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冬青卫矛内生放线菌 YDG17菌
株发酵液抑菌活性研究

杨春平,  韩小美,  韩江涛,  王群利,  吴文君*

(西北农林科技大学 农药研究所, 陕西 杨凌 712100)

摘  要:从冬青卫矛植株中筛选得到一株内生链霉菌 YDG17,其发酵液对多种植物病原真菌有较

强的抑制作用。室内生物测定结果表明, YDG 17菌株发酵液对供试的 11种植物病原真菌菌丝生

长均有一定的抑制作用,其中对小麦赤霉病菌 Fusa rium gram inea rum、番茄灰霉病菌 Fu lv ia fu lvum

和番茄早疫病菌 Alterna ria so lani的抑制作用最强, EC50值分别为 259. 98、336. 13和 100. 72mg /L;

对供试的 3种植物病原真菌孢子萌发也均有一定的抑制作用,其中对番茄灰霉病菌孢子萌发的抑

制作用最强, EC50值为 87. 84 mg /L。离体子叶法测定结果表明, 发酵液原液对番茄灰霉病的保护

效果为 97. 62% ,治疗效果为 79. 63%。盆栽试验结果表明,发酵液原液对番茄灰霉病的保护效果

为 71. 34% ,治疗效果为 64. 23%。捷克八溶剂系统纸色谱测定结果表明, 该发酵液的主要活性物

质为碱性水溶性抗生素。选用弱酸性离子交换树脂吸附法对 YDG 17发酵液活性成分进行了初步

分离,并对其活性馏分进行 ESI-M S /M S分析,表明其活性物质主要为链丝菌素类化合物, 该类化

合物为首次从植物内生菌中分离得到。
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AntifungalActivity of the Ferm entation Broth from

Endophytic Streptomyces sp. YDG17 ofEuonymus japon icus

YANG Chun-p ing,  HAN X iao-me,i  HAN Jiang- tao,  WANG Qun-l,i  WU W en-jun
*

( In stitu te o f Pestic ide Science, No rthw est A & F Un iversity, Yang ling 712100, Shaanxi P rov ince, China )

Abstract: A stra in o f endophy tic Streptom yces sp. YDG 17 w as iso lated from the roo t o f Euonymu s

japonicu s. The result of b ioa ssay ind icated tha t the myce lia l grow th o f 11 species o f p lan -t pathogenic

fungus could be inh ibited in vitro by the bro th o f YDG17, and the va lue o f EC50 against Fusa rium

g ram inea rum , Bo tryt is cinerea and A lterna ria so lani w ere 259. 98, 336. 13 and 100. 72 mg /L,

respectiv ely. The spo re germ ination o f 3 species o f p lan-t pathogen ic fungus could a lso be inhibited by

the bro th o f YDG17, and the value o f EC50 in the spo re germ inat ion tests aga inst B. cinerea w as

87. 84m g /L. The results also show ed that the pro tective eff icacy and curative ef f icacy o f the undiluted

ferm entation products againstB. cinerea w ere 97. 62% and 79. 23% on detached cucum ber leaves, and

w ere 71. 34% and 64. 23% on po tted cucum ber p lan ts, respect ive ly. B y comparing w ith the curve s o f

classical ant ib io tics in D oskochilova sy stem, the act iv e ing red ients in the ferm enta tion w ere identif ied as
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alka line and w ater so lub le compounds. The bro th o fYDG 17 w as iso lated by w eak ac id cation resin and

the active fraction w as identif ied as som e strep to thric ins by ES I-M S /M S.

K ey words: Euonymus japonicu s; plant endophyte; fung icida l act iv ity; strepto thric in

  从微生物次生代谢产物中筛选农用抗生素是
新农药研究与开发的一个重要途径。迄今为止,

土壤微生物一直是天然抗生素最主要的来源之

一。近年来为拓展产生新型抗生素的微生物资

源, 内生菌的研发受到广泛的关注。植物内生菌

是生长在健康植物组织内的一类特殊微生物, 它

们不仅可以促进植物生长、增加植物抗逆性, 还可

以产生丰富的次生代谢产物, 是天然抗菌素的又

一资源库。对植物内生菌活性代谢产物的研究起

步较晚, 1993年 Strobe l等
[ 1]
从短叶红豆杉 Taxus

brevifo lia 中分 离到 能产 紫杉 醇的 内生 真菌

Taxom yces andreanae后, 植物内生菌才成为天然

活性产物开发的热点。随后, 一系列结构新颖的

活性化合物不断被从内生菌中分离得到, 其中包

括许多新的抗菌素。如 Igarashi
[ 2]
从杜鹃花内生链

霉菌发酵液中发现了新的抗菌素 F istupyrone;

Pelaez等
[ 3]
从一种刺柏 Jun iperus commun is中分

离到产生新的三萜糖苷类抗菌素的内生菌; S trobel

等
[ 4~ 6 ]
从蛇藤和 G revillea pteridifo lia 植物内生链

霉菌代谢产物中分离到新的抗菌素 M unum b icin s

和 K akadum yc ins;以及 Pu llen
[ 7]
从卫矛科植物内生

链霉菌中得到新的 chlo ropy rro l抗菌素等。因此,

植物内生菌作为新的微生物资源, 在新农药及新

的农药先导物的开发中具有巨大潜力。笔者对卫

矛科植物冬青卫矛 Euonymus japon icus内生菌进

行了研究, 从中分离筛选到一株对植物病原菌有

一定抑菌活性的内生链霉菌 YDG 17。为了评价该

菌株在农业病害防治中的潜在应用价值, 笔者对

其发酵液的抑菌活性进行了系统的测定, 并对其

杀菌成分的分离进行了前期探索。现将主要研究

结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

培养基: PDA用于植物病原真菌的培养; 高氏

一号培养基和小米液体培养基
[ 8 ]
分别用于 YDG 17

菌株斜面及平板培养和摇瓶发酵。

YDG 17菌株发酵液的制备: 参照文献 [ 8]方

法, 将 YDG 17菌株接种于高氏一号培养基斜面上

于 28e 下培养 4 ~ 5 d后, 加入无菌水, 制成孢子

悬浮液。取其 10mL加入装有 50 mL小米液体培

养基的 250mL三角瓶中。 180 r /m in、30e 下振荡
培养 5 d,过滤,滤液于 3 000 r /m in下离心 20m in,

取上清液备用。试验时, 根据需要将此上清液稀

释成不同浓度即为供试药液 (发酵液中干物质的

含量为 12. 69 g /L )。

供试植物病原真菌: 番茄灰霉病菌 Bo trytis

cinerea、番茄早疫病菌 A lterna ria so lani、小麦赤霉

病菌 Fusa r ium gram inea rum、番茄叶霉病菌 Fulv ia

fu lvum、苹果 炭疽 病菌 Co lleto trichum g loeo spo-

rio ides、葡萄炭疽病菌 E lsinoe ampelina、小麦纹枯

病菌 Rh izo cton ia cerea lis、棉花枯萎病菌 Fu sa rium

oxyspo rum f. sp. vasin fectum、西 瓜 枯 萎 病 菌

Fusa rium oxyspo rum f. sp. n iveum、玉米弯孢叶斑病

菌 Curvula ria luna ta、桃 腐 烂 病 菌 Cyto spo ra

leuco stoma,菌种均由西北农林科技大学农药研究

所提供。

供试细菌: 枯草芽孢杆菌 Bacillu s subtills。菌

种来源同上。

供试植物:黄瓜 (农城三号 ), 将黄瓜种子催芽

后播种在花盆中, 培养至两片子叶充分展开时进

行试验。

供试药剂: 50%速克灵 (腐霉利, pro cym idone)

可湿性粉剂 (W P) ,日本住友化学工业株式会社产

品。

1. 2 YDG 17菌株的鉴定

按文献 [ 9, 10]方法对 YDG 17菌株进行初步

鉴定。

1. 3 杀菌活性测定
1. 3. 1 离体活性测定  分别采用菌丝生长速率

法和孢子萌发法
[ 11]
测定。发酵液对菌丝生长抑制

活性的测定分别设 10倍和 20倍稀释液两个浓度

处理, 并设置 50%速克灵W P 3 000倍药剂对照处

理。根据发酵液稀释 10、20、40、80和 160倍后

5个不同浓度处理对菌丝生长的抑制率计算发酵

液对病原菌菌丝生长的毒力
[ 12]

; 根据发酵液稀释

20、40、80、160和 320倍后 5个不同浓度处理对孢

子萌发的抑制率, 计算发酵液对病原菌孢子萌发

的毒力
[ 12]

;发酵液离子交换树脂粗分离馏分均以

500m g /L测定其对番茄灰霉病菌孢子萌发的抑

制作用。以上每处理均重复 3次, 以无菌水为对
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照。

1. 3. 2 离体子叶法 [ 12 ]

保护作用测定:在直径 20 cm的培养皿下垫一

层湿润的薄海绵, 剪取黄瓜子叶插入海绵。将不

同浓度的发酵液喷于子叶上, 待药液阴干后, 于每

张子叶中部接种一块番茄灰霉病菌菌饼 (直径

3 mm )。所有处理接菌后置于 22e 、湿度 90%以

上和黑暗 /光照 = 12 /12的智能人工气候箱内培

养。

治疗作用测定: 剪取黄瓜子叶插入湿海绵, 先

在子叶上接种菌饼, 放入培养箱内 (培养方法与保

护作用相同 ) 8 h后, 把不同浓度的发酵液喷于接

菌子叶上, 然后将各处理放回培养箱内继续培养。

保护作用和治疗作用均设 3个浓度处理,即发

酵液原液、及其 10倍和 20倍稀释液, 每处理设

4次重复, 每重复用黄瓜子叶 4片, 以喷施 3 000倍

50%速克灵 W P为药剂对照, 清水为空白对照。

4 d后根据文献 [ 12]调查病斑直径,计算各处理对

番茄灰霉病的抑制率和相对防治效果, 并通过

DMRT法对各处理数据进行统计分析。

1. 3. 3 盆栽试验法  以培养好的盆栽黄瓜幼苗

进行试验。设发酵液原液、10倍和 20倍稀释液

3个处理,每处理 4次重复, 4盆为 1个处理, 同时

以喷施 3 000倍 50%速克灵W P为药剂对照,清水

为空白对照。保护作用测定方法为先喷供试药

液, 24 h后接种番茄灰霉病菌孢子悬浮液 ( 10 @ 15

倍镜下每视野 100个孢子 )。治疗作用测定则先

在保湿条件下接种番茄灰霉菌孢子悬浮液, 24 h

后喷施供试药液。处理后的黄瓜苗在 18e ? 1e 、
饱和湿度和光照 /黑暗 = 12 h /12 h的条件下培养,

7 d后, 根据文献 [ 11]进行病情调查, 并计算病情

指数和防治效果。

1. 4 YDG17菌株发酵液中杀菌活性物质的初步

定性

采用 D oskochilova 溶剂 系统 纸层析 鉴定

法
[ 13]

:取 YDG 17菌株发酵上清液, 点于层析滤纸

上, 分别用 D oskoch ilo va溶剂系统中的 8种溶媒体

系进行展开, 通过生物自显影 (指示菌为枯草芽孢

杆菌 )检测杀菌活性成分在各种溶剂系统中的 R f

值, 并根据 R f值绘制展开曲线, 与抗生素类化合物

的经典图谱
[ 13 ]
比较, 进行初步定性分析。

1. 5 YDG17菌株发酵液中杀菌活性成分的初步

分离

4 L发酵液经孔径 74 Lm的筛网过滤后,用草

酸调节 pH = 3. 5,静置,过滤,加 1m o l /L的氢氧化

钠调滤液至中性, 用 1 kg弱酸性离子交换树脂 (经

过预处理 )静态吸附 1 h后装入层析柱 ( 150 cm @
< 8 cm )中, 待柱中余留液通过后 (通过液收集为

馏分 1) ,先用 2 L去离子水洗脱, 再分别用质量分

数为 0. 5%、1%、2%、3%、4%和 5%的盐酸溶液

各 2 L梯度解吸。通过液、水洗脱液及各份盐酸

解吸液分别收集为一份,共得到 1~ 8共 8个馏分。

解吸液用 1 mo l/L的氢氧化钠调至中性, 浓缩至

干,甲醇脱盐。以番茄灰霉病菌为指示菌, 采用抑

制孢子萌发法测定各馏分的杀菌活性, 得到高活

性馏分 6( 1. 74 g )。

1. 6 YDG 17菌株抑菌活性成分分析

采用 ES I-M S /M S方法, 对 YDG 17菌株发酵

液离子交换处理后的活性馏分 6进行成分分析。

质谱条件: 离子源为 ESI; 蠕动泵直接进样

( 5 LL /m in) ; 正离子模式检测;电离电压 4. 5 kV;

干燥气 ( N 2 )流速为 25 L /m in; 离子传输温度

300e 。

2 结果与分析

2. 1 YDG 17菌株的鉴定

YDG 17菌株在高氏一号培养基上生长良好,

气生菌丝呈绒粉状, 基内菌丝不分隔,不断裂。孢

子丝着生在气生菌丝上, 直链或顶端钩状至 1~ 3

圈长柄大螺旋形。孢子卵圆形至柱形, 表面光滑。

表 1是该菌株在 5种不同培养基上的培养特性。

生理生化特性测定表明: YDG 17菌株具有液化明

胶的能力; 能使牛奶凝固但不胨化; 含淀粉酶; 能

在纤维素上少量生长但不分解滤纸; 不产生硫化

氢;能利用酪氨酸产生黑色素。能利用葡萄糖、果

糖、蔗糖、乳糖、核糖、肌醇、甘露醇、麦芽糖、阿拉

伯糖和鼠李糖等 10种碳源。菌株 YDG17细胞壁

化学成分中含 LL-二氨基庚二酸 (LL-DA P)和甘氨

酸,是 Ñ型细胞壁。
菌株 YDG 17的这些形态特征、培养性状、大

部分生理生化特征及细胞壁类型与文献 [ 9, 10 ]中

的淡紫灰链霉菌 Streptomyces lavendula e 比较相

似,但根据其不产生硫化氢, 能利用木糖、阿拉伯

糖、鼠李糖、蔗糖、肌醇和甘露醇等特点, 初步判定

YDG 17菌株可能为链霉菌 ( Streptomyces)属中淡

紫灰链霉菌的一个新变种。

2. 2 YDG 17发酵液对植物病原真菌菌丝生长的

抑制作用

YDG 17的发酵液对供试的 11种植物病原真
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菌菌丝生长均有不同程度的抑制作用。其中, 对

小麦赤霉病菌、西瓜枯萎病菌、番茄灰霉病菌、番

茄早疫病菌和桃腐烂病菌的抑制作用较强, 发酵

液稀释 10倍时的抑制率分别可达 92. 30%、

80. 00%、81. 70%、90. 61%和 83. 61% (表 2) , 均

高于对照药剂 50%速克灵 W P 3 000倍稀释液。

毒力测定结果表明, YDG 17的发酵液对小麦赤霉

病菌、番茄灰霉病菌和番茄早疫病菌菌丝生长的

EC50值 (以发酵液中的干物质计 )分别为 259. 98、

336. 13和 100. 72m g /L (表 3)。

表 1 YDG17菌株的培养特性

Table 1 The characteristic o f strain YDG 17

培养基      
M ed ium      

气生菌丝      
Aeria lm ycelium      

基内菌丝     
Sub strate m ycelium     

可溶性色素     
S o lub le p igm en t    

高氏一号 G au ss. agar 灰色,充实 G ray, rich 浅褐色 L ight brow n 无 None

淀粉琼脂 S tarch agar 浅灰色,中度 Pale gray, g eneral 灰白色 G rey ish w h ite 无 None

蔗糖察氏琼脂

Su cro se cz apek. s agar

淡红灰,充实 Redd ish-g ray, rich 灰白色 G rey ish w h ite 无 None

葡萄糖天门冬素琼脂

G luco se asparag in e agar

荷花白,中度 W h ite asw h ite

 lo tus, gen era l

灰白色 G rey ish w h ite 无 None

马铃薯块 Do llop o f po tato agar 淡红灰,充实 Redd ish-g ray, rich 深褐色 Dark brow n 略变褐 A little brow n

表 2 YDG17发酵液对 11种植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table 2 Inh ib ition o f YDG17 bro th aga inst the m yce lia g row th o f 11 species p lant pa thogens

病原菌       
Pathogen ic fun gus      

平均抑制率 Inh ibit ion rate(% )

稀释 10倍

10 T im es d iluted

稀释 20倍

20 T im es d ilu ted

50%速克灵 3 000倍

Procym idone 3 000 T im es d ilu ted

小麦赤霉病菌 F. gram in earum 92. 3 0 74. 70 68. 21

西瓜枯萎病菌 F. oxysporium f. sp. n iveum 80. 0 0 55. 70 47. 19

番茄灰霉病菌 B. cin erea 81. 7 0 64. 04 79. 03

玉米弯孢叶斑病菌 C . lun ata 45. 8 0 19. 66 52. 33

苹果炭疽病菌 G. cingu la ta 76. 1 0 27. 65 65. 81

葡萄炭疽病菌 E. am p elina 55. 7 9 39. 85 67. 79

棉花枯萎病菌 F. oxysporum f. sp. vasin fectum 54. 2 1 29. 49 44. 10

番茄叶霉病菌 F. fu lvum 71. 2 6 39. 08 62. 67

番茄早疫病菌 A. solan i 90. 6 1 85. 92 75. 54

小麦纹枯病菌 R. cerea lis 58. 5 3 17. 33 58. 08

桃腐烂病菌 C. leu co stom a 83. 6 1 39. 58 69. 74

表 3 YDG17发酵液抑制 5种植物病原真菌菌丝生长的毒力

T ab le 3 T ox ic ity o f YDG 17 bro th aga inst the m ycelia g row th o f 5 spec ies plan t pathogen s

病原菌

Pa thogen ic fungu s

毒力回归方程 ( y = )

Reg ression equation

相关系数

r

EC 50

/ (m g /L )

95%置信限 ( m g /L)

95% C onf id ence lim it

小麦赤霉病菌 F. gram in earum 0. 264 0+ 1. 961 1x 0. 997 0 259. 98 224. 41~ 301. 19

西瓜枯萎病菌 F. oxysporium 0. 276 4+ 1. 767 7x 0. 993 1 470. 11 398. 03~ 555. 25

番茄灰霉病菌 B. cin erea 0. 920 8+ 1. 614 5x 0. 988 1 336. 13 283. 37~ 398. 71

番茄早疫病菌 A. solan i 2. 452 6+ 1. 271 7x 0. 985 4 100. 72 73. 4 6~ 138. 08

桃腐烂病菌 C. leu co stom a 0. 015 3+ 1. 794 9x 0. 950 4 598. 58 496. 45~ 721. 73

  注: m g /L指每升发酵稀释液中干物质含量,下同。

N ote: Th e un it of m g /L w as the conten t o f d ried ferm en tation p roducts. Th e sam e as below1
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2. 3 YDG17发酵液对 3种植物病原真菌孢子萌

发的抑制作用

孢子萌发法毒力测定结果 (表 4)表明, YDG17

发酵液对小麦赤霉病菌、西瓜枯萎病菌和番茄灰

霉病菌孢子萌发均有抑制作用, 其中, 对番茄灰霉

病菌的毒力最高, 其 EC50值为 87. 84 mg /L。

表 4 YDG17发酵液对 3种植物病原真菌孢子萌发的毒力

T ab le 4 Tox ic ity o f YDG 17 bro th aga inst the spore germ ination o f 3 species p lant pathogens

病原菌

Pathogen ic fungu s

毒力回归方程 ( y = )

Reg ression equation

相关系数

r

EC 50

/ (m g /L )

95% 置信限 / ( m g /L )

95% C onf id ence lim it

小麦赤霉病菌 F. gram in earum 1. 848 8+ 1. 444 9x 0. 983 0 151. 67 125. 63~ 183. 12

西瓜枯萎病菌 F. oxysporium 1. 445 4+ 1. 516 6x 0. 977 2 220. 69 183. 23~ 265. 81

番茄灰霉病菌 B. cin erea 2. 836 9+ 1. 112 9x 0. 977 6 87. 84 66. 8 0~ 115. 49

2. 4 离体子叶法测定 YDG17发酵液的保护和治

疗作用

从表 5中可以看出, YDG 17发酵液不同浓度

处理对番茄灰霉病均表现出一定的保护和治疗作

用,其中,保护作用较治疗作用强, 且均优于对照

药剂 50%速克灵W P 3 000倍稀释液。

表 5 YDG17发酵液对番茄灰霉病的保护和治疗作用 (离体子叶法 )

Table 5 The eff icacy o f YDG 17 bro th against theBo try tis cinerea by co ty ledon me thod in v itro

药液浓度

C on cen tration of sam p le

保护作用 Protective ef fect 治疗作用 C urat ive ef fect

病斑直径 /mm

D iam eter of spo t

相对防效 (% )

R elat ive ef f icacy

病斑直径 /mm

D iam eter of spo t

相对防效 (% )

Rela tive ef f icacy

原液

YDG 17 bro th und ilu ted

0. 9 ? 0. 2 5 eE 97. 66 ? 0. 99 aA 7. 8 ? 0. 38 eE
79. 63 ? 1. 00 aA

10倍稀释液

YDG 17 bro th 10 tim es d iluted

8. 2 ? 0. 66 cC 78. 70 ? 2. 91 cC 13. 2 ? 0. 52 cC 65. 54 ? 1. 36 cB

20倍稀释液

YDG 17 bro th 20 tim es d iluted

14. 6 ? 1. 50 bB 62. 08 ? 3. 8 9 dD 19. 5 ? 0. 76 bB 49. 09 ? 1. 98 dC

50%速克灵 3 000倍稀释液

Procym idone 3 000 tim es d ilu ted

5. 3 ? 1. 60 dD 86. 23 ? 4. 14 bB 10. 9 ? 0. 50 dD 71. 54 ? 1. 29 bB

CK 38. 5 ? 1. 24 aA / 38. 3 ? 0. 38 aA /

  注: CK为空白; 同列数据后小写字母和大写字母不同分别表示 5%和 1%水平时差异显著,同栏中有相同字母表示差异不显著。下同。

N ote: Th e CK w as the b lank con tro lw ithou t the sam p les. A nalyzed w ithD uncancsm u ltiple ran ge tests b etw een trea tm en ,t sign if icant d if ferences

o f 5% and 1% w ere m ark ed by th e sm all and cap ital letters respective ly. If any lettersm arked in one treatm en tw asn 't the sam e to the oth er on e, it

im p lies d if feren ce betw een th em. The sam e as b elow.

2. 5 盆栽试验法测定 YDG17发酵液对番茄灰霉

病的防治效果

表 6结果表明, 在活体条件下 YDG 17发酵液

对番茄灰霉病也有较好的防治效果, 其保护效果

为 71. 34%, 治疗效果为 64. 23% , 均明显高于

50%速克灵 W P 3 000倍稀释液。

2. 6 YDG17菌株发酵液中杀菌活性物质的初步

定性

将 YDG 17菌株发酵液活性成分在 D osko-

ch ilov a溶剂系统中的 R f值绘制成曲线 (图 1) , 并

与经典抗生素纸层析图谱
[ 9]
进行对比, 可以推断

YDG 17菌株发酵液中主要抑菌成分属于碱性水溶

性抗生素类物质。

2. 7 粗分离各馏分的抑菌活性
从表 7可以看出, YDG 17菌株发酵液用弱酸

性阳离子交换树脂分离后得到的 8个馏分对番茄

灰霉病菌的孢子萌发抑制作用差异较大。在

500m g /L 浓度下, 抑菌活性主要集中在 3. 0% 盐

酸洗脱液馏分 6中,表明 3. 0%的盐酸溶液可以有

效地洗脱被树脂吸附的活性成分; 通过液对供试

菌无明显抑制活性, 表明发酵液中活性物质已完

全交换到树脂中。
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表 6 YDG17发酵液对番茄灰霉病的保护和治疗作用 (盆栽法 )

T ab le 6 The eff icacy o f YDG 17 bro th against theBo trytis c inerea by po t tr ia l

药液浓度

C on cen tration of sam p le

保护作用 Protective ef fect 治疗作用 C urat ive ef fect

病情指数

D isease index

相对防效 (% )

R elat ive ef f icacy

病情指数

D isease index

相对防效 (% )

Rela tive ef f icacy

原液

YDG 17 bro th und ilu ted

22. 82 ? 0. 34 eE 71. 34 ? 0. 42 aA 27. 31 ? 0. 43 eE 64. 23 ? 0. 56 aA

10倍稀释液

YDG 17 bro th 10 tim es d iluted

3 9. 73 ? 2. 08 cC 50. 11 ? 2. 61 cC 42. 55 ? 1. 72 cC 44. 26 ? 2. 24 cB

20倍稀释液

YDG 17 bro th 20 tim es d iluted

48. 95 ? 2. 66 bB 38. 53 ? 3. 3 4 dD 51. 07 ? 2. 55 bB 33. 10 ? 3. 33 dC

50%速克灵 3 000倍稀释液

Procym idone 3 000 tim es d ilu ted

33. 68 ? 3. 59 dD 57. 70 ? 4. 51 bB 35. 2 4 ? 4. 09 dD 53. 84 ? 5. 35 bB

CK 79. 63 ? 1. 88 aA / 76. 34 ? 2. 97 aA /

图 1 YDG17菌株发酵液活性成分在

D oskoch ilova溶剂系统中的 R
f
曲线

F ig. 1 The curve o f act iv e ing red ients o f YDG 17

strain deve loped in D oskoch ilo va

so lvents sy stem

表 7 各馏分对番茄灰霉病菌孢子萌发的抑制作用 ( 500 mg /L )

T ab le 7 An tifunga l activ ity o f d iffe rent fractions

on spo re germ ination o f B. cirerea

a t the concen tra tion of 500m g /L

馏分

Fraction

盐酸浓度 / (% )

C oncen tration o f HC l

抑制率 (% )

Inh ib ition rate

1 通过液 R es idual liquid 0

2 0 0

3 0. 5 18. 37

4 1. 0 40. 92

5 2. 0 56. 01

6 3. 0 100. 00

7 4. 0 31. 35

8 10. 5 19. 64

  注:实验中以无菌水为对照,对照孢子萌发率为 98% 。

No te: The contro l w as sterilized w ater, in w h ich th e spore

germ ination rate ofB. cirerea w as 98% .

2. 8 YDG17菌株活性成分的分析

图 2是菌株 YDG 17发酵液粗分离活性馏分 6

的 ESI-M S谱图,图中丰度较高的分子离子有 m /z

801(M + H )、823(M + N a)、929 (M + H )、951( M

图 2 馏分 6的质谱图

Fig. 2 M S spectrum o f frac tion 6
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+ N a)、759( M + H )、781(M + N a)、649(M + H )、

671(M + N a )、503 (M + H )、525 (M + N a)。选择

其中 m /z 801、929、759、649、503为母离子进行

M S /M S分析, 并与已知纯化合物在相同条件下的

M S /M S图谱进行比较, 可以确定其分别是 N-乙酰

化链丝菌素 D ( FW = 800)、N-乙酰化链丝菌素 C

( FW = 928 )、链丝菌素 D ( FW = 758)、链里定酸-

链丝菌素 E ( FW = 648 )和链丝菌素 F ( FW =

502) ,均为链丝菌素类化合物 (图 3)。

图 3  5种链丝菌素的结构

F ig. 3 The structure o f 5 strepto thricins

3 小结与讨论

植物内生菌作为寻找新农用抗生素的一类微

生物新资源, 在农药的研究与开发中越来越受到

重视。YDG 17菌株是笔者从冬青卫矛植物根中分

离到的一株植物内生放线菌, 其发酵液对多种植

物病原真菌具有明显的抑菌活性; 采用 ES I-

M S /M S对发酵液通过离子交换后的活性馏分进行

分析,发现其主要为链丝菌素类化合物。链丝菌

素是一类广谱的抗菌素, 对植物的多种病原微生

物均有很强的抗病性。自 W aksm an等从 Strep-

tom yces lavendula e中分离到该类抗生素的第一个

化合物 ) ) ) S trep to thricin F以来, 人们已从多种土

壤放线菌 (主要是链霉菌 )中分离到该类化合物,

但可产生链丝菌素的植物内生菌鲜有报道。

本研究发现, YDG 17菌株发酵液对灰霉病表

现出很好的抑制作用, 盆栽试验中,未稀释的发酵

液对番茄灰霉病的保护和治疗效果均明显高于对

照药剂 50%速克灵 W P 3 000倍稀释液。因此,作

为一种对番茄灰霉病有很好防效的抗生素,

YDG 17菌株具有一定的开发潜力。

本研究采用传统的分类方法, 通过对 YDG 17

菌株的形态特征、培养性状、生理生化特征和细胞

壁成分进行研究发现, 其与已知的淡紫灰链霉菌

比较接近, 但此菌株不产生硫化氢, 能利用木糖、

阿拉伯糖等特点却与已知的淡紫灰链霉菌不同,

疑为一新变种。YDG 17菌株是否为一新变种以及

是否具有独特的 16S rDNA还需要结合分子生物

学手段进行进一步验证。
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