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枯草芽孢杆菌PW2产挥发性物质对 
赭曲霉的抑制作用

余 璐，魏 琛，张凯歌，林亲录，王青云*
（中南林业科技大学食品科学与工程学院，湖南 长沙 410004）

摘  要：采用固相微萃取-气相色谱-质谱联用技术对枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）PW2菌株所产抗霉活性挥

发性物质（volatile  compound，VC）进行成分鉴定，选取所鉴定出的单个成分采用平板对扣法测定其对赭曲霉

（Aspergillus ochraceus）的抑制率，以活性最强的VC作为关键抗霉挥发性物质（key antifungal volatile compound，
KAVC），进一步研究KAVC对赭曲霉生长和产毒的作用效果及机理。结果表明：PW2菌株所产VC中鉴定出酯、

醛、烷烃、醇、酮、酸、烯烃等41 种成分，单个成分抗霉实验发现异辛醇对赭曲霉的抑制活性最强。在接触条件

下异辛醇剂量为1 562.5 μL/L时可以完全抑制赭曲霉生长，且使赭曲霉毒素A含量降低23.67%。在挥发条件下异辛醇

剂量为112 μL/L时可以完全抑制赭曲霉生长，281 μL/L时可以完全杀死赭曲霉。经异辛醇处理后的赭曲霉孢子外观

褶皱、凹陷和干瘪，且细胞膜完整性被破坏，菌丝麦角甾醇含量降低了42.68%～65.40%，胞内核酸和蛋白泄漏。

说明异辛醇能够通过破坏赭曲霉细胞膜抑杀赭曲霉，可为其在食品防霉中的应用提供理论依据。
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Effect of Volatile Compounds from Bacillus subtilis PW2 against Aspergillus ochraceus
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Abstract: The composition of antifungal volatile compounds (VC) produced by Bacillus subtilis PW2 was identified by 

solid phase microextraction (SPME) coupled with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Then, the identified 

single components were selected to determine their inhibitory effect against Aspergillus ochraceus by plate buckling method, 

and the effect and mechanism of the most active VC on the growth and toxicity of A. ochraceu. The results showed that 41 

components including esters, aldehydes, alkanes, alcohols, ketones, acids and olefins were identified in the VC produced by 

PW2. Among these compounds, 2-ethyl hexanol (2-EH) had the strongest inhibitory activity against A. ochraceus. Direct 

contact with 2-EH at a dose of 1 562.5 μL/L completely inhibited the growth of A. ochraceus and reduced the content of 

ochratoxin A (OTA) by 23.67%. 2-EH vapor at doses of 112 and 281 μL/L completely inhibited and killed A. ochraceus, 

respectively. The spores of A. ochraceus treated with 2-EH appeared wrinkled, sunken and shriveled, and the integrity of the 

cell membrane was destroyed. Furthermore, the mycelial ergosterol content decreased by 42.68%–65.40%, and nucleic acid and 

protein leaked out of the cells after this treatment. This study shows that 2-EH can inhibit and kill A. ochraceus by destroying its 

cell membrane, which provides a theoretical basis for the application of 2-EH in the prevention of food mildew.
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赭曲霉（Aspergillus ochraceus）广泛生长在粮食、

水果、咖啡、油料、茶叶等[1]食品原料及其加工产品。赭

曲霉产孢能力很强，其孢子散落在空气中能够诱导儿童

哮喘[2]和人类肺病[3]。其产生的次级代谢产物赭曲霉毒素

A（ochratoxin A，OTA）是一种肾毒性真菌毒素，具有

致癌、致畸、遗传毒性和免疫抑制作用[4]。OTA经由胃

肠道吸收后，经血液流到肾脏，且在人或动物体内不易

代谢消除，易在血液及消化组织器官中累积，可引发亚

急性或慢性中毒[5]。OTA在1993年被国际癌症研究会定

为2B组致癌物质[6]。目前，物理防霉方法常用气调控制

和低温控制，但能耗费用高，辅助设施不成熟[7]；传统的

化学熏蒸法中常使用磷化铝、氯化苦、环氧乙烷等，其

对环境造成的负面影响和对人类健康的威胁问题日益突 

出[8]。因此，探寻低毒高效的绿色防霉剂已成为当今食品

防霉的必然需求。

芽孢杆菌（Bacillus）对真菌的抑制作用多是源于

其产生的抗菌蛋白[9]、脂肽类[10]及挥发性物质（volatile 

compounds，VC）[11-12]，其中抗菌蛋白和脂肽类的研究

已比较成熟，而具有抗霉活性的VC开始成为近年来研究

的热点。研究表明，芽孢杆菌所产具有抗霉活性的挥发

性复合物的主要成分有醇、醛、酮、酸、酚类化合物及

硫化物等[13-14]；枯草芽孢杆菌（B. subtilis）KA9产生的挥

发性复合物不仅对辣椒植物生长有促进作用，还对青枯

雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）有生防效果[15]；贝莱

斯芽孢杆菌（B. velezensis）所产挥发性复合物能够抑制番

茄灰霉病菌（Botrytis cinerea）等病原真菌的菌丝生长[16]； 

解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefaciens）T-5产生的挥发

性复合物能显著抑制引起番茄青枯病的青枯雷尔氏菌

的生长[17]。芽孢杆菌所产挥发性复合物不仅可抑制上述

田间型植物病原真菌，还可用于采后储藏期间的生物防

治。甲基营养芽孢杆菌（B. methylotrophicus）BCN2和

苏云金芽孢杆菌（B. thuringiensis）BCN10产生的挥发性

复合物可以抑制从枇杷果实中分离的5 种采后病原菌生 

长[18]；巨大芽孢杆菌（B. megaterium）产生的挥发性复

合物明显抑制了稻谷中霉菌总数的增加，显著降低了稻

谷中黄曲霉毒素的含量[19]。然而，关于芽孢杆菌所产VC

对赭曲霉的抑制作用迄今鲜见研究报道。

实验室在前期研究中从稻谷中分离出1 株产抗霉VC

的枯草芽孢杆菌PW2[20]，本实验以其所产VC为研究对

象，鉴定其组分，测定所鉴定出单个化合物标准品对

赭曲霉生长的抑制效果，从中筛选出关键抗霉挥发性物

质（key antifungal volatile compound，KAVC），研究

KAVC对赭曲霉生长及产毒的抑制效果，并探讨其抗霉

作用机理，旨在为探寻新型的食品用防霉熏蒸剂提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

枯草芽孢杆菌PW2菌株由本实验室在前期研究中从

市售籼稻中分离、鉴定并保存；赭曲霉 中国农业微生

物菌种保藏管理中心。

异辛醇（纯度≥99.5%）、2-壬酮（纯度99%）、异

丁酸（纯度99%）、2,2,4-三甲基-1,3-戊二醇二异丁酸酯

（纯度98.5%） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

十二醇（纯度98%） Sigma Aldrich（上海）贸易有限

公司；赭曲霉毒素酶联免疫定量检测试剂盒 上海恒远

生物科技有限公司；碘化丙啶（propidium iodide，PI）、

琼脂（生物试剂） 北京索莱宝科技有限公司；牛肉

膏、蛋白胨（均为生物试剂） 北京奥博星生物技术有

限责任公司；氯化钠、葡萄糖（均为分析纯） 国药集

团化学试剂有限公司；氯霉素（纯度98%） 上海麦克

林生化科技股份有限公司。

营养琼脂（nutrient agar，NA）培养基：牛肉膏

3 g，蛋白胨10 g，NaCl 5 g，琼脂15～20 g，蒸馏水

1 000 mL，pH 7.4～7.6；营养肉汤（nutrient broth，

NB）培养基：NA配方中不加琼脂；马铃薯葡萄糖琼

脂（potato dextrose agar，PDA）培养基：去皮马铃薯

200 g，葡萄糖20 g，琼脂15～20 g，氯霉素0.3 g，蒸

馏水1 000 mL，自然pH值；马铃薯葡萄糖液体（potato 

dextrose broth，PDB）培养基：PDA配方中不加琼脂；

沙氏葡萄糖肉汤（sabouraud dextrose broth，SDB）培养

基：蛋白胨10 g，葡萄糖40 g，蒸馏水1 000 mL。以上培

养基均在121 ℃灭菌20 min后备用。

1.2 仪器与设备

MJ-54A型灭菌锅 施都凯仪器设备（上海）有限

公司；Airtech SW-CJ-1FD型超净工作台 苏州安泰空气

技术有限公司；DVB/CAR/PDMS（50/30 μm）型萃取头  

美国Supelco公司；7890B-5977B型气相色谱-质谱联用仪 

美国Agilent公司；MJX-250B型霉菌培养箱 上海博讯

实业有限公司；SpectraMax i3x型多功能酶标仪 美国

Moleculer Devices公司；Quanta FEG250型扫描电子显

微镜 美国FEI公司；Ni-U型正置荧光微分干涉显微镜 

尼康仪器（上海）有限公司。
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1.3 方法

1.3.1 赭曲霉孢子菌悬液制备

用含0.05%（V/V）吐温80的无菌水冲洗PDA斜面上

的赭曲霉孢子，4 层无菌擦镜纸过滤，调节孢子悬液浓度

至1×106 个/mL，于4 ℃冰箱保存备用。之后提到的赭曲

霉孢子悬液，如无特殊说明，均为按此方法制备的孢子

悬液。

1.3.2 PW2所产VC成分鉴定

取1 环PW2斜面菌种接到装有10 mL NB培养基的顶

空瓶中，以相同条件下不接菌的培养基为对照，30 ℃、

150 r/min培养3 d。采用固相微萃取-气相色谱-质谱联用

技术[21]对PW2菌株所产VC进行成分鉴定。采用峰面积归

一法计算各成分的相对含量。

1.3.3 VC中抑制赭曲霉生长的KAVC筛选

根据VC成分鉴定结果，选取鉴定出的单个成分并购

买标准品，采用平板对扣法[22]测定各标准品对赭曲霉生

长的抑制作用。平板对扣法的操作为：取5 μL赭曲霉孢

子悬浮液接种于PDA平板中央，另一平板中放入含20 μL

单个待测化合物的滤纸片，立即用保鲜膜绕皿口3 圈进

行密封。以相同条件下不加化合物的处理作为对照。

30 ℃恒温培养箱内培养7 d，对照组的菌落生长完全，

便停止培养。观察记录平板中赭曲霉的生长情况，测量

菌落直径（cm），按下式计算各标准品对赭曲霉菌落生

长的抑制率。对比分析抑制率的高低，找出抑制赭曲霉

生长的KAVC。

/% 100 （1）

1.3.4 倍半稀释法测定KAVC在接触条件下对赭曲霉的

最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）

取1 mL赭曲霉孢子悬液加到含有9 mL PDB培养基

的锥形瓶中并摇匀，取190 μL加入96 孔板的第1列孔

中，第2～9列孔中均加入100 μL，然后在第1列孔中加入

KAVC 10 μL，采用倍半稀释法[23]进行连续稀释。在第10

列孔中加入不含孢子的PDB培养基100 μL，第11列孔中

加入含孢子的PDB培养基100 μL，盖上盖子用保鲜膜缠

绕3 圈封口，置于30 ℃，培养5 d后对照组菌丝正常生长

并产孢。在每孔加入1 mg/mL刃天青溶液10 μL，混匀，

30 ℃孵育12 h，霉菌生长较多的孔中刃天青蓝色褪去，转

变为粉红色甚至无色。通过目视观察，将刃天青颜色无明

显变化的孔对应的KAVC的最低浓度定义为MIC值。在后

续机理研究的实验中异辛醇的剂量均基于此实验结果。

1 . 3 . 5  平板对扣法测定K A V C在挥发条件下对赭

曲霉的MIC和最低杀菌浓度（minimum bactericidal 

concentration，MBC）

平板对扣法操作如1.3.3节所述，滤纸片上KAVC

添加量设置为0、10、20、30、40、50、60 μL，对应

的顶空含量分别为0、56、112、169、225、281 μL/L和

337 μL/L（皿内径为9 cm，高2.8 cm，容积为0.178 L）。

30 ℃培养7 d后以肉眼观察PDA平板上赭曲霉无生长，转

接至新鲜PDA平板上，30 ℃培养5 d后可以恢复生长处理

对应的最低浓度为MIC，不能恢复生长处理对应的最低

浓度为MBC。

1.3.6 KAVC对赭曲霉产毒的影响

在10 mL PDB培养基中接入100 μL赭曲霉孢子悬液，

30 ℃、150 r/min培养48 h后，在无菌条件下加入KAVC，

使之剂量分别为0、1/4 MIC、1/2 MIC和MIC，相同条件

下继续培养5 d。培养结束后用Whatman No.1滤纸过滤，

采用酶联免疫吸附法[24-25]测定滤液中OTA的含量。

1.3.7 KAVC抑制赭曲霉生长作用机理分析

1.3.7.1 扫描电镜观察

用SDB培养基替代1.3.1节无菌水制备含1×107 个/mL

赭曲霉孢子的SDB培养基，取3 mL加入EP管中，再加入

KAVC使之剂量分别为0、1/2 MIC、MIC、2 MIC，于

30 ℃、150 r/min培养10 h，将孢子培养物5 000×g离心

5 min，弃去上清液，收集赭曲霉孢子，通过扫描电镜[26]

观察KAVC对赭曲霉孢子形态的影响。

1.3.7.2 KAVC对细胞膜完整性的影响

赭曲霉孢子培养方法、K A V C剂量分别为 0、

MIC、2 MIC、4 MIC，培养时间为12 h。将孢子培养物

5 000×g离心5 min，弃去上清液，用磷酸盐缓冲液洗涤

2 次，用5 μg/mL PI对孢子样品染色，37 ℃、150 r/min孵

育30 min，再用磷酸盐缓冲液洗涤3 次，除去未进入细胞

内的PI后，吸取20 μL在干净的载玻片上，盖上盖玻片，

用正置荧光微分干涉显微镜[27]拍照观察。

1.3.7.3 麦角甾醇含量的测定

取15 mL赭曲霉孢子悬液加入135 mL PDB培养基

中，30 ℃、150 r/min培养3 d，收集菌丝，称取1 g菌丝球

分别放入异辛醇剂量为0、1/4 MIC、1/2 MIC、MIC的无

菌水中，于30 ℃、150 r/min培养12 h，过滤，将菌丝球

放入试管中，加入5 mL 25 g/100 mL KOH-乙醇溶液，混

合3 min，在85 ℃水浴中孵育4 h，冷却，加入5 mL正庚

烷和2 mL无菌水，然后强力旋流搅拌3 min，静置1 h，

取上层正庚烷用扫描分光光度计在230～300 nm范围内扫

描，计算菌丝球中麦角甾醇含量[23]。

/%
A282 nm/290

24 28 DHE% （2）

A230 nm/518
24 28 DHE%  （3）

式中：A282 nm、A230 nm分别为样品在282、230 nm处

的吸光度；290和518分别为麦角甾醇和24（28）DHE% 

的E值。

1.3.7.4 胞内物质泄漏测定

如1.3.7.3节收集菌丝，称取1 g菌丝球分别放入异

辛醇剂量为0、1/4 MIC、1/2 MIC、MIC的无菌水中，



128 2023, Vol.44, No.14  食品科学 ※生物工程

于30 ℃、150 r/min分别培养2、4、6、8 h，过滤，取滤

液。用紫外-可见分光光度计[28]分别在260 nm和280 nm波

长处检测吸光度。

1.4 数据统计

每个实验3 个平行，实验数据采用Excel软件整理，

并用SPSS Statistics 26对数据进行Duncan检验，分析各

组数据之间的差异显著性（P＜0.05，差异显著），用

Origin 2021软件作图。

2 结果与分析

2.1 PW2所产VC的成分组成

表 1 PW2所产VC的固相微萃取-气相色谱-质谱联用技术鉴定结果

Table 1 SPME-GC-MS identification of VC produced by strain PW2

VC 分子式
保留

时间/min 相似度
相对

含量/% CAS

2,2,4-三甲基-1,3-戊二醇二异丁酸酯 C16H30O4 22.65 85.33 11.62 6846-50-0
对甲氧基肉桂酸异辛酯 C18H26O3 35.10 87.67 11.27 83834-59-7

十二醛 C12H24O 16.20 97.36 8.96 112-54-9
正十六烷 C16H34 22.80 84.01 6.93 544-76-3
十二醇 C12H26O 18.93 96.55 6.71 112-53-8

(＋)-环苜蓿烯 C15H24 15.07 81.26 6.15 22469-52-9
2,6,11-三甲基十二烷 C15H32 15.87 92.66 5.26 31295-56-4

2,6-二叔丁基苯醌 C14H20O2 18.29 93.24 4.18 719-22-2
正十五烷 C15H32 19.83 93.96 3.89 629-62-9
正十七烷 C17H36 25.31 93.03 3.89 629-78-7
甲苯 C7H8 2.56 88.67 3.47 108-88-3

2,6,10-三甲基十二烷 C15H32 27.77 85.79 2.57 3891-98-3
(＋)-花侧柏烯 C15H22 19.55 88.76 1.98 16982-00-6

己二酸二(2-乙基己)酯 C22H42O4 35.70 86.41 1.89 103-23-1
十六烷基二甲基叔胺 C18H39N 29.78 81.76 1.77 112-69-6

十四烷醛 C14H28O 23.12 94.12 1.64 124-25-4
邻苯二甲酸二(2-丙基)戊酯 C24H38O4 36.92 93.02 1.58 1000377-93-5

3,6-二甲基癸烷 C12H26 18.50 83.07 1.58 17312-53-7
1,6-二氧杂环十二烷-7,12-二酮 C10H16O4 20.72 83.70 1.32 777-95-7

尼莫拉唑 C9H14N4O3 34.93 82.01 1.32 6506-37-2
异辛醇 C8H18O 8.48 96.29 1.26 104-76-7

正二十四烷 C24H50 34.94 84.03 1.24 646-31-1
正十九烷 C19H40 31.71 90.96 1.03 629-92-5

邻苯二甲酸二异丁酯 C16H22O4 28.93 86.76 1.01 84-69-5
2-甲基十六烷 C17H36 24.42 87.81 0.95 1560-92-5

2,6,10-三甲基十五烷 C18H38 34.08 88.14 0.80 3892-00-0
5,5-二丁基壬烷 C17H36 21.78 83.04 0.73 6008-17-9

6-甲基-2,4-庚二酮 C8H14O2 8.28 82.33 0.67 3002-23-1
8-甲基-1-癸烯 C11H22 17.66 84.22 0.64 61142-79-8
棕榈酸甲酯 C17H34O2 30.26 84.06 0.50 112-39-0
2-甲基丁酸 C5H10O2 4.11 91.27 0.46 116-53-0

3-甲基十三烷 C14H30 14.22 85.12 0.43 6418-41-3
2-壬酮 C9H18O 10.26 81.96 0.37 821-55-6

邻苯二甲酸二丁酯 C16H22O4 30.98 88.65 0.35 84-74-2
碳酸癸壬酯 C20H40O3 20.00 81.33 0.35 1000383-15-8
棕榈酸异丙酯 C19H38O2 32.11 82.51 0.29 142-91-6

十一醇 C11H24O 32.85 88.6 0.28 112-42-5
邻苯二甲酸二乙酯 C12H14O4 22.55 81.48 0.26 84-66-2

对二甲氨基苯甲酸异辛酯 C17H27NO2 34.69 80.34 0.13 21245-02-3
异丁酸 C4H8O2 2.44 83.95 0.13 79-31-2

2-乙基己基异己基亚硫酸酯 C14H30O3S 37.40 83.88 0.11 1000309-19-0

PW2所产VC共鉴定出41 种组分（表1），主要有

酯、醛、烷烃、醇、酮、酸、烯烃等化合物。所鉴定出

挥发性成分中，2-壬酮已被报道可有效抑制水果中灰葡

萄孢菌（B. cinerea）等腐败真菌的生长，且已被作为

水果的抗真菌剂使用[29]；十二醇能有效防治黄瓜霜霉病

（Pseudoperonospora cubensis）[30]；异辛醇能降低柑橘

采后被指状青霉（Penicillium digitatum）感染的机率[31]；

异丁酸可有效抑制尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporumf sp. 

lactucae）菌丝生长[32]。虽然这些成分已被证明对植物

病原菌具有抗霉活性，但其对赭曲霉的抑制作用鲜见报

道。选取上述4 种成分和在VC中含量相对较高的2,2,4-三

甲基-1,3-戊二醇二异丁酸酯，购买这5 种化合物的标准品

进一步研究其对赭曲霉的抑制作用。

2.2 KAVC的确定

通过平板对扣法测定5 种化合物标准品对赭曲霉生

长的抑制作用，结果如图1所示。30 ℃培养7 d后，对照

组赭曲霉菌落生长正常，十二醇对赭曲霉菌落生长的抑

制不显著（P＞0.05），其他4 种化合物对赭曲霉生长

都有显著抑制作用，其中异辛醇对赭曲霉的抑菌活性最

强。因此，将异辛醇确定为KAVC并进行下一步的研究。
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同一指标、不同处理组小写字母不同表示差异显著 

（P＜0.05），下同。A1.对照；A2.十二醇；A3. 2,2,4-三甲基-1,3-

戊二醇二异丁酸酯；A4. 2-壬酮；A5.异丁酸；A6.异辛醇。

图 1 不同挥发性化合物处理对赭曲霉菌落形态（A）和菌落直径、 

生长抑制率（B）的影响

Fig. 1 Effects of different volatile compound treatments on colony 

morphology (A), colony diameter and growth inhibition rate (B) of A. ochraceus



※生物工程 食品科学 2023, Vol.44, No.14  129

2.3 异辛醇对赭曲霉的MIC及MBC

2.3.1 倍半稀释法测定异辛醇在接触条件下对赭曲霉的MIC

如图2所示，能维持刃天青不变色的异辛醇最低剂量

为1 562.5 μL/L，在此剂量下对应的孔中未见赭曲霉菌丝

生长。当剂量低于1 562.5 μL/L时，对应孔中指示剂变为

浅粉色或无色，肉眼可观察到孔内有菌丝体长出。因此，

接触条件下异辛醇对赭曲霉生长的MIC为1 562.5 μL/L。

50 000.0 25 000.0 12 500.0 6 250.0 3 125.0 1 562.5
/ µL/L

781.3 390.6 195.3 PDB 0 

图 2 倍半稀释法测定异辛醇对赭曲霉生长的MIC

Fig. 2 Determination of the MIC of isooctanol against A. ochraceus by 

the sesqui-dilution method

2.3.2 平板对扣法测定异辛醇在挥发条件下测得异辛醇

对赭曲霉的MIC和MBC

如图3A所示，对照皿中赭曲霉正常生长，剂量为

56 μL/L的异辛醇处理组赭曲霉有少量生长，而其他处

理组中赭曲霉均未见生长，将未见生长的赭曲霉孢子转

接至新鲜PDA平板上培养。转接后的生长情况如图3B所

示，观察到112、169、225 μL/L的处理组均恢复生长，而

281 μL/L和337 μL/L的处理组均未恢复生长，可知异辛醇

对赭曲霉的MIC和MBC分别为112 μL/L和281 μL/L。

A1 A2 A3

A4 A5

A6 A7

B1 B2 B3

B4 B5

A1～A7.异辛醇剂量0、56、112、169、225、281、337 μL/L； 

B1～B5.异辛醇剂量112、169、225、281、337 μL/L。

图 3 平板对扣法测定异辛醇对赭曲霉生长的MIC（A）和MBC（B）

Fig. 3 Determination of MIC (A) and MBC (B) of isooctanol against  

A. ochraceus by plate buckling method

2.4 异辛醇对赭曲霉产毒的影响

由图4可知，与对照组相比，各处理组的OTA产量均

显著降低（P＜0.05）。当异辛醇剂量为MIC时，赭曲霉

产生OTA量最低，与对照组相比其抑制率为23.67%。异

辛醇可以有效降低OTA的产生，其抑制率随异辛醇剂量

增加而增高。
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图 4 不同剂量异辛醇处理对赭曲霉产OTA的抑制作用

Fig. 4 Inhibitory effects of different doses of isooctanol on the 

production of ochratoxin A by A. ochraceus

2.5 异辛醇抑制赭曲霉生长的作用机制

2.5.1 异辛醇对赭曲霉孢子形态的影响

由图5可知，未经异辛醇处理的赭曲霉孢子形态完

整、表面光滑，而经异辛醇处理后部分孢子出现凹陷，

随着异辛醇剂量的增加出现凹陷孢子增多，凹陷程度也

在增加，且当异辛醇为2 MIC时孢子还出现干瘪，褶皱的

现象。推测可能是异辛醇处理导致孢子内容物流失，从

而在外形上出现干瘪和凹陷。

5 µm 5 µm

A B
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5 µm 5 µm

C D

A～D.异辛醇剂量0、1/2 MIC、MIC和2 MIC。

图 5 不同剂量异辛醇处理对赭曲霉孢子形态的影响（×20 000）

Fig. 5 Effects of different doses of isooctanol on the morphology of  

A. ochraceus spores (× 20 000)

2.5.2 异辛醇对细胞膜完整性的影响

PI是一种核酸染料，不能透过正常完整的细胞膜，

当细胞膜破损时，PI能透过破损的细胞膜继而与DNA结

合产生红色荧光，从而用于检测细胞膜的完整性[33]。如

图6所示，明场下观察，对照组的孢子体积明显膨大，而

异辛醇处理组的孢子未出现体积膨大；暗场下观察，对

照组孢子没有产生红色荧光，而异辛醇处理组产生红色

荧光，还观察到异辛醇剂量为4 MIC时大量孢子被异辛醇

包裹着且产生红色荧光。结果说明异辛醇处理后的赭曲

霉孢子细胞膜完整性丧失。

CK MIC 2 MIC 4 MIC

10 µm 10 µm 10 µm 10 µm

10 µm 10 µm 10 µm 10 µm

图 6 不同剂量异辛醇对赭曲霉孢子细胞膜完整性的影响

Fig. 6 Effects of different doses of isooctanol on cell membrane 

integrity of A. ochraceus spores 

2.5.3 异辛醇对赭曲霉麦角甾醇含量的影响

麦角甾醇是真菌中一种独特的甾醇，是细胞膜的主

要成分，主要保持细胞完整性和膜流动性[34]。如图7所

示，与对照组相比较，在1/4 MIC、1/2 MIC和MIC的异

辛醇作用下各处理组赭曲霉的麦角甾醇含量分别降低了

42.68%、65.08%和65.40%。说明异辛醇导致赭曲霉细

胞膜中麦角甾醇含量降低，细胞膜的结构和功能受到破

坏。这与2.5.2节中PI染色的观察结果一致。
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图 7 不同剂量异辛醇对赭曲霉的麦角甾醇紫外吸收图谱（A）及 

含量（B）的影响

Fig. 7 Effects of different doses of isooctanol on the ultraviolet 

spectrum (A) and content (B) of ergosterol from A. ochraceus

2.5.4 异辛醇对赭曲霉胞内物质泄漏的影响

如图8所示，随处理时间的延长，培养液中的核酸

和蛋白含量均增加，且处理组与对照组之间差异也随着

时间的延长而逐渐显著（P＜0.05）。说明异辛醇对赭

曲霉核酸和蛋白泄漏情况受处理时间的影响，且其作用

效果存在剂量依赖性。异辛醇可能通过改变细胞膜的通 

透性[22]，使赭曲霉的核酸和蛋白泄漏，从而导致赭曲霉

的生长被抑制。
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小写字母不同表示同一时间差异显著（P＜0.05）。

图 8 不同剂量异辛醇处理不同时间对赭曲霉核酸（A）和蛋白（B）

泄漏的影响

Fig. 8 Effects of different doses of isooctanol on nucleic acid (A) and 

protein leakage (B) from A. ochraceus at different treatment times

3 讨 论

本研究结果表明枯草芽孢杆菌PW2所产具有抗霉活

性的VC中含有酯、醛、烷烃、醇、酮、酸、烯烃类等

41 种成分，从这些成分中初步筛选出5 种单体化合物，

购买其标准品并测定它们对赭曲霉的抗霉活性，发现异
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辛醇对赭曲霉的抗霉活性最强。异辛醇，又名2-乙基己

醇，是GB 2760—2014《食品添加剂使用标准》中允许

使用的一种食品用合成香料。异辛醇还作为一种风味物

质广泛存在于小麦面包[35]、初榨橄榄油[36]、白酒大曲[37]

和发酵泡菜[38]等食品中。亚慢性吸入毒性研究表明，质

量浓度为120 mg/L的异辛醇对实验大鼠在体质量、死亡

率、器官质量、临床生化和血液学参数方面均未观察到

不良反应[39]。早在2009年就有研究报道了芽孢杆菌产生

的异辛醇可以完全抑制黄瓜菌核病菌的菌丝生长[40]，后

续也有研究表明异辛醇可以参与植物生长调控及病害防

治[41]，可以防治甘蔗的红腐病[42]，还能抑制草莓灰霉病

菌的分生孢子萌发和菌丝生长[43]。最近研究发现水稻根

际细菌释放的包含异辛醇在内的VC对引起水稻纹枯病的

病原菌生长有抑制作用[44]。说明异辛醇具有抗真菌活性

和值得信赖的安全性，其挥发性质易于扩散到食物中，

有望成为食物防霉的新资源，但其抗霉的作用机制还有

待研究。

本研究测得异辛醇对赭曲霉有显著抗菌活性，且

呈剂量依赖关系，不管是在挥发条件下还是接触条件

下，赭曲霉的生长随着异辛醇剂量的增高而逐渐被抑

制。异辛醇在接触条件下对赭曲霉的MIC值远高于挥发

条件。这一结果与有些研究结果一致，Li Yanjun等 [45] 

在研究山苍子精油对黄曲霉的抑制实验中发现，在挥发

条件下抑制菌丝生长和黄曲霉毒素B1合成所需要的用量

比接触条件下低；Wang Yanzhen等[46]发现，橙花醇在挥

发条件下对黑曲霉菌丝生长的抑制效果大于接触条件；

Niu Ajuan等[47]也发现肉桂醛在挥发条件下的MIC远小于

接触条件。异辛醇在挥发条件下对赭曲霉生长的MIC值

为112 μL/L，与互叶白千层精油（2.5 mL/L）[48]和柠檬醛

（200 μL/L）[49]对赭曲霉生长的MIC值相比较，异辛醇对

赭曲霉生长的MIC值低得多。因此与直接加入原料中相

比，挥发条件下的抑制效果更好，异辛醇更适合以熏蒸

剂的形式使用。使用熏蒸处理是防止食品腐败的理想方

法，快速有效，而且残留少[47]。

本研究异辛醇处理后的赭曲霉孢子外形出现干瘪和

凹陷，赭曲霉细胞膜完整性被破坏，麦角甾醇含量降低

以及胞内物质泄露均可推测异辛醇对赭曲霉的作用机制

可能是与破坏其细胞膜有关[50-51]，目前的研究报道中丙酮

酸乙酯通过破坏草酸青霉（Penicillium oxalicum）孢子的

细胞膜结构从而抑制草酸青霉的生长[52]；橙花醇对黑曲

霉（A. niger）的抑制研究表明，橙花醇抑制了黑曲霉麦

角甾醇的合成，从而破坏了黑曲霉的膜完整性，引起膜

的通透性发生变化，导致细胞死亡[46]；ε-聚-L-赖氨酸可

通过降解扩展青霉菌（P. expansum）孢子的细胞壁，破

坏细胞膜的完整性，导致大量细胞物质泄露，进而减少

或抑制孢子萌发和菌丝生长[53]。异辛醇作为亲脂性化合

物可能会聚集在细胞膜上，可以推测异辛醇很可能与细

胞膜的磷脂双分子层结合，破坏细胞膜的正常结构及功

能[46]，从而影响赭曲霉正常生长和代谢并杀死赭曲霉。

由于VC具有高挥发性在应用中会受到限制，目前对

VC用于防霉的应用研究中基本是将VC包埋在载体上，

有将精油通过壳聚糖纳米乳剂的包埋[54]，有将反式肉桂

醛、甲基丁香酚和雌二醇等VC复合包埋在壳聚糖纳米生

物聚合物中[55]，也有将茴香精油包埋在壳聚糖纳米聚合物

中[56]，提高VC的稳定性和有效性以应用于食品防腐。

4 结 论

枯草芽孢杆菌PW2所产具有抗霉活性的VC中异辛醇

对赭曲霉生长抑制作用最强，异辛醇作为熏蒸剂使用时

具有更低的MBC，其抑杀赭曲霉的作用机理与破坏细胞

膜完整性有关。目前还鲜见对于异辛醇应用于防霉的研

究，而异辛醇作为VC，具有高挥发性和不稳定性，后续

研究可以将其采用纳米包埋的方式，提高异辛醇的稳定

性和有效性，以此开发安全、高效的新型防霉熏蒸剂。

异辛醇用于食品熏蒸防霉其残留量、安全性及系统的抗

霉机理等问题有待进一步研究探讨。
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