次施药,

分别于 2月 21日和 2月 28日进行第 2次和第 3次

施药, 之后 7天 ( 3月 7日 )调查病情,计算病情指数

和防治效果。

分级标准、病情指数和防治效果计算按照农业

部农药检定所�农药田间药效试验准则一�[ 21 ]。黄
瓜灰霉病的分级标准: 0级:无病斑; 1级: 残留花发

病; 3级: 果脐部发病; 5级:病斑长度占果实的 10%

以下; 7级:病斑长度占果实的 11% ~ 25%; 9级:病

斑长度占果实的 26%以上。

数据用 DPS 3. 01统计软件进行方差分析和多

重比较,并采用 Duncan氏新复极差法对防治效果进

行差异显著性分析。

2 结果与分析

2. 1 L j20发酵液代谢产物的抑菌活性

孢子萌发测定结果表明, L j20发酵液粗提物在

浓度为 10、50mg /mL时对黄瓜灰霉病病原菌孢子萌

发抑制率分别为 59. 8%和 72. 7% (表 1 )。生长速

率法测定表明,发酵液粗提物和纯化得到的结晶物

JT1都能有效抑制黄瓜灰霉病病原菌菌丝的生长,

抑制作用随粗提物浓度增加而明显增强,粗提物和

结晶物 JT1的 EC50分别为 382. 54mg /L和 174. 94

mg /L (表 2)。可见发酵液粗提物能有效抑制黄瓜

灰霉病病原菌孢子萌发,从而使病菌失去侵染能力,

而且 L j20发酵液粗提物对病原菌菌丝生长的抑制

作用明显优于对孢子萌发的抑制作用, 结晶物 JT1

是 Lj20发酵液中的抗真菌活性物质。

表 1 Lj20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病

病原菌孢子萌发的影响

Tab le 1 E ffect o f rude ex tracts from L j20 ferm entation

on spore germ ination ofBo try tis cinerea

处理 (mg /mL)

T reatm ent

黄瓜灰霉病病原菌孢子萌发

Conidial germ ination ofB. cinerea

萌发率 (% )

G erm ination rate

抑制率 (% )

Inhibition ra te

10 34. 9 � 0. 9 B 59. 8� 1. 8

25 22. 8 � 1. 6 C 66. 7� 1. 2

50 16. 1 � 1. 9 D 72. 7� 1. 3
对照 Contro l 86. 7 � 1. 8 A

� � 注: 数据后不同大写字母表示差异极显著 ( P < 0. 01)。

No te: The letters ind icate the significant differences atP < 0. 01 leve.l

表 2 Lj20代谢产物对灰霉病病原菌菌丝生长的抑制作用

Tab le 2 Inhibition effects o f L j20 m etabo lites on myce lium grow th ofBo try tis cinerea

处理 �

T reatm ent�

毒力回归方程

Regression equa tion

抑制中浓度 (mg /L)

EC50

95%置信限 (m g /L )

95% FL

粗提取物 Rude extracts Y= 2. 0336+ 1. 1486x 382. 54 303. 23~ 482. 59

结晶物 JT1Crysta l JT 1 Y= 2. 3885+ 1. 1644x 174. 94 139. 11~ 219. 98

多抗霉素 Po lyoxin Y= 1. 8631+ 1. 1503x 533. 45 423. 00~ 672. 75

嘧霉胺 Pyrmi ethanil Y= 2. 7667+ 1. 0370x 142. 42 110. 11~ 184. 22

2. 2 黄瓜灰霉病的温室防治效果

结果显示, L j20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病的

防治效果为 62. 5% , 而对照药剂 2%多抗霉素可湿

性粉剂 200倍液的防治效果仅为 51. 8% (表 3)。表

明 L j20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病有较好的防治

效果。方差分析和多重比较结果显示, L j20发酵液

粗提物和 70%嘧霉胺水分散粒剂 1 000倍液处理的

防治效果差异不显著 ( P > 0. 01)。说明 L j20发酵
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表 3 Lj20发酵液粗提物对黄瓜灰霉病的防治效果

Table 3 The con tro l efficacy of rude extracts from ferm entation on cucumber g ray m old in the g reenhouse

处理

Trea tment

施药前病情指数

D isease index before treatm ent

施药后病情指数

D isease index a fter trea tment

防治效果 (% )

Control efficacy

多抗霉素 Po lyox in 1. 1� 0. 3 7. 5 � 0. 2 B 51. 8 � 0. 6

嘧霉胺 Pyrmi ethan il 1. 3� 0. 1 6. 5 � 0. 3 C 69. 6 � 0. 9
粗提物 Rude extracts 1. 2� 0. 2 7. 4 � 0. 3 B 62. 5 � 0. 5

CK 1. 2� 0. 1 18. 9 � 0. 6 A

� � 注:数据后不同大写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。Note: T he letters indicate the sign ificant differences atP < 0. 01 leve.l

液的粗提物能有效地防治黄瓜灰霉病, 有进一步开

发利用的价值。

2. 3 淡黄色结晶物 ( JT1)的波谱分析

化合物为淡黄色结晶体, 熔点 99. 5 � 。1
H-

NMR:含有 5种不同位移的 H, 1. 43924 ( 18H, 叔丁

基上 H ), 3. 40046 ( 3H, 醚键甲基上 H ), 4. 34321

( 2H, 亚甲基上的 H ), 5. 19474 ( 1H,羟基上的 H ),

7. 13985 ( 2H, 苯环上的 H )。5种 H面积比值为

18�2. 96�1. 98�0. 95�2. 01,其比值接近 18�3�2�1
�2, 1

H-NMR谱图与 3, 5- 二叔丁基 - 4-羟基苄基

甲醚结构相符。 IR: 3 539. 63、2 954. 8、1 233. 64

cm
- 1
分别来源于 O-H、C-H和酚中 C-O伸缩振动的

吸收峰; 1 192. 17 cm
- 1
来源于芳环中 C-H的面内弯

曲振动; 868. 66、773. 27 cm
- 1
来源于芳环中 C-H的

面外弯曲振动; 1 092. 63 cm
- 1
来源于醚键 C-O-C的

不对称伸缩振动的吸收峰, 强度大。
1
H-NMR和 IR

谱图数据与马林等
[ 20]
报道的用化学合成方法合成

的 3, 5- 二叔丁基 - 4- 羟基苄基甲醚结构谱图数

据相符,而且分离提纯的淡黄色结晶物与 3, 5 -二

叔丁基 - 4-羟基苄基甲醚合成物混合后再测定熔

点不变,薄层层析显示有相同的迁移率 R f值。上述

结果说明分离提纯的淡黄色结晶物为 3, 5-二叔丁

基 - 4-羟基苄基甲醚。

3 讨论

色谱分离法是发酵液中活性物质分离提取的普

遍方法, Harindran等
[ 22]
采用薄层层析成功地从

S trep tomycetes CDR IL-312发酵液中提纯了大环内酯

类抗真菌物质 HA-1-92;王昌禄等
[ 23 ]
采用大孔吸附

树脂对发酵液中香兰素进行分离提取, 得到白色针

状香兰素结晶; Ko itabashi等
[ 24]
采用硅胶柱以正己

烷 - 乙烷为流动相成功地从真菌菌株 Kyu-W 63

发

酵液浓缩液中分离出 2种脂溶性抗真菌组分 PTF

和 PDF。利用大孔吸附树脂可以较快地从大量发酵

液中提取和富集活性物质, 所以本试验先使用了大

孔树脂进行吸附提取。柱层析分离过程中样品的杂

质越小,分离效果越好, 在柱层析分离之前先用离心

薄层层析仪纯化样品,再用柱层析分离,最终取得较

好的分离效果。本试验分离所得化合物,经红外光

谱和核磁共振分析确定为 3, 5- 二叔丁基 - 4 -羟

基苄基甲醚,与马林等
[ 20]
研究结果相符。

L j20菌株的菌体和代谢产物对番茄灰霉病菌、

番茄早疫病菌等多种病原真菌都有很好的抑制作

用
[ 18- 20]

。本试验结果表明, L j20发酵液粗提物对

田间黄瓜灰霉病具有较好的防治作用, L j20发酵液

中活性物质对黄瓜灰霉病菌菌丝生长和孢子萌发均

有较好的抑制作用, 而其作用机制还有待进一步

研究。
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