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摘要：以石油醚、乙酸乙酯、四氯化碳三种极性不同的溶剂对鸭跖草叶点霉病原菌的菌丝和培养液进行萃取，获取

粗毒素。结果表明，叶点霉菌产生的毒素既有胞外毒素，又有胞内毒素，且用极性中等的乙酸乙酯萃取效果最好。

大豆培养基和 $%&分别是适合菌株生长和毒素分泌的固体培养基和液体培养基。确定有利于叶点霉产毒的温度
为 ’()、培养时间为 !*+、培养方式为 !,"-./01振荡培养。
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鸭跖草（!"<<$#-)( ,"<<2)-5 [U）是鸭跖草科鸭
跖草属单子叶植物，主要危害大豆、小麦、玉米、花

生等旱田作物，已成为东北地区农田中恶性杂草之

一［!］。使用寄生在鸭跖草上的病原真菌控制农田

鸭跖草的发生，这是利用自然界生物力量去压抑鸭

跖草种群的一个重要途径［(］。从鸭跖草自然发生

的叶斑病病斑上分离出的叶点霉病菌能产生毒素，

接种到鸭跖草叶片上，可以产生与孢子或菌丝侵染

后相似的病斑，这说明叶点霉对鸭跖草的致病作用

与其产生的毒素有关［’］。国内外研究表明病原真

菌在寄主体外产生毒素的量与培养条件关系密

切［*，,］。在本文中，作者用生测法对叶点霉菌的产

毒培养条件和粗毒素的提取进行了研究，为进一步

研究开发叶点霉菌及其毒素作为防治鸭跖草及其

它杂草的生物除草剂提供理论依据。

; 材料与方法

;<; 供试菌株与植物
供 试 菌 株：鸭 跖 草 叶 点 霉（ ’/0##"5*-,*(

,"<<$#-<$,"#( FE91=）从沈阳地区鸭跖草病叶上分离
获得。

供试植物：鸭跖草为温室培育的实生苗，培养

至三叶期。

;<= 产毒培养方法
转接叶点霉病菌于 $\4培养基上培养 3+，在菌

落边缘打取直径为 #],// 的菌苔，接种到 ’""/[
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!"# 的 $%&液体培养基中（’(()* 三角瓶），每瓶接
种 + 块菌苔，,’- .’(/0)12培养 #3 4 ,.3，培养液先
用 5 层纱布过滤，滤液真空抽滤，得无菌滤液待用。
!"# 鸭跖草叶点霉粗毒素的提取方法
!"#"! 萃取溶剂的筛选：选择极性不同的有机溶剂
石油醚、乙酸乙酯、四氯化碳，分别等体积对培养滤

液进行萃取 +次，合并有机相，’(-减压旋转蒸干后
用水定容至 .()* 得粗毒素溶液。以无菌水、培养
基和 +种有机溶剂作对照，用针刺接种法测定粗毒
素的生物活性，通过解剖镜观察病斑大小，并与无

菌滤液作活性比较。每个处理重复 +次。
!"#"$ 毒素产生方式的确定：为确定叶点霉菌产生
的毒素主要是胞外毒素还是胞内毒素，对培养滤液

和洗净的菌丝分别进行处理，提取粗毒素［6］。培养

滤液粗毒素的提取方法如 .7+7.所述。对菌丝中毒
素的提取方法有两种，一是将菌丝用蒸馏水洗净

6(-烘干，乙酸乙酯浸泡 58，5 层纱布过滤除去菌
丝，滤液 ’(-减压蒸馏，获得粗毒素。第二种方法
将菌丝用蒸馏水洗净，加入无菌水后用组织均浆机

搅碎，过滤，滤液用乙酸乙酯等体积萃取 +次，合并
有机相，’(-蒸馏获得粗毒素。针刺接种法测定粗
毒素的生物活性，以无菌水作对照。

!"% 鸭跖草叶点霉产毒条件的确定
!"%"! 固体培养基的筛选：参考万佐玺等方法［#］，
分别以水稻、小麦、玉米、大豆、高粱作培养基，接种

叶点霉菌株，,’-培养，每天摇动 . 4 , 次，避免结
块，+9后取出培养物，用乙酸乙酯浸泡 ,8，过滤出
菌丝及剩余培养基，收集乙酸乙脂相，’(-减压蒸馏
回收乙酸乙酯，获得粗毒素。针刺接种法进行生物

活性测定，比较不同培养基产毒的差异。

!"%"$ 液体培养基的筛选：以 $%&、%:%:、:;<!=>、
?1@8</3、鸭跖草汁 ’ 种液体培养基，接种叶点霉菌
株，,’- .’(/0)12，培养 .(3，毒素的提取和活性测定
方法参考 .7+7.。
!"%"# 温度对产毒活性的影响：以 $%&为培养基，
分别在 ,’-、,A-、+,-转速 .’(/0)12下培养叶点霉
.(3，提取粗毒素，针刺法测定毒素活性。
!"%"% 培养时间对产毒活性的影响：以 $%&为培养
基，接种叶点霉菌，分别置于温度 ,A-转速 .’(/0)12
条件下培养 #3、.53、,.3，提取粗毒素，针刺法测定
毒素活性。

!"%"& 培养方式对产毒的影响：以 $%&为培养基，

接种叶点霉菌，置于 ,A-下转速分别为 .((/0)12、
.’(/0)12、,((/0)12的摇床上振荡培养和 ,A-恒温箱
中静止培养，.(3后取出，提取粗毒素，针刺法测定
毒素活性。

$ 结果与分析

$"! 萃取溶剂对叶点霉粗毒素提取的影响
如图 .所示，极性不同的 +种有机溶剂石油醚、

乙酸乙酯、四氯化碳对粗毒素的萃取效果差异很

大，萃取效果最好的是乙酸乙酯，病斑直径是

.7(())，和无菌滤液相比，毒素的回收率达到
A.7B#C，石油醚的萃取效果最差，回收率只有
+.7.’C，四氯化碳的回收率为 5,76,C。可见用中
等极性的有机溶剂乙酸乙酯对叶点霉毒素可以进

行有效的萃取。

图 . 不同有机溶剂萃取的粗毒素的致病性

真菌毒素有分泌到细胞外，也有存在于细胞内

的。从图 ,可见从培养滤液和菌丝中提取的毒素接
种后产生的病斑大小差异比较小，说明叶点霉菌株

在液体培养条件下，毒素的产生形式是既有分泌到

细胞外的也有存在于细胞内的。

图 , 从培养滤液和菌丝中提取的粗毒素的致病性

$"$ 培养基种类对叶点霉粗毒素产生的影响
鸭跖草叶点霉菌在供试的 ’种固体培养基上生

长量差异很大，在大豆和玉米上长势较好，豆粒和

玉米表面都长满了菌丝，而在水稻和小麦上生长的

菌丝较少，菌丝主要集中在稻粒和麦粒的两端。从

图 +看出叶点霉菌在这几种固体培养基上都能产生
毒素，以大豆为培养基产生的毒素致病力最强，病

斑直径达 ,7.5))，其次是玉米，病斑直径 .76,))，
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致病力最弱的是小麦培养基中产生的毒素，病斑直

径只有 !"#$%%，说明大豆的营养成分比较适合鸭跖
草叶点霉菌丝的生长和毒素的分泌。

图 & 固体培养基对叶点霉产毒的影响

采用 ’种液体培养基培养叶点霉菌，菌株的生
长量有很大差别，在 ()*和 )+)+培养基中培养的
叶点霉菌生长较旺盛，$,-后菌丝干重最多，在鸭跖
草汁中的生长量次之，生长量最少的是在 +./012和
3456/7-培养基。叶点霉菌在不同培养基中的培养
性状有一定的差别，在 )+)+培养基菌丝体簇团，表
面毛绒绒，毛球较大，直径 8%% 9 :%%，颜色墨绿色；
在鸭跖草汁中也呈球状，但表面是稀疏的小刺，且

刺球直径仅有 $%% 9 &%%，颜色为乳白色。()*、
+./012、3456/7-培养中菌丝体分别呈棉絮状和片段
状，颜色分别为灰黄色和白色。叶点霉菌在不同液

体培养基中的致病性差异和生长量差异类似，在

()*、)+)+和鸭跖草汁中培养，毒素致病力较强，病
斑直径分别为 ,"$$%%、,",:%% 和 ,",’%%，而在
+./012和 3456/7-培养基中提取的毒素致病力较弱，
病斑直径分别为 ,"!;%%和 !"#8%%（见表 ,）。综合
菌丝的生长量和毒素的致病性，认为 ()*培养基是
适合鸭跖草叶点霉菌的生长和分泌毒素的液体培

养基。

表 ! 叶点霉菌在不同液体培养基中的致病性和生长量

培养基

种类

病斑直

径（%%）

菌丝干重

（<）
培养性状

()* ,"$$/ &" #&8’/ 菌丝体棉絮状，灰黄色

)+)+ ,",:/= &" :!;&=
菌丝体簇团，绒球状，

直径 8 9 :%%，墨绿色

鸭跖草汁 ,",’=5 &">!&$5
菌丝体簇团，刺球状，

直径 $ 9 &%%，乳白色

+./012 ,"!;5 $";8!&-1 菌丝体片段状，白色

3456/7- !"#8- $"’!#’1 菌丝体片段状，白色

注：按 ?@A5/A’B新复极差检测（! C !"!’）同列相同字母表示处理间

无显著差异。

"#$ 温度对鸭跖草叶点霉粗毒素活性的影响
从图 >看出，用 ()*培养基在不同温度下培养

叶点霉菌，获得的毒素活性有一定的差别。&$D时
叶点霉毒素致病力最强，病斑直径最大可达

,"&’%%，$>D时病斑直径最小，说明在一定温度范
围内高温有利于病菌产生高致病力的毒素。

图 > 温度对叶点霉产毒的影响

"#% 培养时间对叶点霉粗毒素活性的影响
在 ()*培养基接种叶点霉菌，分别培养 8-、,>-

和 $,-后都能分泌粗毒素，针刺接种鸭跖草叶片，第
$-就可以产生病斑，且病斑大小随着时间延长而扩
大（见图 ’）。叶点霉培养时间的长短对毒素活性的
影响很大，培养 ,>-后提取得到的粗毒素活性高于
8-和 $,-，接种 ;-后病斑直径可达 ,"&$%%，远远大
于另外两种处理，可见培养时间是毒素活性高低的

一个重要影响因素。

图 ’ 培养时间对叶点霉产毒的影响

"#& 培养方式对粗毒素活性的影响
图 ;结果显示，在振荡和静止两种培养条件下，

毒素致病力显著不同，振荡条件下在发病第 ;天观
察病斑直径可达 ,"&%%，静止条件下培养病斑直径
却非常小，只有 !"#$%%，表明振荡培养有利于叶点
霉菌分泌毒素。振荡培养的转速对叶点霉毒素的

产生也具有一定的影响，转速 ,’!7E%4A条件下菌株
产生毒素的致病力总是高于 ,!!7E%4A和 $!!7E%4A条
件下毒素的致病力，病斑直径总是最大。,!!7E%4A
和 $!!7E%4A时病斑直径较小，且两者差异不大。

·:>#· 微 生 物 学 通 报 $!!8年 &>（’）



图 ! 培养方式对叶点霉产毒的影响

! 结论与讨论

真菌毒素有胞外毒素和胞内毒素之分，提取真

菌毒素首先要确定毒素的产生形式。本研究表明，

叶点霉菌产生的对鸭跖草有致病作用的毒素既有

分泌到细胞外的也有存在于细胞内的，而在实际生

产中还要从生产成本，提取的难易程度等方面加以

考虑。虽然菌丝内也含有叶点霉毒素，但要先将菌

丝搅碎、烘干，浸泡，然后才可以提取毒素，操作烦

琐，费工费时。应用胞外毒素更适宜叶点霉菌开发

成生物源除草剂。

真菌毒素的提取溶剂对毒素活性影响较大，为

使毒素的活性充分释放出来，必需选择合适的溶剂

对无菌滤液进行萃取。研究结果表明，极性中等的

乙酸乙酯是较理想的溶剂。

培养基的营养成分、温度、培养时间、培养方式

等对植物病原真菌产生毒素都有影响。固体培养

基中大豆的营养成分比较适合叶点霉菌分泌毒素。

液体培养基 "#$，#%#%培养病菌产生的毒素致病力
最强。叶点霉是高温病菌，培养温度为 &’(分泌的
毒素活性最强，这也和田间 ) * +月份鸭跖草叶斑病
发病最严重的情况相吻合。培养 ,-.产生毒素的活
性高于 ).和 ’,.，说明培养时间过短毒素尚未分泌
完全，培养时间过长毒素在培养基中被分解失效，

所以要得到高致病力的毒素应注意掌握适当的培

养时间。培养方式影响菌株的生长最终影响毒素

的分泌。静止培养得到的菌体成大球状，球体内部

为空壳而只在球表面布满菌丝，菌丝的数量减少，

使得菌株分泌的毒素也相应减少。
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邮购地址：,00),) 北京东黄城根北街 ,!号科学出版社 科学分社
联系人：阮芯 联系电话：0,0 A !-0&-!’’（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 DEEF：BBGGG/ 9HI@6>H@J>@/ >4:/ >J，欢迎致电索要书目
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