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对虾肠道中产毒镰孢菌抑制菌的筛选与鉴定 
 

叶日英，王雅玲，孙力军，徐德峰，蔡坤荣，薜奕红，陈妍贤，刘昆 

（广东海洋大学食品科技学院，广东省水产品加工与安全重点实验室，广东普通高等学校水产品深加工重点实验

室，广东湛江 524088） 
摘要：为了获得对产毒镰孢菌具有抑制效应的海洋细菌，从对虾肠道中分离细菌，并将分离得到的优势细菌与产 T-2 毒素的禾谷

镰孢菌（Fusarium graminearum）（FG1207）进行固体对峙培养，具有抑菌圈的细菌菌落即为产毒镰孢菌的抑制菌。然后选取对 FG1207

具有抑制作用的细菌与 FG1207进行液体共同培养，用 LC-MS/MS技术检测菌悬液中T-2毒素含量，最后对具有抑制 FG1207 的生长

和降解T-2毒素效果的细菌进行 16s rRNA 序列鉴定和 VITEK2细菌生化鉴定。实验结果分离得到 8 株优势细菌，其中一株对 FG1207

的生长具有明显的抑制作用；LC-MS/MS检测发现该细菌与 FG1207 共同培养菌悬液中未检测到T-2毒素，说明该细菌不仅能够抑制

产毒镰孢菌的生长，还能降解T-2毒素。经 16s rRNA 鉴定该细菌为海洋尼泊尔葡萄球菌（Nepal Staphylococcus Aureus），相似度为

99.93%，VITEK2 细菌生化鉴定的相似度为 96.86%。 
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Abstract: In order to identify marine bacteria with the ability to inhibit the toxigenic fungus Fusarium, beneficial bacteria were isolated 

from prawns intestines and cultured on a solid medium in antagonism with Fusarium graminearum (FG1207), which produces the T-2 toxin. 

Bacteria with inhibition zones were regarded as being able to inhibit toxigenic FG1207. These were isolated and grown with FG1207 in a liquid 

medium. Liquid chromatography-mass spectroscopy/ mass spectroscopy (LC-MS/MS) was used to estimate the T-2 toxin present in the liquid 

medium. Bacterial strains found to both inhibit FG1207 growth and degrade T-2 toxin were identified using 16s rRNA sequencing and VITEK 2 

biochemical identification methods. Thus, eight strains of beneficial bacteria were isolated. Of these, one strain (H5) showed a significant 

inhibitory effect on FG1207 growth, wherein LC-MS/MS did not detect T-2 toxin in the liquid medium containing H5 and FG1207. This result 

indicated that not only could this bacterial strain inhibit the growth of toxigenic Fusarium but it could also degrade T-2 toxin. The strain H5 was 

identified via 16s rRNA sequencing as Nepal Staphylococcus aureus, with 99.93% similarity seen, while VITEK 2 biochemical identification 

showed 96.86% similarity. 
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全控制 

海洋微生物由于生存环境无光、高压、高盐及低

营养等条件的影响，其代谢产物具有独特的功能和结

构，有些具有独特的抑菌作用。近几年来，许多研究

人员致力于研究海洋微生物的抗菌活性物质，例如Ｒ

adjasa OK 等从事海洋微生物活性物质用于医药方面

的研究[1]，Sanchez等研究和发现功能独特的微生物[2]，

Gulder 等研究海洋细菌中的生物成分[3]。近年来有多

达 5,000 多种新的海洋天然产物被发现，其中大多数

都来自海洋微生物[4]，这些微生物存在于海水、海泥、
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岩石表面及海藻、鱼、虾、珊瑚及其它海洋生物中。 

镰孢菌是农作物腐败菌，生长过程产生以 T-2 毒

素为主的单端孢霉烯族化合物（Trichothecene，TRICs）

的毒活性物质，人和动物食用了 T-2 毒素污染的食物

会发生中毒现象
[5]
，其毒性作用主要是破坏机体免疫

器官，降低免疫功能[8~9]。1973 年联合国粮农组织(FAO)

和世界卫生组织(WHO)在日内瓦召开联席会议，把

T-2 毒素划为自然界存在的最危险的食品污染源，于

是世界各国对镰孢菌毒素的污染问题日益关注和重

视。我国对镰孢菌毒素的研究起步比较晚，并受到经

济水平、技术条件和重视程度等因素的制约，T-2 毒

素还没有引起广泛的关注。镰孢菌主要存在于小麦、

大豆、玉米等粮谷类食物中[10,11]，人们为了降低水产

养殖成本，常利用大豆和玉米作为混合对虾饲料成分，

导致对虾饲料广泛受到镰孢菌及T-2 毒素的污染，T-2

毒素会导致对虾产生黑斑病，影响对虾生长及其外观

质量，同时也会引起人们食用对虾的安全风险。由于

对虾长期生存于镰孢菌和 T-2 毒素暴露的环境中，因

此对虾肠道内可能有抵抗镰孢菌生长和 T-2 毒素作用

的细菌存在，据此本项目实验通过分离对虾肠道的细

菌，利用对虾源禾谷镰孢菌（Fusarium graminearum）

（FG1207）作为指示菌，将对虾肠道细菌和 FG1207

用固体对峙培养法筛选出具有控制效应的细菌菌株，

再将细菌与镰孢菌作液体共同培养后，用 LC-MS/MS

检测培养液中 T-2 毒素的含量，从而明确细菌是否能

抑制镰孢菌产 T-2 毒素，最后将对虾肠道细菌作自动

生化鉴定和 16S rDNA序列鉴定，以确定菌属。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

菌株：产 T-2 毒素的禾谷镰孢菌(Fusarium 

graminearum) FG1207，广东海洋大学 CAMT 团队微

生物菌种保藏中心；鲜活南美白对虾：每尾重 5±0.2 g，

购买于广东省湛江市东风市场；海水：取自湛江东海

岛海域；培养基：PDA培养基，营养肉汤培养基，营

养琼脂培养基，均为化学纯，购于北京陆桥技术有限

公司。 

试剂：T-2 毒素标准品(Enzo, USA，纯度≥98%)；

甲醇(一级色谱纯，天津四友精细化学品有限公司，纯

度≥99.9%)；乙腈(色谱纯，JHD，纯度≥99.9%)；乙酸

铵(Sigma-Aldrich)；超纯水(arium 611VF)；其余试剂

均为国产分析纯试剂。 

1.2  主要设备 

超净工作台（SW-CJ-2F），苏州净化设备有限公

司；恒温振荡培养箱（HZQ-QX），上海百典仪器设备

有限公司；离心机（Sigma 2-16KL），Sigma公司生产；

液质联用仪（TSQ Quantum Access），Thermo Scientific

公司生产；超声波粉碎仪（UH-S2），天津奥特赛恩斯

仪器有限公司生产；涡旋震荡仪（REAX），德国

Heidolph 公司生产；氮吹仪（ N-EVAP ），德国

Organomation Assiciates，Jnc 公司生产；电子分析天

平(AUW120)，日本岛津公司生产。细菌全自动鉴定

仪 VITEK-60，法国梅里埃公司生产。 

1.3  实验方法 

1.3.1  对虾肠道细菌的分离 

取南美白对虾于超净工作台中用 75%洒精擦拭

外表灭菌后，用灭菌的解剖刀小心剖开对虾，取出肠

道于灭菌培养皿中，共取对虾肠道 1 g左右，将对虾

肠道捣碎成浆后加入无菌生理盐水 9 mL，制成 10
-1

浓度溶液，再吸取其中1 mL于 9 mL生理盐水的试管

中，制成 10
-2 溶液，按此方法制成 10

-3、10
-4、10

-5 的

溶液。然后用营养琼脂海水培养基倒制平板，取 10
-1

溶液作划线接种分离，用 10
-3
、10

-4
、10

-5
溶液作平板

稀释分离，置于28 ℃恒温培养 48 h，观察和记录菌落

的种类，将生长数量较多的优势菌落分别接种培养于

试管培养基待用。 

1.3.2  对虾肠道细菌与禾谷镰孢菌的对抗生长
试验 

用 PDA 海水培养基倒制平板，在平板一侧接种

禾谷镰孢菌接种两点，于 28 ℃恒温培养，为了减少

水分挥发，防止培养基变干，在平板周边包卷一层保

鲜膜，将平皿缝贴住。待镰孢菌生长至菌落直径为 1 

cm左右时，在平板的另一侧划“十”字接种对虾肠道

优势细菌，继续培养 3 d后观察结果，选出具有抑制

禾谷镰孢菌作用的细菌，并作镜检。 

1.3.3  对虾肠道细菌液态摇瓶发酵及无细胞液

的制备 

将具有抑制禾谷镰孢菌作用的细菌接种于装有

营养肉汤海水培养基的试管，28 ℃培养两天后接入三

角瓶培养基，置于恒温振荡箱 28 ℃进行扩大培养，4 

d 后取出发酵液，10000 r/min 离心 15 min，小心将上

清液吸出，得到无细胞发酵液，冷藏备用。 

1.3.4  对虾肠道细菌发酵液抑制禾谷镰孢菌生

长的试验 

将禾谷镰孢菌接入装有马铃薯液态培养基三角

瓶中，分别添加相当于 1/6、1/5、1/4、1/3 和 1/2马铃

薯液态培养基体积的对禾谷镰孢菌具有抑制作用的细
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菌无细胞发酵液，每一种添加量做三个平行，于 28 ℃

培养，5 d后取出 10000 r/min 离心 15 min，将禾谷镰

孢菌的菌丝与发酵液分离，得到湿菌丝和无细胞发酵

液，用天平称取湿菌丝重量，同时分别作添加等量空

白海水营养肉汤培养基的禾谷镰孢菌培养对照组试

验。 

1.3.5  禾谷镰孢菌与对虾肠道细菌共同培养产

T-2毒素试验 

将马铃薯培养基与海水营养肉汤培养基以 1:1 的

体积比混合，接种禾谷镰孢菌和对虾肠道优势细菌共

同培养，28 ℃培养 5 d 后取出测菌悬液的T-2 毒素含

量，并以相同培养条件作禾谷镰孢菌单独培养的菌悬

液测T-2毒素含量作对照。  

1.3.6  用 LC-MS/MS 方法检测禾谷镰孢菌菌悬

液 T-2 毒素的含量 

样品前处理：取 10 mL菌悬液，超声10 min，加

入10 mL乙酸乙酯振荡20 min，4000 r/min离心5 min，

取上清液，重复提取 3 次。合并上清液，60 ℃ N2 吹

干后用 1 mL 的甲醇+5 mmol/L 乙酸铵溶液(3+7；

V+V)+0.1%甲酸混合液溶解，过 0.22 μm 滤膜[12]。 

仪器条件：色谱柱：Hypersil GOLD(150 mm×2.10 

mm，5 μm，Thermo Scientific)；流动相：A：甲醇 B：

5 mmol/L乙酸铵溶液(0.10%甲酸)；进样量：10 μL；

针头到瓶底距离：1.0 mm；进样速度：10.00 μL/s；淋

洗体积：1500 μL；冲洗体积：1500 μL；淋洗速度：

100.00 μL/s。质谱扫描模式：ESI(+)；喷雾器电压：

4500 V；鞘气压力：25 au；辅助气压：5 au；毛细管

温度：270 ℃；碰撞压：1.50 mTorr。 

1.3.7  细菌 16s rRNA序列鉴定 

将具有对禾谷镰孢菌具有明显抑制作用的细菌作

16s r RNA序列鉴定，样品的处理过程为：吸取 30 µL 

ddH2O 加到 1.5 mL的无菌离心管中，按无菌操作要求

挑取单个菌，并于水中吸打混匀，使成有一定浊度的

菌悬液。并将其放到-20℃冰箱，15 min 后取出置于

65 ℃水浴，10 min。如此反复冻融 3 次，弹打后，即

可作模板。 

PCR 引物采用细菌通用引物，即：27F:5′to3′: GA 

GAGTTTGATCCTGGCTCAG；1492R：5′ to 3′：CTA 

CGGCTAC CTTGTTACGA。得到 16 s rRNA序列鉴定

结果后，再建系统发育树检测。 

1.3.8  对虾肠道细菌的生化鉴定 

将具有抑制禾谷镰孢菌作用的细菌用细菌全自动

鉴定仪进行鉴定。使用方法：将 3 mL 无菌盐水加入

到清洁塑料管中，接种形态相同的菌落至盐水管中，

按步骤准备菌悬液并混匀，用已校正的 VITEK2 比浊

仪配制相当于 0.50~0.63 麦氏单位的菌悬液，将悬浮

液管及 GN 卡置于载卡台上进行鉴定。 

2  结果与讨论 

2.1  对虾肠道细菌分离结果 

从对虾肠道分离得到共 38 株菌，其中 8 株菌是

数量较多的优势细菌，这 8 种细菌每种都占菌落总数

的 10%以上，是对虾肠道中固有的细菌，将该 8种菌

株分别与禾谷镰孢菌接种作对抗生长试验。 

2.2  对虾肠道细菌与禾谷镰孢菌对抗生长及

抑制菌的形态特征 

分别将 8 株细菌与禾谷镰孢菌接种进行对峙生长

培养，结果仅有一株细菌具有明显抑制镰孢菌的作用，

平皿的菌落生长结果如图 1 所示，将具有抑制镰孢菌

的细菌命名为 H5（图 1 中的 M、R 是 H5 与镰孢菌的

对峙生长图），其余菌株对镰孢菌的抑制作用不明显

（如图 1 中的 S）。H5 的镜检结果如图 2 中的 W所示，

H5 的细胞形态接近圆球形，排列成串或成堆，革兰氏

阳性；T 是 H5 在营养琼脂培养基中的菌落状态，菌

落乳白色，近似圆形，质厚，不透明，湿润有光泽，

边沿整齐。这种球菌形细菌的特征与葡萄球菌的特征

很相似，疑似葡萄球菌属细菌。 

  

M                    R 

 

S 

图 1 对虾肠道细菌与 FG1207在平皿中的对峙生长 

Fig.1 Growth obtained in fungal-bacterial confrontation assay of 

prawn intestinal bacteria and FG1207 

注：M：H5 与禾谷镰孢菌具有抑制作用的对峙生长平皿；

R：H5 与禾谷镰孢菌的对抗生长的平皿局部；S：没有抑制作

用的细菌与禾谷镰孢菌生长的平皿。 
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W                     T 

图 2.H5 的细胞形态及在营养琼脂培养基中的生长状态 

Fig.2 Cell morphology (W) and colony characteristics on nutrient 

agar (T) of H5. 

对虾真菌病近年来比较常见，特别是幼年虾受真

菌汅染的死亡率较大，而禾谷镰孢菌是对虾中常见的

一种致病菌，由于 H5 是对虾肠道固有的细菌，而且

具有抑制产毒禾谷镰孢菌的作用效果，因此，其抑制

产毒镰孢菌的作用机理及其抑菌活性物质的生产将可

能成为今后预防对虾真菌病的研究内容。 

2.3  对虾肠道细菌发酵液对禾谷镰孢菌生长

量的影响 

按不同比例添加 H5 的无细胞发酵液的禾谷镰孢

菌的生长量见表 1，表 1的数据显示 H5 无细胞发酵液

对禾谷镰孢菌的生长具有明显抑制作用，随 H5 发酵

液添加量的增大，禾谷镰孢菌生长受抑制效果越大，

当添加 1\4 的 H5 无细胞发酵液时，禾谷镰孢菌的生长

量降低超过了一半（56.0%），说明 H5 的无细胞发酵

液中具有抑制禾谷镰孢菌生长的活性物质。作为抑制

禾谷镰孢菌的 H5 活性产物的结构特征及其提取技术

有待进一步研究，因为抑菌活性物质的提取技术不仅

影响得率，还会直接影响其抑菌的效果[13]。 

表 1 禾谷镰孢菌在不同培养基中的生长量 

Table 1 Fusarium graminearum growth in different media 

H5 发酵液添加量 

(V/V) 

禾谷镰孢菌菌丝湿重/(g/100 mL) 空白试验组菌丝湿重 

/(g/100mL) 

菌丝生长量降低率 

/% 平均值 样品 1 样品 2 样品 3 

0 1.05 1.02 1.07 1.06 - - 

1\6 0.80 0.76 0.82 0.82 1.03 22.33 

1\5 0.63 0.60 0.67 0.62 1.04 39.42 

1\4 0.44 0.41 0.47 0.44 1.00 56.00 

1\3 0.37 0.36 0.36 0.39 0.98 62.24 

1\2 0.27 0.27 0.25 0.29 0.95 71.58 

2.4  H5 与禾谷镰孢菌共同培养的菌悬液 T-2

毒素含量检测结果 

H5 和禾谷镰孢菌混合培养的菌悬液用 LC-MS/MS

检测 T-2 毒素含量结果如图 3 所示，其中 A 图是 T-2

毒素标准谱图，含量为 1.82 ng/mL，C 图是镰孢菌单

独培养菌悬液的T-2 毒素含量谱图，T-2毒素含量为为

0.12 ng/mL，T-2保留时间为5.32；D 是 H5 与产毒镰

孢菌共同培养液中的T-2 毒素含量，T-2 毒素未检出。 

从 LC-MS/MS 检测的图谱结果可以看出，H5 抑

制了禾谷镰孢菌产生 T-2 毒素，有可能是 H5 产生了

T-2 毒素的生物转化酶或降解酶，将禾谷镰孢菌产生

的 T-2 毒素进行了物质转化或降解，变成了其它化合

物；也有可能是 H5 直接阻断了镰孢菌产毒，无论是

H5 阻断了镰孢菌产毒或是降解了产生的毒素，都表明

H5 对禾谷镰孢菌产毒具有较大的抑制作用，据此可以

利用 KF002255 体外培养的方法，提取抑制产毒镰孢

菌生长和产生T-2毒素的活性物质。 
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图 3 H5 与禾谷镰孢菌(FG1207)共同培养菌悬液 T-2毒素的

LC-MS/MS离子图谱 

Fig.3 LC-MS/MS chromatograms of T-2 toxin in liquid co-culture 

of H5 and Fusarium graminearum (FG1207) 

注：a：T-2 毒素标准品谱图，b：T-2 毒素标准品的标准曲

线图；c：镰孢菌普通培养菌悬液T-2毒素含量谱图，d：H5 与

镰孢菌共同培养菌悬液T-2 毒素含量谱图。 

由于很多种镰孢菌的生长条件都相似，因此，H5

可能对于其它类型镰孢菌的生长和产毒也具有抑制作

用，有待将来通过对 H5 做延伸应用实验得到确证。 

2.5  H5 的 16s rRNA 序列鉴定结果 

将 16s rRNA序列片段提交比对后，所得的结果是

H5 与尼泊尔葡萄球菌(Staphylococcus nepalensis)的相似

度为 99.929%，提交的序列号（BankIt）为 1620367，

菌编号为 KF002255，作 16S rRNA 建发育树检测，结

果如图 4 所示。 

尼泊尔葡萄球菌一般存在于水中和泥土中，这是

首次发现在对虾肠道中存在尼泊尔葡萄球菌。葡萄球

菌属细菌大部分无毒，少部分有毒，按色泽分为白色

葡萄球菌，柠檬色葡萄球菌和金黄色葡萄球菌三类，

菌落为白色的种类无毒，柠檬色的部分有毒，金黄色

的有毒，而 H5 的菌落为乳白色，应该是无毒型葡萄

球菌。 

2.6  H5 的生化鉴定结果 

 

图 4 基于 16s rRNA序列的系统发育树(H5) 

Fig.4 Phlogenetic tree based on 16S rRNA sequence  analysis of H5 

表 2 H5 细菌生化鉴定结果表 

Table 2 Biochemical identification of H5 

反应项目 结果 反应项目 结果 反应项目 结果 反应项目 结果 反应项目 结果 反应项目 结果 

BXYL + LysA - AspA - LeuA - PheA - ProA - 

BGAL - PyrA + AGAL - AlaA - TyrA - BNAG - 

APPA (-) CDEX - dGAL - GLYG - INO + MdG + 

ELLM - MdX - AMAN - MTE - GlyA - dMAN + 

dMNE + dMLZ - NAG - PLE ＋ IRHA - BGLU + 

BMAN - PHC - PVATE + AGLU - dTAG - dTRE + 

INU - dGLU + dRIB + PSCNa - NaCl6.5% + KAN - 

OLD - SAC + TTZ - POLYB_R -     
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注：“+”为阳性，“-”为阴性。 

H5 的全自动生化鉴定结果如表 2 所示，鉴定 H5

为尼泊尔葡萄球菌，相似度为96.86%，从生化反应结

果可知，H5 的木糖甘酶、酪氨酸芳胺酶反应为阳性，

对糖的发酵反应不规则，能分解海藻糖、甘露糖、葡

萄糖、蔗糖，血糖，也能分解麦芽糖醇和甘露醇，能

利用 NaCl。H5 具有阻断禾谷镰孢菌产 T-2 毒素的能

力或者降解、转化 T-2 毒素的能力，与这些生化特性

相关。另外，目前已经知道葡萄球菌属细菌在生长过

程产生溶纤维蛋白酶（Staphylococcal fibrinolysin），热

核 酸 酶 (Heat-stable nuclease) ， 透 明 质 酸 酶

(Hyaluronidase)和脂肪酶(Lipase)等生物酶，这些酶及

其它生物酶的共同作用可能会导致镰孢菌的细胞间质

纤维和核榶分解，从而破坏了镰孢菌的正常生长，减

少了镰孢菌的生长量。 

3  结论 

从对虾肠道分离得到一株海洋尼泊尔葡萄球菌

(Staphylococcus nepalensis)KF002255，其生长过程产

生的胞外产物有效地抑制禾谷镰孢菌的生长，并且能

抑制或降解禾谷镰孢菌产生 T-2 毒素。由于本实验只

是对 KF002255 抑制产毒禾谷镰孢菌进行体外实验，

对于 KF002255 在对虾体内抑制产毒镰孢菌作用的效

果以及应用的安全性问题，还有待进一步的研究。 
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