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　　摘要：为研究植物酸对烟曲霉的抑制作用，以烟曲霉菌为试验材料，通过测定植物酸的最小抑菌浓度（ＭＩＣ），以
ＭＩＣ和１／２ＭＩＣ的植物酸液体培养烟曲霉，观察烟曲霉菌丝生长和分生孢子顶囊形态变化；并进行转录组测序，初步
探讨其抑菌机制。结果表明，植物酸具有抑制烟曲霉生长的作用，最小抑菌浓度为２０μＬ／ｍＬ。在１／２ＭＩＣ植物酸培养
烟曲霉时，菌丝生长受到抑制，菌丝形态及分生孢子顶囊部分发育不完全。转录组测序结果显示，差异基因代谢通路

主要集中在代谢过程，其次是遗传信息处理。涉及上调基因数目较多的代谢通路主要包括氨基酸生物合成、核糖体、

氧化磷酸化和氨酰ｔＲＮＡ生物合成。涉及下调基因数目较多的代谢通路主要是代谢通路，其次是次级代谢产物的生
物合成、抗生素生物合成以及星形孢菌素生物合成。推测植物酸可能是通过干扰烟曲霉生长过程中的多个信号通路

及多个相关基因的表达而实现抑制作用。
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　　植物酸是制备活性炭过程中产生的烟气经冷凝回流后收
集得到的液体，它的主要成分为酚类和有机酸，同时含有少量

无机物［１］。近年来，植物酸广泛应用于农业、食品等行业。

研究表明，植物酸有较好的抑菌作用。寇成等用精制的植物

酸进行抑菌试验，发现它对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等多种

病原菌均有一定的抑制作用［２］。徐岩岩等将植物酸用于平

菇细菌性褐斑病防治，试验结果表明，一定浓度植物酸既能有

效控制细菌病害，又能促进平菇菌丝的生长［３］。易允喻等采

用Ｄ值计算法得出苦杏壳植物酸对金黄色葡萄球菌和大肠
杆菌的最小抑菌浓度［４］。鉴于化学农药对环境和健康的危

害，寻找纯天然、安全、绿色的生物农药迫在眉睫，植物酸是一

种纯天然杀菌药物，越来越受到人们重视。

烟曲霉菌是一种常见的病原真菌，对人、畜及作物均有严

重危害，多采用化学药剂防治［５－８］，尚未见关于植物酸的抑烟

曲霉菌及其抑制机制的研究报道。随着高通量测序技术的应

用，转录组测序技术已经用于抑菌机制研究［９－１０］。笔者所在

实验室在研究珊瑚状猴头菌新品种雪玉松茸（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ
ｅｒｉｎａｃｅｕｓ）时，获得１株内生烟曲霉菌。从保证食品安全，寻
找安全、抗真菌活性天然药物的角度出发，本试验研究植物酸

对烟曲霉菌菌丝生长和分生孢子顶囊形态的影响，并通过转

录组分析，对植物酸抑制烟曲霉菌的机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　试验材料
植物酸由河北绿天生物科技有限责任公司提供；烟曲霉

菌为笔者所在实验室从雪玉松茸食用真菌中分离获得，经分

子鉴定为烟曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ）；阳性药物氟康唑，
购自药店。

１．２　试验方法
１．２．１　孢子悬液的制备　烟曲霉菌在３５℃恒温培养箱中培
养４ｄ，用含０．１％ 吐温８０的生理盐水冲洗培养基表面，经无
菌纱布过滤除去菌丝，７０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清，经无
菌生理盐水洗２次后，离心弃上清，用生理盐水重悬孢子，用
血细胞计数板计数后，调整孢子悬液浓度为 １００万 ～
５００万ＣＦＵ／ｍＬ，于４℃保存备用。
１．２．２　琼脂稀释培养法测定植物酸对烟曲霉的最小抑菌浓
度　在ＰＤＡ固体培养基中加入不同剂量的植物酸，浓度分别
为５、１０、１５、２０μＬ／ｍＬ，待冷却至室温后倒平板，于平板中央
注入５μＬ孢子悬液，同时设立阳性对照组（加氟康唑）和空
白对照组（加无菌水），均设置３个平行。３５℃恒温连续培养
４ｄ，观察并记录菌落直径，ＰＤＡ固体培养基中无菌落生长的
植物酸浓度即为最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。
１．２．３　植物酸对烟曲霉菌菌丝质量的影响　采用 ＰＤＡ培养
基进行液体培养，加入植物酸，使其终浓度为１／２ＭＩＣ，加入孢
子悬液，以加无菌水的处理为空白对照组，加氟康唑的处理为

阳性对照组，均设置３个平行。于３５℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下进
行培养，观察并记录菌丝球生长情况及培养液颜色变化，培养

４ｄ后，过滤菌丝用无菌水冲洗后，烘干至恒质量，测量菌丝
干质量。

１．２．４　植物酸对烟曲霉菌分生孢子梗形态的影响　用牙签
挑取处理组与空白对照组菌丝于载玻片上，用乳酸酚棉蓝染

色后，置于普通光学显微镜下观察，比较菌丝形态的变化。

１．２．５　转录组测序　Ｔｒｉｚｏｌ法提取终浓度为１／２ＭＩＣ的植物
酸处理组及空白对照组烟曲霉菌总ＲＮＡ，分别标记为处理组
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１－１、处理组１－２、处理组１－３，对照组１－１、对照组１－２、
对照组１－３（表１）。测定样品浓度，质检合格后，送交深圳
华大基因科技有限公司进行转录组测序，对差异表达基因

（ＤＥＧ）进行基因的木体论（ＧＯ）功能及代谢路径（Ｐａｔｈｗａｙ）
功能分析，分析样品组间基因表达的差异。

１．２．６　数据分析　数据采用 ＳＰＳＳ软件进行差异显著性分
析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义，每组试验重复３次。

２　结果与分析

２．１　不同浓度植物酸对烟曲霉菌的抑制作用
在培养基中分别加入５、１０、１５、２０μＬ／ｍＬ植物酸，以加

氟康唑的处理为阳性对照组，以加无菌水的处理为空白对照

组。３５℃培养４ｄ后，测定烟曲霉菌菌落直径。发现空白对
照组的生长速度显著（Ｐ＜０．０５）高于植物酸处理组，当植物
酸浓度为 ２０μＬ／ｍＬ时，烟曲霉菌生长完全受到抑制，则
２０μＬ／ｍＬ为最小抑菌浓度（图１）。

２．２　植物酸对烟曲霉菌菌丝质量的影响
在液体培养基中，加入终浓度为１／２ＭＩＣ的植物酸，以加

无菌水的处理为空白对照组，加氟康唑的处理为阳性对照组。

接入孢子悬液，于３５℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４ｄ，测定菌丝
干质量，结果见表２。

表１　样品质量检测结果

样本
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

体积

（μＬ）
总量

（μｇ）

处理组１－１ １２７４ ２．１３ １４５ １８４．７９
处理组１－２ ４９５ ２．１６ １４５ ７１．７８
处理组１－３ ９１０ ２．１４ １４５ １３１．９５
对照组１－１ １３０２ ２．１５ １４５ １８８．７９
对照组１－２ １３３２ ２．１６ ４５ ５９．９４
对照组１－３ ９９６ ２．１５ １４５ １４４．４２

表２　植物酸对烟曲霉菌菌丝质量的影响

处理 菌丝干质量（ｍｇ）
空白对照组 ５４０．１０±２４．６４
阳性对照组 ４９５．００±１６．４０
植物酸处理组 ４６．６７±１４．７３

　　注：表示α＝０．０５水平上有显著差异。

　　由表２可知，植物酸处理组菌丝干质量明显低于空白对
照组和阳性对照组，分别为空白对照组和阳性对照组的

８６％、９．４％，并且与对照组相比，植物酸处理组孢子萌发较
晚，且其培养液及菌丝球颜色并未呈现对照组的黑褐色，表明

植物酸抑制了烟曲霉菌的生长及色素的合成。

２．３　植物酸对烟曲霉菌菌丝及分生孢子梗形态的影响
由图２可知，将加入５、１０μＬ／ｍＬ植物酸的处理组与对

照组的烟曲霉菌用乳酸酚棉蓝染色，显微观察烟曲霉菌的菌

丝及孢子形态，结果发现植物酸处理组与对照组存在明显差

异。对照组菌丝中分生孢子头数量较多且孢子顶囊呈圆形产

孢数量较多（图２－Ａ、图２－Ｂ），植物酸处理组中分生孢子头
数量随植物酸浓度的增加逐渐减少，１０μＬ／ｍＬ植物酸处理组
孢子顶囊发育不完全（图２－Ｅ、图２－Ｆ）。
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２．４　转录组分析
根据差异基因检测结果，对其 ＧＯ功能进行分类和富集

分析。ＧＯ分为生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分
（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）和分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）。结果
显示，在生物学过程中代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞过
程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ）和单一生物过程（ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍ

ｐｒｏｃｅｓｓ）富集到较多的ＤＥＧ；在细胞组分中细胞（ｃｅｌｌ）、细胞
组分（ｃｅｌｌｐａｒｔ）、膜（ｍｅｍｂｒａｎｅ）、细胞器（ｏｒｇａｎｅｌｌｅ）、膜组成
（ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ）等富集到的ＤＥＧ较多；在分子功能中富集到
的ＤＥＧ较多的是催化作用（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）和结合作用
（ｂｉｎｄｉｎｇ）（图３）。

　　进一步对ＧＯ功能对应的差异基因上调、下调进行分析。
结果（图４）显示，显著上调基因主要集中在细胞组分中的细
胞（ｃｅｌｌ）、细胞组分（ｃｅｌｌｐａｒｔ）、细胞器（ｏｒｇａｎｅｌｌｅ）、细胞器组
分（ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ）和大分子复合物（ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ）；
显著下调基因主要集中在生物学过程中的代谢过程

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ）和单一生物过

程（ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ），以及分子功能中的催化作用
（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）、结合作用（ｂｉｎｄｉｎｇ）、转运活性（ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ）和核酸结合转录因子活性（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）。
　　根据差异基因检测结果，对其进行 ＫＥＧＧ生物通路分类
以及富集分析，通路分类结果详见图５，富集通路对应的差异
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表达基因上调、下调详见图６。差异基因代谢通路主要包括
细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）、环境信息处理（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、遗传信息处理（ｇｅｎｅｔｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、代 谢 （ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、有 机 系 统 （ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ
ｓｙｓｔｅｍｓ）。结果显示，差异基因代谢通路主要集中在代谢过
程，所涉及到的Ｕｎｉｇｅｎｅ数目高达３６４８条。其次是遗传信息
处理，涉及８８５条Ｕｎｉｇｅｎｅ。涉及上调基因数目较多的代谢通
路主要包括氨基酸生物合成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）、核
糖体（ｒｉｂｏｓｏｍｅ）、氧化磷酸化（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）和氨
酰ｔＲＮＡ生物合成（ａｍｉｎｏａｃｙ－ｔＲＮＡｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）。说明植物
酸促使蛋白质合成过程加强。涉及下调基因数目较多的代谢

通路主要是代谢通路（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ），其次是次级代谢
产物的生物合成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、抗生
素生物合成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ）以及星形孢菌素生物
合成（ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）。

３　讨论与结论

植物酸是一种纯天然杀菌药物，对植物病原菌、霉菌和细

菌均有很好的生长抑制活性［１１－１４］，本研究结果表明，植物酸

能够改变烟曲霉菌的菌丝形态，减少或抑制孢子的生成和产

率，从而抑制烟曲霉菌的生长。应用转录组测序技术对植物

酸处理抑制烟曲霉菌生长的样品进行研究，差异表达基因

ＧＯ功能分析结果显示，涉及上调基因数目较多的代谢通路
主要包括氨基酸生物合成、核糖体、氧化磷酸化和氨酰 ｔＲＮＡ
生物合成。推测可能是植物酸的有效成分导致蛋白质受损，

从而代偿性地促进烟曲霉菌蛋白质的合成过程以满足其生长

需要。下调基因主要集中在生物学过程中的代谢过程、细胞

过程和单一生物过程。涉及差异基因下调数目较多的生物通

路主要集中在代谢通路、次级代谢产物的生物合成。推测植

物酸中含有的酸类、酚类等活性物质可能是通过渗透的方式

进入烟曲霉细胞内，干扰这些信号通路及相关基因的表达，从

而抑制烟曲霉生长。同时发现星形孢菌素生物合成通路中相

关基因明显下调，最终减少烟曲霉菌毒素的合成，这一结果解

释了加入植物酸液体培养烟曲霉菌时，色素量明显下降的

现象。

总之，植物酸能抑制烟曲霉菌菌丝生长和分生孢子囊的
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形成，在烟曲霉生长过程中，植物酸通过干扰多个相关基因，

致使多个信号通路受到影响，从而达到抑制烟曲霉菌的作用。

植物酸的抑菌作用可能是乙酸、酚类和糠醛等多种成分共同

作用的结果［１５－１７］，具体机制还有待于进一步研究。
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