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吲哚对黄曲霉生长及产毒的抑制作用 
 

沈青山，周威，王淼焱，莫海珍，胡梁斌 

（河南科技学院食品学院，河南新乡 453003） 

摘要：本文研究了吲哚对黄曲霉的生长以及产毒的抑制作用。通过 96 孔板微量法发现吲哚能够抑制黄曲霉的生长，其最小抑制

浓度（MIC）为 100 μg/mL；进而采用差量法测定了吲哚对黄曲霉菌丝生长量的抑制作用，结果表明 200 μg/mL 的吲哚处理可以完全

抑制黄曲霉的菌丝生长。此外，通过高效液相色谱分析发现吲哚浓度达到 50 μg/mL 时，尽管对菌丝生长量没有明显影响，但是可以

有效地抑制黄曲霉毒素 B1 的产生。这些结果说明吲哚抑制毒素产生并不是通过抑制生长来实现的。为了进一步了解吲哚对毒素产生

的抑制机制，本研究通过 RT-PCR 分析了吲哚对黄曲霉产毒相关基因表达的影响。结果显示吲哚对产毒调控基因 aflR 的影响与其对

毒素的作用趋势相同，同时吲哚还能够下调其他一些产毒相关基因 aflK 和 alfD 的表达。我们的研究结果表明吲哚具有很高的开发价

值应用于粮食和饲料中黄曲霉毒素污染的控制。 
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Abstract: The inhibitory effects of indole on the mycelial growth and aflatoxin B1 production of Aspergillus flavus were investigated in 

this study. It was found that indole could efficiently inhibit the growth of A. flavus in a 96-well plate with the minimum inhibitory concentration 

(MIC) value of 100 μg/mL. Furthermore, the difference method was used to determine the inhibitory effects of indole on the mycelial weight of 

A. flavus. The results showed that 200 μg/mL indole could lead to the complete arrest of A. flavus mycelial growth. In addition, high 

performance liquid chromatography (HPLC) analysis showed that when the indole concentration was 50 μg/mL, the production of aflatoxin B1 

was effectively inhibited whereas no significant impacts were observed on the mycelial growth of A. flavus. These results indicate that the 

inhibition of aflatoxin B1 production by indole is not achieved by inhibiting the mycelial growth of A. flavus. To further understand the 

mechanism underlying the inhibition of aflatoxin B1 production, reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to 

analyze the effects of indole on the expression of genes relevant to aflatoxin production. The results showed that indole exerted the same impacts 

on the expression of aflR- the regulatory gene in aflatoxin biosynthesis- as on aflatoxin B1 production. Additionally, indole could also 

downregulate the expression of aflD and aflK that are related to aflatoxin production. In summary, our results indicate that indole can be a 

potential candidate for application in the control of A. flavus contamination in food and animal feed. 
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黄曲霉（Aspergillus flavus）是一种分布极其广泛

的常见丝状真菌，主要污染谷物等粮食作物和动物饲

料[1]。黄曲霉能够产生次级代谢产物黄曲霉毒素 
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（Aflatoxin，AF），该类毒素具有很强的肝毒性和致

畸变性[2~3]。黄曲霉毒素通过原料、粮食产品的加工贮

藏，以及污染动物饲料等环节污染粮源性食品、食用

油类以及畜禽类产品。据联合国粮农组织（FAO）估

计，黄曲霉毒素污染所造成的损失可达数千亿美元[4]。

AFs 是一组化学结构类似的化合物，已分离鉴定出 12

种包括 B1、B2、G1、G2、M1、M2、P1、Q、H1、

GM、B2a 和毒醇。黄曲霉毒素的的基本结构为二呋喃

环和香豆素，B1 是二氢呋喃氧杂萘邻酮的衍生物，含

有一个双呋喃环和一个香豆素，其中前者为基本毒性
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结构后者与致癌有关。M1 是黄曲霉毒素 B1 在体内经

过羟化而衍生成的代谢产物。尽管黄曲霉已经被广泛

研究，但对其污染的根除依然没有找到快速有效的方

法。黄曲霉污染控制仍是世界难题。目前控制策略主

要涉及到通过遗传育种提高材料抗感染能力、抑制和

清除病原菌本身、抑制毒素素产生以及降解或钝化已

存在毒素。近年来天然产物广泛用于植物病原菌的控

制，已有研究报道菊科植物藿香蓟提取的精油能够有

效抑制黄曲霉毒素的产生[5]。这种挥发性物质具有很

好的分散性，具有应用在粮食和饲料中控制毒素污染

的潜力。但是目前发现的既能抑制黄曲霉生长又能抑

制黄曲霉毒素产生的天然挥发性物质资源非常有限。 

吲哚及其衍生物普遍存在于天然有机物中[6]，如

茉莉花油、水仙花油等。吲哚是由吡咯和苯并联的化

合物（如图 1），分子内含有亚氨基，具有抗癌、抗病

毒[7,8]的药理功能。吲哚外观呈无色或浅黄色片状结

晶，长时间暴露于空气中或见光颜色变红，并树脂化，

易溶于醇类等有机溶剂，不溶于水，且能随水蒸气同

时挥发。吲哚浓具有强烈的粪臭味，扩散力强而持久；

高度稀释的溶液有香味，可以作为香料使用。LD50

大鼠口服：1000 mg/kg。吲哚通常可作为很多物质的

中间体，研究表明吲哚类的衍生物对金黄色葡萄球菌

有一定的抑菌活性[9]。在本研究中，我们通过对吲哚

的生物学抑菌活性测定，研究了其对黄曲霉生长和产

毒的影响，并通过 RT-PCR 分析了吲哚对部分黄曲霉

产毒相关基因表达的影响，以期为吲哚在粮食和食品

中黄曲霉污染控制提供理论参考。 

 

图 1 吲哚的化学结构 

Fig.1 Chemical structure of indole 

1  材料与方法    

1.1  材料与试剂 

材料：黄曲霉菌 CGMCC3.2890，购于中国普通

微生物菌种保藏管理中心，PDA 培养基 4 ℃保存。 

试剂：吲哚（购于北京索莱宝科技有限公司），

二甲基亚砜（DMSO），氯仿（分析纯），乙腈（色谱

纯），甲醇（色谱纯），沙氏培养基。 

1.2  仪器与设备 

MOTIC BA210 生物显微镜，培清 JS-680D 全自

动凝胶成像分析仪，多功能酶标仪（Thermol 公司），

高效液相色谱仪。 

1.3  实验方法 

1.3.1  吲哚的抑菌活性试验 

挑取黄曲霉菌种到新的固体沙氏培养基上，28 ℃

培养活化菌种，待菌板长成黄色时，用液体沙氏培养

基收集新鲜的黄曲霉孢子，使孢子悬浮液浓度达到

1×10
5
 CFU/mL，分装在 96 孔板中，每孔 200 μL，加

入吲哚使其终浓度分别为 0、25、50、80、100、150、

200 μg/mL（DMSO 为溶剂），同时用同样浓度 DMSO

处理黄曲霉孢子作为溶剂对照，28 ℃静置培养 24 h，

用多功能酶标仪在波长 600 nm 的条件下测其吸光值。

根据每孔黄曲霉的生长状况（可肉眼观察）以及吸光

值得出吲哚对黄曲霉生长的最小抑制浓度 MIC 值。 

1.3.2  菌丝鲜重的测定 

取 400 μL 新鲜的黄曲霉孢子悬浮液（孢子浓度

1×10
5
 CFU/mL）于 20 mL 沙氏培养基中，加入吲哚，

使其终浓度分别为 0、25、50、150、200、250 μg/mL，

轻微振荡使吲哚均匀分散，190 r/min，28 ℃摇培 48 h。

真空抽滤，将菌丝体抽滤到定量滤纸上，放入烘箱内

烘干，两次称量结果之差小于 0.01。同时，做平行试

验，记录试验数据。 

1.3.3  黄曲霉毒素相对含量的测定 

收集不同处理的黄曲霉培养液，加三倍体积氯仿

萃取，在 60 ℃条件下用氮吹仪将其吹干，然后再分

别将其溶解于甲醇中，过 0.22 μm 微孔滤膜，然后用

HPLC 测定黄曲霉毒素的含量 [10~11]。色谱柱：

COSMOSIL 5C18-MS-II Packed Column（4.6 mm 

ID×250 mm）（上海泉岛公司）；柱温：22 ℃；进样量：

10 μL；紫外检测器检测波长：365 nm；流动相：乙腈:

甲醇:水（1:1:2, V/V/V）；流速：1 mL/min。 

1.3.4  吲哚对黄曲霉相关产毒基因转录水平的

影响 

首先制得新鲜的黄曲霉孢子母液，使孢子的浓度

达到 1×10
6
 CFU/mL，然后取 400 μL 孢子母液接种到

20 mL 的液体沙氏培养基中，加入吲哚，使其终浓度

达到 0、25、50、100 μg/mL，在 28 ℃，190 r/min 的

条件下摇培 48 h，将菌丝分别抽滤收集，迅速放入液

氮中冷冻用于总 RNA 的提取。 

总 RNA 的提取采用试剂盒提取，将提取后的

RNA 迅速用反转录试剂盒进行一步反转录成 cDNA，

-20 ℃保存作为模板用于 RT-PCR 反应。PCR 反应：

94 ℃ 1 min；94 ℃ 30 s；Tm(表 1) 30 s；72 ℃ 1 min；

72 ℃ 10 min；4 ℃保存。该过程中所用的引物序列及
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其退火温度如表 1 所示。 

表 1 黄曲霉产毒相关基因的引物和退火温度 

Table 1 Primers and annealing temperatures of the genes related to 

aflatoxin production 

基因 引物序列 
退火温 

度/℃ 

18S rDNA 
Forward 5′-ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG-3′ 

Reverse 5′ -GTACAAAGGGCAGGGACGTA-3′ 
55 

aflR 
Forward 5'- GCACCCTGTCTTCCCTAACA-3' 

Reverse 5'-ACGACCATGCTCAGCAAGTA-3' 
57 

aflD 
Forward 5'-TCCAGGCACACATGATGGTC-3' 

Reverse 5'-TGTGGATAACGAAGTGCCCC-3' 
49 

aflK 
Forward 5'-GAACTGCTTCAGTTGCCGTG-3' 

Reverse 5'-ACGAGGGTTCGTTTCTGGAC-3' 
49 

aflQ 
Forward 5'-TTAAGGCAGCGGAATACAAG-3' 

Reverse5'-GACGCCCAAAGCCGAACACAAA-3' 
58 

1.4  数据分析 

实验数据均运用 SPSS 12.0 数据处理系统，采用

Duncan’s 新复极差法(DMRT)进行显著性分析。文章

图表数据的结果均是三次实验数据的平均值±SD。 

2  结果与分析 

2.1  吲哚对黄曲霉孢子生长的抑制作用 

 

 
图 2 不同浓度的吲哚对黄曲霉生长的抑制作用 

Fig.2 Inhibitory effect different concentrations of indole on the 

growth of A. flavus 

注：a：不同浓度吲哚处理 24 h 的黄曲霉孢子液在 600 nm

处的吸光值；b：不同浓度吲哚处理 24 h 的黄曲霉在 96 孔板中

的生长状态。 

不同浓度的吲哚处理黄曲霉孢子后对其生长具

有显著的抑制作用，当浓度达到100 μg/mL，处理24 h，

与对照组相比已经对黄曲霉的生长产生很明显的抑制

作用，继续增大吲哚的浓度黄曲霉基本不再生长。因

此，吲哚对黄曲霉生长最小抑制浓度为 100 μg/mL（图

2）。 

2.2  吲哚对黄曲菌丝的生长及产毒的抑制作

用 

 

 
图 3 不同浓度的吲哚对黄曲霉菌丝生长及产毒的抑制作用 

Fig.3 Inhibitory effects of indole on the mycelial growth and 

aflatoxin B1 production of A. flavus 

注：a：吲哚对黄曲霉菌丝量的影响；b：吲哚对黄曲霉毒

素 B1 产生的影响。 

用不同浓度（0、25、50、100、150、200、250 μg/mL）

的吲哚处理黄曲霉孢子，28 ℃避光摇培 48 h 后，用差

量法测量菌丝的相对鲜重。然后，用高效液相检测不

同浓度下菌液中黄曲霉毒素的含量。结果显示随着吲

哚浓度的增加，菌丝的相对干重逐渐减少（图 3a），

当处理浓度达到 200 μg/mL 时，黄曲霉菌丝基本不生

长。这表明，随着吲哚浓度的增加其对黄曲霉菌丝生

长的抑制作用增强，当达到 2 倍 MIC 时可以完全抑制

菌丝的生长；对产毒的抑制作用表现为：低浓度的吲

哚促进毒素的产生；随着浓度的增加，表现为抑制效

应；当浓度达到 50 μg/mL（0.5 倍 MIC）时，黄曲霉
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毒素 B1 的含量已显著降低；随着浓度的增加达到 150 

μg/mL 时，黄曲霉毒素 B1 的含量几乎为 0（图 3b），

毒素的产生已被完全抑制。这表明，当吲哚浓度接近

或大于其对黄曲霉生长的 MIC 时可以有效抑制黄曲

霉毒素的产生。 

2.3  吲哚对黄曲霉相关产毒基因转录的影响 

黄曲霉的产毒受基因调控，毒素的产生受到基因

组中相关基因簇表达量的调节[12]。本研究选择了部分

与产毒密切相关的基因 aflR、aflD、aflK、aflQ 进行

检测分析，并对其转录水平进行检测。这些基因涵盖

了基因簇中的上，中，下游[13]。其中，aflD 为上游基

因，aflK、aflQ 为下游基因。aflR 编码一个锌指结构

的 DNA 结合蛋白，能够激活黄曲霉毒素生物合成通

路上基因的表达[14]，属于毒素的调控基因。RT-PCR

结果显示，吲哚能够明显影响 aflR 的转录水平，而且

影响趋势与其对产毒的抑制趋势相同。此外，除了

aflQ，其他上下游基因 aflD 和 aflK 的转录水平也随着

吲哚浓度的增大受到了不同程度的抑制（图 4）。 

 

 

图 4 不同浓度吲哚处理对黄曲霉相关产毒基因的转录水平的

影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of indole on the 

transcriptional level of genes related to aflatoxin B1 production 

Notes: A: the PCR products in the agarose gel, and their sizes 

were shown at the right; B: the relative gene transcription 

normalized on 18S rRNA level compared to control were reported. 

The value of column equals the relative transcription of treatment 

minus that of control . 

3  讨论 

吲哚在生命体内通常通过色氨酸降解途径生成，

并作为信号分子广泛参与了生命体各种活动的调控
[15]。已有研究表明吲哚可以降低细菌类病原物的致病

能力，影响其生物膜和抗药性的形成[16,17]。最近更有

研究表明吲哚可以作为一种跨界信号分子，促进不同

界生命间的相互感应[18]。我们的研究发现吲哚能够抑

制黄曲霉的生长。细菌可以通过产生吲哚拮抗黄曲霉，

争取生存空间。已有报道链霉菌能够产生抗真菌类的

抗生素 3-(4-氯-5-恶唑基)-1H-吲哚[19]，由此可见吲哚

家族的抗真菌活性可能是普遍的。由于吲哚的母体结

构具有很多化学活性位点，可以进行新型杀菌剂的设

计、合成和研发。 

吲哚除了能够抑制黄曲霉的生长，还可以抑制毒

素的产生。作为一种易挥发性物质，吲哚具有应用在

粮食或者食品贮藏中黄曲霉污染控制的优势。吲哚被

报道能够启动全局调控因子，调控氧化胁迫[20]。而氧

化胁迫与黄曲霉毒素调控密切相关；抗氧化转录因子

Ap1 就结合在 aflR 的启动子区域[21]。吲哚对 aflR 的调

控很可能也是通过调控氧化胁迫水平来完成的。 

4  结论 

吲哚既可以有效地抑制黄曲霉的生长，又能抑制

黄曲霉毒素的产生；吲哚处理能够抑制黄曲霉毒素产

生的相关基因的表达，尤其是能够下调产毒调控基因

aflR 基因的表达。吲哚是一种活泼的化学中间体，又

是挥发性较强的物质，因此可以被进一步开发用于控

制粮食和饲料中黄曲霉毒素的污染。 
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