
植物内生真菌(plant endophytic fungi)是一种

新型的微生物资源，研究表明内生真菌通常会产生

与其宿主植物相同或相似的生理活性物质[1]。在

Stierle 等研究成果的引领下，人们发现内生真菌的

次级代谢产物可能是抑菌活性物质的重要来源[2]。
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因此，内生真菌次级代谢产物生物活性的研究已

成为微生物资源开发的一个热点[3]。但由于内生真

菌次级代谢产物量低，就有必要对其提取方法进

行深入细致的研究。
稻瘟病作为水稻的主要病害之一，可引起大

幅度减产。流行年份，一般减产 10%～20%，重的

可达 40%～50%，局部田块甚至颗粒无收[4]。本试

验主要以水稻稻瘟病病菌为靶标，对从辽宁西北

地区采集的根系土壤中分离得到一株内生真菌

DW22 的次级代谢产物的醇提方法进行研究，旨

在找到效果最好的提取方法，从而为寻找抗稻瘟
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60%、80%、100%乙醇提取其次级代谢产物，依次编号为 22-1、22-2、22-3、22-4、22-5。进行抗稻瘟病菌的抑
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病菌有较好的效果。
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病的新型抑菌物质打下基础。

1 材料和方法
1.1 材料

1.1.1 样品来源
内生真菌 DW22 由本实验室从辽宁西北地区

采集的根系土壤中分离并保存。
1.1.2 供试培养基

内生真菌固体培养采用 PDA 培养基；内生真

菌液体培养采用 PA 培养基。
1.2 方法

1.2.1 内生真菌的分离纯化
参照马晓颖等方法进行内生真菌的分离纯化[5]。

1.2.2 内生真菌代谢产物的制备
将活化的内生真菌菌种接 种 于 装 有 10 mL

PA 培养基的小三角瓶中，置于 28℃、200 r·min- 1

的摇床培养 6d 取出，抽提菌丝体代谢物，将菌丝

体代谢物中分别加入等倍体积的 20%乙醇、40%

乙醇、60%乙醇、80%乙醇、100%乙醇，浸提 24h，

过滤，滤液保存，依次编号为 22-1、22-2、22-3、
22-4、22-5。
1.2.3 抑菌活性检测

将内生菌代谢产物制备液与熔融的 PDA 培

养基混合，制成终浓度 50 ng/mL 的带菌平板，以

加等体积无菌水的 PDA 培养基为空白对照。待平

板冷凝后在平板中央接种水稻稻瘟病菌，菌饼

Φ=6 mm。然后将平板倒置于 25℃培养箱内培

养。待对照平板中水稻稻瘟病菌菌落长满平板时，

记录各处理病原菌菌落直径大小。每处理重复 3

次。抑制率计算公式如下：

抑制率(%)= 对照菌落直径 - 处理菌落直径
对照菌落直径 -5

×100%[6]

1.3 分析方法

试 验 数 据 采 用 DPS 统 计 软 件 , 以 Duncan

法检验差异显著性。

2 结果与分析
2.1 稻瘟病抑菌活性检测

对 DW22 进行稻瘟病菌抑菌活性检测，菌落

直径大小和抑制率见表 1。从表 1 可以发现，22-1

处理的抑菌圈直径明显小于对照，而且抑制率达

到了 31.52%，明显高于其他处理。从图 1 也明显

看 出 22-1 处 理 的 效 果 好 于 对 照 ， 这 说 明 经 过

20%乙醇提取的 DW22 的次级代谢产物对稻瘟病

菌有明显的抑制效果。

图 1 对照与 22-1 的抑菌活性检测结果

表 1 DW22 抑菌活性检测结果

处理 菌落直径 (cm) 抑制率(%)

CK 8.1 8.0 8.1

22-1 7.1 7.1 7.1 31.52

22-2 8.1 7.8 8.3

22-3 7.8 8.1 8.2 1.08

22-4 7.5 7.6 7.5 16.48

22-5 7.5 8.1 8.2

CK 22-1

2.2 方差及差异显著性分析

方差分析中，显著水平 P 值是推断试验处理

间差异程度的指标。一般来说，只有当方差分析表

中的显著水平 P≤0.05 时才能进一步做多重比较

分析。多重比较可进一步检验各个处理两两之间

的差异。多重比较中，各个处理凡后面具有相同字

母者，表示它们之间的差异不显著；只有当某两个

处理后面具有完全不同的字母时，它们之间才有

显著差异。方差分析表(表 2)中处理间 P<0.05，同

时 P<0.01，说明各个处理间存在差异，可以进行

差异显著性分析。差异显著性分析表(表 3)可以发

现，22-1 处理和对照在 5%水平达到了显著差异，

在 1%水平达到了极显著差异。这说明经过 20%

乙醇提取的 DW22 的次级代谢产物对稻瘟病菌抑
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制效果显著。

3 结论与讨论
内生真菌是微生物生物多样性的一个重要组

成部分[7]。近年来的一些研究表明有些内生真菌次

生代谢产物是生物毒素的主要来源，可以用于杀

虫、杀菌，而对环境和人畜无害，为研制环保型抗

虫害药剂提供了理想的原料。因此，更多的内生真

菌次生代谢产物成为人们研究的对象。但由于内

生真菌次生代谢产物含量较低，并且有些内生真

菌次生代谢产物存在生物活性，这就对次生代谢

产物的提取提出了新的要求。快速高效、简便易行

的提取工艺对内生真菌次生代谢产物的应用具有

重要意义[8]。
稻瘟病是世界性的重要稻病，在我国同纹枯

病、白叶枯病被列为水稻三大病害。该病对水稻生

产威胁极大，常造成惨重损失，甚至颗粒无收。本

试 验 以 水 稻 稻 瘟 病 病 菌 为 靶 标 ， 对 内 生 真 菌

DW22 的次级代谢产物的醇提取方法进行研究，

以寻求效果最好的提取方法，为稻瘟病病害的防

治提供新的微生物资源。
抑菌活性试验检测了内生真菌次生代谢产物

对稻瘟病菌的抵抗能力。本试验中经过 20%乙醇

提取的 DW22 的次级代谢产物对稻瘟病菌的抑制

率达到了 31.52%，在所有处理中抑制率最高，这

说明 20%乙醇提取的 DW22 的次级代谢产物对

稻瘟病菌有明显的抑制效果。
方差分析是数理统计学中常用的数据处理方

法之一，是农业生产和科学研究中分析试验数据

的一种有效的工具，因而其应用比较广泛[9]。本试

验中经过 20%乙醇提取的 DW22 的次级代谢产物

和对照在 5%水平达到了显著差异，在 1%水平达

到了极显著差异，这说明经过 20%乙醇提取的

DW22 的次级代谢产物对稻瘟病菌抑制效果显著。
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表 2 方差分析表

变异来源 平方和 自由度 均 方 F 值 p 值

区组间 0.141 1 2 0.070 6 1.896 0 0.200 5

处理间 2.324 4 5 0.464 9 12.490 0 0.000 5

误 差 0.372 2 10 0.037 2 — —

总变异 2.837 8 17 — — —

表 3 差异显著性分析表

处理 均值 5%显著水平 1%极显著水平

CK 8.066 7 a A

22-2 8.066 7 a A

22-3 8.033 3 a A

22-5 7.933 3 a A

22-4 7.533 3 b AB

22-1 7.100 0 c B
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