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摘  要：【背景】壳聚糖是广泛存在于甲壳动物的一种多糖，具有广谱的抗真菌活性，但壳聚糖是

否影响炭黑曲霉(Aspergillus carbonarius)和硫色镰刀菌(Fusarium sulphureum)生长和发育尚未见报

道。【目的】明确不同浓度壳聚糖对 A. carbonarius 和 F. sulphureum 生长和发育的影响。【方法】通

过在 PDA 培养基中添加不同浓度壳聚糖，测定两种真菌的菌落直径、生物量和菌丝干重，观察产孢

量、孢子萌发和芽管长度，比较抑菌的差异。【结果】壳聚糖处理可显著改变两种真菌的菌落形

态，处理浓度越高菌落皱缩和变形越明显；壳聚糖还可以有效抑制两种真菌的菌落生长、菌丝干重和

菌丝生物量，抑制效果呈明显的浓度依赖，对 F. sulphureum 的抑制效果更好。壳聚糖可抑制两种真菌

的产孢量、孢子萌发和芽管伸长，处理浓度越高抑制效果越好，对 F. sulphureum 的抑制效果更为明显。

壳聚糖对 A. carbonarius 和 F. sulphureum 的 EC50值分别为 0.12 mg/mL 和 0.075 mg/mL。【结论】壳聚

糖可有效抑制 A. carbonarius 和 F. sulphureum 的生长发育，抑制效果呈浓度依赖，F. sulphureum
对壳聚糖更为敏感。 
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Abstract: [Background] Chitosan (CTS) is a polysaccharide ubiquitous in crustaceans. CTS 
has broad-spectrum antifungal activities, while whether CTS affects the growth and development 
of Aspergillus carbonarius and Fusarium sulphureum remains unknown. [Objective] To 
determine the effects of different concentrations of CTS on the growth and development of     
A. carbonarius and F. sulphureum. [Methods] The colony diameters, biomass, and mycelial dry 
weights of the two fungal species cultured in the potato dextrose agar (PDA) media with different 
concentrations of CTS were determined. The inhibitory effects of CTS on the two fungal 
species were evaluated by comparison of the sporulation, spore germination, and germ tube 
length. [Results] CTS treatment significantly altered the colony morphology of both fungal 
species. Higher concentrations of CTS resulted in more obvious colony shrinkage and 
deformation. CTS reduced colony diameter, mycelial dry weight, and mycelial biomass of 
both fungal species in a concentration-dependent manner, with stronger inhibitory effect on      
F. sulphureum. Similarly, CTS inhibited the sporulation, spore germination, and germ tube 
elongation in a concentration-dependent manner, which was more significant on F. sulphureum. 
The EC50 values of CTS on A. carbonarius and F. sulphureum were 0.12 mg/mL and 0.075 mg/mL, 
respectively. [Conclusion] CTS inhibited the growth and development of A. carbonarius and   
F. sulphureum in a concentration-dependent manner, with stronger effect on F. sulphureum. 
Keywords: chitosan; Aspergillus carbonarius; Fusarium sulphureum; growth and development; 
EC50 value 
 

炭黑曲霉 (Aspergillus carbonarius)和硫色

镰刀菌(Fusarium sulphureum)是两种常见的果

蔬采后病原真菌。A. carbonarius 分生孢子头炭

黑色，分生孢子较大，可达 9 μm，孢壁显著粗

糙[1]。F. sulphureum 分生孢子呈独特的硫色色

调，形态呈带状、镰刀状、短棒状等特征[2]。

前者主要引起多种果实的黑腐病 [3]，后者是引

起马铃薯块茎干腐病的主要病原物[4]。除了导

致果蔬腐烂变质外，这 2 种真菌还可产生对消

费者安全具有潜在危害的真菌毒素[5-6]。壳聚糖

(chitosan, CTS)又名甲壳胺或壳多糖，是由   

2-氨基-脱氧-β-D-吡喃葡萄糖和 2-乙酰氨基-脱   

氧-β-D-葡萄糖残基组成的杂多糖，主要存在于

甲壳类动物、昆虫、酵母和真菌的细胞壁中，是

美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 (Food and Drug 

Administration, FDA)认定的 “公认安全物质 ” 



 
4450 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(generally recognized as safe)[7-8]。壳聚糖具有广

谱的抑菌活性，可有效抑制多种采后病原真菌

的生长发育，抑制效果呈明显的浓度依赖[9]。

壳聚糖可显著抑制赭曲霉(A. ochraceus)的菌落

生长和孢子萌发，当浓度为 0.1%时，菌落生长

和孢子萌发抑制率分别为 34.5%和 81%[10]。壳

聚糖还可抑制黑曲霉(A. niger)的菌落生长和孢

子萌发，当浓度为 3 g/L 时，菌落生长和孢子萌

发抑制率分别为 78%和 50%[11]。壳聚糖对黄曲霉

(A. flavus)菌落生长也表现出良好的抑制效果，当

浓度为 2%时，菌落生长抑制率可达 73.11%[12]。

除了对多种曲霉的抑制外，壳聚糖还可有效抑

制茄病镰刀菌(F. solani)的菌丝生长、孢子萌发

和芽管伸长，当浓度为 1%时菌丝干重、孢子萌

发和芽管长度抑制率分别为 96.67%、92.2%和

80.65%[13]。壳聚糖可显著抑制尖孢镰刀菌   

(F. oxysporum)的生长发育，当浓度为 2 mg/mL

时，菌落生长和产孢量抑制率分别为 55.06%和

72.02%[14]。EC50值是评价抑菌效果的重要指标，

壳聚糖对 A. niger 和 A. flavus 的 EC50 值分别为

1%和 1.5%[12]，对 F. concentricum、F. moniliforme

和 F. graminearum 的 EC50 值分别为 0.53[15]、

0.94[16]和 0.13 mg/mL[17]，表明镰刀菌对壳聚

糖更为敏感。 

尽管已有壳聚糖在体外条件下抑制多种曲

霉和镰刀菌生长发育的报道，但壳聚糖是否抑

制 A. carbonarius 和 F. sulphureum 生长发育及

其效果比较尚未见报道。因此，本研究通过在

potato dextrose agar (PDA)培养基中添加不同浓

度水溶性壳聚糖，观察其对 A. carbonarius 和

F. sulphureum 菌落形态和菌落直径的影响，并

测定处理菌丝的生物量和菌丝干重，观察处理

真菌的产孢量、孢子萌发和芽管长度，比较其

对 2 种真菌的抑制效果。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

A. carbonarius NRRL368 由以色列农业研究

组织沃卡尼中心采后与食品研究所 Dov Prusky
教授惠赠。F. sulphureum BNCC117681 由甘肃

省农业科学院植物保护研究所提供。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

壳聚糖 (水溶性，脱乙酰度≥90%，纯度

≥99%，分子量 20 kDa)购自青岛弘海生物技术

有限公司。 
超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

立式高压蒸汽灭菌锅，上海博迅实业有限公司；

光学显微镜，奥林巴斯公司；荧光显微镜，上

海永科光学仪器公司。 
1.1.3  培养基 

PDA培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，琼脂粉 17.0，自然pH。PDB培养基(g/L)：
马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，自然pH。 

1.2  方法 
1.2.1  不同浓度壳聚糖培养基的制备 

用无菌蒸馏水先将壳聚糖配制成 1% (质量

体积分数)的母液，经 0.22 μm 的无菌滤膜过滤

除菌后，分别吸取 0.125、0.25、0.5、0.75 和     
1 mL 的母液加入 50 mL 无菌融化的培养基中，

充分振荡混匀之后制得壳聚糖浓度分别为

0.025、0.05、0.1、0.15 和 0.2 mg/mL 的 PDA/PDB
培养基[18]。 
1.2.2  孢子悬浮液的配制 

在无菌操作台中，向 28 ℃培养 5 d 的     
A. carbonarius NRRL368 和 F. sulphureum 
BNCC117681 的 PDA 平板中分别加入约 10 mL 
0.05% Tween-80 无菌水，使用无菌涂布器轻轻

刮取培养基表面的病原菌孢子，然后用 4 层无

菌纱布过滤除去菌丝后收集至 50 mL 无菌离心
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管中。振荡均匀后，吸取 20 μL 孢子悬浮液滴

加在血球计数板上，放置于光学显微镜下采用

25×16 型的计数室，取左上、左下、右上、右

下、中央 5 个中型格，用计数器计出其中的孢

子数量。对于压线的孢子，计数时遵循计上不

计下、计左不计右的原则，最终配制浓度为

1×106 spores/mL[19]。 
孢子个数(mL)=5 个中型格孢子总数/5×25×104×稀
释倍数。 
1.2.3  菌落直径、菌丝生物量和菌丝干重的

测定 
在不同浓度壳聚糖 PDA 培养基正中央接

入 2 µL 孢子悬浮液，在 28 ℃恒温培养箱中培

养 9 d，观察菌落形态，采用十字交叉法测量菌

落直径(mm)[20]。 
将直径为 8 cm的玻璃纸高温灭菌后平铺在

不同浓度壳聚糖 PDA 平板上，接种 2 µL 上述孢

子悬浮液，于 28 ℃黑暗培养 5 d 后称重[21]。计算

菌丝生物量。 
菌丝生物量(g)=总重量(g)‒玻璃纸重量(g)。 

在不同浓度壳聚糖 PDB 培养基中按照 1% 
(体积分数)接种量，接入浓度为 1×106 spores/mL
孢子悬浮液，28 ℃、180 r/min 培养 36 h，然后

用布氏漏斗过滤收集菌丝，最后于 75 ℃烘箱

12 h 烘干，称量菌丝干重(g)[22]。 
1.2.4  产孢量的测定 

将 2 µL 1×106 CFU/mL 的孢子悬浮液接种

于不同浓度壳聚糖 PDA 平板中央，28 ℃黑暗

条件下培养 5 d，然后每个平板加入 5 mL 无菌

水，用灭菌的涂布器收集孢子，血球计数板计

数孢子浓度[23]。 
1.2.5  孢子萌发率和芽管长度的测定 

在不同浓度壳聚糖 PDA 平板中央接种   
2 µL 1×106 CFU/mL 孢子悬浮液，于 28 ℃黑暗

条件下分别培养 8 h 和 10 h 后在显微镜下观察

孢子萌发率(%)[24]，测量芽管长度(µm)[25]。 
1.2.6  半抑制浓度(EC50)的计算 

根据 1.2.3 所测菌落直径计算菌丝生长抑

制率。 
抑制率(%)=(对照菌落直径‒处理菌落直径)/对
照菌落直径×100。 

以壳聚糖浓度(mg/mL)为横坐标(x)、抑制率

为纵坐标(y)，拟合毒力曲线并计算 EC50 值
[26]。 

1.3  统计分析 
上述各项观察和测定至少重复 3 次。所有

数据均采用 Excel 2019 计算平均值及标准误

(±SE)，用 SPSS 26.0 进行 Duncan’s 显著性分析

(P<0.05)，采用 OriginPro 9.8 制图。 

2  结果与分析 
2.1  不同浓度壳聚糖对 2 种真菌菌落生长

的影响 
如图 1 所示，不同浓度壳聚糖处理均有效

抑制了 A. carbonarius 和 F. sulphureum 的菌落

生长，抑制效果呈现明显的浓度依赖性。当处

理浓度为 0.1 mg/mL 时，A. carbonarius 菌落出

现皱缩和变形；当处理浓度为 0.025 mg/mL 时，

F. sulphureum菌落不规则，甚至完全变形(图1A、1B)。
此外，壳聚糖处理还抑制了两种真菌的菌落生

长。当处理浓度为 0.15 mg/mL 时，A. carbonarius
和 F. sulphureum 的菌落直径分别低于对照

35.74%和 87.8% (图 1C、1D)。上述结果表明，

壳聚糖处理可改变两种真菌的菌落形态并有

效抑制菌落生长，对 F. sulphureum 的抑制更为

明显。 

2.2  不同浓度壳聚糖对 2 种真菌菌丝干重

和生物量的影响 
由图 2 可知，不同浓度壳聚糖处理均有效

抑制了 A. carbonarius 和 F. sulphureum 的菌丝

干重和生物量，抑制效果呈现明显的浓度依赖 
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图 1  不同浓度壳聚糖处理对 Aspergillus carbonarius 和 Fusarium sulphureum 菌落形态(A、B)和菌落

直径(C、D)的影响   不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 下同 
Figure 1  Effect of different concentrations of chitosan on colony morphology (A, B) and colony diameter 
(C, D) of Aspergillus carbonarius and Fusarium sulphureum in vitro. Different lowercase letters indicate 
significant (P<0.05). The same below. 
 

 
 
图 2  不同浓度壳聚糖处理对 Aspergillus carbonarius 和 Fusarium sulphureum 菌丝干重(A、B)和生物

量(C、D)的影响 
Figure 2  Effect of different concentrations of chitosan on dry weight (A, B) and biomass of mycelium (C, D) 
of Aspergillus carbonarius and Fusarium sulphureum. 
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性。当处理浓度为 0.15 mg/mL 时，A. carbonarius
和 F. sulphureum 的菌丝干重分别低于对照

64.69%和 82.84% (图 2A、2B)。同样处理浓度

下两种真菌的菌丝生物量分别低于对照 43%和

71.58% (图 2C、2D)。上述结果表明，壳聚糖处

理显著抑制了 A. carbonarius 和 F. sulphureum
的菌丝干重和菌丝生物量，对 F. sulphureum 的

作用效果更为明显。 
2.3  不同浓度壳聚糖对 2 种真菌产孢量的影响 

如图 3 所示，不同浓度壳聚糖处理均有效

抑制了A. carbonarius和F. sulphureum的产孢

量，处理效果呈现明显的浓度依赖。当处理浓度

为 0.025 mg/mL时，A. carbonarius和F. sulphureum
的产孢量分别低于对照 25.35%和 55.17% (图 3A、

3B)。当处理浓度为 0.2 mg/mL时几乎完全抑制了

F. sulphureum产孢(图 3B)。上述结果表明，壳聚

糖处理可有效抑制A. carbonarius和F. sulphureum
产孢，对F. sulphureum的抑制效果更为明显。 

2.4  不同浓度壳聚糖对 2 种真菌孢子萌发

和芽管长度的影响 
如图 4 所示，不同浓度壳聚糖对A. carbonarius

和F. sulphureum的孢子萌发抑制存在差异，低

浓度壳聚糖(0.025 mg/mL)促进A. carbonarius孢
子萌发，但高浓度(0.1 mg/mL)则表现为抑制    
(图 4A)。不同浓度壳聚糖对F. sulphureum孢子

萌发的抑制呈现明显的浓度依赖，当处理浓度

为 0.15 mg/mL时，孢子萌发率低于对照 73.95% 
(图 4B)。不同浓度壳聚糖处理均有效抑制了    
2 种真菌的芽管伸长，处理效果呈现明显的

浓度依赖。当处理浓度为 0.15 mg/mL时，   
A. carbonarius和F. sulphureum的芽管长度分别

低于对照 73.72%和 92.66 % (图 4C、4D)。上述

结果表明，不同浓度壳聚糖对A. carbonarius和
F. sulphureum孢子萌发的抑制效果存在差异，

但均可抑制芽管伸长，F. sulphureum对壳聚糖

更为敏感。 

2.5  壳聚糖对 2 种真菌的EC50 值 
如图 5 所示，依据菌丝生长抑制率拟合菌

丝生长抑制曲线，求得壳聚糖对A. carbonarius
和F. sulphureum的EC50 值分别为 0.12 mg/mL和

0.075 mg/mL，F. sulphureum的EC50 值显著低于

A. carbonarius (图 5A、5B)。 

 

 
 
图 3  不同浓度壳聚糖处理对 Aspergillus carbonarius (A)和 Fusarium sulphureum (B)产孢量的影响 
Figure 3  Effect of different concentrations of chitosan on spore production of Aspergillus carbonarius (A) 
and Fusarium sulphureum (B). 



 
4454 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 4  不同浓度壳聚糖处理对 Aspergillus carbonarius、Fusarium sulphureum 孢子萌发(A、B)和芽管长

度(C、D)的影响 
Figure 4  Effect of different concentrations of chitosan on spore germination (A, B) and bud tube length (C, 
D) of Aspergillus carbonarius and Fusarium sulphureum. 

 

 
 
图 5  Aspergillus carbonarius (A)和 Fusarium sulphureum (B)对不同浓度壳聚糖的 EC50 值 
Figure 5  EC50 values of Aspergillus carbonarius (A) and Fusarium sulphureum (B) for different concentrations 
of chitosan. 
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3  讨论 
本研究发现，壳聚糖可有效抑制A. carbonarius

和F. sulphureum菌落生长、菌丝干重和生物量，

抑制效果呈明显浓度依赖(图 1，图 2)。该结果

与壳聚糖抑制A. niger、F. solani菌丝生长的结

果基本一致[11,13]。有报道表明，壳聚糖可激活

真菌几丁质酶活性，促进真菌细胞壁组分几丁

质的降解，从而破坏真菌细胞壁结构[27]。壳聚

糖处理F. concentricum后也能诱导其几丁质酶

的活性升高，催化细胞壁中的几丁质水解为几

丁寡糖，减少F. concentricum菌丝产量[15]。类似

地，低聚壳聚糖处理后可激活 A. flavus 和     
A. fumigatus几丁质酶活性，促进真菌细胞壁组

分几丁质降解，从而破坏真菌细胞壁结构，减

弱细胞壁功能[28]。还有报道表明，壳聚糖分子

所带的正电氨基可与真菌细胞膜表面的负电荷

基团相互作用，从而改变细胞膜的通透性，使

细胞膜透性增大[29]。壳聚糖处理后A. ochraceus
的质膜和细胞壁明显分离，且质膜严重受损[10]。

同样地，壳聚糖处理尖孢镰刀菌黄瓜专化型

(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)后使其

形态也发生了变化，菌丝生长扭曲、肿胀和聚集，

细胞壁明显增厚[30]。因此认为壳聚糖可能通过

破坏细胞壁的结构和细胞膜的完整性来改变菌

落形态，抑制A. carbonarius和F. sulphureum的

菌落生长、菌丝干重和生物量。 
本研究发现，壳聚糖可有效抑制 A. carbonarius

和 F. sulphureum 的产孢量、孢子萌发和芽管伸

长(图 3，图 4)。该结果与壳聚糖抑制 A. niger
和 F. oxysporum 的产孢量、孢子萌发和芽管伸

长的结果[11,14]基本一致。有研究表明，真菌分

生孢子的发育主要是由 FluG 调控异源 G 蛋白

FadA/SfaD/GpgA 的 α 亚基相关的生长信号诱

导 [31-33]。据此推测壳聚糖可能通过影响 FluG

抑制了 A. carbonarius 和 F. sulphureum 产孢。

cAMP-PKA 信号通路和异源三聚体 G 蛋白通路

会调控真菌的孢子萌发和芽管生长[34-35]。据此推

测壳聚糖可能通过调控 cAMP-PKA 信号通路和

异源三聚体 G 蛋白通路抑制了 A. carbonarius
和 F. sulphureum 的孢子萌发和芽管伸长，但具

体调控机制有待进一步揭示。 
两种真菌对壳聚糖的敏感性存在明显差异，

A. carbonarius的EC50 值明显高于F. sulphureum 

(图 5)。有报道表明，耐壳聚糖真菌的细胞壁中

存在较高的几丁质/葡聚糖比值[35]，壳聚糖处理

F. oxysporum、A. flavus和A. fumigatus后，其几

丁质酶活明显增强，几丁质含量显著下降[28,36]。

据此推测，F. sulphureum对壳聚糖较高的敏感

性可能与其细胞壁中几丁质/葡聚糖比值较低以

及壳聚糖增强了其几丁质酶活性有关，但具体

机理尚有待进一步研究。 

4  结论 
壳聚糖处理可明显改变A. carbonarius和  

F. sulphureum菌落形态，有效抑制菌落生长，

减少菌丝干重和生物量，壳聚糖还显著抑制了

两种真菌的产孢量、孢子萌发和芽管伸长。另外，

壳聚糖对A. carbonarius和F. sulphureum生长发育

的抑制呈现明显的浓度依赖，对F. sulphureum的

抑制效果更优。鉴于壳聚糖对A. carbonarius和

F. sulphureum良好的抑菌效果，可考虑将其用于

果实黑腐病和马铃薯块茎干腐病的控制。 
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