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硫磺菌原变种液体培养代谢物生物活性分析
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摘 要：硫磺菌原变种 !"#$%&’()* *)+&,)(#)* H4/ ) *)+&,)(#)* 在液体培养条件下对果蝇具有致死效应，研究发现在液体

培养过程中分泌到细胞外的代谢产物是致死效应的主要原因，并且上清液对果蝇的生物活性受 IJ 值的影响。离

子交换树脂柱和高效液相色谱分离分析表明草酸存在于硫磺菌原变种培养液的上清液中并且是果蝇致死效应和

培养体系 IJ 下降的一个重要因素。硫磺菌原变种在气升式反应器 -!.2 // 培养体系中草酸的浓度、菌丝体量和 IJ
值呈简单相关。进一步分析发现还有另外一种结构未知、在碱性条件下呈紫红色的色素也具有致死效应。
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硫磺菌，又名硫色干酪菌，树鸡蘑，属于非褶菌

目（-&,0++’&,’("+#*），多孔菌科（1’+0&’("2#"#），具两系

菌丝型，两极性复等位基因交配系统，不产生锁状联

合，在针叶树和阔叶树上均可以生长。国内的记录

种（包括变种）有硫磺菌原变种（ ! ) *)+&,)(#)* H4/ )
*)+&,)(#)*）和 硫 磺 菌 红 色 变 种（ ! ) *)+&,)(#)* H4/ )
3%4%"$)*）以及杂色硫磺菌（ ! ) 5#(*%*2’+’(）［%，#］。硫磺

菌是一种重要的褐腐菌，在固体培养条件下菌丝细

胞能产生草酸并分泌到细胞外［9］。此前我们在气升

式反应器 -!. 2 // 内培养硫磺菌红色变种和原变种

时，发现两个变种液体培养体系有非常类似的 IJ
值变化规律，其培养产物都具有对果蝇的致死效应，

并且这种致死效应与培养体系 IJ 值的变化呈现一

定程度的相关性［!］。对硫磺菌红色变种培养体系上

清液进行离子交换柱色谱分离分析发现洗脱组分中

草酸的含量在 %M$N左右，并且草酸与红色变种的

果蝇致死效应相关。此前 OCB@>.(( 曾报道硫磺菌在

液体培养过程中能产生很多种有机酸，但是未指明

变种［"］，并且该报道没有提到硫磺菌培养产物对昆

虫的毒性，此后也没有相关研究论述，而硫磺菌菌丝

细胞分泌草酸一般被认为是与其作为木腐担子菌的

生理特性密切相关［7］。鉴于硫磺菌红色变种和原变

种纯培养菌丝形态的明显差异，我们进一步对硫磺

菌原变种的生物活性进行了研究报道。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株：硫 磺 菌 原 变 种（ !"#$%&’()* *)+&,)(#)*
H4/ ) *)+&,)(#)*）子实体于 #$$9 年采集自湖南省张家

界市桑植县八大公山国家森林公园，组织分离法得

到纯培养菌丝。

!"!"# 试剂和仪器：IJ8JPD$ 酸度计，PQD#8!超声

波破碎仪，RLS1*STUR 电子天平，阴离子大孔交换

树脂 V9D#（天津南开大学化工厂）；玉米浆（华北制

药康欣有限公司），其余试剂为分析纯级别。标样：

草酸（纯度#DDM6N）和柠檬酸（纯度#DDM"N）购于

北京化学试剂公司。

!" # 培养条件

!"#"! 固体培养：硫磺菌原变种纯培养菌丝以综合

WVL 斜面传代，#7X培养。

!"#"# 菌丝细胞摇瓶培养：取生长良好的斜面菌

种，接入盛有 "$;Y 培养基的 #"$;Y 预灭菌平底摇

瓶，斜面和摇瓶 % Z % 接种。摇瓶以 %# 层纱布封口，

以倾角 7$ 度固定于往复式摇床，以 %%$/2;<>，#7X培

养。培养基：每升含葡萄糖 %$=，玉米浆 %$=，[J#W*!

·J#* %=，\=R*!·EJ#* $M"=，&<,4;<> O% $M$%=，自然

IJ 值。

!"#"$ 菌丝细胞生物反应器 -!. 2 //（专利权所有）

培养：培养基与摇瓶相同，以 D7@ 的摇瓶培养产物接

种，接种量 6 N（&2&），每 %#@ 取样检验样品中草酸

含量。

!"#"% 菌丝体干重和上清液 IJ 值：样品 !$$$/2;<>
离心后，收集上清液，测定 IJ 值；菌丝体以无离子

水冲洗 9 次，离心收集菌丝体，6$X烘干至恒重。取

9 个样本的平均值。

!"$ 硫磺菌原变种液体培养物致死效应测定

!"$"! 检 验 方 法：以 模 式 昆 虫 果 蝇（ 6(’*’&,%+"
3#+"4’7"*$#(）检验液体培养物的致死效应，果蝇的生



长、发育和繁殖采用玉米粉饲料。果蝇饲养在透明

广口玻璃瓶（!"#$$，""$$ % &"#$$）内，以两层纱布

封口。测试饲料：以等体积的超声波破碎的液体培

养产物（!$’(，!##)）代替正常饲料中的水分制备测

试饲料。*# 只果蝇成虫（&"! ，&""）放入已经制备

好饲料的饲养瓶内，观察其生长及生存情况，+#, 记

录死亡个数。

!"#"$ 菌丝细胞致死效应检验：硫磺菌原变种气升

式反应器培养终产物按 &-!-. 所述处理得到菌丝体

和上清液；菌丝体溶解于同体积无离子水中，搅拌均

匀，以超声波破碎（!$’(，!##)）后，等体积代替饲料

中的水分，制备测试饲料；上清液等体积代替饲料中

的水分，制备测试饲料；测试实验重复 * 次，每 &!,
观察记录。

!"% &’ 值对上清液生物活性的影响

以 &$/012 340 和 !5的 6783 溶液分别调节终

产物上清液 93 值至 !-#，.-#，+-#，:-#（ ; #-&），然

后以调节 93 值后的上清液制备测试饲料，以 340
和 6783 调节 93 值分别至 !-#，.-#，+-#，:-#（ ;
#-&）的初始液体培养基作为空白对照。所有测试实

验重复 * 次，每 &!, 观察记录。

!"( 活性代谢产物分离

以树脂 <*=! 对硫磺菌原变种上清液进行分离，

洗脱过程分为线性洗脱和静止交换两个阶段。柱参

数：!"#$$ % "##$$；有效柱长 *"#$$；上柱速率：

"$21>$! 1$’(，每 &##$2 收集样品；线性洗脱速率：

"$21>$! 1$’(，洗脱液：#-+$/012 63*·3!8，每 !"$2 收

集洗脱样品。静止交换以 &$/012 6783 作为交换

剂。当上柱流出液 93 值低于 +-# 时，停止上柱；当

洗脱液 93 值高于 =-# 时，停止洗脱；然后加 &!#$2
的 &$/012 6783 静止交换，!., 后，&"$21>$! 1$’( 放

出交换后液体，液体组分 93 值调节至 !-"# ; #-&#，

等体积代替正常饲料中的水分制备测试饲料，然后

按照 &-* 中所述进行检验。

!") 样品草酸含量测定

取离心上清液（流出组分和洗脱组分过程相同）

&$2，用流动相稀释 !" 倍，#-."!$ 微孔滤膜过滤后，

进行 3?24 分析测定。高效液相色谱仪分析采用德

国 @6ABCD 系统（配备液谱泵 @E&##&，可调波长紫

外检 测 器 @E*"#&），色 谱 柱：?D86F8GH2&!#E&#E4&:
（&#!$，.-+ $$ ’ I J I % !"#$$）。色谱条 件：流 速：

#-"$21$’(，进样体积：!#!2，检测波长：!&#($，柱温：

*#K，流动相：*5 43*83 L #-#&$/012 @!3?8. 溶液

（93!-+"，用磷酸调配），超纯水配制。标准曲线绘

制：分别取 "、&#、!"、"#、&##（$M12）进样，利用多点线

性回归测定峰面积与浓度的定量关系。

!"* 草酸浓度对果蝇生活的影响

分别以 #-&5、#-"5、&-#5、&-"5和 !-#5的草

酸溶液制备饲料，测试对果蝇生长的影响。

$ 结果和分析

$"! 硫磺菌原变种液体培养物致死活性分析

图 & 表明硫磺菌原变种液体培养产物中对果蝇

具有致死效应的活性产物存在于上清液内，上清液

+#, 内可以导致 *# 只果蝇中 =#5以上死亡，与培养

产物超声波混合破碎后效果相仿；而菌丝细胞的致

死效率很低，只能致少于 &#5的果蝇死亡，并且不

能排除是残留在菌丝体外壁上的上清液所导致的果

蝇死亡的可能。上清液和菌丝体对于果蝇的致死效

率在 * 个平行的实验结果中均未出现明显的波动，

这表明硫磺菌原变种上清液中的具有致死效应的活

性物质的相对稳定。

图 ! 硫磺菌原变种液体培养菌丝体与上清液对果蝇致

死效应的差异
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$"$ 硫磺菌原变种气升式培养过程中菌丝体干重、

&’ 值、草酸含量和果蝇致死效应的变化

硫磺菌原变种在气升式反应器 )!* 1 ++ 内培养

时，一个显著的特征是培养体系的 93 值连续下降

（图 !），因此可能有酸性代谢物产生。高效液相色

谱分析在波长 !&#($ 处紫外检测表明草酸是培养体

系中最主要的有机酸，此外含有少量柠檬酸，另外还

有少量的其它有机酸（图 *），因此草酸是导致培养

体系 93 下降的一个主要因素。图 ! 表明，硫磺菌

原变种在 )!* 1 ++ 内培养时菌丝体干重、93 值和草

酸浓度以及果蝇致死效应的变化过程呈现简单相关

性，培养起始的 &!, 内，菌丝体的增加与草酸的浓度

上升呈正相关，但是随后的培养过程中，菌丝体的增

长速率要快于草酸浓度的增长，这表明草酸是在菌

丝细胞增长过程中分泌出来的并在培养体系内累

积，这种累计效果导致培养体系的 93 值迅速下降。

在 )!* 1 ++ 内培养硫磺菌原变种过程中，开始 !., 的

培养物对果蝇的生活并无影响，而 *+, 到 .:, 的培

养产物能够导致少数果蝇死亡，但是其余果蝇仍然

能够完成正常的生活周期。而从 .:, 开始，培养产

*#Z!##"，[/0I." 6/I" 汪国轮等：硫磺菌原变种液体培养代谢物生物活性分析



物的致死效应迅速上升，致死效率从 !"#迅速上升

至 $"#以上，至 %"&’ 达到最大，随后又有稍微下降，

重复试验表明，这是正常的波动，而从 %"&’ 后，延长

时间对致死效应没有明显的影响，培养体系的生物

活性基本维持恒定。硫磺菌原变种培养体系的生物

活性是菌丝细胞生长代谢的结果，随着细胞量的增

加，活性物质产生并被分泌到细胞外；而生物活性与

培养体系的 () 值呈现相关性，草酸是导致培养体

系 () 值下降的一个主要因素，因此硫磺菌原变种

培养体系的生物活性与草酸具有一定的相关性。

图 ! 气升式反应器内硫磺菌原变种菌丝体干重、"# 值

和草酸浓度的变化

*+,- . /012+345 12 607 87943+: ;4+,’<， () =:3>4 :?6 1@:3+9 :9+6
91?94?<0:<+1? 12 ! - "#$%&#’(#" =:0 - "#$%&#’(#" +? )!*A ++

图 $ 上清液中有机酸含量 #%&’ 分析

*+,-B )/CD :?:375+5 :?6 E>:?<+2+9:<+1? 12 10,:?+9 :9+65 +? 5>(40?:<:?<
F：)/CD :?:375+5 12 1@:3+9 :9+6 :?6 9+<0+9 :9+6（F- /-）；G：)/CD
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H@:3+9 :9+6：D I "J!K". L "J"""$"%!F，0 I "J$$$$；D+<0+9 :9+6：D I
"JB.&& L "J"""M&"NF，0 I "J$$$$J

!($ 上清液 "# 值对致死效应的影响

图 N 显示上清液 () 值对其生物活性的影响。

() 值在 .J" 时，生物活性与 () 值未调节时没有本

质区别，而 () 值在 NJ" 时，生物活性与上清液有微

小的差别，但是依然能导致 B" 只果蝇中 &"#以上

死亡，并且能够抑制剩余果蝇的繁殖。() 值在 MJ"
时，上清液制备的饲料对果蝇的正常生长和发育基

本没有影响，但是仍然有少量果蝇死亡，而 () 值在

&J" 及以上时，上清液制备的饲料对果蝇的正常生

长和繁殖没有任何影响，与正常饲料无异，而空白培

养基在各个相同的 () 条件下均没有活性。进一步

检验发现生物活性的迅速下降发生在 NJ! O "JB 狭

窄的 () 值范围内。

图 ) 硫磺菌原变种的上清液 "#值对果蝇致死效应的影响

*+,- N P2249< 12 () =:3>4 1? 34<’:3 42249< 12 5>(40?:<:?< 12 ! - "#$%&#’(#"
=:0 - "#$%&#’(#" +? )!*A ++

!() 培养物上清液离子交换树脂的分析

利用阴离子大孔交换树脂柱对上清液进行分离

分析（图 !）。上柱过程中，流出液体的前 N 号收集

样品没有明显致死效应；而从 N"" Q %M""8C，流出液

体的致死效应逐渐增加，当流出液体的 () 值低于

MJ" 时，草酸含量约 "JK#，致死效率可以达到上清

液的 B"#左右，表明随着吸附过程的进行，RB$. 树

脂的部分活性交换集团被饱和，对活性产物吸附效

率下降，而与此相对应的是流出液体组份的 () 值

慢慢的下降至 !J" 左右。线性洗脱过程中，第 % 号

收集样品致死效率为 K"#，第 . 到第 $ 号收集样品

的致死效率虽然有波动，但是都稳定在 &"#以上；

相比 之 下，第 %" 号 样 品 的 致 死 效 率 迅 速 下 降 至

N"#，第 %% 号样品则下降至 !#，与之相对应的 ()
值变化过程中，第 % 号样品 () 值大于 !J"，从第 .
号到第 $ 号样品，() 值均在 BJK! 到 NJ"" 之间，而第

图 * 硫磺菌原变种上清液离子交换过程各个组分对果

蝇的致死效应，草酸含量以及 "# 值变化

*+,-! /012+345 12 34<’:3 42249<5，:81>?< 12 1@:3+9 :9+6 :?6 () =:3>4 12
918(1?4?<5 +? +1?S4@9’:?,4 +513:<+1? 12 ! - "#$%&#’(#" =:0 - "#$%&#’(#"
F：/012+345 12 (:0:84<405 +? :T510(<+1? (019455；G：/012+345 12 (:0:84<405
+? 43><+1? (019455-
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!" 号样品的 #$ 值则急剧上升至 %&’%，第 !! 号样品

的 #$ 值则上升到 (&(%，#$ 值变化和生物活性对比

说明，洗脱液的 #$ 值与果蝇的致死效应相关。离

子交换树脂的分离分析表明对果蝇具有致死效应的

活性产物是酸性物质，该物质可以被离子交换树脂

吸附，并被 )$’·$*+ 洗脱。此前对硫磺菌红色变

种上清液进行分离分析结果与此非常相似［,］。

!"# 草酸浓度对果蝇生活的影响

图 - 表明饲料中不同草酸的浓度对果蝇生长的

影响具有显著的差异。"&!.的草酸对果蝇的生活

没有任何影响，尽管此时草酸溶液的 #$ 值为 *&/ 左

右；"&!. 的草酸对果蝇的生长有轻微的影响，约

!".的果蝇会出现意外死亡，但是存活的果蝇生长

正常；而当浓度上升到 !&".时死亡率已经达到 /"
以上，而当浓度上升到 !&0.及以上时，致死率接近

!"".，而柠檬酸的测试结果中，相同 #$ 值条件下致

死效率要明显低于草酸，并且浓度上升时致死效率

没有明显的改变［,］。这表明草酸对果蝇具有一定程

度的毒性，这种毒性与浓度具有一定程度的相关性，

但是与饲料的 #$ 值并无紧密的关系，以磷酸、盐酸

等无机酸调节制备的低 #$ 值饲料致死效率很低。

图 $ 草酸的浓度对饲养果蝇的影响

1234- 566789 :6 8:;87;9<=92:; :6 :>=?28 =82@ :; <7=<7@ 6<A29 6?B

!"$ 具有果蝇致死活性的未知色素

洗脱液 #$ 值高于 (&" 时，洗脱过程接近终点，

此时停止洗脱，开始静止交换。交换 0C2; 后，原来

无色的 )=+$ 溶液 ’"D 内变为桔黄色，随后颜色逐

渐加深，到 *,E 时，变成紫红色，这表明有色素溶解

在 )=+$ 溶液中。将交换后的 )=+$ 溶液用 !C:?FG
$H? 调节 #$ 值至 ’&-" 左右时，紫红色变为浅红色。

继续调节 #$ 值到 *&0" I "&!" 并制备测试饲料，发

现其致死效率比硫磺菌原变种上清液略低，在 %".
左右。以 )=H? 溶液代替水制备的测试饲料对果蝇

的生长和发育没有任何不良影响，表明经过离子交

换树脂吸附除去草酸后的上清液的果蝇致死效应与

溶解在 )=+$ 溶液中的未知色素有因果关系（图

略）。但是在 $JGH 检验中，在 *!";C 紫外检测并未

检测到特异性的组分，可能是因为该物质与普通的

有机酸的紫外吸收差异。目前我们尚不清楚未知色

素是何种物质，此前在对硫磺菌红色变种进行分离分

析时也发现类似的未知色素对果蝇的致死效应［,］。

% 讨论

很多木腐担子菌的子实体和纯培养菌丝都能够

分泌草酸，一般认为草酸的分泌与木腐过程密切相

关，但是其在白腐和褐腐过程中的作用有明显的差

异，在褐腐菌中主要是在降解纤维素、半纤维素等碳

水化合物的过程中，作为 17;9:; 类型的氧化作用的

质子供体，促进复杂化合物的降解［/］，也有报道认为

草酸 的 分 泌 与 生 长 环 境 中 重 金 属 离 子 的 耐 受 有

关［%］，但是没有报道论及木腐菌液体培养生长代谢

过程所产生的昆虫毒理效果。此前有报道从一种黄

曲霉 !"#$%&’()" *(+,)" K=< 4 -.()/0+%’" 中分离到的曲

酸（L:M28 =82@）对昆虫的发育具有抑制作用，但是其

并不直接致昆虫死亡，而是在较高浓度时导致昆虫

发育延迟［(］，我们发现乳酸对果蝇也有类似活性。

近来 N?K7<D:; 发 现 黑 曲 霉 能 够 影 响 蝽 象 12&)"
3$"#$%)" 的生长［!"］，进一步研究发现曲酸和草酸对

1 4 3$"#$%)" 具有一定的毒性，这是黑曲霉影响 1 4
3$"#$%)" 生长的原因之一，但是并不致其死亡。草酸

和曲酸通常被认为是低等真菌产生的毒素［!!］。很

多种白腐和褐腐担子菌液体培养条件下都可以分泌

并积累草酸，而且其中很多为食药用菌。不同的氮

源浓度能够影响担子菌菌丝如糙皮侧耳（ 4($)%.5)"
."5%$+5)"）草酸的产量［/］，但是其液体培养产物对果

蝇的生长发育并无明显的影响。

民间流传把硫磺菌子实体晒干后，放在室内焚

烧，可以驱除蚊、蚋、蠓等害虫，但是硫磺菌的子实体

（未指明变种）对果蝇没有致死效应［!*］，我们发现硫

磺菌液体培养物具有对果蝇的致死效应，而菌丝体

分泌的草酸与此生物活性相关［,］。昆虫中肠道内环

境一般呈中性至碱性，并且具有一定的 #$ 值缓冲

能力［!’］，草酸可能是通过破坏了肠道的酸碱平衡，

从而导致果蝇的死亡，但是我们在对硫磺菌红色变

种进行研究时，发现酸的种类和浓度对果蝇致死效

率影响很大，以上理由无法解释这种明显的差异［,］，

因此很可能还有另外的致死因素。我们还发现一种

碱性条件下呈紫红色的酸性色素也具有同样的生物

活性［,］。最近 O7P7< 报道从硫磺菌的子实体中分离

0"/*""0，Q:?4,0 ):40 汪国轮等：硫磺菌原变种液体培养代谢物生物活性分析



到一种多烯类的色素 !"#$%&’(%) ")%*，该报道还称液

体培养条件下硫磺菌也可以产生 !"#$%&’(%) ")%*［+,］，

但是该报道没有明确指明变种，而且没有相关的生

物活性分析报道。由于多烯类物质普遍具有抗生素

活性［+-］，而 .(/0’1" 等最近报道硫磺菌的液体培养

产物具有广谱抗菌效果［+2］，所以该色素可能导致果

蝇死亡的一个因素，但是我们目前尚不能确定此未

知色素是否是 !"#$%&’(%) ")%*。我们正在对此色素的

结构和生物活性进行进一步测定和检验，以便阐明

硫磺菌液体培养中独有的果蝇致死效应的机制。

很多蕈菌的子实体具有杀虫效果［+3，+4］，并且有

很多种具有杀虫活性的物质已经成功分离纯化［+5］。

从一种食用菌嗜球果伞（!"#$%&’(#() "*+,-*’’()）中分离

到的 6$(’7%89(%:/ 及其系列衍生物已经被用于开发生

物农药［+;］，因此蕈菌源生物杀虫剂具有广阔的开发

前景。此前的研究的多是以子实体为研究对象，而

子实体的来源受诸多不利因素如时间和采集地的限

制，我们的研究表明利用液体大规模培养技术开发

蕈菌源生物杀虫剂具有潜在的可行性。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所卯晓岚先生，湖

南师范大学张志光先生、陈作红教授和张平博士在蕈

菌的采集和分类以及菌种分离上给予的指导和帮助。
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