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国产大麦代谢真菌毒素菌株的分离及体外抑制研究
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摘要：【目的】评估镰刀菌（Fusarium spp.）对大麦制麦过程及麦芽品质的影响，筛选具有抑制镰刀菌活性的微

生物并探究其降解脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON）的潜力。【方法】以国产单二大麦为研究对象，

从受镰刀菌感染的大麦中分离出产毒菌株，开展病原菌与宿主的相互作用研究，比较感染 5 d的大麦与标准

大麦的发芽率、水敏性及 DON 质量分数等指标，分析感染大麦制麦后产生的麦芽的 DON 质量分数和蛋白

酶、β-葡聚糖酶、淀粉酶的酶活力以及理化指标（游离氨基酸、可溶性总氮、β-葡聚糖质量浓度）。从大麦和麦

芽中筛选具有抑制产毒菌株活性的微生物，研究该微生物培养物上清液冻干粉（cell-free supernatant 

powder，cfsP）对产毒菌株生长发育的影响，测试不同质量分数（0.020~0.100 μg/kg）cfsP的抑菌效果及抑菌机

理。在浸麦阶段接种该抑菌微生物，评估其对麦芽 DON 质量分数及加工性能的调控作用。【结果】经鉴定，

产毒菌株为大刀镰刀菌（Fusarium culmorum，F. culmorum）。利用该菌株感染 5 d 后大麦的发芽率下降了

45.8%，水敏性明显提高，DON 积累量达到 276 μg/kg。制麦后，感染麦芽的 DON 质量分数比对照组增加了

近 6倍，淀粉酶的酶活力降低，总蛋白酶和 β-葡聚糖酶的酶活力提高，游离氨基和可溶性总氮水平增加，β-葡

聚糖质量浓度减少。筛选出一株抑制大刀镰刀菌的植物乳植杆菌（Lactobacillus plantarum，L. plantarum）

NM-6，当 cfsP 质量分数≥0.020 μg/kg 时，可改变大刀镰刀菌的菌丝形态；当 cfsP 质量分数≥0.050 μg/kg 时，可

抑制大分生孢子萌发管的生长；当 cfsP 质量分数为 0.100 μg/kg 时，可完全阻断菌体生长，且其在低 pH 条件

下的抑菌活性更强。浸麦阶段接种 2×10⁷ CFU/g 植物乳植杆菌 NM-6 时，麦芽 DON 质量分数约为对照麦

芽的 50%，同时麦芽过滤性和溶解性能得到显著改善。【结论】感染单二大麦的镰刀菌鉴定为大刀镰刀菌，

具有抑制大刀镰刀菌活性的微生物鉴定为植物乳植杆菌 NM-6。大刀镰刀菌感染导致大麦发芽能力下降

和 DON 毒素积累；植物乳植杆菌 NM-6 通过分泌耐酸活性物质可高效抑制大刀镰刀菌的孢子萌发和菌丝

生长，其应用于制麦工艺可同步实现毒素控制和品质提升，为真菌感染大麦的安全应用提供生物防治

策略。
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Abstract: [Objective] This study aims to assess the effects of Fusarium on the malting process and malt quality 

of barley, screen out the microorganism with inhibitory activity against Fusarium, and explore the potential of this 

microorganism for degrading deoxynivalenol (DON). [Method] The mycotoxin-producing strain was isolated 

from domestic Dan’er barley contaminated with pathogenic fungi, and the interaction between the pathogen and 

the host was studied. The germination rate, water sensitivity, and DON mass fraction were compared between the 

barley infected for 5 d and standard barley. The DON mass fraction, activities of protease, β-glucanase, and 
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amylase, and physicochemical indicators (free amino acids, soluble nitrogen, and β-glucan mass concentration) of 

malt produced from infected barley were measured. The microorganism capable of inhibiting the viability of the 

mycotoxin-producing strain was screened from barley and malt. The effects of the freeze-dried cell-free 

supernatant powder (cfsP) of the microorganism on the growth and development of the mycotoxin-producing 

strain were studied, and the antifungal effects and mechanisms of cfsP at different mass fractions (0.020~0.100 

μg/kg) were tested. During the steeping stage, the antifungal strain was inoculated and its regulatory effects on 

the DON mass concentration and the processing performance of malt were evaluated. [Result] The mycotoxin-

producing strain was identified as Fusarium culmorum (F. culmorum). After being infected with this strain for 5 

d, the barley showed a germination rate decrease of 45.8%, significantly increased water sensitivity, and the DON 

accumulation reaching 276 μg/kg. Compared with the control group, the malt produced from infected barley 

showed an increase of 6 times in DON mass fraction, a decreased activity of amylase, increased activities of total 

protease and β -glucanase, increased levels of free amino acids and soluble nitrogen, and a reduced mass 

concentration of β -glucan. Lactobacillus plantarum (L. plantarum) NM-6 capable of inhibiting F. culmorum was 

screened out. The L. plantarum NM-6 cfsP with a mass concentration ≥ 0.020 μg/kg changed the mycelial 

morphology of F. culmorum, and the cfsP with a mass concentration ≥ 0.050 μg/kg inhibited the growth of the 

germination tube of conidia. The cfsP with a mass concentration of 0.100 μg/kg completely blocked the growth of 

the strain, and its antifungal activity was stronger at low pH conditions. When 2×10⁷ CFU/g of L. plantarum NM-6 

was inoculated into barley during the steeping stage, the DON mass fraction in the malt was approximately 50% 

of that of the control malt, and the filtration and solubility properties of the malt were significantly improved. 

[Conclusion] The Fusarium species infecting Dan’er barley was identified as F. culmorum and the 

microorganism with inhibitory activity against F. culmorum was identified as L. plantarum NM-6. The infection 

of F. culmorum led to a decrease in the germination ability and accumulation of DON in barley. L. plantarum NM-6 

can efficiently inhibit the spore germination and mycelial growth of F. culmorum by secreting acid-tolerant active 

substances. Its application in the malting process can simultaneously achieve toxin control and quality 

improvement, providing a biocontrol strategy for the safe application of barley exposed to fungal infections. 
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镰刀菌是一种重要的植物病原菌，种类繁多、

分布较广，普遍存在于土壤及动植物有机体中［1-2］。

镰刀菌易侵染多种粮食和经济作物，引起根腐、茎

腐、穗（粒）腐等多种病害，造成作物产量减少，给

农作物生产带来严重破坏。镰刀菌毒素主要由大

刀镰刀菌、禾谷镰刀菌（Fusarium raminearum）、轮

枝镰刀菌（Fusarium verticillioides）等产生［3］。在

大麦种植和啤酒生产行业，镰刀菌是引起大麦赤

霉病［4-5］和啤酒喷涌［6］的重要真菌。在世界各地的

作物中，镰刀菌的污染概率都较高［7］，在大麦、麦

芽和啤酒中，通常都能检测到镰刀菌毒素［8-9］。

利用化学试剂（如 NaClO 等）可以分解某些真

菌毒素，但化学试剂残留会带来新的危害。乳酸

菌及其代谢产物因安全性在制麦方面的应用备受

关注［10-11］。已有文献报道，由乳酸菌代谢得到的低

相对分子质量化合物（如有机酸）具有抑制真菌或

孢子生长的能力，这些化合物可通过自身或者协

同其他物质共同发挥作用［12］。目前国内外研究表

明，乳杆菌在抑制真菌这一方面的表现尤为突出，

但乳酸菌抑制真菌的效果差异很大，主要与所采

用的菌株有关［13］。

一般来说，DON 是大麦中最常见的镰刀菌毒

素［14］，例如在 2020 年收获的江苏单二大麦中，部

分批次霉粒指标较高，且在成品麦芽中检测到了

DON。该研究在含真菌毒素的麦芽原料中筛选并

鉴定产毒菌株，分析其在制麦过程中的动态变化，

检测在制麦过程中真菌生长与产生真菌毒素的相

关性，验证分离菌株的产毒性能，并分析镰刀菌对

麦芽质量的影响。最后，通过从麦类作物上分离

具有抑制产毒真菌活性的乳酸菌，研究其抑菌机

理，并在制麦过程中接种该乳酸菌，验证其对镰刀

菌污染的抑制作用。

162



Vol. 44 No. 5 邱 然等： 国产大麦代谢真菌毒素菌株的分离及体外抑制研究

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大麦样品：用于分析真菌毒素的试验材料，

2020 年收获的某批次江苏单二大麦，DON 质量分

数为 586 μg/kg，其他真菌毒素（雪腐镰刀菌烯醇

（NIV）、赭 曲 霉 毒 素 A（OTA）、玉 米 赤 霉 烯 酮

（ZEA）和伏马毒素 B1（FB1））均未检出；用于感染

产毒真菌的试验材料：2020 年收获的某批次江苏

单二啤酒大麦，DON、NIV、OTA、ZEA 和 FB1 均未

检出。用于筛选抑制真菌活性的试验材料：国产

东北大麦‘垦啤 8 号’和‘垦啤 9 号’，国产苏北大麦

‘KA-4B’和单二，国产西北大麦‘甘啤 4号’以及内

蒙古呼伦贝尔小麦，以上谷物原料及制成的麦芽

均由中粮麦芽（大连）有限公司提供。

高盐察氏培养基、MRS 培养基、PDA 培养基、

SNB培养基、MEB培养基、CAC培养基、MSA 培养

基（包含 20 g/L 麦汁、8 g/L 琼脂、质量分数 7.5% 

NaCl）：青岛高科技工业园海博生物技术有限公司。

PCR 制备试剂盒：罗氏制药中国有限公司；

Qubit dsDNA BR 试 剂 盒 ：美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；柱式细菌基因组 DNA 提取试剂

盒：天根生化科技（北京）有限公司；D-乳酸、L-乳

酸、乙酸快速检测试剂盒、α-淀粉酶试剂盒、β-葡聚

糖酶试剂盒、木聚糖底物：爱尔兰 Megazyme公司；

Triton-X100、乙二胺四乙酸（EDTA）、氨基甲烷

（Tris）、500 mmol/L盐酸胍：美国 Sigma公司。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱仪：Agilent Technologies 1200 

series 型，美国安捷伦科技有限公司；Athena C18 

液相色谱柱（4.6 mm×250 mm×5 μm）：上海安谱实

验科技股份有限公司；荧光计：Invitrogen Qubit® 

2.0 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；分光光

度 计 ：NanoDrop 2000 型 ，美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；酶标仪：Bio Rad 型，伯乐生命医学

产品（上海）有限公司；微型制麦设备：澳大利亚

Joe White 公司；粉碎机：DLFU-W23050 型，瑞士

BUHILER 公司；糖化仪：LB12型，德国 LOCHNER

公司；pH 计：Delta320 型，上海梅特勒-托利多公

司 ；恒 温 恒 湿 培 养 箱 ：Forma 型 ，美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；电热干燥箱：T6060 型，德国

HERAEUS公司。

1.3　方法

1.3.1　大麦携带产毒菌株的筛选和鉴定　

镰刀菌的筛选：随机挑选 100 粒完整大麦，用

体积分数 0.1% NaClO 溶液浸泡搅拌 1 min，用无

菌水反复清洗 3次，在含有异菌脲和氯双脲的选择

性高盐察氏培养基中 25 ℃培养 7 d。将生长出来

的镰刀菌反复划线接种至 PDA 培养基上进行纯

化，然后将纯化后的菌株接种在 PDA 斜面培养基

上，于 4 ℃保藏。

曲霉和青霉的筛选：随机挑选 100 粒完整大

麦，用体积分数 0.1% NaClO 溶液浸泡搅拌 1 min，

用质量分数 7.5% NaCl溶液反复清洗 2次。取 25粒

处理大麦试样 4 份，分别放入 4 个 MSA 培养皿中，

25 ℃培养 7 d。将生长出来的曲霉或青霉菌株反复

划线接种至 PDA培养基上进行纯化，然后将纯化后

的菌株接种在 PDA斜面培养基上，于 4 ℃保藏。

将筛选出的菌株接种到 PDA 平板上，于 25 ℃

培养并观察菌落特征。参照《真菌鉴定手册》对菌

株进行形态学鉴定。用 CTAB 方法提取真菌基因

组 DNA。反应产物纯化后菌株 ITS 序列测序和比

对由宝生物工程（大连）有限公司完成。大麦表面

杀菌方法参照 Lowe等［15］的方法。

1.3.2　大麦、麦芽检测方法及酶活力分析方法　

用 Analytica-EBC 推荐的方法分析大麦和麦

芽样品。使用试剂盒测定 α -淀粉酶、β -淀粉酶、

β-葡聚糖酶的酶活力，其中微生物来源的 β-葡聚

糖酶的酶活力是在 60 ℃ 下检测得到的。根据

Brijs等［14］的方法测定蛋白酶的酶活力。

1.3.3　孢子悬浮液的培养、制备和接种　

参照 Mauch等［16］的方法制备孢子悬浮液，获取

1×105 CFU/mL的孢子悬浮液。将产毒菌株接种在

PDA平板上，28 ℃培养 4 d，于 4 ℃储存待用。取出

含有镰刀菌的培养物转移至 500 mL的 SNB培养基

中。于 25 ℃、120 r/min条件下培养 7 d，诱导产生大

分生孢子。10倍梯度稀释法将孢子悬浮液浓度调

整为 1×103、1×105、1×107 CFU/mL，涂布于 PDA 平

板上，28 ℃培养，观察菌丝生长情况。

消毒大麦中接种体积分数 2% 的真菌分生孢

子悬液，在恒温（25 ℃）恒湿（相对湿度 98%）培养

箱中培养 5 d，每 8 h 翻麦一次。分析接种大麦的

水分并准备制麦。未感染大麦不接种，其余相同

处理作为对照组。
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1.3.4　微型制麦试验方法　

将 1 kg（干质量）接种大麦与 4 kg（干质量）对

照大麦均匀混合成感染大麦，参照相关工艺流程

进行制麦。浸麦：18 ℃，湿浸 5 h、干浸 12 h、干浸

6 h；发芽：18 ℃，发芽 5 d，样品箱自动旋转通风，

每隔 10 min 旋转 1 min；焙焦：45 ℃保持 3 h，程序

升温 1 h 至 55 ℃ ，55 ℃保持 3 h，程序升温 1 h 至

65 ℃，65 ℃保持 3 h，程序升温 1 h 至 70 ℃，70 ℃

保持 1 h，程序升温 1 h 至 75 ℃，75 ℃保持 1 h，程

序升温 1 h至 85 ℃，85 ℃保持 3 h。

1.3.5　真菌生长情况的测定　

分别在第一次干浸、第二次湿浸、第二次干浸、

发芽阶段每间隔 24 h 取样，以及在焙焦阶段 55 ℃

后取样，使用 PCR 仪和分光光度计测定 DNA 质量

浓度［17］，以此反映真菌生长情况。基因组 DNA 提

取：取 20 g新鲜麦粒于冰上研磨，转入装有 55 mL超

纯水和 25 mL 裂解缓冲液的无菌烧杯中搅拌

15 min。裂解液配制：20 mmol/L EDTA、10 mmol/L 

Tris、体积分数 1% Triton-X100、500 mmol/L 盐酸

胍、250 mmol/L NaCl溶解于 1 L超纯水。室温超声

处理 1 min，静置 15 min，用移液管吸取 1.2 mL上清

液转入 2 mL灭菌离心管中，8 000 g离心 1 min。用

PCR 制备试剂盒进行真菌基因组 DNA 分离，将基

因组 DNA 涡旋混合，置于冰上并用于 PCR 反应。

PCR 反应条件：按照说明书要求，将 2 μL 基因组

DNA加到48 μL的反应液中。特异性引物为OPT 18R

（5′-GATGCCAGACGCACTAAGAT-3′）和 OPT 18F

（5′-GATGCCAGACCAAGACGAAG-3′）。94 ℃预

变性 4 min；39 次循环 ：94 ℃ 、20 s，63 ℃ 、20 s，

72 ℃ 、30 s ；72 ℃ 延伸 5 min。使用荧光计与

Qubit dsDNA BR 柱式试剂盒对 PCR 产物进行定

量。按照说明书制备样品，22 ℃反应 2 min 后读

数。通过真菌 DNA 的 S 型曲线验证 PCR 的线性

范围（10~26 μg/mL）。

1.3.6　DON 的液相色谱分析　

参 照 金 昭 等［ 18］的 方 法 检 测 DON 质 量 分

数，取 25 g 大麦或麦芽细粉，加入 100 mL 体积

分数 75% 的乙腈-水溶液 ，搅拌提取 3 h（样品

加标提取 1 h），中速滤纸过滤。取 2 mL 滤液过

PuraToxSR DON 专用净化柱，氮气吹干，复溶于

200 μL 水 -甲醇 -乙腈溶液（体积比 90∶6∶4）。

过 ODS 色谱柱（250 mm×4.6 mm×5 μm），流动相

为水-甲醇-乙腈溶液（体积比 90∶6∶4），流量 1.0 

mL/min，柱温 25 ℃ ，进样量 20 μL，检测波长 220 

nm，检出限 30 μg/kg，回收率 90%。

1.3.7　乳酸菌的分离、纯化及鉴定　

玻璃试管内装满样品，密封后恒温（30 ℃）富

集 8 d，称试管中部材料 10 g，加入 40 mL 无菌水混

匀，用 10 倍梯度稀释法进行稀释。取不同浓度的

菌悬液分别涂布于含溴甲酚紫的 MRS 固体培养

基上，30 ℃兼性厌氧培养 2 d，挑取乳酸菌进行分

离纯化。

参照试剂盒的说明书，提取具有强抑制真

菌活性的菌体总 DNA。以细菌通用引物 27F

（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ ）和 1509R

（5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′ ） 扩 增

16S rDNA。将所得长度前 900 bp 的基因片段上

传至 GenBank 数据库，使用 BLAST 搜索，同源性

大于 98% 的序列菌株即为同一菌株。扩增及测序

由宝生物工程（大连）有限公司进行。

1.3.8　抑菌试验　

挑取待检测的单菌落，在 MRS 固体平板培养

基上划线，培养 24~36 h 至长出菌斑后，保留待用。

将 100 μL 孢子悬浮液与 5 mL 经融化后保持在

45 ℃的 PDA 上层培养基混匀，立即倒至上述划线

平板上。微氧条件下 30 ℃培养 3 d，再转移至有

氧条件 25 ℃培养 2 d 来促进真菌生长。测量细菌

菌落周围透明圈的大小来确定每个菌株的抑制真

菌活性。

1.3.9　乳酸菌 cfsP的制备　

将抑菌能力最强和无抑菌作用的乳酸菌分别

接种到 500 mL新鲜的 MRS液体培养基中，室温静

置 24 h 后，30 ℃培养 144 h。3 000 g 离心 15 min，

用酸度计测量 pH，然后将乳酸菌上清液冷冻喷雾

干燥，获得乳酸菌 cfsP备用。

1.3.10　乳酸菌上清液中 D-乳酸、L-乳酸和乙酸水平

的测定　

将乳酸菌 cfsP 加到去离子水中至终质量分数

为 25%，根据说明书，用 D-乳酸、L-乳酸、乙酸试剂

盒进行测定。

1.3.11　乳酸菌上清液对真菌的生长抑制　

使用微孔板法研究不同浓度乳酸菌上清液对

真菌的影响。使用 30 μm 孔径的滤纸过滤孢子悬

浮液，调整孢子悬浮液浓度为 1.0×105 CFU/mL，各
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取 1 mL，于 4 ℃、3 000 g离心 10 min，弃去上清液。

MEB 培养液中加入等体积的 D-乳酸、L-乳酸混合

溶液，用 4 mol/L NaOH 将 pH 调至 4.0，用 0.45 μm

滤膜过滤。用 1 mL MEB 培养液再次悬浮孢子沉

淀，将分生孢子质量分数调整为 0、0.010、0.025、

0.050、0.075、0.100 μg/kg。向 96 孔酶标板中加入

200 μL 培养液，25 ℃培养 48 h，将酶标仪设定为每

4 s 振动 1 s，每 3 h 自动记录 OD620值，形成真菌生

长曲线，平行测定 3次。

1.3.12　大分生孢子萌发试验　

制备具有抑制镰刀菌的乳酸菌 cfsP，配制含

有强抑菌活性和无抑菌活性乳酸菌上清液的

MEB 培养液，质量分数分别为 0、0.05、0.10 μg/kg，

各配制 20 mL，将 pH 调节至 4.0。将乙酸作为对照

添加到 MEB 培养液中，将 pH 调节至 4.0。溶液经

0.45 μm 滤膜过滤。将 20 mL 孢子悬浮液于 4 ℃、

3 000 g 离心 10 min 后，孢子沉淀再次悬浮在含有

乳酸菌上清液的 MEB 培养液中 ，于 350 r/min、

25 ℃下培养。每隔 3 h 于 4 000 g 离心 3 min。弃

去上清液后，孢子沉淀再次悬浮在 100 μL 体积分

数 50% 的甘油中。转移 5 μL 到显微镜载玻片上，

使用显微镜在 400 倍下分析 100 个随机选择的大

分生孢子，测定形成芽管的大分生孢子数量，计算

出芽率（以百分数计），平行测定 3次。

1.3.13　菌丝生长期间的形态学观察　

用去离子水溶解 cfsP，经 0.45 μm 滤膜过滤，制

备质量浓度为 50 g/dL 的工作液。配制含有 0、

0.01、0.05、0.10、0.50、1.00、2.00 g/dL工作液的 PDA

平板，用含有 D-乳酸、L-乳酸的混合溶液和乙酸制

备化学酸化对照 CAC平板，接种大约 100个大分生

孢子在平板的中心点。在 25 ℃培养 72 h，通过照

相扫描平板来监控真菌生长情况，试验重复 3次。

1.3.14　pH、蛋白酶和热处理对抑制真菌化合物活性

的影响　

等分含有质量分数 10% 的抑菌/非抑菌活性

物质的 20 mL MEB 培养液，用 D-乳酸、L-乳酸混

合溶液将 pH 调节至 4.0、5.0、6.5。接种真菌到

MEB 培养液中，并测定大分生孢子萌发率，平行

测定 3次。

用链霉蛋白酶 E 和蛋白酶 K 水解抑菌活性上

清液。根据说明书制备酶液，不加 SDS 和 Triton 

X-100。向酶液中加入有抑菌活性的 cfsP，配制成

质量分数 25% 的溶液。用 4 mol/L 的 NaOH 将 pH

调节至 7.5，并用 0.45 μm滤膜过滤，于 37 ℃培养 1~

5 h，冷却至 20 ℃后终止反应。用 MEB 培养液将

cfsP 溶液的质量分数调节至 10%，并使用 D-乳酸、

L-乳酸混合溶液将 pH 调节至 4.0。将 2 mg 的 cfsP

溶解到 8 mL 去离子水中，分别在 80、90、100 ℃条

件下加热 1 h，将 cfsP溶液稀释到质量分数为 10%。

2　结果与讨论

2.1　真菌的筛选及鉴定

在含有异菌脲和氯双脲的选择性高盐察氏培

养基上共筛选感染镰刀菌大麦 26粒，经反复转接、

培养和纯化，所有污染菌株均为同一种镰刀菌，其

形态特征见图 1。PDA 平板上菌落呈圆形，正面呈

白色至淡粉红色，中间凸起，背面中央呈淡红色，

气生菌丝浓密。25 ℃培养 5 d 后，直径约 7 cm，菌

丝光滑、有隔、分枝，大分生孢子呈镰刀状。

测序得到一条 536 bp的序列，提交到 GenBank

数据库进行比对，与大刀镰刀菌的相似度为 99%，

登录号为 JX125045，在 MSA 培养基上未分离到青

霉属和曲霉属，因此可以判定大刀镰刀菌是导致该

批次麦芽中产生真菌毒素的微生物。

图 1　菌落形态及大分生孢子的微观形态

Fig. 1　Colony morphology and microscopic morphology of macroconidia
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2.2　制麦过程中真菌的生长与产毒

2.2.1　大麦的理化指标分析　

如表 1所示，除了 DON 质量分数，对照大麦与

标准大麦的各项理化指标差距不大。对照大麦

DON 质量分数为 586 μg/kg，而在标准大麦中未检

出 DON。在接种大刀镰刀菌前后，大麦水分质量

分数从 13.56% 增加到 26.85%，增加约 1 倍；种子

发 芽 率 受 霉 菌 感 染 影 响 较 大 ，从 83.0% 降 至

45.0%，降低了 45.8%；发芽率也是相同的下降趋

势。这个结果与 Schwarz 等［19］利用禾谷镰刀菌

F. graminearum KB-172 感染田间大麦的研究结果

一致，在温室中接种真菌孢子的大麦发芽率降低

了 42%。发芽力的降低与大麦水敏性呈负相关，

其中感染大麦的水敏性增加到 38.3%，增加了约

2 倍。感染大麦的 β-葡聚糖质量浓度从 286 mg/L

降到 236 mg/L，这可能是因为大刀镰刀菌会分泌

β-葡聚糖酶［20］。研究发现，人工感染禾谷镰刀菌

和梨孢镰刀菌后，谷粒细胞壁上可以检测到有外

切葡聚糖酶的产生和活性［21］。接种孢子悬浮液 5 

d后，感染大麦的 DON 质量分数为 276 μg/kg。

2.2.2　制麦过程真菌生长情况与DON质量分数变化　

大刀镰刀菌可以感染大麦穗，在田间暴露 24 

h 至 60 h［22］，在体外培养 5~6 h 后产生多细胞分生

孢子［23］。尽管大刀镰刀菌是田间真菌，但它可以

在收获后于适宜条件（25 ℃，相对湿度 100%）下增

殖［22］。已知大刀镰刀菌主要产生 B 型单端孢霉

烯，例如 DON 及其衍生物和 NIV 等［22］。真菌毒素

是在环境胁迫条件下产生的微生物次级代谢产

物［23-24］，麦芽中真菌毒素的水平取决于镰刀菌的

感染模式和加工工艺［25］。

在制麦过程中，种子会经历一系列生理变化。

浸麦的开始中断了植物的休眠期，谷物吸收水分

至约 46%。发芽阶段，谷物分泌大量水解酶，导致

蛋白质和细胞壁的降解，以及淀粉质胚乳的水解。

最后绿麦芽经过高温焙焦，导致水解酶失活，并蒸

发掉了麦粒水分，阻止麦芽过度溶解，同时发生美

拉德反应，赋予了麦芽特殊的颜色和香味。因为

用于制麦的大麦颗粒可能感染少量镰刀菌，所以

制麦过程中大麦水分质量分数的增加不仅促进了

植物代谢，而且激活了休眠的微生物［26］，这些微生

物将在制麦过程中进一步感染谷物。

通过检测真菌 DNA 质量浓度和 DON 质量分

数来评估制麦过程中大刀镰刀菌生长和产毒情况，

结果见图 2。感染大麦中大刀镰刀菌的起始 DNA

质量浓度为 9.56 μg/mL，起始 DON 质量分数为

55 μg/kg。制麦过程中大刀镰刀菌 DNA 质量浓度

和 DON质量分数都随着制麦时间的延长呈逐渐增

加趋势。至焙焦结束，大刀镰刀菌 DNA 质量浓度

达到 31.43 μg/mL；DON 质量分数为 376 μg/kg，增

加了近 6倍。

分离出的大刀镰刀菌的产毒特性见图 3。

感染大麦中大刀镰刀菌起始 DNA 质量浓度为

5.62 μg/mL，起始 DON 质量分数为 586 μg/kg。感

染大麦 DON 质量分数较高，但随着浸麦结束，其

表 1　大刀镰刀菌感染大麦与标准大麦理化指标对比

Table 1　Physicochemical indicators of barley infected with F. culmorum and standard barley

样品

对照大麦

标准大麦

感染大麦

Δ/%

水分质量分数/%

13.89±0.11

13.56±0.08

26.85±0.14

98.0

蛋白质质量分数/%

12.30±0.22

11.80±0.22

11.90±0.04

0.8

千粒质量/g

41.5±0.3

40.8±0.5

40.6±0.8

-0.5

发芽力/%

88.0±2.0

84.0±1.0

48.0±2.0

-42.9

发芽率/%

87.0±0.5

83.0±1.5

45.0±1.0

-45.8

水敏性/%

15.5±1.5

12.5±1.5

38.3±3.0

206.4

β-葡聚糖质量

浓度/（mg/L）

269±18

286±18

236±12

-17.5

DON 质量分数/

（μg/kg）

586

0

276

—

注：“—”表示未检测到；“Δ”表示感染大麦与标准大麦的差值百分率。

图 2　制麦过程中大刀镰刀菌的 DNA 浓度和 DON 质量分数

Fig. 2　DNA concentration and DON mass fraction of 

F. culmorum during the malting process
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质量分数明显降低，第二次浸麦结束时 DON 质量

分数为 52 μg/kg，这可能是因为 DON 具有水溶

性［27］。发芽过程中 DON 质量分数逐渐增加。

55 ℃排潮结束后，DON 质量分数快速增加，至焙

焦结束，DON 质量分数略有降低。成品麦芽中

DON 质量分数比原料大麦降低了 37%。在焙焦阶

段，温度快速升高不利于真菌的生长，导致真菌发

生应激反应并快速代谢真菌毒素。因为 DON 在

80 ℃下具有热稳定性，所以在制麦最终阶段达到

最高水平。镰刀菌在温度为 55 ℃的烘干阶段可存

活［27］，且在热压力下可产生过量的 DON。另外，

Vegi等［28］研究了人工接种和自然感染大麦籽粒中

禾谷镰刀菌 Tri5 基因与产生 DON 的相关性，结果

表明，DON的产生和镰刀菌的生长情况（Tri5浓度）

的相关性取决于感染模式。

2.2.3　大刀镰刀菌感染对成品麦芽品质的影响　

大刀镰刀菌感染大麦和标准大麦制麦后产生

的感染麦芽和标准麦芽的理化指标见表 2。其中

β-葡聚糖质量浓度、色度、可溶性总氮质量分数、

库值、脆度与麦芽溶解度有关，大刀镰刀菌感染能

明显增强麦芽的溶解度。虽然感染麦芽溶解程度

较好，但是并没有提高过滤性能，也没有减少麦汁

黏度，与通过抑制细菌处理以提高麦汁过滤速度

的结果不一致［29］，这可能是因为接种大刀镰刀菌

孢子悬浮液浓度较高，菌体快速生长导致菌丝体

阻塞了过滤膜，影响了过滤效果。

虽然感染麦芽的未发芽麦粒数比对照组的

多，但感染麦芽的溶解度却优于对照麦芽，这是

因为大刀镰刀菌能代谢产生蛋白酶和 β -葡聚糖

酶。如表 3 所示，感染麦芽的总蛋白酶酶活力增

加，说明游离氨基酸和可溶性总氮的水平较高。

由于在接种和发芽期间的真菌感染，菌丝体覆盖

谷物导致氧气减少，胚芽损伤严重，这也是发芽

率降低的一个主要原因。镰刀菌引起的颗粒结

构破坏抑制了大麦激素信号的传导，阻止了 α-淀

粉酶的合成［30］。然而，也有研究报道在浸麦过程

中，接种镰刀菌导致 α-淀粉酶活性增加［31］。感染

麦芽累积了 348 μg/kg 的 DON，这也是淀粉酶酶

活力降低的原因，真菌毒素能抑制淀粉酶的合

成［32］。除了产生真菌毒素外，与对照麦芽相比，

感染麦芽损失增加了 12.8%，这是真菌对麦芽品

质破坏性的体现。

图 3　感染大麦制麦过程中大刀镰刀菌的 DNA 质量浓度和

DON 质量分数

Fig. 3　DNA concentration and DON mass fraction of 

F. culmorum  during the malting process of infected 

barley

表 2　感染麦芽与标准麦芽的理化指标

Table 2　Physicochemical indicators of standard malt and infected malt

样品

标准麦芽

感染麦芽

Δ/%

样品

标准麦芽

感染麦芽

Δ/%

水分质量

分数/%

4.50±0.05

4.60±0.11

2.2

黏度/

（mPa·s）

1.63±0.01

1.60±0.01

-1.6

蛋白质质量

分数/%

11.9±0.1

12.4±0.2

4.2

可溶性总氮

质量分数/%

0.84±0.01

0.92±0.01

9.5

β-葡聚糖质量

浓度/mg/L

256±7

198±5

-22.6

FAN 质量浓

度/（mg/L）

178±6

215±7

20.8

千粒质量/g

34.6±0.1

34.9±0.5

0.8

极限发酵

度/%

78.3±0.4

79.6±1.5

1.7

浸出物质

量分数/%

78.3±0.5

78.7±0.3

0.9

库值/%

44.2±0.6

50.6±1.0

14.5

糖化力/WK

387±12

354±9

-8.5

脆度/%

72.5±0.2

78.9±0.1

8.8

pH

5.92±0.01

5.82±0.01

-2.6

玻璃质粒质

量分数/%

3.1±0.7

3.1±0.9

1.1

过滤时间/min

56

58

3.6

麦芽损失质量

分数/%

21.8±0.2

24.6±0.4

12.8

色度/EBC

4.75±0.13

7.00±0.25

47.3

DON 质量浓

度/（μg/kg）

—

348

0

注：“—”表示未检测到；“Δ”表示感染大麦与标准大麦的差值百分率。
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2.3　具有抑制大刀镰刀菌活性的微生物的分离及抑

菌活性分析

2.3.1　乳酸菌的鉴定　

对筛选出的 89株乳酸菌进行大刀镰刀菌活性

抑制试验，在 GenBank 中进行同源性搜索比较其

扩增的 16S rRNA 基因序列，鉴定结果为植物乳植

杆菌，同时也分离得到一株无抑菌活性的植物乳

植杆菌，说明植物乳植杆菌的抑菌活性是菌株依

赖型的。为进一步研究乳酸菌的抑菌机理，选择

植物乳植杆菌 NM-6为研究对象，无抑菌活性的植

物乳植杆菌 HW-1 为阴性对照。植物乳植杆菌

NM-6 对大刀镰刀菌的抑菌效果见图 4。结果表

明，抑菌圈会随培养时间的延长而变小，且菌丝颜

色变深。

2.3.2　乳酸菌代谢产物对镰刀菌生长的影响　

以江苏大麦中的产毒真菌大刀镰刀菌为靶标

微生物，研究植物乳植杆菌 NM-6的抑菌活性。植

物乳植杆菌 NM-6 是以分泌胞外代谢产物来抑制

菌丝生长和大分生孢子萌发。添加到 PDA 平板中

的 cfsP质量分数为 0.010 μg/kg时，大刀镰刀菌生长

情况与对照平板无差别。当添加质量分数≥0.025 

μg/kg 时菌丝颜色有较大变化，且中心位置的菌丝

明显减少，菌丝呈放射状向四周分散。如图 5 所

示，含有 cfsP 平板的菌丝面积相比于化学酸化平

板和对照平板明显缩小。

当 MEB 培 养 液 中 的 cfsP 质 量 分 数 达 到

0.050 μg/kg时，大分生孢子形成 2个及以上芽管，并

且这些芽管主要出现在非顶端细胞。相反，在无抑

菌液或含有 0.050 μg/kg非抑菌冻干粉培养液里，大

分生孢子只在顶端细胞形成芽管。Koch等［32］观察

到，在链霉菌产生的抑制真菌滤液存在的情况下，大

刀镰刀菌的菌丝会发生扭曲并不同程度地膨大。

表 3　感染麦芽与对照麦芽的酶活力分析

Table 3　Activities of enzymes in control malt and infected malt

样品

对照麦芽

感染麦芽

Δ%

α-淀粉酶

酶活力/（U/g）

290.1±7.0

258.4±3.4

-10.9

β-淀粉酶

酶活力/（U/g）

14.9±0.2

13.0±0.2

-12.9

总蛋白酶

酶活力/（U/g）

16.4±1.8

28.5±2.5

73.8

30 ℃时 β-葡聚糖酶

酶活力/（U/kg）

521.3±16.2

546.3±6.3

4.8

60 ℃时 β-葡聚糖酶

酶活力/（U/kg）

101.5±2.8

156.5±3.8

55.2

注：“Δ”表示感染大麦与标准大麦的差值百分率。

图 4　植物乳植杆菌 NM-6对大刀镰刀菌的抑制作用

Fig. 4　Inhibition of F. culmorum by L. plantarum NM-6

图 5　大刀镰刀菌在 PDA 平板培养 72 h的菌丝面积

Fig. 5　Mycelial areas of F. culmorum incubated on PDA for 72 h
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如图 6 所示，当 MEB 培养液中添加 cfsP 质量

分数达到 0.100 μg/kg 时，大分生孢子的萌发被完

全抑制。48 h后，OD620值也没有变化，并且没有萌

发管形成。降低 cfsP 质量分数至 0.075 μg/kg 时，

OD620值在 42 h后增加。当质量分数为 0.050 μg/kg

时，大约 50% 大分生孢子在 6 h 后形成萌发管，9 h

后 OD620值开始升高。质量分数低于 0.05 μg/kg 时

几乎不影响大分生孢子的萌发。

2.3.3　pH、蛋白酶和加热对植物乳植杆菌 NM-6 代

谢物抑菌活性的影响　

如图 8所示，在 pH 4.0时大分生孢子完全被抑

制。当 pH 为 5.0 和 6.5 时，随着时间的延长，大分

生孢子出芽率逐渐增加。当 pH 达到 6.5 时，植物

乳植杆菌 NM-6代谢物仍然有较弱的抑菌活性，培

养 9 h 后失去抑菌活性。这说明有机酸有利于植

物乳植杆菌 NM-6 代谢物发挥抑菌活性。在低 pH

条件下，有机酸主要是未解离的状态，使其更容易

穿透到靶标微生物的疏水性细胞膜里，从而抑制

微 生 物 生 长 。 有 研 究 者［33］利 用 短 乳 杆 菌

LMG 6906 抑制普通食物中的腐败真菌，当 pH 从

3.5逐渐升高到 6.0时，抑制作用基本丧失。质量分

数 25% 的植物乳植杆菌 NM-6 和植物乳植杆菌

HW-1的 cfsP 溶液中的 D-乳酸、L-乳酸浓度的检测

结果见表 4。植物乳植杆菌 NM-6上清液和植物乳

植杆菌 HW-1 上清液中 D-乳酸浓度相近，分别为

12.8 mmol/L 和 12.3 mmol/L。L-乳酸和乙酸浓度

有一定差距。乳酸和乙酸是常见的抑菌化合物，

也是乳酸菌主要的代谢物。植物乳植杆菌 NM-6

除了会分泌乳酸和乙酸外，还可能会分泌其他抑

菌化合物，这些化合物单独或与乳酸、乙酸协同作

用可抑制真菌。Lavemicocca 等［34］观察到，添加过

量的乳酸和乙酸到植物乳植杆菌 21B 的培养液

中，会导致苯乳酸分泌量的增加，并增强了抑菌

效果。

除了有机酸对真菌有抑菌作用之外，一些学

者也发现乳酸菌分泌的蛋白质具有抑制真菌活

性，且乳酸菌产生的一些环肽和 3-苯基乳酸之间

有较弱的协同效应。为此进一步通过蛋白酶 K

和链霉蛋白酶 E 水解植物乳植杆菌 NM-6 代谢

物，观察蛋白酶是否具有抑制真菌活性。链霉蛋

白酶 E 处理 5 h 后，抑菌液加到大分生孢子培养

液中，24 h 后其抑菌活性逐渐丧失。此时约有

图 6　大刀镰刀菌在不同质量分数 cfsP培养条件下的生长曲线

Fig. 6　Growth curves of F. culmorum cultured with different mass 

fractions of cfsP

图 7　大刀镰刀菌大分生孢子在不同质量分数乳酸菌代谢物

中的出芽率

Fig. 7　Germination rates of F. culmorum macroconidia 

cultured with different mass fractions of lactic acid 

bacteria metabolites

图 8　大刀镰刀菌大分生孢子在不同 pH 抑菌液中的出芽率

Fig. 8　Germination rates of F. culmorum macroconidia in cell-

free supernatants with different pH
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25% 的大分生孢子萌发，33 h 后萌发率增加到最

大发芽率约 70%。蛋白酶 K 处理 1 h 后抑菌活性

明显降低，接种 33 h 后开始萌发。用链霉蛋白酶

E 处理 1 h 没有影响到抑菌活性，用链霉蛋白酶 E

消化 5 h 的植物乳植杆菌 NM-6 抑菌活性与用蛋

白酶 K 消化 1 h 的相同。这些数据说明乳酸菌分

泌的蛋白质具有抑菌活性或者参与其他物质的

抑菌过程。

因大多蛋白质通常对温度敏感，故设计了不

同温度对乳酸菌代谢物抑菌效果的影响。80 ℃

加热 1 h后，代谢物加到大分生孢子培养液中，27 h

后大分生孢子开始生长，48 h 后约 10% 的大分生

孢子开始出芽，这说明该代谢物加热易分解。分

别加热到 90、100 ℃并维持 1 h，代谢物的抑菌活

性没有受到影响，并且在接种 48 h 后也未发现芽

管形成。这可能是代谢物在高温下会形成其他具

有抑菌活性的化合物，例如热处理的发酵液能导

致二酮哌嗪类等具有抑菌活性的化合物生成。

2.4　接种乳酸菌对麦芽品质的影响

体 外 抑 菌 试 验 结 果 表 明 ，植 物 乳 植 杆 菌

NM-6 能较好地抑制大刀镰刀菌的生长。为了

解其在制麦中的应用效果，将 2×107 CFU/g 的植

物乳植杆菌 NM-6 孢子悬液添加到 2 次浸麦水

中，过程中取样检测 DON 质量分数，并分析成

品麦芽质量。

添加植物乳植杆菌 NM-6的 DON 质量分数变

化情况见图 9。DON 质量分数在整个制麦过程中

的变化趋势与对照组一致。从发芽阶段开始，接

种植物乳植杆菌 NM-6的 DON 质量分数基本低于

对照组，制麦最终阶段，麦芽中 DON 质量分数为

176 μg/kg，约为对照麦芽的 50%。

如表 5 所示，接种植物乳植杆菌 NM-6 除了

能抑制大刀镰刀菌和降低麦芽中的 DON 质量分

数，其在影响其他指标方面也显示了较强的优

势。特别是改善过滤性能方面，如 β -葡聚糖质

量浓度、黏度、浊度和过滤时间均得到改善。接

种植物乳植杆菌 NM-6 还改善了麦芽的溶解性

能，如库值、α -氨基氮质量浓度和总酸水平都要

高于对照麦芽，但其总酸水平达到了 1.72 mL，

高于啤酒厂的可接受范围（0~1.70 mL）。此外，

植物乳植杆菌 NM-6 对麦芽的色度、糖化力和

pH 的影响不大。

表 4　植物乳植杆菌 cfsP溶液中 D-乳酸、L-乳酸和乙酸浓度

Table 4　Concentrations of D-lactic acid， L-lactic acid， and acetate in the solution of L. plantarum cfsP

成分

植物乳植杆菌 NM-6的 cfsP溶液

植物乳植杆菌 HW-1的 cfsP溶液

D-乳酸浓度/（mmol/L）

12.8

12.3

L-乳酸浓度/（mmol/L）

19.8

14.1

乙酸浓度/（mmol/L）

13.2

9.5

图 9　制麦过程中添加植物乳植杆菌 NM-6对麦芽 DON 质量

分数的影响

Fig. 9　Effect of inoculating L. plantarum NM-6 on the mass 

fraction of DON during malting

表 5　接种植物乳植杆菌 NM-6对麦芽品质的影响

Table 5　Effects of inoculating L.  plantarum NM-6 on malt quality

组别

接种植物乳植杆菌 NM-6的麦芽

对照麦芽

色度/

EBC

3.25

3.25

糖化力/

WK

346

331

黏度/

（mPa·s）

1.45

1.54

浸出

率/%

79.5

79.5

过滤时

间/min

48

60

β-葡聚糖

质量浓度/

（mg/L）

148

294

α-氨基氮质

量浓度/

（mg/L）

217

199

浊度/

FTU

1.78

2.83

pH

5.86

5.89

总酸

水平/

mL

1.72

1.43

库值/%

44.9

42.0

注：总酸水平的单位（mL）表示每 100 mL样品溶液消耗的 1 mol/L的 NaOH 标准溶液的毫升数。
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3　结论

从含有真菌毒素 DON 的国产单二大麦中分

离得到一株产毒真菌，经鉴定为大刀镰刀菌。评

估了大刀镰刀菌对制麦过程和麦芽品质的影响。

原料大麦杀菌后接种大刀镰刀菌，证实制麦过程

中大刀镰刀菌能够产生真菌毒素 DON，真菌毒素

的累积量与菌体生长趋势一致。将感染大刀镰刀

菌的大麦混合到正常大麦中，制麦后产生的成品

麦芽的 DON 质量分数增加了近 6倍。与对照麦芽

相比，感染麦芽除了产生真菌毒素外，其损失增加

12.8%，这是大刀镰刀菌对大麦破坏性的体现。

作者分离筛选出能够抑制大刀镰刀菌的植物

乳植杆菌 NM-6，并研究了其抑菌活性机理。植物

乳植杆菌 NM-6 通过分泌胞外代谢产物来抑制大

刀镰刀菌的菌丝生长和大分生孢子萌发。通过分

析植物乳植杆菌 NM-6代谢产物发现，其抑菌作用

是有机酸和蛋白质协同作用的结果。分别在 2 次

浸麦水中接种植物乳植杆菌 NM-6，接种浓度为 2×

107 CFU/g 时即可有效降低感染麦芽的 DON 质量

分数。与对照麦芽相比，接种植物乳植杆菌  NM-6

的麦芽除了可抑制大刀镰刀菌和降低麦芽中 DON

质量分数外，还可改善麦汁过滤性能和麦芽溶解性

能。下一步可对植物乳植杆菌 NM-6 的抑菌机理

展开深入研究，例如对具有抑菌活性的化合物进行

纯化和鉴定。另外，也需要对其安全性进行评估，

优化接种时机、数量和制麦工艺。
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