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摘  要: 从自然发酵的豆瓣中筛选出对产毒黄曲霉菌的生长及其毒素合成均有抑制作用的细菌, 

在蚕豆天然培养基(BAM)上利用菌落对峙实验初筛和滤纸片复筛得到 1 株有较高抑制产毒黄曲霉

活性的菌株 L4。对 L4 进行形态学、生理生化特征及 16S rRNA 序列同源性分析, 鉴定此菌株为枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。在抑制黄曲霉生长和黄曲霉毒素 B1 (AFB1)合成的研究中表明, 在

L4 与黄曲霉菌共同培养 15 d 后, 黄曲霉菌丝产量和黄曲霉毒素 B1 产量均比黄曲霉单独培养时显

著降低(P < 0.01), AFB1 合成受到明显抑制, 抑制率达 93.7%。当黄曲霉孢子液与 L4 发酵上清液

1: 1 (V/V)混合后接种在玉米粒上时, 黄曲霉在玉米上的生长和孢子萌发均得到完全抑制。 
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Abstract: The mixture of broad bean and wheat flour during fermentation was used to screen antagonistic 

bacteria against aflatoxigenic Aspergillus flavus. A strain L4 with strong antifungal activity against the afla-

toxin-producing Aspergillus flavus was selected using broadbean agar medium (BAM). According to its 

morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence homology 

analysis, L4 was identified as Bacillus subtilis. When L4 and Aspergillus flavus were co-cultured for 15 days, 

the weight of the mycelium and the production of aflatoxin B1 were both significantly lower than those of 

Aspergillus flavus cultured without L4. The accumulation of AFB1 was inhibited significantly, the values of 

the reduction was 93.7%. When L4 culture supernatant was mixed with the spore suspension of A. flavus at 

ratio of 1: 1 and then inoculated on corns, the germination and growth of A. flavus was inhibited completely. 

Keywords: Aspergillus flavus, Aflatoxin B1, Antifungal bacteria, Identification, Inhibitory activity 

黄曲霉(Aspergillus flavus)是粮食和食品中最常 见的污染真菌, 黄曲霉污染后产生的主要次级代谢
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产物黄曲霉毒素 B1 (AFB1)是一种毒性很强的肝毒

素, 有致癌、致畸、致细胞突变的“三致”作用[1], 给

人和动物带来极大的健康危害和经济影响, 因此黄

曲霉毒素对粮食和食品的污染成为一个重要的公共

卫生问题。然而, 黄曲霉毒素以目前的物理化学方

法不仅难以去除, 而且这些方法对食品的色、香、

味以及营养成分会产生不同程度的破坏和影响, 同

时易产生副产物和处理剂残留形成二次污染, 对人

和动物产生危害。基于此, 从食品安全角度出发, 利

用微生物之间的拮抗作用, 以生物控制方法来预防

黄曲霉生长和产毒具有重要的理论意义和应用价

值。目前, 许多国外的研究小组均致力于利用微生

物控制黄曲霉的污染, 例如 Dorner 等[23]应用非产

毒黄曲霉菌株的拮抗作用控制产毒菌株在花生、玉

米中的污染; Hua 等[4]发现酵母能有效控制黄曲霉污

染坚果; 关于细菌对黄曲霉菌的抗菌能力和抑制活

性的研究也有少量报道[57]。但是, 国内对黄曲霉及

其毒素的研究主要集中在优化黄曲霉毒素的检测方

法上 , 采用微生物法 , 特别是在传统发酵食品中 , 

利用生物防治黄曲霉的报道极少。 

郫县豆瓣是川菜的必备调料 , 被誉为“川菜之

魂”。然而郫县豆瓣多采用传统工艺自然发酵, 且时

间长、工序多, 很容易受到黄曲霉的污染导致黄曲

霉毒素超标。因此本研究旨在利用发酵豆瓣中生物

拮抗作用的自然存在, 从传统发酵的豆瓣中分离可

抑制产毒黄曲霉菌生长的菌株, 经鉴定为非致病或

非腐败菌后, 考察其对黄曲霉生长和 AFB1 合成的

抑制作用, 并初步探讨其在玉米上黄曲霉菌抑制的

应用, 为在食品中采用微生物法控制黄曲霉菌生长

及其毒素提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验材料 : 蒸煮拌面制曲发酵后蚕豆瓣子

(简称霉瓣子)、自然发酵 12 个月的发酵豆瓣(简称阴

瓣子), 由四川郫县豆瓣厂提供。 

1.1.2  主要试剂: 黄曲霉毒素 B1 酶联免疫定量测试

盒(江苏苏微微生物研究有限公司); 质粒抽提试剂

盒(TIANprep Mini Plasmid Kit); E. coli DH5α 感受态

细胞(天根公司); 试剂均为市售分析纯。 

1.1.3  培养基: 蚕豆天然培养基(BAM): 蚕豆研磨

成粉, 取 50 g 于 1000 mL 水中小火煮沸 30 min, 纱

布过滤, 加入琼脂 15 g/L、水定容至 1000 mL, 自然

pH, 1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 

花生查氏培养基 [8]; SM 筛选培养基 [8]; 改良

MRS 培养基 [9]; 牛肉膏蛋白胨培养基 [9]; PDB 培

养基 [9]。  

1.2  筛选方法 
1.2.1  细菌的分离: 称取霉瓣子或阴瓣子各 25 g, 

无菌状态下粉碎, 用无菌生理盐水梯度稀释, 取不

同梯度的稀释液 0.1 mL 加入培养皿, 并分别浇注牛

肉膏蛋白胨培养基、改良 MRS 固体培养基 , 30°C

培养 48 h。待长出菌落后用无菌牙签挑取单菌落纯

化后的菌株于 4°C 保藏备用。 

1.2.2  黄曲霉产毒菌株的筛选: 取上述梯度稀释液

0.1 mL 分别涂布于花生查氏培养基、SM 筛选培养

基, 28°C 培养观察 58 天。将培养至第 5 天的平板

倒置于紫外灯(365 nm) 下观察, 如果菌落周围的培

养基中出现蓝紫色或黄绿色荧光即为产黄曲霉毒素

的阳性菌株, 至第 8 天仍无荧光者可判断为阴性菌

株[8], 将纯化后的阳性菌株于查氏培养基中 4°C 保

藏备用。 

1.2.3  细菌数和霉菌孢子数测定: 采用血球板计数

法和平板菌落计数法(CFU/mL)。 

1.2.4  拮抗菌筛选: 初筛采用菌落对峙试验, 将黄

曲霉单孢子分离培养在蚕豆天然培养基平板中央 , 

3 cm直径外点接10 µL待选菌液体培养物, 28°C培养

810 d, 观察生长状况及抗菌表型。 

复筛采用滤纸片法 , 用无菌磷酸盐缓冲液(含

5%的吐温80)将黄曲霉孢子浓度调整为107 CFU/mL, 

待用。取100 µL孢子悬液涂布于BAM培养基平板。

向滤纸片中央加入10 µL细菌发酵全菌液或上清液, 

平板在室温下扩散2 h后, 于28°C下培养72 h, 测抑

菌圈直径。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  形态和生理生化特征: 根据《伯杰氏细菌鉴

定手册(第 8 版)》[10]进行鉴定。 

1.3.2  16S rRNA 序列测定及系统发育分析: 参照

《分子克隆实验指南(第 3 版)》[11], 提取菌株基因

组 DNA。利用纯化后提取菌株基因组 DNA 为模板, 

采用细菌通用引物 PCR 扩增其 16S rRNA 片段。引

物为 Eu27F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 
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反向引物为 1490R: 5′-GGTTACCTTGTTACGACT 

T-3′。扩增条件: 94°C 4 min; 94°C 1min, 55°C 1 min, 

72°C 1.5 min, 30 个循环; 4°C 终止反应。取 PCR 产

物进行 1%的琼脂糖凝胶电泳检测后, 将 PCR 产物

回收、纯化, 回收片段连接到 pMD18-T 载体, 转化

E. coli DH5α, 经蓝白斑筛选, 质粒双酶切验证获得

阳性克隆。重组质粒由华大基因(北京)测定序列。

测序结果在 NCBI 网页上用 BLAST 进行比对, 找到

与 GenBank 中同源性高的相关基因序列, 相似度大

于 97%的菌株视为同种菌株。用 Clustal X1.83 软件

对 同 源 性 较 高 的 的 序 列 进 行 多 重 比 对 , 再 通 过

MEGA4.0 软件用 Neighbor-joining 法构建系统进化

树, 并进行 1000 次 Bootstrap 检验。 

1.4  对黄曲霉生长和黄曲霉毒素B1合成抑制作用

的测定 
将 500 μL 拮抗菌培养液(1 × 106 CFU/mL)和 

500 μL 黄曲霉孢子悬液(1 × 105 CFU/mL)同时接种

到 50 mL 新鲜 PDB 中, 对照组则以 500 μL 无菌培

养液替代拮抗菌培养液, 28°C 培养, 在 0、3、6、9、

12 d 时分别测定测量菌丝干重和培养液中黄曲霉毒

素含量。用 Whatman No. 4 滤纸过滤培养液, 得到的

菌丝于 90°C 烘干过夜, 称重。黄曲霉毒素的提取方

法按照参考文献[12], 测量采用固相酶联免疫吸附

方法(ELISA)测定, 450 nm 酶标仪读数, 对照标准曲

线计算 AFB1 含量。试验重复 3 次, 以菌丝和 AFB1

产量的平均值进行统计, 采用 SPSS13.0 中 One-way 

ANOVA 法进行方差分析和差异显著性检验。AFB1

合成抑制率按下式计算: 

y = 1 2

1

x x

x


 × 100% 

x1代表对照组AFB1含量 , x2 代表处理组AFB1 

含量, y代表抑制率。 

1.5  对黄曲霉在玉米上生长的抑制作用 
挑选颗粒饱满的新鲜玉米 , 用 10%的 NaClO

浸泡 60 s 后用无菌水洗涤 2 次 , 按 15 g 每瓶分装

在 100 mL 无菌三角瓶中, 纱布封口, 45°C 烘干。将

黄曲霉悬浮在含 5%吐温 80 的磷酸盐缓冲液中, 调

整孢子浓度为 1 × 105 CFU/mL, 备用。拮抗菌于

BAM 培养基中 37°C 摇床培养 36 h 后, 5000 r/min

离心 5 min 取上清液。保持液体总量为 100 μL, 将

孢子悬液与发酵上清液按 6: 1、3: 1、1: 1 (V/V)混匀, 

分别加入无菌三角瓶中, 摇匀后 28°C 培养 5 d, 观

察玉米霉变情况。 

2  结果与分析 

2.1  产毒黄曲霉的筛选与鉴定 
筛选得到一株 365 nm 紫外灯下在花生查氏培

养基和 SM 培养基上均产生蓝绿荧光的菌株, 结合

标准形态学观察鉴定为黄曲霉毒素产毒菌株, 命名

为 WG08。 

2.2  黄曲霉拮抗菌株的筛选 
从霉瓣子和阴瓣子中分离得到 102 株细菌, 利

用菌落对峙实验初筛得到 17 株对产毒黄曲霉有抑

制作用的菌株。根据抑制作用表型的不同, 可将细

菌划分为生长接触抑制型(细菌菌落接触黄曲霉菌

丝体后表现出生长抑制作用)和生长抑制带抑制(菌

落周围产生清晰生长隔离条), 见图 1。 
 

 

图 1  菌落对峙实验中黄曲霉拮抗菌的抑菌表型 
Fig. 1  Phenotypes of antagonistic bacteria during cocul-
ture with A. flavus 
注: iz: 生长抑制带抑制; ic: 生长接触抑制. 

Note: iz: Zone of growth inhibition; ic: Contact growth inhibition. 
 

采用滤纸片法复筛得到 7 株具较强抑菌活性的

菌株(表 1), 其中菌株 L4 不论是菌悬液还是发酵上

清液的抑制活性都最强。因此, 在以后实验中选择

L4 作为供试菌株进行抑制黄曲霉毒素产生和玉米

上黄曲霉生长和毒素积累影响的研究。菌株 L4 采用

滤纸片法抑制产毒黄曲霉的抑菌图如图 2 所示。 

2.3  菌株鉴定 
2.3.1  形态学及生理生化特征: 菌株 L4 在牛肉膏

蛋白胨培养基上培养 2 d 后菌落呈圆形、边缘不整

齐、表面起皱、奶油偏褐色、不透明、直径 0.3 cm

0.4 cm。革兰氏染色阳性, 镜检细胞呈杆状、有芽孢、

两端钝圆、单个排列、偶尔 23 个细菌排成短链, 经

涂片干燥的细菌(0.60.8)m × (12.5) μm, 其扫描

电子显微镜形态见图 3。 
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菌株 L4 的主要生理生化特征见表 2。结合这些

特征并依据《伯杰氏细菌鉴定手册(第 8 版)》, 初步

鉴定菌株 L4 为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

2.3.2  16S rRNA 序列分析: 以菌株 L4 基因组总

DNA 为模板, 采用通用 16S rRNA 引物进行 PCR 扩

增 , 得到约 1.6 kb 的特异性扩增产物。菌株 L4 的

16S rRNA 序列与 GenBank 中已登录的 16S rRNA

序列同源性比对, 显示菌株 L4 与芽胞杆菌属菌株的

16S rRNA 有很高相似性, 其中与 Bacillus subtilis 

BCRC 10058 菌株的相似性最高, 达 99.9%。基于

16S rRNA 基因序列构建了与菌株 L4 相近菌种的系

统发育树(图 4)。该系统发育树表明, 菌株 L4 与 B. 

subtilis BCRC 10058 (DQ993674)的进化距离最近。

菌株 L4 的序列已在 GenBank 中注册 , 登录号为

GQ421472。 

在形态学和生理生化鉴定基础上 , 结合 16S 

rRNA 序列分析结果显示, 菌株 L4 与 B. subtilis 16S 

 
表 1  部分拮抗菌特性及抑菌活性 

Table 1  Characteristics of partial antagonistic bacteria 
strain screened (n = 3, x ± s) 

抑菌圈直径 (mm) 
Average diameter of inhibition 

zone (mm) 菌株编号 
Strain No. 

抑菌表型 
Antagonistic 

phenotype 全菌液 
Full cell culture 

上清液 
Supernatant 

L4 iz 35.3 ± 0.73 30.0 ± 0.45 

L14 ic 21.0 ± 0.87 

B14 ic 22.8 ± 1.32 16.6 ± 1.01 

DL16 iz 28.2 ± 1.61 24.2 ± 1.22 

DL17 ic 20.4 ± 1.44 17.5 ± 0.76 

WR22 iz 24.0 ± 0.56 20.8 ± 0.67 

DL20 ic 22.2 ± 0.12 19.4 ± 0.34 

注: 滤纸片直径为 13 mm. 

Note: The diameter of the scrip is 13 mm. 
 

 

图 2  菌株 L4 对产毒黄曲霉的抑制作用 
Fig. 2  Results of antagonistic of L4 with aflatoxigenic A. 
flavus 
注: A: BAM 液体培养基对照; B: 发酵液离心上清液; C: 发酵全

菌液. 

Note: A: BAM liquid medium control; B: Supernatant; C: Full cell 
culture. 

 

 

图 3  菌株 L4 细胞形态的扫描电镜图( × 10000)  
Fig. 3  Cell morphology of strain L4 under scanning elec-
tron microscopy ( × 10000) 
 

表 2  菌株 L4 的主要生理生化特征 
Table 2  The main physiological and biochemical char-

acter of B. subtilis L4 

特征反应 Characterization 结果 Results 

接触酶反应 Catalase test + 

V-P 实验 V-P test + 

酪蛋白水解 Casein hydrolysis + 

明胶水解 Gelatin hydrolysis + 

淀粉水解 Starch hydrolysis + 

硝酸盐还原 Nitrate reduction test + 

硫化氢生成 H2S production  

明胶液化 Gelatin hydrol + 

葡萄糖产气 Gas from glucose oxidation 

葡萄糖产酸 Acid from glucose test + 

木糖产酸 Acid from xylose + 

甘露糖产酸 Acid from Mannose + 

阿拉伯糖产酸 Acid from Arabinose 

吲哚试验 Indole test  

于 4°C 生长 Growth at 4°C  

于 45°C 生长 Growth at 45°C + 

于 45°C 生长 Growth at 45°C + 

注: +: 阳性反应; : 阴性反应.  

Note: +: Positive reaction; : Negative reaction. 

 
rRNA 序列同源性高达 99.9%, 形态特征和生理生化

特征完全相同, 故鉴定菌株 L4 为枯草芽孢杆菌(B. 

subtilis)。 

2.4  L4 对黄曲霉菌丝产量及黄曲霉毒素 B1 产量

的影响 
将黄曲霉菌生长拮抗菌株 L4 与产毒黄曲霉菌

共同培养, 判断其对黄曲霉菌丝体产量及 AFB1 产

量的抑制能力。结果如图 5 所示, 与对照组相比, 

培养 15 d 后, 拮抗菌 L4 与黄曲霉孢子共同培养组

的黄曲霉菌丝产量与 AFB1 产量均有极显著降低 
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图 4  基于 16S rRNA 基因序列菌株 L4 的 Neighbour-joining 法系统发育树图 
Fig. 4  Neighbour-joining tree showing the phylogenetic position of B. subtilis L4 and representatives of some other related 

species based on 16S rRNA sequences 
Note: Numbers at nodes present bootstrap percentages (based on 1000 samplings). Sequences from this study are in boldface type. The num-
bers in parentheses are accession numbers of sequences in GenBank. Bar: 0.001 sequence divergence. 
 

 

 

图 5  菌株 L4 对黄曲霉毒素 B1 合成的抑制作用结果 
Fig. 5  Inhibitory activity of B. subtilis L4 on yield of my-
celium and AFB1 
注: △: 对照组黄曲霉菌丝产量; ○: L4 处理组对照组黄曲霉菌丝

产量; ▲: 对照组 AFB1 产量; ●: L4 处理组 AFB1 产量. 

Note: △: Yield of mycelium of control group; ○: Yield of mycelium 
of L4 treatment group; ▲: Yield of AFB1 of control group; ●: Yield 
of AFB1 of L4 treatment group. 
 

(P < 0.01)。对照组中 AFB1 产量第 8 天至 12 天达到

高峰, L4 在第 3、6、9、12、15 天对 AFB1 产生的抑

制率分别为 82.7%、90.4%、92.8%、92.4%、93.7%。 

2.5  菌株 L4 对黄曲霉在玉米上生长的抑制作用 
观察用不同浓度的 L4 培养上清液与黄曲霉

GW08 共同接种玉米、储存 4 d 后黄曲霉在玉米上的

生长状况。结果如图 6 所示, 随着 L4 发酵上清液的 

 

图 6  L4 发酵上清液液对黄曲霉在玉米上生长的抑制结果 
Fig. 6  The inhibitory activity of culture supernatant of B. 
subtilis L4 on the growth of A. flavus on corns  
注: A: 对照组; B、C、D: 分别为黄曲霉孢子悬液; 发酵上清液

为6:1、3:1、1:1 (V/V). 

Note: A: Control; B,C,D: Different treatments of spore suspension 
of A. flavus; Culture supernatant of B. subtilis  L4 at 6:1, 3:1, 
1:1 (V/V), respectively. 

 

浓度增加 , 黄曲霉的生长量减少 ; 与对照相比 , 当

黄曲霉孢子液与 L4 发酵上清液体积比为 1:1 时, 黄

曲霉的生长和孢子萌发得到完全抑制。 

3  讨论 

当前在细菌对黄曲霉菌的拮抗作用的研究中发

现的拮抗菌主要包括乳酸菌属(Lactic acid bacteria 

sp.) 、 短 小 芽 孢 杆 菌 (Bacillus pumilus) 、 链 霉 菌

(Streptomyces sp.)等[7,1316]。本实验利用胡豆天然培

养基在自然发酵的郫县豆瓣中分离到一株具有显著
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抑制产毒黄曲霉生长及AFB1合成的枯草芽孢杆菌。

枯草芽孢杆菌作为植物病原菌的拮抗菌已有很多报

道, 并且已作为生物农药在广泛使用。朱新贵[17]等

分离到一株枯草芽孢杆菌, 该菌株在加入AFB1标准

品的液体培养基后能使AFB1量显著减少 , 但未见

报道该菌对黄曲霉生长的拮抗以及黄曲霉合成的

抑制作用。 

在菌落对峙试验中, 菌株L4的抑菌表型为生长

抑制带抑制, 可能的原因是拮抗菌产生可扩散的抗

菌代谢产物而在固体培养基上表现出了分散的抑菌

圈。这些物质可能为芽孢杆菌属细菌所产生的抗菌

多肽 , 如Cho等在韩国酱油中分离到一株短小芽孢

杆菌(Bacillus pumilus) HY-1, 该菌通过分泌伊枯草

菌素抑制产毒黄曲霉的生长[15]。 

Zucchi等在对Streptomyces sp. ASBV-1的研究

中发现, 当ASBV-1以1 × 108 CFU/mL与Aspergillus 

parasiticus孢子浓度分别为1 × 104和1 × 106 CFU/mL

等体积接入培养基中 , 25°C培养7 d后 , AFB1合成

的抑制率分别为98%和83.4% [16]。在本研究中 , 等

体积的拮抗菌株L4 (1 × 106 CFU/mL)与黄曲霉孢子 

(1 × 105 CFU/mL)在28°C共同培养15 d时, 黄曲霉菌

丝体生长和AFB1的产生均得到有效抑制 , 其中对

AFB1合成的抑制率为93.7%。同时, 虽然在本研究中

L4对黄曲霉的生长和AFB1合成影响是正相关的, 然

而关于L4抑制AFB1合成的机理还有待于进一步研究。 

本研究筛选得到抑制黄曲霉生长和毒素合成的

枯草芽孢杆拮抗菌, 对于在粮食、食品等方面控制

黄曲霉生长和毒素积累将具有重要的应用价值。研

究将进一步探讨菌株L4抑制黄曲霉生长和产毒的机

理, 为其在食品工业中的应用提供理论依据。 
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