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摘 要：应用生物化学方法并结合扫描电镜，研究柠檬醛掺入黄曲霉细胞，并通过损伤线粒体

（67），导致抑制其生长的机理。结果表明，在药物致敏浓度时，菌丝体经该醛作用后，胞内 67
呈不规则增多，氧化还原反应系统受到破坏，与对照组相比，柠檬醛组的琥珀酸脱氢酶（89::+/
;<7= >=?@A*%B=;<C=，8>D）、苹果酸脱氢酶（6<&<7= >=?@A*%B=;<C=，6>D）活性分别呈不可逆下降

"5E0F和 "!E"F，随着药物浓度的升高，8>D、6>D 的活性直至消失；以琥珀酸、!/酮戊二酸和

丙酮酸为底物时，线粒体呼吸速率分别下降 "!E0F、0!E.F和 .1E0F，提示柠檬醛能使菌丝体

>,(、G,(、脂类和蛋白质等生物合成受到抑制，促进细胞死亡。
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与山苍籽油比较，单体柠檬醛具有较强的抗菌作用［0］，能有效地改变细菌细胞壁和质

膜结构［"］，而抑制细菌的生长。但抑制细菌生长的机理是多方面的，其中对产能的线粒体

损伤不可忽视。对山苍籽油单体柠檬醛通过破坏黄曲霉线粒体（!" I+7%:?%;A*+<，67）氧化

还原系统抑制其生长的机理尚无报道。即使最近 $+*B+;+< J A= K+&&=*L=:M［.］等人报道了香

茅油对黑曲霉（#$%&’()""*+ ,)(&’）生长和形态的作用，但只是报道了该香精油复合成分对

黑曲霉的宏观影响。本文选择黄曲霉（#$%&’()""*$ -"./*$）作为研究对象，通过与对照组比

较，对试验菌苹果酸脱氢酶（6<&<7= >=?@A*%B=;<C=，6>D）和琥珀酸脱氢酶（C9::+;<7= A=?@A*%/
B=;<C=，8>D）的活性进行测定，并以琥珀酸（C9::+;<7=）、!/酮戊二酸（!/M=7%B&97<*<7=）和丙酮酸

（)@*9N<7=）作为测定耗氧率变化试验的底物，研究该类萜芳香醛通过损伤黄曲霉 67 而抑

制菌丝体生长和孢子萌发的机理，为柠檬醛开发应用提供理论依据。

! 材料和方法

! "! 实验菌株

黄曲霉（# ’ -"./*$）由武汉大学中国典型培养物保藏中心提供。

! "# 仪器

K=:MI<; >$/5 分光光度计，OPQ6RS8 显微镜，日立 8TU/"#KT 高速冷冻离心机，R?+&+)C
PV/"# 型扫描电子显微镜。



! "# 试剂

柠檬醛、!"苹果酸、#$%& 、#$%’& 、$(’、$%’、考马斯亮蓝 )"*+,（-../01123 452662078 4693
)"*+,）、:;’;< 试剂（#"*"=>?5.@A38=A6B2B350C273"#D"*"38=073196E.72F 0F2?，:;’;<）（以上试剂

均由 <2>/0 公司进口分装），G<$（4.5273 1359/ 0649/27，系德国 G.527>35 公司产品），其他试

剂为国产品。

! "$ 扫描电镜观察柠檬醛对黄曲霉线粒体形态的影响

参照 H.43581.7 等［+］方法，取培养 IJ= 对照组和柠檬醛组菌丝体各 DK,>，用液态氮破

碎，加入提取液（*,/ /.6L! :;’;<"(521 缓冲液，B:MN *，内含 *+,/ /.6L! 甘露醇，D,/ /.6L!
O-D，+/ /.6L! ;%($，*,/ /.6L! P>-6*），充分搅匀，用 D*, 目尼龙布过滤，取滤液于 IQ、

I,,,5L/27 离心 D,/27，取清液于 DR ,,,5L/27 离心 D+/27，取沉淀，用上述提取液悬浮介质并

洗涤 P8；将上述所取得线粒体经酒精梯度脱水，再经醋酸异戊酯脱水，真空干燥并喷金于

扫描电镜下观察。

! "% 柠檬醛对黄曲霉菌丝体细胞 P8 氧化还原酶类的抑制作用

!&%&! 对 <%: 活性的影响：!制备 P8：方法同 DKI 节。"检测酶活性：参照北京大学生

理教研室方法［R］，取三次平行试验平均值。#测定 P8 制品中蛋白质含量：吸取 P8 悬浮液

,KD/!，稀释 *, 倍，分别于 *J,7/ 和 *R,7/ 测定光吸收值，根据以下公式计算毫克 P8 悬浮

液的蛋白质含量：蛋白质浓度 S DK++!*J, T , NMR!*R,（/>L/!）

!&%&’ 对 P%: 活性的影响：!制备酶液：取经 IJ= 培养的对照组和柠檬醛组黄曲霉菌丝

体细胞 各 DK,>，分 别 用 液 氮 破 碎，加 R/! *,//.6L! :;’;<"(521 缓 冲 液（B:JN U 内 含

I N+//.6L! P>-6*）浸提 D,/27，用 *I, 目尼龙布过滤，滤液于 *Q用 DI,,,5L/27 离心 D+/27，

取清液置冰箱中备用。"测酶活性：取 *K,/! VKR//.6L! #$%’&（将 #$%’& 溶于 DK+K* 节

之!的缓冲液）和 ,K*+/! 酶液于试管内，*JQ 预热 + W D,/27 后转移到比色杯中，加

,K*+/! 的 *+,//.6L! !"苹果酸，混匀使其反应并记时。测定反应体系于 VVU7/ 下吸收值

的变化，每 V,1 读数值一次，共 V/27，记录测定值。取另一支试管用 ,K*+/! 水代替酶提取

液作空白对照，其它操作同前。

用 *K,/! VNR//.6L! #$%&（将 #$%& 溶于 DK+K* 之!的缓冲液）替代上面的 #$%’& ，

方法同上，测定以 #$%& 为辅酶时黄曲霉菌丝体细胞质内 P%: 还原速率。

! "( 对线粒体呼吸速率的影响

!&(&! P8 呼吸率变化的测定：采用张龙翔等人的方法［M］测定黄曲霉菌丝体细胞 P8 对以

,K*/.6L!$"酮戊二酸和 ,K*/.6L! 丙酮酸为底物的呼吸率。

!&(&’ 蛋白质含量测定：以 G<$ 为标准蛋白质，按文献［I］进行测定。

’ 结果

’ "! 线粒体被柠檬醛损伤后的扫描电镜观察

该醛的抗霉及药物敏感试验表明有明显杀抑菌效果［I］。在研究其抗黄曲霉机理过程

中，提取的线粒体在扫描电镜下，对照组线粒体表面呈规则的褶皱，电子密度均匀一致，形

状规则，形态丰满，结构完整；柠檬醛组线粒体发生不规则增加，形状不规则，结构无序，表

面粗糙（图 D）。
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低，揭示线粒体形态结构的损伤直接降低其呼吸作用。

表 ! 柠檬醛对胞液内 "#$活力的影响（以 %&#’( 为辅酶）

!"#$% & !’% %((%)* +( ),*-"$ +. )"*"$/*,) ")*,0,*/ +( 1"$"*% 2%’/2-+3%."4% ,.
!"#$%&’(()" *(+,)" 1/)%$,"$ )%$$ )/*+5$"41（6,*’ 789: "4 )+%.;/1%）

!%4* ,*%1
<+.*-+$ 3-+=5

> & ?
80%-"3%

<,*-"$ 3-+=5

> & ?
80%-"3%

!@AB @ C&?& @ C&?> @ C&&D @ C&?D @ C&B? @ C&&D @ C&?E @ C&EF

!>A@ @ C&E@ @ C&E@ @ C&?G @ C&?> @ C&F> @ C&?G @ C&E> @ C&?D

!!?E@.1 @ C@@H @ C@@D @ C@H @ C@@H @ C@@H @ C@@H @ C@@G @ C@@H

I-+*%,. )+.*%.*J13 @ C?@@ @ C?@@

K5%),(,) ")*,0,*/
J（L·13M >·1,.M >）

B C?? F C@@ B C?? B CBB E C>@ E C>@ ? CBD ? CD?

7+*%：N O !
!?E@

@ C@> P I* N；Q.;/1,) ")*,0,*/（L·13M >5-+*%,.·1,.M >），*’% %.;/1,) ")*,0,*/ =.,* ,4 2%(,.%2 "4 *’% @ C@> +5*,)"$ ,.)-%"4% 5%-

1,.,*%-；I：!’% 5-+*%,. R=".*,*/ ,. -%")*,+. 4/4*%1（13）；*：S%")*,+. *,1%（1,.）C

表 ) 柠檬醛对 "#$活力的影响（以 %&#( 为辅酶）

!"#$% ? !’% %((%)* +( ),*-"$ +. *’% ")*,0,*/ +( 1"$"*% 2%’/2-+3%."4%（6,*’ 789: "4 )+%.;/1%）

!%4* ,*%1
<+.*-+$ 3-+=5

> & ?
80%-"3%

<,*-"$ 3-+=5

> & ?
80%-"3%

!@AB @ C?F@ @ C?B? @ C?E& @ C?B& @ C?BD @ C?BG @ C?BF @ C?D>

!>A@ @ C?B& @ C?EB @ C??B @ C?EE @ C?B? @ C?B> @ C?B> @ C?B&

!!?E@ @ C@@G @ C@@H @ C@@H @ C@@H @ C@@F @ C@@F @ C@@F @ C@@F

I-+*%,. )+.*%.*J13 @ C?>@ @ C?@?

K5%),(,) ")*,0,*/
J（L·13M >·1,.M >）

E CG> B C&? E CD@ @ CEDB E C&& E C@? ? CGF E C@@

7+*%：N O !
!?E@.1

@ C@> P I* N；Q.;/1,) ")*,0,*/ ).,*（L·13M >5-+*%,.·1,.M >），*’% %.;/1,) ")*,0,*/ =.,* ,4 2%(,.%2 "4 *’% @ C@> +5*,)"$ 2%4,*/

,.)-%"4% 5%- 1,.,*%-；I：!’% 5-+*%,. R=".*,*/ ,. -%")*,+. 4/4*%1（13）；*：S%")*,+. *,1%（1,.）C

表 * 柠檬醛对以琥珀酸、!+酮戊二酸和丙酮酸为底物的 ", 呼吸速率影响

!"#$% E !’% %((%)* +( ),*-"$ +. 1+*,)’+.2-," -%45,-"*,+. 45%%2 6,*’ 4=)),."*%，"TU%*+3$=*"-"*% ".2 5/-=0"*% "4 4=#4*-"*%

!%4* ,*%1 !,1%J1,.
K=)),."*% "TU%*+3$=*"-"*% I/-=0"*%

<+.*-+$ <,*-"$ <+.*-+$ <,*-"$ <+.*-+$ <,*-"$

VW/3%.

)+.4=15*,+.

J#XV&·13M >

>@ FB C>E ED C?H B& CF& EB C@D FB CE> E> CGG

&@ D?CG> FG CHD GH CH@ BH CFH D? CH& F> C@B

?@ >>>CFE HE CHG HG CEF G> C?& >>> C&& GF CH&

E@ >&FC@B DF CDD D& C>> GF CHG >&F C&> HG CDE

Y*

-%45,-"*,+. 45%%2

J#XV&·13M >·1,.M >

>@ F CB> E CDE B C&F E CB> F CBE E C>H

&@ E CFD ? CE@ ? CDE & CD? E CFD ? C@B

?@ ? CG& & CH? & CD& & C?H ? CG> & CBF

E@ ? C>B & CE& & C?@ > CD& ? C>F & C&@
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!"#"$ 琥珀酸为底物的 !" 呼吸速率：当反应 #$%&’ 时，柠檬醛组每毫克 !" 所耗氧量为

()*(+!,，与对照组 ---*.)!, 相比 ，降低 /)*/0；当反应 -$%&’ 时，柠檬醛组耗氧速率为

)*1)!,2/·%34 -·%&’4 -，较对照组 .*5-!,2/·%34 -·%&’4 -降低 /)*-0。

!"#"! "6酮戊二酸为底物的 !" 呼吸速率：当反应 #$%&’ 时，柠檬醛组每毫克 !" 平均耗氧

量为 +-*#/!,2/，而对照组为 (+*).!,2/ 表明前者较后者降低 -(*50，当反应 -$%&’ 时，则

柠檬醛组的呼吸速率为 )*5-!,2/·%34 -·%&’4 -，而对照组为 5*/.!,2/·%34 -·%&’4 -，前者较

后者降低 -)*#0。

!"#"# 丙酮酸为底物的 !" 呼吸速率：当反应 #$%&’ 时，柠檬醛组每毫克 !" 平均耗氧量为

+.*(/!, 对照组为 ---*//!,，前者较后者降低 #$*10；当反应 -$%&’ 时，柠檬醛组呼吸速率

为 )*-(!,2/·%34 -·%&’4 -，对照组为 .*5)!,2/·%34 -·%&’4 -前者较后者降低 #.*-0。

# 讨论

柠檬醛有顺式和反式两种构型，无论反式还是顺式单独作用都失去抗菌功能［(］。柠

檬醛所表现出的抗菌作用除了文献［#］所叙述的作用外，还通过扩大黄曲霉菌丝体细胞壁

和质膜通道，使其渗入细胞壁和质膜，失去膜吸收周围物质的选择性等途径损伤 !" 结构、

破坏 !" 氧化还原系统、降低耗氧量和呼吸速率而抑制菌丝体的生长，从而发挥抗霉作用。

因而其抗菌的分子机理复杂多样，可视为两种构型组份的共同作用。

通过扫描电镜，观察到柠檬醛组菌丝体细胞 !" 不仅出现不规则增生，且形态结构出

现明显变化，电子呼吸链被阻断而使能量转化中止，这可能与该醛有较好脂溶性，破坏了

线粒体脂质分子结构有关，导致氧化还原酶类活性降低。

无论是以 789:; 还是 789; 为辅酶，!9< 活力都较对照组低。对于以 789:; 为辅

酶，!9< 活力的降低导致菌丝体细胞内 789:< 还原力的减少，从而降低细胞内生物合成

速率，其中磷脂合成速率的降低造成质膜上磷脂较正常生长的细胞少，影响膜的稳定性及

质膜上依赖于糖和磷脂的酶类活性下降，甚至丧失；对核酸的合成速率是通过［78:< ;
<; ］的减少抑制了 =<) 的合成而被间接控制的。而 789; 为辅酶的 !9< 活力降低，则影

响 8>: 的合成。

呼吸作用是大多数微生物的 !" 将生物氧化过程中，脱下的氢所释放出的电子通过一

系列电子传递体最终交给电子受体氧的过程，同时将电子跃迁过程中所释放出的能量与

8>: 形成相偶联，生成的 8>: 用作各种需能的生命活动。与对照组比较，以琥珀酸、苹果

酸、丙酮酸和"6酮戊二酸为底物测定柠檬醛组 !" 呼吸率，发现柠檬醛组 !" 的呼吸率明显

低于对照组，表明柠檬醛具有干扰#电子传递、质子运输，从而影响菌丝体细胞内 !" 呼吸

的作用，与 ?@ABCADE［1］所提出“香精油内的类萜化合物降低生物膜稳定性，从而干扰能量

代谢酶促反应的观点”相符合。表明 !" 形态及数量的变化可能与 !" 底物水平呼吸速率

降低相关。

柠檬醛既有与 !" 膜磷脂分子作用的疏水端，又有与 !" 膜酶蛋白极性基团结合的亲

水端，并可进入基质，改变膜流动性，破坏线粒体结构，使那些依赖于亲水或疏水基团才能

发挥作用的酶类失去活性，从而降低线粒体的耗氧量和呼吸速率，减少能量的合成和利
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用，同时还通过降低 !"#$% 合成量而减少还原力，不可逆地抑制核酸、蛋白质、脂类及糖

的合成，而导致细胞死亡，或降低 "&$ 合成量影响氧化磷酸化。因而柠檬醛对线粒体的

破坏作用是多方面的，尽管如此，但主要是通过破坏其线粒体结构所致。

综上所述，该醛是抗黄曲霉良好药物，为其该醛的开发为应用提供了理论依据。
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