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摘要:【目的】研究马蜂肠道真菌对反枝苋的抑制活性，为开发微生物源除草剂奠定基础。【方法】通过测试
11 种肠道真菌发酵液对反枝苋根生长的抑制效果筛选出活性菌株 MF06。通过形态学观察和分子生物学鉴
定确定 MF06 的分类地位。通过硅胶柱层析法、薄层层析法、葡聚糖凝胶柱层析法对乙酸乙酯粗提物进行分
离、纯化，得到代谢产物 1，研究代谢产物 1 对反枝苋根生长的抑制作用。利用核磁共振谱和质谱确定代谢
产物 1 的化学结构。【结果】经形态学观察和 ITS 序列分析确定 MF06 菌株为尖孢镰刀菌 ( Fusarium
oxysporum)。当供试质量浓度为 100 μg /mL 时，该菌株发酵液的乙酸乙酯提取物对反枝苋根生长的抑制率
大于 68%。从乙酸乙酯粗提物中分离得到代谢产物 1，经过结构鉴定为镰刀菌酸与 9，10-脱氢镰刀菌酸以
1:1 比例形成的混合物。活性测试表明代谢产物 1 对反枝苋根生长具有很强的抑制作用，抑制活性的 IC50值
为(0. 51 ± 0. 18)μg /mL，与阳性对照药 2，4-二氯苯氧乙酸的活性［IC50值为(0. 30 ± 0. 14)μg /mL］相当。【结
论】MF06 菌株具有开发为微生物源除草剂的潜力。
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反枝苋 ( Amaranthus retroflexus)是一种分布广

泛的恶性杂草［1 － 2］，对农业生产有很大的破坏作用。

现在人们一般使用化学农药对反枝苋进行防除，但

是长期使用化学农药导致了诸如耐药性增强、环境

污染、生态破坏等一系列恶性问题［3］，因此寻找一

种有效且对环境友好的除草剂显得尤为重要。微生

物源除草剂以其毒性小、不破坏生态环境、残留少、

选择性强、对非靶标生物和哺乳动物安全、环境兼容

性好等优点，正逐步引起人们的重视［4 － 6］。由于微

生物种类繁多，如何选择合适的微生物是微生物源

除草剂所面临的重要问题之一。特境微生物是指特

殊环境下生存的微生物，由于特境微生物生存环境

的特殊性，导致特境微生物可能具有一些特殊的活

性，如除草活性、抗真菌活性、抗癌活性等等。昆虫

肠道微生物属于特境微生物的一种。研究表明部分

昆虫肠道菌具有较好的除草活性，如张应烙等［7 － 8］

报道了从棉蝗肠道中分离出了棉蝗肠道菌 Phoma

sp．和 Pestalotiopsis sp． 具有较好的除草活性。本实
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验研究了马蜂肠道真菌对反枝苋活性的抑制作用，

筛选出具有活性的菌株并对其活性发酵产物进行了

分离和鉴定，旨在为开发新型微生物源除草剂奠定

一定的基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

供试昆虫:马蜂(Vespa mandarinia Smith)成虫，

捕捉于浙江师范大学北门附近(北纬 29. 14°，东经
119. 64°)。

供试种子:反枝苋( A． retroflexus)种子，购自河

北省唐山市北方种子基地。

培养基:麦芽浸汁固体培养基(MEA)成份为生

麦芽 20 g(煮沸 20 min，滤去残渣)，蔗糖 20 g，蛋白

胨 1 g，琼脂 15 － 20 g，蒸馏水 1000 mL，pH 自然。不

加琼脂者为相应的液体培养基(ME)。

实验试剂:75%消毒酒精，杭州擦擦净卫生用品

有限公司;生麦芽，购自亳州市中药饮片厂;蔗糖、牛

肉膏、蛋白胨、琼脂粉等，购自北京博奥星生物技术

有限责任公司;葡聚糖凝胶 LH-20，瑞典 Pharmacia

Biotech 公司;100 － 200 目硅胶、200 － 300 目硅胶、

GF254 薄层层析硅胶，青岛海洋化工;2，4-二氯苯氧

乙酸(2，4-D)，上海信然生物科技有限公司;新型快

速植物基因组 DNA 提取试剂盒，北京百泰克生物技

术有限公司。

实验仪器: BrukerDrx-500 核磁共振仪，瑞士
Bruker 公司;Mariner 质谱仪，美国 ABI 公司;SW-CJ-

1D 超净工作台，江苏苏洁净化设备厂;CCA-1111 旋

转蒸发仪，上海爱朗仪器有限公司;高速冷冻离心机
MIKＲO22 /22Ｒ，德国 Hettich 公司。

1. 2 菌株的分离

按照文献［7 － 8］的方法，将捕捉到的马蜂饥饿

处理 24 h，然后在无菌操作台上用 75%的医用消毒

酒精对马蜂虫体进行表面消毒，无菌水清洗。对上

述处理过的马蜂进行解剖，取出肠道，研磨，加入无

菌水将肠道研磨物母液依次稀释为 10 － 1、10 － 2、

10 － 3稀释液，分别取上述浓度的研磨液 200 μL 涂布

于 MEA 培养基中，置于 28℃的恒温箱中培养。待

菌体长出后，挑选菌株的边缘菌丝进行培养，如此反

复直至得到纯净的菌体。本实验共分离纯化到 11

株马蜂肠道真菌。

1. 3 菌株的发酵及活性测定

将纯化得到的 11 株真菌分别接种于已灭菌的

装有 100 mL ME 培养基的 250 mL 锥形瓶中。

28℃、180 r /min 的摇床中培养 7 d。7 d，将锥形瓶

从摇床上撤下，并用纱布滤去菌体，保留发酵液。除

草活性测试采用培养皿生物分析法 ( Petri dish

bioassay)［9］，分别取 5 mL 上述发酵液均匀洒在对应

的铺有滤纸的直径为 9 cm 的培养皿中。选取 10 粒

露白的反枝苋种子均匀撒在上述处理好的培养皿

中。阳性对照组为 2，4-二氯苯氧乙酸(2，4-D)，用

丙酮配制成浓度为 100 μg /mL 的溶液并加 5 mL 于

滤纸片上。对照组的滤纸片也需加入 5 mL 的丙酮，

其余方法如上。将培养皿置于 28℃、相对湿度
70%、定时光照(白天 12 h，黑夜 12 h)的人工气候

箱中培养 2 天，测量根长。计算公式为:根生长抑制

率(% ) =［(对照平均根长 － 处理平均根长) /对照

平均根长］× 100%。

1. 4 MF06 菌株的鉴定

形态学鉴定:将 MF06 菌株接种于 MEA 培养基

中，于 28℃ 条件下培养 3 － 4 d，采用插片法观察
MF06 孢子形态特征。

分子生物学鉴定:按照 1. 3 的方法将培养 3 d

的 MF06 新鲜菌体作为提取 DNA 的材料。以上述

提取的基因组 DNA 为模板，采用真菌通用引物
( ITS1，ITS4)对供试菌株 rDNA 的 ITS 区域进行 PCＲ

扩增。反应液体积 50 μL，包括:ddH2O 39 μL、10 ×

PCＲ buffer 4. 0 μL、dNTPs 4. 0 μL、ITS1 和 ITS4 各
1. 0 μL、Taq DNA 聚合酶 0. 2 μL。PCＲ 反应程序:

94℃预变性 2 min;94℃变性 1 min，55℃复性 1 min，

72℃延伸 1 min，35 个循环，最后 72℃延伸 5 min，

4℃保存。PCＲ 产物用 2% 琼脂糖凝胶测其纯度。

PCＲ 扩增产物经检测后送至上海生工生物工程有

限公司进行测序。将测序得到的 ITS 序列 与
GenBank 中的已知核酸序列进行比对，利用 MEGA

5. 05 软件进行系统发育分析并构建系统发育树。

1. 5 MF06 发酵液不同极性产物的提取

将 MF06 菌株按照 1. 3 的方法发酵 6 瓶，共发

酵 3 d。将上述发酵液作为种子液，接入已灭菌的装
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有 500 mL ME 培养基的 1000 mL 锥形瓶中。28℃，

180 r /min 的摇床中培养 7 天。7 d 后撤下锥形瓶，

用 3 层纱布滤去菌体。本次发酵共得到发酵液
20 L。取其中 1 L 发酵液分别用石油醚、乙酸乙酯

和正丁醇以 1 ∶ 1的比例反复进行萃取，直到有机相

基本无色。分别合并有机层并在 45℃条件下减压

旋蒸，共得到石油醚相、乙酸乙酯相、和正丁醇相粗

提物，经上述有机相萃取后的发酵液减压干燥后得

水相。将上述 4 种粗提物分别配制成 100 μg /mL

的溶液，按照 1. 2. 2 的方法测试其对反枝苋生长的

抑制情况。

1. 6 MF06 活性产物的提取与分离

将 MF06 发酵液和乙酸乙酯以体积比为 1 ∶ 1的

比例反复进行萃取，直至乙酸乙酯相基本无色。合

并乙酸乙酯层并用旋蒸仪在 45℃的条件下减压旋

干。实验共得到 14. 8 g 粗提物。将得到的粗提物

以质量比为 1 ∶ 1的比例与 100 － 200 目的硅胶搅拌

均匀，并置于 45℃的烘箱中烘干。将质量为粗提物
10 倍的 200 － 300 目的硅胶装柱，用二氯甲烷将硅

胶反复压实。本实验采取干法上样，以二氯甲烷-甲

醇为洗脱剂并用硅胶柱层析进行梯度洗脱。二氯甲

烷与甲醇的体积比分别为 100 ∶ 0、100 ∶ 1、100 ∶ 2、

100∶ 4、100∶ 8、100∶ 16、100∶ 32。经过 TLC 检测，合并

相似成分。在洗脱剂为 100 ∶ 2的样品中发现一点，

经过反复纯化，得到 1. 2 g 代谢产物 1。

1. 7 代谢产物 1 对反枝苋的抑制活性及其结构鉴

定

将代谢产物 1 配制成 100、50、10、5、1 μg /mL 5

种浓度的溶液，采用 1. 3 的方法测试代谢产物 1 对

反枝苋生长的抑制活性并计算其 IC50值。

代谢产物 1 的结构鉴定分为质谱和核磁共振谱

分析两部分。采用 Mariner System 5304 质谱仪测定

代谢产物 1 的分子量，Bruker AVANCE-400 MHz 核

磁共振仪测试物质的1H-NMＲ 和13 C-NMＲ。

2 结果和讨论

2. 1 马蜂肠道菌对反枝苋的抑制作用

马蜂肠道菌发酵液对反枝苋的抑制活性见表
1。从表 1 中可以看出当所取的发酵液均为 5 mL

时，MF06 对反枝苋的抑制活性最好，抑制率大于
80%。所以本次实验选取 MF06 作为进一步实验

对象。

2. 2 菌种鉴定

形态学鉴定:在 MEA 平板上，MF06 的菌落为

灰白色絮状突起，菌落中间为紫粉色，边缘为浅粉

色。短绒状，平整。气生菌丝不发达，质地较疏松。

在显微镜下观察到散落的分生孢子有两种形态，一

种是弯曲的镰刀型，另一种是圆柱形(图 1)。上述

特征与文献［10］报道的尖孢镰刀菌基本一致，因此，

初步鉴定 MF06 为镰刀菌。

表 1． 11 株马蜂肠道菌发酵液对反枝苋生长的抑制作用

Table 1． Inhibitory effect of fermentation broth from 11 wasp

gut fungi against the radicle growth of A． retroflexus

Fungi Inhibiting rate /% Fungi Inhibiting rate /%
MF01 50. 00 ± 6. 41 MF07 79. 34 ± 3. 12
MF02 72. 89 ± 4. 16 MF08 69. 76 ± 5. 09
MF03 73. 13 ± 5. 74 MF09 67. 23 ± 4. 74
MF04 77. 47 ± 2. 79 MF10 67. 17 ± 3. 53
MF05 70. 30 ± 3. 87 MF11 72. 77 ± 2. 52
MF06 82. 89 ± 3. 02 2，4-D 88. 25 ± 1. 82

2，4-D as the positive control，the concentration is 100 μg /mL．

分子生物学鉴定:以 ITS1 和 ITS4 为引物，扩增
出长度为 517 bp 基因序列，Blast 对比发现 MF06 的
序列与尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum JN020659 同
源性高达 99%，在系统发育树上处于同一分支(图
2)。因此，结合形态特征，可以确定 MF06 即为尖孢
镰 刀 菌 F． oxysporum ( GenBank 登 录 号:
KM013802)。

图 1． MF06 的孢子形态(400 × )
Figure 1． The spore morphology of MF06 (400 × ) ．
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图 2． 基于 5. 8S rDNA 基因序列构建的系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree based on the 5. 8S rDNA sequences． Numbers in bracket represent the sequences

accession number in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，

0. 02 sequence divergence．

2. 3 MF06 粗提物对反枝苋的抑制作用
MF06 不同极性溶剂粗提物对反枝苋的抑制活

性见表 2。从表 2 中可以得知当供试浓度为 100

μg /mL 时，4 种不同极性的粗提物对反枝苋抑制活

性最好的是乙酸乙酯相粗提物，抑制率近 69%。其
次是石油醚相粗提物，抑制率约 51%。活性最低的

是水相的粗提物，抑制率小于 24%。因此 MF06 发

酵液能够有效抑制反枝苋生长的活性部分主要集中

在中等极性的乙酸乙酯相。

进一步测试了不同浓度乙酸乙酯相粗提物对反

枝苋根的抑制作用，结果见图 3。根据相应的实验

数据计算出 MF06 乙酸乙酯相粗提物的 IC50值为
(1. 39 ± 0. 12 ) μg /mL，其活性比阳性对照 2，4-D

［IC50值为(0. 30 ± 0. 14)μg /mL］略低。

表 2． MF06 不同极性粗提物对反枝苋根生长的抑制作用

Table 2． Inhibitory effect of MF06 ’s crude extracts of different

polarities against the radicle growth of A． retroflexus

Extracts Inhibiting rate /%

petroleum ether extract 50. 73 ± 4. 55

ethyl acetate extract 68. 71 ± 3. 87

butanol extract 38. 15 ± 4. 43

water extract 23. 88 ± 4. 28

2，4-D 87. 61 ± 1. 70

The concentration for the test is 100 μg /mL; 2，4-D is the positive

control．

图 3． 不同浓度 MF06 乙酸乙酯粗提物及 2，4-D 对反

枝苋根生长的抑制作用
Figure 3． Inhibitory effect of ethyl acetate extracts of MF06 and

2，4-D against the radicle growth of A． retroflexus in different

concentration．

2. 4 代谢产物 1 对反枝苋的抑制作用及其结构鉴
定

通过硅胶柱层析、薄层层析、葡聚糖凝胶柱层析
等方法分离得到 MF06 的 1 种主要代谢产物 1(占粗
浸膏含量的 8. 1% )。

不同浓度代谢产物 1 对反枝苋的抑制作用见
图 4。根据图中数据计算出代谢产物 1 的 IC50值
为(0. 51 ± 0. 18)μg /mL，其活性与阳性对照 2，4-
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D 相当。

图 4． 不同浓度代谢产物 1 对反枝苋根生长的抑制作

用
Figure 4． Inhibitory effect of the metabolite 1 against the radicle

growth of A． retroflexus in different concentration．

采用质谱和核磁共振谱对化合物的结构进行分

析，代谢产物 1 的波谱数据如下:

ESI-MS: m /z 178. 0888 ［M + H］+， C10

H1 3NO2; 180. 1050 ［M + H］+， C10 H1 5NO2;

379. 0838 ［C10 H1 2NO2 + C10 H1 4NO2 + Na］+ ;

395. 0644 ［C10 H1 2NO2 + C10 H1 4NO2 + K］+ ;

735. 1755 ［2 ( C10 H1 2NO2 + C10 H1 4NO2 ) + Na］+ ;

751. 1381 ［2 ( C10 H1 2NO2 + C10 H1 4NO2 ) + K］+。1H

NMＲ (CDCl3 ) δ: 10. 88 ( s，1H)，8. 74 ( s，1H)，

8. 22 ( d，5. 9 Hz，1H)，7. 82 ( d，7. 8 Hz，1H)，

5. 81 (m，1H)，5. 04 ( d，5. 0 Hz，1H)，5. 01 ( s，

1H)，2. 87 ( t，7. 6 Hz，1H)，2. 76 ( t，7. 8 Hz，

1H)，2. 44 (dd，14. 4 Hz，7. 1 Hz，1H)，1. 66 (m，

1H)，1. 39 ( dq，14. 8 Hz，7. 4Hz，1H)，0. 94 ( t，

7. 4 Hz，2H);13 C NMＲ ( CDCl3 ) δ: 165. 2，147. 8，

147. 6， 138. 8， 138. 7， 136. 3， 124. 6， 124. 5，

116. 4，34. 6，32. 9，32. 8，32. 4，22. 2，13. 8。

上述数据与文献［11］报道基本一致，是镰刀菌酸

与 9，10-脱氢镰刀菌酸的混合物(1∶ 1)。

尖孢镰刀菌 F． oxysporum 是一种分布广泛的真

菌，一般分为致病型和非致病型两种［12］。尖孢镰刀

菌的代谢产物较多，且部分具有活性。如 Breinholt

等人［13］从 F． oxysporum CBS330. 95 的发酵液中分

离得到了新的化合物 N-methyl-4-hydroxy-2-pyridone

具有较好的抗真菌活性;Wang 等人［14］从相应的牛

樟树内生真菌 F． oxysporum 中分离到的 beauvericin

具有很好的抗癌活性;Cui 等人［15］从银杏内生真菌
F． oxysporum SYP0056 中分离得到的 ginkgolide B

是血小板活化因子拮抗剂，可用于治疗缺血性脑中

风的痰瘀阻络证。但尚未见尖孢镰刀菌及其代谢产

物对反枝苋抑制活性的报道。

3 讨论

本研究从马蜂肠道中筛选出 1 株抑制反枝苋生

长效果较好活性的菌株 MF06。经鉴定 MF06 为尖

孢镰刀菌 F． oxysporum。活性测试表明 MF06 乙酸

乙酯萃取物对反枝苋根的生长有较好的抑制活性。

采用活性跟踪方法从其发酵液乙酸乙酯粗提物中分

离得到主要代谢产物 1，根据核磁共振谱和质谱确

定代谢产物 1 为 fusaric acid 和 9，10-dehydrofusaric

acid 的混合物(1∶ 1)。该主要代谢产物对反枝苋根
的生长具有很好的抑制活性，是 MF06 具有除草活

性的物质基础。因此，MF06 具有开发为微生物除

草剂的潜力，值得深入研究。至于 MF06 对作物的

安全性、田间防效和作用机理等，还有待于进一步的

研究探讨。
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Inhibition of Amaranthus retroflexus by wasp gut fungal
isolate Fusarium oxysporum MF06
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Xiaohui Xiao1*
1 College of Chemistry and Life Sciences，Zhejiang Normal University，Jinhua 321004，Zhejiang Province，China
2 State Key Laboratory of Pharmaceutical Biotechnology，Nanjing University，Nanjing 210093，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To study the inhibitory effect of wasp gut fungus against the radicle growth of Amaranthus
retroflexus for the development of herbicides from microorganisms． ［Methods］Eleven strains were isolated from wasp gut．
Among them the fermentation broth of strain MF06 showed potent herbicidal activity against A． retroflexus． MF06 was
identified by morphological observation and molecular biology identification． Fermentation product was isolated and
purified by silica column chromatography，TLC and Sephadex LH-20 column chromatography． Metabolite 1 was obtained
from fermentation product，and the inhibitory effect of metabolite 1 against the radicle growth of A． retroflexus was studied．
The structure was determined by mass spectrum and nuclear magnetic resonance analyses． ［Ｒesults］By the morphological
observation and ITS sequence analysis，MF06 was identified as Fusarium oxysporum． The ethyl acetate extract of MF06
had strong activity against A． retroflexus with inhibition rate of more than 68% under the concentration of 100 μg /mL． It
is better than other polarities crude extracts． Metabolite 1 was separated from ethyl acetate extract，and it was determined
as a mixture of fusaric acid and 9，10-dehydrofusaric acid． The mixture is co-crystallizing in a 1:1 molar stoichiometry． It
inhibited radical growth of A． retroflexus with IC50 value of ( 0. 51 ± 0. 18 ) μg /mL，comparable to that of 2-( 2，4-
dichlorophenoxy) acetic acid (0. 30 ± 0. 14 μg /mL) used as a positive control． ［Conclusion］ Strain MF06 could be
potentially developed as a microbial herbicide．
Keywords: wasp gut fungi，Amaranthus retroflexus，Fusarium oxysporum，herbicidal activity
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