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摘要：黄曲霉毒素（ＡＦ）是粮食作物和饲料原料中容易污染的一种强毒性和强致癌性物质，酿酒

酵母具有毒素清除功能。利用 ＨＰＬＣ分析了酿酒酵母野生菌ＢＹ４７４２及三株关键的抗氧化相

关基因缺失菌ｚｗｆ１Δ、ｓｏｄ２Δ、ｇｌｒ１Δ对黄曲霉毒素Ｂ１ 的清除能力。结果表明，在ＰＢＳ缓冲液中

存活和死亡的细胞对ＡＦＢ１的清除率分别为７４％～７６％和７１％～７３％，说明酵母细胞对ＡＦＢ１
的清除以生物吸附作用为主。在培养基中，３种突变菌活细胞对ＡＦＢ１的清除率发生不同程度

的降低，其中ｇｌｒ１Δ的ＡＦＢ１ 清除能力下降最明显，其次是ｓｏｄ２Δ，而ｚｗｆ１Δ下降最少，说明这

些关键的抗氧化基因的缺失会影响细胞在生长状态下对ＡＦＢ１ 的清除作用。
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研究论文 史 锋，等：酿酒酵母抗氧化相关基因突变体对黄曲霉毒素Ｂ１ 的清除作用

　　黄曲霉毒素（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是 黄 曲 霉 菌（Ａｓ－
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｌａｖｕｓ）、寄 生 曲 霉 菌（Ａ．ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）等

在适宜的温度、湿度及氧气条件下产生的次级代谢

产物［１］，广 泛 存 在 于 污 染 的 粮 食 作 物 和 饲 料 原 料

中，尤以霉变的花生、玉米及谷类含量最多。ＡＦ的

污染是全球性的，在发展中国家尤为严重［２］。１９９３
年ＡＦ被世界卫生组织的癌症研究机构划定为Ｉ类

致癌物，是目前认为的毒性和致癌性最强的天然毒

素之一，在食 品 中 的 最 高 限 量 被 规 定 为３０μｇ／ｋｇ。

ＡＦ具有致癌、致 突 变、致 畸 和 免 疫 抑 制 作 用，并 兼

具急 性 毒 性 和 慢 性 毒 性，尤 会 引 发 肝 癌，因 此 对 全

民的健康危 害 很 大。更 为 严 重 的 是，ＡＦ的 耐 热 性

很强，１００℃加热２０ｈ也不被全部破坏，２８０℃高温

下才会裂解，通 常 的 烹 调 条 件 不 能 对 其 产 生 破 坏。

ＡＦ有 多 种 结 构 形 式，包 括 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧｌ、

ＡＦＧ２、ＡＦＭ１、ＡＦＭ２ 等，其 中 ＡＦＢ１ 是 毒 性 最 强、
也是食品中污染最多的ＡＦ。

由于ＡＦ的污染情况越来越令人担忧，因此迫

切需要寻找有效的方法来控制和去除ＡＦ。这可以

通过提高谷物的质量和储存状况来达到，也可以用

各种吸附剂改变毒素在人体中的可得性［３］，即通过

防霉变、去毒素两方面来完成对ＡＦ的控制和清除。
防霉变主要 包 括 选 育 抗 霉 菌 的 优 良 品 种 生 产 农 作

物，控制霉菌生长所需的湿度、温度及氧气等条件，
以及利用霉 菌 吸 附 剂 或 化 学 防 霉 剂 防 止 霉 菌 污 染

等。去毒素主要包括利用化学或生物方法对ＡＦ进

行 体 外 体 内 吸 附 或 转 化，如 多 孔 性 真 菌 毒 素 吸 附

剂、益生菌或 其 结 构 成 分、腐 殖 酸、叶 绿 酸 等；或 通

过干预人体 内 的 毒 素 代 谢 酶 来 调 节 毒 素 在 体 内 的

代谢活化与解毒过程。
在这些方法 中，采 用 益 生 菌 如 乳 酸 菌、双 歧 杆

菌、酿酒酵母等对 ＡＦ进行生物吸附或转化具有独

特的优势。益 生 菌 不 仅 可 以 在 体 外 清 除 ＡＦ，还 可

能在动物细胞内或动物体内清除 ＡＦ［４－５］。益生菌

结合ＡＦＢ１ 后对肠粘液的结合力下降，从而可携带

ＡＦＢ１ 从肠道解 离，并 最 终 排 出 体 外。酿 酒 酵 母 是

重要的工业发酵微生物，在工业酿造产品如葡萄酒

中，它能去除微量的 生 物 毒 素，如 赫 曲 霉 毒 素 Ａ的

污染［６］。酿酒酵母还能 减 少 ＡＦＢ１ 对 小 鼠 的 毒 性，

并显示出对污染玉米中 ＡＦＢ１ 的 强 效 吸 附 能 力［７］。
有研究表明，酿 酒 酵 母 的 压 力 感 应 基 因 被 破 坏 后，
对真菌毒 素 变 得 敏 感［８］。由 于 氧 化 压 力 是 酿 酒 酵

母面临的主要压力之一，酿酒酵母拥有一套由多种

还 原 剂 和 多 种 酶、蛋 白 质 组 成 的 氧 化 压 力 反 应 系

统，为了了解 这 个 系 统 在 毒 素 清 除 中 的 作 用，分 析

了酿酒酵母野生菌ＢＹ４７４２与３株关键的抗氧化基

因缺失菌在不同存活状态下对ＡＦＢ１的清除能力。

１．１　培养基

ＹＰＤ培养基：质量浓度为１ｇ／ｄＬ的 酵 母 抽 提

物，２ｇ／ｄＬ胰蛋白胨，２ｇ／ｄＬ葡萄糖，ｐＨ值５．０，需
要时添加０．２ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８。固体培养基中加入２
ｇ／ｄＬ琼脂。

１．２　酿酒酵母菌株

研 究 所 用 酿 酒 酵 母 菌 株 均 来 自 于 ＥＵ－
ＲＯＳＣＡＲＦ。突变 菌ｚｗｆ１Δ、ｓｏｄ２Δ、ｇｌｒ１Δ是 在 野

生 菌 ＢＹ４７４２ 的 基 础 上，分 别 以ｋａｎＭＸ４ 置 换

ＺＷＦ１、ＳＯＤ２或ＧＬＲ１基因而构建出的基因缺失体。

１．３　酵母细胞对ＡＦＢ１的结合能力测试

２ｍｇ／ｍＬ　ＡＦＢ１ 储 液：将１ｍｇ　ＡＦＢ１（Ｓｉｇｍａ）
分 散 于 ０．５ ｍＬ 苯－乙 腈 （９７∶３）中；２μｇ／ｍＬ
ＡＦＢ１－ＰＢＳ溶 液：将２ｍｇ／ｍＬ　ＡＦＢ１ 储 液 用 ｐＨ
７．３，０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ缓 冲 液 稀 释１　０００倍；２μｇ／

ｍＬ　ＡＦＢ１－ＹＰＤ培养基：将２ｍｇ／ｍＬ　ＡＦＢ１储液用

ＹＰＤ培养基稀释１　０００倍。
各种酵母细胞在ＹＰＤ培养基中培养至对数期

中末期，收集１×１０８ 个细胞，用无菌水洗后，分散于

１．０ｍＬ　２μｇ／ｍＬ　ＡＦＢ１－ＰＢＳ 溶 液 或 ２μｇ／ｍＬ

ＡＦＢ１－ＹＰＤ培养基中，３０℃静置保温一定时间，收

集上清，用 于 测 定 未 被 活 细 胞 结 合 的 ＡＦＢ１ 含 量。

细胞沉淀分散于ＰＢＳ中，振摇保温，收集上清，用于

测定活细胞结合的ＡＦＢ１ 含量。

另外，在收集了１×１０８ 个 细 胞 并 洗 后，１×１０５

Ｐａ灭 菌３０ｍｉｎ，将 细 胞 分 散 于１．０ｍＬ　２μｇ／ｍＬ

ＡＦＢ１－ＰＢＳ溶液中，３０℃静 置 保 温 一 定 时 间，测 定

未被死细胞结合和死细胞结合的ＡＦＢ１ 含量。

１．４　ＡＦＢ１的ＨＰＬＣ分析

将收集的样品冷冻干燥２４ｈ，然 后 各 加 入２００

μＬ正己烷和２００μＬ三氟乙酸，立即旋紧盖子，涡旋

３０ｓ。在４０℃烘箱中衍生１５ｍｉｎ，之后用氮气吹干

混合物，加入４００μＬ水－乙腈（体积比８５∶１５）溶解

残余物并涡旋３０ｓ，离心取上清，进行 ＨＰＬＣ（安捷
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Ｍｕｔａｎｔｓ　ｏｆ　Ａｎｔｉ－ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　Ｒｅｌａｔｉｎｇ　Ｇｅｎｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ
伦１１００）分析［９］。

ＨＰＬＣ色谱柱：Ｂｅｎｅｔｎａｃｈ　ＯＤＳ（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ×１２ｎｍ，５μｍ）；流 动 相：乙 腈－水［乙 腈 体 积 分

数１５％～４０％１０ｍｉｎ，４０％保 持１０ｍｉｎ］；体积 流

量：０．７ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２０μＬ；柱温：２５℃；检测器：
荧光检测器；检测波长：Ｅｘ　３６０ｎｍ，Ｅｍ　４４０ｎｍ。

２．１　酿酒酵母活细胞和死细胞对ＡＦＢ１ 的清除能力

为了了解酿酒酵母对ＡＦＢ１ 的清除性能是否受

细胞存活状态的影响，我们首先测定了酵母活细胞

和死细胞在ＰＢＳ缓冲液中对ＡＦＢ１ 的结合能力。

４种 酿 酒 酵 母 活 细 胞 对 ＡＦＢ１ 的 清 除 率 为

７４％～７６％（图１（ａ））；经高压灭菌后，４种酵母细胞

对 ＡＦＢ１ 的 清 除 率 维 持 在 ７１％ ～７３％ 之 间

（图１（ｂ）），略低 于 活 细 胞 对 ＡＦＢ１的 清 除 率；且 在

１２ｈ和２４ｈ时，各菌株对ＡＦＢ１ 的清除率也基本保

持不变。说明酿酒酵母对ＡＦＢ１ 的清除以吸附作用

为主，而 生 物 转 化 作 用 很 弱，这 与 文 献 报 道 的 酵 母

细胞壁就具有真菌毒素脱毒功能相一致［１０］。

图１　酿酒酵母对ＰＢＳ缓冲液中ＡＦＢ１ 的结合能力

Ｆｉｇ．１　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｉｎ　ＰＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ　ｂｙ　Ｓａｃｃｈｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒ－
ｅｖｉｓｉａｅ

２．２　酿酒酵 母 活 细 胞 在 培 养 基 中 对ＡＦＢ１ 的 清 除

能力

考虑到在 缓 冲 液 中 处 于 静 息 状 态 的 活 细 胞 和

在培养基中 处 于 生 长 状 态 的 活 细 胞 可 能 会 具 有 不

同的ＡＦＢ１ 清除能力，于是我们又测定了在ＹＰＤ培

养基中，野生菌ＢＹ４７４２和３种 与 抗 氧 化 有 关 的 基

因缺失菌ｚｗｆ１Δ、ｓｏｄ２Δ、ｇｌｒ１Δ对溶液内 ＡＦＢ１ 的

结合能力，结果见图２。

图２　酿酒酵母活细胞对溶液中ＡＦＢ１ 的结合能力

Ｆｉｇ．２　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｂｙ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ
Ｓａｃｃｈｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

　　在ＰＢＳ缓冲液中，各酿酒酵母活细胞对ＡＦＢ１
的结合率都在１２ｈ达到最大，１２～４８ｈ内基本保持

稳定，维 持 在７４％～７６％之 间（图２（ａ））。而 在

ＹＰＤ培养基中，ＢＹ４７４２、ｚｗｆ１Δ、ｓｏｄ２Δ３种菌株对

ＡＦＢ１的结 合 率 也 在１２ｈ达 到 最 大，但ｇｌｒ１Δ对

ＡＦＢ１ 的结合较慢，２４ｈ才达到最高；这四种菌株在

２４ｈ 之 后，对 ＡＦＢ１ 的 结 合 率 都 有 所 下 降，从

８２％～４８％降低至７５％～３１％（图２（ｂ））。在ＹＰＤ
培养基中，３种 突 变 菌 对 ＡＦＢ１ 的 结 合 率 明 显 低 于

在ＰＢＳ缓冲液中，说 明 突 变 菌 在 ＹＰＤ培 养 基 中 生

长时，细胞所 面 临 的 氧 化 压 力 影 响 了 它 们 对 ＡＦＢ１
的吸附和清除；或是培养基中的某些成分干扰了突
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变细胞对 ＡＦＢ１ 的吸附作用，降低了对 ＡＦＢ１ 的清

除效果。但野生菌ＢＹ４７４２在 ＹＰＤ培 养 基 中 依 然

保持着较高甚至更高的ＡＦＢ１ 清除能力，说明培养

基中的成分 并 没 有 影 响 到 野 生 菌 对 ＡＦＢ１的 吸 附

和清除作用。

２．３　酿酒酵母 抗 氧 化 相 关 基 因 缺 失 后 对ＡＦＢ１ 清

除能力的变化

对于酿酒酵母野生菌ＢＹ４７４２和３个关键的抗

氧化相关基因突变菌ｚｗｆ１Δ、ｓｏｄ２Δ、ｇｌｒ１Δ，不管是

存活 细 胞 还 是 死 亡 细 胞，在 与 ＰＢＳ缓 冲 液 中 的

ＡＦＢ１ 作用１２ｈ后，它们对ＡＦＢ１ 的清除率都几乎

相同，野生菌仅略高于突变菌０．９％～２．５％（图３）。
说明在ＰＢＳ缓冲液中，这几种关键的抗氧化相关基

因缺失后，并不会显著影响酵母细胞对ＡＦＢ１ 的结

合和清除能力。

图３　酿酒酵母野生菌和基因缺失菌对ＡＦＢ１ 的结合能力

Ｆｉｇ．３　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｂｙ　ｔｈｅ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｍｕｔａｎｔ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ
Ｓａｃｃｈｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

　　但是，当酵母活细胞在ＹＰＤ培养基中与ＡＦＢ１
作用１２ｈ后，ＢＹ４７４２对ＡＦＢ１的清除率（８２．４％）
明显高 于ｚｗｆ１Δ、ｇｌｒ１Δ和ｓｏｄ２Δ，其 中ｇｌｒ１Δ对

ＡＦＢ１ 的清除率大幅下降，为４４．８％，其次是ｓｏｄ２Δ
（５２．７％），而ｚｗｆ１Δ下降较少，为６５．６％（图３）。

酿酒酵母 的 氧 化 压 力 主 要 来 自 于 有 氧 代 谢 中

所产生的活性氧。为了抵抗这些活性氧的攻击，细

胞建立了一 套 完 善 的 酶 促 抗 氧 化 防 御 体 系 和 非 酶

抗氧化防御体系。前者主要包括：清除超氧阴离子

的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），以及清除过氧化物或过

氧化氢的过 氧 化 物 酶、过 氧 化 氢 酶 等，而 过 氧 化 物

酶需要还原 型 谷 胱 甘 肽（ＧＳＨ）或 硫 氧 还 蛋 白 作 为

其辅因子［１１］。后 者 主 要 包 括 还 原 态 ＧＳＨ、硫 氧 还

蛋白等分子［１２］。而ＧＳＨ 还原态的维持由ＧＳＨ还

原酶催化完成，并需要由ＮＡＤＰＨ提供还原力。本

研究中 所 涉 及 的ＺＷＦ１基 因 编 码 ＨＭＰ途 径 的６－
磷酸葡萄糖脱氢酶，是细胞内ＮＡＤＰＨ的主要来源

之一［１３］；ＧＬＲ１基 因 编 码 ＧＳＨ 还 原 酶，负 责 ＧＳＨ
还原态的维持；ＳＯＤ２基 因 编 码 线 粒 体 超 氧 化 物 歧

化酶，负责清除超氧阴离子。当这３个与抗氧化有

关 的 关 键 基 因 缺 失 后，酵 母 细 胞 在 生 长 状 态 下 对

ＡＦＢ１ 的吸附和清除能力显著下降，尤以ＧＳＨ还原

酶基因ＧＬＲ１的缺失影响最为严重，其次是线粒体

超越化物歧 化 酶 基 因ＳＯＤ２及６－磷 酸 葡 萄 糖 脱 氢

酶基因ＺＷＦ１。ＧＬＲ１基因的缺失导致非酶防御体

系中还原型ＧＳＨ 的 不 足，并 会 减 弱 酶 促 防 御 体 系

中负责清除 过 氧 化 物 的 ＧＳＨ 过 氧 化 物 酶 的 活 性，
而ＳＯＤ２基因 的 缺 失 会 导 致 超 氧 阴 离 子 的 过 度 累

积，ＺＷＦ１基 因 的 缺 失 会 降 低 ＮＡＤＰＨ 的 供 应 水

平，说明虽然这些基因的缺失与涉及毒素吸附的酵

母细胞壁的合成无关，但细胞抗氧化功能出现不同

程度的缺陷，影响到对ＡＦＢ１ 的清除作用。

　　所测试 的 几 株 酿 酒 酵 母 不 管 是 在 存 活 状 态 还

是在死亡状态下，都表现出对缓冲液中ＡＦＢ１ 的优

良的清除能力，清除率达７０％以上。但是在培养基

中，几种抗氧化相关基因缺失菌对ＡＦＢ１ 的清除率

表现出不同程度的下降，说明细胞抗氧化功能的缺

陷会影响细 胞 在 生 长 状 态 下 对 毒 素 的 吸 附 和 清 除

作用。野 生 菌 对 ＡＦＢ１的 最 高 清 除 率 可 以 达 到

８２．４％，提示其在毒素清除方面的应用潜力。
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会 议 信 息

会议名称（中文）：第四届全国农业微生物研究及产业化研讨会暨第十三届全国杀虫微生物

所属学科：动植物微生物学，细胞生物学，生物技术与生物工程，农林基础，农林植物保护学

开始日期：２０１２－０７－０１　　　　　所在城市：贵州省 贵阳市

主办单位：中国微生物学会农业微生物学专业委员会

联系人：刘作易 　　　Ｅ－ＭＡＩＬ：ｌｉｕｚｕｏｙｉ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｃｓｍ．ｉｍ．ａｃ．ｃｎ／
会议背景介绍：由中国微生物学会农业微生物学专业委员会主办的第四届全国农业微生物研究及产业化研

讨会暨第十三届全国杀虫微生物学术研讨会将于２０１２年７月在贵州贵阳召开。

会议名称（中文）：第１７届欧洲碳水化合物研讨会

会议名称（英文）：１７ｔｈ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ
所属学科：有机化学，分析化学，生物物理学、生物化学及分子生物学，农林基础，化学工程基础

开始日期：２０１２－０７－０７　　　　结束日期：２０１２－０７－１１
所在国家：以色列 　　　　　　　所在城市：以色列

具体地点：Ｔｅｌ　Ａｖｉｖ，Ｉｓｒａｅｌ　　　主办单位：Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
联系人：Ｙｕｋｉｓｈｉｇｅ　Ｉｔｏ（Ｊａｐａｎ）　 　联系电话：＋８１　４８　４６７　９４３０
传真：８１　４８　４６２　４６８０　　　　　　　Ｅ－ＭＡＩＬ：ｙｕｋｉｔｏ＠ｒｉｋｅｎ．ｊｐ
通讯地址：Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ＲＩＫＥＮ　Ｗａｋｏ　Ｓａｉｔａｍａ　３５１－０１９８Ｊａｐａｎ
会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ．ｏｒｇ／ｃｏｎｔｅｎｔ／１７ｔｈ－ｅｕｒｏｐｅａｎ－ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
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