
　!"#$% &'(!)*'+ ,- 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１８ ０５０５　　　修订日期：　２０１８ ０７ １３
基金项目：　国家自然科学基金（３１４６０４８６；３１６６０５３３）；贵州省科技计划项目（黔科合平台人才［２０１７］５６１３）；贵州省烟草公司毕节市公司

项目（２０１７５２０５００２４１００）；贵州省科技厅农业攻关项目（黔科合ＮＹ［２０１４］３０３３号）
 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｌｉｌｕｃｋ＠１６３．ｃｏｍ

黑曲霉超临界萃取物抑制链格孢作用

机制的初步研究
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摘要　本试验对黑曲霉菌丝体超临界萃取物（ＳＥ）抑制链格孢的机制进行了初步研究。采用超临界萃取从黑曲霉

菌丝体中获得样品ＳＥ，使用气相色谱 质谱（ＧＣＭＳ）对其萃取物进行分离鉴定，并通过细胞膜渗透性测定、核酸和

总蛋白含量测定、４′，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）荧光染色法、活性氧（ＲＯＳ）含量测定、呼吸代谢途径等方法对ＳＥ

的抑菌机制进行研究；电导率及核酸、蛋白结果显示，ＳＥ能影响链格孢细胞膜的完整性，ＳＥ处理菌体４．５ｈ，电导率

比阴性对照增加了３７．２％，胞外核酸蛋白含量显著增加。ＤＡＰＩ染色结果显示，ＤＡＰＩ可以和链格孢内的核酸结合，

经ＳＥ作用３０ｍｉｎ，ＳＥ可引起细胞核染色质异常弥散。ＲＯＳ试验结果显示，ＳＥ可以激发菌体产生过多的活性氧，

ＳＥ作用链格孢４０ｍｉｎ时ＲＯＳ含量比阴性对照增加了７９．６７％。呼吸代谢试验结果显示，ＳＥ能抑制三羧酸循环

（ＴＣＡ）中的琥珀酸脱氢酶的活性，其抑制率为３５．４％。ＳＥ具有较强的抑菌活性，其抑菌机制是通过影响细胞膜的

正常功能、损伤细胞结构和抑制真菌的呼吸代谢等方面实现的。

关键词　黑曲霉；　超临界萃取；　链格孢；　抑菌机制；　琥珀酸脱氢酶；　ＤＡＰＩ
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　　链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪是分布广泛的一

类真菌，大多数兼性寄生于植物上，能引起多种农作

物病害，如：烟草赤星病、棉花叶斑病、辣椒腐烂病、

马铃薯黑腐病等，给农业生产和贮运中的农产品造

成重大损失［１２］。一些链格孢主要的致病机理是产

生多种致病毒素，引起被侵染植物组织的病理反应

和伤害。目前国内对该病菌的防治以化学防治为

主，但随着人类对食品安全、环境保护和克服有害生

物抗性等问题的日益重视，化学杀菌剂的使用正受

到越来越严格的限制［３４］，如欧盟和新加坡于２００３

年６月１日明文规定，禁止在特定领域使用多菌灵、

百菌清、环丙唑和甲霜灵等杀菌剂。因此，研究和开

发微生物抗菌活性物质，对于确保食品安全和生态

环境安全都具有十分重要的意义。黑曲霉犃狊狆犲狉

犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉是生物技术应用中一种非常重要的微

生物，早在１９１９年就被应用于工业中用来发酵柠檬

酸和葡萄糖酸［５］，此外黑曲霉还是果胶酶、蛋白酶和

淀粉转葡糖苷酶丰富的来源［６］。尽管黑曲霉是一个

安全的优势发酵菌种（ＧＲＡＳ），但运用在抗菌药物

研究与开发中的报道甚少［７］，并且其抑制真菌病害

的能力更是鲜有报道。Ｋｉｔｔｕｒａ等
［８］研究发现黑曲

霉中的抗菌物质壳聚糖对蜡状芽胞杆菌和大肠杆菌

有抑制作用。李祝等［９］从土壤中分离得到一株犃狊

狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉（ｘｊ），其对５种常见病原真菌腐霉

犘狔狋犺犻狌犿狆狉犻狀犵狊犺犲犻犿、茄镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻、

绿色木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪狏犻狉犻犱犲、西瓜炭疽病菌犆狅犾犾犲

狋狅狋狉犻犮犺狌犿狅狉犫犻犮狌犾犪狉犲、橘青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犮犻狋狉犻狀狌犿

等均具有抑制作用。左祥等［１０］从飞龙掌血犜狅犱犱犪

犾犻犪犪狊犻犪狋犻犮犪内分离了内生真菌Ｆ００１并确定为黑曲

霉后，发现黑曲霉具有广谱抗菌效果。本文通过超

临界萃取，从黑曲霉菌丝体中分离出具有抑制作用

的活性化合物ＳＥ，并对ＳＥ抑制链格孢的机理进行

了研究，着重考察了ＳＥ对菌体细胞膜的通透性、大

分子物质核酸和蛋白含量变化、ＲＯＳ氧含量变化和

呼吸代谢的影响，旨在为开发环境友好型微生物杀

菌剂提供一定的理论基础和依据。

１　材料与方法

１．１　材料

黑曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉菌株ｘｊ由贵州大学

真菌资源研究所分离，保藏于中国典型培养物保藏

中心，ＣＣＴＣＣ编号：Ｍ２０６０２１。链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪

犪犾狋犲狉狀犪狋犪，贵州大学微生物实验室分离、筛选、鉴定、

保存。ＰＤＡ、ＰＤＢ为试验用普通培养基。ＤＭＳＯ，

生工生物工程（上海）有限公司；糠醛（ｆｕｒｆｕｒａｌ），Ｓｉｇ

ｍａ公司；８０％代森锰锌可湿性粉剂，华北制药股份

有限公司；４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ

２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ），上海碧

云天生物技术研究所；活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒、琥

珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）试剂盒、苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）试

剂盒，南京建成生物工程研究所。

１．２　黑曲霉超临界萃取物的制备及分析

１．２．１　黑曲霉菌丝体的制备

将黑曲霉ｘｊ菌株接种于ＰＤＡ固体斜面培养基

上，２７℃静置培养３～５ｄ，重复２～３次，于４℃保存

备用；将活化好的菌株，制成均一孢子悬浮液；将孢

子悬浮液以８％～１２％（犞／犞）接种量接种于装有

ＰＤＢ液体培养基的１０Ｌ发酵罐中，２６～２８℃，１００～

１２０ｒ／ｍｉｎ，通气量控制在５００～７００Ｌ／ｈ，小罐培养

２～３ｄ，得到ｘｊ菌株的种子液；取种子液按１０％～

１５％（犞／犞）接种于装有ＰＤＢ发酵培养基的８０Ｌ发

酵罐中，２６～２８℃，搅拌速度８０ｒ／ｍｉｎ，通气量控制

在２．５Ｌ／ｈ，大罐培养３～５ｄ终止发酵，４层无菌纱

布过滤除去发酵液，收集菌丝体，即得。

１．２．２　黑曲霉菌丝体的超临界萃取

将２００ｇ干燥菌丝体研磨成粉末并混合均匀，

取５０ｇ作为设备清洗之用，余下１５０ｇ分２次萃取

完成。萃取压力为５ＭＰａ，温度５０℃，流量１６０～

２００Ｌ／ｈ，得到超临界萃取段样品ＳＥ。称量所得提取

物质量，计算得率，样品置于４℃冰箱中保存备用。

１．２．３　超临界萃取物的ＧＣＭＳ分析

将超临界萃取段样品ＳＥ用甲醇配制成１０μｇ／ｍＬ

溶液，利用气相色谱 质谱（ＧＣＭＳ）联用仪对试样

进行分析。气相色谱条件：ＨＰ５ＭＳ（０．２５ｍｍ×

３０ｍ，０．２５μｍ）；柱温５０℃，保留２ｍｉｎ，升温至

２８０℃（５℃／ｍｉｎ），保持３ｍｉｎ；汽化室温度为２５０℃；以高

纯氦为载气；柱前压７．６２ｐｓｉ，载气流量１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

进样量１μＬ；分流比５０∶１。质谱条件：离子源为ＥＩ

源；接口温度２８０℃；离子源温度２３０℃；倍增器电压

１７８５Ｖ；四极杆温度１５０℃；电子能量７０ｅＶ；发射
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电流３４．６μＡ；质量范围１０～５５０ａｍｕ；溶剂延迟

３ｍｉｎ。

１．３　抑菌机制研究

１．３．１　ＳＥ对菌落生长的影响

参照吴新安等［１１］的方法，制备终浓度为７５０μｇ／ｍＬ

的ＳＥ含药培养基，培养皿直径为９０ｍｍ。以ＰＤＡ

培养基平板作空白对照，含７５０μｇ／ｍＬ代森锰锌的

培养基平板作阳性对照，以加入等体积ＤＭＳＯ的

ＰＤＡ平板作溶剂对照。接种链格孢菌饼（犱＝

４ｍｍ）于培养皿中央，置于２８℃恒温光照培养箱中

培养，每处理设３次重复。定期观察菌落形态，７ｄ

后测定菌落直径。

１．３．２　培养液电导率的测定

接种链格孢菌饼（犱＝４ｍｍ）于５０ｍＬＰＤＢ培

养基中，２８℃恒温光照培养７ｄ。按Ｌｅｅ等
［１２］的方

法测定终浓度为７５０μｇ／ｍＬ的ＳＥ处理链格孢０．５、

１．５、２．５、３．５、４．５、５．５、６．５、７．５ｈ后上清液的电导率

值。以等体积的ＤＭＳＯ作阴性对照，以７５０μｇ／ｍＬ

代森锰锌作对照。试验重复３次，取平均值。

１．３．３　核酸、蛋白等大分子物质的测定

接种链格孢菌饼（犱＝４ｍｍ）到５０ｍＬＰＤＢ培

养液中，２８℃恒温光照培养７ｄ。按Ｃｈｅｎ等
［１３］的方

法测定终浓度为７５０μｇ／ｍＬ的ＳＥ处理链格孢０．５、

１．５、２．５、３．５、４．５、５．５、６．５、７．５ｈ后上清液中核酸、

蛋白等大分子物质的吸光值。以等体积的ＤＭＳＯ

作为阴性对照，以７５０μｇ／ｍＬ代森锰锌作对照。试

验重复３次，取平均值。

１．３．４　菌体荧光强度变化的检测

将链格孢接种于ＰＤＢ中培养至对数期，加入ＳＥ

使其终浓度为７５０μｇ／ｍＬ，分别处理１０、２０、３０ｍｉｎ，

取１ｍＬ菌液３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，ＰＢＳ（１×）洗

涤２次，重悬细胞于８０％乙醇中，室温固定１０ｍｉｎ。

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ（１×）洗涤

１次，重悬于ＤＡＰＩ染液（１μｇ／ｍＬ）中，室温避光孵

育１５ｍｉｎ，制片在倒置荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ

ＩＸ７３）下观察、拍照。荧光强度采用ＩｍａｇｅＪ定量。

１．３．５　活性氧含量的测定

测定过程严格按照活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒说

明书进行。采用软件ＩｍａｇｅＪ进行荧光强度定量分

析，计算公式如下：荧光强度＝
取样面积内荧光强度

取样面积
，

每个处理３次重复，取平均值。

１．３．６　琥珀酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶活性测定

样品的制备按照古力娜·达吾提等［１４］的方法。向

培养至对数生长期的链格孢中加入终浓度为７５０μｇ／ｍＬ

的ＳＥ，２８℃振荡培养２ｈ。取菌丝体用ＰＢＳ（１×）缓

冲溶液漂洗３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清。

加入ＰＢＳ（１×）缓冲溶液１ｍＬ，冰浴超声破碎细胞，

－２０℃放置过夜，次日反复冻融２次，３０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，取上清测定酶活性。以等体积的ＤＭ

ＳＯ作为阴性对照，以加入代森锰锌作对照，试验重

复３次，取平均值。

采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
［１５］制作蛋白质标准曲线，以小

牛血清蛋白为对照。ＳＤＨ和 ＭＤＨ活性测定严格

按照试剂盒说明书操作。

１．４　数据处理

以ＩｍａｇｅＪ１７．０进行荧光定量数据采集，以

ＧｒａｇｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０３和ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０进行

数据分析。所有试验均重复３次，结果以“珚狓±ＳＤ”

表示，用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　超临界萃取段的成分分析

超临界萃取段样品共１５ｇ，得率为１％。通过

ＧＣＭＳ检测，共得到５种已知化合物，组分含量见图

１及表１，其中５羟甲基糠醛（９０．１９４％）和５，５′（氧二

亚甲基）双２呋喃甲醛（７．８４３％）含量最高。

图１　超临界萃取段的总离子流图（犜犻犮图）

犉犻犵．１　犜犻犮犿犪狆狅犳狊狌狆犲狉犮狉犻狋犻犮犪犾犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀狊犲犮狋犻狅狀

５羟甲基糠醛（５ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ）通常

被认为是淀粉、多糖的降解产物，文献报道其对人体

横纹肌及内脏有损害，具有神经毒性。近年来，关于

５羟甲基糠醛的生物活性逐渐被发掘，主要包括抗

氧化活性、抗心肌缺血作用、抗肿瘤细胞增殖活性、

改善血液循环、调节Ｃａ２＋平衡、抗酪氨酸酶、影响甘

草酸代谢、杀虫作用等［１６］。糠醛（ｆｕｒｆｕｒａｌ）又称２呋
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喃甲醛，由于其化学性质活泼被广泛应用于工业生

产，例如合成树脂、化工原料、合成医药［１７］和农药［１８］

等。糠醛较易分解，很少有农药残毒问题。以糠醛

为原料生产的农药有数十种，包括灭菌剂、杀虫剂、

杀螨剂及其他具有生物活性的农药［１９２０］。从上可知

黑曲霉超临界萃取物中含有的化学成分在医药和农

药方面都具有一定的价值，这对深入研究黑曲霉超

临界萃取物生物活性提供了一定的科学依据。

表１　黑曲霉超临界萃取物化学成分分析结果

犜犪犫犾犲１　犆犺犲犿犻犮犪犾犮狅狀狊狋犻狋狌犲狀狋狊犳狉狅犿犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉犫狔狊狌狆犲狉犮狉犻狋犻犮犪犾犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀

峰号

Ｐｅａｋ

ｎｏ．

保留时间／ｍｉｎ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

分子式

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｆｏｒｍｕｌａ

相对分子质量

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ

相对含量／％

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ

１ ７．２９ 糠醛Ｆｕｒｆｕｒａｌ Ｃ５Ｈ４Ｏ２ ９６ ０．０７９

２ １９．４７ ５甲酰２糠醛５Ｆｏｒｍｙｌｏｘｙｍｅｔｈｙｌ２ｆｕｒｆｕｒａｌ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ １５４ ０．７４５

３ ２１．５１ ５羟甲基糠醛５Ｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒｏｌｅ Ｃ６Ｈ６Ｏ３ １２６ ９０．１９４

４ ３６．００ １，４二氮杂２，５二氧代３异丁基双环［４．３．０］壬烷

１，４Ｄｉａｚａ２，５ｄｉｏｘｏ３ｉｓｏｂｕｔｙｌｂｉｃｙｃｌｏ［４．３．０］ｎｏｎａｎｅ

Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２ ２１０ ０．１２８

５ ３７．２９ ５，５′（氧二亚甲基）双２呋喃甲醛

５，５′（Ｏｘｙｄｉｍｅｔｈｙｌｅｎｅ）ｄｉ２ｆｕｒａｌｄｅｈｙｄｅ

Ｃ１２Ｈ１０Ｏ５ ２３４ ７．８４３

２．２　犛犈对菌落生长的影响

ＳＥ对链格孢的生长有显著的抑制作用（图２）。

由图２ｅ可知，空白对照和溶剂对照对链格孢的生长

影响无显著差异（犘＞０．０５），表明溶剂ＤＭＳＯ对试

验指标无显著影响，后期试验以溶剂ＤＭＳＯ作阴性

对照。

图２　犛犈对链格孢菌落生长的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犛犈狅狀犵狉狅狑狋犺狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪犮狅犾狅狀犻犲狊

２．３　犛犈对菌体细胞膜的影响

培养液电导率的改变可以反映细胞膜渗透性

的改变。本研究的测定结果显示，ＳＥ作用菌体初

期，上清液电导率随时间的增加而增大。当作用

４．５ｈ时，ＳＥ组电导率达到峰值，比阴性对照增加

了３７．２％（犘＜０．０５）（图３），说明ＳＥ能影响链格

孢细胞膜的通透性。有文献报道可测定加药前后

ＤＮＡ和ＲＮＡ等大分子物质的变化推测药物对细

胞膜完整性的影响［２１］。为考虑ＳＥ影响链格孢细

胞膜的通透性程度，测定了ＳＥ作用后菌体大分

子物质泄漏情况。如图４所示，ＳＥ作用菌体初期

核酸和蛋白质含量明显高于阴性对照组，虽然随

时间推移呈逐渐下降趋势，但差异依旧显著（犘＜

０．０５）。以上两个试验说明，ＳＥ不仅引起链格孢细

胞膜渗透性的改变，还可导致核酸和蛋白等大分子

物质外漏。
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图３　犛犈作用链格孢后培养液电导率的变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狅犳犮狅狀犱狌犮狋犻狏犻狋狔犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狅犳

犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪狑犻狋犺犛犈

图４　犛犈作用链格孢后大分子物质犗犇值的变化

犉犻犵．４　犆犺犪狀犵犲狅犳犗犇狏犪犾狌犲狅犳犿犪犮狉狅犿狅犾犲犮狌犾犲狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狅犳

犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪狑犻狋犺犛犈

２．４　犛犈对链格孢核酸含量的影响

ＤＡＰＩ是一种能够与ＤＮＡ和ＲＮＡ结合的荧光

染料，核酸量越大，荧光亮度越强。通过倒置荧光显

微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７３）观察，ＤＡＰＩ可以穿透细胞

膜进入细胞内部，与核酸相结合。阴性对照与ＳＥ处

理链格孢３０ｍｉｎ内的荧光显微镜观察结果见图５。

与阴性对照相比ＳＥ处理链格孢后该细胞核染色质

出现异常弥散，推测可能是ＳＥ导致的急性细胞核

破碎，随时间推移，细胞核损伤程度逐渐降低。

２．５　犛犈对链格孢活性氧含量的影响

胞内ＲＯＳ过度积累，会对膜脂、蛋白质、核酸等

产生氧化损伤，进而触发或者加速细胞凋亡进

程［２２］。ＩｍａｇｅＪ荧光定量分析结果（图６）显示：ＳＥ

可以激发链格孢菌体产生过多的活性氧，ＳＥ组胞质

中ＲＯＳ含量呈先升后降趋势，在处理４０ｍｉｎ时出

现峰值，与阴性对照相比差异极显著（犘＜０．０１）。

ＳＥ处理会导致链格孢菌体内大量的ＲＯＳ产生，从

而影响细胞的正常代谢过程。

图５　链格孢荧光显微图

犉犻犵．５　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犿犻犮狉狅狊犮狅狆犻犮犻犿犪犵犲狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

图６　链格孢菌体犚犗犛含量荧光定量分析

犉犻犵．６　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犚犗犛犻狀

犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪
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２．６　犛犈对菌体三羧酸循环关键酶的影响

琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）和苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）

是真核细胞和原核细胞进行ＴＣＡ循环途径中的关

键酶，在细胞能量代谢中起着重要的作用，其活性变

化可反映细胞的能量代谢状况［２３］。图７ａ为采用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法制作的标准曲线，回归方程狔＝１．３７７１狓

＋０．１３５６，相关系数犚２＝０．９９５６，具有良好线性关

系，满足样品测试要求。ＳＥ对链格孢的ＳＤＨ酶具

有明显的抑制作用。ＳＥ组ＳＤＨ比活性与阴性对照

相比降低了３５．４％。ＳＥ组 ＭＤＨ比活性与阴性对

照相比虽呈下降趋势，但未有显著差异（犘＞０．０５）；

由上可知，ＳＥ处理后会导致正常的三羧酸循环过程

受阻，影响细胞的正常代谢。

图７　犛犇犎和犕犇犎酶比活性变化

犉犻犵．７　犆犺犪狀犵犲狅犳犛犇犎犪狀犱犕犇犎犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊

３　讨论

近年来随着绿色化学的兴起，研究者们已经从

生物中发现大量有活性的天然产物，很大程度地丰

富了化学资源。真菌化学成分种类丰富，包括甾醇、

萜、生物碱、氨基酸、肽类、多糖等，已成为探索和发掘

新化合物的重要领域。超临界萃取是一种高效的提

取技术，目前已广泛应用于天然产物的分离提取过

程。本文通过超临界萃取从黑曲霉菌丝体中提取得

到萃取物ＳＥ。经ＧＣＭＳ分析出５种已知化合物，含

量最高的两种物质为５羟甲基糠醛（９０．１９４％）和

５，５′（氧二亚甲基）双２呋喃甲醛（７．８４３％）。有

文献报道５羟甲基糠醛具有一定的医药价值，糠醛可

用于农药合成，因此推测黑曲霉超临界萃取物ＳＥ可

能具有生物活性，本文对ＳＥ的抑菌机制进行了研究。

研究结果显示，ＳＥ对链格孢具有明显的抑菌活

性。通过对培养液、胞外核酸和蛋白质等大分子物

质的测定结果表明，ＳＥ不仅引起链格孢细胞膜渗透

性的改变，还破坏了细胞膜的完整性，导致胞内核

酸、蛋白质等大分子物质的泄漏。其作用效果与刘

海燕等［２４］用细辛挥发油处理土生链格孢后结果相

一致，ＳＥ处理导致链格孢的细胞膜完整性受到破

坏。ＤＡＰＩ是一种能够与ＤＮＡ和ＲＮＡ结合的荧光

染料，核酸含量越高，荧光亮度也就越强。ＡＬ

ＬＥＮ
［２５］研究表明糠醛能导致核染色质异常，造成细

胞核损伤。ＤＡＰＩ染色结果显示经ＳＥ作用后链格

孢与阴性对照相比细胞核染色质出现异常弥散，推

测可能是ＳＥ导致急性的细胞核破碎化，而且随时

间推移，细胞核损伤程度降低。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘ

ｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是一类分子氧部分还原的分子

或离子，具有很强的氧化活性，过量的ＲＯＳ能够使

生物大分子如ＤＮＡ、蛋白质、脂类发生过氧化链式

反应，造成细胞结构的损伤，影响生理活性［２６２７］。

ＳＥ可以激发菌体中产生过多的活性氧，ＳＥ作用链

格孢４０ｍｉｎ时ＲＯＳ含量比阴性对照增加了７９．６７％，

试验结果与ＡＬＬＥＮ等
［２５］所描述糠醛导致胞内活

性氧积累，从而损伤细胞结构一致。呼吸代谢是生

物体进行生命活动的重要表现形式，其实质是细胞

内糖的氧化代谢过程，一旦糖的氧化代谢被抑制，供

给细胞生命活动所需的能量和合成代谢所需要的碳

架及还原力就无法生成，使生物体的生长和繁殖受

阻。琥珀酸脱氢酶是三羧酸循环中的关键酶，对细

胞生长代谢和繁殖是必需的。本研究结果显示，ＳＥ

·２６·
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对链格孢ＳＤＨ的活性具有明显的抑制作用，ＳＥ作用

链格孢ＳＤＨ酶的比活性比阴性对照降低了３５．４％，

这与ＳＥ会抑制参与ＴＣＡ循环和糖酵解的相关酶

活论证相一致［２８］。推测其原因可能是ＳＥ与ＳＤＨ

相结合，导致酶的分子结构发生了变化，使酶的活性

降低，从而导致菌体ＡＴＰ和ＮＡＤＨ的合成受阻，最

终抑制其呼吸代谢系统。

综上所述，ＳＥ通过影响细胞膜的正常功能、损

伤细胞结构和抑制真菌的呼吸代谢等方面抑制链格

孢的生长，其抑菌活性可能与萃取物中的活性物质

相关。本试验中得到的萃取物是多种化学成分的混

合物，抑菌活性是一种主要成分的作用，还是多种化

学成分协同作用，它们的反应机制等问题目前还未

知，要解决这些问题还有待于进一步的科学研究。

本文通过试验明确了黑曲霉超临界萃取物主要成分

的含量，并对其抑制链格孢的机制进行了初探，为黑

曲霉真菌资源和微生物农药的进一步开发应用提供

了理论基础和依据。
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