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摘 � 要: 作者从花生土壤和花生粕中筛选能去除黄曲霉毒素 B1 ( AFB1 )的菌。利用营养特异性方

法进行去除 AFB1菌株的初筛, 之后将初筛的 7 株菌的细胞和发酵上清液作用于质量浓度为 200

�g / L 的 AFB1。结果表明:筛选得到的 T RS- 3菌株, 其活细胞和死细胞对 AFB1的去除率分别达

到 48. 26%和 53. 56% ,其发酵上清液降解 AFB1的能力达到 78. 55% ,均明显高于其它菌株。通过

对 TRS�3菌株的鉴定,最终确定为巨大芽孢杆菌( Bacil lus megaterium )。
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Abstract: The object ive of this study w as mainly to screen the bacter ia that could remove af lato xin

B1 in the peanut so il and mo ldy meal. Af ter the first screening by the nutrient�specific method,

the effect o f cells and the supernatant f luid of the seven st rains on af lato xin B1 ( 200 �g/ L) w as

invest igated. The result demonst rated that among the seven st rains, the st rain T RS�3 can r emove

af lato xin B1 ef fect ively, w ith 48. 26% and 53. 56% of the r emoval rat io of AFB1 by v iable and

dead cel ls, respectiv ely . T he deg radat ion rat io of the supernatant f luid reached 78. 55% , w hich

w as signif icant ly higher than that of others. The st rain T RS�3 w as final ly ident ified as B aci l lus

m egater ium .

Key words: Aflatox in B1 , r emoval, degradat ion, B aci l lus m egater ium

� � 黄曲霉毒素( Af latox ins, AFT )主要是由黄曲

霉( Asp er gil lus f lavus )和寄生曲霉 ( A sp er gi l lus

f lavus)等多种真菌产生的毒性代谢产物[ 1- 2]。现

已分离出的黄曲霉毒素达 18种[ 3] , 其中黄曲霉毒素

B1( af lato xin B1 , AFB1 )因其极强的致癌、致突变和

致畸性,被国际癌症研究机构确认为 I类致癌物
[ 4]

,



其结构见图 1。

图 1� 黄曲霉毒素 B1和香豆素的化学结构

Fig. 1 � Chemical structures of af latoxin B1 and comarin

� � AFT 可经由多种生产环节污染食品、作物、饲

料和奶制品等,每年由其引起的经济损失和资源浪

费不容忽视。此外, AFT 还可经食物链危及人类健

康,微量的 AFT 都会对人和动物产生有害影响。

针对 AFT 污染, 尤其是发展中国家,多采用物理或

化学的传统方法, 如加热、辐射和氧化还原处理等。

这些方法不仅低效、降低食品或饲料营养价值, 还

存在潜在副作用
[ 5]
。

黄曲霉毒素的生物脱毒主要是采用微生物或

其产生的酶及其制剂来进行脱毒,生物脱毒的处理

条件相对温和, 不会破坏产品的品质, 而且有些还

能增加产品的营养价值, 因此, 生物脱毒受到广泛

的关注。目前已经有报导过许多微生物能吸附或

降解黄曲霉毒素, 包括细菌、酵母菌、霉菌和藻类

等。Fazeli等
[ 6]
研究发现 L actobaci llus casei 、L ac�

tobacil lus p lantar um 和 L actobacil lus f er mentum

都能吸附 AFB1 , 吸附率为 25% ~ 61%。Kankaan�
paa和 Tuomo la[ 7] 研究认为,鼠李糖乳杆菌 LGG吸

附 AFB1后,其自身的吸附能力下降了 5%~ 30%,

但 AFB1与 LGG形成的复合物较易从肠道中排出。

T eniola等 [ 8]报道了 4株具有降解 AFB1活性的菌。

其中, R hodococcus er y throp ol i s 和 M y cobacter ium

f luoranthenivorans 菌的胞外提取物在 30 � 分别
与 AFB1反应 4 h后,降解率都在 90%以上, 8 h 后

基本检测不到 AFB1残留。还对胞外提取物在热处

理和蛋白酶 K 处理后进行了解毒效果测定, 发现降

解率降低了, 因此,认为解毒机理是酶促反应。国

内刘大岭[ 9] 研究小组发现从假密环菌( Ar millar i�
el la tabescens )中提取的粗酶液可使样品中的 AFB1

含量减少 80%。Guan 等
[ 10]
用香豆素培养基筛选

出的嗜麦芽窄食单胞菌( Stenot rop homonas mal to�
p hil ia) 能降解 AFB1 , 降解率为 82� 5% ;降解率受

温度和 pH 值的影响, Zn2+ 和蛋白激酶能抑制毒素

降解反应。推测该菌降解 AFB1的成分为酶, 并优

化了其培养基及发酵条件。王宁
[ 11]
等从土壤中分

离到 1株具有降解 A FB1活性的橙色粘球菌, 并对

其产酶条件进行了优化,为日后规模化发酵提供依

据。

由于 AFB1的基本结构为双呋喃环和氧杂萘邻

酮(香豆素) ,作者选用香豆素作为培养基的惟一碳

源从花生土壤和发霉花生粕中筛菌[ 12]。通过比较

这些菌的细胞以及发酵上清液对 AFB1的作用能

力,最终选出作用效果最佳的一株菌, 并对其进行

菌种鉴定。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
1. 1. 1 � 样品 � 花生土壤和发霉花生粕。
1. 1. 2 � 培养基 � 初筛培养基为无碳源培养基中加

入 0� 1 g/ dL 的香豆素。无碳源培养基配方为

( NH4 ) 2SO 45 g , CaCl2 0� 1 g , KH 2PO4 1 g, NaCl 0� 1
g , M gSO4 � 7H 2 O 0� 5 g, 酵母膏 0� 2 g, 水 1 000

mL, 琼脂 15 g / L , pH 7� 0, 121 � 灭菌 20 m in备用。

发酵培养基为 LB 培养基, 121 � 灭菌 20 m in备用。

1. 1. 3 � 主要试剂及设备 � 黄曲霉毒素 B1 :纯度�

99%, Fermentek 公司产品; 香豆素; ELISA 试剂

盒:江苏省微生物研究所产品; T hermo MK3酶联

免疫检测仪。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � AFB1的准备

1) AFB1贮备液:将 10 mgAFB1溶解在 50 mL

苯�乙腈(体积比 98 � 2)溶液中, 质量浓度为 200

�g / mL。

2) AFB1工作液: 取一定量的 AFB1贮备液,用

N 2吹,挥发掉溶剂苯和乙腈, 加入一定比例的磷酸

盐缓冲液( PBS, pH 7� 4) , 使 AFB1最终质量浓度为

200 �g / L。

1� 2� 2 � 菌株的初筛 � 以香豆素为培养基的惟一碳
源,从花生土壤和发霉花生粕中筛菌。配制质量浓

度为 0� 1 g/ dL 的香豆素溶液, 过滤灭菌, 加入无碳

源培养基中。分别将花生土壤和发霉花生粕的稀

释液涂布在上述培养基中, 37 � 培养箱中培养,观

察菌株的生长情况。

1� 2� 3 � 菌液的准备 � 先将初筛得到的7株菌在 LB

培养基中活化, 再转接在 LB 液体培养基中摇床培

养( 37 � 、180 r/ m in) 12 h。

1� 2� 4 � 菌体细胞对 AFB1的去除试验 � 取 1 mL 已

培养 12 h 的菌体发酵液置于灭菌的 2 mL 离心管

中, 10 000 r/ min离心10 min。弃掉上清液, 细胞用

灭菌的 PBS 悬浮起来, 漩涡振荡 20 s, 10 000 r/ m in

离心 10 min。细胞再重复冲洗一次。将冲洗完的

细胞用 1 mL 已准备好的 PBS毒素溶液悬浮起来,
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置于37 � 培养箱中培养 72 h。培养结束后, 10 000

r/ min 离心 10 min, 用竞争性酶联免疫方法

( ELISA)检测上清液中 AFB1的残留量, 并做空白

对照。重复试验两次。

另将已培养 12 h 的菌体发酵液于 121 � 加热

处理 20 min, 冷却后按上述方法将细胞悬浮在 PBS

毒素溶液中, 置于 37 � 培养箱中培养 72 h。培养

完后离心检测,并做空白对照,试验重复两次。

1� 2� 5 � 菌体发酵上清液对 AFB1的降解试验 � 取

200 �L 已制备好的 PBS 毒素溶液于灭菌的 2 mL

离心管中。将 1 mL 已培养 12 h 的菌体发酵液于

10 000 r/ min离心 10 m in,取出800 �L 上清液置于

盛有毒素的 2 mL 离心管中, 混匀,于 37 � 培养箱

中培养 72 h。培养完毕后用 ELISA 方法检测

AFB1的残留量,并以无菌的发酵液加 AFB1做空白

对照,试验重复两次。

1� 2� 6 � 残留黄曲霉毒素 B1的 ELISA 测定 � AFB1

质量浓度按间接竞争 ELISA 方法操作, 450 nm 酶

标仪读数,对照标准曲线计算 AFB1质量浓度,计算

公式:

y =
x 1 - x 2

x 1
� 100

其中, x 1 为空白对照 AFB1 质量浓度(�g/ L) ; x 2 为

处理后残留 AFB1 质量浓度(�g / L ) ; y 为毒素去除

率(% )。

1� 2� 7 � 菌株的鉴定 � 考虑到试验的目的和试验的
可操纵性,采用传统鉴定方法和 16S rDNA 序列分

析相结合进行细菌鉴定。

2 � 结果与分析

2� 1 � 菌株的初筛
通过初筛得到 7株菌,这些菌株能在以香豆素

为惟一碳源的培养基中良好生长, 分别命名为

T RS�1, T RS�2, TRS�3, T RS�4, FM S�1, FM S�2,
FMS�3。
2� 2 � 菌体细胞对 AFB1的去除作用

初筛得到的 7株细菌其细胞对 AFB1的去除作

用见表 1。可见, 7株细菌的细胞对 AFB1都有不同

程度的去除作用。其中, 对 AFB1去除率最高的是

T RS�3菌,其活细胞去除率为 48� 26%,死细胞去除

率达到 53� 56%; FM S�1 菌其细胞对 AFB1的去除

率最低,其活细胞去除率仅为 23� 77%, 死细胞去除

率为 26� 47%。

表 1� 菌株细胞对 AFB1的去除效果

Tab. 1 � Ef fect of the cells on the removal of AFB1

菌株编号 活细胞去除率/ % 死细胞去除率/ %

T RS�3 48. 26 53. 56

T RS�1 40. 35 44. 30

FMS�2 36. 07 37. 64

FMS�1 23. 77 26. 47

T RS�4 33. 23 31. 72

FMS�3 28. 04 29. 13

T RS�2 34. 05 33. 21

� � 由表 1可知,细菌的死细胞也可以降低 AFB1

的量,且死细胞对 A FB1的作用属于物理吸附作用,

而不是新陈代谢 [ 13]。细菌活细胞去除 AFB1的机制

没有研究很清楚,其中的作用机制可能包括吸附作

用及活细胞对 AFB1的利用代谢作用。普遍认为与

吸附作用相关的细胞成分主要是肽聚糖、细胞壁多

糖和蛋白质
[ 14]

,且环境因素也会影响细菌的吸附作

用。此外,菌体与 AFB1主要是通过非共价方式结

合的,例如细菌表面的疏水基团 [ 15]。由表 1可见, 7

株菌中大多数菌的死细胞比活细胞更易于去除

AFB1。其原因可能是加热处理改变了细菌的表面

特性[ 16] , 使细菌更容易吸附 AFB1。

2� 3 � 菌体发酵上清液对 AFB1的降解作用

7株细菌的发酵上清液对于 AFB1有不同程度

的降解作用,结果见表 2。

表 2� 菌株发酵上清液对 AFB1的降解效果

Tab. 2� Effect of the supernatant f luid on the degradation of

AFB1

菌株编号 AFB1降解率/ %

TRS�3 78. 55

TRS�1 48. 20

FMS�2 61. 56

FMS�1 46. 23

TRS�4 37. 45

FMS�3 30. 77

TRS�2 31. 25

� � 由表 2 可知, TRS�3 菌的降解效果最好, 降解

率高达 78� 55%; 降解率最低的为 FM S�3 菌, 仅有

30� 77%。比较 7株菌的菌体细胞和发酵上清液对

AFB1的去除作用, 发现大多数菌的发酵上清液对

AFB1的降解作用要高于其细胞对毒素的去除作用,

275� 第 2期 孙丰芹等: 去除黄曲霉毒素 B1的菌株筛选



仅 TRS�2菌例外。关于微生物对 AFB1的降解作用

已经有很多报道, 研究认为主要是微生物中的酶在

起作用[ 8- 12] 。作者筛选出的巨大芽孢杆菌( B aci l�
lus megaterium ) , 其发酵上清液对 AFB1的降解作

用初步估计也是一种酶的作用,还需要进一步试验

验证。

2� 4 � 菌株鉴定结果
通过表 1,表 2可以看出, TRS�3菌去除 AFB1

的效果最好, 此菌筛选自花生土壤。采用传统鉴定

方法和 16SrDNA 序列分析相结合进行细菌鉴定,

确定为巨大芽孢杆菌 ( B aci l lus meg aterium ) , 其

16S rDNA 序列见图 3。

图 2� 菌体细胞与发酵上清液对 AFB1的去除作用

Fig. 2� Removal of aflatoxin B1 by the cells and the su�

pernatant fluid

图 3� TRS�3 菌株 16SrDNA的碱基序列

Fig. 3� 16S rDNA sequence of strain TRS�3

� � 将 T RS�3 菌株 16S rDNA 基因序列在 NCBI

使用 Blast比对,结果表明 T RS�3菌与巨大芽孢杆
菌( Bacil lus megaterium )同源性最高,达到 100%。

一般认为, 同源性大于 98%可以认为属于同一个

种。巨大芽孢杆菌( B aci l lus m egater ium ) 去除黄

曲霉毒素 B1,国内外尚未见报道。
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3 � 结 � 语

以香豆素为惟一碳源初筛得到的 7株细菌, 对

AFB1都有不同程度的去除作用。其中作用效果最

佳的是 T RS�3菌,经鉴定为巨大芽孢杆菌( B aci l lus

m egater ium ) ,国内外尚未见报道。而且实验结果

支持以前所报道的结论,细菌活细胞和死细胞对于

AFB1都有去除作用。关于降解 AFB1的活性产物

和 AFB1的降解产物还有待于进一步研究。
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