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我国日本血吸虫病流行严重咱1暂袁 钉螺是日本血吸
虫惟一中间宿主咱2暂袁 杀灭钉螺是预防和控制血吸虫病

的关键措施之一咱3暂遥 氯硝柳胺是目前广泛使用的化学
灭螺药袁 但因对环境和非靶生物具有不良反应咱4暂袁 导
致杀螺药的筛选重点转向天然植物和微生物咱5鄄8暂遥 因来
源广泛且容易获得袁 微生物成为研究热点咱9暂遥 目前袁 国
内已有较多微生物杀螺剂研究咱10鄄12暂袁 但真菌杀螺剂少
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揖Abstract铱 Objective To research the molluscicidal effect, active components, thermal stability and light stab鄄

ility of endophyte LL3026 渊Colletotrichum sp.冤 from Buddleia lindleyana. Methods The molluscicidal effect of LL3026
against Oncomelania hupensis was determined as referring to the WHO guidelines for laboratory molluscicidal test, and the
control experiments were performed with 1 mg/L niclosamide or dechlorinated tap water. The active components from LL3026
were extracted by different polar solvents. The thermal stability and light stability of its extracellular moiety was examined
at different temperature 渊30-100 益冤, different time 渊30-150 min冤 and different illumination time 渊1-9 d冤. Results
Immersion test showed that the LC50 values for the LL3026 broth were 50.11, 3.43, and 1.55 mg/L for 24, 48, and 72 h,
respectively. The ether extract of LL3026 broth showed the best molluscicidal activity compared with other fractions.
Treated with 25 mg/L ether extract for 24, 48, and 72 h, the mortality of O. hupensis was 100%. The molluscicidal activity
of LL3026 broth had no change at 80 益 for 120 min, and the snail mortality was 100%. A 48鄄h exposure to LL3026
broth which placed in an artificial climate box with 3 600 lx illumination for 9 d resulted in 86.7% snail mortality.
Conclusion The fractions extracted from endophyte LL3026 isolated from B. lindleyana shows molluscicidal effect to
O. hupensis.
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揖摘要铱 目的 研究醉鱼草渊Buddleia lindleyana冤内生真菌 LL3026渊Colletotrichum sp.冤发酵液的杀螺作用尧 活性部
位及其热稳定性和光照稳定性遥 方法 采用烧杯浸杀法袁 观察不同时间尧 不同浓度 LL3026发酵液醇浸膏水溶液对湖
北钉螺的杀灭作用袁 同时设 1 mg/L氯硝柳胺水溶液和去氯离子水为对照遥 采用溶剂系统分离法分离 LL3026发酵液的不
同极性部位袁 并比较各极性部位的杀螺活性遥 该菌发酵液醇浸膏水溶液于不同温度渊30耀100 益冤尧 不同时间渊30耀150 min冤
处理后袁 进行杀螺试验袁 检测其热稳定性遥 在 25 益尧 不同光照强度 渊分别照射 1耀9 d冤 条件下袁 测定其光照稳定性遥
结果 施药后 24尧 48和 72 h的半数致死浓度 渊LC50冤 分别为 50.11尧 3.43和 1.55 mg/L遥 分离 LL3026发酵液袁 获得石油
醚尧 乙醚尧 乙酸乙酯尧 正丁醇和水相等不同极性部位袁 其低极性部位的乙醚相杀螺效果最好袁 24尧 48和 72 h杀螺率均为
100豫遥 在 80 益加热 120 min后袁 发酵液活性物质热稳定性好袁 杀螺率为 100%遥 3 600 lx强度光照 9 d的发酵液的杀螺
活性较强袁 其 48 h杀螺率为 86.7%遥 结论 醉鱼草内生真菌 LL3026具有较好的杀螺活性遥
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见袁 尤其植物内生真菌杀螺研究报道较少遥 近年来本
研究室自金钱松分离出杀螺活性较好的内生真菌

JJ18 咱13袁14暂袁 为扩大筛选范围袁 又从杀螺植物醉鱼草
渊Buddleia lindleyana冤咱15暂 中分离出 113 株内生真菌袁
筛选到具有良好杀螺活性的菌株 LL3026遥 本实验对
该菌株发酵液的杀螺作用尧 活性部位及其热稳定性和
光照稳定性进行研究遥

材料与方法

1 真菌和钉螺

醉鱼草内生真菌 LL3026 渊Colletotrichum sp.冤
渊GenBank登录号为 GU004376.1冤由本研究室分离纯
化袁 保存于江苏大学生药学研究室遥 湖北钉螺指名亚
种渊Oncomelania hupensis hupensis冤于 2009年 4耀5月
份采自江苏省镇江市江心镇朱家村江滩袁 在实验室适
应性饲养 1 d袁 挑选活力较强的钉螺进行试验遥

2 主要试剂和仪器

AR级石油醚尧 乙醚尧 乙酸乙酯和正丁醇袁 均为
国药集团化学试剂有限公司产品 遥 氯硝柳胺
渊niclosamide袁 纯度为 98%冤 由江苏省血吸虫病防治
研究所提供遥优普超纯水机渊UPT鄄玉鄄5T冤为成都超纯科
技有限公司产品袁 飞鸽离心机渊TDL鄄5鄄A冤为上海安亭
科学仪器制造厂产品袁 生化培养箱渊SPX鄄250B冤为上
海跃进集团产品袁 摇床渊QYC鄄211冤为上海福玛试验设
备有限公司产品袁 人工气候箱渊MGC鄄300H冤为上海一
恒科技有限公司产品遥

3 杀螺药物制备

将 LL3026于超净台内接种到 200 ml马铃薯葡萄
糖液体培养基渊马铃薯 20%尧葡萄糖 2%和 1.5%琼脂冤袁
28 益 120 r/min 发酵 7 d袁 发酵液经纱布过滤除菌丝
体得滤液遥 将滤液用 95%乙醇浸提 3 次袁 合并浸提
液袁 回收乙醇获得乙醇浸膏遥 乙醇浸膏水溶后采用系
统分离法袁 分别获得石油醚尧 乙醚尧 乙酸乙酯尧 正丁
醇和水相等不同极性部位袁 各极性部位回收溶剂后获
得各极性部位浸膏遥

4 发酵液杀螺活性试验

采用烧杯浸杀法院 用倍比稀释法将 LL3026发酵
液乙醇浸膏配制浓度为 200尧 100尧 50尧 25尧 12.50和
6.25 mg/L的药液各 300 ml袁 分别置烧杯中袁 同时设
等量清水作空白对照组遥 每杯投放 30只钉螺袁 盖上
U型不锈钢网盖袁 纱网在液面下 1 cm左右以阻止钉
螺爬出水面遥 分别于浸泡 24尧 48和 72 h后袁 弃去药

液袁 用去氯离子水冲洗钉螺 3次袁 复苏 72 h后袁 用
水测法和压碎法计数钉螺死亡数遥 试验重复 3次遥 计
算半数致死浓度渊LC50冤袁 95%可信区间及 90%致死浓
度渊LC90冤遥 同时设 1 mg/L氯硝柳胺水溶液和去氯离子
水平行对照遥

5 发酵液杀螺活性部位筛选

各极性部位浸膏用去氯离子水配制成 25 mg/L的
药液各 300 ml袁 进行杀螺试验袁 方法同上袁 比较各极
性部位的杀螺活性遥

6 发酵液活性物质热稳定性试验

将发酵液乙醇浸膏配制成 50 mg/L 药液袁 各取
300 ml 置烧杯中袁 保鲜膜封口后分别置于 30尧 40尧
60尧 80和 100 益水浴加热 30 min袁 或于 80 益水浴加
热 30尧 60尧 90尧 120和 150 min袁 其后进行杀螺试验袁
方法同上遥

7 发酵液光照稳定性试验

取发酵液乙醇浸膏 5 mg 溶于 100 ml 去氯离子
水袁 置烧杯中袁 保鲜膜封口袁 于 25 益人工气候箱中袁
光照强度设置为 3 600 lx袁 分别放置 1尧 3尧 6 和 9 d
后袁 去氯离子水定容至 300 ml袁 进行杀螺试验袁 方法
同上遥

愿 统计学分析

应用 SPSS 13.0软件进行分析袁 对数据进行均值
化处理袁 比较不同浓度袁 不同温度尧 不同光照条件下
LL3026发酵液及不同极性部位的钉螺死亡率遥 公式
如下袁 钉螺死亡率=死亡钉螺数/试验钉螺总数伊100%遥

结 果

1 发酵液杀螺试验

各试验组钉螺死亡率均随着药物浓度的升高和施

药时间的延长而增加袁 空白对照组无钉螺死亡遥 施药
后 24尧 48和 72 h的 LC50 分别为 50.11尧 3.43和 1.55
mg/L遥 施药后 24 h 的 LC50 95%可信区间与 48 h 和
72 h的无重叠遥 施药后 24尧 48和 72 h的 LC90分别为
157.28尧 6.97和 3.37 mg/L遥

2 杀螺活性部位筛选

不同极性部位乙醇浸膏水溶液对钉螺的毒杀效果

显示袁 LL3026发酵液乙醚相杀螺效果最好袁 乙酸乙
酯和石油醚相次之袁 正丁醇相和萃余相杀螺活性较弱
渊图 1冤遥
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3 发酵液杀螺活性物质热稳定性试验

LL3026发酵液对热敏感性较低袁 经高温加热后
仍有良好的杀螺效果遥 80 益加热 30 min后袁 48 h杀
螺率为 93.3%曰 100 益加热 30 min后袁 48 h杀螺率为
90.0%袁 对 72 h杀螺率无影响遥 观察加热时间对发酵
液杀螺活性的影响发现 袁 80 益加热时间长短对
LL3026发酵液杀螺率基本无影响遥

4 发酵液光照稳定性试验

LL3026发酵液杀螺活性对高强度光照有一定敏
感性遥 光照 1尧 3尧 6和 9 d发酵液袁 48 h杀螺率分别
为 83.3%尧 80.0%尧 86.7%和 86.7%遥 光照对 LL3026
发酵液的 72 h杀螺活性基本无影响遥

讨 论

内生真菌渊endophytic fungus冤是指其生活史上一
定阶段生活在活体植物组织内袁 但对植物组织未引起
明显病害症状的真菌遥 植物内生真菌分布广泛尧 种类
众多袁 次生代谢产物丰富袁 可产生抗生素类尧 杀昆虫
物质类尧 植物生长调节剂类尧 抗肿瘤活性物质类和免
疫抑制类物质等袁 在农业和医药业中极具开发利用价
值咱16暂遥 但内生真菌的杀螺研究尚处于初始阶段遥
本实验室曾筛选到具有杀螺活性的金钱松内生真

菌 JJ18袁 其 10%发酵液 72 h杀螺率为 86.7%咱13暂遥 醉
鱼草内生真菌 LL3026发酵液 2%浓度 48 h杀螺率即
达 83.3%袁 与之相比袁 LL3026杀螺活性更强遥 通过
杀螺活性物质的热稳定性和光照稳定性试验袁 发现
LL3026发酵液在高温尧 强光照下稳定袁 具有较好的
开发利用价值遥 活性部位筛选结果显示袁 LL3026发

酵液杀螺活性部位为低极性化合物袁 较容易进行活性
跟踪袁 分离筛选有效的活性物质袁 发现安全尧 有效的
杀螺先导化合物遥 同时袁 可应用生物技术改良内生真
菌袁 提高活性成分的含量和产量袁 对推动生物杀螺剂
的筛选和可持续利用具有重要意义遥 LL3026发酵液
具有良好的杀螺效果袁 但尚需对非靶生物的安全性尧
生态环境的影响进行评价袁 同时还需要对灭螺活性成
分袁 灭螺机制等进行深入研究遥
致谢 感谢江苏省血吸虫病防治研究所梁幼生研究员、戴建荣研究员
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产品袁 生产批号为 080221冤袁 从 0.1 mg/渊kg窑d冤 开始静脉滴注袁
逐渐加量至 1 mg/渊kg窑d冤袁 33 d内总剂量达 1 200 mg遥 用药 5 d
后袁 患者精神和食欲明显好转袁 体温恢复正常袁 继续治疗 28 d
后患者贫血改善袁 脾左肋缘下未触及遥 血常规院 WBC 6.7伊109/L袁
HGB 124 g/L袁 PLT 160伊109/L袁 E 0.8%曰 肝功院 ALT 25 U/L袁
TBIL 11.5滋mol/L袁 ALB 38 g/L袁 GLB 31 g/L遥 B超院 脾脏大小正
常遥 骨穿骨髓涂片未见利什曼原虫遥 临床治愈出院遥 随访半年
无复发遥

病例 2袁 女袁 7岁袁 甘肃陇南文县人遥 患儿于 2007年 6月
出现乏力尧 发热袁 体温 38.0耀40.0 益袁 为不规则发热袁 最高体
温出现在下午或夜间袁 有时在上午遥 陇南市第一人民医院诊断
为 野内脏利什曼病冶袁 给予注射用葡萄糖酸锑钠治疗袁 0.6 g/d
静脉滴注袁 疗程为 6 d袁 症状消失后出院遥 2007 年 10 月和
2008 年 1月出现乏力尧 寒战尧 高热袁 先后就医于陇南市第一
人民医院尧 四川华西医院均未取得显著疗效遥 2008 年 3月再
次以乏力和高热入院遥 体检院 体温 39.2 益袁 脉搏 108 次/min袁
呼吸 22次/min袁 体重 20 kg遥 神志清袁 精神差袁 重度贫血貌遥
双肺无异常遥 心率快袁 律齐遥 腹部膨隆袁 肝剑下 1 cm袁 肋下
未触及袁 脾左肋缘下 9 cm袁 质域毅袁 表面光滑袁 无压痛及叩击
痛袁 移动性浊音阴性遥 血常规院 WBC 1.5伊109/L袁 HGB 54 g/L袁
PLT 80伊109/L袁 E 0.1%曰 肝功能院 ALT 89 U/L袁 TBIL 28 滋mol/L袁
ALB 31 g/L袁 GLB 42 g/L曰 肾功能正常遥 B超院 脾厚 6.4 cm袁 长
径 16.4 cm遥 骨穿骨髓涂片见利什曼原虫 渊图1B冤袁 诊断为内脏利
什曼病遥 予以注射用葡萄糖酸锑钠袁 0.6 g/d静脉滴注袁 共 12 d袁
患儿体温正常遥 体检脾脏无缩小袁 左肋缘下 9 cm遥 血常规院
WBC 1.8伊109/L袁 HGB 55 g/L袁 PLT 90伊109/L袁 E 0.1%遥 肝功
能院 ALT 72 U/L袁 TBIL 24.5 滋mol/L袁 ALB 30 g/L袁 GLB 43 g/L遥
再次做骨髓涂片检查袁 仍见利什曼原虫遥 考虑该患儿锑剂耐
药袁 予以国产注射用两性霉素 B治疗袁 从剂量 0.1 mg/渊kg窑d冤
开始静脉滴注袁 逐渐加量至 1 mg/渊kg窑d冤袁 24 d 总剂量达 420
mg遥 用药 4 d后患儿精神食欲明显好转袁 体温正常袁 继续治疗
20 d后贫血好转袁 脾左肋缘下 3 cm遥 血常规院 WBC 3.6伊109/L袁
HGB 97 g/L袁 PLT 160伊109/L袁 E 0.7%曰 肝功能院 ALT 25 U/L袁
TBIL 9.5 滋mol/L袁 ALB 36 g/L袁 GLB 35 g/L遥 B 超院 脾厚 6.1
cm袁 长径 11.0 cm遥 1 个月后再次复查袁 脾左肋缘下未触及遥
血常规院 WBC 6.3伊109/L袁 HGB 131 g/L袁 PLT 158伊109/L袁 E 2.5%遥
肝功能院 ALT 20 U/L袁 TBIL 10.5 滋mol/L袁 ALB 39 g/L袁 GLB
30 g/L遥 B 超院 脾脏大小正常曰 骨穿骨髓涂片未见利什曼原
虫遥 随访 1年无复发遥

讨论

甘肃省内脏利什曼病主要分布于武都区尧 文县尧 舟曲县和
迭部县袁 发病人数呈逐年上升的趋势咱1暂遥 长期以来袁 葡萄糖酸
锑钠是治疗内脏利什曼病的首选用药袁 具有疗效佳尧 疗程短和
不良反应少等优点遥 但近年来袁 该药在临床出现疗效下降尧 甚
至无效的情况袁 如锑剂治疗 3疗程仍未愈者袁 称为野抗锑剂冶患
者袁 需用非锑剂治疗咱2暂遥 本文的两例内脏利什曼病患者用葡萄
糖酸锑钠治疗均无效袁 改用脂质体两性霉素 B治疗袁 均治愈遥
脂质体两性霉素 B是目前美国药品食品管理局惟一批准用于内
脏利什曼病的药袁 但价格昂贵袁 为减轻患者经济负担袁 选用国
产注射用两性霉素 B治疗遥 近年来袁 有国内外研究者使用两性
霉素 B治疗内脏利什曼病袁 均取得较好疗效咱3袁4暂遥 有关国产两
性霉素 B治疗内脏利什曼病的疗效袁 有待进一步探讨遥
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图 1 2例患者的骨髓涂片

A B

引 引

A院 患者 1曰 B院 患者 2曰 引示利什曼原虫遥
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