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枸骨内生真菌抗菌代谢产物的鉴定及活性研究
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(浙江省农业科学院 植物保护与微生物研究所,杭州 310021)

摘  要:对一株枸骨内生真菌哈茨木霉 Trichoderma ha rzianum 抗菌活性成分的分离、鉴定及其抗

菌生物活性进行了研究。该真菌发酵液经乙酸乙酯萃取、正相硅胶和 OD S-反相色谱分离纯化得到

一单端孢霉烯化合物, 经红外、质谱和核磁分析, 鉴定为: 4B-乙酰基-12, 13-环氧-9-单端孢霉烯

( trichoderm in) ,这是首次从哈茨木霉菌代谢产物中分离出该化合物。T richoderm in对蕃茄早疫病

和黄瓜立枯病病原菌的离体抑制活性 EC50值分别为 3. 35和 3. 59 m g /L; 活体测定结果表明, 在

100m g /L的剂量下对两种病的保护效果分别为 97. 8% 和 98. 1%,治疗效果为 96. 7%和 97. 3%。
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Identification and AntifungalActivity of theM etabolite of

Endophytic Fungi Isolated from L lex cornuta

CHEN L ie-zhong,  CHEN Jian-m ing,  ZHENG X u-song,  ZHANG Jue-feng,  YU X iao-p ing
*

( In stitu te o f P lan t P ro tec tion andM icrob io lo gy, Zhejiang Academ y o f Ag r icultura l Sciences, Hang zhou 310021)

Abstract: The iso lation, identif ication and antifungal activ ity o f the active m etabo lite o f the endophy tic

fung iTrichoderm a harzianum from Llex co rnuta L ind.l w ere studied. The ferm entat ion liquo r of the

endophy tic fung i w as ex tracted by ethy l acetate and purif ied by silica g el and reversed phase

chrom atog raphy (OD S) . A tricho thecene com pound w as obta ined and its structure w as ident if ied as 4B-
acetoxy-12, 13-epoxy-9-tricho thecene ( trichoderm in ) by IR, M S and NMR. The com pound w as

separa ted from the me tabo lite o f Endophy tic Fung i fo r the f irst tim e. The EC50 va lue s o f trichoderm in

inh ib it ing the m yce lia grow th o fAlternat ia so lan i andRh izoctonia so lan i w ere 3. 35 and 3. 59 mg /L,

respectiv ely. In add ition, pro tect ive effects and therapeutic ef fects o f trichoderm in at 100 m g /L aga in st

A1so lan i andR1so lan i w ere 97. 8% , 98. 1% and 96. 7%, 97. 3% , respective ly.

Key words: L lex co rnuta L ind.l ; endophy tic fung ;i Trichoderm a ha rzianum ; trichoderm in; ant ifunga l

activ ities

  自 1898年 V og l从黑麦草种子内分离出第一

株内生真菌以来, 植物内生菌作为一种新的微生

物资源受到了广泛重视
[ 1 ]
, 而 S trobel从短叶红豆

杉 Taxus brev ifo lia N ut.t的树皮中分离出一株能产

生紫杉醇 ( Taxo l)的内生真菌 Taxom yces andreana,

更使植物内生菌成为了国内外研究的热点
[ 2]
。国
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内筛选和利用植物内生菌开发农用抗生素的研究

起步较晚, 但发展很快, 并已从桃儿七 Sinopodo-

phyllum hexandrum、兰科 ( O rch idacae)植物以及黄

花蒿 Artem isia annua L.等植物中成功筛选到了多

株能产生不同农用抗生素的内生真菌
[ 3 ~ 6 ]
。本实

验室于 2005年从传统药用植物枸骨 Llex co rnuta

L ind.l中分离到一株内生真菌哈茨木霉 Tr icho-

derma ha rzianum ,经研究发现, 该菌的代谢产物不

仅在室内对多个农作物病原菌表现出了显著的抑

制活性,而且对田间黄瓜立枯病等病害的控制效

果也相当突出, 具有较大的研究价值。本文报道

该内生真菌发酵代谢产物中活性成分的分离、鉴

定以及生物活性测定的结果。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试剂

B rukerAM-400核磁共振仪 (以 CDC l3为溶

剂, TM S为内标 ); A g ilent 6890N /5973气-质联用

仪; 岛津 FTIR-8400S红外光谱仪 (液膜法 ) ; B SZ-

100部分收集仪 (上海沪西分析仪器厂 )。硅胶

( 200~ 300目, 青岛海洋化工厂 )、OD S反相硅胶

( 75~ 100 Lm, 美国 YMC ), GF 254硅胶板 (青岛

海洋化工厂 ) , M ill-iQG 超纯水; 其余试剂均为分

析纯。 50%扑海因可湿性粉剂 (拜尔中国有限公

司 ) , 95% 口恶霉灵 (北京北农绿享科技发展有限

公司 )。

1. 2 枸骨的采集、鉴定及枸骨内生真菌的分离、

纯化和鉴定

枸骨于 2005年 9月采自浙江天目山, 由安徽

大学王开金博士鉴定, 样品采集号为 050911。采

集枸骨全株, 去净泥土后放入保鲜袋内, 当天在实

验室内进行各部分内生真菌的分离。

枸骨根、茎和叶中内生真菌的分离、纯化及培

养条件同文献 [ 7]。

活性菌由中国科学院微生物研究所鉴定为哈

茨木霉菌 Trichoderm a ha rzianum。

1. 3 供试病原菌和植物

蕃茄早疫病菌 A lterna tia so lani、黄瓜立枯丝核

菌 Rhizo ctonia so lani由浙江省农业科学院植物保

护与微生物研究所分离、纯化并保存,由浙江省农

业科学院夏湛恩研究员鉴定。

供试植物为蕃茄和黄瓜果实。

1. 4 抑菌活性测定方法

1. 4. 1 对离体病原菌的抑菌活性测定  采用生

长速率之含毒介质法
[ 8]
, 测定提取物对两种病原

菌菌丝生长的抑制活性。每处理重复 5次,设空

白和药剂对照, 在 28e 下培养。以提取物不同质

量浓度的对数值为 X, 以抑制率机率值为 Y, 求毒

力回归方程,计算抑制菌丝生长的 EC50值。

1. 4. 2 活体组织测定  采摘健康新鲜、形状和大

小均一的蕃茄和黄瓜果实 (带蒂 ) ,表面用 75% 的

酒精擦拭消毒, 晾干, 待用。提取物对两种植物病

害保护作用和治疗作用测定参考刘霞等方法进

行
[ 9]
, 分别设定空白和药剂对照, 计算相对防效。

1. 5 活性内生真菌的发酵

采用液体发酵法。在 250 mL 三角瓶中装量

50 mL液体发酵培养基, 培养温度 28e 、摇床转速

200 r/m in, 培养发酵 5 d。发酵液在 5 000 r /m in

下离心 10 m in,取上清液用于活性物质提取试验。

1. 6 发酵液中活性物质的提取、分离、纯化及

鉴定

取 2 000 mL 发酵液放入具塞三角瓶, 加入

200mL溶剂,振荡下萃取 15 m in,静置 1 h后分出

有机相, 重复萃取 3次。合并有机层, 经无水硫酸

钠干燥后,在旋转蒸发仪上减压浓缩至干 ( 25. 3 g )。

浓缩浸膏 ( 10. 0 g )用少量三氯甲烷溶解后经硅胶

柱 ( 25mm @ 650mm )分离, 三氯甲烷-甲醇梯度洗

脱,用部分收集仪自动分管收样, 每管 15mL, 逐管

进行 TLC检测 (硫酸 /乙醇显色 ) , 得到 8个相似

组份, 减压浓缩各组份并测定抑菌活性, 确定高活

性组份 (第 8组份, 98-119管, 2. 01 g )再用少量甲

醇溶解组份 8 ( 1. 0 g )后, 经 OD S反相柱 ( 15 @

550mm )反复分离, 用甲醇-水梯度洗脱, TLC 跟

踪检测得到 5个组份 ( 1p: 107 mg, 2p: 190 m g, 3p:

220m g, 4p: 23 m g和 5p: 44 m g ) , 分别测定活性,

并经 GC检测, 确定 3p为目标化合物。采用 NMR

气质联用仪及 IR对其结构进行鉴定。

2 结果与分析

2. 1 不同溶剂的萃取效果

结果 (表 1)表明, 4种不同溶剂对活性成分的

萃取效果差异显著, 其中乙酸乙酯萃取物对两种

病原菌的抑制率与原始发酵液接近, 其他 3种溶

剂的萃取液抑菌效果均显著低于原始发酵液。实
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验还发现经乙酸乙酯萃取后的剩余发酵液对该菌

已无抑制活性 (表中未列出 ) , 可认为活性成分已

被完全萃取;因此,认为乙酸乙酯是较为理想的萃

取溶剂。

表 1 发酵液不同溶剂萃取液对两种病原菌的抑制效果对比 ( n= 5)

T ab le 1 The inh ib ito ry ef fect o f the dif feren t ex tracts from the ferm en tation liquo r(n = 5)

组份

C om pon en t

平均抑制率 A verage inh ib itory rate( 24 h, % )
     

蕃茄早疫病菌

A. so lan i

黄瓜立枯丝核菌

R. so lan i

发酵液 In it ial ferm en tation liquo r 89. 6 a 97. 3 a

乙酸乙酯萃取液 E th yl acetate extract 90. 2 a 96. 7 a

氯仿萃取液 Ch loro form extract 81. 4 b 82. 8 b

石油醚萃取液 Petro lum eth er ex tract 79. 3 b 78. 9 c

正丁醇萃取液 n-B utano l extract 55. 3 c 49. 2 d

  注: 1 )每一萃取组分均在挥发完有机溶剂并用水稀释至初始浓度后测定其效果; 2 )同列中不同字母均表示不同行之间的差异性比较

结果 ( 5% , DM PT ) ,下同。

N ote: 1 ) E ach extraction w as determ ined af ter being concen trated and d ilu ted to in itial concen tration by w ater; 2 ) M ean s fo llow ed by the sam e

letter in each co lum n are not sign if ican tly d if feren t at th e 5% lev el ( DM PT ) . T he sam e as below.

2. 2 活性物质的结构解析
哈茨木霉菌发酵液经乙酸乙酯萃取、多种色

谱方法分离后得到了一个高活性化合物, 该化合

物常温下为无色液体。GC-M S测定其分子离子峰

M (m /z )为: 292(丰度: 65% ), 其他碎片离子 (m /z )

有: 277(丰度: 100% )、217、189、173、149、135、121

和 107等, 结合
1
H NMR,

13
C NMR以及 DEPT测

定, 确定其分子式为 C17H24O 4。在 2 900 cm
- 1
左

右 ( C-H, -CH2-)、1 732( C= O )、1 374(-CH3, CH 3-

CO-O-)、1 243(环 C-C )和 1 080 cm
- 1

( C-O )有强

红外吸收。
1
H NMR ( 400 MHz, CDC l3 ) , D: 5. 57

( dd, 1H, H-4 ) , 5. 40 ( br d, 1H, H-10) , 3. 81 ( d,

1H, H-2), 3. 60 ( br d, 1H, H-11 ), 3. 11 ( d, 1H, H-

13) , 2. 82 ( d, 1H, H-13c) , 2. 50 ( dd, 1H, H-3) ,

2. 07( s, 3H, H-18 ), 2. 01 ~ 1. 95 ( m, 3H, H-8, H-

8c, H-7) , 1. 90 ( dd, 1H, H-3c) , 1. 71 ( br s, 3H, H-

16) , 1. 42 ( br d, 1H, H-7p) , 0. 93 ( s, 3H, H-15) ,

0. 72 ( s, 3H, H-14 )。
13
C NMR ( 100 MHz,

CDC l3 ) , D: 170. 6 ( C-17) , 139. 9( C-9 ) , 118. 4 ( C-

10) , 78. 8 ( C-2) , 74. 8 ( C-4 ) , 70. 2 ( C-11 ) , 65. 3

( C-12) , 48. 7 ( C-5 ), 47. 6 ( C-13 ), 40. 1 ( C-6) ,

36. 4 ( C-3 ) , 27. 7 ( C-8 ) , 24. 2( C-7), 23. 0 ( C-

16) , 20. 9( C- 18) , 15. 7( C-15) , 5. 6( C-14)。

结合
1
H-

1
H CO SY和

1
H-

13
C HM BC分析得出,

该化合物化学结构式如图 1所示。经检索, 该物

质属于单端孢霉烯类化合物 ( T r icho thecenes) ,英

文名称为: trichoderm in, 化学名称: 4B-乙酰基-12,

13-环氧-9-单端孢霉烯, 作者得到的光谱数据与文

献 [ 10]一致。

图 1 枸骨内生哈茨木霉菌抗菌活性代谢物的化学结构

F ig. 1 Chem ica l structure o f active m etabo lite o f

T richoderma harzianum from

Llex co rnuta L indl1

2. 3 Tr ichoderm in对蕃茄早疫病菌和黄瓜立枯

丝核菌的抑制效果

T richode rm in对两种病原菌菌丝生长的抑制

作用见表 2。随着处理浓度的升高, 该化合物对两

种病原菌的抑制作用逐渐增强, EC50分别为 3. 35

和 3. 59 mg /L, 在浓度为 20 m g /L 时抑制率分别

达到 99. 2%和 98. 9% ,且继续培养至 10 d后两种

病原菌仍无法生长。相同浓度 ( 5 m g /L )处理下,

trichoderm in对蕃茄早疫病菌的抑制活性低于扑海

因,但对黄瓜立枯丝核菌的抑制活性显著高于口恶

霉灵。

145N o. 2 陈列忠等:枸骨内生真菌抗菌代谢产物的鉴定及活性研究



表 2 Tr ichoderm in对蕃茄早疫病菌和黄瓜立枯丝核菌的离体抑制活性

T ab le 2 The inh ib ito ry activ ities o f trichoderm in aga instA. so lani andR. so lan i

供试菌株

Patho gen ic fung i

处理

T reatm en t

处理浓度 / ( m g /L )

Treated con cen trat ion

平均抑制率 (% )

Inh ib itory percen tage( 24 h)

毒力回归线

Tox ic ity regression equation

EC 50

/ ( m g /L)

蕃茄早疫病菌 T richoderm in 20 99. 2 a Y = 4. 14 + 1. 63X 3. 35

A. so lan i 10 75. 1 b r = 0. 9 80 1* *

5 55. 1 c

2 38. 6 d

1 21. 3 e

扑海因

Ip rod ione
5 64. 1 c - -

黄瓜立枯丝核菌 T richoderm in 20 98. 8 a Y = 4. 12+ 1. 5 9X 3. 59

R. so lan i 10 76. 3 b r = 0. 9 64 1* *

5 48. 9 c

2 34. 2 d

1 25. 6 e

口恶霉灵

H ym ex azo l
5 29. 4 e - -

2. 4 Trichoderm in对蕃茄早疫病和黄瓜立枯病

的治疗和保护作用

活体试验表明, trichoderm in对蕃茄早疫病和

黄瓜立枯病均有明显的治疗和保护作用 (表 3)。

在浓度为 100 mg /L时,对蕃茄早疫病及黄瓜立枯

病的保护效果达 97. 8%和 98. 1%, 而治疗效果也

达 96. 7%和 97. 3%。在相同浓度 ( 50m g /L )处理

下, tr ichoderm in对蕃茄早疫病的保护和治疗效果

均低于扑海因,但差异不显著; 而对黄瓜立枯病的

保护和治疗效果均显著高于口恶霉灵。

3 讨论

从植物中筛选内生菌是目前获得新微生物菌

株的一个重要途径。笔者从浙江枸骨的茎、叶和

根中分离得到了 30余种内生真菌, 包括本文所报

道的可产生 trichoderm in的哈茨木霉菌, 显示出了

丰富的蕴藏量。哈茨木霉是一种研究和应用较为

广泛的生防菌, 对立枯病等多种作物病害具有良

好防效。哈茨木霉的抑菌作用主要是通过生存竞

争、产生溶菌酶以及抑菌代谢物等途径实现的
[ 11]

,

目前已从该菌代谢物中分离得到了近几十种活性

物质,主要有二萜类、丁烯醇、呋喃类、吡喃酮以及

一些单端孢霉烯化合物 (如 harzianum A )等
[ 12]
。

虽然有些研究把哈茨木霉菌活菌制剂直接命名成

/ trichoderm in0 [ 13]
, 但至今并没有在已研究过

的多个哈茨木霉菌的代谢物中分离或检测到

trichoderm in
[ 14~ 16]

。本研究从枸骨内生哈茨木霉

菌的代谢产物中分离得到了 tr ichoderm in, 这在该

菌代谢产物研究中尚属首次。

有文献报道, tr ichoderm in对黄瓜黑星病菌

C lado spo rium cucum er ium、黄瓜立枯丝核菌、花生

炭腐病菌 R. ba ta tico la 和葡枝根霉菌 Rhizopus

sto lon ifer等多种病原菌的孢子萌发均具有抑菌活

性
[ 17, 18]

。本研究结果表明, 该化合物对黄瓜立枯

丝核菌、蕃茄早疫病菌离体病原菌菌丝生长具有

显著的抑制活性, 同时对两种病害也有良好的

保护和治疗效果。可见, trichoderm in作为农用

抗菌素具有高效性和广谱性的特点。虽然在

Trichoderm a v ir ide、T. reesei、T. spo ru lo sum 等多种

木霉菌剂中早已分离到了 trichoderm in
[ 10, 19, 20]

, 但

对于该化合物作为农用抗生素的研究和应用却进

展缓慢。究其原因可能有以下两点:其一, 作为以

生存竞争和产生溶菌酶为主要作用机理的生防菌

剂,木霉菌剂中活性代谢物的研究一直都没有引

起足够的重视, 包括从哈茨木霉菌中分离到的另

一具高抑菌活性单端孢霉烯化合物 harzianum A,

至今也没有展开深入研究与开发; 其二, 由于

trichoderm in具有明显的抗癌和抗免疫效果, 具有

巨大的医用潜力
[ 21 ]

,因此,迄今为止大多研究均集

中在医学领域。然而, 作为一种高活性天然抗生

素, 无论作为农用杀菌剂, 或者作为创制新农药产
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表 3 Tr ichoderm in对蕃茄早疫病和黄瓜立枯病的保护和治疗效果

T ab le 3 The ef f icacy o f trichoderm in aga instA. so lani andR. so lani

供试病菌

Pathogen ic

fung i

处理

T reatm en t

处理浓度 / ( m g /L)

Treated

concen tration

保护作用

Pro tect ive ef fect

菌落直径 /mm, 3 d

D iam eter o f co lony

相对防效 (% )

R elat ive ef f icacy

治疗作用

Th erapeut ic ef fect

菌落直径 /m m, 3 d

D iam eter o f co lony

相对防效 (% )

Rela tive ef f icacy

蕃茄早疫病菌 T richoderm in 100 1. 0 97. 8 a 1. 4 96. 7 a

A. so lan i 50 4. 6 89. 4 b 4. 3 90. 1 a

20 13. 7 68. 6 c 10. 9 75. 2 b

10 19. 7 54. 9 d 16. 7 61. 9 c

扑海因

Iprod ione
50 4. 1 90. 6 b 3. 8 91. 3 a

水 W ater - 43. 6 - 43. 9 -

黄瓜立枯丝核菌 T richoderm in 100 0. 8 98. 1 a 1. 1 97. 3 a

R. so lan i 50 5. 7 85. 7 b 4. 7 88. 3 b

20 12. 2 69. 3 c 10. 7 73. 2 c

10 19. 9 50. 0 d 17. 2 57. 1 d

口恶霉灵

H ym exazo l
50 2 0. 3 49. 0 d 17. 6 56. 0 d

水 W ater CK 39. 8 - 40. 0 -

品的先导化合物, trichoderm in仍具有较大的研究

和应用价值。当然, 在相关产品的研发过程中, 仍

有许多研究有待进一步深入, 如原始菌株改造、发

酵工艺、构效关系、田间效果及其安全性等。

  致谢: 衷心感谢安徽大学王开金博士和浙江

省农业科学院夏湛恩研究员帮助鉴定枸骨和供试

病原菌,感谢杭州师范大学中心实验室帮助进行

化合物核磁测定。
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#会议纪要#

/第七届全国农药创制学术交流会 0
在杭州召开

  由中化化工科技总院主办的 /第七届全国农

药创制学术交流会0于 5月 14 ~ 17日在杭州成功

召开,来自科研院所、高校、机关团体以及农药生

产企业共 77家单位的 200余名科技工作者参加了

会议,科技部高新技术发展及产业化司张新民处

长, 中国科学院沈寅初院士、李正名院士等领导及

专家出席会议并作了重要报告。与会代表就新农

药创制中各个环节的研发状况、近年来的重要进

展及未来发展方向等问题进行了广泛的交流, 其

中几个重要进展体现在以下几方面:

农药生产企业参与新产品创制的比重越来越

大。我国农药企业已充分意识到拥有独特专利产

品的重要性, 并积极参与到了新农药的创制工作

中。本次参会的农药企业即首次超过了半数, 论

文提交数量也有显著增长。

共性高新技术已成功应用到新农药创制过程

中, 并取得了丰硕成果。如上海交通大学运用基

因工程技术定向表达构建高产工程菌株, 提高了

抗生素的产量,并提高了生物活性;沈阳化工研究

院通过 X单晶衍射确认了新型环丙基肟醚类化合

物的多手性结构, 分别开展了不同手性化合物的

生物活性和作物安全性研究, 为开发高效、低毒、

环境相容性好的新农药提供了依据。

创制农药的安全性评价、助剂开发以及工艺

改造等受到了广泛重视。农药创制已不仅仅局限

于新化合物的设计、合成和生物活性测定, 在新农

药品种的安全性评价日益受到重视的同时, 与之

相关的新助剂与新剂型的开发、生产工艺的改进

等应用技术研究也成为了本次会议交流的热点。

大会报告还指出, 随着环保和食品安全等问

题日益受到重视, 针对发达国家对农药产品不断

实施的一系列限制性措施, 我国农药原药及剂型

的科技创新工作应及时调整应对策略。充分利用

当前先进的科技手段, 致力于开发具有自主知识

产权的农药新品种及环境友好型新制剂, 进行节

能、降耗、减排的工艺改进将是今后农药技术创新

的重要组成部分。

(赵旭明,黄文耀,李钟华供稿 )
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