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拮抗黄曲霉菌株的筛选及应用 

丁立军 1, 沈文凤 2, 于丽娜 2, 宋  昱 2, 毕  洁 2, 高  远 2, 江  晨 2,  
王鲁慧 2, 王明清 2* 

(1. 费县农业农村局, 临沂  273400; 2. 山东省花生研究所, 青岛  266100) 

摘  要: 目的  筛选一株有效拮抗黄曲霉生长的菌株。方法  利用平板划线法、黄曲霉对峙培养法筛选出有

效菌; 通过形态学观察、16S rRNA 基因分析, 确定有效菌的种属; 通过黄曲霉侵染玉米及花生籽仁的实验, 验

证有效菌抑制黄曲霉生长的效果; 通过转录组测序技术, 将有效菌株 G10 发酵液与黄曲霉共培养不同的时间, 

确定有效菌株与黄曲霉之间的相互作用机制。结果  筛选得到有效抑制黄曲霉生长的菌株 G10, 经鉴定有效

菌株 G10与Burkholderia stagnalis的 16S rRNA基因相似度达 99.93%, 属于伯克霍尔德菌, 命名为Burkholderia 

stagnalis G10。侵染玉米及花生籽仁应用实验验证菌株 G10 对拮抗黄曲霉有显著作用。转录组测序发现, 菌

株 G10 与黄曲霉共培养 24 h 的差异表达基因数为 3341 个, 其中 1830 个基因表达上调, 1511 个基因表达下调; 

共培养 48 h 的差异表达基因数为 5334 个, 其中 2429 个基因表达上调, 2905 个基因表达下调。富集分析发现, 

代谢过程、细胞过程、细胞结构组件、催化复合物等重要基因本体(gene ontology, GO)条目和碳代谢、氨基酸

生物合成、核糖体生成过程、蛋白质加工过程等重要京都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes, KEGG)通路。结论  筛选得到的有效菌 G10 能有效拮抗黄曲霉的生长, 为深入研究细菌与黄曲

霉的互作机制及生防菌的应用提供了参考。 
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ABSTRACT: Objective  To select a strain that effectively inhibits the growth of Aspergillus flavus. Methods  
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Effective strains were screened using the streak plate method and the confrontation culture method of Aspergillus 

flavus. The species of the effective strain was determined through morphological observation and 16S rRNA gene 

analysis. The effect of the effective strain in inhibiting the growth of Aspergillus flavus was verified through 

experiments of Aspergillus flavus infecting corn and peanut kernels. By using transcriptome sequencing technology, 

the fermentation broth of the effective strain G10 was co-cultured with Aspergillus flavus for different periods of 

time, in order to determine the interaction mechanism between the effective strain and Aspergillus flavus. Results  

The strain G10 that inhibited the growth of Aspergillus flavus was selected. It was identified that the effective strain 

G10 had a 99.93% similarity in the 16S rRNA gene with Burkholderia stagnalis. It belonged to the Burkholderia 

stagnalis and was named Burkholderia stagnalis G10. The application experiments on infecting corn and peanut 

kernels had verified that strain G10 had a significant antagonistic effect against Aspergillus flavus. Transcriptome 

sequencing revealed that the number of differentially expressed genes in strain G10 when co-cultured with 

Aspergillus flavus for 24 hours was 3341, among which 1830 genes showed up-regulation and 1511 genes showed 

down-regulation. The number of differentially expressed genes when co-cultured for 48 hours was 5334, among 

which 2429 genes showed up-regulation and 2905 genes showed down-regulation. Enrichment analysis revealed 

important gene ontology (GO) entries such as metabolic process, cell process, cell structure components, catalytic 

complex, etc., and important Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathways such as carbon 

metabolism, amino acid biosynthesis, ribosome generation process, protein processing process, etc. Conclusion  

The selected effective strain G10 can effectively inhibit the growth of Aspergillus flavus, providing a reference for 

further research on the interaction mechanism between bacteria and Aspergillus flavus and the application of 

biocontrol bacteria. 
KEY WORDS: Aspergillus flavus; antagonistic bacteria; isolation and identification 
 
 

0  引  言 

黄曲霉(Aspergillus flavus)属于半知菌类, 在土壤、空

气、发霉的粮食、坚果中分布广泛。黄曲霉代谢产生次级

代谢产物黄曲霉毒素, 黄曲霉毒素被世界卫生组织划定为

Ⅰ类致癌物。黄曲霉毒素危害人的肝脏组织, 可致肝癌甚至

死亡[1–2]。据统计, 全球每年约有 25%农作物受到黄曲霉污

染, 主要涉及花生、玉米等粮油作物, 不仅造成巨大的经

济损失, 更严重威胁食品安全和公众健康。黄曲霉对农作

物的危害可以发生在其生长的各个环节, 对花生的侵染常

见于茎苗、荚果和种子。目前, 食品、粮食中的黄曲霉防

治主要有物理、化学、生物法[3–4]。生物防治法相比于物理、

化学防治法更绿色、安全, 更受青睐[4], 已成为国内外研究

的热点方向。 
近年来, 关于拮抗黄曲霉菌株的筛选研究取得了显

著进展[5]。目前报道的拮抗菌株主要来源于以下几类: (1)
细菌类拮抗菌: 芽孢杆菌属(Bacillus)[6]是研究最为广泛的

拮 抗 细 菌 类 群 。 研 究 表 明 , 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
subtilis)[7]、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)和
贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)[8]等可通过产生脂肽

类抗生素(如伊枯草菌素、表面活性素)、竞争营养与生态 

位、诱导植物系统抗性等多种机制抑制黄曲霉生长。伯克

霍尔德菌能拮抗黄曲霉的生长 [9]。此外 , 假单胞菌属

(Pseudomonas)、乳酸菌等也展现出良好的拮抗潜力。(2)
真菌类拮抗菌: 木霉菌(Trichoderma)作为经典的生防真菌, 
可通过重寄生、抗生作用和竞争作用有效抑制黄曲霉。哈

茨木霉 (Trichoderma harzianum)、绿色木霉 (Trichoderma 
viride)等菌株已被证实能够显著降低黄曲霉毒素的产生。

此外, 部分非产毒黄曲霉菌株通过竞争排斥机制, 在田间

应用中表现出良好的生物防控效果。(3)放线菌类拮抗菌: 
链霉菌属(Streptomyces)能够产生丰富的次级代谢产物, 对
黄曲霉具有较强的抑制活性。其产生的抗真菌物质包括聚

酮类、肽类等化合物, 作用机制多样。在应用研究方面, 拮
抗菌株已被探索用于采后保鲜、饲料添加剂、土壤改良及

田间生物防治等领域。部分拮抗菌制剂已进入商业化应用

阶段, 如美国登记的 afla-guard®(非产毒黄曲霉菌株)在花

生田间的应用效果显著[10]。 
尽管拮抗黄曲霉的研究已取得一定成果, 但仍存在

不足: 现有研究多集中于少数已知属种, 对特殊环境(如极

端环境、海洋、发酵食品等)中微生物资源的挖掘不足, 缺
乏系统性的菌株筛选与评价体系[11–12]; 多数研究停留在抑

菌效果的表观评价层面, 对拮抗菌株抑制黄曲霉生长及产 
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毒的分子机制、代谢途径及关键功能基因的研究相对薄弱, 
限制了拮抗菌的定向改良和高效利用[13]。鉴于此, 本研究

从花生根系土壤中系统分离筛选拮抗黄曲霉的菌株, 结合

形态学、16S rRNA 测序方法进行精准鉴定, 进行了实验室

黄曲霉侵染玉米和花生籽仁应用实验; 根据黄曲霉与菌株

G10 共培养不同时间的转录组学分析得到了重要的基因本

体(gene ontology, GO)条目和京都基因与基因组百科全书

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG)通路, 为
深入研究细菌拮抗黄曲霉的相互作用机制提供了参考。  

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

花生: 花育 9107, 由山东省花生研究所提供; 玉米: 
鲁单 510, 青岛批发市场购买。菌株: 黄曲霉 3357 菌株, 由
中山大学贺竹梅教授惠赠。土壤样品: 在费县花生地随机取

土壤样品 12 份, 取样深度为 0~5 cm, 于 4 ℃冰箱冷藏备用。 
LB 肉汤(北京陆桥技术有限公司); 马铃薯葡萄糖琼

脂(potato dextrose agar, PDA)(青岛海博生物技术有限公司); 
琼脂粉、琼脂糖(北京索莱宝科技有限公司); Super GelRed
荧光染料(美国 Everbright Inc 公司); DNA试剂盒(天根生物

有限公司); NaCIO 试剂(质量浓度 43 g/L, 山东利尔康医疗

科技有限公司)。 

1.2  仪  器 
HR30-IIA2 生物安全柜(青岛海尔生物医疗股份有限

公司); IS-RDV1 培养箱(德国 CRYSTAL 公司); GI36T 高压

灭菌锅[致微(厦门)仪器有限公司]; DW-86L386 立式超低

温保存箱(青岛海尔特种电器有限公司); 5418 型离心机(德
国 Eppendorf 公司); S1000TM Thermal Cycler 聚合酶链反应

(polymerase chain reaction, PCR)仪(美国 BIO-RAD 公司)。 

1.3  拮抗黄曲霉菌株的筛选 
将土壤样品用 10 倍、100 倍、1000 倍的无菌水梯度

稀释后涂布于 LB 固体培养基, 选取能挑选单菌落的平板

进行后续纯化实验[14]。将纯化后的菌株与活化后的黄曲霉

对峙培养, 28 ℃避光培养 5~7 d, 根据对峙结果, 选取对峙

效果明显的菌株进行下一步实验。 

1.4  拮抗黄曲霉菌株的鉴定 

1.4.1  菌株的形态学特征 
将筛选出的有效菌株接种到 LB 平板划线, 28 ℃培养, 

每天记录菌落形态。 
1.4.2  菌株的 16S rRNA 基因鉴定 

采用 DNA 试剂盒进行菌株 G10 基因组的 DNA 提取[15]。

16S rRNA 基因通用引物为 27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGG 
CTCAG-3', 1492R: 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'。PCR
反应体系 25 μL, Taq 缓冲液 2.5 μL, 脱氧核糖核苷三磷酸 
2 μL, Taq 聚合酶 0.2 μL, 引物 27F 1 μL, 1492R 1 μL, G10

菌株基因组模板 1 μL, 双蒸水 17.3 μL。PCR 扩增程序 95 ℃
预变性10 min; 95 ℃变性40 s, 55 ℃退火40 s, 72 ℃延伸100 s, 
30 个循环; 72 ℃延伸 10 min。反应结束后, 3 μL PCR 产物

上样于 1%琼脂糖凝胶(Super GelRed 荧光染色试剂染色), 
100 V 电压电泳 30 min 后经凝胶成像系统检测结果, 得到

清晰的目的条带后进行回收, 连接到 pMD19-T 载体, 测序

得到的基因序列提交 Ezbiocloud 数据库进行在线比对分析, 
选取相近的同源序列进行 ClustalW分析, 然后用 MEGA-X 
v10.1.7 软件构建系统进化树[16]。 

1.5  抑制黄曲霉生长效果的应用研究 

1.5.1  抑制带壳花生的黄曲霉生长效果 
挑选完好的花育 9107 带壳花生, 用 1% NaCIO 溶液

消毒后接种 3×106 cfu/mL 黄曲霉孢子悬浮液 0.6 mL、0.8 mL
及菌株 G10 发酵液 0.4、0.6、0.8 mL。28 ℃恒温避光培养, 观
察记录荚果长菌情况[17–18]。统计方法同前期花生侵染研究方

法[19]。每组实验设置 3 个重复, 相应量的无菌水为空白对照。 
1.5.2  抑制花生籽仁的黄曲霉生长效果 

花生籽仁用 70%酒精进行消毒, 20 min 内用无菌水冲

洗3遍。无菌培养皿中放入花生籽仁12粒, 接种3×106 cfu/mL
黄曲霉孢子悬菌液 0.4 mL 及菌株 G10 发酵液 0.4、0.6、0.8 mL。
28 ℃恒温避光培养, 观察记录花生籽仁生长情况。每组实

验设置 3 个重复, 相应量的无菌水为空白对照。 
1.5.3  抑制玉米的黄曲霉生长效果 

用 1% NaCIO 溶液对玉米粒进行消毒, 然后用无菌水冲

洗 3 遍。无菌培养皿中放入 10 粒玉米粒, 接种 3×106 cfu/mL
的黄曲霉孢子悬菌液 0.2 mL 及菌株 G10 发酵液 0.1、0.2、
0.3 mL。28 ℃恒温培养箱避光培养, 观察玉米粒的生长情

况。每组实验设置 3 个重复, 相应量的无菌水为空白对照。 

1.6  转录组测序 
为探究有效菌 G10 对黄曲霉生长的响应变化, 本研

究设 3 个处理, 分别为对照组(G1)、处理组 1 (G2)、处理

组 2 (G4)。每个处理设置 3个重复, 共 9个样品。对照组(G1)
设置黄曲霉 28 ℃避光单独培养 24 h, 处理组 1 (G2)黄曲霉

与有效菌 G10 混合培养 24 h, 处理组 2 (G4)黄曲霉与有效

菌 G10 混合培养 48 h。将发酵液在 10000 r/min 条件下 4 ℃
离心 3 min。液氮速冻 10 min 后于–80 ℃冰箱保存。以上

样品委托百迈客公司进行转录组检测。 

1.7  数据处理 
每组实验重复 3 次, 试验数据采用 Microsoft Excel 2019

软件进行统计、制图; 采用 SPSS 18.0 软件进行数据差异

性分析, 以 P<0.05 作为差异显著性判断标准。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗黄曲霉菌的筛选与鉴定 

从费县土壤中筛选的菌株98株, 分别与黄曲霉对峙培养, 
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得到有效拮抗黄曲霉菌株, 其中 G10 对峙效果明显(图 1)。菌

株 G10 在 LB 平板上 28 ℃培养 48 h 的菌落形态为圆形、乳黄

色、半透明状(图 2), 菌落的直径为 1~2 mm, 符合伯克霍尔德

菌属的形态特征[14]。将菌株 G10 的 16S rRNA 基因序列在

ezbiocloud 数据库中比, 结果显示其与 Burkholderia stagnalis 
LMG-28156T 亲缘关系最近, 同源性达 99.93%, 属伯克霍尔

德菌, 命名为伯克霍尔德菌 G10。利用软件 MEGA X v10.1.7
将其同源序列构建进化树(图 3)。 

2.2  菌株 G10 抑制黄曲霉生长效果的应用研究 

带壳花生接种有效菌 G10 和黄曲霉发酵液的生长状

况如图 4A所示。右侧对照组有 4个黄曲霉覆盖率超过 80%, 
2 个黄曲霉覆盖率超过 60%; 左侧实验组有 1 个黄曲霉覆

盖率超过 70%, 2 个黄曲霉覆盖率超过 30%, 3 个黄曲霉覆

盖率超过 20%, 右侧对照组明显比左侧接种菌株 G10 发酵

液的实验组带壳花生的生长覆盖率大, 由此表明菌株 G10
发酵液对黄曲霉菌产生抑制效果, 能拮抗于带壳花生生长

的黄曲霉。同样接种两种菌株发酵液后, 验证菌株 G10 发

酵液在花生籽仁中对黄曲霉的抑制作用, 其生长情况如

图 4B, 右侧对照组有 4 粒黄曲霉覆盖率超过 80%, 2 粒黄

曲霉覆盖率超过 60%, 2 粒黄曲霉覆盖率超过 20%; 左侧实

验组有 3 粒黄曲霉覆盖率超过 30%, 2 粒黄曲霉覆盖率超过

20%, 实验组中生长黄曲霉的粒数比对照组少, 且实验组

黄曲霉覆盖率比对照组小, 表明 G10 发酵液对黄曲霉表现

出抑制效果, 对花生籽仁黄曲霉生长有拮抗效果。这与已

报道的菌株 G22 研究结果一致[14]。 
 

 
 

图 1  黄曲霉与菌株 G10 在 PDA 上共同培养的菌落形态 
Fig.1  Colony morphology of Aspergillus flavus co-cultivated with 

strain G10 showing on PDA 
 

 

 
图 2  菌株 G10 在 LB 平板的菌落形态 

Fig.2  Colony morphology of strain G10 on LB plates 

 

 
 

图 3  菌株 G10 系统进化树 
Fig.3  Phylogenetic tree of strain G10 
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图 4C 为玉米粒在接种两种菌发酵液后的生长情况。

由图 4C 可以看出, 右侧对照组有 2 粒黄曲霉覆盖率超过

40%, 2 粒黄曲霉覆盖率超过 20%; 左侧实验组仅有 1 粒黄

曲霉覆盖率超过 20%, 实验组中黄曲霉生长的玉米粒数比

对照组少, 且实验组黄曲霉覆盖率比对照组小, 说明菌株

G10 发酵液对玉米粒黄曲霉生长有拮抗效果。 

 

 
 

注:  A.花生; B.花生籽仁; C.玉米粒。 
图 4  菌株 G10 抑制黄曲霉生长效果 

Fig.4  Inhibitory effects of strain G10 on the growth of  
Aspergillus flavus 

 
2.3  黄曲霉响应菌株 G10 的转录组分析 

2.3.1  测序控制分析及参考基因组比对 
经质量控制, 总共得到 94.87 Gb 清洗数据, 各样品中

的 Q30 碱基百分比皆大于 94.92%。所有样本的鸟嘌呤、

胞嘧啶含量均在 52.52%~52.74%之间。各样品的测序片段

与参考基因的比对率范围为 88.68%~94.50%。 
2.3.2  差异表达基因分析 

根据样本中的数值将基因进行差异表达筛选, 对有

生物学重复的差异组使用软件 DESeq2[20]进行分析; 对没

有生物学重复的差异组用软件 edgeR v4[21]进行分析。差异

基因筛选的阈值为: P<0.05, |log2 倍数变化|≥1。差异表达

基因统计结果如表 1 所示。与对照组相比, 有效菌 G10 与

黄曲霉共培养 24 h 差异表达基因数为 3341 个, 其中 1830
个基因表达上调, 1511 个基因表达下调; 有效菌 G10 与黄

曲霉共培养 48 h 差异表达基因数为 5334 个, 其中 2429 个

基因表达上调, 2905 个基因表达下调。两种菌共培养 24 h
与共培养 48 h 相比较, 差异表达基因数为 4549 个, 其中

2105 个基因表达上调, 2444 个基因表达下调。由此可见, 
两个处理组中都包含大量的差异表达基因。 

 
表 1  差异表达基因数目统计 

Table 1  Statistics of the number of differentially expressed genes 

差异表达基因

集名称 
差异表达基因

数目 
上调基因 

数目 
下调基因 

数目 

G1 vs G2 3341 1830 1511 

G1 vs G4 5334 2429 2905 

G2 vs G4 4549 2105 2444 

 
将不同的比较组合差异基因采用韦恩图进行展示(图 5), 

G1、G2、G4 共有 984 个基因集是重叠的, G1、G2 共有 2090
个基因集是重叠的, G2、G4 共有 810 个基因集是共有的, 
G1、G4 共有 1137 个基因集是重叠的。G1 中有 1123 个基

因集是特有的, G2 中有 665 个基因集是特有的, G4 中有

410 个基因集是特有的。 

 

 
 

图 5  差异基因集韦恩图 
Fig.5  Venn diagram of differential gene sets 

 
将筛选出的差异表达基因进行层次聚类分析, 由图 6

可以看出, G1 vs G2、G1 vs G4、G2 vs G4 差异表达基因都

得到明显聚类, 表明重复样本的表达模式有一致性, 有效

菌 G10 与黄曲霉共培养 24 h 和 48 h 后基因表达都发生了

明显变化。 
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图 6  差异表达基因聚类图 
Fig.6  Clustering diagram of differentially expressed genes 

 
2.3.3  差异基因富集分析 

黄曲霉对有效菌 G10 生长的响应变化, 通过基因注

释的结果对差异表达基因进行数据库功能注释, 基因数

量统计如表 2。 
(1) GO 富集分析  

将 G10 发酵液拮抗黄曲霉的过程中的差异表达基因进

行 GO 功能分析。如图 7, 将对比组的差异基因分为 3 大类, 
即生物学过程、分子功能和细胞组分。G10 发酵液与黄曲霉

共同生长 24 h 后有 2401 个基因被注释到, 生长 48 h 后有

3846 个基因被注释到: 在生物学过程中, 主要集中于代谢

过程、定位、细胞过程、刺激反应、生物调节, 细胞组分主

要集中于细胞解剖实体、细胞内、含蛋白质复合物, 分子功

能主要集中于催化活性、结合。 

(2) KEGG 富集分析  
KEGG 分析表明(图 8), G10 发酵液与黄曲霉共培养 24 h

后富集差异表达基因显著(P<0.05)注释到 14 条通路, 分别

为碳代谢通路、氨基酸生物合成通路、谷胱甘肽代谢通路、

苯丙氨酸代谢通路、糖酵解通路、蛋白酶体通路、2-氧代羧

酸代谢通路、错配修复通路、半胱氨酸和蛋氨酸代谢通路、

β-丙氨酸代谢通路、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解通路、

半乳糖代谢通路、DNA 复制通路。G10 发酵液与黄曲霉共

培养 48 h 后富集到差异表达基因显著(P<0.05)注释到 7 条通

路, 分别为蛋白酶体通路、DNA 复制通路、RNA 聚合酶通

路、核糖体生物合成通路、内质网中的蛋白质加工通路、错

配修复通路、同源重组通路。这可能是因为随着菌株 G10
对黄曲霉的作用, 黄曲霉的部分通路逐渐适应菌株 G10 的

拮抗作用, 表现出差异表达基因显著通路变少。 

 
表 2  注释的差异表达基因数量 

Table 2  Number of differentially expressed genes noted in the annotations 

差异表达基因集名称 注释基因数 COG GO KEGG KOG NR Pfam Swissprot eggNOG

G1 vs G2 3176 1498 2401 1998 1491 3176 2551 1845 2478 

G1 vs G4 5082 2192 3846 3244 2450 5082 4052 2960 3958 

G2 vs G4 4365 1935 3380 2893 2189 4365 3582 2635 3484 
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注: A. G1 vs G2。生物学过程: 1. 代谢过程; 2. 细胞过程; 3. 定位; 4. 生物调节; 5. 刺激反应; 6. 信号传导; 7. 解毒作用; 8. 繁殖; 9. 多
生物过程; 10. 繁殖过程; 11. 发育过程; 12. 生物体间相互作用; 13. 生物黏附; 14. 生长; 15. 生物之间的种内相互作用; 16. 多细胞生

物过程。细胞组分: 1. 细胞解剖实体; 2. 细胞内; 3. 含蛋白质复合物。分子功能: 1. 催化活性; 2. 结合; 3. 转运活性; 4. 转录调节活性; 
5. 分子功能调节; 6. 抗氧化活性; 7. 翻译调节活性; 8. 结构分子活性; 9. 分子转导活性; 10. 分子载体活性; 11. 小分子传感器活性; 12. 
营养库活性。B. G1 vs G4。生物学过程: 1. 细胞过程; 2. 代谢过程; 3. 生物调节; 4. 定位; 5. 刺激反应; 6. 信号传导; 7. 繁殖; 8. 繁殖

过程; 9. 多生物过程; 10. 发育过程; 11. 生长; 12. 生物体间相互作用; 13. 解毒作用; 14. 生物黏附; 15. 生物之间的种内相互作用; 16. 
多细胞生物过程。细胞组分: 1. 细胞解剖实体; 2. 细胞内; 3. 含蛋白质复合物。分子功能: 1. 结合; 2. 催化活性; 3. 转运活性; 4. 转录

调节活性; 5. 结构分子活性; 6. 翻译调节活性; 7. 分子功能调节因子; 8. 分子载体活性; 9. 小分子传感器活性; 10. 分子转导活性; 11. 
抗氧化活性; 12. 蛋白质折叠伴侣; 13. 营养库活性。  

图 7  差异表达基因 GO 功能分析 
Fig.7  GO functional analysis of differentially expressed genes 

 

 
 

注: A. G1 vs G2; B. G1 vs G4。 
图 8  差异表达基因 KEGG 富集散点图 

Fig.8  Scatter plot of KEGG enrichment of differentially expressed genes 
 

3  讨论与结论 

本研究筛选到一株能抑制黄曲霉生长的菌株 G10, 并

在花生和玉米中进行了应用, 发现其可抑制黄曲霉的生

长。前期报道菌株 G22[14]、菌株 LE160[17]能抑制黄曲霉的

生长, 能抑制花生中黄曲霉的侵染。本研究筛选到的菌株
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G10 丰富了拮抗黄曲霉的菌株资源。 
目前, 黄曲霉的生物防治方法主要有次级代谢产物、

拮抗微生物和生物竞争法[22], 生物竞争机制是不产毒菌株

竞争产毒菌株的必需营养及感染位点, 起到减少黄曲霉污

染的目的。在自然界中, 微生物之间的竞争机制比合作机

制更为常见[23]。不同物种之间的激烈竞争可以让优势物种

淘汰劣势物种[24]。但是, 协同共存的竞争物种之间也可以

通过稳定机制来适应竞争, 达到竞争者之间的平衡或抑制

状态[25]。它们可通过多种方式克服竞争, 包括快速生长、

生成孢子、应激恢复等。真菌和细菌的共培养与它们单独

生长表现不同, 共培养能够增强微生物的存活性、持久性

和产生天然产物[26], 因此, “共培养”这一概念被提出以模

拟自然环境。微生物共培养已被证明是提高微生物生物防

治能力的有效途径[27]。然而, 共培养微生物的相互作用机

制, 特别是细菌和真菌间的作用机制很少被研究。本研究

通过将筛选到的有效菌株 G10与黄曲霉在液体培养基中共

培养, 使它们充分作用, 以其黄曲霉单独培养 24 h 为对照

组, 共培养 24 h、48 h 为实验组, 通过不同时间相互作用

后分析差异表达基因, 寻找两者拮抗的作用机理。 
转录组学测序技术能快速全面获得某一物种在某一

状态所转录的 mRNA 序列信息, 能够从整体基因水平, 揭
示生物学过程的分子机制[28]。本研究中有效菌株 G10 与黄

曲霉随着培养时间的延长, 差异表达基因的特异性响应数

量逐渐增加, 24 h 时 GO 功能富集到 2401 个条目, 到 48 h
时为 3846 个条目; 24 h 时 KEGG 功能富集到 1998 条通路, 
到 48 h 时为 3244 条通路。这与黄迪等[29]研究的雷尔氏菌

与异形根孢囊霉菌共培养, 菌根化桉树根中特异响应差异

表达基因数随时间的延长逐渐增加的结果一致。这可能是

随着时间的延长, 黄曲霉受菌株G10的拮抗作用加强, 更多

的通路发生应激反应。GO 功能注释分析发现, 有效菌与黄

曲霉共培养使黄曲霉差异表达基因上调表达的基因主要有

生物学过程的代谢过程和分子功能的催化活性; KEGG 分析

表明, G10 发酵液与黄曲霉共培养 24 h 后富集差异表达基因

显著(P<0.05)注释到 4 个大类的代谢通路, 分别是环境信息

处理过程、细胞过程、遗传信息处理过程、代谢过程, 差异

表达基因下调表达的基因有蛋白酶体、DNA 复制、错配修

复、核苷酸修复、碱基切除修复等, 差异表达基因上调表达

的基因有苯基丙氨酸、丙氨酸、糖酵解等代谢过程。这表明

有效菌作用黄曲霉后, 可能使黄曲霉的新陈代谢因为细胞

修复需要高能量而减缓[30–31], 同时, 可能使黄曲霉的蛋白

质错误修复能力减弱, 所以菌株 G10 使黄曲霉生长受限。 
伯克霍尔德菌是一种广泛存在于土壤、植物、人体中

的一类菌, 菌属复杂, 涵盖了具有植物促生、生物防治、

生物修复等有益功能的菌株, 同时也包含若干对人类健康

具有潜在威胁的致病菌。其中洋葱伯克霍尔德菌复合群在

临床中最常见, 是囊性纤维化患者和免疫功能低下人群的

重要条件致病菌, 可引发肺炎、败血症等严重感染。因此, 

在将伯克霍尔德菌应用于食品及农产品生防领域之前, 其
安全性评价是不可或缺的关键环节。前期研究发现, 伯克

霍尔德菌的脂肽类代谢产物在抑制病原菌生长中发挥重要

作用[14]。基于此, 本研究下一步拟对菌株 G10 的脂肽等活

性代谢产物, 进行分离纯化与结构鉴定, 并探索其在生防

中的应用潜力。采用代谢产物替代活菌制剂的策略, 有望

在一定程度上规避直接使用菌株可能带来的生物安全风

险。然而, 需要特别指出的是, 本研究目前尚未对菌株 G10
开展系统的安全性评估, 包括溶血实验、细胞毒性实验及

全基因组毒力基因筛查等关键指标均待后续补充。菌株

G10 是否携带已知毒力因子、是否对哺乳动物细胞具有毒

性、其代谢产物是否完全无安全隐患等问题, 目前尚无实

验数据支撑。这是本研究目前存在的重要局限性, 也是后

续研究将优先解决的核心问题。未来工作将建立涵盖表型

检测与基因组学分析的综合安全性评价体系, 在确保菌株

及其代谢产物对非靶标生物安全无害的前提下, 进一步开

展田间应用及产业化探索。 
综上所述, 本研究从费县土壤中筛选得到有抑制黄

曲霉生长效果的有效菌株 G10, 综合 16S rRNA 基因分析结

果与形态学特征 , 鉴定有效菌株 G10 与 Burkholderia 
stagnalis 相似度达 99.93%, 属于伯克霍尔德菌; 通过黄曲

霉侵染玉米及花生实验室应用实验, 验证菌株 G10 能有效

拮抗黄曲霉; 最后基于转录组测序技术从基因表达层面发

现, 有效菌株 G10 发酵液能影响黄曲霉代谢过程、细胞过

程、细胞结构组件、催化复合物等重要 GO 条目和碳代谢、

氨基酸生物合成、核糖体生成过程、蛋白质加工过程等重

要 KEGG 通路。这为下一步继续深入研究细菌与黄曲霉的

互作分子机制及生防菌的应用提供了参考。 
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