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茴香醛对黄曲霉菌的抑制作用

谢一嘉，李晓凤，余以刚，张自强，林旖晗，肖性龙*

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）

摘要：该文研究了茴香醛（p-Anisaldehybe，AS）对黄曲霉（Aspergillus flavus，A. flavus）的抑菌效果。通过

96 孔板二倍稀释法确定了 AS 对黄曲霉的最小抑菌质量浓度（Minimum Inhibitory Concentration，MIC）和最小杀菌

质量浓度（Minimum Fungicidal Concentration，MFC）分别为 0.80 mg/mL 和 3.20 mg/mL。2 MIC AS 处理对黄曲霉

的孢子萌发抑制率、菌丝生物量合成抑制率、径向生长抑制率和黄曲霉毒素 B1 合成抑制率皆为 100%。与对照组相比，

24 h 内 4 MIC 组黄曲霉胞内核酸（A260）和蛋白（A280）释放量增长显著，胞外电导率和 pH 值均升高。通过荧光增

白剂（Calcofluor White，CW）染色实验证明，AS 处理对黄曲霉细胞壁隔膜无显著性影响。此外，2 MIC AS 能够有

效抑制黄曲霉侵染开心果，第 8 天时霉菌总数下降了 1.89 lg CFU/g。综上所述，AS 处理显著抑制黄曲霉菌的生长，

对开心果霉菌减控有显著效果，有望开发为新型抑菌剂应用到食品工业中。
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Abstract: The antifungal activity of p-anisaldehyde (AS) against Aspergillus flavus was determined using the two-fold 

dilution method in 96-well plates. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) 

of AS against A. flavus were found to be 0.80 mg/mL and 3.20 mg/mL, respectively. Spore germination, mycelial biomass 

synthesis, radial growth, and aflatoxin B1 (AFB1) synthesis were all completely inhibited in A. flavus cultures treated with 

2 MIC (1.60 mg/mL) AS. Compared with the control group, the 4 MIC AS group released considerably more intracellular 

nucleic acid (A260) and protein (A280) within 24 h, as well as exhibited increased extracellular conductivity and pH value. The 

results of calcofluor white (CW) staining showed that AS treatment had no substantial effect on the cell wall septum 

of A. flavus. Moreover, 2 MIC AS could effectively inhibit the growth of A. flavus on pistachios, and the total number of 

molds decreased by 1.89 lg CFU/g on the 8th day. In conclusion, AS treatment substantially inhibited the growth of A. flavus 

and reduced the mold on pistachios. Therefore, it is expected to be developed as a new fungistatic agent for the food industry.
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黄曲霉菌（Aspergillus flavus，A. flavus）是一

种常见的腐生真菌，属真菌门、半知菌亚门，常

污染采摘前后的农作物、粮食制品、坚果及谷物

中，导致农作物减产、粮食污染，造成经济损失和

食品安全问题  [1] 。作为病原性真菌，黄曲霉会通过

上呼吸道和伤口感染人体，诱发人体过敏性肺炎以

及上呼吸道过敏性疾病，如外源性哮喘、肺泡炎和

过敏性支气管曲霉病等，免疫系统较弱或肺部患疾

病的人因曲霉菌而出现健康问题的风险更高 [2] 。此

外，部分黄曲霉菌株在生长代谢过程中会产生黄曲

霉毒素（Aflatoxin，AFT），主要包括黄曲霉毒素

B1、B2、G1 和 G2 等 20 多种，具有强烈的致癌、致

畸和致突变作用 [3] 。其中，AFB1 毒性最强，约为氰

化钾毒性的 10 倍、砒霜的 68 倍 [4] ，被世界卫生组

织（World Health Organization，WTO）划定为 I 类
致癌物，人体摄入少量的 AFB1 便会引起病变、神

经源性心脏损伤、胃肠道疾病，甚至死亡 [5] 。采用

无毒或低毒的植物源天然产物控制黄曲霉及黄曲霉

毒素污染成为研究热点。

茴香醛（p-Anisaldehybe，AS），学名甲氧基苯

甲醛，又名对茴香醛、大茴香醛，广泛存在于茴香属、

合金欢等植物之中  [6] 。茴香醛安全无毒，是国标

GB 2760-2014 中可直接添加到食品中的食用香料，

在美国食品和药物管理局（FDA）的《联邦法规》

（CFR）中被归类为公认安全 [7] 。茴香醛具有抗氧化

活性，通过提高抗坏血酸 - 还原性谷胱甘肽循环的

抗氧化潜力，来激活抗氧化防御系统，缓解活性氧

的积累，从而减缓水果的氧化腐烂 [8] 。此外，茴香

醛具有良好的抗菌活性，能有效抑制许多食源性致

病菌，如单增李斯特氏菌 [9] 、金黄色葡萄球菌 [10] 和

铜绿假单胞菌杆菌 [11] 等；对假丝酵母 [12] 、柑橘酸腐

病菌 [13] 等酵母和霉菌也显示出抗菌活性。

作为天然植物源提取物，茴香醛具有抗菌活性

强、成本低、来源广等优点，具有较大的开发前景。

在目前的国内外研究报道中，鲜见有应用茴香醛作

为抑菌剂抑制黄曲霉菌的研究报道。因此，本实验

研究了茴香醛对黄曲霉的抑菌作用，通过测定孢子

萌发率、菌丝干重、菌落直径和 AFB1 含量，探究

茴香醛对黄曲霉抑制效果；通过测定细胞壁完整性、

内容物释放量、胞外电导率和 pH 值，初步探究茴

香醛潜在的抗真菌机制；最后评估茴香醛作为熏蒸

剂在开心果中的霉菌减控效应，为天然植物源抑菌

剂的开发与应用提供理论基础。

1  材料与方法

1.1 菌株、材料与试剂

黄曲霉菌株（Aspergillus flavus GDMCC 3.493）
购于广东省微生物菌种保藏中心；开心果（Pistacia 
vera L.）由广东南兴天虹果仁制品有限公司提供；

茴香醛（p-Anisaldehybe，AS ；纯度≥ 99%）购于

上海麦克林生化科技有限公司；卡尔科弗卢尔荧光

增白剂（Calcofluor White，CW）购于 Sigma-aldrich
公司；抗荧光淬灭封片剂购于碧云天生物技术有限

公司；Beacon 黄曲霉毒素试剂盒（20-0017）购于北

京安易世纪科技有限公司；马铃薯葡萄糖液体培养

基（PDB）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）购于

广州环凯微生物有限公司。

1.2 主要仪器与设备

DSX-18L 高压蒸汽灭菌器，上海申安医疗

器械厂；Spectra Max M5 酶标仪，美国 Molecular 
Devices 公司；HZQ-F100 恒温振荡培养箱，上海一

恒科学仪器有限公司；LRH-150-S 恒温恒湿培养箱，

广东省医疗器械厂；FA2104 分析天平，舜宇恒平仪

器；KLCZ-880A 超净工作台，北京亚泰科隆仪器技

术有限公司；JW-3021HR 高速冷冻离心机，上海卢

湘仪离心机仪器有限公司；Digital Sight 10 荧光显微

镜，日本 Nikon 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 黄曲霉活化和孢子悬浮液制备

黄曲霉在 PDA 平板上于（28±2）℃培养 5~7 d 至

大量产孢。加入适量 0.05%（质量分数）的 Triton 
X-100 溶液（0.01 mol/L PBS 为溶剂），反复吹打菌

体至孢子脱落，用四层擦镜纸过滤，得到滤液即为

孢子悬浮液。孢子悬浮液稀释后于显微镜下观察，

通过血球计数板进行孢子计数，现配现用。

1.3.2 茴香醛对黄曲霉的最小抑菌浓度及最小杀

菌浓度测定

采用 96 孔板二倍稀释法测定 AS 对 A. flavus 的
MIC 和 MFC。在 96 孔板每孔中加入 100 μL 的 PDB，
在第一个孔中加入 100 μL 的 AS 母液（102.4 mg/mL，
体积分数 50% 的无水乙醇溶解），混匀后，移取

100 μL 混合液于第 2 个孔中吹打混匀，重复上述步

骤至第 10 个孔，弃去 100 μL 混合液。每孔加入

100 μL 孢子悬浮液（106 CFU/mL），使 AS 最终质量
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浓度分别为 25.60、12.80、6.40、3.20、1.60、0.80、0.40、
0.20、0.10和 0.05 mg/mL。未加AS的孔作阳性对照，

未加孢子悬浮液的孔作阴性对照。将 96 孔板置于

培养箱中，（28±2）℃培养 24 h。以肉眼观察不

到菌丝的孔对应的浓度为 MIC。从上述无肉眼观

察到真菌生长的孔中吸取 100 μL 混合液，接种

在 PDA 的平板上，（28±2）℃培养 48 h，无肉眼

观察到菌体生长对应的最低浓度为 AS 的 MFC。

1.3.3 茴香醛对黄曲霉孢子萌发的影响

参考卫梦绮 [14] 的方法并稍加修改。在 PDB 中

加入孢子悬浮液（最终浓度为 106 CFU/mL），加

入 AS 使其最终质量浓度为 0、1/2 MIC、MIC 和               
2 MIC，（28±2）℃、180 r/min 震荡培养。以牙管长

度超过孢子直径一半为萌发标准，每 3 h 取样，通

过显微镜观察孢子萌发状态，每次镜检孢子数量不

少于 100个。对照组孢子萌发率≥85%时，观察结束，

记录孢子萌发率（视野中萌发孢子数占总观察孢子

数百分比值）。

1.3.4 茴香醛对黄曲霉菌丝生物合成的影响

参考 Li 等  [15] 的方法并稍加修改。在 YES 培养

基（质量分数 2% 酵母提取物，质量分数 18% 蔗

糖和质量分数 0.006% MgSO4）中加入孢子悬浮

液（最终浓度为 105 CFU/mL），加入 AS 使其最

终质量浓度分别为 0、1/2 MIC、MIC 和 2 MIC，

（28±2）℃，180 r/min 震荡培养。在第 2、3 和 4
天时抽滤并收集菌丝，于烘箱内 80 ℃烘至恒重，

记录菌丝干重。

1.3.5 茴香醛对黄曲霉在PDA径向生长的影响

添加 AS 于 48 ℃左右的 20 mL PDA 中，使其

最终质量浓度为 0、1/2 MIC、MIC 和 2 MIC，充

分混匀后倒平板冷却。移取 10 μL 孢子悬浮液

（106 CFU/mL）接种于平板中心，于（28±2）℃，

90% RH 的恒温恒湿培养箱中静置培养。每隔 1 d
采用十字交叉法测量菌落直径，以菌落直径对时

间作图得到黄曲霉菌生长速率曲线，斜率为生

长速率，延滞期为菌落直径达到 10 mm 所需要

的时间。

1.3.6 茴香醛对黄曲霉产毒的影响

参照 1.3.4 中方法培养黄曲霉 5 d 后收集样品，

于 10 000 r/min 条件下离心 3 min，取上清液并根据

Beacon 黄曲霉毒素试剂盒（20-0017）说明书步骤，

检测 AFB1 含量。

1.3.7 茴香醛对黄曲霉细胞膜的影响

1.3.7.1 细胞内容物释放量的测定

参照 Hu 等 [16] 的方法测定细胞内容物释放量。

将孢子悬浮液加入到 40 mL PDB 中，使其最终

浓度为 105 CFU/mL，（28±2）℃，180 r/min 震荡培

养 24 h 后，8 000 g 条件下离心 10 min 收集菌丝，

用 0.01 mol/L PBS 洗涤 2 次并重悬至 40 mL，加入

AS 使其最终质量浓度为 0、MIC、2MIC 和 4 MIC，
（28±2）℃、180 r/min 震荡培养，分别于 0、2、4、8、
12、18 和 24 h 取适量混合物于 3 500 g 离心 5 min，
取上清液于 260 nm、280 nm 处测定吸光值。PBS
校准空白。

1.3.7.2 胞外电导率和pH值的测定

按照 1.3.7.1 方法培养黄曲霉 24 h 后收集菌丝，

用无菌水洗涤 2 次并重悬至 40 mL，加入 AS 使其

最终质量浓度 0、MIC、2MIC 和 4 MIC，（28±2）℃、

180 r/min 震荡培养，分别于 0、2、4、8、12、18
和 24 h 取适量混合物于 8 000 g 离心 5 min，测上清

液的电导率和 pH 值。

1.3.8 茴香醛对黄曲霉细胞壁的影响

吸取适量孢子悬浮液加入到 40 mL PDB 中（最

终浓度为 105 CFU/mL），（28±2）℃，180 r/min 震

荡培养 24 h，加入 AS（最终质量浓度为 0、1/2 
MIC、MIC 和 2 MIC）继续培养 24 h。取少量菌丝

滴加于载玻片上，加入 10 μL CW 和 10 μL 质量分

数 10% 的 KOH 溶液，静置 1 min，滴加 1 滴抗荧

光淬灭剂保护荧光，置于荧光显微镜下观察拍照。

1.3.9 茴香醛的体外抑菌作用

1.3.9.1 茴香醛熏蒸试验

采用点接触法在 20 mL PDA 平板中心接种

10 μL 106 CFU/mL 孢子悬浮液。计算平板容积，分

别将滴加有 0 MIC、1/2 MIC、MIC 和 2 MIC AS 的滤

纸片贴于培养皿盖中心处，用封口膜密封，置于恒温

很湿培养箱中，28 ℃、90% RH 培养 5 d，观察黄曲霉

在 PDA 上的生长状况。其中，1 MIC=0.80 mg/cm3。

1.3.9.2 霉变率的测定

开心果样品处理和接种参照 Xu 等 [17] 的方法略

作修改。挑选水分含量在 5% 左右的带壳开心果，

剥壳取仁，选择种皮完整、大小相近、无霉变的开

心果果仁于 121 ℃高压灭菌 15 min 以消除背景菌。

按 1:2（V 果仁 :V 孢子液）比例，将开心果果仁加入到孢

子悬浮液（106 CFU/mL）中，（28±2）℃、180 r/min
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震荡培养 5 min 后，用无菌滤网沥干水分。每个培

养皿（直径 9 mm）中放入 12 粒开心果，培养皿盖

中心粘贴滴加有 AS 的滤纸片（最终质量浓度为 0、
1/2 MIC、MIC 和 2 MIC），用封口膜密封后，在恒

温恒湿培养箱（28±2）℃、90% RH 静置培养 8 d，
期间每隔 2 d 观察培养期间的开心果的霉变状态并

计算霉变率（霉变开心果果仁数占总开心果果仁数

的百分比值）。其中，1 MIC=0.80 mg/cm3。

1.3.9.3 霉菌总数的测定

根据 GB 4789.15-2016《食品微生物学检测霉

菌和酵母计数》的方法，对 1.3.9.2 中获得的开心果

果仁样品霉菌总数进行计数。

1.3.10 数据分析

实验重复 3 次，采用 Origin 2018 软件处理数

据，结果表示为平均值 ± 标准差；采用 IBM SPSS 
Statistics 26 进行单因素方差分析，通过 Duncan 多

重比较进行显著性差异分析，P＜0.05表示差异显著。

2  结果与讨论

2.1 AS对黄曲霉的MIC和MFC

AS对黄曲霉的MIC和MFC值分别为 0.80 mg/mL
和 3.20 mg/mL。Ce 等 [10] 报道 AS 对金黄色葡萄球菌

的 MIC 值为 2.50 mg/mL ；Lin 等 [7] 报道 AS 对金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌的 MIC 值为均为 5.00 mg/mL ；Che
等 [18] 报道 AS 对指状青霉和意大利青霉的 MIC 和

MFC 均为 2.0 μL/mL，这说明 AS 的对不同菌株抑

菌活性差异较大，对黄曲霉抑制效果显著。

2.2 AS对孢子萌发的抑制作用

由图 1 可知，黄曲霉孢子在培养第 6 小时后开

始部分萌发，AS 处理下的孢子萌发数量与 CK 组相

比显著减少（P＜0.05）。培养第 12 小时，CK 组孢

子萌发率达到 88.46%，与 CK 组相比，1/2 MIC 和

MIC 处理下黄曲霉孢子萌发抑制率分别为 35.19%
和 93.97%。值得一提的是，2 MIC 处理下的黄曲霉

孢子萌发在 12 h 内完全被抑制。图 2 为 12 h 时不

同质量浓度的 AS 处理下的孢子萌状态观察图。可

以发现 12 h 时 CK 组黄曲霉孢子大多数已经延伸出

芽管，形成菌丝体雏形，1/2 MIC 处理组的孢子已

有部分萌发，但芽管长度相较短，萌发相对延后，

MIC 和 2 MIC 处理组的孢子呈球状，几乎未见萌发。

从孢子萌发率和孢子萌发状态观察可以发现，AS
对黄曲霉孢子萌发有显著的抑制作用，且呈剂量依

赖效应。紫苏精油处理黄曲霉也可以显著抑制孢子

萌发，2 MIC 紫苏精油处理下未观察到黄曲霉孢子

形态学变化 [16] ，这与本研究结果相似。

图 1  AS 对孢子萌发率的影响

Fig.1 Effects of AS on spore germination rate

   注：小写字母不同表示各组存在显著性差异（P＜0.05），

下图同。

 

 

图 2  12 h 时黄曲霉孢子显微镜观察图

Fig.2 Microscopic observation of A. flavus spores at 12 h

2.3 AS对菌丝生物合成的抑制作用

AS 对黄曲霉菌丝生物量的抑制作用可以通过

测定菌丝干质量来反映。如图 3 所示，与 CK 组相

比，随着 AS 质量浓度越大，对应处理组中菌丝干

重越小，AS浓度与菌丝干质量呈负相关。第 2 天时，

1/2 MIC 和 MIC 处理组的菌丝干质量分别为 0.42 g
和 0.02 g，菌丝生物量显著下降（P＜0.05），对菌

丝生长的抑制率分别为 20.75% 和 96.22%，在第 3
天时的抑制率分别为 14.94% 和 50.57%，在第 4 天

时分别为 11.59% 和 36.23%。这说明随着时间推移，

1/2 MIC 和 MIC 剂量的 AS 对黄曲霉菌丝生物合成

的抑制效果逐渐降低，但 2 MIC 处理组在测试时间
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点内未观察到菌丝生长。结果表明，AS 对黄曲霉

菌丝生物的合成有明显的抑制作用，2 MIC 的 AS
能够完全抑制黄曲霉菌丝生物合成。Su 等 [19] 研究发

现，肉桂醛处理黄曲霉的 MIC 为 0.07 mg/mL，当

肉桂醛浓度为 0.52 mg/mL（8 MIC）时，才能完全

抑制菌丝生长。

图 3  AS 对菌丝干质量的影响

Fig. 3 Effect of AS on dry weight of mycelium

2.4 AS对黄曲霉径向生长的抑制作用

图 4  AS 处理后黄曲霉的菌落形态（a）和菌落直径（b）

Fig.4 Colony morphology (a) and colony diameter (b) of 

A. flavus after AS treatment

如图 4a 所示，AS 处理的黄曲霉菌落形态发生

明显改变，未经 AS 处理的黄曲霉在 PDA 中正常生

长，在第 3 天时开始产黄色孢子，在第 5 天时大量

产孢。1/2 MIC 处理组的黄曲霉产孢延后至第 4 天，

第 5 天时菌落中心孢子稀疏，菌丝粗糙，菌丝形态

发生异常。MIC 和 2 MIC 处理组的黄曲霉在 PDA
中无法生长。菌落直径量化对应图 4b，培养至第 5
天时，1/2 MIC 处理组的黄曲霉直径仅为 CK 组

的 68.37%，MIC 和 2 MIC 处理组的菌丝直径皆

为 0 mm。由表 1 可知，AS 还能够降低黄曲霉的生

长速率，并延长延滞期，1/2 MIC 处理组的黄曲霉

生长速率较 CK 组生长速率下降了 21.02%，延滞期增

加了 62.14%。以上结果表明，AS 对黄曲霉表现出显

著的抑菌活性，能够有效地抑制黄曲霉生长。Salma
等

 [20] 研究发现，0.10 mg/mL 香芹酮和 1.00 mg/mL 芳

樟醇能够显著降低黄曲霉的生长速率，1.50 mg/mL
的香芹酮和 2.00 mg/mL 的芳樟醇能够完全抑制黄曲

霉在 PDA 上的径向生长。

表 1  AS处理对黄曲霉生长速率和延滞期的影响

Table 1 Effects of AS treatment on growth rate and lag 
phase of A. flavus

浓度 生长速率 / (mm/d) 延滞期 /d

CK 9.99±0.12a 1.40±0.01a

1/2 MIC 7.98±0.33b 2.27±0.03b

MIC NA NA

2 MIC NA NA

      注：同列右肩不同的小写字母表示具有显著差异（P＜0.05）。

2.5 AS对黄曲霉产毒的抑制作用

图 5  不同浓度 AS 对 AFB1 生物合成的影响

Fig.5 Effects of different concentrations of AS on AFB1 

biosynthesis

  为进一步研究 AS 对黄曲霉产毒的影响，研究

了不同 AS 浓度处理下，黄曲霉在液体培养基中

的 AFB1 产量。如图 5 所示，AFB1 的产量与 AS 质

量浓度呈负相关。培养 5 d 后，1/2 MIC 和 MIC 的

处理组的 AFB1 产量分别仅为 CK 组的 19.55% 和

12.58%。这些结果表明，AS 可以进一步抑制黄曲

霉次级代谢产物 AFB1 的合成。多数天然产毒对黄
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曲霉表现抗真菌活性的同时，也表现出显著的产毒

抑制作用，姜黄精油以剂量依赖性方式抑制黄曲

霉孢子萌发和 AFB1 合成，4 μL/mL 的姜黄精油对

黄曲霉孢子萌发抑制率和 AFB1 合成抑制率分别为

85.47% 和 58.50% [21] 。

2.6 AS对黄曲霉细胞膜破坏作用

2.6.1 细胞内容物释放量变化

A260 和 A280 值可以反映核酸和蛋白质泄露量 [22] 。
如图 6a 所示，CK 组 A260 值在 24 h 内无明显变化，

AS 处理组的 A260 值较 CK 组高，这是因为 AS 在

260 nm 处有的吸收峰。AS 处理组 A260 总体上呈增

长趋势，表明 AS 处理组黄曲霉细胞膜通透性发生

变化，有核酸物质泄露。4 MIC 处理组在 8 h 时 A260

趋于最大值，表明高浓度的 AS 处理使得细胞膜通

透性破坏加速，内容物加速流出。

图 6  AS 对黄曲霉细胞核酸（a）和蛋白（b）释放量的影响

Fig 6 Effect of AS on the release of nucleic acid (a) and

 protein (b) from A. flavus cells

同样，AS 在 280 nm 亦有吸收峰，在 280 nm
处的吸光度值较高。在 0~8 h 期间，AS 处理组的

A280 值呈下降趋势，在 8 h 后，A280 值上升并趋于最

大值，这可能是 AS 处理前期，疏水性的醛类化合

物 AS 具有疏水性，破坏了细胞膜，导致细胞膜的

通透性升高 [23] ，部分小分子的 AS 进入到细胞中，

大分子的蛋白尚且无法完全泄露，吸光值下降。8 h
后，4 MIC 处理组的细胞膜被完全破坏，蛋白质完

全泄露，吸光值上升。以上实验表明，AS 处理能

够破坏黄曲霉细胞膜通透性。

2.6.2 胞外电导率和pH值变化

细胞内容物具有导电性和酸碱度，通过测定胞

外电导率和 pH 值的变化趋势可以反应 AS 对黄曲

霉细胞膜破坏程度。如图 7a 所示，CK、2 MIC 和

4 MIC 处理组电导率在 24 h 内呈不同程度的上升

趋势，MIC 处理组电导率呈先上升后下降趋势。

2 MIC 和 4 MIC 处理组的电导率较 CK 组升高显著，

细胞膜通透性上升，胞内电解质物质流出。MIC 处

理组在 8 h 前电导率上升，说明前期黄曲霉菌丝细

胞膜完整性遭到破坏；8 h 后 MIC 处理组电导率下

降，推测是黄曲霉耐药性机制启动和质膜修复，导

致渗透压发生变化 [24] 。

图 7 AS 对黄曲霉细胞外电导率（a）和 pH 值（b）的影响

Fig.7 Effect of AS on extracellular conductivity (a) 

and pH (b) of A. flavus

图 7b 反映了 24 h 内不同质量浓度 AS 处理后

黄曲霉细胞外的 pH 值变化趋势。CK 组的 pH 呈略

微下降趋势，这可能于细胞内外渗透压变化有关。

MIC 处理组的 pH 值先下降后上升，这可能是在 8 h
前，AS 破坏了细胞膜完整性，导致酸性物质流出，

在 8 h 时后，细胞自我修复，酸碱物质的在细胞膜
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内外的流动发生变化。2 MIC 和 4 MIC 处理组的

pH 值均显著高于 CK 组，推测有更多碱性物质流出。

pH 值的变化趋势在不同天然产物处理不同菌株中

表现不同，如二氢杨梅素 [25] 提高黄曲霉胞外 pH 值，

邻香兰素 [20] 降低黄曲霉胞外 pH 值。

以上结果表明，不同质量浓度的 AS 处理后黄

曲霉的胞外电导率和 pH 值变化趋势不同，2 MIC
及以上的 AS 处理后的黄曲霉胞外电导率增加，pH
值降低，呈浓度依赖效应，能够对黄曲霉细胞膜造

成不可逆损伤。MIC 的 AS 处理的黄曲霉胞外电导

率先上升后下降，pH 值先下降后上升。黄曲霉细

胞膜不仅作为细胞屏障，还调控、介导多种细胞功

能，具有一定抗逆性 [26] 。不同质量浓度的 AS 对细

胞膜的何种结构和成分的破坏及破坏程度仍有待深

入研究。

2.7 细胞壁完整性观察结果

  

        

图 8  AS 处理后黄曲霉菌丝 CW 荧光染色图

Fig.8 CW fluorescence staining of A. flavus mycelium after

 AS treatment

黄曲霉细胞中的几丁质存在于菌丝隔膜中 [27] ，

卡尔科弗卢尔荧光增白剂是一种能够与细胞壁中几

丁质结合的非特异性荧光染料，通过荧光染白可以

观察几丁质分布。从图 8 可以观察到几丁质主要存

在于细胞壁和隔膜中，各处理组中的隔膜清晰明亮，

分布较为均匀，隔膜数量没有显著性差异，这说明

AS 处理对黄曲霉细胞壁几丁质含量变化影响不大。

不同天然产物对黄曲霉细胞壁影响不同，丹皮酚 处

理减少黄曲霉隔膜数量 [28]，但领香兰素处理对隔膜

数量影响不大 [29] 。

2.8 AS对开心果体外抑菌作用

图 9  不同浓度 AS 熏蒸处理后黄曲霉在 PDA 的生长状况

Fig.9 Growth of A. flavus in PDA after different 

concentrations of AS fumigation treatment

如图 9 所示，AS 熏蒸处理 5 d 后，对黄曲霉生

长有明显抑制作用，CK 组黄曲霉正常生长且大量

产孢，AS 处理组黄曲霉在 PDA 上无法生长。多数

植物源提取物都具有一定的挥发性，通过熏蒸处理

同样表现出抗真菌活性，方策 [30] 通过用香芹酚熏蒸

处理，能够有效抑制玉米、花生上黄曲霉的生长。

熏蒸试验结果表明，AS 通过挥发接触方式对黄曲

霉菌表现出抗真菌活性，可进一步进行 AS 体外抑

菌实验。

开心果易受黄曲霉侵染，因此选择开心果作为

AS 体外抑菌试验的食品基质。不同质量浓度 AS
处理的黄曲霉在开心果上的生长情况如图 10 所

示，培养 2 d 时，CK 组多数开心果表面出现白色

菌丝，AS 处理组无肉眼可见的菌丝。培养 4 d 时，

CK 组开心果上的黄曲霉已经产出密集的黄色孢

子，AS 处理组已有部分开心果出现白色菌丝，但

菌丝呈棉团状，形态异常，肉眼无法观察到孢子。

第 6~8 天，CK 组黄曲霉菌丝生长密集，大量产孢，

孢子几乎覆盖整个果仁，不同质量浓度 AS 处理组

差异较小，多数果仁表面部分部位有白色菌丝团，

但数量较少，且未见产孢。

开心果黄曲霉污染量化结果如图 11a 所示，第

4 天时，CK 组霉变率达到 100%，1/2 MIC、MIC
和 2 MIC 处理组霉变率分别为 69.04%、59.68% 和

56.29%，呈浓度依赖关系，第 8 天时 AS 处理组间

霉变率无显著性差异，在 83.51%~93.34% 之间。
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图 10  不同浓度 AS 熏蒸处理后开心果中黄曲霉的生长变化

Fig.10 Growth changes of A. flavus in pistachio after different 

concentrations of AS fumigation treatment

图 11  AS 对开心果霉变率（a）和霉菌总数（b）的影响

Fig.11 Effect of AS on the mildew rate (a) and total mold 

count (b) of pistachios

通过测定霉菌总数进一步量化 AS 处理下黄曲

霉侵染开心果的情况。如图 11b 所示，在储藏期内，

AS 能够有效减少开心果的霉菌总数，并且随着 AS
质量浓度的提高，霉菌总数下降。在 0~2 d 时，CK
组霉菌总数快速增长，由 3.28 lg CFU/g 增长到

6.69 lg CFU/g，增长率达到 103.96%，1/2 MIC、MIC
和 2 MIC 处理组增长率分别仅为 75.30%、47.56%

和 27.44%。第 8 天时，未经 AS 处理的霉菌总数

达到 7.69 lg CFU/g，而 1/2 MIC、MIC 和 2 MIC 处理

组中的霉菌总数分别为 6.37、6.44 和 5.80 lg CFU/g，
AS 处理组与 CK 存在显著性差异（P＜0.05）。结果

表明，AS 熏蒸处理可以显著抑制开心果黄曲霉的正

常生长，证实了 AS 作用新型食品防霉剂的应用潜力。

3  结论

本文研究了 AS 对黄曲霉的抑菌效果。结果发

现 AS 对黄曲霉有较强的杀菌效果，对黄曲霉孢子

萌发、菌丝生物量合成、菌落径向生长和 AFB1 生

物合成均有显著的抑制效果。不同质量浓度的 AS
处理后，黄曲霉细胞膜通透性有不同程度下降，内

容物释放量，胞外电导率和 pH 值增加，但细胞壁

中几丁质含量和分布变化不大。此外，AS 能够有

效抑制黄曲霉侵染开心果。本研究为扩大 AS 在食

品工业中的应用提供了理论基础，有望将其开发为

新型抑菌剂。
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