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贮藏期核桃霉菌分离鉴定及肉桂精油
对优势霉菌的抑菌效果研究

张豆豆1，文绍聪1，罗康菁1，狄建兵1,2, *

（1.山西农业大学食品科学与工程学院，山西晋中 030801；
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摘　要：为解决山西核桃贮藏期间因霉菌污染导致的品质劣变与防控问题，本文以山西核桃为研究对象，结合形态

特征与分子生物学技术对核桃种的霉菌进行鉴定，使用肉桂精油对优势菌种进行抑菌效果的测定，并通过菌丝形

态、细胞膜损伤机制、膜脂过氧化以及抗氧化酶活性，探讨肉桂精油对优势菌种的抑菌机理。结果表明，从山西

腐烂核桃中分离得到的致腐菌包括团青霉（Penicillium commune）、腐皮镰刀菌（Fusarium solani）、疣孢蓝状菌

（Talaromyces verruculosus）、塔宾曲霉（Aspergillus tubingensis）、侧色素炭团菌（Hypoxylon lateripigmentum）、

土曲霉（Aspergillus terreus）、黄曲霉（Aspergillus flavus）、烟曲霉（Aspergillus fumigatus）、黑曲霉（Aspergillus
niger）和米根霉（Rhizopus oryzae）。其中，侧色素炭团菌（H. lateripigmentum）和黄曲霉（A. flavus）为优势菌

群。肉桂精油对侧色素炭团菌的最小抑菌浓度为 0.39 g/L，经过 0.39 g/L肉桂精油处理后，菌丝生长被完全抑制；

扫描电子显微镜结果显示，肉桂精油处理后的菌丝表面变得更加粗糙，且颗粒状结构增多，菌丝形态遭到破坏。

经 0.39 g/L肉桂精油处理的侧色素碳团菌相对电导率上升，还原糖、可溶性蛋白和麦角固醇质量分数分别减少了

65%、61%和 57.41%，菌体 SOD和 CAT酶活性下降，MDA含量上升。肉桂精油对侧色素炭团菌具有良好的抑

菌效果，通过破坏细胞膜结构，改变膜通透性、加剧细胞膜质过氧化，抑制抗氧化体系酶活性等途径发挥抑菌作

用。研究结果为在核桃储存和保鲜期间有效防止霉变提供了理论支持。

关键词：核桃，霉菌，侧色素炭团菌（Hypoxylon lateripigmentum），肉桂精油，分离鉴定，抑菌效果
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Abstract：To address the quality deterioration and mold contamination issues in Shanxi walnuts during storage, this study
focused  on  identifying  mold  species  through  morphological  characterization  and  molecular  biological  techniques,
evaluating  the  antifungal  efficacy  of  cinnamon  essential  oil  (CEO)  against  dominant  fungal  species,  and  elucidating  its  
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inhibitory mechanisms via mycelial morphology observation, cell membrane damage analysis, membrane lipid peroxidation
assessment,  and  antioxidant  enzyme  activity  determination.  The  results  revealed  that  the  predominant  spoilage  fungi
isolated  from  moldy  walnuts  in  Shanxi  included  Penicillium  commune,  Fusarium  solani,  Talaromyces  verruculosus,
Aspergillus  tubingensis,  Hypoxylon  lateripigmentum,  Aspergillus  terreus,  Aspergillus  flavus,  Aspergillus  fumigatus,
Aspergillus niger, and Rhizopus oryzae, with H. lateripigmentum and A. flavus being the dominant species. CEO exhibited
significant antifungal activity against H. lateripigmentum, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.39 g/L that
completely suppressed mycelial growth. Scanning electron microscopy (SEM) demonstrated severe morphological damage
to fungal hyphae, characterized by increased surface roughness and granular structures. Mechanistic investigations revealed
that  CEO treatment  at  MIC induced  membrane  dysfunction,  evidenced  by  a  increase  in  relative  conductivity,  along  with
reductions  in  reducing  sugars  (65%),  soluble  proteins  (61%),  and  ergosterol  content  (57.41%).  Concurrently,  superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities decreased, while malondialdehyde (MDA) content significantly increased,
indicating aggravated oxidative stress. These findings demonstrate that CEO inhibits H. lateripigmentum by disrupting cell
membrane  integrity,  altering  permeability,  intensifying  lipid  peroxidation,  and  suppressing  antioxidant  enzyme  systems.
This  study  provides  theoretical  support  for  developing  plant  essential  oil-based  green  antifungal  technologies  to  mitigate
walnut spoilage during storage and preservation.

Key  words：walnut；mold； Hypoxylon  lateripigmentum； cinnamon  essential  oil； isolation  and  identification； antifungal
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核桃，亦称胡桃（Juglans regia L.），隶属于胡桃

科（Juglandaceae）胡桃属（Juglans），是一种具有重要

经济和药用价值的植物[1]。其果实广泛应用于干果

及木本油料的生产领域。核桃有着丰富的不饱和脂

肪酸，植物固醇以及生育酚[2]。中医曾记载核桃可以

补气益血、温肺润肠、黑须发的功能，并被大家公认

为核桃具有延年益寿，强身健体等功效[3]。然而，核

桃在贮藏过程中容易霉变，这不仅导致食用价值的流

失，还降低了其经济价值。核桃在贮藏过程会受到各

种真菌的污染。目前，国内外研究表明，引起核桃腐

败变质的主要霉菌包括链格孢属（Alternaria）、曲

霉属（Aspergillus）、镰刀菌属（Fusarium）、毛霉属

（Mucor）、核盘菌属（Monilinia）、青霉属（Penicillium）

以及根霉属（Rhizopus）[4−6] 等。不同地区的霉菌种类

存在显著差异，其构成也因区域而异。因此，防止核

桃霉变具有重要意义。

目前已经采用了辐照、冷等离子体、气调包装、

受控气氛中的二氧化氯和双乙酸钠处理以及食用薄

膜（壳聚糖与茶提取物结合）来保持核桃或核桃仁的

采后品质[7−10]。然而，由于作用复杂、成本高昂以及

抗真菌效果不佳，在实践应用中十分困难。值得注意

的是，肉桂精油是从干燥的肉桂皮中萃取得到的挥发

油，是一类具有广谱抑菌性能的物质。作为一种无毒

害、无污染、无残留、低成本且活性高的天然的具有

较强抑菌活性的提取物，肉桂精油在食物保鲜方面已

经有广泛应用[11]。肉桂精油对蓝莓采后主要病原菌

尖孢镰刀菌、链格孢菌和灰葡萄孢菌均有较好的抑

制效果[12]。研究结果表明，肉桂精油可以有效延长草

莓的货架期[13]。此外，现有研究证实肉桂精油对多种

霉菌具有抑菌活性，可以抑制病原菌菌丝生长[14]。然

而，很少有报道将肉桂精油应用于抑制核桃霉变。

目前对核桃霉变的研究主要在云南等云贵地区

以及新疆等地，对山西核桃的研究较少。本文以山西

核桃为研究对象，探讨其在贮藏期内的霉菌种类，并

测定肉桂精油对核桃中优势菌种的抗菌效果及机

理。本研究可为解决山西及周边地区核桃在贮藏与

运输中的品质劣变问题提供理论依据，并为开发核桃

绿色防霉技术提供科学支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

霉变核桃样品　采自山西省晋中市太谷区的核

桃贮藏区，核桃样品采集时，选择了储存环境条件较

为潮湿的仓库，且贮藏温度在 20~25 ℃ 之间，相对湿

度维持在 75%~85%。样品在采集后未经过任何处

理，直接用于后续的真菌分析；孟加拉红（rose bengal

agar，RBA）培养基（微生物培养基级）、马铃薯葡萄糖

琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基（微生物培养

基级）、过氧化氢酶（CAT）试剂盒　北京索莱宝科技

有限公司；真菌 DNA提取试剂盒　上海生工生物工

程股份有限公司；肉桂精油　广州晶晶生物科技有限

公司；超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒　南京建业生物

工程研究所；氯化钠（分析纯）　天津市风船化学试剂

有限公司。

LRHS9-250-Ⅱ恒温恒湿培养箱　上海跃进医疗

器械有限公司；SW-CJ-2FB型双人单面净化工作台

　浙江绍兴博伟仪器设备有限公司；LDZX-75KBS

型立式高压灭菌锅　上海申安医疗器械厂；MXY数

码生物显微镜　宁波舜宁仪器有限公司；Mini Pro

300V Power Supply 电泳仪　美国 Major Science公

司；DDS-307电导率仪　上海精密科学仪器有限公

司；UV-1100紫外-可见分光光度计　上海美谱达仪

器有限公司；TM-3000扫描电子显微镜　日本日立

公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   霉菌的分离与纯化　参照 GB 4789. 15-2016
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《食品安全国家标准 食品微生物学检验霉菌和酵母

计数》[15] 的方法进行检测。将霉变核桃置于超净工

作台内，称取 25  g霉变核桃样品，加入 225  mL
无菌水至锥形瓶中。充分摇匀后，使用振荡器振荡

1 h，配制出稀释梯度为 10−1、10−2、10−3、10−4、10−5、
10−6 的悬浮液。取 1 mL稀释液接种于孟加拉红琼

脂培养基平板（每平板含培养基约 20~25 mL），每个

样品重复接种三次，计算平均值。同时，取 1 mL无

菌水加入 3个无菌平皿作为空白对照。在孟加拉红

琼脂培养基上观察菌落的形态特征，包括颜色、结构

及菌丝形态。挑选数量较多且形态差异显著的单菌

落，使用接种针通过直接点植法接种至 PDA和 RBA
培养基。确保培养基无其他杂菌污染后，在 28 ℃ 条

件下连续纯化培养 3代，纯化后的菌株于 4 ℃ 保存

备用，用于后续试验。

 1.2.2   优势霉菌分析　将 100个自然条件下 4霉变

核桃使用 1.2.1的方法对霉菌的种类和数量进行统

计，并计算霉菌发生率，确定优势菌种。

 1.2.3   霉菌的形态学鉴定　将分离得到的霉菌分别

接种于 5个 PDA培养基平板的中央，在 28 ℃ 恒温

培养 7 d。期间，观察菌落的颜色和形态特征，并测

量菌落直径。每隔 12 h记录一次各霉菌的生长情

况，以便分析其生长动态。从各菌落边缘挑取菌丝，

分别制备玻片，并使用光学显微镜观察霉菌的孢子形

态及产孢结构，记录其显微特征。

 1.2.4   霉菌的分子生物学鉴定　参考郜海燕等[16] 的

方法。将霉菌接种于 PDA培养基，置于 28 ℃ 下培

养 6~7 d，从培养基中刮取新鲜的菌丝。采用真菌

DNA提取试剂盒进行 DNA的提取。以分离得到的

霉菌菌株基因组为模板进行 PCR扩增 ，扩增

引物为：ITS1（5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'），
ITS4（5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'）。扩增反

应 体 系 为 ： 基 因 组 DNA  1.0  μL， 10×Buffer（ 含

2.5 mmol/L Mg2+）5.0 μL，Taq聚合酶（5 μ/μL）1.0 μL，
dNTP（ 10  mmol/L） 1.0  μL， ITS1引物 （ 10  μmol/L）
1.5 μL，ITS4引物（10 μmol/L）1.5 μL，ddH2O 39.0 μL，
总体积为 50.0 μL。反应程序为 95 ℃ 预变性 5 min；
94 ℃ 变性 30 s，55 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 1 min，
共 30个循环；最后 72 ℃ 延伸 10 min。扩增产物用

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后，在凝胶成像仪上进行

观察并拍照，将 PCR产物提交至南京派森诺基因科

技有限公司进行测序。测序完成后，利用 NCBI的
GenBank数据库对获得的序列进行 BLAST比对，同

时进行多序列比对分析，选取与之相似性较高的标准

菌株基因序列，并使用 MEGA 11.0软件进行系统发

育分析，采用邻接法构建系统发育树。

 1.2.5   肉桂精油对 H. lateripigmentum 的抑菌率　

参照 Ding等[17] 的方法进行抑菌率的测定，并稍作修

改。将肉桂精油溶解在含有 1%的 DMSO的无菌蒸

馏水中，并添加到 PDA培养基中，使 PDA中的最终

浓度为 0、0.1、0.2、0.39和 0.78 g/L。无菌蒸馏水混

合 1%的 DMSO为对照组。从培养 10 d的 PDA培

养基上切除直径为 0.8 cm的圆片。将这些圆片放置

在含 CEO浓度为 0、0.1、0.2、0.39和 0.78  g/L的

PDA培养基上，并在 28 ℃ 下培养。每 24 h测量一

次菌落大小，并计算这些测量值的平均值。

 1.2.6   肉桂精油对 H. lateripigmentum 的最小抑菌浓

度（MIC）　根据 Risslegger等[18] 描述微量稀释法进

行肉桂精油的 MIC测定，并稍作修改。将肉桂精油

溶解在 5% Tween 80溶液中。在 96孔板中首先加

入 100 μL的 PDA液体培养基，之后将 100 μL浓度

范围为 0.2~100 g/L的 CEO稀释液与孢子悬浮液一

起添加到 96孔板中，以只含有 PDA液体培养基的

孔为对照组（CK）。在 28 ℃ 下孵育 48 h后，向每个

孔中加入 15 μL 0.1%刃天青溶液，并将板在黑暗环

境中再孵育 24 h。颜色从蓝色（氧化态）变为粉红色

或无色（还原态）表明存在真菌。完全抑制菌丝生长

的 CEO的最低浓度记录为MIC。

 1.2.7   不同浓度肉桂精油处理对 H. lateripigmentum

菌丝形态的影响　参照 Kelly等[19] 的方法，并稍作

修改。配制含有 0、0.1、0.2、0.39、0.78、1.56 g/L肉

桂精油的 PDA培养基，从培养 10 d的 PDA培养基

上切除直径为 0.8 cm的圆片。将这些圆片放置在

含 CEO浓度为 0、0.1、0.2、0.39和 0.78 g/L的 PDA
培养基上，并在 28 ℃ 下培养。仅对可获取完整菌

丝的处理组 （ 0.1~0.2  g/L）进行观察 ，MIC浓度

（0.39 g/L）下菌丝完全抑制，无结构可供分析；培养

7 d后，刮取菌丝。使用 2.5%的戊二醛溶液固定过

夜，洗去固定液，使用梯度乙醇脱水，预冷后冷冻干

燥。样品喷金后用扫描电镜观察。

 1.2.8   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum 对

细胞膜通透性的影响

 1.2.8.1   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝电导率的影响　将 0.1 g菌丝体重悬于 10 mL
不同浓度的肉桂精油去离子水中（0、0.1、0.2、0.39、
0.78 g/L）。使用电导率仪测定 0、2、4、6和 8 h菌

丝溶液的电导率。将菌丝溶液煮沸后、冷却至室温，

测量煮沸后的电导率值。按照公式（1）计算相对电

导率。

相对电导率(%) =
L1 −L0

L2 −L0

×100 式（1）

式中，L0 表示 0 h的电导率值；L1 表示处理组的

电导率值；L2 表示煮沸后的电导率值。

 1.2.8.2   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝体可溶性蛋白和还原糖的影响　采用 Pei
等[20] 的方法，并稍作修改。配制磷酸盐缓冲液、牛血

清蛋白液和考马斯亮蓝 G-250溶液，制作可溶性蛋

白标准曲线。配制 PDB培养基，共设 18个锥形瓶，

倒入 100 mL PDB培养基，每个锥形瓶中放入 3个
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6 mm菌饼，每个处理 3次重复，封口置 28 ℃ 摇床

中摇晃培养；3 d后加入肉桂精油使质量浓度分别为

0、0.1、0.2、0.39和 0.78 g/L，摇匀后封口继续置于

28 ℃ 摇床中摇晃 3 d。培养结束后将菌团取出，分

离琼脂，冲洗 3次；将菌丝冰浴研磨成匀浆后离心，取

上清液。取考马斯亮蓝 G-250溶液 3 mL，向其中加

入待测样品 50 μL，静置 10 min后，于酶标仪 595 nm
波长下测定其吸光度。

 1.2.8.3   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝体麦角固醇的影响　根据 1.2.8.2的方法得到

菌丝体。按照袁康等[21] 的方法进行测定。使用无菌

蒸馏水冲洗两遍后加入 5 mL 25%的氢氧化钾-乙醇

溶液。漩涡振荡 3 min，85 ℃ 水浴 3 h，加入 2 mL
蒸馏水和 5 mL正庚烷后振荡3 min，收集正庚烷层

溶液，测定麦角固醇含量。

 1.2.9   氧化应激体系评价

 1.2.9.1   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝 MDA的影响　测定方法参考袁康等[21] 报道

的方法。按照 1.2.8.2的方法得到上清液，采用硫代

巴比妥酸法测样品种丙二醛含量，将 2.0 mL上清液

与 2.0  mL  0.67%硫代巴比妥酸溶液混匀，沸水

浴20 min，用上述方法再离心 1次，取上清液测定

OD450 nm、OD532 nm、OD600 nm。

 1.2.9.2   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝 SOD的影响　使用超氧化物歧化酶（SOD）

活性检测试剂盒测定 SOD酶活性。按照 1.2.8.2的

方法得到菌丝体上清液，经试剂盒处理后，在 560 nm
处测定吸光值。

 1.2.9.3   不同浓度肉桂精油处理 H. lateripigmentum

对菌丝 CAT的影响　按照 1.2.8.2的方法得到菌丝

体上清液，使用过氧化氢酶（CAT）活性检测试剂盒测

定 CAT酶活性，在 240 nm处测定吸光值。

 1.3　数据处理

系统发育树使用 MEGA 11作图。所有结果以

三次独立实验的均值±标准误（SEM）表示。统计分

析使用 SPSS 27.0软件进行。采用单因素方差分析

（ANOVA）评估各组间差异。若差异显著，使用 Tukey
的诚实显著差异（HSD）检验进行事后多重比较，统计

显著性设定为 P<0.05。使用 Origin Pro 2021 64 Bit
软件进行作图。

 2　结果与分析

 2.1　不同菌株生长速率差异分析

表 1展示了贮藏期核桃中分离出的 11株代表

性菌株在培养过程中菌落生长直径的变化情况。结

果显示，C21和 C05菌株的生长速度较快，平均生长

速率分别为 1.681 cm/d和 1.66 cm/d。其中，C21菌

株在培养的第 3  d即覆盖了整个培养皿。C02、
C14、C16和 C19菌株的平均生长速率分别为

1.482、1.25、1.21和 1.16 cm/d，其生长速率均超过了

除 C21和 C05以外的其他菌株。C01和 C03菌

株的平均生长速率较为缓慢，为 0.64 cm/d，且始终低

于其他菌株的生长速度。

 2.2　菌落形态

从霉变核桃种分离出 11种霉菌如图 1所示。

C01菌株在 PDA培养基上呈不规则圆形，表面有大
 

A

B

A

B

C01

C11 C13 C14 C16 C19 C21

C02 C03 C05 C10

图 1    菌株菌落形态以及显微形态特征

Fig.1    Colony morphology and microscopic characterization
of the strain

注：A为菌株菌落形态；B为菌株显微形态。
 

表 1    腐败核桃分离霉菌菌落直径

Table 1    Diameter of mold colonies isolated from decayed walnuts

时间（d）
菌落直径（cm）

C01 C02 C03 C05 C10 C11 C13 C14 C16 C19 C21

2 0.76±0.07 1.35±0.06 1.47±0.03 0.21±0.08 2.33±0.27 0.29±0.12 0.74±0.16 2.19±0.29 1.68±0.05 2.68±0.25 6.81±0.15
3 1.26±0.06 2.38±0.09 1.58±0.03 1.61±0.3 3.39±0.33 2.57±0.09 1.46±0.07 3.72±0.18 3.22±0.09 3.72±0.32 8.75±0.35

4 1.81±0.08 3.38±0.11 2.34±0.09 3.94±0.31 4.60±0.06 3.30±0.25 2.37±0.09 4.71±0.18 3.68±0.05 5.38±0.30 长满

5 2.38±0.07 4.36±0.08 2.71±0.18 5.96±0.42 5.73±0.15 4.17±0.23 3.21±0.09 5.93±0.30 4.39±0.08 6.73±0.08 长满

6 3.70±0.07 7.03±0.20 3.33±0.13 7.56±0.21 6.82±0.04 5.72±0.15 4.24±0.02 7.82±0.19 5.88±0.17 7.65±0.18 长满

7 4.32±0.11 长满 4.12±0.07 8.34±0.23 7.56±0.03 6.68±0.06 4.54±0.04 8.73±0.11 7.90±0.18 8.74±0.24 长满

8 4.82±0.07 长满 4.71±0.17 长满 长满 7.21±0.06 5.89±0.13 长满 长满 长满 长满

9 5.20±0.02 长满 5.43±0.06 长满 长满 8.03±0.56 6.75±0.11 长满 长满 长满 长满

平均每天生
长速率（cm/d） 0.64±0.11c 1.482±0.483ab 0.64±0.09c 1.66±0.351a 1.103±0.178abc 0.90±0.11bc 0.86±0.12bc 1.25±0.31abc 1.21±0.27abc 1.16±0.15abc 1.68±0.06 a

注：同行不同字母表示处理间数据差异显著，P<0.05。
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量放射状皱纹，中心为脐状突起，质地绒毛状。菌丝

体边缘为白色，中部呈豆绿色，伴有淡黄色的环状结

构。菌丝带有隔膜并具有分支，呈小瓶状，顶端细长，

轮状分枝或位于短侧枝上。根据青霉属形态分类标

准 [22−23]，初步鉴定 C01菌株为青霉属 （ Penicil-
lium sp.）真菌。

C02菌株在 PDA培养基上形成圆形的菌落，表

面光滑，中央稍微凸起，菌丝呈现絮状分布。菌落初

期呈白色，随着生长进程，后期中心部分可能出现黄

色的气生菌丝。分生孢子分为两种形态，大型孢子多

为纺锤形或椭圆形，小型孢子呈长椭圆状，菌丝则具

隔膜结构。根据真菌鉴定手册[22] 初步鉴定 C02菌

株为镰刀菌属（Fusarium sp.）真菌。

C03菌株菌落在 PDA培养基上为圆形，呈现豆

绿色绒状，中心有脐状突起。分生孢子梗为轮生帚状

枝；分生孢子呈现梭形。根据真菌鉴定手册[22] 以及

文献 [24−25]描述，初步鉴定 C03菌株为篮状菌属

（Talaromyces sp.）真菌。

C05菌株的菌落在 PDA培养基上呈圆形，表面

绒毛状，边缘整齐。菌落早期为白色，产孢后变为土

黄色。显微观察显示，分生孢子为短梗型，底部膨大

为球形，孢子的形状为椭圆，排列成长链状。依据菌

落形态[22] 和显微结构特征[26] 初步鉴定 C05菌株为

拟青霉属（Paecilomyces sp.）真菌。

C10菌株在 PDA培养基上为圆形，可见明显的

放射性沟纹，边缘具有白色的菌丝体，质地为丝绒状，

可见清晰的圈带，菌落由边缘至中间颜色逐渐加深。

分生孢子梗光滑无隔膜。与文留坤等[27] 描述一致，

因此初步鉴定 C10菌株为曲霉属（Aspergillus  sp.）
真菌。

C11菌株的菌落在 PDA培养基呈圆形，质地紧

密，表面平坦且中央略微隆起。菌落中央为淡黄色，

边缘呈白色。分生孢子梗较长，顶端膨大成近球形，

顶囊较小为球形。分生孢子呈球形。根据真菌鉴定

手册 [22] 初步鉴定 C11菌株为曲霉属（Aspergillus
sp.）真菌。

C13菌株菌落为圆形，菌落中间有明显突起。

菌落正面为褐色，背面为黑褐色，产色素。菌丝稀

疏、菌丝生长速度较慢。孢子菌丝为圆筒状，孢子为

近纺锤形。根据菌落形态[22] 以及显微形态特征[28] 初

步鉴定 C13菌株为碳团菌属（Hypoxylon sp.）真菌。

C14菌株菌落在 PDA培养基上为较规则圆形，

具有清晰的圈带，边缘带有放射状沟纹。菌丝初期为

黄色，随后转为黄褐色，成熟后颜色进一步加深，由边

缘向中心逐渐过渡。孢子通过顶囊以小锤状排列串

生。根据真菌鉴定手册[22] 以及文献描述[29] 初步鉴

定 C14株为曲霉属（Aspergillus sp.）真菌。

C16菌株菌落在 PDA培养基上为圆形，无褶

皱，菌落绒状。菌落前期边缘为白色，中间为淡绿色，

菌落后期颜色逐渐转为烟绿色或暗绿色。分生孢子

头呈短柱状，顶囊形似烧瓶，菌丝具有隔膜，分生孢子

形态为球形。根据真菌鉴定手册[22] 初步鉴定 C16
菌株为曲霉属（Aspergillus sp.）真菌。

C19菌株菌落在 PDA培养基上为圆形，有放射

性褶皱，表面突起为毛绒状，边缘粗糙，孢子为黑色。

分生孢子梗无隔膜，顶囊为近球形。根据真菌鉴定手

册[22] 初步鉴定 C19菌株为曲霉属（Aspergillus sp.）
真菌。

C21菌株在 PDA培养基上的菌落特征表现为

圆形，边缘整齐。菌落初期呈白色絮状，质地疏松且

较大；菌丝生长迅速，但匍匐菌丝不发达。随着生长，

菌落逐渐变得稠密，并生成大量黑色孢子。显微观察

显示，孢子囊呈现球形，先为白色，后变为青黑色。根

据真菌鉴定手册 [22] 初步鉴定 C21菌株为根霉属

（Rhizopus sp.）真菌。

 2.3　ITS序列分析结果

 2.3.1   ITS基因序列扩增结果　以分离得到的霉菌

菌株基因组 DNA为模板进行 PCR扩增 ，使用

ITS1和 ITS4作为扩增引物。部分扩增结果如图 2
所示，均成功获得约 600 bp的单一条带，其大小范围

在 500~750 bp之间，可用于后续鉴定分析。

 2.3.2   ITS区序列测定及与 GenBank核酸序列数据

库进行同源性比较　以 11个菌株的基因组 DNA为

模板，使用真核生物 ITS通用引物进行特异性

PCR扩增，并将获得的序列提交至 GenBank数据库

进行相似性比对分析。选取同源性较高的已知菌株

ITS序列，与所测菌株的 ITS全序列进行比对。利用

MEGA11.0软件，基于 Kimura-2-parameter模型并采

用 Neighbor-joining法构建分子进化树。根据真菌

分类鉴定的原则，通过比对 ITS区域的核苷酸序列，
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图 2    ITS片段扩增结果

Fig.2    Amplification results of ITS fragments
注：目标条带大小基于同批次Marker（M）迁移距离确定，右侧Marker仅作示意图展示。
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序列相似性大于 99%的菌株被归为同种，而序列相

似性介于 95%至 99%之间的菌株被归为同属[30]。

结合形态学特征和分子生物学鉴定结果，由图 3可

知，菌株 C01为团青霉（Penicillium commune），菌株

C02为腐皮镰刀菌（Fusarium solani），菌株 C03为疣

孢篮状菌（Talaromyces verruculosus），菌株 C05为

大拟青霉（Paecilomyces maximus），菌株 C10为塔宾

曲霉（Aspergillus tubingensis），菌株 C11为土曲霉

（Aspergillus  terreus），菌株 C13为侧色素炭团菌

（Hypoxylon  lateripigmentum），菌株 C14为黄曲霉

（Aspergillus flavus），菌株 C16为烟曲霉（Aspergillus

fumigatus），菌株 C19为黑曲霉（Aspergillus niger），

菌株 C21为米根霉（Rhizopus oryzae）。
 
 

0.05

图 3    基于 ITS区序列构建的 11株菌系统发育树
Fig.3    Phylogenetic tree of 11 strains of bacteria constructed

based on ITS region sequences
 

 2.4　优势霉菌分析

为验证核桃干果污染霉菌的优势菌群，对 100

个霉变核桃进行分离鉴定，霉菌发生率见表 2。其

中 C13和 C14数量较多，发生率为 100%；C16、C19、

C21以及 C01的霉菌发生率为 93%、78%、71%和

64%；而 C05、C02和 C03数量较少，发生率分别为

19%、22%和 36%。结果表明，污染核桃的优势霉菌

分别为 C13和 C14。

 2.5　不同浓度肉桂精油处理对 H. lateripigmentum 的
抑菌效果

如图 4A、图 4B所示，随着肉桂精油浓度的增

大，菌落直径显著（P<0.05）减小。在 7 d时，与对照

组（0 g/L）相比，肉桂精油浓度为 0.1、0.2、0.39 g/L

菌丝抑制率分别为 24.82%、53.65%、100%，表明肉

桂精油对 H. lateripigmentum 的菌丝生长抑制有明

显作用。当肉桂精油浓度大等于 0.39 g/L时，菌丝

完全不生长。因此初步确定肉桂精油对 H.
lateripigmentum 的 MIC为 0.39 g/L。综上所述，肉

桂精油浓度的增加，抑菌效果也显著上升。
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图 4    不同浓度肉桂精油对 Hypoxylon lateripigmentum 菌丝
生长（A）和菌落直径（B）的影响

Fig.4    Effect of different concentrations of cinnamon essential
oil on mycelial growth (A) and colony diameter (B)

in H. lateripigmentum
注：图中不同字母表示数据有显著性差异（P<0.05），图 8~
图 10同。
 

 2.6　肉桂精油对 H. lateripigmentm 的MIC
MIC被定义为完全抑制菌丝生长的最低浓度。

如图 5所示，肉桂精油浓度为 0.20 g/L时，仞天青被

氧化为无色，表明有真菌的存在。当肉桂精油浓度

为 0.39 g/L时，仞天青未变色，表明 H. lateripigmentm
 

肉桂精油浓度

100 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 1.56 0.78 0.39 0.20 0 CK

图 5    肉桂精油对对 H. lateripigmentm 的MIC
Fig.5    MIC of H. lateripigmentm by cinnamon essential oils

 

表 2    核桃污染霉菌发生率

Table 2    Incidence of mold contamination in walnuts

指标 C01 C02 C03 C05 C10 C11 C13 C14 C16 C19 C21

检出霉菌个数 64 22 36 19 40 47 100 100 93 78 71
霉菌发生率（%） 64 22 36 19 40 47 100 100 93 78 71
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在肉桂精油浓度大于等于 0.39  g/L时被完全抑

制。因此，肉桂精油对 H. lateripigmentm 的 MIC为

0.39 g/L。

 2.7　不同浓度肉桂精油处理对 H. lateripigmentum 菌

丝形态的影响

用扫描电镜观察肉桂精油对 H. lateripigmentum
菌丝的影响，由图 6中可以看出未经肉桂精油处理

的菌丝饱满，光滑。当使用 0.1 g/L的肉桂精油处理

菌丝时，菌丝出现不平整，粗糙，凹陷。当肉桂精油的

浓度继续增加到 0.2 g/L时，菌丝变化更加明显，菌丝

表面变得更加粗糙，且颗粒状结构增多，菌丝形态遭

到破坏。综上所述，肉桂精油可能破坏了菌丝的细胞

壁从而使真菌死亡。

 
 

0 g/L 0.1 g/L 0.2 g/L

图 6    肉桂精油处理后 H. lateripigmentum 菌丝的扫描
电镜显微镜图（10 μm）

Fig.6    Scanning electron microscope micrograph of H.
lateripigmentum mycelium after treatment

with cinnamon essential oil (10 μm)
 

 2.8　肉桂精油对 H. lateripigmentum 细胞膜的影响

肉桂精油处理 H. lateripigmentum 菌丝体的电

导率如图 7A所示。随着肉桂精油浓度的增加以及

处理时间的延长，相对电导率值增高。在处理 8 h
时，0.1、0.2、0.39、0.78 g/L肉桂精油处理组的相对

电导率都显著高于处理 0 h的相对电导率。而对于

对照组，随着时间的延长，相对电导率并没有显著增

加。因此，肉桂精油能够增加细胞膜电导率，表明肉

桂精油处理可能破环了 H. lateripigmentum 的细胞

结构。

细胞内容物的泄露是判定细胞膜损伤的重要指

标。肉桂精油处理 H. lateripigmentum 菌丝体的还

原糖和可溶性蛋白图 7B和图 7C所示，随着肉桂精

油浓度的增加，细胞中还原糖和可溶性蛋白含量逐渐

减少。与对照组（0 g/L）相比，0.39 g/L肉桂精油处理

组还原糖和可溶性蛋白分别减少了 65%和 61%。

0.39 g/L肉桂精油处理组还原糖和可溶性蛋白含量

显著低于 0、0.1、0.2 g/L浓度处理组（P<0.05）。综

上，肉桂精油能够增加 H. lateripigmentum 细胞的通

透性，推测可能是因为肉桂精油作为脂溶性物质，能

够与 H. lateripigmentum 细胞膜中磷脂双分子层相

互作用，因此导致了细胞膜的破损，从而导致细胞内

容物的泄露，细胞内外物质交换失衡，进而导致 H.
lateripigmentum 细胞死亡[31]。

麦角固醇是真菌细胞壁和细胞膜中重要组成成

分，麦角固醇能够调节细胞膜流动性，维持细胞膜中

蛋白酶的正常工作和质膜蛋白的定位功能。从图 7D

中可以看出，随着肉桂精油浓度的增加，麦角固醇质

量分数逐渐下降，0.1、0.2、0.39、0.78  g/L的麦角

固醇质量分数分别为 56.19%、54.90%、28.19%和

18.31%，对照组（0 g/L）麦角固醇质量分数显著高于
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图 7    不同浓度肉桂精油对 H. lateripigmentum 相对电导率
（A）、还原糖含量（B）、可溶性蛋白质（C）、麦角固醇

质量分数（D）的影响

Fig.7    Effects of different concentrations of cinnamon essential
oil on relative conductivity (A), reducing sugar content (B),
soluble protein content (C), and ergosterol content (D)

of H. lateripigmentum
注：图中不同字母表示数据有显著性差异，在 A图中，显著性
（P<0.05）表示同一浓度不同时间点的相对电导率差异。

第  47 卷  第  2 期 张豆豆 ，等： 贮藏期核桃霉菌分离鉴定及肉桂精油对优势霉菌的抑菌效果研究 · 371 · 



各处理组（P<0.05）。与对照组相比，经过0.39 g/L肉

桂精油处理组的麦角固醇质量分数显著下降了

57.41%。综上 ，肉桂精油可能抑制 H.  lateripig
mentum 中某些膜蛋白的功能，并且破坏了膜的完整

性，从而抑制麦角固醇的生成，这可能会改变脂溶性

和水溶性物质的运输速率，破坏细胞膜的选择透过

性，从而使 H. lateripigmentum 细胞死亡[32]。

 2.9　氧化应激评价

 2.9.1   MDA含量　MDA是一种脂质过氧化产物，

已被用作脂质过氧化标志物。肉桂精油处理肉桂精

油处理 H. lateripigmentum 菌丝体的 MDA含量如

图 8所示。随着肉桂精油浓度的增加，MDA含量也

逐渐增加。0.39 g/L肉桂精油处理组的 MDA含量

显著高于对照组（P<0.05）。与对照组相比，0.1、0.2、
0.39和 0.78 g/L肉桂精油处理组的 MDA含量增加

了 43.1%、57.2%、356.0%和 376.4%。当肉桂精油

为 0.39 g/L以上浓度时，MDA增幅显著上升，表示

该浓度处理加剧了细胞膜脂质过氧化作用。
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图 8    不同浓度肉桂精油对 H. lateripigmentum MDA
含量的影响

Fig.8    Effect of different concentrations of cinnamon essential
oil on MDA content of H. lateripigmentum

 

 2.9.2   SOD和 CAT活性　SOD和 CAT是细胞内

重要的抗氧化酶，它们分别催化超氧化物自由基的歧

化反应和过氧化氢的分解。这些酶的活性可以反映

细胞的抗氧化能力。本研究检测了肉桂精油处理后

菌丝体的 SOD（图 9）和 CAT（图 10）活性变化。随

着肉桂精油浓度的升高，SOD和 CAT活性均逐渐降

低。与对照组（0 g/L）相比，0.39 g/L肉桂精油处理

组的 SOD和 CAT活性分别下降了 55%和 81%。

0.39 g/L及以上浓度时肉桂精油处理组的 SOD和

CAT活性显著低于对照组（P<0.05）。综上，肉桂精

油处理能够使 H. lateripigmentum 抗氧化体系酶活

性被抑制，造成细胞的氧化损伤。
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图 10    不同浓度肉桂精油对 H. lateripigmentum CAT
活力的影响

Fig.10    Effect of different concentrations of cinnamon essential
oil on CAT activity of H. lateripigmentum

 

 3　讨论与结论
真菌种类较多，传统真菌鉴定依靠形态特征和

生理生化指标来进行鉴定，但是这种方法会受主观经

验及实验环境的影响且鉴定时间较长[33]。因此，采

用 ITS（内转录间隔区）序列分析成为一种更加精确、

快速的鉴定方法。ITS序列分析通过比对数据库中

的已知序列，可以有效区分不同种类的真菌，且鉴定

结果具有较高的准确性和可重复性[34]。此外，ITS分

析不受实验环境变化的影响，能够显著缩短鉴定时

间，成为现代真菌鉴定的重要工具。

在属水平上，曲霉属是本研究中分离纯化最多

的属，分别有塔宾曲霉、土曲霉、黄曲霉、黑曲霉和

烟曲霉五种。这与 Yamato等[35] 在对核桃、杏仁、榛

子、腰果、开心果和花生相关的真菌进行分离鉴定发

现曲霉属真菌所占比例较大的结果相似。曲霉属真

菌广泛分布于自然界，是坚果和粮食中常见的污染

菌。其中，一些曲霉种类还是重要的人体及动物条件

致病菌[36]。根据污染环节可分为田间霉菌和贮藏霉

菌。贮藏霉菌以曲霉菌为主，主要是指核桃在贮藏期

间因温度、湿度、自身营养含量变化而产生的。目前

的研究表明，在导致谷物、坚果、水果和蔬菜等食品

腐败变质的霉菌中，曲霉是最常见的致腐菌之一[37]。

张容鹄等[38] 研究表明槟榔干果中的优势霉菌为灰绿

曲霉（Aspergillus  glaucus）和泡盛曲霉（Aspergillus
awamori），本文的研究结果与之相似。在种水平上，

本研究结果显示侧色素炭团菌（Hypoxylon  lateri-
pigmentum）和黄曲霉（Aspergillus flavus）为污染核桃

的优势霉菌。该结果与侯琛元[29] 在对新疆薄皮核桃

的研究中发现，米根霉（Rhizopus oryzae）、深绿木霉
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图 9    不同浓度肉桂精油对 H. lateripigmentum SOD
活性的影响

Fig.9    Effect of different concentrations of cinnamon essential
oil on SOD activity of H. lateripigmentum
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（Trichoderma atroviride）、黑曲霉（Aspergillus niger）

和黄曲霉（Aspergillus flavus）是影响核桃品质变化的

主要优势霉菌的结果稍有不同，造成这种差异的原因

可能是生产地区的气候以及原材料上的不同。侧色

素炭团菌（Hypoxylon lateripigmentum）之所以在腐败

核桃中成为优势菌群，可能得益于其木质素降解能

力、较强的适应性以及对环境的竞争优。此外，它与

环境因素（如气候、原材料特性）和其他微生物的相

互作用，也可能进一步促进了其在特定生态环境中的

优势地位。

肉桂精油具有良好的安全性、抗菌、抗氧化性

等，能够通过直接接触的方式抑制核桃主要致病菌

H. lateripigmentum 菌丝生长。本研究结果表明肉桂

精油能够破坏细胞膜的通透性和完整性，导致还原

糖、可溶性蛋白、麦角固醇等物质流失，该结果与

Zhao等[39] 研究的肉桂精油抑制匍匐根霉的研究结

果相似。MDA是膜脂质过氧化的重要产物之一，其

含量与膜损伤程度呈正相关。CEO导致细 MDA含

量显著增加，这进一步表明 CEO可以破坏细胞膜的

完整性，与细胞外电导率和蛋白质含量的变化一致。

此结果与 Niu等[40] 报道的肉桂醛处理的黑曲霉中

的 MDA含量变化相似。此外，本研究发现肉桂精油

能够加剧 H.  lateripigmentum 的细胞膜脂过氧化，

SOD和 CAT活性下降，表明肉桂精油可能加剧了

H. lateripigmentum 的氧化应激，并抑制了细胞的抗

氧化防疫系统，从而使细胞更容易受到氧化损伤，该

结果与孙泽鑫等[41] 报道的肉桂精油处理导致苹果腐

烂病菌和番茄灰霉病菌 SOD酶活性下降，MDA含

量上升导致膜脂质过氧化，破坏细胞结构的研究结果

相似。

本实验通过传统形态学鉴定和分子生物学鉴

定。结果显示：团青霉（Penicillium commune）、腐皮

镰刀菌（Fusarium solani）、疣孢篮状菌（Talaromyces

verruculosus）、塔宾曲霉（Aspergillus  tubingensis）、

侧色素炭团菌（Hypoxylon lateripigmentum）、土曲霉

（Aspergillus terreus）、黄曲霉（Aspergillus flavu）、烟

曲霉（Aspergillus  fumigatus）、黑曲霉（Aspergillus

niger）、米根霉（Rhizopus oryzae）为山西腐烂核桃的

致腐菌。其中侧色素炭团菌和黄曲霉为优势菌。此

外，肉桂精油可以破坏 H. lateripigmentum 的菌丝形

态、破坏细胞膜完整性和通透性、加剧细胞膜质过氧

化，抑制抗氧化体系酶活性，从而发挥抑菌作用。本

研究的发现为核桃在贮藏期间的霉变过程及其机制

提供了生物学上的支持，同时为研发安全、环保且高

效的核桃防霉技术奠定了理论基础。
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