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绿色木霉对花生黄曲霉毒素污染的防治
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摘 要: 采用平板对峙培养、发酵液抑菌实验、薄层层析法以及 ELISA法，检测绿色木霉对花生黄曲霉的抑
菌活性和黄曲霉毒素的降解活性。结果表明，随着培养时间的增加，绿色木霉的拮抗作用增大，绿色木霉向
黄曲霉扩张逐渐形成包围趋势，拮抗带宽度 5． 5 mm;不同培养时间和培养浓度的绿色木霉发酵液对黄曲霉
均有抑制效果，且能抑制毒素的产生并降解黄曲霉毒素 B1，当发酵液浓度为 5%时，降解率达 95% ;大田试验
发现该发酵液能显著降低花生收获前黄曲霉毒素的污染，降低率达 97%，同时能较大程度地抑制土壤中黄
曲霉的生长。绿色木霉发酵液中可能存在抑制黄曲霉生长及降解黄曲霉毒素的抗菌活性物质，此研究可为
花生产业化生产提供理论依据。
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20 世纪 60 年代，英国报道的 10 万只火鸡中毒事件，让人们第一次认识到了黄曲霉毒素( Aflatoxins，
AFT) 的严重危害。近年来，国内外学者对 AFT开展了大量深入而广泛的研究，发现 AFT是由曲霉属真菌
( Aspergillus) 特别是黄曲霉( A． flavus) 和寄生曲霉( A． parasiticus) 分泌的一类以二呋喃香豆素为基本构成
的次级代谢产物［1］，同时特异曲霉 ( Aspergillusnomius ) 、假溜曲霉 ( Aspergillus pseudotamarii ) 、Aspergillus
bombycis、Emericella astellata等其他曲霉真菌同样可以产生 AFT［2 － 6］。黄曲霉具有繁殖速度快、孢子数量
庞大以及传播远等特点，因此粮食等农作物在种植、收获、贮藏和加工过程中极易受到 AFT污染。花生是
我国主要的油料作物和经济作物，受高温高湿多雨气候影响，极易感染黄曲霉，导致 AFT 污染，严重影响
到花生的品质、风味、外观及食用安全等，对人和动物具有很强的致癌作用［7］。AFT 污染已成为全球花生
产业发展的主要限制因子，是国内外学者关注和研究的重点课题。近年来，全球加大对 AFT 预防和控制
力度，并制定和实施了严格的安全限量标准。解决花生 AFT 污染的方法包括田间管理、病虫害控制及物
理化学生物去毒方法等［8 － 9］，其中，生物防治 AFT污染较物理、化学等方法具有安全系数高、特异性强、绿
色清洁等独特优势，被视为最具发展前景和潜力的降解方法［10］。AFT 的生物防治主要以微生物、植物或
其产生的代谢物为研究对象，筛选多种微生物及药用植物达到降解 AFT的目的［11］。其中，以具有生物防
治潜力的木霉属( Trichoderma spp． ) 真菌为典型代表，如哈茨木霉( T． harzianum) 、绿色木霉( T． viride) 、康
氏木霉( T． koningii) 、钩木霉( T． hamatum) 以及长枝木霉( T． longibrachiatum) 等［12］。据不完全统计，木
霉菌至少对 18 属 29 种植物病原真菌有拮抗作用［13］。本研究旨在通过分析生防真菌绿色木霉( T． viride)
对花生黄曲霉的抑菌活性以及 AFT污染的降解活性，为研究其活性物质的抗菌机制以及大田生产中防治
花生 AFT污染提供理论依据。



1 材料与方法

1． 1 供试菌株与植物 供试花生( Arachis hypogaea L．) ‘粤油 7号’( 感黄曲霉品种) 、绿色木霉( Trichoder-
ma viride) 均由广东省农业科学院作物研究所花生室提供;黄曲霉( Aspergillus flavus L． ) 菌株GIM3． 17 引自中
国科学院微生物研究所，该菌株侵染能力和产毒能力均较强。
1． 2 试剂与试剂盒 Tween20、氯仿、甲醇、丙酮以及三氯甲烷等试剂均为进口分装或国产分析纯试剂。
AFB1 标准品( Invitrogen) 、黄曲霉毒素 B1 含量测定酶联免疫定量测试盒( ELISA KIT) 购自江苏省微生物
研究所。
1． 3 常用溶液与培养基 PD液体培养基( PDA 固体培养基另加琼脂 15 g·L －1 ) ∶ 200 g·L －1马铃薯、20
g·L －1葡萄糖，加 ddH2O，pH6． 8，115 ℃高压灭菌 20 min。PBS缓存液∶ 15 g 十二水磷酸氢二钠、1 g 磷酸
氢二钾、40 g氯化钠、1 g 氯化钾，定容至 5 L，pH 7． 0。
1． 4 平皿拮抗作用-两点对峙培养法 将绿色木霉和黄曲霉菌种在 PDA培养基中 28 ℃条件下培养 7 d，
分别吸取 5 mL 0． 05%的 Tween20 溶液，加入到 2 个培养菌种的斜面中，充分振荡，用灭菌滤纸过滤到 2 个
50 mL高压灭菌的三角瓶中，血球计数板计数，将孢子悬浮液稀释到 1． 0 × 105 mL －1，做好标记，放入 4 ℃
冰箱保存备用。将相同数目的绿色木霉孢子和黄曲霉孢子使用点接种法接种于同一 PDA平板中，两者相
距 2 cm，置于 28 ℃下进行对峙培养，每天观察记录结果，并测量拮抗带宽度。
1． 5 不同培养时间的绿色木霉发酵液抑制黄曲霉活性的影响 将绿色木霉单菌落接种到 10 mL新鲜的
PD液体培养基中，28 ℃，200 r·min －1活化 24 h，将活化的菌液全部接种于 1 L PD液体培养基中，28 ℃，
200 r·min －1振荡培养，分别培养 1 ，2 ，3 ，4 ，5，6 ，7，8 d，取出1 mL于1． 5 mL离心管中10 000 g离心15 min，
保留上清液，用无菌过滤器抽滤灭菌，测定其对黄曲霉的抑菌活性:将 1 μL黄曲霉孢子( 3． 6 ×106 mL －1 )涂布于
PDA平板中，28 ℃培养 1 d后，孔中加入 100 μL无菌绿色木霉发酵液( 简称发酵液，下同) ，28 ℃培养 4 d
后，测定抑菌圈直径。
1． 6 不同培养浓度的绿色木霉发酵液抑制黄曲霉产毒效果的影响 将绿色木霉菌株接种到新鲜的 PD
液体培养基中，每个 250 mL三角瓶中装有 50 mL培养基，接种量为 4 ×104 mL －1孢子培养基，28 ℃，200 r·
min －1振荡培养 7 d后，4 ℃，10 000 g 离心 15 min，取上清液，再用无菌过滤器抽滤灭菌，真空冷冻浓缩 100
倍后，将其与无菌水配成终浓度为 0． 5 %，10 %，30 %，50 %和 80 %的悬液，4 ℃保存备用。

取上述不同浓度的悬液和 pH7． 0，50 mmol·L －1 Na2HPO4 － NaH2PO4 缓冲液( PBS) 各 5 mL，分别与
20 mL黄曲霉( 1 d液体培养物) 混合，28 ℃，200 r·min －1振荡培养 7 d 后，参照 ELISA-Kit试剂盒说明书
提取毒素进行测定。通过检测黄曲霉毒素残余量，分析不同培养浓度发酵液抑制黄曲霉产毒的效果。
1． 7 绿色木霉发酵液对花生收获前黄曲霉污染的影响 花生种子常规消毒后，盆栽于大田，荚果生长后
期将植株移回温室大棚，并对其进行干旱胁迫处理以及干旱胁迫和黄曲霉人工接种处理。

( 1) 黄曲霉孢子溶液的制备:黄曲霉菌株制备成孢子浓度为 4 × 106 mL －1的溶液，接种于 PDA 培养基
上，置于 28 ℃培养箱下黑暗培养 2 周。

( 2) 黄曲霉侵染载体的制备:将上述培养的黄曲霉人工接种在玉米颗粒上，加入适当水分，28 ℃暗培
养，直到玉米颗粒完全被黄曲霉侵染，以此作为花生的侵染材料。

( 3) 将黄曲霉孢子接种于花生的种植土壤中，孢子接种量为 6 × 1010个·株，并干旱处理 2 周后，分别
将不同浓度的发酵液喷洒于已接种黄曲霉的花生种植土壤中，每株花生喷洒 100 mL，隔 5 d 喷洒 1 次，对
照组则喷洒相同体积的无菌水，每个处理组和对照组均设置 3 个重复。处理 2 周后，将花生收获、晒干，检
测 AFB1 含量;同时采取土样，检测土壤中黄曲霉种群数。
1． 8 薄层层析法定性测定绿色木霉发酵液对 AFB1 的降解效果 取上述浓度为 5%的发酵悬液、等体积
pH7． 0，50 mmol·L －1 PBS缓冲液与 1 mL浓度为 60 ng·mL －1的 AFB1 标准品混合，28 ℃恒温箱中放置 5 h
后，加入等体积氯仿抽提毒素，真空干燥后，加入 1 mL甲醇水( 1∶ 1) 溶解抽提物。将实验组和对照组的抽提
物各取 1 μL点在薄层层析板上，以丙酮 －三氯甲烷( 8 +92) 作为扩展剂，展开 10 ～12 cm，取出，在紫外灯下
观察结果。

2 结果与分析

2． 1 平皿拮抗作用 －两点对峙培养法 PDA平板在 28 ℃恒温下静置培养 8 d，每天观察记录的结果见
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图 1。由图 1 可见，绿色木霉对黄曲霉的拮抗作用很强，对峙培养第 3 天即可见拮抗效果，且随着培养天
数的增加，拮抗活性越强，绿色木霉向黄曲霉扩张逐渐形成包围趋势，测量拮抗带宽度为 5． 5 mm。
2． 2 不同培养时间的绿色木霉发酵液对抑制黄曲霉活性的影响 取不同培养时间的发酵液，测定其对
黄曲霉的抑菌活性，规定抑菌活性最强的相对抑制率为 1。结果( 图 2) 表明，绿色木霉发酵液抑菌活性随
着培养时间的延长而增强，培养至第 7 天达到最强，以后抑菌活性几乎没有变化。

2． 3 不同培养浓度的绿色木霉发酵液对抑制黄曲霉产毒效果的影响 取培养时间为 7 d的发酵液，用无
菌水配制成 0． 5 %，1 %，3 %，5 %和 8 %共 5 个不同浓度的悬液，分别取上述不同浓度的悬液及 pH7． 0，
50 mmol·L －1PBS缓冲液各 5 mL，分别与 20 mL黄曲霉( 1 d 液体培养物) 混合，28 ℃，200 r·min －1振荡
培养 7 d后，用 ELISA-Kit试剂盒测定毒素残余量。结果( 图 3) 表明，与对照组相比，随着发酵液浓度的升
高，毒素残余量降低，直至发酵液浓度为 5 %时，毒素残量达到最低值，此后，随发酵液浓度升高，毒素残
量基本没变化。结果表明，绿色木霉发酵液具有抑制黄曲霉产毒的效果，可能是通过抑制黄曲霉生长，导
致黄曲霉毒素产出减少。

2． 4 不同浓度绿色木霉发酵液对花生收获前黄曲霉污染的影响 将黄曲霉孢子接种于花生种植土壤
中，孢子接种量为 6 × 1010个·株，干旱处理 2 周后，将不同浓度的发酵液分别喷洒于已接种黄曲霉的花生
种植土壤中，每株花生喷洒 100 mL，隔 5 d喷洒 1 次，对照组则喷洒相同体积的无菌水，每个处理组和对照
组均设置 3 个重复。处理 2 周后，将花生收获，晒干，检测 AFB1 含量;同时采取土样，检测土壤中黄曲霉
种群数。结果( 图 4，5) 表明，该发酵液能有效降低花生收获前黄曲霉毒素污染，降低率达 97%，同时能较
大程度地抑制土壤中黄曲霉菌的生长，且发酵液浓度越高，抑制效果越佳。
2． 5 薄层层析法定性测定发酵液对 AFB1 的降解效果 薄层层析定性检测发酵液对 AFB1 的降解作用，
结果( 图 6) 表明，发酵液对 AFB1 的降解作用明显，与对照组相比，毒素残余量明显降低，说明发酵液能有
效降解 AFB1。
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3 讨 论

3． 1 木霉菌生防作用 绿色木霉是木霉菌中具有重要经济意义的一种，对植物致病真菌具有拮抗作用，
据报道，木霉可抑制约 29 种植物病源真菌，其中研究最多的是灰霉菌、腐霉菌、丝核菌、炭疽菌和镰刀
菌［14 － 15］。国内近几年利用木霉在许多病害上做了大量试验，防治效果明显［16］。黄曲霉真菌广泛存在于
土壤中，其孢子可扩散至空气中传播，化学防治难度较大。本试验研究表明，绿色木霉菌株对黄曲霉具有
明显的拮抗作用，说明该菌是一种较强的广谱性拮抗真菌，因而在花生黄曲霉病的生物防治中具有广阔
的开发应用前景。
3． 2 木霉抗菌机理 木霉菌是一种资源丰富的拮抗微生物，在植病生防中具有重要的、不可忽视的作
用。其抗菌机制包括产生抗生素、重寄生作用、溶菌作用以及竞争作用( 主要为对生存空间和营养的竞
争) 。本研究结果表明，在平皿对峙培养中，绿色木霉菌可以抑制花生黄曲霉菌落的生长，表现为: ( 1) 产
生抑菌带; ( 2) 营养竞争作用，即覆盖或深入花生黄曲霉菌落中生长，占领大部分营养空间。

在抗生作用中，木霉可以产生拮抗性化学物质来毒害植物病原真菌，这些物质包括抗生素和一些酶
类。Brukner 等［17］从绿色木霉分离提纯了 1 组特殊的抗菌肽，分别为 trichobrachin 和 trichovirin。Sonia
等［18］研究发现绿色木霉能产生可挥发性的次级代谢产物，通过这种物质影响其他真菌的蛋白质合成和生
长速度的方式，从而起到抑菌作用。本研究结果表明，绿色木霉发酵液中可能含有抗菌活性物质，能显著
抑制黄曲霉，导致产毒能力降低。大田试验结果表明，该发酵液能显著降低花生收获前黄曲霉毒素污染，降
低率达 97%，同时能较大程度地抑制土壤中黄曲霉的生长，这与 Brukner 等［17］、Sonia 等［18］的结果相一致。
3． 3 生防制剂 AFT的生物脱毒主要采用微生物和微生物产生的酶来进行，多种微生物，包括细菌、放
线菌、酵母菌、霉菌和藻类都能或多或少降解 AFT，AFT 解毒酶是目前降解效果较好的一类酶［19］，但该酶
的产量较低，限制了其在生产上的广泛应用。绿色木霉发酵液能显著抑制 AFB1 的产生，抑制率达 95%，
因此，绿色木霉发酵液具有大田生产中防治花生 AFT污染的潜力，抑制效果优胜于同类生防制剂。
3． 4 薄层层析法与 ELISA 薄层层析法、酶联免疫吸附法测定黄曲霉毒素残余量是食品中最常用的鉴
定方法，薄层层析法具有直观、成本低廉等优点，而酶联免疫法则具有快速、精确等优点，本实验将 2 种方
法结合起来检测黄曲霉毒素 B1 的残余量，使实验结果更具可靠性。

研究结果表明，生防真菌绿色木霉对花生黄曲霉具有拮抗作用，其发酵液能够抑制黄曲霉生长及降
解黄曲霉毒素，并且能降解 AFT污染。该发酵液中可能含有抗菌活性物质，可进一步研究其抗菌机制，为
在大田生产中防治花生 AFT的污染提供理论依据。
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Abstract: The antimicrobial activity and aflatoxin degrading activity of Trichoderma viride against Aspergillus fla-
vus were determined by using plate confrontation culture，fermentation broth inhibition experiment，ELISA and
thin layer chromatography． The results showed that with the increase of culture time Trichoderma viride increased
its antagonistic effect against A． flavus and tended to expand gradually to surround A． flavus with an antagonistic
band being 5． 5 mm wide． Fermentation broths at different incubation time and concentrations all showed an in-
hibitory effect against A． flavus，inhibited the production of toxins and degraded aflatoxin B1，and the degrading
rate was upto 95% when the fermentation broth was 5% ． Field experiment found that the fermentation broths re-
duced significantly aflatoxin contamination of peanut before harvest at a rate of 97%，and at the same time inhib-
ited greatly the growth of A． flavus in the soil． The results showed that the fermentation broths of T． viride maybe
contain antibacterial active substances which could inhibit the growth of A． flavus and degrade aflatoxin．
Keywords: Peanut; Trichoderma viride; fermentation broth; aflatoxin contamination; antimicrobial activity; deg-

radation activity
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