
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2019, 59(2): 395–404  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20180230  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：云南省教育厅项目(2018JS269)；云南省玉米产业体系项目(2017KJTX002） 
*通信作者。Tel/ Fax：+86-871-65228532；E-mail：吴毅歆，535045733@qq.com，何月秋，ynfh2007@163.com 
#共同第一作者。 

收稿日期：2018-05-21；修回日期：2018-07-11；网络出版日期：2018-08-14 

黄曲霉毒素 B1 降解菌的筛选及在玉米贮藏中的应用 

袁远 1#，张佩 2#，何鹏飞 1，唐萍 1，范黎明 1，吴毅歆 2,3*，何月秋 2,3* 

1 云南农业大学植物保护学院，云南 昆明  650201 
2 云南农业大学农学与技术学院，云南 昆明  650201 
3 微生物菌种筛选与应用国家地方联合工程研究中心，云南 昆明  650217 

 

摘要：【目的】本研究分离筛选出一株对黄曲霉既有抑制作用又能降解其毒素的拮抗细菌菌株，并将其

应用于玉米中的黄曲霉污染防治研究。【方法】试验通过平板筛选法结合玉米活体筛选法对黄曲霉毒素

B1 (AFB1)的拮抗细菌进行初筛，以 AFB1 的降解率和抑制率为指标进行复筛。【结果】分离到的菌株对

黄曲霉菌的抑制率为 79.20%，对 1 μg/mL 的黄曲霉毒素 B1 的降解率为 68.39%。贮藏期玉米含水量在

15%–30%时，该菌株对黄曲霉污染的抑制率与玉米含水量成反比，即玉米含水量在 15%时其抑制率达

92.46%，玉米含水量在 30%时其抑制率为 19.41%。玉米含水量在 28%时，菌株对黄曲霉污染玉米的防

治效果达到 36.39%。【结论】筛选出的拮抗菌株为枯草芽孢杆菌，该菌株不仅对黄曲霉菌有抑制作用，

而且能减少 AFB1 对玉米的污染。 
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黄曲霉(Aspergillus flavus)是广泛存在于自然

界的一种腐生丝状真菌，寄生于粮食、食品[1]和饲

料[2]中生长繁殖，并在此过程中产生黄曲霉毒素

(Aflatoxins)。黄曲霉毒素是目前发现的致癌毒性

最强的真菌毒素，对人及动物的生长发育、消化

功能、造血功能、生殖功能、代谢功能以及免疫

功能造成影响，严重危害人类和动物健康[3–7]。据

世界粮农组织(FAO)报道，全球每年约有 25%的农

作物受真菌毒素污染而不能食用，其中 AFT 污染

最为严重[8]，其中玉米及其制品，主要为黄曲霉毒

素 B1 (Aflatoxin B1，AFB1)污染。由于 AFB1 热

稳定，即使烹饪加热也不易降解而威胁人类健

康。我国规定玉米、花生中 AFB1 的最大限量为

20 µg/kg，其他农副产品和食品中 AFB1 含量不得

超过 5.0–10.0 µg/kg[9]。如何解决 AFB1 对粮食、

食品和饲料的污染已经成为世界性难题。 
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防止黄曲霉对食品污染的方法主要有物理

法、化学法和生物法。物理和化学去除法包括有

机溶剂萃取法、吸附剂法、辐照法、高温法、挤

压膨化法等。生物去除法[10]包括植物抗原物质去

除法和微生物去除法。后者又叫生物脱毒，它是

通过微生物细胞的吸附作用和微生物酶的降解作

用将霉菌毒素降解为低度或者无毒的物质，不会

破坏产品的品质。目前，已经报道降解黄曲霉的

真菌有密环菌[11]、黑曲霉菌[12]。能降解黄曲霉的

细菌有橙色黄杆菌、醋酸菌、乳酸菌、发酵乳酸

杆菌 、分支杆菌、红平红球菌、嗜麦芽窄食单胞

菌、橙色黏球菌、解淀粉芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、施氏假单胞

菌、萎缩芽孢杆菌、甲基营养型芽孢杆菌和蔬菜

芽胞杆菌等[13–24]。总体来看，利用细菌减少或去

除黄曲霉毒素污染是降解黄曲霉毒素的一条新策

略。本研究旨在筛选出具有降解 AFB1 能力的拮

抗细菌，来抑制真菌的生长与产毒，为防治和降

低黄曲霉毒素的污染提供依据和技术支撑，为生

物防治黄曲霉毒素的污染提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

材料为市场收集发霉玉米以及自育品种“云

禾单 1 号”玉米粒。 

1.1.1  供 试 菌 株 ： 供 试 真 菌 为 黄 曲 霉 菌 株

HO8-B22，分离自霉变玉米[24]；供试细菌为芽孢

杆菌，由本实验室保存。 

1.1.2  培养基：试验中所用培养基有 PDA 培养基

和 LB 培养基。 

1.2  黄曲霉孢子悬浮液的制备 

将黄曲霉菌株 HOB-B22 接种在 PDA 试管斜

面，28 °C 培养 7 d，用 0.9%的生理盐水冲洗斜面

制备孢子悬浮液。将孢子浓度调整为 105 CFU/mL，

于 4 °C 条件下保存备用。 

1.3  拮抗细菌筛选 

取 100 μL 浓 度 为 105 CFU/mL 黄 曲 霉

HO8-B22 孢子悬浮液涂布于 PDA 平板，然后接种

实验室保存的生防菌株，28 °C 培养 5 d，观察平

板中细菌的生长情况及抑菌圈的大小，挑出生长

良好且有抑菌圈的细菌进行平板对峙培养，并按

照公式(1)计算细菌对黄曲霉的抑制率。 

抑制率(%)=[(对照组菌落直径–处理组菌落直

径)/(对照组菌落直径–0.5 cm)]×100%     公式(1) 

1.4  黄曲霉拮抗细菌的活体筛选 

将煮过的玉米粒装入组培瓶中，每瓶 100 g，

121 °C 灭菌 30 min，备用。在无菌条件下向其中

加 200 μL 黄曲霉孢子悬浮液(浓度为 105 CFU/mL)

和 200 μL 拮抗菌液(浓度为 109 CFU/mL)作为处理

组，对照组加 200 μL 无菌水，摇匀，28 °C 培养 7 d，

观察各组玉米的发病情况。然后准确称取 5 g 玉米

样品加入含 45 mL 无菌水的三角瓶中，混匀，用

血球计数板计数并计算黄曲霉孢子浓度计算抑制

率(公式 2)[25]。 

抑制率(%)=(1–对照组黄曲霉孢子浓度/处理

组黄曲霉孢子浓度)×100%              公式(2) 

1.5  降解 AFB1 拮抗细菌的筛选 

将上述筛选的拮抗细菌接种到 LB 液体培养

基中，37 °C、160 r/min 条件下摇床培养 24 h。取

4 mL 拮抗细菌发酵液和 1 mL AFB1 纯品(Sigma

公司产品，使用浓度为 5 μg/mL)置于灭菌的试管

中，LB 液体培养基中加 AFB1 但不加拮抗细菌发

酵液作为空白对照，同样条件下培养 72 h，然后

用高效液相色谱法检测 AFB1 的含量。以标准工
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作液的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，AFB1 的

标 准 曲 线 方 程 为 y=41.057x+6.6359， 相 关 系 数

R2=0.9972 在 0–15 μg/mL 的线性范围较好。 

将上述对 AFB1 的降解效果最好的拮抗细菌

制备成菌悬液和上清液。菌悬液的制备：移取培

养 24 h 的拮抗细菌发酵液 4 mL 于离心管中，

10000 r/min 离心 10 min，倒去上清液加无菌生理

盐水进行冲洗，10000 r/min 离心 10 min，如此重

复 3 次，最后向菌体中加 4 mL 无菌生理盐水，振

荡摇匀。 

上清液的制备：移取培养 24 h 的拮抗细菌发

酵液 4 mL 于 5 mL 离心管中，10000 r/min 离心

10 min，收集上清液去掉菌体，然后用 0.22 μm

微孔滤膜过滤得到上清液。然后采取上述降解

方法，检测菌悬液和上清液对 AFB1 的降解效

果(公式 3)。  

AFB1 降解率(%)=(1–处理组峰面积/对照组峰

面积)×100%                          公式(3) 

液 体 中 AFB1 的 提 取 方 法 参 照 国 家 标 准

(GB/T5009.22-2003)并稍作改动。方法如下：取 1 mL

含有 AFB1 的液体培养基，加入 5 mL 甲醇-水

(55 45)溶液，150 r/min 振荡 10 min，再加入 5 mL

三氯甲烷溶液连续萃取 3 次，分层后，收集下层的

三氯甲烷溶液于蒸馏瓶中，用旋转蒸发仪 RE-3000A 

(上海亚荣生化仪器厂)于室温条件下蒸干，用 1 mL

甲醇溶液分 3 次(0.5、0.3、0.2 mL)溶解并冲洗蒸

馏瓶中的凝结物，用 0.22 μm 的有机滤膜过滤并移

至高效液相色谱进样瓶中，置于高效液相色谱仪

(Agilent 公司)测定。 

1.6  储 藏 条 件 下 拮 抗 细 菌 抑 制 黄 曲 霉 生 长 的

研究  

采用浸种的方法调节玉米中的水分含量，然

后取上述抑制效果较好的几个菌株，在不同水分

含量下，观察拮抗细菌对玉米中黄曲霉的抑制效

果。不同含水量(15%、20%、25%、30%)的玉

米在 1%的次氯酸钠溶液中浸泡 2 min 进行消

毒，然后用无菌水冲洗 3 次，装入组培瓶，每瓶

100 g 玉米。在无菌条件下向其中分别加 200 μL

浓度为 105 CFU/mL 黄曲霉孢子悬浮液、200 μL

浓度为 109 CFU/mL 拮抗细菌菌液作为处理组，

对照组加 200 μL 无菌水，摇匀 28 °C 培养 7 d，

观察各组玉米中黄曲霉的发病情况。然后准确称

取 5 g 玉米样品加入含 45 mL 无菌水的三角瓶中，

混匀，用血球计数板计数并计算黄曲霉孢子浓度

(公式 4)。 

抑制率(%)=(1–对照组黄曲霉孢子浓度/处理

组黄曲霉孢子浓度)×100%。            公式(4) 

1.7  拮抗细菌对玉米中黄曲霉污染的防治效果 

将玉米水分调至 28%，用 1%的次氯酸钠溶液

进行消毒 2 min，然后用无菌水冲洗 3 次，装入组

培瓶，每瓶 100 g 玉米。在无菌条件下加入 1 mL

黄曲霉孢子悬液(102 CFU/mL)和 1 mL 拮抗细菌

DJB5 发酵液(109 CFU/mL)作为处理组，对照组加

入 1 mL 无菌水，摇匀，于 28 °C 条件下恒温培养

7 d，观察发病情况并进行孢子记数。玉米中黄曲

霉毒素测定方法同 1.2.4。 

根据黄曲霉在玉米粒中的污染面积对其进行污

染等级划分：0 级，未发病；1 级，1%–30%；3 级，

31%–60%；5 级，>61%。按下列公式(公式 5–6)

计算防效。 

病情指数 =∑(各级病数 ×相应病级数 )×100/ 

(调查总数×最高级别数)                公式(5) 

防治效果 (%)=(对照病情指数–处理病情指

数)×100/对照病情指数                 公式(6) 
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2  结果和分析 

2.1  黄曲霉拮抗细菌的筛选 

将实验室保存的 2000 多株芽孢杆菌分别接种

在涂有 100 μL 黄曲霉 HO8-B22 孢子悬浮液(浓度

为 105 CFU/mL)的 PDA 平板上进行共培养，筛选

得到 10 株对黄曲霉毒素拮抗作用明显菌株(图 1)。

它们分别是菌株 W1、QJB7、DYB3、DJB7、GJB9、

GJB15、 YN2009-65、 YN2009-B-268、 DJB5 和

YN2009-B-260。 

再将上述 10 株拮抗细菌与黄曲霉进行平板对

峙培养，通过测量菌落直径，得到拮抗细菌对黄

曲霉的抑制率(图 2)。其中 10 株拮抗菌株的抑菌

宽度均在 5 mm 以上，拮抗效果均在 70%以上。

菌株 DJB5 和 W1 对黄曲霉菌的抑制率最高，达

79.20%。其次为菌株 DYB3 和 YN2009-B-260，抑

制率为 77.24%。 

2.2  黄曲霉拮抗细菌的活体筛选 

将上述 10 株拮抗细菌和黄曲霉菌共培养在消

毒过的玉米上，在培养 2 d 后，对照组长出黄曲霉

的白色菌丝，随后菌丝覆盖面积不断扩大，且有

黄绿色的黄曲霉孢子产生，随着培养时间的延长，

黄曲霉的发病情况不断加重，培养 7 d 后玉米均被

污染且产生大量黄曲霉孢子；处理组比对照组的

发病时间晚 1–2 d，且黄曲霉的感染率降低，培养

7 d 时玉米受到黄曲霉不同程度的污染，部分菌落

产生黄曲霉孢子，但是黄曲霉孢子的数量较对照

组明显减少(图 3)。菌株 DJB5、260、DYB3、W1

对 黄 曲 霉 的 抑 制 率 分 别 为 91.15%、 88.83% 、

87.12%、68.33%，表明拮抗细菌起到防治黄曲霉

污染的作用(表 1)。 
 

 
图 1.  拮抗细菌在黄曲霉平板上的生长情况 

Figure 1.  Antagonistic growth of bacteria on Aspergillus flavus. 1–10 represent the antagonistic strains DJB5, W1, 
YN2009-65, DYB3, DJB7, GJB9, QJB7, YN2009-B-268, YN2009-B-260 and GJB15. 

 

 
图 2.  拮抗菌株对黄曲霉的抑制作用 

Figure 2.  Inhibitory effect of antagonistic strains on Aspergillus flavus (P<0.05). 
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图 3.  拮抗细菌对黄曲霉污染玉米的抑制效果 

Figure 3.  Antagonistic effect of antagonistic bacteria on Aspergillus flavus on maize grains. 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 
10 and 11 were CK, DJB5, 260, DYB3, W1, YN2009-B-268, QJB7, YN2009-65, GJB15, GJB9 and DJB7. 

 
表 1.  拮抗细菌对黄曲霉的拮抗效果 

Table 1.  Antagonistic effects of antagonistic bacteria on Aspergillus flavus (x s , P<0.05) 

Strains Aspergillus flavus spore concentration log/(CFU/mL)  Inhibition rate/% 

CK 8.09±0.22c  

YN2009-65 7.94±0.32bc 23.27±0.34 

GJB15 7.89±0.33bc 32.59±0.24 

W1 7.46±0.25ab 68.33±0.23 

YN2009-B-260 7.03±0.37a 88.83±0.09 

DYB3 7.16±0.29a 87.12±0.07 

DJB5 7.02±0.19a 91.15±0.03 

DJB7 7.52±0.34ac  58.64±0.37 

QJB7 7.51±0.28ac 62.76±0.30 

GJB9 7.55±0.26ac 60.96±0.29 

YN2009-B-268 7.91±0.06bc 30.39±0.28 

The values are means of five replicates and their standard deviations. Means with different letters are significantly different according 
to Duncanʼs Multiple Range Test (P<0.05). 

 
 

2.3  降解黄曲霉毒素拮抗细菌的筛选 

选取了综合效果较好的 4 株拮抗细菌 DJB5、

DYB3、W1 和 YN2009-B-260，在含 1 μg/mL AFB1

标准品的 LB 液体培养基中，培养 3 d 后，用高效

液相色谱检测 AFB1 含量。结果表明这 4 株拮抗细

菌对 AFB1 的降解率均在 60%以上，达极显著水平

(表 2)，对 AFB1 均有一定程度的降解能力，其中拮

抗细菌 DJB5 对 AFB1 的降解率最高，达 68.39%。 



400 Yuan Yuan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(2) 

actamicro@im.ac.cn 

表 2.  拮抗细菌对 AFB1 的降解效果 

Table 2.  Antagonistic effect of the bacteria on 
aflatoxin B1 (P<0.05). 

Antagonistic strain Peak area Degradation rate/% 

CK 71.5a  

DJB5 22.6b 68.39 

DYB3 27.5b 61.54 

W1 26.5b 62.94 

YN2009-B-260 28.4b 60.28 

Means with different letters are significantly different according 
to Duncanʼs Multiple Range Test (P<0.05). 

 
选取上述降解 AFB1 效果最好的拮抗菌株

DJB5，再次比较发酵液、菌悬液和上清液降解

AFB1 的能力。结果表明，DJB5 菌株发酵液、菌

悬液、上清液各处理组的峰面积分别为 71.5、22.6、

29.1、59.8 (图 4)，对 AFB1 的降解率分别为

68.39%、59.30%、16.36%。其中发酵液和菌悬液

对毒素的降解效果较好，上清液的降解效果最差。

这说明该菌株发酵液中的抗菌物质也能抑制和降

解毒素污染的发生。 

2.4  储藏条件下拮抗细菌抑制黄曲霉生长的研究 

将不同水分含量(15%、20%、25%、30%)的

玉米经过消毒处理后，接种拮抗细菌与黄曲霉菌

在 28 °C 培养 7 d。结果发现，在培养 2 d 后，对

照组玉米表面长出微量黄曲霉的白色菌丝，随后

菌丝在玉米中的侵染面积不断扩大，且伴随黄绿

色的黄曲霉孢子产生，随着培养时间的推移，黄曲

霉的发病情况不断加重，培养 7 d 后玉米均被污染

且产生大量黄曲霉孢子；处理组比对照组晚 1–2 d

发病，且黄曲霉的感染率降低，培养 7 d 时玉米受

到黄曲霉不同程度的污染，部分菌落产生黄曲霉

孢子，但是黄曲霉孢子的产量较对照组明显减少。 

 

 
 

图 4.  高效液相色谱检测图 

Figure 4.  High performance liquid chromatography. A: control group; B: DJB5 fermentation broth; C: DJB5 
supernatant; D: DJB5 suspension. 
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对照组发病快，且发病严重。从图 5 可知，4 株拮

抗细菌在玉米水分为 15%时对黄曲霉的抑制率较

高，DJB5 抑制率最高，达 92.46%，W1 抑制率最

低，达 57.95%。但是随着玉米水分含量的升高，

拮抗细菌对黄曲霉的抑制效果逐渐下降，当水分

含量为 30%时，拮抗细菌 YN-2009-B-260、DYB3、 
 

 
图 5.  拮抗细菌 YN-2009-B-260、DYB3、DJB5、W1
在不同水分条件下对玉米中黄曲霉的抑制效果 

Figure 5.  Inhibitory effect of antagonistic bacteria 
YN-2009-B-260, DYB3, DJB5, W1 on Aspergillus 
flavus on maize with different water contents. 

DJB5、W1 对黄曲霉的抑制率分别降至 33.69%、

22.30%、19.41%、13.6 3%。可见，玉米水分含量

在 15%–30%范围内，玉米水分含量越高越有利于

黄曲霉的生长。低水分含量有利于拮抗细菌抑制

黄曲霉的生长。在实际应用中降低粮食水分含量

有利于拮抗细菌的抑制作用。 

2.5  拮抗菌株 DJB5 对黄曲霉毒素污染玉米的防

治效果 

在对黄曲霉污染玉米的防治研究中，结果表

明对照组中的玉米发病较为严重，病情指数为

61.44%；拮抗菌株 DJB5 处理组中的玉米发病较

轻，病情指数 39.04%；DJB5 对黄曲霉污染玉米

的防治效果达到 36.39% (表 3)。通过各处理玉米

样品中的 AFB1 检测结果发现，DJB5 处理组中的

AFB1 含量低于对照组，对 AFB1 减少 88.78% (表

3 和图 6)，可见拮抗菌株 DJB5 不仅对黄曲霉菌有

抑制作用，而且能减少 AFB1 对玉米的污染。 

 

表 3.  DJB5 对黄曲霉污染玉米的防治和 AFB1 降解率 

Table 3.  Control effect of DJB5 on contamination of Aspergillus flavus on maize seeds (x s ) 

Treatment Disease index/% Control effect/% Peak area Degradation/% 

CK 61.44±0.03a  641.8a  

DJB5 39.04±0.02b 36.39±0.04 72.03±21.98b 88.78±0.03 

Means with different letters are significantly different according to Duncanʼs Multiple Range Test (P<0.05). 
 

 
图 6.  玉米粒上 AFB1 的高效液相色谱图 

Figure 6.  Profiles of aflatoxin B1 in contaminated maize grains with high performance liquid chromatography. A: 
control group; B: treatment group. 
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3  讨论 

生防细菌的筛选与利用在植物病害生防中发

挥重要作用，有利于环境安全及人体健康，亦是

近年来真菌毒素防治研究的热点。人们通常是在

平板上进行分离和筛选工作，除了寄生、拮抗等

作用机制外，许多通过其他机制起作用的菌株会

被漏选。为了弥补平板筛选的局限性，本试验采

用玉米活体筛选法对拮抗菌株的拮抗效果进行再

验证。在拮抗细菌发酵液与黄曲霉孢子共培养时，

黄曲霉孢子虽然萌发但生长显著慢于空白对照。

表明拮抗细菌的菌体本身和发酵液均具抑菌作

用。本实验通过筛选获得一株芽孢杆菌 DJB5，培

养 7 d 后对黄曲霉孢子的抑制率高达 91.15%，明

显高于王德培等[18]、饶胜其等[19]、韩愈杰等[20]和

刘丁等[21]报道的菌株。 

在分解黄曲霉毒素的实验中，分别用菌体的

发酵液、菌悬液、上清液来对 1 μg/mL 的 AFB1

进行降解，发现发酵液对 AFB1 的降解作用要高于

菌悬液、上清液对毒素的去除作用，且发酵液降解

效果最好，处理 3 d 时达 68.39%，菌悬液的效果接

近发酵液为 59.30%，其效果优于其他报道[14,20,22]，

但究竟是何种机制在起作用，还有待深入研究。 

岳晓禹等 [23–24]报道，当在相同水分含量下，

黄曲霉的生长速率随着温度的升高而升高，当温

度条件相同时，黄曲霉的生长速率与玉米中水分

含量呈正相关，温度和湿度是影响贮藏玉米中黄

曲霉生长的主要生态因子。研究发现，当玉米水

分含量为 28%、28 °C 培养、黄曲霉孢子浓度为

102 CFU/mL 时，该菌株对玉米中黄曲霉污染的防

治 效 果 达 到 36.9% ， 对 AFB1 的 降 解 率 达 到

88.78%。DJB5 是球花石斛的内生菌，它既能抑制

黄曲霉病原菌又能降解黄曲霉毒素，具有抑制和

脱毒双重功能，具有防治黄曲霉污染的应用潜力，

同时，它对石斛本身的药效是否也起到作用，以

及它的耐热性、降解活性，相关的酶或其他活性

物质，以及代谢产物，均有待进一步研究。 
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Abstract: [Objective] We isolated bacterial strain that can antagonize the aflatoxin B1 (AFB1) producing fungus 

Aspergillus flavus in maize seed. [Methods] The plate method and in vivo screening were performed for samples 

from various sources. The positive bacterial strains were screened by their ability to degrade AFB1 in culture 

media. [Results] The inhibitory rate of bacterial strain to Aspergillus flavus was 79.2% and its degradation rate was 

68.39% in 1 μg/mL AFB1. During storage period, the inhibition rate of the bacterial strain to Aspergillus flavus was 

inversely proportional to the water content of maize. When the water content in the maize was 15%, 92.46% 

inhibition rate was recorded, while the inhibition rate of 19.41% was noted with 30% water content in maize. When 

the maize water content was 28%, the control effect on Aspergillus flavus was 36.39%. [Conclusion] An 

AFB1-degrading strain not only could inhibit the growth of Aspergillus flavus, but also may control the 

contamination of AFB1 to maize. 
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