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苦皮藤内生真菌Hd3 菌株的研究
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　　[摘　要 ]　从新鲜苦皮藤根韧皮部分离筛选到1 株内生真菌, 编号为H d3。生测结果表明, 当质量浓度为50. 0

m gömL 时, H d3 菌株菌丝乙酸乙酯提取物对 3 龄粘虫、小菜蛾的胃毒活性分别为 100% 和 26. 67% ; 盆栽法处理中,

当质量浓度为44. 0 m gömL 时, H d3 菌株菌丝乙酸乙酯提取物对小麦蚜虫的杀虫活性为94. 11%。选用硅胶柱层析

和反相半制备高效液相色谱切割分离, 从H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯提取物中得到 1 个杀虫活性物质H 4. 5, 经波谱

数据分析, 化合物H 4. 5 的结构为2, 32二甲氧基252甲基苯酚。通过形态特征、培养特性等方面的研究, 将H d3 菌株初

步鉴定为曲霉属 (A sp erg illus spp. )环绕亚属 (Subgen. G irum d ati)真菌。
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　　杀虫植物苦皮藤 (Celastrus ang u la tus M ax. )属

卫矛科南蛇藤属多年生木质藤本植物。姬志勤等[1 ]

研究发现, 苦皮藤中富含二氢沉香呋喃倍半帖类及

生物碱类化合物, 并分离到20 多种对农林害虫有毒

杀作用的杀虫活性成分, 进一步成功开发出苦皮藤

素制剂。由于苦皮藤中杀虫活性化合物含量甚微, 结

构复杂, 人工合成十分困难。同时, 苦皮藤植物生长

周期较长 (3～ 4 年) , 人工栽培成本高, 而野生资源

的大规模采挖势必会破坏生态平衡, 这使苦皮藤素

制剂的大规模生产受到资源限制。因此, 研究苦皮藤

杀虫活性成分的新来源显得尤为重要。基于某些植

物内生真菌能产生与宿主相同或相似的活性成

分[2 ] , 西北农林科技大学农药研究所从 2001 年开始

对苦皮藤的内生真菌进行研究, 从中分离出 1 株产

生杀虫活性和 3 株产生杀菌活性的内生真菌, 并从

编号为 2B 的活性菌株内分离到 3 个环肽类抗菌化

合物[324 ]。

本研究采集不同生态环境下的苦皮藤样品, 对

苦皮藤中的内生真菌进行进一步筛选, 得到 1 株编

号为H d3 的产杀虫活性物质的内生真菌菌株, 并对

其有效成分进行了较为系统的研究, 同时对H d3 菌

株的种属地位进行了初步鉴定。现将研究结果报道

如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株来源　H d3 菌株从新鲜的苦皮藤根韧

皮部分离得到。分离方法: 取采自陕西杨凌的新鲜苦

皮藤根组织, 用自来水冲洗干净后, 参照曹理想等[5 ]

的方法进行表面消毒。将处理过的样品在超净工作

台上切割成 1 mm ×10 mm 的小片, 置于PDA 平板

上, 24～ 26 ℃条件下避光培养。3～ 5 d 后, 待平板上

样品边缘有菌丝长出, 然后经分离、纯化后转接到

PDA 斜面上培养, 备用。

1. 1. 2　供试昆虫　人工饲养的3 龄粘虫 (M y th im na

sep a ra ta W alker)、3 龄小菜蛾 (P lu tella xy lostella )

和小麦蚜虫 (主要种类为麦长管蚜M acrosip hum

avenae)。

1. 1. 3　主要仪器　恒温双层摇瓶机、制备型高效液

相色谱仪、B ruken R PX300 核磁共振仪、X4 型显微

熔点测定仪 (温度未校正)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　H d3 菌株菌丝体提取物的制备　 (1) H d3

菌株的液体培养。在250 mL 的三角瓶中装入100～

125 mL 马铃薯液体培养基, 封口, 灭菌。待冷却后用

接种针挑取少量H d3 菌落接种于培养瓶中, 置于恒
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温摇床上, 在 180～ 200 röm in、26～ 30 ℃条件下培

养6～ 7 d。

(2)H d3 菌株发酵产物的提取。发酵终止后, 发

酵产物用4 层纱布过滤, 菌丝体自然挥干后, 用组织

捣碎机捣碎, 用石油醚、乙酸乙酯和甲醇分别回流提

取3 次, 每次2 h, 用旋转蒸发器去除溶剂, 分别获得

菌丝体石油醚、乙酸乙酯和甲醇粗提物。

1. 2. 2　杀虫活性测定　 (1) 对3 龄粘虫和小菜蛾的

活性测定。触杀活性: 采用点滴法[6 ]。将50. 0 m gömL

的H d3 菌丝体粗提物丙酮溶液用 1 ΛL 微量毛细管

点滴器点滴试虫的前胸背板, 观察试虫的中毒反应。

胃毒活性: 采用载毒叶碟定量饲喂法[6 ]。挑选蜕皮1

d 以内的3 龄粘虫幼虫, 置于直经5 cm 培养皿中, 每

皿1 虫, 饥饿8 h。将H d3 菌丝体粗提物以丙酮配成

50. 0 m gömL 的溶液, 用微量毛细管点样器将 1 ΛL

样品溶液均匀涂布于0. 5 cm ×0. 5 cm 小麦叶片上,

即得载毒叶片。每处理10 头试虫, 每虫饲喂1 片载毒

叶片。以丙酮点滴叶片作对照。记录试虫的症状表

现, 计算24 h 后的死亡率。

(2) 对小麦蚜虫的活性测定。点滴法: 同 1. 2. 2

(1) (微量毛细管点滴器容积为0. 032 ΛL )。浸叶法:

将 H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物配成 44. 0

m gömL 的丙酮溶液, 采集带蚜虫的小麦叶片, 毛笔

仔细剔除不合要求的个体, 将蚜虫连同叶片一并浸

入药液3～ 5 s 后取出, 用吸水纸吸去多余药液, 以丙

酮溶液作对照, 重复4 次。饲养24 h 后检查死亡率。

盆栽法: 将H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物配

成乳油, 用清水稀释成 44. 0 m gömL , 对有蚜虫危害

的盆栽小麦作喷雾处理, 以不含样品但其他成分相

同的乳油作为对照, 每处理1 盆, 重复4 次。分别于处

理前和处理24 h 后调查活蚜虫数。

1. 2. 3　杀虫活性成分的分离　取H d3 菌株菌丝体

乙酸乙酯浸膏10. 8 g, 用少许乙酸乙酯溶解。选用层

析柱 (40 mm ×700 mm ) , 以粒径为40～ 50 Λm 的硅

胶作为吸附剂, 甲苯湿法装柱, 甲苯和乙酸乙酯混合

液 (V (甲苯)∶V (乙酸乙酯) = 75∶25) 为洗脱剂, 流

速 6 mL öm in, 等体积收集洗脱液 (100 mL ) , 共收集

56 份, 薄层检测合并相同流分后得9 个流分。对活性

较高的流分NO. 7 (0. 974 g) , 选用C18 色谱柱 (20. 0

mm ×250 mm , 10 Λm ) , 以甲醇- 水- 乙腈混合液

(V (甲醇)∶V (水)∶V (乙腈) = 60∶50∶10) 为流动

相, 流速8 mL öm in, 检测波长为 210 nm (UV ) , 进行

反相高效液相制备分离, 得化合物H 4. 5。

1. 2. 4　杀虫活性成分的结构鉴定　对分离得到的

化合物经质谱 (M S)、核磁共振氢谱 (1H NM R ) 、碳

谱 (13C NM R ) 等光谱数据分析, 并与化合物标准图

谱对比, 确定其结构。

1. 2. 5　H d3 菌株鉴定　采用形态学方法, 观察H d3

菌株菌落性状及菌丝、分生孢子、产孢结构等的形

态, 参考文献[ 728 ]的分类方法, 初步确定H d3 菌株

的种属地位。

2　结果与分析
2. 1　H d3 菌株菌丝体粗提物的杀虫活性

　　H d3 菌株菌丝体粗提物对3 龄粘虫的杀虫活性

测定结果见表1。由表1 可知, H d3 菌株菌丝体乙酸

乙酯粗提物对 3 龄粘虫有很强的胃毒活性, 24 h 其

对3 龄粘虫的胃毒活性为100% ; 3 种溶剂粗提物对3

龄粘虫的触杀作用均不明显。
表 1　H d3 菌株菌丝体不同溶剂粗提物

对 3 龄粘虫的杀虫活性

T able 1　R esu lts of the insecticidal activity of

m ycelium extracts against the 3rd

larvae of M y th im na sep ara ta

H d3 菌株菌丝体粗提物
M ycelium ex tract of H d3 strain

杀虫活性ö%
Insecticidal activity

胃毒
Stom ach
po ison

触杀
Contact
po ison

石油醚提取物 Petro leum ether ex tract 0. 00 0. 00

乙酸乙酯提取物 E thyl acetate ex tract 100. 00 25. 00

甲醇提取物M ethano l ex tract 5. 00 0. 00

　　H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物对3 龄小菜蛾

和小麦蚜虫的杀虫活性测定结果见表2。从表2 可以

看出, H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物对小菜蛾和

小麦蚜虫均有不同程度的毒杀作用, 其中盆栽法处

理中, H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物对小麦蚜虫

的杀虫活性高达94. 11%。
表 2　H d3 菌株菌丝体乙酸乙酯粗提物对小菜蛾

和小麦蚜虫的杀虫活性
T able 2　 Insecticidal activity of ethyl aceta te ex tracts

against P lu tella xylo stella and M acrosip hum avenae

供试昆虫
Insect

测定方法
T est m ethod

杀虫活性ö%
Insec2
t icidal

activity

小菜蛾
P lu tella

xy lostella

点滴法
Top ical app lication test 11. 54

载毒叶碟法
T he leaf disk test 26. 67

小麦蚜虫
M acrosip hum

avenae

点滴法
Top ical app lication test 55. 00

浸叶法 L eaf2dip test 75. 93

盆栽法 Po t test 94. 11

2. 2　化合物H 4. 5 结构鉴定

化合物 H 4. 5 为橙色片状结晶, m. p. 49～
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51 ℃。ES I2M S m öz: 167 [M 2H ]- , 169 [M + H ]+ ,

191[M + N a ]+ , 359 [ 2M + N a ]+ , 说明其分子质量

为168。H 4. 5 的红外光谱显示有下列特征吸收峰: 羟

基3 210 cm - 1; 饱和碳氢2 965 cm - 1, 2 876 cm - 1; 苯

环1 605 cm - 1, 1 580 cm - 1, 1 500 cm - 1。

在化合物H 4. 5 的1H NM R 谱中, 观察到∆6. 65

( d, J = 2. 0 H z) , ∆6. 96 (d, J = 2. 0 H z) , ∆3. 68 (s) ,

∆3. 70 (s) , ∆2. 29 ( s) 和 ∆6. 21 (s) 6 组峰, 共 12 个质

子, 6. 21 处的质子在加D 2O 后消失, 说明其为活波

质子。13C NM R 谱, D EPT 谱给出了 ∆158. 72 (C ) ,

∆146. 15 (C ) , ∆159. 93 (C ) , ∆104. 34 (CH ) , ∆129. 97

(C) , ∆108. 96 (CH ) , ∆52. 54 (CH 3) , ∆56. 60 (CH 3) 和

∆21. 02 (CH 3)共9 个碳原子 (表3)。
表 3　化合物H 4. 5 的NM R 数据

T able 3　NM R data of compound H 4. 5

碳原子位置
Po sit ion of

carbon
　1H NM R 　13C NM R

1 158. 72
2 146. 15
3 159. 93
4 6. 65 (d, J = 2. 0 H z) 104. 34
5 129. 97
6 6. 96 (d, J = 2. 0 H z) 108. 96

22OCH 3 3. 68 (s) 52. 54
32OCH 3 3. 70 (s) 56. 60
52CH 3 2. 29 (s) 21. 02
12OH 6. 21 (s)

　　以上波谱数据和文献 [ 9210 ]报道的 2, 32二甲

氧基252甲基苯酚波谱数据一致, 可确定化合物H 4. 5

为2, 32二甲氧基252甲基苯酚, 其结构见图1。

图 1　化合物H 4. 5 的结构式

F ig. 1　M o lecu lar structu res of H 4. 5

2. 3　H d3 菌株的初步鉴定

2. 3. 1　形态特征　H d3 菌株菌丝较细、有隔, 分生

孢子头球形 (图2) , 直径12. 5 Λm , 分生孢子梗直立,

生自气生菌丝, 孢梗径光滑, 顶囊近球形, 全部表面

可育, 偶有小顶囊存在, 仅顶部可育; 产孢结构双层,

分生孢子球形或近球形, 壁光滑。

图 2　H d3 菌株的分生孢子形态

F ig. 2　Pycn idium and con idium of stra in H d3

2. 3. 2　培养特征　H d3 菌株在查氏琼脂培养基上

25 ℃条件下, 培养7 d 直径20～ 25 mm , 培养10～ 14

d 直径 30～ 40 mm ; 质地絮状, 厚度中等, 中央稍隆

起; 分生孢子结构中部较密, 边缘较稀; 颜色为浅黄

色至奶油色, 渗出液少, 黄色; 稍具霉味; 菌落反面初

为浅黄色, 后变为红褐色, 中央颜色较深, 分泌浅黄

绿色可溶性色素。

H d3 菌落在PDA 培养基上25 ℃条件下, 培养7

d 直径22～ 27 mm , 培养10～ 14 d 直径35～ 44 mm ;

2 d 后产生大量产孢结构, 颜色黄褐色; 有大量无色

或黄色的渗出液; 菌落反面深红褐色, 分泌大量黄褐

色可溶性色素。

据文献[ 728 ]和H d3 菌株的形态特征和培养特

性, 将 H d3 菌 株 定 为 半 知 菌 亚 门, 曲 霉 属

(A sp erg illus spp. ) 环绕亚属 (Subgen. C irum d a ti)

真菌。

3　讨　论

从苦皮藤内生真菌H d3 菌株菌丝体代谢产物

中分离得到的化合物H 4. 5 为2, 32二甲氧基252甲基

苯酚, 为首次从微生物代谢产物中分离得到的天然

产物, 也是首次证明其有明显杀虫活性。

菌株的鉴定一般采用形态特征、生物学特征及

分子生物学鉴定相结合的办法, 而本研究对H d3 菌

株只进行了形态学方面的鉴定, 未进一步观察其有

性世代的产孢结构及孢子形态。因此, 要确定H d3

菌株的准确归属地位, 还应从生物学特征和分子生

物学特征两方面进行更深入的研究。
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Stud ies on the endophyt ic fungu s H d3 st ra in of Celastrus ang u la tus
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2 Colleg e of A g ricu ltu re, S ichuan A g ricu ltu ra l U niversity , Y aπan, S ichuan 625014, Ch ina)

Abstract: Endophyt ic fungu s H d3 stra in w as iso la ted from the ph loem of the roo t of Celastrus

ang u la tus. T he resu lts of b ioassay indica ted the ethyl aceta te ex tract of the endophyt ic fungu s H d3 stra in

m ycelium had stom ach tox icity again st the 3rd in star larvae of M y th im na sep a ra te and P lu tella xy lostella at

the concen tra t ion of 50. 0 m gömL , and the mo rta lit ies w ere 100% and 26. 67% respect ively. T he ex tract

had a mo rta lity of 94. 11% again st M acrosip hum avenae at the concen tra t ion of 44. 0 m gömL in the po t

test. A n act ivity compound H 4. 5 w as iso la ted from the ex tracts by p 2TL C and H PL C. O n the basis of

spectra l techno logy　1H NM R , 13C NM R and M S, the st ructu re of H 4. 5 w as iden t if ied as 2, 32dim ethoxy252
m ethyl pheno l. Based on its mo rpho logica l, cu lt iva t ion and physio logica l characterist ics, st ra in H d3 w as

iden t if ied as A sp erg illus spp.

Key words: Celastrus ang u la tus; endophyt ic fungu s; 2, 32dim ethoxy252m ethyl pheno l; in sect icidal

act ivity
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Study on the occu rence and p reven t ion of roo t kno t nem atode of

ba lloon flow er in Shang luo, Shaanx i

TANG Yang-xuan 1, ZHANG Hui2

(1 B iolog ica l M id icine E ng ineering D ep artm en t of S hang luo, S hang luo, S haanx i 726000, Ch ina;

2 M id icine E ng ineering D ep artm en t of Y ang ling V ica tiona l and T echn ica l Colleg e, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he occu rence ra te of roo t kno t nem ata le of ballon flow er and its living su rroundings and the

harm it does in Shangluo , Shaanx i w ere invest iga ted. R esu lts show that roo t kno t nem atode of balloon

flow er, m ain ly living in sandy so il, is w idesp read in Shangluo , Shaanx i, w ith 6. 45% to 44. 6% p lan ts

infected. Bu t chem ical m edicam en t p roduces bet ter con tro lling resu lts on it than p lan t pow der.

Key words: roo t kno t nem atode of balloon flow er; occu rence law ; living su rrounding; test of p reven t ion
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