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西农 No124 菌株发酵产物对反枝苋的除草活性初步研究

龙建友3 , 　姬志勤, 　师宝君, 　田小卫, 　吴文君

(西北农林科技大学 农药研究所, 陕西 杨凌 712100)

摘　要: 西农N o. 24 菌株是从陕西秦岭山区采集的 200 份土壤中分离得到的一株放线菌, 经初步鉴定为链霉菌属

(S trep tom y ces)。采用微量小杯法, 通过发酵、洗脱和高效液相色谱 (H PL C)分离, 测定西农N o. 24 菌株发酵液对反

枝苋A m aran thus retrof lex us L. 的除草活性。结果表明, 该菌株的发酵产物对反枝苋有较强的抑制生长作用。其发

酵液对反枝苋种子萌发抑制率为 26. 7% , 主根生长抑制率为 80. 6% , 主茎生长抑制率为 66. 5% ; 离子交换液对反

枝苋的种子萌发抑制率为 42. 9% , 主根生长抑制率为 93. 1% , 主茎生长抑制率为 86. 2%。经 H PL C 分离后得到

8 个馏份, 其中馏份 4 的除草活性最强, 对反枝苋的种子萌发抑制率为 86. 36% , 主根生长抑制率为 95. 84% , 主茎

生长抑制率为 93. 76%。
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Stud ies on Herb ic ida l Activ ity of Ferm en ta tion Products of

X i Nong No. 24 Stra in aga in st Am a ran thus retrof lexus L.

LON G J ian2you3 , 　J I Zh i2qin, 　SH I Bao2jun, 　T IAN X iao2w ei, 　W U W en2jun

(Institu te of P esticid e of N W SUA F , Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: T he stra in of X i N ong N o. 24 w as separa ted from the so il co llected in Q in ling, Shaanx i

p rovince. It w as inden t if ied to be strep tom yces, tak ing as ob ject, by m ean s of m icro2pann ik in,

herb icidal act ivity had been m easu red on A m a ran thus retrof lex us L. by ferm en ta ing, elu t ing and

P re2H PL C. T he resu lts of b io logica l test show ed that the ferm en ta t ion p roducts of N o. 24 had an

in ten sive herb icidal act ivity again st A m a ran thus retrof lex us L. , and had an inh ib it ion of 80. 6% to

tap roo t, an inh ib it ion of 66. 5% to cau lis and an inh ib it ion of 26. 7% to bou rgeon. Exchange

liquo r had an inh ib it ion of 93. 1% to tap roo t, an inh ib it ion of 86. 2% to cau lis and an inh ib it ion of

42. 9% to bou rgeon. E igh t fract ion s w ere iso la ted from the ferm en ta t ion p roducts of N o. 24 stra in

by P re2H PL C. T he fract ion N o. 4 had the mo st in ten sive herb icidal act ivity. T he inh ib it ing ra te

of N o. 4 w as 95. 8% , 93. 76% and 86. 36% again st the tap roo t , cau lis and the bou rgeon of

A m a ran thus retrof lex us L. respect ively.
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　　反枝苋A m a ran thus retrof lex us L. 可以危害多

种作物, 世界范围内由反枝苋危害造成的损失每年

达几千万美元[1, 2 ]。近年来我国科学家正在研究利用

微生物代谢产物防除杂草。“鲁保一号”菟丝子盘长

孢状刺盘孢 C. g loeos p oroid es f . sp. Cu scu tae 的

代谢物防治大豆田菟丝子是我国利用微生物防除杂
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草的先例[3, 4 ]。西农N o. 24 菌株是作者首次在秦岭

山区分离得到的, 发现其代谢产物对反枝苋具有较

好活性。关于放线菌代谢产物活性的研究大多是关

于杀虫和杀菌活性的报道, 而有关其除草活性的报

道相对较少, 只有少数农用抗生素如双丙氨膦、赤霉

素和比洛尼素等具有除草活性的报道[5, 6 ]。为此作者

进行了西农N o. 24 菌株发酵代谢产物对反枝苋的

除草活性测定研究, 其结果简报如下。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株

西农N o. 24 菌株 (S trep tom y ces spp. , X i N ong

N o. 24)自陕西秦岭山区土样中分离得到。

1. 2　供试杂草

反枝苋A m a ran thus retrof lex us L. 。

1. 3　西农 No. 24 菌株的分离

准确称取 10 g 土样放入装有 90 mL 无菌水与小

玻璃珠的 250 mL 三角瓶中, 即成浓度为 0. 1 m göL
的土样稀释液。另用 1 mL 无菌吸管吸取上述土样

稀释液 1 mL 移入装有 9 mL 无菌水的试管中, 吹吸

3 次, 让菌液混合均匀即成浓度为 0. 01 m göL 的稀

释液, 采取逐步稀释法获得质量分数为 1×10- 3、

1×10- 4和 1×10- 5三个稀释浓度。将无菌平皿编上

1×10- 3、1×10- 4、1×10- 5代码, 每一代码设置 3 个

重复。用 1 mL 无菌吸管按无菌操作要求吸取

1×10- 5稀释液 1 mL 放入编号为 1×10- 5的平皿

中, 同法依次吸取 1×10- 4和 1×10- 3稀释液各1 mL

分别放入编号为 1×10- 4和 1×10- 3平皿中。然后在

9 个平皿中分别倒入已融化并冷却至 45～ 50℃的放

线菌专用培养基中, 轻轻转动平板, 使菌液与培养基

混合均匀, 冷凝后倒置于 28～ 30℃温箱中培养[7, 8 ]。

1. 4　培养基配方

1. 4. 1　固体培养基　可溶性淀粉 20 g, KNO 3 1 g,

K 2H PO 4 0. 5 g, M gSO 4·7H 2O 0. 5 g, FeSO 4 ·

7H 2O 0. 01 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L , pH 值 7. 2～

7. 4, 1×105 Pa 灭菌 30 m in 备用。

1. 4. 2　液体培养基　黄豆饼粉培养基和小米培养

基: 将黄豆饼粉或小米放入水中煮沸 15 m in 后, 加

入葡萄糖、氯化钠和碳酸钙, 用 8 层纱布过滤, 最后

加水定容分装。

1. 5　培养方法

采用摇瓶培养法。在 250 mL 三角瓶中装入

100 mL 液体培养基, 再接入西农N o. 24 菌株孢子悬

浮液, 接种量 10% (体积分数) , 150 röm in、30℃振荡

培养 5 d。

1. 6　发酵液的处理

西农N o. 24 菌株经过发酵后, 弃去菌丝体, 进

行硅胶柱层析, 分别用甲醇和蒸馏水洗脱, 再用阳离

子交换树脂脱盐。处理样品分别标记为①西农

N o. 24 菌株发酵原液; ②发酵液浓缩并经硅胶吸附

后的甲醇洗脱液; ③发酵液浓缩并经硅胶吸附后的

水洗脱液; ④为③的阳离子树脂交换液。

1. 7　除草活性成分分离方法

将 16 L 西农N o. 24 菌株发酵液用 8 层纱布过

滤后, 弃去菌丝体和滤渣, 在通风橱中浓缩至一定体

积, 用 200～ 300 目硅胶拌匀, 然后吹干装柱。以甲醇

和蒸馏水 (体积分别为 1 L 和 1. 5 L ) 淋柱, 流速为

8 mL öm in, 将收集的馏份用阳离子交换树脂进行交

换以达到脱盐目的。最后用高效液相色谱制备。

1. 8　除草活性测定方法

将西农N o. 24 菌株发酵原液、发酵液浓缩经硅

胶吸附后的甲醇洗脱液、发酵液浓缩经硅胶吸附后

的水洗脱液、水洗脱后的阳离子树脂交换液和经

H PL C 制备后的 8 个馏份各 10 mL 分别混合到热

的 100 mL 质量分数为 1% 的水琼脂培养基中。待培

养基冷却后, 将浸泡 2 h 的反枝苋种子种到培养基

中, 每个处理重复 5 次, 用清水作对照。于人工气候

箱中培养 (T = 28℃, RH = 95% , 光照L öD = 12 h∶

12 h) 3 d, 然后检查发芽率, 测定根长、芽长。按下式

计算其生长抑制率[9 ]。

生长抑制率 (% ) =
对照生长量—处理生长量

对照生长量 ×100

抑制萌发率 (% ) =
对照萌发数- 处理萌发数

对照萌发数 ×100

2　结果与分析

西农N o. 24 菌株发酵液不同处理对反枝苋的

除草活性结果见表 1。

　　经统计分析, 3 次洗脱对反枝苋种子萌发的抑

制作用无显著性差异, 水洗脱液和离子交换液对反

枝苋根、茎的抑制作用与西农N o. 24 菌株发酵原液

有显著差异性, 而甲醇洗脱液对反枝苋的抑制作用

与西农N o. 24 菌株发酵原液无明显差异性。西农

N o. 24 菌株发酵液对反枝苋根的抑制率为 80. 6% ,

对茎的抑制率为 66. 5% ; 经水洗脱再稀释 10 倍情

况下抑制率分别达到了 90. 7% 和 85% , 经离子交换
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T ab le 1　H erb icidal act ivity of ferm en ta t ion of X i N ong N o. 24 again st A m a ran thus retrof lex us L.

Samp le D ilu ted tim es
Inh ib it ion (% )±S E

Seed bourgeon T ap roo t developm ent Cau lis developm ent

Ferm entat ion liquo r 26. 7 a±0. 1 80. 6 a±0. 3 66. 5 a±0. 1

E lu ted carb ino l
10 21. 4 a±0. 1 91. 3 b±0. 3 72. 2 a±0. 1

50 7. 10 a±0. 2 72. 2 a±0. 2 41. 6 a±0. 1

E lu ted dist illed w ater
10 28. 6 a±0. 1 90. 7 b±0. 3 85. 0 b±0. 3

50 21. 4 a±0. 1 89. 9 b±0. 2 81. 5 b±0. 3

Exchange liquo r 42. 9 a±0. 1 93. 1 b±0. 2 86. 2 b±0. 2

后抑制率分别达到了 93. 1% 和 86. 2%。而离子交换

液对反枝苋的抑制作用与水洗脱液无显著性差异。

因此, 选用水洗脱和离子交换都可除去西农N o. 24

菌株发酵液中的杂质, 从而进一步提高其除草活性。

用 C 18柱对交换后的样品进行切割, 收集得到

8 个馏份, 结果见图 1。其除草活性数据见表 2。

F ig. 1　H PL C spectrum of herb icidal activity of ferm entat ion

p roducts of X i N ong N o. 24 stra in

T ab le 2　H erb icidal act ivity of eigh t fract ion s to A m a ran thus retrof lex us L.

F raction num ber
Inh ib it ion (% )±S E

Seed bourgeon T ap roo t developm ent Cau lis developm ent

1 9. 09 a±0. 14 72. 99 b±0. 24 76. 13 b±0. 23

2 4. 54 a±0. 17 57. 13 a±0. 13 46. 96 a±0. 13

3 4. 54 a±0. 18 67. 77 b±0. 29 77. 72 b±0. 26

4 86. 4 c±0. 22 95. 84 c±0. 32 93. 76 c±0. 37

5 75. 5 b±0. 21 75. 68 b±0. 26 50. 08 a±0. 13

6 4. 54 a±0. 13 56. 40 a±0. 14 39. 61 a±0. 18

7 4. 54 a±0. 17 53. 56 a±0. 16 53. 65 a±0. 13

8 9. 09 a±0. 15 67. 55 b±0. 27 76. 37 b±0. 27
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　　经统计分析, 馏份 4 对反枝苋的抑制率与其他

7 个有显著性差异; 5 对反枝苋种子萌发的抑制作用

与 1、2、3、6、7、8 这 6 个也存在显著性差异。4 对反

枝苋种子萌发的抑制率为 86. 4% , 主根生长抑制率

为 95. 84% , 主茎生长抑制率为 93. 76% ; 5 对反枝

苋种子萌发的抑制率为 75. 5% , 主根生长抑制率为

75. 68% , 主茎生长抑制率为 50. 08% ; 4 和 5 之间也

具有明显的差异性。这说明 4 是主要的除草活性部

分, 5 也有一定的除草活性。因此, 用H PL C 来分离

西农N o. 24 菌株发酵液是可行的。

3　小结与讨论

本研究测定了西农N o. 24 菌株对反枝苋的除

草活性, 此菌株的发酵液对反枝苋有强烈的抑制生

长作用, 其对主根生长抑制率为 80. 6% , 对主茎生

长抑制率为 66. 5% , 对反枝苋的种子萌发抑制率为

26. 7%。经过高效液相色谱分离后得到 8 个馏份, 其

中馏份 4 对反枝苋的平均抑制率最高。

目前对西农N o. 24 菌株的直接利用还存在许

多问题, 其中之一是此菌株发酵产生的次生代谢产

物的产量很低。本研究中从西农N o. 24 菌株的发酵

液中分离得到的除草活性物质也不到 5 m göL , 无法

直接进行工业化发酵生产。因此, 如何大幅度提高放

线菌发酵产物中活性物质的产量是今后急需解决而

且比较容易解决的问题。本研究的目的主要是从中

发现活性先导化合物。作者从放线菌中分离得到具

有除草活性的菌株即西农N o. 24 菌株, 目前其发酵

产物中活性成分尚未完全分离, 结构亦不清楚, 故对

西农N o. 24 菌株的利用有待进一步研究。
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