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香蕉枯萎病菌新毒素——白僵菌素的鉴定 
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（1 广东省农业科学院果树研究所，广州 510640；2 福建省农业科学院闽台园艺研究中心，福建漳州 363005） 

摘  要：调查并分离了广东、海南、广西、福建和云南等香蕉枯萎病疫区的一批病原菌样本。利用

高效液相色谱—电喷雾离子阱质谱（HPLC-ESI-MS）法对所分离的 28 个 Fusarium oxysporum f. sp. cubense

菌株的次生代谢产物进行初步分析。发现了分子量为 179 D 的镰刀菌酸及分子量约为 783 D 的未知产物；

利用 1H-NMR 对一株 4 号生理小种的未知产物进行了结构测定，结果表明该化合物为白僵菌素。离体试

验表明白僵菌素能够导致香蕉假茎腐烂。 
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Identification of Beauvericin，a Novel Mycotoxin from Fusarium oxysporum 
f. sp. cubense 

LI Chun-yu1,*，CHEN Shi2,*，ZUO Cun-wu1,*，KUANG Rui-bin1，and YI Gan-jun1,** 

（1Institution of Fruit Tree Research，Guangdong Academy of Agricultural Sciences，Guangzhou 510640，China；
2Fujian-Taiwan Horticulture Research Center，Fujian Academy of Agricultural Sciences，Zhangzhou，Fujian 363005，
China）  

Abstract：The 28 isolates of Fusarium oxysporum f. sp. cubense（Foc）including Race 1 and 4 were 

collected from the banana Fusarium wilt diseases epidemic areas of Guangdong，Hainan，Guangxi，Fujian 

and Yunnan provinces. The secondary metabolites were analyzed by HPLC-ESI-MS. We found fusaric acid 

which the molecular weight is 179 Dalton and another compound with a molecular weight of 783 Dalton. 

The latter was purified and identified to be beauvericin by 1H-NMR. Experiments in vitro proved that the 

banana pseudostem rot caused by the beauvericin which was produced by Foc. 

Key words：Fusarium wilt of banana；beauvericin；structure；toxicity 

 

香蕉产业的发展正遭受到镰刀菌枯萎病（又称巴拿马病或黄叶病）的毁灭性威胁，其病原菌为

尖孢镰刀菌古巴专化型（Fusarium oxysporum f. sp. cubense，Foc），共有 4 个生理小种（Persley & de 

Langhe，1986），中国目前有 1 号和 4 号小种。在自然条件下 1 号小种可侵染粉蕉，不侵染香牙蕉；

4 号生理小种既可侵染香牙蕉，又可侵染粉蕉。香蕉枯萎病菌在致病过程中产生的毒素（如镰刀菌

酸，FA）在病菌侵入寄主后，可导致维管束细胞产生褐变、坏死等病理变化（许文耀 等，2004）。 
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目前对香蕉枯萎病菌毒素的相关研究和报道集中在粗毒素以及粗毒素中的镰刀菌酸。Drysdale

（1984）证明香蕉枯萎病菌分泌非专化性毒素——镰刀菌酸，该毒素能够抑制植物防御酶系统的活

性并降低植物细胞的生活力（Gapillout et al.，1995），也可以快速引起寄主其它生理反应，如活性氧

的产生（Kuznia，2001）、细胞膜渗透性（Dalton & Etherton，1984）或膜电势（Marré et al.，1993）

的改变。许文耀等（2004）认为镰刀菌酸是香蕉枯萎病菌粗毒素中主要致枯萎物质，除镰刀菌酸外，

粗毒素中可能还含有其它毒素。但是其它毒素是何物质至今未见报道。 

本课题组研究了香蕉枯萎病菌 1 号和 4 号生理小种的次生代谢产物，分离纯化到一种新的毒素，

并对其物质结构和致病活性进行鉴定，以期为进一步研究病原菌的致病机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

香蕉组培苗：‘巴西香蕉’（Musa AAA Cavendish）和‘广粉 1 号粉蕉’（Musa ABB Pisang Awak）

（黄秉智 等，2005），2010 年取自“国家果树种质广州荔枝、香蕉圃”和广东省农业科学院果树研

究所组培中心。病原菌材料取自广东、海南、福建、云南和广西等各香蕉枯萎病疫区的病株，用于

病原菌分离和鉴定。毒素提取所用试剂均为国产分析纯。 

毒素分析采用美国 Thermo Finnigan 公司 LCQ DECA XP 型串联质谱（HPLC-ESI-MS）仪和

JEOL2FX290Q 型核磁共振仪（1H-NMR）。色谱、质谱分析试剂甲醇、石油醚、乙酸乙酯和超纯水

均为 HPLC 级，其他均为进口或国产分析纯。 

1.2  病原菌的采集、分离与鉴定 

从染病的‘巴西香蕉’（或‘广粉 1 号粉蕉’）假茎的病健交界处切取 5 ~ 6 mm3 的组织，用 75%

乙醇和 0.1%升汞进行表面消毒后，无菌水漂洗 3 次，再将组织置于 PDA 平板上，在 28 ℃培养箱中

培养 5 ~ 10 d。待长成菌落，经 3 次纯化后，用稀释法进行单孢分离和培养。 

选 5 ~ 6 叶期健康‘巴西香蕉’和‘广粉 1 号粉蕉’组培苗作为接种植株，种植于蛭石、泥碳

和椰糠（3︰1︰0.5）的混合基质（经过高压灭菌）上。按照 Sun 和 Su（1984）的方法进行伤根淋菌

液接种，接种孢子浓度为 105 · mL-1。每个菌株接种‘巴西香蕉’和‘广粉 1 号粉蕉’组培苗各 30

株。接种 30 d 后观察致病结果。生理小种的鉴定方法如下：同时侵染‘巴西香蕉’和‘广粉 1 号粉

蕉’为 Fusarium oxysporum f. sp. cubense（Smith）Snyder & Hansen 4 号生理小种；只侵染‘广粉 1

号粉蕉’不侵染‘巴西香蕉’为 1 号生理小种。 

1.3  HPLC-ESI-MS 分析病原菌次生代谢产物 

在 PDA 上培养 1 号小种和 4 号小种，15 d 后刮取菌丝，超声波破碎后用甲醇提取菌丝的次生代

谢产物。提取液用高效液相色谱—电喷雾离子阱质谱法（HPLC-ESI-MS）分析。HPLC 的流动相为

甲醇︰水（50︰50），电喷雾源操作电压为 3.01 kV，操作温度为 250.3 ℃，操作压力为 104 Pa。用于

HPLC-ESI-MS 分析的菌株如表 1 所示。 

1.4  病原菌的培养、毒素提取及结构测定 

将 PDA 培养 7 d 的香蕉枯萎病菌 4 号小种（CGMCCC 3.12196），用无菌水制成 106 · mL-1 的孢

子悬液，按 1/20（菌液/培养基）的接种量接种于大米培养基（Sagawa et al.，2006），充分混匀，置

于 28 ℃培养箱中避光条件下静置培养 20 d。大米培养基配置方法：50 g 大米在含 0.5%土壤浸出液
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和 0.2% ZnSO4 溶液中浸泡过夜，纱布过滤后称取 50 g 置于 250 mL 三角瓶中，加入 10%的浸泡水，

加塞后 121.3 ℃灭菌 30 min 后备用。取出培养物 85 ℃灭菌 30 min 杀死菌丝和孢子，用甲醇超声提

取 3 ~ 4 次，减压浓缩至干，再用少量甲醇反复复溶，除去大量淀粉，将甲醇溶液浓缩至干，得膏

状物约 10 g，即为粗毒素。该粗毒素经硅胶柱层析分离，用石油醚—乙酸乙酯洗脱。在石油醚—乙

酸乙酯（4︰6）的洗脱相得目标化合物，再通过硅胶柱层析，用氯仿—甲醇溶剂系统洗脱，得到白

色粉末状化合物约 5 mg。用 1H-NMR 等仪器分析鉴定其结构。 

1.5  毒素致病活性的测定 

将纯化的白色化合物溶于乙酸乙酯，制成浓度为 1 mg · mL-1 的母液，并稀释成 100 μg · mL-1、

200 μg · mL-1、300 μg · mL-1、500 μg · mL-1 和 1 mg · mL-1 系列梯度浓度处理液。切取巴西蕉幼苗假

茎，长约 10 cm，乙醇表面消毒，晾干后，用处理液处理假茎的底端，处理量为 200 μL，并以相同

量的水和乙酸乙酯处理作对照，每个处理 3 段，重复 5 次，10 d 后观察结果。 

2  结果与分析 

2.1  分离的病原菌 

分别从广粉 1 号粉蕉和巴西香蕉感病组织上分离到 28 个菌株，显微镜下观察形态为典型的镰

刀菌。经致病性测定，进一步确定所分离到的菌株均属镰刀菌，其中 1 号生理小种 6 株，4 号生理

小种 22 株（表 1）。 
表 1  香蕉枯萎病菌的来源地、生理小种和毒素信号 

Table 1  Source，race，and toxin signal of strains of Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

菌株编号 
Pathogen number 

来源地 
Source 

生理小种 
Race 

白僵菌素信号 
Signal of beauvericin 

镰刀菌酸信号 
Signal of fusaric acid 

1 广东番禺 Panyu，Guangdong 1 + + 
2 广东番禺 Panyu，Guangdong 4 + + 
3 广东中山 Zhongshan，Guangdong 1 + + 
4 广东中山 Zhongshan，Guangdong 4 + + 
5 广东东莞 Dongguan，Guangdong 4 + + 
6 广东湛江 Zhanjiang，Guangdong 4 + + 
7 广东湛江 Zhanjiang，Guangdong 1 + + 
8 广东高州 Gaozhou，Guangdong 1 + + 
9 广东高州 Gaozhou，Guangdong 4 + + 
10 广东珠海 Zhuhai，Guangdong 4 + + 
11 广东肇庆 Zhaoqing，Guangdong 4 + + 
12 广东广州 Guangzhou，Guangdong 4 + + 
13 广东信宜 Xinyi，Guangdong 4 + + 
14 海南澄海 Chenghai，Guangdong 4 + + 
15 海南三亚 Sanya，Hainan 1 + + 
16 海南海口 Haikou，Hainan 4 + + 
17 海南乐东 Ledong，Hainan 4 + + 
18 海南澄迈 Chengmai，Hainan 4 + + 
19 福建漳州 Zhangzhou，Fujian 1 + + 
20 福建漳州 Zhangzhou，Fujian 4 + + 
21 福建漳州 Zhangzhou，Fujian 4 + + 
22 福建漳州 Zhangzhou，Fujian 4 + + 
23 云南景洪 Jinghong，Yunnan 4 + + 
24 云南河口 Hekou，Yunnan 4 + + 
25 广西武鸣 Wuming，Guangxi 4 + + 
26 广西南宁 Nanning，Guangxi 4 + + 
27 广西浦北 Pubei，Guangxi 4 + + 
28 广西武鸣 Wuming，Guangxi 4 + + 

注：“+”表示能够检测到 BEA 或 FA 的 HPLC-ESI-MS 信号。 

Note：“+”indicate the HPLC-ESI-MS signal of BEA and FA. 
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2.2  次生代谢产物 

利用高效液相色谱—电喷雾离子阱质谱法（HPLC-ESI-MS）分析了 6 株 1 号生理小种和 22 株 4

号生理小种的次生代谢产物，结果显示：28 株菌株均有出现白僵菌素信号和镰刀菌酸信号（表 1）。

在 28 个菌株次生代谢产物的电喷雾质谱图中，虽然没有找到与生理小种紧密连锁的特征性指纹图

谱，但是可以发现两者共同的特征峰，如 m/z 178.11、m/z 179.10、m/z 180.13、m/z 784.33、m/z 801.27、

m/z 806.47 等信号（图 1，A，B）。m/z 178.11 和 m/z 179.10 的信号基本与镰刀菌酸的相同（图 1，A），

这与很多香蕉枯萎病菌分泌镰刀菌酸的相关报道结果（Drysdale，1984；许文耀 等，2004）相符。

m/z 784.33、m/z 801.27、m/z 806.47 等可能为同一种化合物，是在不同的基团上结合 H、NH3、Na

等所致。对这种化合物纯化后将进行结构测定。 

图 1  香蕉枯萎病菌菌株 2 的次生代谢产物 HPLC-ESI-MS 图谱 

A. 菌株 2 的镰刀菌酸[M–H]-图谱；B. 菌株 2 次生代谢产物的[M + H]+图谱。 

[M–H]-和[M + H]+是准分子离子峰的两种表现形式，其中[M–H]-为阴离子图谱（电子轰击后显阴性）， 

[M–H]+为阳离子图谱（电子轰击后显阳性）。 

Fig. 1  HPLC-ESI-MS map of secondary metabolic of Foc No.2 

A. Fusaric acid map[M–H]- of Foc No.2；B. [M + H]+ map of secondary metabolic of Foc No.2. 

[M–H]-and [M + H]+ are two forms of quasi-molecular peak，[M–H]- is anion peak（show negative after electron bombardment）， 

[M + H]+ is cation peak（show positive after electron bombardment）. 

2.3  目标化合物结构分析 

大米培养基培养病原菌，并纯化目标化合物后，利用 1H-NMR 谱进行结构测定。正常的 1H-NMR

谱技术能提供的结构信息参数主要是化学位移（δ，图 2 横坐标）、耦合常数（J）及质子数。1H 核

因周围化学环境不同，其外围电子云密度及绕核旋转产生的磁屏蔽效应不同，不同类型的 1H 核共

振信号出现在不同区域，据此可以识别。化学位移是相对比值，通常 δ =（υ 样品–υTMS）× υTMS
-1 × 106

或者 δ =（BTMS–B 样品）× BTMS
-1 × 106，其中 υ为电磁波频率，TMS 为基准物质四甲基硅烷，B 为外

加磁场强度（孔垂华和徐效华，2003）。不等同的两个或两组氢核，在一定距离内因相互自旋耦合干

扰使信号发生裂分，其形状有单峰（s）、二重峰（d）、三重峰（t）、四重峰（q）及多重峰（m）等，

裂分间的距离为耦合常数 J（Hz），dd 代表两个双重峰，也就是双峰被裂分了。各种不同环境下 1H

核相邻结构具有一定的耦合常数值（孔垂华和徐效华，2003）。根据图 2 对未知化合物结构推导如下：
1H-NMR 谱在化学位移 δ 7.28（5H，ar）处有吸收信号（接近 δ 7.2 有 5 个相同的氢），推出分子中

有芳环，又化学位移 δ 5.57（1H，dd，J = 4.8，12.4 Hz），3.42（1H，dd，J = 4.4，14.4 Hz），3.03

（1H，dd，J = 12.4，14.4 Hz）有吸收信号，推出苯丙氨酸结构，其中 δ 5.57 为连氨基碳上质子吸

收信号，1H-NMR 谱还给出 δ 3.06（3H，s）的单峰信号推出分子中有甲基，且连在氨基上；1H-NMR

谱还有化学位移 δ 4.91（1H，d，J = 8.4 Hz），1.90（1H，m），0.82（3H，d，J = 6.6 Hz），0.43（3H，
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d，J = 6.6 Hz）的吸收信号，推出苯丙氨酸与 D–2 羟异戊酸相连，其中 δ 4.91 为 D–2 羟异戊酸结

构片段中 α位连羟基碳上质子吸收信号，δ 0.82，0.43 为两个甲基质子信号（图 2）；又根据 ESI-MS

谱有 m/z：806.4 [M + Na]+，801.3 [M + NH4]
+，784.3 [M + H]+信号，揭示分子中有对称结构，说

明其分子量 M 为 783.3 D，推出纯化化合物为白僵菌素（beauvericin），分子结构与 Hamill 等（1969）

测定的结构相同。 

图 2  目标化合物的 1H-NMR 图谱 

Fig. 2  1H-NMR map of target compounds 

2.4  白僵菌素的植物毒性 

利用梯度浓度的白僵菌素处理表面消毒的巴西蕉假茎底端，出现腐烂症状的最小浓度为 100 

μg · mL-1，但是腐烂比例比较小，略高于对照，腐烂假茎段率为 3.2%；随着浓度升高，腐烂的症状

越来越明显，比例也越来越高，500 μg · mL-1 浓度处理导致 5.2%的组织腐烂，1 mg · mL-1 浓度处理

则上升为 11.9%（图 3）。溶剂和水处理产生的症状与毒素处理明显不同，更类似自然条件下的褐化，

褐化比例分别为 2.63%和 0.98%。该结果表明，在离体条件下，白僵菌素能导致香蕉假茎腐烂。 

 

图 3  白僵菌素对植物毒性测定结果 

A：1 mg · mL-1 白僵菌素处理；B：等量溶剂乙酸乙酯处理；C：水处理。 

Fig. 3  Determination results of beauvericin toxicity to banana 

A：Treated with 1 mg · mL-1 beauvericin；B：Treated with ethyl acetate；C：Treated with H2O. 
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3  讨论 

白僵菌素是一种环六缩酚酸肽，带有 L–N–甲基–苯丙氨酸和 D–α–羟基异戊酰残基

（Logrieco et al.，2002），由于对卤虫有毒性，所以起初被认为只是昆虫病原真菌白僵菌的一种毒枝

菌素（Hamill et al.，1969）。最近，人们发现一些尖孢镰刀菌也能够合成这种有毒性的化合物（Song 

et al.，2009），如侵染百合花的 Fusarium oxysporum f. sp. lilii（Löffler & Mouris，1992），侵染小麦

和玉米的 F.oxysporum（ITEM-2470）（Logrieco et al.，2002）等。Lemmens 等（2000）利用人工膜

作为一个模型研究了白僵菌素的作用方式，发现该毒素在微量存在的情况下，在生物膜上形成通道。

Pavlovkin 等（2006）证明白僵菌素处理能够使玉米根系外皮层细胞膜电势快速并显著地去极化。以

上研究都是在微量白僵菌素处理情况下的结果，但是在感病的香蕉植株体内累积大量的毒素会产生

什么样的症状，还不得而知。本研究中利用较高浓度的白僵菌素处理表面消毒的香蕉假茎的末端，

发现该毒素能够导致腐烂，这一结果有助于解释香蕉枯萎病的症状出现的机理。 

尽管以前一些研究发现部分专化型的尖孢镰刀菌能够产生白僵菌素（Löffler & Mouris，1992；

Logrieco et al.，2002；Moretti et al.，2002），但对引致香蕉枯萎病的 Foc，之前尚未见其能够产生白

僵菌素的报道。在所测定的 6 株 1 号生理小种和 22 株 4 号生理小种的菌株中，都能检测到镰刀菌酸

和白僵菌素的信号，这说明它们的产生与生理小种的划分并不存在直接关系。由于在本研究中没有

比较各个菌株致病性的差异，因此各个菌株产生毒素的量与致病力的关系有待进一步研究。镰刀菌

酸是香蕉枯萎病菌产生的另外一种毒素。该毒素对很多原核生物和真核生物有毒（Marré et al.，

1993），其中包括很多植物。前人研究认为镰刀菌酸的致萎作用主要是破坏了根系的膜系统，造成代

谢紊乱，根系防卫机能丧失，活力下降，很快使植株地上部缺水萎蔫（许文耀 等，2004）。许文耀

等（2004）研究发现，毒素导致病株可产生胶状物，而胶状物可能会堵塞香蕉导管的营养和水分运

输，这也是导致病株萎蔫的可能原因之一。本研究结果证明，白僵菌素亦可导致假茎腐烂，而几种

毒素同时积累是否会导致大量腐烂还有待进一步研究。 

白僵菌素的发现为进一步研究香蕉枯萎病菌致病、致毒机理及香蕉抗枯萎病能力的评价等提供

了新思路。香蕉枯萎病菌能够同时产生镰刀菌酸和白僵菌素，除了证明这两种毒素作为植物病原真

菌的常规代谢物而显得非常重要之外，同时应该加强这两种毒素在香蕉植物体内的协同或加性效应

的研究，以及这两种毒素在香蕉抗病育种上的应用研究。 
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