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竹肉球内生菌多肽的分离及抑菌活性
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摘要　采用浸提、离心、沉淀、冻干的方法得到竹肉球内生菌(EngleromycesgoetzeiP．Hennings)的粗提物,
再经分子筛 GＧ２５凝胶柱纯化后得到粗多肽,采用滤纸片法和平板对峙法,以抑菌圈直径为指标进行抑菌活性检

测,结果表明:粗多肽对农业致病真菌的菌丝生长均有不同程度的抑制作用,其中,内生菌多肽 DMSO 提取液对

小麦赤霉病菌(Gibberellazeae)、核果炭疽病菌(Drupeanthrax)和茄子黄萎病菌(VerticillliumalboＧatrum)的
抑菌活性最高,IC５０分别为８．７０、９．４８和８．９６μg/mL.同时,对抗菌肽在酸碱、高温、酶解和有机溶剂环境下的稳

定性进行研究,结果显示:除了具有一定的溶剂选择性及αＧ淀粉酶、胃蛋白酶对其有一定程度的水解之外,该抗

菌肽具有很强的稳定性.用 HPLC对粗多肽进一步纯化,得到电泳纯的抗菌肽.
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　　植物内生真菌是寄生在健康植物组织和器官内

部且不会引起植物组织明显病害症状的一类真菌,
包括一些腐生菌和一些菌根菌等[１].内生真菌几乎

存在于所有植物体中,一方面,内生菌为植物提供生

长所需的营养成分,促进植物的生长发育[２Ｇ５];另一

方面,内生菌有助于植物抵御外界微生物和非微生

物浸染的能力,提高宿主植物的抗逆性[６Ｇ８];因此,近
年来对于植物内生真菌的研究十分活跃.目前,农
业致病真菌侵害农作物日益严重,内生真菌作为一

种新型的微生物药物资源,在农业抗菌药物开发上

有广阔的应用前景[８Ｇ１０].
竹肉球内生菌(EngleromycesgoetzeiP．HenＧ

nings)为肉座菌科真菌,仅在亚洲和非洲有分布和

发现,在中国分布于云南、四川、西藏等地,为云南省

纳西族、傈僳族传统抗菌消炎药[１１].竹菌的化学成

分研究报道很少,仅从其乙酸乙酯提取组分中分离

得到十余种小分子化合物.临床用竹肉球内生菌粉

治疗皮肤癌、肝癌、肺癌、胃癌、直肠癌等恶性肿瘤有

一定疗效[１２].目前,国内外关于竹肉球内生菌抑制

农业致病真菌的研究较少,本研究采用浸提、离心、
沉淀、冻干、分子筛以及高效液相色谱等技术对竹肉

球内生菌进行了提取、分离,经初步纯化得到了多肽

类物质,对其抑菌活性进行初步研究,以期为竹肉球

内生菌的开发利用提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　供试材料

１)供试内生菌.分离所需的竹肉球内生菌从市

场上购得,挑选无病害健康菌体.

２)培养基.所用培养基为PDA和 NA.

３)供试植物病原菌.供试细菌共有２种,分别

为金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)和大肠

杆菌(Escherichiacoli);供试真菌有７种,分别为烟

草赤星病菌(Alternariaalternata)、苹果炭疽病菌

(Clomerellacingulata)、番茄灰霉病菌 (Botrytis
cinerea)、核果炭疽病菌(Drupeanthrax)、茄子黄

萎病菌(VerticillliumalboＧatrum)、西瓜枯萎病菌

(Fusariumoxysporumf．sp．niveum)及小麦赤霉

病菌(Gibberellazeae).
1.2　竹肉球内生菌多肽的提取、分离与纯化

１)竹肉球内生菌多肽的提取.从４℃冰箱取材

料若干,在流水下冲洗,先用７０％乙醇处理烘干至

恒质量.粉碎机破碎,破碎过程中加入１．１％的醋

酸,破碎完成后,取出放入恒温水浴锅中(２７℃)继
续搅拌并浸提２４h.

２)竹肉球内生菌多肽的分离.浸提２４h后,转
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入离心管,８０００r/min离心２５min,取上清.在沉

淀中继续加入１．１％醋酸进行再次抽提,如此反复提

取３次,合并３次上清,冻干.
３)竹肉球内生菌多肽的初步纯化.将冻干粉重

新用 １．１％ 醋酸溶解,离心取上清.将不溶物用

１．１％醋酸继续溶解,反复３次,合并所有上清液,浓
缩至适当体积.通过 GＧ２５凝胶柱层析将其初步纯

化.样品质量浓度为１．５mg/mL,上样量１．０mL,
流动相为１．１％醋酸,流速为１．０mL/min.自动收

集器以每管１mL收集样品峰,冻干后于－８０℃冰

箱中保存.
４)HPLC对粗多肽的纯化.首先将上述得到的

冻干样品配成质量浓度为０．１５μg/mL的样品液,
过反相C１８柱,流动相BufferA为０．０１％TFA,流动

相BufferB为０．０８％TFA＋７０％乙腈.首先用流

动相 A冲洗色谱柱,待基线平衡后,上样(０．５、１．０、

２．０、５mL),调节流动相BufferB的梯度:０~５min
bufferB:０％~２０％ ;５~３５minbufferB:２０％~
３５％;３５~４５ minbufferB:３５％ ~９０％;４５~５０
minbufferB:９０％ ~９０％ ;５０~５５ minbuffer
B:９０％~０％.在１mL/min的流速下６０min梯

度洗脱完,检测波长２１４nm,每管１mL,收集各

组分.
５)竹肉球内生菌多肽的茚三酮反应和双缩脲反

应.参照文献[１３]的方法进行.
1.3　抑菌活性测定

采用 KＧB纸片扩散法药敏试验[１４]和平皿法[１５]

评价粗多肽对供试细菌和真菌的抑菌活性.采用５
种溶剂进行多肽提取,称取 ３０ mg多肽,分别用

３mL丙酮、甲醇、DMSO、吐温８０、无菌水溶解并配

制成质量浓度为１mg/mL的５种母液,备用.
１)KＧB纸片扩散法药敏试验.参照文献 [１４]

进行,将５种母液稀释成５００μg/mL的多肽液,分
别取２００μL加入１０片备用纸片浸泡,浸泡后马上

接 入 提 前 涂 抹 好 细 菌 液 的 NA 培 养 基,于

(３７±１)℃下保湿培养２４h后观察抑菌活性,采
用十字交叉法测量菌落直径,计算抑制率和抑制

中浓度.以无菌蒸馏水处理作为空白对照,每组

重复３次.
２)平皿法.参照文献 [１５]进行,将供试药液母

液用无菌水进行等比稀释,得到系列浓度药液.取

稀释后供试药液２mL 分别与６mL 灭菌融化的

PDA培养基混匀后倒入９cm 培养皿中,制成带菌

培养基.接入供试菌饼,于(２５±１)℃下保湿培养

４８h,采用十字交叉法测量菌落直径,计算抑制率及

抑制中浓度.以加多菌灵的处理作阳性对照,不加

药剂的处理作空白对照,每处理３个重复.
３)多肽提取液对７种植物病原真菌的毒力方

程.参照文献[１６]进行,分别取５个浓度梯度的５
种多肽提取液,定容至５ mL,加入已灭菌融化的

PDA培养基中,通过平皿法测定抑菌活性,建立回

归方程.
1.4　抑菌稳定性研究

１)温度对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.
称取抗菌肽纯化样品,用 DMSO 溶解,配制成质量

浓度为５００μg/mL的样品液,将其分成等体积２０
等份,分别置于６０、８０、１００℃条件下,放置１０、２０、
３０min后取出,采用平皿法进行抑菌活性测定.以

小麦赤霉病菌和西瓜枯萎病原菌为指示菌,以抑菌

效果(抑菌圈直径)为评价指标,研究不同温度条件

对竹肉球内生菌抗菌肽抑菌稳定性的影响.
２)pH 对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.

称取抗菌肽纯化样品,用 DMSO 溶解,配制成不同

pH 系 列 (pH ３~１１)的 样 品 液,质 量 浓 度 为

５００μg/mL.采用平皿法进行抑菌活性测定.以

小麦赤霉病菌和西瓜枯萎病原菌为指示菌,考察

pH 对竹肉球内生菌抗菌肽抑菌(以抑菌圈直径为

指标)稳定性的影响.

３)酶对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.参

照文献 [１７]进行,用DMSO溶解抗菌肽样品,配制

成质量浓度为５００μg/mL的样品液.分别用对应

的缓冲液(胰蛋白酶用pH６．２的磷酸缓冲液,胃蛋

白酶用pH４．０的柠檬酸缓冲液,αＧ淀粉酶用pH５．６
的柠檬酸缓冲液,过氧化氢酶用pH７．０的 PBS缓

冲液)配制成质量浓度为１mg/mL的溶液,各酶液

与竹肉球内生菌抗菌肽样品液等比例混合均匀,在
不同温度下保温孵化２h(胰蛋白酶和过氧化氢酶

２５℃,胃蛋白酶和αＧ淀粉酶３７℃)后煮沸３min、灭
酶活.采用平皿法测定抑菌活性.以小麦赤霉病菌

和西瓜枯萎病原菌为指示菌,以抑菌效果(抑菌圈直

径)为评价指标,考察酶对竹肉球内生菌抗菌肽的抑

菌稳定性影响.

2　 结果与分析

2.1　竹肉球内生菌多肽的提取、分离与纯化

１)凝胶层析法对粗多肽的纯化.原料按流程处

理、提取得到冻干粉,经过分子筛层析的色谱图如

图１,可以看出提取物经SephadexGＧ２５层析后得到

６４
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４个组分,分别收集、冻干,通过平皿法测定,结果发

现色谱峰２具有抗菌活性.

图１　SephadexGＧ２５层析色谱图

Fig．１　FiltrationpatternofpreparationonSephadexGＧ２５

　　２)反相高效液相色谱法(HPLC)对粗多肽的纯

化.通过 HPLC对竹肉球内生菌抗菌活性肽进行

柱层析分离纯化,各组分洗脱曲线如图２所示,可以

看出,经 HPLC纯化后共出现９个峰,经凝胶SephＧ
adexGＧ２５层析的峰２分离效果较好.

收集各组分冻干后,进行病原真菌抑菌活性初

筛,发现峰１、２、３对病原菌无抑菌作用;峰７、８、９对

小麦赤霉病菌和西瓜枯萎病菌有较弱的抑制活性,
抑菌效果不是太明显;峰４、５、６对７种供试病原真

菌具有抑制效果,尤其是峰６的抑菌效果最好.将

峰６洗脱收集液合并,冷冻干燥后保存待用.
2.2　竹肉球内生菌多肽的茚三酮反应和双缩脲反应

　　竹肉球内生菌多肽的茚三酮反应和双缩脲反应

图２　HPLC层析色谱图

Fig．２　FiltrationpatternofpreparationonHPLC
均呈阳性,说明提取物为多肽类物质.

３)竹肉球内 生 菌 抗 菌 肽 的 纯 度 鉴 定.对 经

HPLC纯 化 后 具 有 抑 菌 活 性 的 峰 ６ 进 行 SDSＧ
PAGE检测,经１６．５％ TricineＧSDSＧPAGE电泳检

测,显示为单一的条带(图３),表明本研究得到的抗

菌肽已达到电泳纯.

４)分子质量检测.通过质谱图(图４)和电泳图

初步预测,抗菌肽的分子质量约５７９６．０u.
2.3　竹肉球内生菌多肽的抑菌活性

１)竹肉球内生菌多肽对细菌的抑菌活性.KＧB
纸片扩散法药敏试验结果显示,５００μg/mL的竹肉

球内生菌多肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌无抑制

作用.

　M:蛋白质 marker;峰６:经 HPLC 纯化的抗菌肽.M:Protein

marker;Peak６:Antifungalprotein６,freezeＧdriedsampleafterHPLC．

图３　高效液相色谱纯化样品电泳图

Fig．３　Theelectrophoretogramoftheantimicrobial

peptidespurifiedbyHPLC

７４
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图４　抗菌肽质谱图

Fig．４　Themassspectrogramofantimicrobialpeptides

　　２)竹肉球内生菌多肽对植物病原真菌的抑菌活

性.平皿法测定结果(表１)表明,在５００μg/mL质

量浓度下,竹肉球内生菌多肽在５种溶剂中对苹果

炭疽病菌、番茄灰霉病菌、核果炭疽病菌、茄子黄萎

病菌、西瓜枯萎病菌、小麦赤霉病菌和烟草赤星病菌

生长有抑制作用,主要表现为抑制菌丝生长,内生菌

多肽对７种植物病原真菌的抑菌活性均在５０％
以上.

同时,在丙酮、吐温８０和 DMSO 中,竹肉球内

生菌多肽对７种病原菌的抑菌作用较强.其中,内
生菌多肽丙酮提取液对于烟草赤星病菌的抑菌率达

９０％以上;吐温８０提取液对核果炭疽病菌、西瓜枯

萎病 菌、烟 草 赤 星 病 菌 的 抑 菌 率 达 ９０％ 以 上;

DMSO提取液对苹果炭疽病菌、番茄灰霉病菌、核果

炭疽病菌、西瓜枯萎病菌、小麦赤霉病菌和烟草赤星

病菌的抑菌率达９０％以上.
表１　竹肉球内生菌多肽在５种溶剂中对７种植物病原菌的抑菌活性

Table１　InhibitoryavtivitiesofthepeptideisolatedfromEngleromycesgoetzei

P．Henningsagainst７plantpathogensin５solvents

溶剂

Solvent

抑菌率/％Inhibitoryrate

苹果炭疽病菌

C．cingulata
番茄灰霉病菌

B．cinerea
核果炭疽病菌

D．anthrax
茄子黄萎病菌

V．alboＧatrum
西瓜枯萎病菌

G．zeae

小麦赤霉病菌

F．oxysporum
f．sp．niveum

烟草赤星病菌

A．alternate

丙酮 Acetone ８１．９ ８４．１ ８６．３ ７９．８ ７９．６ ８６．７ ９３．１

甲醇 Methanol ７８．３ ６８．８ ６５．４ ６９．２ ６９．３ ６７．１ ６７．０

吐温８０Tween８０ ７８．９ ８１．３ ９０．７ ８８．３ ９１．８ ８９．４ ９０．３

DMSO ９２．９ ９４．５ ９３．７ ８６．７ ９３．３ ９４．１ ９３．１

无菌水ddH２O ６７．９ ７６．５ ７２．９ ８３．１ ８０．２ ８１．３ ８０．２

　　３)竹肉球内生菌多肽对７种植物病原真菌的毒

力方程.竹肉球内生菌多肽的丙酮、吐温８０、DMＧ
SO提取液对７种植物病原真菌菌丝生长抑制毒力

方程见表２~表４,结果显示:竹肉球内生菌多肽在

不同的溶剂和供试真菌之间具有很强的选择性;在

５种溶剂下对苹果炭疽病菌、番茄灰霉病菌、核果炭

疽病菌、茄子黄萎病菌、西瓜枯萎病菌、小麦赤霉病

菌和烟草赤星病菌菌丝生长均有不同程度的抑制作

用,且总体上抑菌活性较强.尤其是在 DMSO溶液

条件下,竹肉球内生菌多肽对茄子黄萎病菌和小麦

８４
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赤霉病菌的抑菌活性最高,抑制率可达９４％以上, 最低IC５０８．７μg/mL.
表２　竹肉球内生菌多肽丙酮提取液对７种植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table２　Inhibitoryrateofpeptideacetoneextractsagainst７plantpathogens

供试真菌

Testedfungi
毒力回归方程

Toxicregressionequation
相关系数

Correlationcoefficient
IC５０/(μg/mL)

苹果炭疽病菌C．cingulata y＝２．４２４６＋１．５９０３x ０．９６６６ ４１．６４

番茄灰霉病菌 B．cinerea y＝２．８０５７＋１．２８８２x ０．９７４８ ５０．５０

核果炭疽病菌D．anthrax y＝３．８７８１＋０．９１２３x ０．９６７２ １６．９７

茄子黄萎病菌V．alboＧatrum y＝３．１６５８＋１．０３１３x ０．９７９８ ６０．０５

西瓜枯萎病菌F．oxysporumf．sp．niveum y＝３．７４４０＋０．８１７２x ０．９７２４ ３４．４３
小麦赤霉病菌G．zeae
烟草赤星病菌 A．alternata

y＝３．１６９５＋１．３８７２x
y＝２．４３３７＋１．６４７５x

０．９６５８
０．９６４３

２０．９０
３６．１２

表３　竹肉球内生菌多肽吐温８０提取液对７种植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table３　InhibitoryactivitiesofTween８０extractsofpeptideagainst７plantpathogens

供试真菌

Testedfungi
毒力回归方程

Toxicregressionequation
相关系数

Correlationcoefficient
IC５０/(μg/mL)

苹果炭疽病菌C．cingulata y＝３．０２４８＋１．０６６７x ０．９８２３ ７１．０２

番茄灰霉病菌 B．cinerea y＝３．５４７６＋０．８６４８x ０．９８７４ ４９．１０

核果炭疽病菌D．anthrax y＝２．２５６８＋１．５０２５x ０．９５６０ ６６．５９

茄子黄萎病菌V．alboＧatrum y＝２．３４４９＋１．６６６８x ０．９８２８ ３９．１６

西瓜枯萎病菌F．oxysporumf．sp．niveum y＝３．８８２２＋０．９０４０x ０．９８１９ １７．２４

小麦赤霉病菌G．zeae
烟草赤星病菌 A．alternata

y＝３．２９０８＋１．０４８４x
y＝３．５０７６＋０．９７９６x

０．９７６４
０．９６９１

４２．７０
３３．７３

表４　竹肉球内生菌多肽DMSO提取液对植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table４　InhibitoryrateofpeptideDMSOextractsagainst７plantpathogens

供试真菌

Testedfungi
毒力回归方程

Toxicregressionequation
相关系数

Correlationcoefficient
IC５０/(μg/mL)

苹果炭疽病菌C．cingulata y＝３．５３０６＋１．２０５２x ０．９７８８ １６．５６

番茄灰霉病菌 B．cinerea y＝３．５７７７＋１．１６００x ０．９８４６ １６．８２

核果炭疽病菌D．anthrax y＝４．１９７８＋０．９８７６x ０．９７６３ ９．４８

茄子黄萎病菌V．alboＧatrum y＝４．５３３４＋０．６７０７x ０．９７７６ ８．９６
西瓜枯萎病菌F．oxysporumf．sp．niveum
小麦赤霉病菌G．zeae
烟草赤星病菌 A．alternata

y＝３．７０１５＋１．１８４６x
y＝４．１０７２＋１．０８２８x
y＝３．６６１９＋１．２１６２x

０．９７７１
０．９７３２
０．９５８６

１２．４８
８．７０
１２．６０

2.4 抑菌稳定性

１)温度对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.
对不同温度条件下不同时间处理抗菌肽抑菌效果进

行研究,结果(表５)显示:竹肉球内生菌抗菌肽提取

物耐热性很好,尤其对短时高温具有很强的耐受性,
１００℃以下热处理对它几乎没有影响,仍然具有很

强的抑菌作用;长时间(２０min以上 )高温处理后,
抑菌作用会有所减弱,１００℃处理３０min对小麦赤

霉病菌和西瓜枯萎病原真菌的抑菌作用减弱甚至

消失.
２)pH 对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.

研究结果(图５)显示:在pH３~１１,竹肉球内生菌

抗菌肽提取物对小麦赤霉病菌和西瓜枯萎病菌有抑

菌作用,说明它的抑菌pH 范围比较广.图５中抑

菌圈直径变化不大,只是在pH７附近,抑菌圈直径

稍小,抑菌作用有所减弱,可能是由于pH７本身就

是真菌生长最适pH 值,故表现出稍弱的抑菌性.

３)酶对竹肉球内生菌抗菌肽稳定性的影响.酶

处理对抗菌肽抑菌效果的影响结果(表６)显示:经
酶解后,竹肉球内生菌抗菌肽抑菌作用仍然很强,抑
菌性几乎未受到影响,而且αＧ淀粉酶和胃蛋白酶对

其有一定的水解作用;胰蛋白酶对其也有轻微的水

解作用,处理后抑菌效果稍减弱;抗菌肽对过氧化氢
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酶则表现出很好的稳定性.总体来说,抗菌肽依然

对供试菌种表现出很强的抑制效果.
表５　温度对天然抗菌肽的抑菌效果的影响

Table５　Theinfluenceoftemperatureonthe

naturalantimicrobialpeptide

温度和时间处理

Treatmentof
temperature
andtime

抑菌圈直径/mm
Diameterofinhibitionzone

小麦赤霉病菌

G．zeae
西瓜枯萎病菌

F．oxysporumf．sp．niveum
对照 Control １１．７４９ １２．５３３

８０℃(１０min) １１．６８８ １２．３４２

１００℃(１０min) １１．６５７ １２．２７５

１２０℃(１０min) １１．６２９ １２．２１３

１００℃(２０min) １０．０２５ １１．３２４

１００℃(３０min) ７．９１１ ９．１４３

　注:对照为未经处理的提取物,抑菌圈直径为３个重复的平均

值.下同.Note:Controlisextractwithouttreatment;DiＧ

ametersofinhibitionzoneismeandiameterofthreerepliＧ

cates．Thesameasfollows．

图５　不同pH条件下样品对微生物的抑制作用

Fig．５　Theinhibitoryeffectsofthenatural

antimicrobialpeptideatdifferentpH
表６　酶对竹肉球内生菌抗菌肽抑菌效果的影响

Table６　Theinfluenceofdifferentenzymeson

thenaturalantimicrobialpeptide

处理

Treatment

抑菌圈直径/mmDiameterofinhibitionzone
小麦赤霉病菌

G．zeae
西瓜枯萎病菌

F．oxysporumf．sp．niveum
对照 Control １０．５２５ １０．２２５

胰蛋白酶 Trypsin ９．５００ ９．８３３

胃蛋白酶 Pepsin ８．７５０ ８．６６７

αＧ淀粉酶αＧAmylase ８．５１７ ８．８３３

过氧化氢酶 Catalase １０．１１５ １０．１６７

3　讨　论

本研究通过浸提、离心、沉淀、冻干、凝胶过滤层

析以及 HPLC从竹肉球内生菌中提取、分离并纯化

抗菌肽,在以往的研究[１１]中,从竹肉球内生菌中提

取得到的大多数为多糖类的混合粗提物,迄今为止

还未见到关于竹肉球内生菌多肽提取分离与纯化的

相关报道.
笔者对纯化后的竹肉球内生菌抗菌肽进行抑菌

谱、溶剂选择优化以及性能稳定性研究,并初步讨论

其抑菌机制,发现抗菌肽抑菌效果好,广谱、安全且

耐热,pH 稳定性也很好,对酶也有良好的稳定性,
因此,对竹肉球内生菌的研究可以为新型微生物抗

菌素的开发提供新的途径.虽然其抗菌活性与成品

抑菌剂有一定差距,但作为一种天然的植物提取物,
具有不易产生耐药性、不良反应轻、成本低、绿色环

保以及抗菌谱广等独特优势,使其作为一种新型的

微生物药物资源,在农业抗菌药物开发上具有较强

的发展前景和较高的开发价值[１８].同时,也可以与

市售的抑菌剂联用,降低农业植物致病菌的耐药性,
进而扩大其在农业抗菌上的应用范围.

参 考 文 献

[１]　YU H,LEIZ,LINL,etal．Recentdevelopmentsandfuture

prospectsofantimicrobialmetabolitesproducedbyendophytes
[J]．Microbiologicalresearch,２０１０,１６５(６):４３７Ｇ４４９．

[２]　邹文欣,谭仁祥．植物内生菌研究新进展[J]．植物学报,２００１,

４３(９):８８１Ｇ８９２．
[３]　刘舒,陈春黎,刘敏,等．两种内生真菌对大花蕙兰的共生效应

比较 [J]．华中农业大学学报,２０１６,３５(１):４３Ｇ４９．
[４]　LEUCHTMANNA．Systematics,distribution,andhostspeciＧ

ficityofgrassendophytes[J]．Neurogastroenterology& motilＧ

ity,１９９２,１(３):１５０Ｇ１６２．
[５]　谢玲,张雯龙,蓝桃菊,等．１株内生真菌的分离鉴定及其对铁

皮石斛的促生作用[J]．华中农业大学学报,２０１６,３５(３):８３Ｇ８８．
[６]　 LARRANS,PERELLÓA,SIMÓN M R,etal．Isolationand

analysisofendophyticmicroorganismsin wheat(Triticum

aestivum L．)leaves[J]．Worldjournalofmicrobiology&bioＧ

technology,２００２,１８(７):６８３Ｇ６８６．
[７]　黄午阳．植物内生真菌的抗菌活性研究[J]．南京中医药大学

学报,２００５,２１(１):２４Ｇ２６．
[８]　印容,高慧娟,赵秀云．球毛壳菌及其产生的鞘氨醇对油菜根肿

病的室内生防作用[J]．华中农业大学学报,２０１６,３５(５):５８Ｇ６２．
[９]　LIU C H,LIU TT,YUANFF,etal．Isolatingendophytic

fungifromevergreenplantsanddeterminingtheirantifungal

activities[J]．Africanjournalofmicrobiologyresearch,２０１０,４
(２１):２２４３Ｇ２２４８．

[１０]秦晶,张清华,杨龙,等．油菜内生真菌黄柄曲霉 CanSＧ３４A对核

盘菌的拮抗性[J]．华中农业大学学报,２０１７,３６(４):２６Ｇ３２．
[１１]占扎君,孙汉董,吴厚铭,等．竹菌化学成分的研究[J]．植物学

报,２００３,４５(２):２４８Ｇ２５２．
[１２]PEDERSENEJ,LARSENP,BOLLPM．Engleromycin,anew

cytochalasanfromEngleromycesgoetzeiHennings[J]．TetraＧ

hedronletters,１９８０,２１(５２):５０７９Ｇ５０８２．
[１３]萧能庚,余瑞元,袁明秀,等．生物化学实验原理和方法[M]．北

０５



　第５期 韩英乾 等:竹肉球内生菌多肽的分离及抑菌活性 　

京:北京大学出版社,２００５．
[１４]谭瑶,赵清．KＧB纸片扩散法药敏试验[J]．检验医学与临床,

２０１０,７(２０):２２９０Ｇ２２９１．
[１５]中华人民共和国农业部．NY/T１１５６．２－２００６ 农药室内生物测

定试验准则[S]．北京:中国农业出社,２００６．
[１６]刘霞,路永贵,闫当萍．EXCEL在农药毒力测定中的应用[J]．

中国农学通报,２００９,２５(１９):２０６Ｇ２０８．
[１７]江惠．竹叶天然抗菌肽的分离纯化、抑菌活性与抑菌机理研究

[D]．成都:西华大学,２０１１．
[１８]CHANG H M,PAULP H．Pharmacologyandapplicationof

Chinese material medicial[M]．Singapore:World Scientific

PublishingCompany,１９９８:１９０Ｇ２０１．

Isolationandantimicrobialactivitiesofpeptide
fromEngleromycesgoetzeiP．Hennings

HANYingqian１　QIUShui２　 TAO Hu１

１．CollegeofScience,NorthwestA&FUniversity,Yangling７１２１００,China;

２．CollegeofLifeSciences,NorthwestA&FUniversity,Yangling７１２１００,China

Abstract　ThecrudeextractsofEngleromycesgoetzeiP．Henningswereobtainedbyleaching,cenＧ
trifugation,precipitationandlyophilization．ThecrudepolypeptideswereobtainedafterextractingandiＧ
solatingthecrudeextractswithGＧ２５gelchromatography．Theantibacterialactivitiesweremeasured
withpaperfilteringmethodandplateconfrontationmethodonthediameterofinhibitionzoneasanindiＧ
cator．Itinhibitedalltypesoftestedagriculturalpathogenicfungionmyceliumgrowth．Amongthem,the
antibacterialactivityagainstGibberellazeae,DrupeanthraxandVerticillliumalboＧatrum washighest,

withtheIC５０of８．７０μg/mL,９．４８μg/mLand８．９６μg/mL,respectively．Thecrudepolypeptideswere
furtherpurifiedwithHPLCtoobtainanelectrophoreticallypureantimicrobialpeptide．IthadwideantiＧ
microbialactivitiesandwasworthforthefurtherstudying．

Keywords　EngleromycesgoetzeiP．Hennings;antimicrobialpeptide;pathogens;antimicrobialacＧ
tivity
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