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苦皮藤内生真菌中杀虫杀菌活性物质的初步研究
Ξ

兰　琪,姬志勤,顾爱国,师宝君,吴文君
(西北农林科技大学 农药研究所,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　对杀虫植物苦皮藤植株中的内生真菌进行了研究。从苦皮藤根中和侧枝中分别分离得到 24株和

15株内生真菌,其中表皮层 10株,韧皮部 27株,木质部 2株。对分离出的菌株进行液体培养,并对其发酵产物进行

了杀虫和杀菌活性测定。以生物活性追踪为指导,对杀虫和杀菌成分分别进行了制备薄层分离和柱层析分离。生物

活性测定结果表明,只有 1B 菌株菌丝体的丙酮粗提物对 3龄粘虫有毒杀作用,在 500 Λg ömL 浓度处理下, 24 h 后

的死亡率为 85. 3% ; 在 500 ΛgömL 浓度处理下, 1L , 2B 和 5J 3个菌株的发酵液和菌丝体粗提物对番茄灰霉病菌、

小麦赤霉病菌、苹果炭疽病菌和玉米小斑病菌表现出了不同程度的抑制菌丝生长活性; 其菌丝体粗提物对番茄灰

霉病菌、玉米小斑病菌和烟草赤星病菌有明显的抑制孢子萌发作用,在盆栽试验中,对小麦白粉病和黄瓜霜霉病的

盆栽防效均在 50%以上;从 1B 菌株中分离到 1个杀虫化合物 1B24;从 1L 菌株中分离出 3个杀菌化合物 1L 23, 1L 2
6和 1L 28,其中 1L 26杀菌活性最高。
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　　苦皮藤 (Celastrus ang u la tus M ax ) 是卫矛科

(Celast rceae)南蛇藤属 (Celastrus)的一种多年生木

质藤本植物[1 ]。吴文君等从 1980年开始对苦皮藤进

行了多学科的系统研究,发现苦皮藤有 4 类生物活

性,即对昆虫的拒食、麻醉、毒杀活性和对某些病原

菌的杀菌活性。他们从苦皮藤的根皮和叶子中分离

出 20多个杀虫活性化合物,从其果实中分离出 3个

杀菌活性化合物; 开发研制的 0. 2%苦皮藤素乳油

已取得农药临时登记,投入批量生产,该制剂的原料

是苦皮藤的根皮。虽然苦皮藤在我国分布广泛,贮量

丰富,但采挖野生苦皮藤根皮,会对植被造成某种程

度的破坏,不符合我国目前的“退耕还林,封山育林”

的政策。苦皮藤人工栽培生长周期长 (3～ 4年) ,且

会受地域及气候等条件的制约。因此,要持续地规模

化生产苦皮藤制剂,途径有 2 条: 一是化学合成,但

由于苦皮藤素结构复杂,目前乃至今后很长一段时

间还难以实现;二是生物合成,特别是利用微生物发

酵,即利用从苦皮藤中分离出的相关内生真菌取代

苦皮藤,来大规模生产以苦皮藤素为有效成分的植

物杀虫剂,这是一条极具潜力,而且在短期内可以实

现的有效途径。为此,本研究所自 1999年以来开展

了此项研究,现将初步研究结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1　供试昆虫、病原菌和植物　 (1)供试昆虫。粘

虫 (M y th im na sep a ra ta) ,室内以玉米苗或小麦苗长

期累代饲养。(2)供试病原菌。番茄灰霉病菌 (B otry 2
tis cinerea) ,小麦赤霉病菌 (G ibberella z eae) ,辣椒疫

霉病菌 ( P hy top h thora cap sici ) , 苹果炭疽病菌

(G lom erella cing u la ta ) , 玉米小斑病菌 (B ip ola ris

m ay d is) ,烟草赤星病菌 (A lterna ria a lterna ta) ,黄瓜

霜霉病菌 (P seud op eronosp ora cubensis)和小麦白粉

病菌 (B lum eria g ram in is)。(3)盆栽植物。黄瓜,品种

为长春密刺;小麦,品种为辉县红。

1. 1. 2　主要试剂与仪器　 (1)试剂。薄层层析硅胶

GF 254 (60 型) ,柱层析硅胶 (0. 051～ 0. 074 mm ) ,均

由青岛海洋化工厂生产。(2)仪器。薄层自动铺板器,

重庆南岸新力实验电器厂产品;薄板自动点样器,瑞

士CAM A G 公司产品; 高效液相色谱仪,美国W A 2
T ER S公司产品。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　内生真菌的分离　取新鲜苦皮藤根、茎和侧
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枝, 自来水冲洗后用体积分数 75%酒精漂洗 3～ 5

m in,以无菌水冲洗 3～ 4次,再用 0. 1%的升汞漂洗

10～ 30 s,最后以无菌水冲洗 5次。

在消毒过的根、茎和侧枝上分别取其表皮、韧皮

部和木质部, 在超净工作台上切割成约 0. 5 cm×

0. 5 cm 的小片, 分别置于马铃薯葡萄糖培养基

(PDA )、Czapek 培养基、水琼酯培养基及苦皮藤煎

汁培养基平板上,在 24～ 26 ℃下避光培养。3～ 7 d

后,待平板上的样品边缘外有菌丝长出后,对不同菌

株进行分离纯化。采用组织印迹法进行灭菌效果的

检验,灭菌不合格的分离结果不能使用。

1. 2. 2　液体培养及活性成分的提取　液体培养采

用改良的M ID 培养液,于 25～ 27 ℃的摇床上培养

7 d。发酵产物以双层纱布过滤,滤液以氯仿萃取,菌

丝体以丙酮提取。

1. 2. 3　杀虫活性测定　对所分离的 39株内生真菌

进行液体发酵,并对发酵后的菌丝体和发酵液的粗

提物进行杀虫活性筛选。将 39株内生真菌的 78个

样品配成 500 ΛgömL 液,进行胃毒作用和触杀作用

生测。以 3龄粘虫幼虫为试虫,胃毒活性测定采用载

毒叶碟定量饲喂法,触杀活性测定采用毛细管点滴

法[2 ]。

1. 2. 4　杀菌活性测定　将 39株内生真菌的菌丝体

和发酵液的粗提物共 78 个样品配成 500 ΛgömL

液,测定其对番茄灰霉病菌、小麦赤霉病菌、苹果炭

疽病菌、辣椒疫霉病菌、玉米小斑病菌的菌丝生长抑

制作用及孢子萌发抑制作用。(1)离体生测。采用抑

制菌丝生长速率法及抑制孢子萌发法[2, 3 ]。 (2)盆栽

试验保护作用测定。先在盆栽作物 (黄瓜、小麦)上喷

药, 24 h 后再接种病原菌。 (3)治疗作用测定。先在

保湿条件下接种供试病原菌, 24 h 后再喷药处理。

接种病原菌 7 d 后,按照黄瓜霜霉病和小麦白粉病

的分级标准,调查病情指数并计算防治效果。

1. 2. 5　有效成分的分离　 (1)杀虫活性成分的分

离。将 6 000 mL 的 1B 菌株发酵产物中的菌丝体滤

出,在通风橱中吹干,丙酮提取 3次。合并提取液,浓

缩得粗提物 543 m g,取 200 m g 用于分离。采用薄层

层析 (TL C )分析, 筛选出的合适展开剂为V 甲苯∶

V 乙酸乙酯∶V 二氧六环= 75∶20∶5,再经薄层 (P re2TL C)

制备,将 4条谱带刮下,甲醇洗脱得 4个组分。(2)杀

菌活性成分的分离。将 8 000 mL 1 L 菌株发酵产物

经丙酮提取 3次,合并提取液,浓缩得粗提物 9. 6 g。

采用湿法装柱,将 200 g 硅胶装入 4 cm×80 cm 层

析柱中,取粗提物 8. 5 g 上样。以V 石油醚∶V 乙酸乙酯=

98∶2～ 50∶50淋柱,流速为 6 mL öm in,每 250 mL

收集 1份,收集 11份后以 500 mL 甲醇清柱。浓缩

得 12个馏分,将其配成 500 ΛgömL 浓度,以番茄灰

霉病菌为指示菌,采用抑制菌丝生长速率法测定其

活性。对活性最高的馏分进行高效液相色谱分离。经

流动相选择试验,发现以V 甲醇∶V 水∶V 四氢呋喃= 75∶

20∶5作为流动相可达到基线分离。考虑到所选馏

分含量较少,故选择反相半制备柱进行分离。色谱条

件: C18 柱, 0. 9 cm ×30 cm , 10 Λm; V 甲醇∶V 水∶

V 四氢呋喃= 75∶20∶5; 2. 5 mL öm in; UV 为 229 nm。

进样量 200 ΛL ,浓度 100 göL。

2　结果与分析

2. 1　内生真菌的分离结果

　　从不同地点采集的苦皮藤植株中共分离到 39

株内生真菌。其中从苦皮藤根中分离到 24株,从侧

枝中分离到 15 株,从茎中未分离到内生真菌,可见

从根中分离到的菌株数最多;从表皮层、韧皮部和木

质部得到的菌株数分别为 10, 27 和 2 株,可见从韧

皮部中分离到的菌株数最多。

2. 2　内生真菌发酵产物的杀虫活性

78 个样品 500 ΛgömL 液的胃毒作用生测结果

表明, 只有 1B 菌株菌丝体的丙酮粗提物对粘虫有

胃毒作用,试虫取食载毒叶片后没有明显的兴奋症

状, 试虫侧位曲身, 不活动, 24 h 后死亡率为

85. 3%。所有内生真菌发酵液的三氯甲烷萃取物对

粘虫均无作用。触杀作用生测结果表明,所有样品对

3龄粘虫无触杀作用。

2. 3　内生真菌发酵产物的杀菌活性

2. 3. 1　离体试验结果　78个样品 500 ΛgömL 液的

离体试验结果表明, 1L , 2B 和 5J 3个菌株的发酵液

和菌丝体粗提物对 5种病原菌均表现出了一定的抑

制菌丝生长活性; 1L , 2B 和 5J 3个菌株的菌丝体粗

提物对番茄灰霉病菌、玉米小斑病菌和烟草赤星病

菌均表现出一定的抑制孢子萌发作用,具体结果见

表 1和表 2。

进一步测定 3株内生真菌发酵产物的丙酮粗提

物对 5种供试菌抑制菌丝生长的毒力。结果 (表 3)

表明, 1L , 2B 和 5J 3株内生真菌发酵产物的丙酮粗

提物,都有较强的抑制菌丝生长的活性。特别是 2B ,

对番茄灰霉病菌、小麦赤霉病菌、玉米小斑病菌、苹

果炭疽病菌和烟草赤星病菌的抑制中浓度 (EC 50)分

别为 3. 39, 5. 33, 14. 43, 10. 65 和12. 56 ΛgömL (表

3)。
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表 1　1L , 2B 和 5J 菌株发酵液和菌丝体粗提物对菌丝生长的影响

T able 1　Effects of ferm entat ion p roducts of 1L , 2B and 5J stra in on m ycelium grow th

供试样品
T ested samp les

菌丝生长抑制率ö% Inh ib it ion rate of m ycelium grow th

小麦赤霉菌
G ibberella

z eae

玉米小斑菌
B ip ola ris

m ay d is

番茄灰霉菌
B otry tis
cinerea

苹果炭疽菌
G lom erella
cing u la ta

辣椒疫霉菌
P hy top h thora

cap sici

1L 发酵液
1L ferm en tation filtrate 98. 6 100. 0 100. 0 67. 0 14. 7

1L 菌丝体粗提物
1L m ycelium ex tract

71. 8 100. 0 81. 2 76. 2 27. 7

2B 发酵液
2B ferm en tation filtrate 70. 9 100. 0 62. 6 56. 8 75. 2

2B 菌丝体粗提物
2B m ycelium ex tract

78. 1 100. 0 100. 0 81. 7 46. 1

5J 发酵液
5J ferm en tation filtrate

98. 6 100. 0 96. 1 72. 4 73. 9

5J 菌丝体粗提物
5J m ycelium ex tract

71. 8 94. 5 96. 0 74. 8 34. 1

表 2　1L , 2B 和 5J 菌株菌丝体粗提物对孢子萌发的影响

T able 2　Effects of m ycelium extracts of 1L , 2B and 5J stra in on spo re germ ination

供试样品
T ested samp les

孢子萌发抑制率ö% Inh ib it ion rate of spo re germ ination

番茄灰霉菌
B otry tis cin trea

玉米小斑菌
B ip ola ris m ay d is

烟草赤星菌
A lternaria a lterna ta

1L 粗提物
1L m ycelium ex tract

72. 8 77. 9 68. 7

2B 粗提物
2B m ycelium ex tract

83. 6 84. 0 72. 7

5J 粗提物
5J m ycelium ex tract

75. 6 83. 1 71. 5

表 3　1L , 2B 和 5J 菌株菌丝体粗提物抑制菌丝生长的毒力

T able 3　Toxicity of m ycelium extracts of 1L、2B and 5J stra in inh ib it ing m ycelium grow th

供试样品
T ested
samp les

EC50ö(Λg·mL - 1)

小麦赤霉菌
G ibberella

z eae

玉米小斑菌
B ip ola ris

m ay d is

番茄灰霉菌
B otry tis
cinerea

苹果炭疽菌
G lom erella
cing u la ta

烟草赤星菌
A lternaria
a lterna ta

1L 粗提物
1L m ycelium ex tract

13. 00 46. 08 6. 47 44. 16 15. 74

2B 粗提物
2B m ycelium ex tract 5. 33 14. 43 3. 39 10. 65 12. 56

5J 粗提物
5J m ycelium ex tract

512. 52 27. 41 41. 67 319. 22 38. 50

表 4　1L , 2B 和 5J 菌株菌丝体粗提物对小麦白粉病的防治效果

T able 4　Effectiveness of m ycelium extracts of 1L , 2B and 5J stra in against B lum eria g ram in is and

P seud op eronosp ora cubensis disease %

供试样品
T ested samp les

小麦白粉病B lum eria g ram in is 黄瓜霜霉病 P seud op eronosp ora cubensis

保护作用
P ro tective

efficacy

治疗作用
T herapeu tic

efficacy

保护作用
P ro tective

efficacy

治疗作用
T herapeu tic

efficacy

1L 粗提物
1L m ycelium ex tract

68. 2 84. 2 68. 5 72. 6

2B 粗提物
2B m ycelium ex tract

82. 5 66. 8 72. 5 55. 8

5J 粗提物
5J m ycelium ex tract 60. 6 77. 6 - -

2. 3. 2　盆栽试验结果　从表 4可知,在 500 ΛgömL

浓度下, 3 株内生真菌发酵产物的丙酮粗提物对小

麦白粉病均有不同程度的保护和治疗作用,防效均

在 60%以上,其中 1L 和 5J 的粗提物对小麦白粉病

的治疗作用稍大于保护作用; 而 2B 的粗提物对小

麦白粉病的保护作用较强。1L 和 2B 2株内生真菌
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发酵产物的丙酮粗提物对黄瓜霜霉病均有不同程度

的保护和治疗作用,防效均在 50%以上,其中 1L 的

粗提物对黄瓜霜霉病的保护作用和治疗作用相当;

2B 的粗提物对黄瓜霜霉病的保护作用较强。

2. 4　有效成分的分离结果

2. 4. 1　杀虫活性成分的分离结果　分离出杀虫活

性成分 1B 21 (84 m g) , 1B 22 (35 m g) , 1B 23 (19 m g)和

1B 24 (25 m g) 4个组分。经杀虫活性生物测定, 1B 24

对 3龄粘虫具有胃毒杀虫活性。

2. 4. 2　杀菌活性成分的分离结果　杀菌活性成分

分离得到 12个馏分,其对番茄灰霉病菌菌丝生长的

抑制作用见表 5。

表 5　柱层析馏分对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用

T able 5　Effects of co lum n ch rom atography fractions on m ycelium grow th of B otry tis cinerea

馏分编号
F raction N o.

净重öm g
N et w eigh t

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

馏分编号
F raction N o.

净重öm g
N et w eigh t

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

1 625 35. 4 7 1 450 96. 7

2 125 1. 7 8 228 94. 7

3 208 2. 4 9 216 55. 7

4 310 0 10 380 71. 9

5 428 0 11 412 54. 7

6 325 43. 1 12 890 70. 3

　　从表 5可以看出,第 7～ 12 号 6 个馏分均有杀

菌活性, 但以馏分 7 的杀菌活性最强, 而且量也较

多。因此,将馏分 7再进行高效液相色谱分离制备。

色谱图及切割收集见图 1。

图 1　7号馏分的高效液相色谱分离图

F ig. 1　Separation graph of fraction 7 by H PL C

　　从图 1 可知, 分离得到 1L 21～ 1L 28 共 8 个组

分,在 500 ΛgömL 浓度下,以番茄灰霉病菌为指示

菌, 采用抑制菌丝生长速率法活性追踪, 结果见表

6。

表 6　反相半制备组分对番茄灰霉病菌的菌丝生长作用

T able 6　Effects of R P2H PL C sem i2p reparat ion fractions on m ycelium grow th of B otry tis cinerea

馏分编号
F raction N o.

净重öm g
N et w eigh t

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

馏分编号
F raction N o.

净重öm g
N et w eigh t

抑制率ö%
Inh ib it ion rate

1L 21 11 90. 6 1L 26 192 92. 7

1L 22 22 38. 4 1L 27 173 90. 6

1L 23 173 40. 8 1L 28 66 72. 4

1L 24 66 43. 8 杂质 Impurity 56 30. 5

1L 25 35 91. 2
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　　表 6 表明, 1L 21 杀菌活性达 90. 6% ,但样品不

纯且量太少; 1L 25, 1L 26 和 1L 27 的杀菌效果明显,

均达到 90%以上,且从图 1可以看出, 3个组分为同

一色谱峰切下; 1L 22, 1L 23 和 1L 24 的杀菌活性较

差,图 1 显示 3 个组分为同一色谱峰切下; 1L 28 的

杀菌活性中等。

3　讨　论

植物内生真菌 (P lan t endophyt ic fungi)是在寄

主植物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[4 ]。目前,国内外关于内生

真菌的研究与开发主要集中在医药领域,其标志性

成果是 1993年 Stierle 从太平洋红豆杉 (T ax us bre2
v if olia )的树皮中分离到 1 株产紫杉醇的内生真菌

——安德烈紫杉菌 (T ax om y ces and reanae)。利用安

德烈紫杉菌生产抗癌新药紫杉醇的专利已转让给

Cytoclonal公司,其工业化生产指日可待[5 ]。国内外

关于内生真菌在农药领域的研究与开发尚处于起步

阶段,报道极少。迄今国内外仅见 4篇关于内生真菌

产生杀虫活性物质的报道[6～ 9 ], 2篇关于内生真菌产

生杀菌活性物质的报道[10, 11 ] ,因此值得深入研究与

开发。本研究结果表明,苦皮藤植株中内生真菌的种

类相当丰富,显示了该植物中内生真菌的多样性。特

别有价值的是,所分离的一些内生真菌的液体发酵

产物有很高的生物活性,这充分说明从内生真菌的

次生代谢产物中寻找农药活性物质的思路是可行

的,这为新型活性化合物的筛选提供了一条很好的

途径。再加上植株中的内生真菌多种多样,产生的次

生代谢产物也非常丰富,因此内生真菌的研究空间

极大,从中发现高活性的新化合物的可能性也很大。

通常情况下,内生真菌可产生与寄主植物相同

或相似的次生代谢物质,如从红豆杉植物中分离到

产紫杉醇的内生真菌[5 ] ,从长春花植物中分离到产

长春花新碱的内生真菌等[12 ]。但也有一些内生真菌

可产生与寄主植物不同的活性成分,如从美登木的

老叶中分离到产抗癌活性的物质——球毛壳甲素

A ,但它不是美登木素的内生真菌 (球毛壳菌)。本研

究的初衷是分离到产生杀虫活性物质苦皮藤素的内

生真菌,但其中分离到了 1 株产生杀虫活性物质的

内生真菌,其产生的杀虫活性物质不是苦皮藤素的

类似物; 另外分离到了 3 株产生杀菌活性物质的内

生真菌。这也充分证明了内生真菌不一定产生与寄

主植物相同的活性物质,说明内生真菌与寄主植物

关系多种多样,其自身生长因受微环境的影响,次生

代谢产物非常丰富。

传统的真菌菌种分类地位的鉴定是采用经典的

形态学方法,即结合菌落形态和孢子、分生孢子梗着

生状态等进行鉴定。有的内生真菌在人工培养基上

不产生有性或无性孢子[13 ] ,不产孢菌株占总菌株数

的比例平均高达 41. 3% [14 ] ,这些不产孢菌株是无法

用经典形态学方法进行鉴定的。为了克服现行研究

方法带来的缺陷,对内生真菌 (也有其他真菌)的鉴

定开始采用分子生物学技术,如采用 IT S 序列分析

技术鉴定从棕榈树中分离到的内生真菌[15 ]。本研究

分离到的 1B , 1L , 2B 和 5J 4 株内生真菌中, 仅 2B

在 PSA 培养基上产孢, 初步鉴定为镰刀菌属

(F usa rium p rolif enaf um ) ,其余 3 株经各种方法诱

导均不产生孢子,因而无法采用经典的形态学方法

鉴定其分类地位,这几株产生活性物质的内生真菌

有待于进一步鉴定。
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P relim inary study on the in sect icid ica l and fung icid ica l com ponen ts

of endophyt ic fungu s in Celastrus ang u la tus

LAN Qi, J I Zh i-q in , GU A i-guo, SH I Bao- jun ,W U W en - jun
( Institu te of P esticid e S cience,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T ak ing PDA as separa t ing cu ltu re m edium , 24 and 15 stra in s of endophyt ic fungi w ere sepa2
ra ted from the roo ts and tw igs of Celastrus ang u la tus, respect ively. In these st ra in s, 10, 27 and 2 stra in s

w ere separa ted from the ep iderm is, ph loem and xylem of the p lan t, respect ively. T he in sect icidal and fungi2
cidal act ivit ies of their ferm en ta t ion p roducts w ere exam ined, and the act ive ingredien ts w ere sep reated by

p 2TL C and H PL C. T he resu lts of in sect icid ica l b ioassay indica ted that on ly the acetone ex tract of 1B stra in

m ycelium exh ib ited po isonou s act ivity, and had a mo rta lity of 85. 3% again st the 3rd in star larvae of

M y th im na sep a ra ta at the concen tra t ion of 500 ΛgömL. By m ean s of m ycelium grow th ra te, the acetone ex2
t racts of m ycelium of 1L , 2B , and 5J st ra in s had a certa in degree fungicid ica l act ivity again st B otry tis

cinerea , G ibberella z eae, P hy top h thora cap sici, G lom erella eing u la ta ,B ip ola ris m ay d is,A lterna ria a lterna ta at

the concen tra t ion of 500 ΛgömL , and exh ib ited modera te act ivity again st B otry tis cinerea ,B ip ola ris m ay d is,

A lterna ria a lterna ta in the test of spo re germ inat ion. T he resu lts of po t test ind ica ted that the acetone ex2
t racts of 1L , 2B and 5J stra in exh ib ited mo re than 50% of p ro tect ive and therapeu t ic eff icacy again st

B lum eria g ram in is disease and P seud op eronosp ora cubensis disease at the concen tra t ion of 500 ΛgömL. A n

in sect icid ica l componen t 1B 24, th ree fungicid ica l componen ts 1L 23, 1L 26 and 1L 28 w ere iso la ted from the

acetone ex tracts of the m ycelium of 1B and 1L stra in by b ioassay2gu ided separa t ion.

Key words: Celastrus ang u la tus; p lan t endophyt ic fungi; b ioact ive componen ts; in sect icidal p lan ts
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