
农药学学报  2006, 8( 1) : 95-98

C hine se Journa l o f P esticide Sc ience

#研究简报 #

昆虫病原线虫共生菌 YL001细胞内代谢产物
抑菌作用研究初报

刘  霞 1, 3
,  李  骞 1

,  许  贤 1
,  王永宏1, 2*

,  张  兴 1, 2

( 1. 西北农林科技大学 无公害农药研究服务中心,陕西 杨凌 712100;

2. 陕西省生物农药工程技术研究中心, 陕西 杨凌 712100;

3.延安大学 生命科学学院, 陕西 延安 716000)

摘  要:以生物活性跟踪法测定了菌株代号为 YL001的昆虫病原线虫共生菌 Xeno rhabdus nema to-

philu s细胞内代谢产物的不同溶剂提取物及其不同馏分的抑菌活性。结果表明, YL001细胞内代

谢产物的乙醇提取物和甲醇提取物的抑菌活性均高于石油醚提取物、乙酸乙酯提取物和正丁醇提

取物,前两种提取物对番茄灰霉病菌 Bo trytis cinerea和辣椒疫霉病菌 Phytophtho ra capsici的 72 h

菌丝生长抑制作用最强, 在 014 mo l /mL浓度时抑制率均达 100%。乙醇提取物经硅胶柱层析分

离,洗出液合并后收集得到 8个馏分。测定了各馏分对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用,结果表

明:馏分 F6的抑菌活性最高, 在 015m o l /mL浓度时, 96 h的菌丝生长抑制率可达 96. 09% ;提取物

的活性段主要集中在馏分 F6、F7和 F8。活体组织法测定结果表明, 其乙醇提取物在 10 mg /mL的

剂量下对番茄灰霉病的保护效果为 64. 81%, 治疗效果为 62. 03%。
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Abstract: The fung ic ida l ac tiv ities o f ex tracts and fractions f rom Xeno rhabdus nem atophilus, code

named YL001 ce lls w ere tested in vitro and in vivo. The b ioassay results ind icated that fung ic idal activ ity

of ethano l ex tract andm ethano l ex tractw as h igher than that o f o ther extracts. The ethano l ex tractw as

subjected to chroma tography silica g el( 200~ 300m esh) using CHC l3-m ethano lw ith increasing amoun ts

of methano .l The resulting 8 fract ions w ith different hydrophobicitiesw ere ana lyzed by in vitro antibacterial

activ ity assay toBo trytis cinerea. The result show ed that fraction 6 w asm o re act iv e than o thers and the
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inh ib it ion rate aga inst the myce lia l g row th o f Bo trytis cinerea w a s 96. 09% after 96 hours. The re sult

also indicated tha t fung ic idal components w ere m a in ly in f ract ion 6, fraction 7 and frac tion 8. In

add ition, pro tective effect and therapeutic effect o f the cells products at 10m g /mL against theBo trytis

cinerea w ere 64. 81% and 62. 03% on tom ato, respective ly.

Key words: entom opathogen ic nem atodes; sym bio tic bacteria; intrace llu lar products; fung icida l activ ity

  微生物产生的次生代谢产物有的分泌于细胞

外, 形成细胞外次生代谢产物, 有的则留在细胞

内, 形成细胞内次生代谢产物。昆虫病原线虫共

生菌 Xeno rhabdu s nema toph ilus是寄生于昆虫病原

线虫 ( entomopathogen ic nem a tode )肠道内的一种

革兰氏阴性细菌
[ 1 ]
, 研究已证明其次生代谢产物

具有杀虫
[ 2]
、抑菌

[ 3~ 7]
和抗肿瘤

[ 8~ 10 ]
等多种生物

活性,在农业和医药卫生领域具有较好的应用前

景, 因而成为科研工作者们研究的热点之一。据

文献报道
[ 11 ]

,昆虫病原线虫共生菌中具有生物活

性的次生代谢产物在胞内和胞外均有分布, 目前

对胞外代谢产物的研究较多, 而对胞内代谢产物

的研究甚少。X eno rhabdus nema toph ilu s YL 001是

从陕西杨凌筛选得到的一株新菌株, 国内外均未

见相关研究报道, 因此作者对其细胞内代谢产物

的农用抑菌作用进行了初步研究, 现将结果报道

如下。

1 材料和方法

1. 1 供试材料

培养基: PDA培养基用于植物病原真菌的培

养, 牛肉膏蛋白胨固体培养基 ( NA )、牛肉膏蛋白

胨液体培养基 ( NB )和酵母提取物培养基 ( Y S )分

别用于 YL 001菌株斜面及平板培养、菌种活化和

摇瓶发酵。培养基配制按传统方法进行
[ 12 ]
。

YL 001细胞: 将种管保存的共生菌划线移于

NA培养基平板上, 于 28e 下活化 24~ 48 h。从生

长良好的活化平板上挑取单菌落, 接种于 NB培养

基中, 28e 摇床培养 24 h, 之后按体积分数 8%的

接种量转接于发酵培养基中, 于 28e 、180 r /m in

条件下摇床培养 72 h。最后在 4e 、10 000 r /m in

下离心 20m in, 收集离心管底部的细胞团置于 4e
冰箱中备用。

供试植物病原真菌: 番茄灰霉病菌 Bo trytis

c inerea、小麦赤霉病菌G ibberella zeae、辣椒疫霉病

菌 Phytophtho ra capsici、玉米大斑病菌 Exseroh ilum

tu rc icum、苹果炭疽病菌 C lom ere la cinyu la te、白菜

黑斑病 菌 A lterna r ia bra ssica e、烟草赤 星病 菌

A lternar ia a lterna ta,以上菌种由西北农林科技大学

无公害农药研究服务中心提供。

供试植物:番茄果实。

1. 2 细胞破碎及不同溶剂提取物的制备
将离心所得的细胞团与 3倍体积的有机溶剂

混匀, 于 560W 和工作时间 B间隔时间为 4 sB5 s的

条件下在超声波破碎仪中冰浴破碎 18 m in, 之后

以 10 000 r /m in离心 20m in,收集有机相。剩余细

胞团中再加入 3倍体积新的有机溶剂, 混合后置

于摇床上进一步萃取、离心, 收集有机相。如此重

复 2次。合并 3次萃取后的有机相, 然后通过无水

N a2 SO 4柱干燥, 在旋转薄膜蒸发仪中减压浓缩至

干。提取物为棕褐色粘稠物, 将其配制成浓度为

0. 4m g /mL的水溶液, 测定其对菌丝生长的抑制

率。萃取所用有机溶剂分别为石油醚、乙酸乙酯、

正丁醇、乙醇和甲醇,均为分析纯。

1. 3 乙醇提取物硅胶柱层析分离馏分的制备

使用湿法装柱在玻璃层析柱 ( 50mm @ 500mm )

中装入 200~ 300目的硅胶,柱高 38 cm, 柱顶端安

装加压球。将 20 g乙醇提取物完全溶于甲醇后,

用 80~ 100目的硅胶拌样、吹干、研磨, 将其加在

已装好的层析柱顶端,依次用氯仿、氯仿-甲醇不同

体积比混合液 ( 10B1~ 1B10)和甲醇梯度洗脱, 根

据收集到的洗脱液的颜色和薄层层析点板情况,

将洗脱液合并。各馏分在 42e 的旋转薄膜蒸发仪

上浓缩, 并将浓缩液在通风橱中自然挥干。取适

量上述各馏分, 用蒸馏水溶解并稀释成浓度为

0. 5m g /mL 的水溶液, 跟踪测试它们对番茄灰霉

病菌菌丝生长的抑制作用。

1. 4 杀菌活性测定方法

1. 4. 1 离体活性测定  参照方中达 [ 13 ]
的抑制菌

丝生长速率法进行。每培养皿放置 3个菌饼, 每

处理重复 3次, 以空白培养基处理为对照。

1. 4. 2 活体组织测定法

保护作用测定: 采摘健康新鲜、形状和大小均

一的番茄果实 (带蒂 ) , 表面用 75%的酒精擦拭消

毒,晾干。将乙醇提取物稀释成不同浓度水溶液,
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用小型喷雾器喷于番茄表面。底部铺上滤纸并加

无菌水保湿, 24 h后接种番茄灰霉病菌菌饼。

治疗作用测定, 番茄处理和乙醇提取物的稀

释方法同保护作用测定, 区别是先在保湿条件下

接种番茄灰霉病菌菌饼, 24 h后再喷施供试药液。

以上每浓度处理均设 3次重复, 每重复用番茄果

实 1个,以空白培养基处理为对照。 4 d后测量各

处理果实的病斑直径, 计算相对防效, 并以 DMRT

( D uncancsM ult ip le RangeT est)法对结果进行统计

分析。

2 结果与分析

2. 1 不同溶剂提取物的抑菌活性

用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、乙醇和甲醇等

极性不同的溶剂, 分别对 YL001细胞破碎液进行

萃取, 得不同溶剂的提取物。生测结果 (见表 1)

表明,处理 72 h后,在 0. 4m g /mL的供试浓度下,

YL 001细胞甲醇提取物和乙醇提取物的抑菌活性

最强,对番茄灰霉病菌和辣椒疫霉病菌菌丝生长

的抑制率均为 100% ; 其次为正丁醇提取物, 对辣

椒疫霉病菌菌丝生长的抑制率为 93. 34% ; 石油醚

提取物的抑菌活性最差, 对所有供试菌菌丝生长

的抑制率均接近于 0。综合考虑溶剂的毒性和提

取物的抑菌活性等因素, 认为乙醇是提取 YL001

细胞内代谢产物的合适溶剂。

2. 2 硅胶柱层析馏分的抑菌活性

通过硅胶柱层析对乙醇提取物进行分离, 得

F1 ~ F8共 8个馏分, 以番茄灰霉病菌分别对其进

行生物活性跟踪测定。结果 (见表 2)表明, 不同

馏分对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制活性存在较

大差异, 在 0. 5 m g /mL 的供试浓度下, 馏分 F6 ~

F8对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用最强, 处

理后 96 h的抑制率分别为 96. 09%、91. 16% 和

89. 13%;而馏分 F1 ~ F3的抑菌作用最弱, 96 h的抑

制率均低于 50% ,显著低于 F6 ~ F8。由测定结果

可看出, YL001细胞的抑菌活性成分主要集中在

馏分 F6、F7和 F8, 这一区段的洗脱液比例为氯

仿-甲醇为 8B1~ 1B1段。

Table 1 A ntifunga l act iv ity o f YL 001 cells ex tracted by various so lv ent af ter 72 h

Ex tract so lven t  
Inh ib ition rate(% )

B. cinerea G . zea e P. capsici E. tu rcicum C . cinyu la t A. bra ssicae A. a lterna ta

Petroleum eth er 4. 6 5 d 1. 53 e 1. 33 d 7. 52 c 4. 96 c 3. 52 d 2. 73 d

E thy l acetate 46. 28 c 40. 59 d 41. 34 c 33. 80 b 34. 46 b 65. 72 c 56. 33 b

n-B u ty l alcoho l 89. 31 b 65. 20 c 93. 34 b 59. 70 a 52. 98 ab 70. 42 c 42. 04 c

M eth ano l 100. 00 a 89. 21 a 100. 00 a 70. 33 a 57. 13 a 80. 53 b 68. 63 a

E thano l 100. 00 a 78. 47 b 100. 00 a 63. 82 a 61. 57 a 86. 44 a 67. 83 a

  N o te: T he con cen trat ion of each extraction w as 0. 4 m g / mL1T he sam e co lum n fo llow ed by d if feren t lettersw ere s ign if ican t ly d if feren t at th e

5% level by Duncan. sM u ltip le Ran ge T est( The sam e as in the follow in g tab les) .

T ab le 2 An tifunga l activ ity o f d if ferent fractions a fter silica-ge l co lumn chrom a to g raphy

againstBo trytis cirerea

Fraction s

Treated tim e /h

48

Inh ib it ion 
zone /mm  

Inh ib ition 
rate(% )  

72

Inh ib ition

z on e/mm

Inh ib it ion

rate(% )

9 6

Inh ib ition  
z on e/mm   

Inh ibit ion

rate(% )

F1 14. 22 ? 0. 19 b 26. 18 e 20. 78 ? 1. 07 a 10. 14 d 43. 22 ? 1. 93 a 5. 51 e

F2 8. 72 ? 0. 25 cd 82. 31 c 10. 61 ? 1. 77 bc 76. 45 bc 26. 22 ? 0. 54 bc 4 9. 86 d

F3 9. 72 ? 0. 25 c 72. 19 d 12. 33 ? 1. 64 b 65. 22 c 27. 78 ? 1. 13 b 45. 80 d

F4 7. 56 ? 0. 10 d ef 97. 44 b 8. 61 ? 0. 9 6 cd 89. 49 ab 17. 83 ? 8. 96 cd e 7 1. 74 bc

F5 8. 44 ? 0. 25 d e 85. 28 c 10. 06 ? 1. 95 bc 80. 07 bc 20. 33 ? 1. 32 bcd 65. 22 cd

F6 7. 00 ? 0. 00 f 100. 0 0 a 7. 44 ? 0. 2 5 d 97. 10 a 8. 50 ? 0. 76 e 9 6. 09 a

F7 7. 44 ? 0. 10 ef 95. 50 b 8. 28 ? 0. 9 2 cd 91. 67 ab 10. 39 ? 0. 19 e 9 1. 16 ab

F8 7. 50 ? 0. 29 ef 95. 19 b 8. 39 ? 0. 5 9 cd 90. 94 ab 11. 17 ? 0. 17 de 8 9. 13 ab

CK 16. 78 ? 1. 07 a  ) 22. 33 ? 1. 53 a  ) 45. 33 ? 3. 51 a  )

  N o te: T he con cen trat ion of each fraction w as 0. 5 m g / m L; CK w as th e b lank contro lw ithou t the sam p les( Th e sam e as in tab le 3) .
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2. 3 乙醇提取物对番茄灰霉病的保护和治疗效
果

由表 3可知, Y L001细胞乙醇提取物不同浓

度处理对番茄灰霉病均表现出一定的保护和治疗

作用, 供试浓度为 1010、51 0和 2. 5 m g /mL时对

番茄灰霉病的保护效果分别为 64. 81%、46. 66%

和 41. 78% , 治疗效果分别为 62. 03%、45. 43% 和

38. 30%。

Tab le 3 The eff icacy o f ethano l ex tracts o f YL001 against theBo tryt is cirerea af ter 4 d

C oncen tration o f

sam p les / m g# mL- 1

Protective ef fect

Inh ib ition

zone /mm

Relative eff icacy

(% )

T herapeut ic ef fect

Inh ib ition

zone /mm

Rela tive ef f icacy

(% )

1010 15. 54 ? 1. 02 c 64. 81 a 16. 44 ? 0. 69 c 62. 03 a

510 21. 48 ? 1. 13 b 46. 66 b 21. 89 ? 1. 39 b 45. 43 b

2. 5 23. 08 ? 1. 03 b 41. 78 b 24. 22 ? 1. 17 b 38. 30 b

CK 36. 78 ? 2. 01 a ) 36. 78 ? 1. 00 a )

3 讨论

据文献报道
[ 11]

, 昆虫病原线虫共生菌的细胞

团经破碎后用乙酸乙酯萃取,真空浓缩后过 Sephadex

LH-20色谱柱,最后用反相 HPLC制备得到了有抑

菌和杀虫活性的 4种单体化合物。本试验所用昆

虫病原线虫共生菌为 YL001菌株, 对其细胞破碎

液进行跟踪生物测定, 从不同溶剂提取物的生物

活性来看, 乙醇是提取 Y L001菌株胞内代谢产物

的最佳溶剂。由此推测二者的抑菌活性成分可能

有所不同。用硅胶柱层析法对乙醇提取物进行分

离时,洗脱液从低极性溶剂逐渐向高极性溶剂过

渡, 抑菌活性高的馏分主要集中在极性较强的馏

分段中,说明 Y L001菌株胞内抑菌成分可能是极

性较强的物质, 笔者后续分离的初步结果也证实

了这一点。有关其中抗菌有效成分的继续分离和

鉴定还有待进一步研究。

参考文献 :

[ 1]  Thom asG M, Po inarG O.Xen orhabdu s gen. nov. , a genus of

en tom opatho gen ic, nem atoph ilic bacteria o f the fam ily

En terobacteriaceae[ J] . In t J Syst Bacter io l, 1 979, 29: 352-360.

[ 2]  M cInerney B V, G regson R P, L acey M , et al. B io log ically

activ e m etab olites from Xeno rhabdu s spp. 1 D ith io lopyrro lone

derivat ivesw ith an tib io tic act iv ity [ J ] . J Nat Prod, 1991, 54:

774-784.

[ 3]  A khurstR J. An tib iot ic activ ity o f Xenorhabdu s spp. bacteria

b io tical ly associa ted w ith in sect pathogen ic nem a todes of the

fam iliesH erorhabd it idae and S teinernem ad ida e [ J ] . J G en

M icrob io l, 1982, 128: 3 061-3067.

[ 4]  C hen C, D unphy G B, W ebster JM . A n tifungal activ ity o f tw o

Xeno rhabdu s spec ies and Ph otorh abdu s lum inescen s, bacteria

asso ciated w ith the n em atodesS teinernem a species andH etero-

habd itis m eg id is [ J ] . B io logicoa l C ontron l, 1994, ( 4 ) :

15 7-162.

[ 5 ]  YANG H ua-iw en (杨怀文 ) , ZHANG Zh-im in g (张志铭 ) ,

YANG X iu-fen (杨秀芬 ) , et a l.嗜线虫致病杆菌代谢物对马

铃薯晚疫病菌的抑制作用 [ J] . C h in J B io lo gica l Con tro l (中

国生物防治 ) , 2000, 16( 3) : 111-113.

[ 6 ]  Don gjin J ,i Y oun gk eun Y ,i G a-Hw a K an g, et a l. Id ent ificat ion

of an an tibacterial com pound, ben zy liden eaceton e, f rom

Xenorhabdus n em atoph ila again stm ajor plan-t pathogen ic bacteria

[ J] . FEM SM icrob io logy L etters, 2004, 239: 241-248.

[ 7]  L i J, C hen G, W ebster JM . N em atoph in, a novel an tim icrob ia l

sub stance p rodu ced by Xenorhabdus nem atoph ilu s [ J ] . Can J

M icrob io l, 1997, 43: 770-773.

[ 8]  W eb ster J M, L i J, C hen G. Xen om in s novel heterocyclic

com pound sw ith an tim icrob ial and ant ineop last ic[ P ]. U S Patent

582787211, 1998-10-27.

[ 9]  W eb ster JM , L i J, Chen G. An ticancer property of d ith iolopy rro-

lon es[ P] . US Patent 6020360, 2000-02-01.

[ 10] L�Q iu-jun(吕秋军 ) , JIAN Hen g(简恒 ), L IU W e-i jing (刘卫

京 ) , et a l.从嗜线虫杆菌中分离的吲哚衍生物抗肿瘤活性的

研究 [ J] . C hin J New D ru gs (中国新药杂志 ) , 2002, 11( 11 ):

850-852.

[ 11] M cinerney B V, Richard P G, Lacey M J, et a l. B io log ica lly

active m etabo lites f rom Xenorhabdu s spp. , part 1.

D ith iolopy rro lone d erivat ives w ith an tib io tic act iv ity [ J ] . J

Natu ra l Produ cts, 1991, 54 ( 3) : 774-784.

[ 12] CHENG L -i juan (程 丽娟 ) , XUE Quan-hong ( 薛泉宏 ).

Experim en t Techno logy o fM icrob io logy (微生物学实验技术 )

[M ]. X ican(西安 ) : W orld B ooks Pub lish in g C om pany(世界图

书出版公司 ), 2000.

[ 13] FANG Zhong-da(方中达 ) . R esearch M eth od o f P lan t Patho logy

(植病研究方法 ) [ M ] . Be ijing (北京 ) : C hinese Agricu lture

Press(中国农业出版社 ), 1998.

( Ed1TANG J)

98 农  药  学  学  报 Vo .l 8


