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摇 摇 摘要:摇 植物内生菌作为有待开发的微生物资源在农用抗生素的开发方面具有广阔的应用前景。 因此,本研

究以月季作为植物材料对植物内生菌进行筛选,得到 1 株具有抗菌活性的植物内生放线菌 GZ鄄57,并通过大孔吸附

树脂,硅胶柱层析以及高效液相色谱等技术对该菌株的发酵滤液进行活性化合物的分离得到 2 种化合物 57鄄1 和

57鄄2,通过1H NMR,13C NMR 及 ESI鄄MS 等波谱分析,结果表明,这 2 种化合物分别为水杨酰胺和 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰

胺。 对 2 种化合物进行抑菌试验研究结果表明,抗真菌方面:在 50 滋g / ml浓度下,化合物 57鄄1 对小麦赤霉病菌、烟
草赤星病菌和茄子黄萎病菌菌丝生长抑制率分别为 42郾 4% 、35郾 5%和 34郾 4% ;化合物 57鄄2 对茄子黄萎病菌和烟草

赤星病菌菌丝生长抑制率分别为 40郾 0%和 34郾 8% 。 抗细菌方面:化合物 57鄄1 对 7 种病原细菌均无明显抑制作用;
化合物 57鄄2 对烟草青枯病菌、猕猴桃溃疡病菌和蜡状芽孢杆菌有较强的抑制作用,其最小抑菌浓度分别为 12郾 50
滋g / ml、6郾 25 滋g / ml和 12郾 50 滋g / ml。 表明菌株 GZ鄄57 发酵产物对多种病原真菌和病原细菌具有抑制活性,且效果明

显。
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Antimicrobial ingredients of GZ鄄57, an endophytic actinomycete from Ro鄄
sa chinensis Jacq.

GUO Zheng,摇 LI Wan鄄wan,摇 YANG Han,摇 DENG Yi鄄bing,摇 JI Zhi鄄qin
(College of Plant Protection, Northwest A&F University, Yangling 712100,China)

摇 摇 Abstract:摇 Endophytes as microbial resources to be developed has broad application prospects in the development of
agricultural antibiotics. In this study, an antimicrobial endophytic actinomycete, named GZ鄄57, was isolated from the leav鄄
es of Rosa chinensis Jacq. Two compounds, 57鄄1 and 57鄄2, acquired through the absorption of macroporous resin, silica gel
column chromatography and RP鄄HPLC were identified as salicylamide and 1H鄄pyrrole鄄2鄄carboxamide, respectively. The in鄄
hibition rates of compound 57鄄1 at 50 滋g / ml against the mycelia growth of Fusarium graminearum,Alternaria alternate and

Verticillium dahlia were 42郾 4% , 35郾 5% and 34郾 4% ,
respectively, and the inhibition rates of compound 57鄄2
against V. dahliae and A. alternate were 40郾 0% and
34郾 8% . Compound 57鄄1 showed no antibacterial activity
to seven strains, while compound 57鄄2 exerted strong anti鄄
bacterial activities against Ralstonia solanacearum, Pseud鄄
omonas syringae and Bacillus cereus, with MIC values be鄄
ing 12郾 50 滋g / ml, 6郾 25 滋g / ml and 12郾 50 滋g / ml, respec鄄
tively. Due to a variety of inhibitory activities to pathogen鄄
ic fungi and bacteria, GZ鄄57 can be applied as a biocon鄄
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trol endophyte.
Key words:摇 Rosa chinensis Jacq; entophytic actinomycete; antimicrobial activity

摇 摇 农用抗生素是现代农药的重要组成部分,从
微生物中寻找新型抗生素则是新农药创制的重要

途径之一[1] 。 植物内生菌(Endophyte)指那些在其

生活史的一定阶段或全部阶段生活于健康植物各

种组织和器官内部或细胞间隙的真菌或细菌[2鄄5] 。
植物内生菌是生物活性天然产物的丰富资源,目
前已从内生菌中得到多种生物活性(如抗菌、抗癌

和抗氧化等)次生代谢产物[6] 。 我们从月季(Rosa
chinensis Jacq)叶中分离得到一株内生放线菌(编

号:GZ鄄57),其发酵液对多种病原细菌有较强的抑

菌活性,同时对多种植物病原真菌菌丝生长有一

定的抑制作用。 为了明确放线菌 GZ鄄57 发酵滤液

的抑菌活性成分,评价其在农林病害防治中的潜

在应用价值,本研究对其发酵液的抑菌活性及活

性成分进行了研究。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

内生放线菌 GZ鄄57,从月季叶中分离得到,保存

于西北农林科技大学农药研究所。
培养基:高氏一号培养基,用于 GZ鄄57 菌株斜面

及平板培养;小米液体培养基:小米 10郾 0 g、葡萄糖

10郾 0 g、氯化钠 2郾 5 g、蛋白胨 3郾 0 g、碳酸钙 1郾 0 g、硫
酸铵 1郾 0 g、纯净水1 000 ml,用于 GZ鄄57 菌株摇瓶发

酵;牛肉膏蛋白胨琼脂培养基:牛肉膏 0郾 3 g、蛋白胨

1郾 0 g、氯化钠 0郾 5 g、琼脂 2郾 0 g、纯净水 100 ml,pH
7郾 0 ~ 7郾 2;Muller鄄Hinton 肉汤培养基(杭州大和微生

物试剂有限公司生产),用于病原细菌培养;PDA 培

养基:马铃薯 20郾 0 g、葡萄糖 2郾 0 g、琼脂 15郾 0 g、纯
净水 100 ml,用于病原真菌培养。 所有培养基在

121 益、1伊105 Pa 高压灭菌 30 min 后备用。
菌株分离:将新采集的月季叶片用自来水冲洗

干净,70%酒精消毒 5 min,无菌水冲洗3 ~ 4 次,1%
次氯酸钠溶液浸泡 20 min,10% 碳酸氢钠溶液浸泡

15 min,无菌条件下将叶片剪碎,研磨至组织浸出

后,加入无菌水冲洗,取 100 滋l 涂布到高氏一号培

养基(含 50 mg / L高锰酸钾和 100 mg / L奈定酮酸)
上培养,7 d 后将菌株进行分离培养纯化后放置于 4
益冰箱保存。

GZ鄄57 菌株种子液制备:将 GZ鄄57 菌株接种于

高氏一号培养基上,25 益培养 7 d,接种于 100 ml 马
铃薯葡萄糖液体培养基中,180 r / min、28 益振荡培

养 16 h。
GZ鄄57 菌株发酵滤液制备:将 20 ml 种子液接种

于 80 ml 小米发酵滤液中,180 r / min、28 益振荡培

养 7 d。
病原真菌:番茄灰霉病菌(Botrytis cinerea)、小

麦赤霉病菌(Fusarium graminearum)、苹果炭疽病菌

(Colletotrichum gloeosporioides)、玉米弯孢病菌(Cur鄄
vularia lunata)、烟草赤星病菌(Alternaria alternate)、
茄子黄萎病菌(Verticillium dahliae)和西瓜枯萎病菌

(Fusarium oxysporum)由西北农林科技大学农药研

究所提供。 将病原真菌接种于 PDA 培养基,于 25
益下培养 3 ~ 7 d。

病原 细 菌: 烟 草 青 枯 病 菌 ( Ralstonia so鄄
lanacearum),猕猴桃溃疡病菌 (Pseudomonas syrin鄄
gae)由西北农林科技大学农药研究所提供。 枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)、蜡状芽孢杆菌(Bacillus ce鄄
reus)、铜绿假单孢菌(Pseudomonas aeruginosa)、金黄

色葡萄球菌( Staphyloccocus aureus)、大肠埃希氏菌

(Escherichia coli),购自中国普通微生物菌种保藏管

理中心。 将病原细菌接种于牛肉膏蛋白胨琼脂培养

基,于 37 益下培养 1 d。
试剂及仪器:HPD鄄400 大孔吸附树脂 (河北

宝恩树脂科技有限公司生产) 、甲醇(美国 Tedia
公司生产,HPLC 级) 、200 ~ 300 目硅胶(青岛海

洋化工厂生产) 、氨苄青霉素( USP 级)购自上海

国药集团化学试剂有限公司;石油醚、乙酸乙酯

均为市售分析纯。 Shimadzu LC鄄6AD 高效液相色

谱仪(日本岛津公司生产) ,具二极管阵列检测

器;Bruker RPX 500 MHz 核磁共振仪,购自德国

Bruker 公司。
1. 2摇 放线菌 GZ鄄57 的菌株鉴定

基因组 DNA 利用 QIAGEN 公司的 DNeasy
Blood & Tissue Kit(50)cat. no. 69504 试剂盒提取。

16S rDNA 序列分析:采用链霉菌 16S rDNA 通

用引物进行 PCR 扩增。 上游引物 F:5忆鄄AGAGTTT鄄
GATCCTGGCTCAG鄄3忆;下游引物 R:5忆鄄AAGGAGGT鄄
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GATCCAGCCGCA鄄3忆。 将获得的 PCR 产物送华大基

因测序鉴定,测序结果在 GenBank 中做 Blast 比对分

析,并采用 MEGA5. 1 软件构建系统发育树。
PCR 反应体系:模板 DNA (1郾 0 滋l),Primer F

(5 滋mol / L,0郾 5 滋l),Primer R (5 滋mol / L,0郾 5 滋l),
10伊Ex Taq Buffer (Mg2+ free) (2郾 5 滋l),dNTP mix鄄
ture ( 2郾 5 mmol / L, 2郾 0 滋l ), TaKaRa Ex Taq ( 5
U / 滋l,0郾 30 滋l),MgCl2(20 mmol / L,1郾 5 滋l),ddH2O
(16郾 7 滋l)。

PCR 程序设定:94 益 预变性 4郾 0 min;94 益 变

性 1郾 0 min,56 益退火 1郾 0 min,72 益延伸 1郾 0 min,
30 个循环, 72 益延伸 5郾 0 min,4 益保存。
1. 3摇 GZ鄄57 菌株发酵滤液抑菌活性测定

1. 3. 1摇 对病原细菌的抑菌活性摇 采用管碟法[7鄄8]测

定 GZ鄄57 菌株发酵滤液对病原细菌的抑菌活性。 将

培养好的供试细菌与融化的牛肉膏蛋白胨琼脂培养

基充分混匀,倒入 9 cm 培养皿中制成带菌平板。 每

个平板上放 4 个牛津杯(内径 0郾 6 cm、外径 0郾 8 cm、
高 1郾 0 cm),每杯加入 200 滋l GZ鄄57 菌株发酵滤液。
以蒸馏水为对照,每处理 3 次重复。 于 37 益恒温箱

中培养 12 h 后,观察抑菌圈的透明程度,并用十字

交叉法测量抑菌圈直径。
1. 3. 2摇 对病原真菌菌丝生长的抑制作用摇 采用菌

丝生长速率法[9] 测定 GZ鄄57 菌株发酵滤液对病原

真菌菌丝生长的抑制作用。 将 1郾 0 ml GZ鄄57 菌株发

酵滤液与 9郾 0 ml 融化的 PDA 培养基混匀,趁热倒入

无菌培养皿中制成带药培养基平板。 待培养基凝固

后,在每个培养基平面接入 1 个供试真菌菌饼(直
径为 4 mm),使带菌丝的一面贴在培养基表面。 每

处理 3 次重复。 于 25 益恒温箱中培养72 ~ 96 h,用
十字交叉法测量菌落生长直径,计算抑制率。 菌丝

生长抑制率 = [(对照菌落直径-处理菌落直径) /
(对照菌落直径-菌饼直径)]伊100% 。
1. 4摇 活性成分的分离及结构鉴定

将 25 L GZ鄄57 菌株发酵滤液用多层纱布过滤、
离心后,经大孔吸附树脂 HPD鄄400(1郾 0 kg)吸附,甲
醇(2郾 0 L)洗脱,解析液减压浓缩至约 200 ml。 浓缩

液用少量硅胶拌匀晾干后进行硅胶柱层析,用石油

醚 /乙酸乙酯 /甲醇混合溶剂梯度洗脱,每 100 ml 收
集一份,硅胶薄层检测后合并相同馏分。 各馏分浓

缩至干后,用乙酸乙酯溶解定容,烟草青枯病菌作为

指示菌,采用滤纸片法进行抑菌活性追踪测定。 采

用反相高效液相色谱纯化活性馏分,获得化合物

57鄄1(75 mg)和 57鄄2(107 mg),具体色谱条件如下:
色谱柱:Hypersil ODS2, 20 mm伊250 mm,10 滋m;流
动相:甲醇 颐 水=1 颐 1(体积比);流速:7郾 0 ml / min;
检测波长 230 nm。 采用质谱和核磁共波谱等技术,
结合相关文献对化合物进行结构鉴定。
1. 5摇 活性化合物抑菌活性测定

1. 5. 1 摇 对病原细菌的抑制作用 摇 采用微量稀释

法[10]。 从琼脂培养基挑取 4 ~ 5 个相同形态的供试

菌菌落,接入 1郾 0 ml 灭菌的 Mueller鄄Hinton 肉汤中,
35 益培养至轻度混浊后转入 0郾 9% 生理盐水中,调
整到麦氏浊度为 0. 5,再用 Mueller鄄Hinton 肉汤稀释

200 倍,其接种量相当于 7. 5 伊l05 CFU / ml。 将稀释

好的接种液转入 96 孔板中,每孔加接种液 100 滋l,
再分别加入 100 滋l 不同浓度的供试化合物(57鄄1 和

57鄄2)药液,使浓度梯度分别为 100郾 00 滋g / ml、50郾 00
滋g / ml、25郾 00 滋g / ml、12郾 50 滋g / ml、6郾 25 滋g / ml,每
板另设不加任何药剂的空白对照,氨苄青霉素(Am鄄
picillin)阳性对照和加药不接菌阴性对照,试验中每

处理 3 次重复。 将处理好的 96 孔板置于培养箱中,
35 益培养 20 h,650 nm 测定透光率,以透光率大于

85%为抑制生长的标准,记录药剂对供试细菌的最

小抑菌浓度(MIC)。
1. 5. 2 摇 对病原真菌的抑制作用 摇 方法同 1. 3. 2。
准确称取 1郾 0 mg 供试化合物(57鄄1 和 57鄄2),先用

200 滋l 二甲亚砜(DMSO)溶解后,加入 0郾 8 ml 无菌

水配制成质量浓度为 1郾 0 mg / ml的母液,活性测定

时用无菌水稀释至相应浓度。

2摇 结果与分析

2. 1摇 菌株鉴定

将菌株 GZ鄄57 的 16S rDNA 序列上传至 NCBI
GenBank,获得登记号 KM979603,经 Blast 分析,
选取了相似度高的 8 个序列通过 MEGA5. 1 软件

进行系统发育树的构建。 利用 N鄄J 法建立系统发

育树 ( 图 1 ) , 通 过 系 统 发 育 树 判 定 该 菌 株 与

Streptomyces parvus (小链霉菌)和 Prauserella ma鄄
rina(巴斯德菌) 位于同一分支。 在合成琼脂培

养基上对放线菌 GZ鄄57 生长形态进行观察比较,
GZ鄄57 与 Streptomyces parvus 形态相似,而且遗传

距离较近,因此,菌株 GZ鄄57 初步鉴定为 Strepto鄄
myces parvus。
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图 1摇 菌株 GZ鄄57 16S rDNA 基因序列构建的系统发育树

Fig. 1摇 Phylogenetic tree of strain GZ鄄57 based on 16S rDNA gene sequence

2. 2摇 GZ鄄57 菌株发酵滤液抑菌活性

2. 2. 1 摇 对病原细菌的抑制作用摇 GZ鄄57 菌株发酵

滤液对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽胞杆菌、
蜡状芽孢杆菌、猕猴桃溃疡病菌和烟草青枯病菌有

较强的抑制作用(图 2),抑菌圈清晰,直径分别为

25 mm、25 mm、20 mm、18 mm、22 mm 和 20 mm。 对

铜绿芽孢杆菌的抑制效果较弱,其抑菌圈模糊,直径

为 15 mm。

A:大肠杆菌;B:金黄色葡萄球菌;C:枯草芽胞杆菌;D:蜡状芽孢杆菌;E:猕猴桃溃疡病菌;F:烟草青枯病菌。
图 2摇 GZ鄄57 菌株发酵滤液对 6 种病原细菌的抑制作用

Fig. 2摇 The inhibition of GZ鄄57 fermented filtratin against six pathogenic bacteria
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2. 2. 2摇 对病原真菌的抑制作用摇 由表 1 可以看出,
放线菌 GZ鄄57 发酵滤液对供试的 7 种病原真菌菌丝

生长均有一定的抑制作用,对玉米弯孢病菌和小麦

赤霉病菌菌丝生长抑制作用最为明显。

表 1摇 GZ鄄57 菌株发酵滤液及化合物 57鄄1 和 57鄄2 对 7 种病原真菌

菌丝生长的抑制作用

Table 1 摇 Inhibition of fermented filtration, 57鄄1 and 57鄄2 against
the mycelia growth of seven pathogenic fungi

病原真菌
抑制率 (% )

发酵滤液 化合物 57鄄1 化合物 57鄄2

番茄灰霉病菌 20. 5 24. 1 20. 0

小麦赤霉病菌 31. 6 42. 4 -

苹果炭疽病菌 17. 0 20. 3 21. 1

玉米弯孢病菌 46. 7 30. 4 31. 6

烟草赤星病菌 8. 7 35. 5 34. 8

茄子黄萎病菌 21. 1 34. 4 40. 5

西瓜枯萎病菌 15. 8 25. 2 31. 6
-样品测定浓度为 50 滋g / ml。

2. 3摇 化合物的结构鉴定

化合物 57鄄1:白色结晶,熔点:140郾 2鄄143郾 7 益;
UV(姿MeOH):260 nm;ESI鄄MS:[M+H] +, m / z 138。1H鄄
NMR(DMSO,500 MHz):啄 6郾 89 (m, 2H),7郾 42 ( t,
J=7郾 0 Hz, 1 H),7郾 87(d, J = 7郾 0 Hz, 1 H),7郾 90
(br s, 1 H, NH),8郾 43 ( br s, 1 H, NH),13郾 08
( br s, 1 H, OH);13 C鄄NMR ( DMSO, 125 MHz ):
114郾 9,117郾 9, 118郾 8, 128郾 6, 134郾 5, 161郾 7, 172郾 6。
结合1H鄄NMR、13C鄄NMR谱给出分子式为 C7H7NO2,相
对分子质量为 137。1 H鄄NMR、13 C鄄NMR 数据与 De鄄
tlef[9]报道的 2鄄Hydroxybenzamide(水杨酰胺)基本一

致,故化合物 57鄄1 被鉴定为水杨酰胺(图 3)。
化合物 57鄄2:白色结晶,熔点:174郾 6鄄176郾 7 益;UV

(姿MeOH):262 nm;ESI鄄MS: [M +H] +, m/ z 111。1 H鄄
NMR(DMSO,500 MHz):啄 6郾 09(m, 1 H),6郾 79(m, 1
H),6郾 87(m, 1 H),6郾 93(br s,1 H,NH),7郾 49(br s,1
H,NH),11郾 40(br s,1 H,NH);13C鄄NMR(DMSO,125
MHz):109郾 0,111郾 1,121郾 9,126郾 8,162郾 8。 结合1 H鄄
NMR、13C鄄NMR 谱给出分子式为 C5H6N2O,相对分子

质量为 110。1H鄄NMR、13C鄄NMR数据与前人报道[10]的

1H鄄pyrrole鄄 2鄄carboxamide(1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺)基本一

致,故化合物 57鄄2 被鉴定为 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺(图
3)。

图 3摇 化合物 57鄄1 和 57鄄2 的结构

Fig. 3摇 Structure of compounds 57鄄1 and 57鄄2

2. 4摇 化合物的抑菌活性

2. 4. 1摇 对病原细菌的抑制作用摇 由表 2 可以看出,
化合物 57鄄1 对供试的病原细菌无抑制作用;化合物

57鄄2 对烟草青枯病菌、猕猴桃溃疡病菌和蜡状芽孢

杆菌有较强的抑制作用,其最小抑菌浓度值分别为

12郾 5 滋g / ml、6郾 25 滋g / ml和 12郾 5 滋g / ml。

表 2摇 化合物 57鄄1 和 57鄄2 对 7 种病原细菌的最小抑菌浓度

Table 2摇 The minimum inhibitory concentration values of 57鄄1 and

57鄄2 against seven strains of bacteria

病原细菌
最小抑菌浓度 (滋g / ml)

57鄄1 57鄄2 氨苄青霉素钠

烟草青枯病菌 >100. 00 12. 50 25. 00

猕猴桃溃疡病菌 >100. 00 6. 25 12. 50

枯草芽孢杆菌 >100. 00 25. 00 1. 56

蜡状芽孢杆菌 >100. 00 12. 50 6. 25

铜绿色假单孢菌 >100. 00 >100. 00 >100. 00

金黄色葡萄球菌 >100. 00 >100. 00 6. 25

大肠埃希氏菌 >100. 00 >100. 00 3. 13

2. 4. 2摇 对病原真菌的菌丝抑制作用摇 由表 1 和图

4 可以看出,化合物 57鄄1 对小麦赤霉病菌、烟草赤星

病菌和茄子黄萎病菌菌丝生长有一定的抑制作用,
其抑制率分别为 42郾 4% 、35郾 5% 和 34郾 4% ;化合物

57鄄2 对茄子黄萎病菌和烟草赤星病菌菌丝生长有

一定的抑制作用(图 5),分别为 40郾 0%和 34郾 8% 。

3摇 讨 论

本研究从月季内生菌 GZ鄄57 发酵滤液中分离鉴

定出水杨酰胺和 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺两个已知化合

物,其中 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺为抗菌活性化合物。 水

杨酰胺是常用解热镇痛药,与阿司匹林(即乙酰水
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A:小麦赤霉病菌;B:烟草赤星病菌;C:茄子黄萎病菌;上排为

处理,下排为对照。
图 4摇 化合物 57鄄1 对 3 种病原真菌的抑制作用

Fig. 4 摇 Inhibition of compound 57鄄1 against three pathogenic
fungi

A:烟草赤星病菌;B:茄子黄萎病菌;上排为对照,下排为处理。
图 5摇 化合物 57鄄2 对 2 种病原真菌的抑制作用

Fig. 5 摇 Inhibition of compound 57鄄2 against two pathogenic
fungi

杨酸)具有类似的作用机理[11]。 虽然乙酰水杨酸早

在 100 多年前就可以通过工业合成大量获得,但其

最初是从柳树提取物中分离得到的,属于人们最早

认识的天然产物之一,也是现在最为成功的医药开

发实例之一。 吡咯是天然产物中广泛分布的杂环骨

架,其中 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺更是许多抗细菌活性天

然产物的必要结构单元[12鄄14]。 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰胺是

多种吡咯类杀菌剂的重要中间体,最早是通过人工

合成获得的,1994 年 K觟nig 等人从热带海绵 Agelas
oroides 中首次分离获得天然的 1H鄄吡咯鄄2鄄甲酰

胺[15]。 本研究首次发现放线菌也可以产生 1H鄄吡
咯鄄2鄄甲酰胺,尽管是已知化合物,但该结果说明了

放线菌次生代谢物的化学多样性,证明放线菌作为

抗生素的潜在来源仍具有很大的研究价值。
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