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摘要! 为了探明纳豆菌脂肽对对虾养殖环境中的产 K82 毒素镰孢菌分离株的控制效应!实验

采用扫描电镜观察了镰孢菌孢子超微结构$普通显微镜观察了菌丝形态$荧光显微镜观察了菌

丝通透性" 结果显示!脂肽浓度为 4 :J6:'时!脂肽对镰孢菌孢子萌发的抑制率达 0919C!

镰孢菌培养到第 / 天的生物量为不加脂肽对照的 2811C" 扫描电镜观察结果表明!4 :J6:'

的脂肽可以使镰孢菌的孢子呈念珠状#普通显微镜观察结果显示!4 :J6:'脂肽处理能使菌

丝隔膜消失#荧光显微镜观察结果表明!脂肽能增加镰孢菌菌丝细胞膜的通透性"

关键词! 镰孢菌# 纳豆菌# 脂肽# 抑菌

中图分类号! *:8/5555555555555文献标志码%&

55镰孢菌属为半知菌亚门"丝孢纲"是一类数量

大&种类繁多"适应世界各地环境的霉菌"兼寄生或

腐生生活"是真菌中较大的一属) 寄生于对虾上的

镰孢菌"4:77 年首次在日本冈山水产实验所养殖

的日本对虾#!(#+%&3.&,-5.%+3(),-$上发现
'4(

"以

后随着世界养虾业的迅速发展"已在白对虾

# "&3.&,- -&#(>&*,-$" 凡 纳 滨 对 虾 # "&3.&,-

A.33.0&($"加州对虾#"&3.&,-)./(>+*3(&3-(-$等多

种对虾上发现"成为继对虾链壶菌病&离壶菌病和

海壶菌病后危害最大的真菌性疾病
'2(

) 孙颖峰

等
'/(

研究表明"对虾养殖环境存在一定浓度的镰孢

菌"对对虾养殖存在潜在危险"因此研究控制对虾

养殖环境中的镰孢菌的无公害制剂十分必要)

脂肽是枯草芽孢杆菌
'8(

&淀粉液化芽孢菌

杆
'1(

&苏云金芽孢杆菌
'7(

等分泌的一类由亲水性

环状短肽头部和长链疏水性脂肪酸尾巴组成的双

亲性化合物"主要由 FIEX3A@;>&;@IE;>&X?>J4A;> 三大

类组成) 脂肽具有强抗真菌活性"目前已经运用

于许多真菌的防治
'0 6:(

) 本研究组前期的研究已

从纳豆中分离筛选出了一株纳豆芽孢菌杆菌 %K8

7 菌株"该菌可以产生 FIEX3A@;>&;@IE;>&X?>J4A;> 三

类脂肽类物质
'43 644(

)

镰孢菌的很多种类可以产生真菌毒素"人畜

食用被污染的食物后会造成食物中毒甚至死亡)

单端孢霉烯毒素是镰孢菌产生的最重要&数量最

多的毒素"K82 毒素是单端孢霉烯毒素中最重要

的一种) 目前还没有对虾养殖环境中的镰孢菌能

产生 K82 毒素的研究报道) 本研究组前期的研究

已从对虾养殖环境中筛选出了梨孢镰孢菌&串珠

镰孢菌等镰孢菌
'/(

) 本实验在此基础上进一步

筛选出能产生 K82 毒素的镰孢菌"并研究纳豆菌

脂肽对其的抑菌效应及抑菌机理"以期为纳豆菌

脂肽用来控制对虾养殖环境中的产 K82 毒素镰孢

菌提供基础)
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45材料与方法

%&%'菌株

纳豆菌 %K87#O.)(//,--,;#(/(-%3@@/$"广东海

洋大学食品科技学院海洋有害微生物及毒素绿色

控制研究室保存"经生理生化 47*E5%&鉴定

#T?>93>H 登录号为 !%493729$)

镰 孢 菌 (W443284& (F44348/& (F443480&

(X243484&(X/43288 均广东海洋大学食品科技学

院海洋有害微生物及毒素绿色控制研究室保存"

分离于对虾养殖环境
'/(

)

%&('培养基

镰孢菌产毒培养基 #TO%$!%+

8

+

2

7"

8

4 J"

Q-0312 J"2J*"

8

.0+

2

"312 J"葡萄糖 43 J"酵

母膏 1 J"-I*"

8

.1+

2

" 31331 J" >̂*"

8

.0+

2

"

3134 J"+

2

"4333 :'

绿豆培养基!取绿豆 13 J&加蒸馏水 4 '煮沸

43 :;>"过滤后取滤液定容至 4 '"424 R灭菌

23 :;>)

'9液体培养基#C$!牛肉膏 311%蛋白胨 4%

%3-0311%B+012)

改良 '3>N4 培养基的组成为 # 6'$!葡萄糖

4313 J"谷氨酸钠 113 J"2J*"

8

311 J"Q-03109

J"Q+

2

7"

8

413 J"(?*"

8

3131 :J"-I*"

8

3147

:J"2>*"

8

113 :J)

%&*'产 0L( 毒素镰孢菌的筛选

将实验室保藏的镰孢菌 (W443284&(F44348/&

(F443480&(X243484&(X/43288 分别接到 TO%培养

基中"9 <21 R间隔 42 P 变温&前期光照后期黑

暗&前期振荡后期静止的培养条件下培养 29 N)

取 43 :'培养液"加入 43 :'乙酸乙酯振荡 43

:;>#%K*88333&$"8 333 E6:;> 离心 1 :;>#K5'8

18&$"取上清液"重复提取 / 次) 合并上清液"73

R %

2

吹干 #%8,.&7444 $ 后用 4 :'甲醇 >1

::/0乙酸铵溶液 #/ >0%P>P$ >314C甲酸定

容"超声 1 :;>"旋涡 /3 F#.KU8/333'$"过 3122

$

:滤膜) '-82*62*检测 K82 毒素)

'-82*62*仪器条件!色谱柱为 +4B?EF;0

T"'5#413 ::=214 ::"1

$

:$%流动相!&为

甲醇 9为 1 ::/06'乙酸铵溶液#314C甲酸$%进

样量为 43

$

'%针头到瓶底距离为 413 ::%进样

速度为 4313

$

'6F%淋洗体积为 4 133

$

'%冲洗体

积为 4 133

$

'%淋洗速度为 433133

$

'6F)

质谱扫描模式!,*)# >$%喷雾器电压为 8

133 .%鞘气压力为 21 3I%辅助气压为 1 3I%毛细

管温度为 203 R%碰撞压为 411 :K/EE)

%&-'纳豆菌脂肽的制备

取斜面保存的 O.)(//,-3.##+ %K87 菌株"接种

于 '9液体培养基中"于 /0 R&413 E6:;> 条件

下"恒温摇床振摇培养 28 P 作为种子液) 按照

1C接种量接种于改良的 '3>N4 培养基"于 // R&

493 E6:;> 培养 /9 P) 1 333 E6:;> 离心 41 :;> 除

去菌体"上清液调 B+至 213"低温过夜"1 333 E6

:;> 离心 41 :;> 取沉淀用甲醇溶解"调节 B+至

013"于磁力搅拌器上低温搅拌 1 P"43 333 E6:;>

离心 23 :;> 后得到的上清液即为含脂肽的甲醇

溶液"然后利用低温冷冻干燥除去甲醇)

%&.'镰孢菌孢子悬液的制备

将镰孢菌 (W443284 接种于绿豆培养基中进

行产孢"于 /3 R&423 E6:;> 的培养条件下培养

2 N) 培养液经双层纱布过滤"9 333 =J 离心除掉

上清"用 3134C吐温 623 溶液悬浮孢子"并用血

球计数板检测孢子悬浮液浓度备用)

%&H'脂肽对孢子萌发的影响

采用凹玻片法测定脂肽对孢子萌发的抑制作

用"用无菌水将脂肽配制成 2&4&312 :J6:') 取

83

$

'孢子悬浮液#43

1

AXI6:'$和等体积不同浓

度的脂肽加到凹玻片上"混匀"使脂肽最终浓度为

4&311&314 :J6:') 以加入等体积的无菌水和孢

子悬浮液的凹玻片为对照) 将凹玻片放在灭菌纱

布保湿的洁净培养皿中"29 R培养"43 P 后检查

孢子萌发情况) 每个处理检测 / 个视野"每个视

野检测 13 个孢子"计算孢子萌发抑制率)

孢子萌发率 #C$ B#孢子萌发总数6观察孢

子总数$ =433%

孢子萌发抑制率#C$ B#对照萌发率 6处理

萌发率$ 6对照萌发率 =433)

%&R'脂肽对镰孢菌生长的影响

将脂肽溶于 75&培养基"使其终浓度分别为

4&311&314&3134 :J6:') 分别加 233

$

'含有不

同浓度脂肽的 75&培养基到 :7 孔板中"以 233

$

'不加脂肽的 75&培养基为对照"每个孔接入

43

$

'镰孢菌孢子悬浮液#43

7

AXI6:'$) 29 R培

养 / N"每隔 28 P 于 7/3 >:处测量吸光度值)

%&Z'脂肽对镰孢菌孢子超微结构的影响

向镰孢菌孢子悬浮液#43

7

AXI6:'$中加入脂

190
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肽使其终浓度分别为 4 和 311 :J6:'"对照组加

入无菌水"于 /0 R作用 / P) 离心收集孢子"用

211C戊二醛固定 2 P 后涂片"临界点干燥"干燥

后的标本放入高真空蒸发器中"喷金镀膜"扫描电

镜下观察"拍照) *,2 U'8/3 型扫描电子显微镜

#7+)')7*"美国$)

%&V'脂肽对镰孢菌菌丝形态的影响

将镰孢菌 (W443284 接种于 75&液体培养

基"于 /3 R培养 23 P) 取培养液 7 333 =J 离心

43 :;>"收集菌丝"无菌水洗涤 / 次后重新用无菌

水悬浮"得到菌丝悬浮液) 加入脂肽"使其终浓度

为 4 :J6:'"对照组不加入脂肽"于 /3 R中作用

8 P"显微镜下镜检)

%&%T'脂肽对菌丝通透性的影响

向镰孢菌 (W443284 菌丝悬浮液加入脂肽"使

其终浓度分别为 4 和 311 :J6:'"对照组加入无菌

水"于 /0 R作用 / P"离心收集菌丝"无菌水洗涤 /

次后通过 7)染色后在荧光显微镜下进行观察) 对

照菌丝用无菌水悬浮处理) 7)#*;J:3"美国$的配

制参 照 厂 家 说 明 书) 荧 光 显 微 镜! "04:BIF

X0I/E?FA?>A?:;AE/FA/B?9U873 #"04:BIF"!3B3>$%

激发光波长 813 <8:3 >:%发射光波长 123 >:)

25结果与分析

(&%'产 0L( 毒素镰孢菌的筛选

镰孢菌 (W443284 发酵产物 '-82*62*的图

谱在保留时间 1187 :;> 处有一明显吸收峰"与 K8

2 毒素标准品图谱对比"可以判断镰孢菌 (W44328

4 能产生 K82 毒素#图 4$)

(&('脂肽对孢子萌发的影响

随着脂肽浓度的升高"孢子萌发率降低"脂肽

对镰孢菌孢子的萌发抑制作用增强#表 4$) 当脂

肽浓度为 4 :J6:'时"脂肽对孢子萌发的抑制率

达 0919C)

图 %'0L( 毒素检测的 +ILDK̀DK的图谱

&1K82 毒素标准品 '-82*62*的图谱% 91镰孢菌 (W443284 发酵产物 '-82*62*的图谱)

=4>&%'+ILDK̀DK/1B@A0L( 8@G47;585!84@7

&1'-82*62*:3B /XK82 @/[;> F@3>N3EN% 91'-82*62*:3B /XX?E:?>@3@;/> BE/NIA@FBE/NIA?N =4 J,-.*(,0(W4432841

表 %'脂肽对镰孢菌孢子萌发的影响

012&%'OAA5!8@AE4B@B5B84;56@76B@356@A

62)*1.2, >53/47184@7

脂肽浓度6#:J6:'$

A/>A?>@E3@;/> /X

0;B/B?B@;N?F

孢子萌发率6C

E3@;/ /XFB/E?F

J?E:;>3@;/>

孢子萌发抑制率6C

;>P;=;@;/> E3@;/ /X

FB/E?FJ?E:;>3@;/>

3 13 3

4 4317 0919

311 4012 7117

314 201/ 8111

(&-'脂肽对镰孢菌生长的影响

当加入的脂肽浓度为 4 :J6:'时"镰孢菌的

生长受到明显的抑制"培养到第 / 天的生物量为

不加脂肽对照的 2811C#图 2$) 随着脂肽浓度的

降低"其对镰孢菌生长的抑制逐渐减弱%当脂肽浓

度降到 3134 :J6:'时"加入脂肽的镰孢菌的生

长速度反而超过对照组镰孢菌的的生长速度"这

可能是脂肽粗提物中含有某些能促进镰孢菌生长

的杂质)

图 ('脂肽对镰孢菌生长的影响

=4>&('OAA5!8@AE4B@B5B84;56@7895>3@C89@A62)*1.2,

790
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(&.'脂肽对镰孢菌的孢子超微结构的影响

由扫描电镜图#图 /$结果可知"对照组的镰

孢菌孢子表面光滑#图 /83$%311 :J6:'的脂肽

处理的孢子中央有一缢痕#图 /8=$"经 4 :J6:'

脂肽处理的孢子成念珠状#图 /8A$)

图 *'扫描电镜观察脂肽对镰孢菌孢子形态结构的影响

=4>&*'OAA5!8@AE4B@B5B84;56@7/@3B9@E@>< @A62)*1.2,6B@3562< KOD

(&H'脂肽对镰孢菌菌丝形态的影响

由图 8 结果可知"与对照菌丝相比"在脂肽处

理 8 P 后"细胞内菌丝隔膜消失"且出现了很多较

大的囊泡)

图 -'脂肽对镰孢菌菌丝形态的影响

=4>&-'OAA5!8@AE4B@B5B84;56@78959<B91 /@3B9@E@>< @A62)*1.2,

(&R'脂肽对菌丝细胞膜通透性的影响

7)与核酸结合后在 813 <8:3 >:绿光照射

下会发射波长 123 >:左右的红色荧光"但是 7)

本身不能透过细胞膜) 所以"当在荧光显微镜下

观察到细胞在 7)的染色下呈红色时"则意味着该

细胞膜的透性发生了改变) 如图 1 所示"经过浓

度为 311 :J6:'脂肽处理的菌丝部分被染成了

红色"经过浓度为 4 :J6:'抗菌肽处理的菌丝大

部分都被染成红色"而对照只有很少一部分被染

色) 这说明脂肽能够破坏镰孢菌 (W443284 菌丝

膜的通过性"且浓度越高"破坏能力越强)

图 .'脂肽处理过的菌丝被 ,]染色后的荧光显微图

=4>&.'=E:@356!57!5/4!3@6!@B< @AE4B@B5B84;56L835185;62)*1.2,/<!5E41 2< ,]6814747>

/5结论与讨论

战文斌
'42(

等首次报道从越冬期中国对虾病虾

上分离鉴定出了腐皮镰孢菌&尖孢镰孢菌&三线镰

孢菌和禾谷镰孢菌"但没有进一步研究这些镰孢菌

能否产生 K82 毒素) 本研究首次筛选出了对虾养

090
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殖环境中的产 K82 毒素的镰孢菌) 对虾养殖环境

中的产 K82 毒素的镰孢菌浸染对虾后很有可能会

在对虾体内产生 K82 毒素"类似的情况 9E?WF@?E

等
'4/(

报道过) 因此与不产毒素的镰孢菌相比"产

K82 毒素的镰孢菌对对虾养殖的危害性可能会更

大) 抑菌实验结果表明"纳豆菌脂肽浓度为 4 :J6

:'时"脂肽对分离于对虾养殖环境中的产生 K82

毒素的镰孢菌的孢子萌发和生长均有明显的抑制

作用"这为脂肽用来控制对虾养殖环境中的产生

K82 毒素的镰孢菌提供了基础)

有研 究 表 明" 霉 菌 受 脂 肽 中 FIEX3A@;>&

X?>J4A;> 和 ;@IE;> 等活性组分的协同抑制
'48 647(

"

而本实验中纳豆菌脂肽含有 FIEX3A@;>&X?>J4A;> 和

;@IE;> 这 / 种组分"故本研究中纳豆菌脂肽对镰孢

菌的抑制作用是 FIEX3A@;>&X?>J4A;> 和 ;@IE;> 这 /

种组分协同作用的结果) 在本研究中"通过 7)染

色结果表明纳豆菌脂肽可以破坏镰孢菌的菌丝的

细胞膜"并与膜物质结合"导致真菌菌丝细胞膜

穿孔
'40 649(
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