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　 　 摘要:　 对从健康草莓根际中分离出的一株阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２(Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉａｎｕｍ)ꎬ进行了产铁载体的定性

和定量分析ꎬ鉴定其所产铁载体为异肟羟酸型铁载体ꎮ 并对 ＸＫ￣１２ 产铁载体发酵条件进行了优化ꎬ利用其发酵液

测定了铁载体对病原菌的抑制效果ꎮ 结果表明ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的最佳发酵条件为:３.０％ ＮＨ４Ｃｌ 为氮

源ꎬ２.０％葡萄糖为碳源ꎬ添加 ０􀆰 １０％ Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐ꎬ培养基中不含 Ｆｅ３＋ꎬ初始 ｐＨ ６.０ꎬ温度 ２８ ℃ꎬ２５０ ｍｌ 培养瓶装

液量为 ７０ ｍｌꎬ发酵周期为 １６８ ｈꎻ在此条件下ꎬＸＫ￣１２ 产铁载体最高能达到 ０.１７３ ｍｇ / ｍｌꎮ 在添加 ２０％ (体积分数)
ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液条件下ꎬＸＫ￣１２ 铁载体发酵液对草莓根腐病病原菌葡萄座腔菌(Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｋｗａｍｂｏｎａｍｂｉｅｎｓｅ
ＸＫＤ￣１)的抑制率达到了 １００％ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｏｎ Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉ￣
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ｏｆ ＸＫ￣１２ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓ ｏｎ ａ ｐａｔｈｏｇｅｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｆｅｒｍｅｎ￣
ｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ＸＫ￣１２ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ３.０％ ＮＨ４Ｃｌ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅꎬ ２.０％
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ｃｕｍ ｋｗａｍｂｏｎａｍｂｉｅｎｓｅ ｗａｓ １００％.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉａｎｕｍꎻ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅꎻ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎꎻ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ

　 　 铁(Ｆｅ)是一种重要的植物营养元素ꎬ大多数细

胞的代谢过程中都有它的参与ꎬ在植物生长过程中

发挥着重要作用ꎬ主要参与了植物的呼吸作用、光合

作用、氮固定以及 ＤＮＡ 合成等[１]ꎮ 铁在地壳中的含

量丰富ꎬ在所有元素中处于第 ４ 位ꎬ在多数土壤中铁

的含量非常丰富ꎬ但大部分铁都以水解后形成的

Ｆｅ(ＯＨ) ３形式存在ꎬ而植物无法直接吸收和利用这

些铁[２￣３]ꎮ 大部分的细菌和真菌都可以分泌铁载体ꎬ
微生物铁载体对 Ｆｅ３＋具有极高亲和力ꎬ能协助植物

３７



从土壤环境中获取并利用铁ꎬ为植物的生长提供有

力保障[４]ꎮ 铁载体结构多样ꎬ按特征基团来分可以

大致分为 ４ 种类型[５]ꎮ 细菌铁载体的结构多样ꎬ但
真菌铁载体大多为异羟肟酸型ꎬ它们大多拥有相似

的生物合成途径ꎬ且真菌异羟肟酸型铁载体是以

Ｎδ￣酰基￣Ｎδ￣羟基￣鸟氨酸为基本单位组成的[６]ꎮ 这

些真菌和细菌能够通过分泌铁载体来螯合土壤中的

铁元素ꎬ形成 Ｆｅ￣铁载体螯合物来供给自身生长ꎬ还
可以与植物病原菌竞争生存必要的铁元素来抑制病

原菌的生长[７￣９]ꎮ 目前国内外对铁载体的应用研究

主要集中在农业、渔业、重金属修复、核燃料后处理、
纸浆漂白、生物传感等方面[１０￣１３]ꎮ

本试验以前期从健康草莓根际中筛选得到的一

株产铁载体的植物生防真菌阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 为

试验菌株ꎬ对所产铁载体类型进行鉴定ꎬ对其产铁载

体的培养条件进行优化ꎬ最后用优化后的除菌发酵

液考察对病原菌的拮抗效果ꎬ为植物病害防治产品

的研发提供新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 供试菌株 　 分离自草莓健康植株根际的阿

斯青霉菌(Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉａｎｕｍ)ＸＫ￣１２ 以及草莓根

腐病病原菌葡萄座腔菌(Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｋｗａｍｂｏｎａｍ￣
ｂｉｅｎｓｅ ＸＫＤ￣１)均保存于南京工业大学材料化工国家

重点实验室ꎮ
１.１.２　 培养基的配制　 发酵培养基:ＮＨ４Ｃｌ ０􀆰 ２５０ ０
ｇꎬ蔗糖２５.０００ ０ ｇꎬ柠檬酸 １.０００ ０ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰Ｈ２Ｏ
０􀆰 １２５ ０ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４０􀆰 ０７５ ０ ｇꎬＭｇＳＯ４０􀆰 ０８０ ０ ｇꎬＣａＣｌ２
０􀆰 ００２ ０ ｇꎬＮａＨ２ ＰＯ４􀅰Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５９０ ５ ｇꎬｐＨ ６􀆰 ８ꎬ１ ０００
ｍｌ 水ꎬ１１５ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 配制铬天青(ＣＡＳ)检测

液[１４]ꎮ 将配好的 ＣＡＳ 检测液转入试剂瓶并用锡纸包

裹ꎬ１２１ ℃灭菌 １５ ｍｉｎꎬ避光保存ꎮ 配制产铁载体琼脂

培养基ꎬ灭菌后待培养基温度降至 ６０ ℃以下ꎬ吸取已

灭菌的 ＣＡＳ 检测液以 ５％的比例缓慢加入到产铁载

体培养基中ꎬ轻轻晃匀ꎬ避免产生气泡ꎬ再倒平板ꎬ待
冷却凝固后使用ꎮ
１.１.３ 　 主要试剂 　 Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐ꎬＡｃｒｏｓ 公司产

品ꎻＬ￣天冬氨酸ꎬ上海源叶生物公司产品ꎻＬ￣谷氨酸ꎬ
上海源叶生物公司产品ꎻ氯化铁ꎬ上海麦克林生化科

技有限公司产品ꎻ高氯酸ꎬ上海阿拉丁生化科技股份

有限公司产品ꎻ甲磺酸去铁胺ꎬ上海源叶生物公司产

品ꎻ铬天青 ＳꎬＳｉｇｍａ 公司产品ꎮ
１.１.４　 主要仪器　 紫外可见分光光度计ꎬ上海棱光

技术有限公司产品ꎻ立式压力蒸汽灭菌锅ꎬ上海申安

医疗器械厂产品ꎻ精密 ｐＨ 计ꎬ上海雷磁仪器厂产

品ꎻ隔水式恒温培养箱ꎬ上海善治仪器设备有限公司

产品ꎻ标准型净化工作台ꎬ苏州净化设备厂产品ꎻ回
转恒温摇床ꎬ上海第一自动化设备公司产品ꎮ
１.２　 菌株产铁载体的定性分析

ＣＡＳ 法[１５]确定 ＸＫ￣１２ 是否能产铁载体ꎮ
１.３　 菌株产铁载体的定量分析

通过 Ａｒｎｏｗ’ｓ 法[１６]、高氯酸铁分光光度法[１７]、
分光光度法[１８]对铁载体的类型进行初步判断并定

量分析ꎮ
１.３. １ 　 甲 磺 酸 去 铁 胺 标 准 曲 线 制 作 　 配制 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＣｌ３￣０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌＯ４( ｐＨ ２)溶液:称取

０􀆰 ８１１ ｇ ＦｅＣｌ３于 １ Ｌ 去离子水中溶解ꎬ加入 ８􀆰 ５８ ｍｌ
ＨＣｌＯ４ꎬ调 ｐＨ 为 ２ꎬ避光保存ꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍｌ 阿斯青霉

菌 ＸＫ￣１２ 除菌发酵液(过 ０􀆰 ２２ μｍ 膜)与 ２􀆰 ５ ｍｌ ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＣｌ３￣０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌＯ４(ｐＨ ２)溶液混合ꎬ静
置显色 ３０ ｍｉｎꎬ以发酵培养基为空白对照ꎬ进行全波

长扫描ꎬ确定最大吸收波长(ＯＤｍａｘ)ꎮ 称取 １􀆰 ０ ｍｇ
甲磺酸去铁胺(Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ)标准品ꎬ溶于 １􀆰 ０ ｍｌ
去离子水中ꎬ将其稀释成 ７ 个质量浓度梯度 ( ０
ｍｇ / ｍｌꎬ０􀆰 ０５ ｍｇ / ｍｌꎬ０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌꎬ０􀆰 ２５ ｍｇ / ｍｌꎬ０􀆰 ５０
ｍｇ / ｍｌꎬ０􀆰 ７５ ｍｇ / ｍｌꎬ１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ)ꎮ 取各质量浓度

甲磺酸去铁胺标准品 ０􀆰 ５ ｍｌꎬ加入 ２􀆰 ５ ｍｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＦｅＣｌ３￣０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌＯ４(ｐＨ ２)溶液ꎬ测定其 ＯＤｍａｘ下

的 ＯＤ 值ꎬ以标准品的质量浓度为横坐标ꎬ以 ＯＤ 值

为纵坐标ꎬ绘制铁载体标准曲线ꎮ
１.３.２ 　 铁载体含量测定 　 取 ０􀆰 ５ ｍｌ 阿斯青霉菌

ＸＫ￣１２ 除菌发酵液与 ２􀆰 ５ ｍｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＣｌ３￣０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌＯ４( ｐＨ ２)溶液混合ꎬ测定其 ＯＤｍａｘ 下的

ＯＤ 值ꎬ根据方法 １􀆰 ３􀆰 １ 中的标准曲线计算阿斯青霉

ＸＫ￣１２ 铁载体产量ꎮ
１.４　 孢子悬液的制备

将 ＰＤＡ 液体培养的阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 涂布到

ＰＤＡ 平板ꎬ并在 ２８ ℃下培养 ５ ｄꎬ待阿斯青霉菌菌

丝铺满整个平板并生出大量绿色孢子ꎬ吸取适量无

菌水加入平板ꎬ用接种环刮下孢子ꎬ使其充分混匀ꎮ
将平板上的孢子液转移至 ５０ ｍｌ 离心管中ꎬ稀释至

１×１０７ ＣＦＵ / ｍｌꎮ

４７ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 １ 期



１.５　 培养基成分对铁载体产量的影响

在产铁载体培养基中ꎬ接种 ２％的孢子悬液ꎬ将
氯化铵、磷酸二氢铵、硫酸铵、乙酸铵、草酸铵分别作

为氮源ꎬ以 Ｄ￣果糖、葡萄糖、Ｄ￣麦芽糖、蔗糖、乳糖分

别作为碳源ꎬ在培养温度 ３０ ℃、转速为 ２００ ｒ / ｍｉｎ的
条件下培养 ５ ｄ 后ꎬ用方法 １.３.２ 计算铁载体产量ꎬ
分析比较采用不同碳、氮源对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产

铁载体的影响ꎬ并在确定最佳碳、氮源后设置 ９ 组质

量分数梯度(１％ ~ ９％)ꎬ在培养温度 ３０ ℃、转速为

２００ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养 ５ ｄ 后确定最佳碳、氮源质

量分数ꎮ 向产铁载体发酵培养基中加入 Ｆｅ３＋ꎬ使培

养基中 Ｆｅ３＋ 终浓度分别为 ０ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ
培养 ５ ｄ 后ꎬ测定铁载体产量ꎬ确定培养基中 Ｆｅ３＋浓

度对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响ꎮ 将产铁载体发酵

培养基灭菌后ꎬ加入经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后的不同

氨基酸ꎬ Ｔ１ 组培养基中不添加氨基酸(对照)ꎬＴ２
组培养基中加入 ０􀆰 １０％ Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐ꎬＴ３ 组培养

基中加入 ０􀆰 １０％ Ｌ￣天冬氨酸ꎬＴ４ 组培养基中加入

０􀆰 １０％ Ｌ￣谷氨酸ꎬＴ５ 组培养基中加入 ０􀆰 ０５％ Ｌ￣鸟氨

酸盐酸盐与 ０􀆰 ０５％ Ｌ￣谷氨酸ꎬＴ６ 组培养基中加入

０􀆰 ０５％ Ｌ￣天冬氨酸与 ０􀆰 ０５％ Ｌ￣谷氨酸混合物ꎬ在培

养温度 ３０ ℃、转速为 ２００ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养 ５ ｄ
后ꎬ确定不同氨基酸对铁载体产量的影响ꎮ
１.６　 培养条件对铁载体产量的影响

使用方法 １.５ 中确定碳、氮源后的培养基ꎬ在 ２０
℃、２５ ℃、２８ ℃、３０ ℃、３５ ℃温度下培养ꎬ在转速为

２００ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养 ５ ｄ 后ꎬ通过方法 １.３.２ 测定

铁载体产量ꎬ并确定最佳培养温度ꎮ 使用碳、氮源优

化后的培养基ꎬ分别调节初始 ｐＨ 为 ５、６、７、８、９ꎬ在
培养温度 ３０ ℃、转速为 ２００ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养 ５ ｄ
后ꎬ通过方法 １.３.２ 测定铁载体产量来确定培养基

最佳初始 ｐＨꎮ 使用碳、氮源优化后的培养基ꎬ分别

以不同装液量(３０ ｍｌ、５０ ｍｌ、７０ ｍｌ、９０ ｍｌ、１１０ ｍｌ)在
２５０ ｍｌ 的三角瓶中培养ꎬ在培养温度 ３０ ℃、转速为

２００ ｒ / ｍｉｎ的条件下以方法 １.３.２ 测定铁载体产量ꎮ
１.７　 不同条件下铁载体产量的时间曲线测定

使用优化后的培养基成分及培养条件ꎬ设置 ３ 组

试验ꎬ第 １ 组加入为 ０􀆰 １０％的鸟氨酸盐酸盐ꎬ第 ２ 组

加入 Ｆｅ３＋使其终浓度为 ２.０ μｍｏｌ / Ｌꎬ第 ３ 组两者都不

加(对照)ꎮ 使用方法 １.３.２ꎬ每 ２４ ｈ 测定一次各组铁

载体产量ꎬ并绘制其在不同条件下铁载体产量的时间

曲线ꎬ确定阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的最佳时间ꎮ
１.８　 阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液对病原菌生

长的影响

　 　 将以上试验中得出的最佳发酵培养基和发酵条

件综合起来进行阿斯青霉菌发酵ꎬ发酵液经 ０􀆰 ２２
μｍ 滤膜除菌ꎬ将发酵液分别按终浓度 ０、５％、１０％、
１５％、２０％(体积分数)的比例添加到灭菌后的 ＰＤＡ
培养基中混匀并倒平板ꎮ 培养基凝固后ꎬ用直径 ８
ｍｍ 的打孔器将病原菌平板打孔并倒置接种到含铁

载体的 ＰＤＡ 平板中央ꎬ置于 ２８ ℃ 培养箱培养 ２ ｄ
后ꎬ采用十字交叉法测量病原菌菌落直径ꎬ并计算各

平板病原菌的抑制率[７]ꎮ
１.９　 数据分析

试验数据利用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 软件进行方差分

析(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ计算所有均值的标准差ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体种类

取阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 发酵液ꎬ过膜除菌后吸取

５０ μｌ 加入到打孔器打孔的 ＣＡＳ 检测平板上ꎬ置于

暗处反应 ３０ ｍｉｎ 后平板出现橙红色反应圈(图 １)ꎬ
说明 ＸＫ￣１２ 菌株能产铁载体ꎮ

在高氯酸铁试验中ꎬ由ＸＫ￣１２ 制备的铁载体溶液

颜色能够立即发生变化呈红色ꎬ并在 ４９５ ｎｍ 处出现

吸收峰ꎬ说明该菌能够产生异羟肟酸型铁载体ꎬ因此

阿斯青霉 ＸＫ￣１２ 所产的铁载体为异羟肟酸型铁载体ꎮ

图 １　 ＣＡＳ 平板

Ｆｉｇ.１　 ＣＡＳ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

２.２　 阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体标准曲线

通过全波长扫描ꎬ确定 ＸＫ￣１２ 菌株所产铁载体

的最大光吸收值在 ４９５ ｎｍ 处ꎬ因此ꎬ我们在最大吸

光值处制作相应的标准曲线(图 ２)ꎬ依照此标准曲

线可以计算出菌株产铁载体的量ꎮ
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图 ２　 阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体标准曲线

Ｆｉｇ.２ 　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉａｎｕｍ ＸＫ￣１２ ｓｉｄ￣
ｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.３　 培养基成分对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的

影响

２.３.１　 不同氮源及其质量分数对铁载体产量的影

响　 由图 ３ 可知ꎬＸＫ￣１２ 铁载体产量在不同氮源下

有显著差异ꎬ磷酸二氢铵和草酸铵作为氮源时ꎬ铁载

体产量最低ꎬ而氯化铵作为氮源时ꎬ铁载体产量最

高ꎮ 进一步对氯化铵质量分数对铁载体产量的影响

进行研究发现ꎬ随着氯化铵质量分数的增加ꎬ铁载体

产量先上升后下降ꎬ当氯化铵的质量分数为 ３􀆰 ０％
时ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 的铁载体产量最高ꎬ为 ０􀆰 １４５
ｍｇ / ｍｌꎮ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ３　 不同氮源及质量分数对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.３.２　 不同碳源及其质量分数对铁载体产量的影响

　 由图 ４ 可知ꎬＸＫ￣１２ 铁载体产量在不同碳源下有显

著差异ꎬＤ￣麦芽糖作为碳源时铁载体产量最低ꎬ葡萄

糖作为碳源时铁载体产量最高ꎮ 通过研究葡萄糖质

量分数对铁载体产量的影响发现ꎬ随着葡萄糖质量分

数的增加ꎬ铁载体产量先上升后下降ꎬ当葡萄糖的质

量分数为 ２􀆰 ０％时ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 的铁载体产量

最高ꎬ达到 ０􀆰 １３４ ｍｇ / ｍｌꎮ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ４　 不同碳源及质量分数对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.３.３ 　 不同氨基酸对铁载体产量的影响 　 由图 ５
可知ꎬ与对照相比ꎬ当培养基中添加 ０􀆰 １０％的 Ｌ￣鸟
氨酸盐酸盐时ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 菌株的铁载体产

量明显提高ꎬ产物质量浓度最高达到 ０􀆰 １０６ ｍｇ / ｍｌꎻ
当培养基中加入 ０􀆰 １０％的 Ｌ￣天冬氨酸时ꎬＸＫ￣１２ 菌

株的铁载体产量也有明显提高ꎬ产物质量浓度达到

０􀆰 ０９７ ｍｇ / ｍｌꎻ培养基中单独添加 Ｌ￣谷氨酸时 ＸＫ￣１２
铁载体产量最低ꎻ加 Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐和 Ｌ￣谷氨酸的

混合物时ꎬ铁载体产量与对照相比无显著差异ꎻ添加

Ｌ￣天冬氨酸和 Ｌ￣谷氨酸的混合物时ꎬ铁载体产量与
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对照相比也无显著差异ꎮ

Ｔ１:不添加氨基酸 (对照)ꎻ Ｔ２:０􀆰 １０％ Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐ꎻ Ｔ３:
０􀆰 １０％ Ｌ￣天冬氨酸ꎻＴ４:０􀆰 １０％ Ｌ￣谷氨酸ꎻＴ５:０􀆰 ０５％ Ｌ￣鸟氨酸盐

酸盐＋０􀆰 ０５％ Ｌ￣谷氨酸ꎻＴ６:０􀆰 ０５％ Ｌ￣天冬氨酸＋０􀆰 ０５％ Ｌ￣谷氨

酸ꎮ 不同小写字母表示在 ０􀆰 ０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ５　 不同氨基酸对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.３.４　 不同铁离子浓度对铁载体产量的影响 　 由

图 ６ 可知ꎬＦｅ３＋浓度能对 ＸＫ￣１２ 铁载体的产量产生

显著影响ꎬ在完全不添加 Ｆｅ３＋的培养基中ꎬＸＫ￣１２ 产

铁载体产量最高ꎬ能达到 ０􀆰 １２２ ｍｇ / ｍｌꎮ 随着铁浓

度的增加ꎬＸＫ￣１２ 菌株产铁载体产量逐渐减少ꎬ这也

反映了 ＸＫ￣１２ 在低铁条件下产铁载体的特性ꎮ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ

图 ６　 不同 Ｆｅ３＋浓度对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｆｅ３＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ
ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.４　 装液量对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的影响

　 　 由图 ７ 可知ꎬ装液量与 ＸＫ￣１２ 菌株液态发酵铁

载体产量关系密切ꎮ 随着装液量的逐渐增加ꎬ铁载

体产量先升高ꎬ在装液量为 ７０ ｍｌ 时达到最高后下

降ꎮ ＸＫ￣１２ 铁载体产量最高为 ０.１４５ ｍｇ / ｍｌꎮ
２.５　 初始 ｐＨ 对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的影

响

　 　 由图 ８ 可知ꎬＸＫ￣１２ 铁载体的分泌随着培养基

初始 ｐＨ 的增大呈现先增加后减少的趋势ꎮ ＸＫ￣１２
菌株在发酵培养基初始 ｐＨ 为 ５ 时铁载体产量较

低ꎬｐＨ 为 ６ 时ꎬＸＫ￣１２ 菌株产铁载体量最大ꎬ达到

０􀆰 １４７ ｍｇ / ｍｌꎬ之后阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体能力

随着 ｐＨ 的增大逐渐降低ꎬ当初始 ｐＨ 为 ９ 时ꎬ铁载

体的产量最低ꎮ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ７　 装液量对 ＸＫ￣１２ 产铁载体的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ８　 初始 ｐＨ 对 ＸＫ￣１２ 产铁载体的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｎ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

２.６　 培养温度对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体的影

响

　 　 由图 ９ 可知ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 在２０~ ３５ ℃培

养均可产铁载体ꎻ在 ２０ ~ ２８ ℃ꎬ随着培养温度的升

高ꎬ铁载体产量逐渐提高ꎬ当培养温度为 ２８ ℃ 时ꎬ
ＸＫ￣１２ 铁载体产量最高ꎬ为 ０􀆰 １５６ ｍｇ / ｍｌꎻ ２８~ ３５
℃ꎬ随着温度升高铁载体产量显著下降ꎮ 说明温度

在 ＸＫ￣１２ 铁载体分泌中有重要影响ꎬ在真菌的最适

生长温度范围(２５~ ３０ ℃)内ꎬ铁载体产量较高ꎬ培
养温度为 ２８ ℃时最利于 ＸＫ￣１２ 产铁载体ꎮ
２.７　 不同条件下阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的

时间曲线

　 　 由图 １０ 可知ꎬ在 ３ 种不同条件下ꎬ在培养 １６８ ｈ

７７彭雯杰等:阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体特性及其抑菌活性



不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ９　 温度对 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的影响

Ｆｉｇ.９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

时阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体产量最高ꎮ 添加 Ｌ￣鸟
氨酸盐酸盐能大大提高 ＸＫ￣１２ 产铁载体产量ꎬ能达

到 ０􀆰 １７３ ｍｇ / ｍｌꎻ而添加 Ｆｅ３＋ 则明显降低了铁载体

的产量ꎬ仅为 ０􀆰 ０６３ ｍｇ / ｍｌꎮ 与对照相比ꎬ添加 Ｌ￣鸟
氨酸盐酸盐能使 ＸＫ￣１２ 铁载体产量提高 ４９􀆰 ２％ꎬ而
添加 Ｆｅ３＋使铁载体产量下降了 ４５􀆰 ２％ꎬ进一步证明

了培养基成分中 Ｆｅ３＋和 Ｌ￣鸟氨酸盐酸盐是影响 ＸＫ￣
１２ 产铁载体的重要因素ꎬ与文献[２３]的结论相同ꎮ

图 １０　 ３ 种条件下 ＸＫ￣１２ 铁载体产量的时间曲线

Ｆｉｇ.１０ 　 Ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.８　 阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液对致病菌生

长的影响

　 　 由图 １１ 可以看出ꎬ阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体

发酵滤液对草莓根腐病病原菌 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｋｗａｍ￣
ｂｏｎａｍｂｉｅｎｓｅ ＸＫＤ￣１ 具有较强的抑制作用ꎬ添加 ５％、
１０％、１５％、２０％铁载体发酵液的 ＰＤＡ 平板对 ＸＫＤ￣１
病原菌的抑制率分别为３６.９６％± ０􀆰 ０１％、９９.４２％±
０􀆰 １２％、１００％、１００％ꎬ１５％、２０％铁载体发酵液添加

量与 ５％添加量和 １０％添加量之间差异显著ꎮ 随着

发酵液添加量的增加ꎬＸＫ￣１２ 铁载体发酵液对病原

菌 ＸＫＤ￣１ 抑制率增大ꎮ 在添加 １０％加 Ｆｅ３＋ ＸＬ￣１２
铁载体发酵液时ꎬ病原菌生长不受抑制ꎬ说明对病原

菌 ＸＫＤ￣１ 的抑制效果是 ＸＫ￣１２ 铁载体在起作用ꎮ

１:对照ꎻ２:添加 １０％加 Ｆｅ３＋ ＸＬ￣１２ 铁载体发酵液ꎻ３:添加 ５％
ＸＬ￣１２ 铁载体发酵液ꎻ４:添加 １０％ ＸＬ￣１２ 铁载体发酵液 ５:添加

１５％ ＸＬ￣１２ 铁载体发酵液ꎻ６:添加 ２０％ ＸＬ￣１２ 铁载体发酵液ꎮ
图 １１　 不同浓度阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液对草莓根腐

病病原菌 ＸＫＤ￣１的抑制效果

Ｆｉｇ.１１　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐｅｎｉ￣
ｃｉｌｉｕｍ ａｓｔｕｒｉａｎｕｍ ＸＫ￣１２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｂｒｏｔｈ ｏｎ Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｋｗａｍｂｏｎａｍｂｉｅｎｓｅ ＸＫＤ￣１

３　 结论与讨论

本试验对阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 产铁载体进行了

研究ꎬ鉴定 ＸＫ￣１２ 所产铁载体为异肟羟酸型铁载

体ꎮ 对影响 ＸＫ￣１２ 铁载体分泌的几个影响因子进

行了研究ꎬ发现碳、氮源种类及质量分数、初始 ｐＨ、
温度、装液量、发酵时间对其铁载体产量有显著影

响ꎬ且在低铁胁迫下 ＸＫ￣１２ 能产生更多的铁载体ꎬ
这种现象可能是微生物为了获得足够的铁营养来为

自身的生长营造有利环境ꎬ被迫启动铁载体转运系

统ꎬ产生更多的铁载体来竞争自然界中的铁元

素[１９￣２０]ꎮ 在本试验中ꎬ添加 ０􀆰 １０％的 Ｌ￣鸟氨酸盐酸

盐能显著提高 ＸＫ￣１２ 铁载体的产量ꎬＬ￣鸟氨酸盐酸

盐是真菌合成异羟肟酸型铁载体第 １ 步的原料[２１]ꎬ
因此ꎬＬ￣鸟氨酸盐酸盐对 ＸＫ￣１２ 菌株的铁载体生产

可能有重要的作用ꎮ Ｗａｎｇ 等[２２] 对海洋酵母 ＨＮ６.２
产铁载体进行研究ꎬ发现在培养基中添加 Ｆｅ３＋抑制

了编码鸟氨酸 Ｎ５￣加氧酶的羟化酶基因的表达ꎬ而
在添加鸟氨酸的培养基中培养的酵母细胞中羟化酶

基因的表达增强ꎮ 汪少林在对真菌铁载体发酵条件

的研究中发现固体发酵培养相较于液体发酵培养ꎬ
粗提物的产出更高ꎬ几种真菌中 ＦＥＣＨ￣０３１ 产量最

高ꎬ 为 ３２ ｍｇ / ｇꎬ ＦＥＣＨ￣０５０ 产 量 最 低ꎬ 为 １２
ｍｇ / ｇ[２３]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２２] 在对海洋普鲁兰类酵母(Ａｕ￣
ｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ)ＨＮ６.２ 产铁载体的培养基优化
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中ꎬ发现在培养基中添加鸟氨酸能显著提高铁载体

的产量ꎬ同时添加 Ｆｅ３＋后明显抑制了铁载体的产量ꎬ
在优化后的最佳培养条件下ꎬ菌株最大铁载体产量

能达到 １.１ ｍｇ / ｍｌꎮ
从抑菌试验的结果可以看出ꎬ对照平板和 １０％

加 Ｆｅ３＋ ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液平板上病原菌 ＸＫＤ￣１
生长情况几乎一致ꎬ说明螯合足量铁后的铁载体失

去了螯合平板中铁离子的能力ꎬ病原菌生长所需的

铁元素未被夺去ꎬ可以正常生长ꎮ 添加不同含量

ＸＫ￣１２ 铁载体发酵液的 ＰＤＡ 平板对草莓根腐病病

原菌 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｋｗａｍｂｏｎａｍｂｉｅｎｓｅ ＸＫＤ￣１ 有较强

的抑制作用ꎬ且随着发酵液用量的增大ꎬ抑制作用更

明显ꎮ 由于微生物之间存在营养竞争[２４￣２５]ꎬ生防微

生物可以通过分泌具有螯合能力大于病原菌铁载体

的铁载体来竞争土壤中微生物生长必需的的铁元

素ꎬ从而达到抑制病原菌生长的目的ꎮ 张科立[２６] 从

香蕉根际分离出内生菌劳尔氏菌(Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｐ.)ꎬ发
现该菌株产铁载体能力强ꎬ通过平板对峙试验对其

抗病活性进行了评价ꎬ测得该菌对病原镰刀菌的抑

制率为 ７３􀆰 ２％ꎮ 沈冰冰[２７] 在小麦和玉米种植地土

壤中筛选出一株产铁载体真菌 ＹＺ９ꎬ在平板拮抗试

验中ꎬ发现对玉米大斑病病原菌(Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍ ｔａｒｃｉ￣
ｃｕｍ)和玉米茎腐病病原菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)
的抑制率分别为 ６４％和 ７９％ꎮ 赵荣艳等[８] 从根际

分离出一株产铁载体真菌黄蓝状菌 ｚ￣１５(Ｔａｌａｒｏｍｙ￣
ｃｅｓ ｆｌａｖｕ)ꎬ在体外试验中ꎬ对蒜薹炭疽病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏ￣
ｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)、 水稻恶苗病菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ)、小麦根腐病菌(Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ)３
种病原菌均有一定拮抗效果ꎬ抑制率均超过 ２０％ꎬ
其发酵液对小麦根腐病菌的生长抑制效果较为显

著ꎬ最高抑制率达 ５０􀆰 ９％ꎬ并能有效抑制 ３ 种病原菌

孢子萌发率ꎬ分别为 １００􀆰 ０％、９８􀆰 ３％和 ８１􀆰 ２％ꎮ 从

根际分离到一株铜绿假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉ￣
ｎｏｓａ)ＦＰ６ꎬ其铁载体对立枯丝核菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ Ｓｏｌａ￣
ｎｉ)和胶孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ Ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)作

用明显ꎬ但对胶孢子菌(Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)无明显抑

制[８ꎬ２８]ꎮ 由此可见ꎬ铁载体可以用于病原菌的防治ꎬ
阿斯青霉菌 ＸＫ￣１２ 在抗病促生长方面有着较大的

应用潜力ꎮ
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