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黄曲霉毒素 B1 高效降解菌株的筛选鉴定及其降解
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摘要 以香豆素为唯一碳源,利用微生物去毒法,初步筛选出32株生长良好的活性菌株,再添加 AFB1标

准品(菌液毒素终质量浓度2.5μg/mL),通过高效液相色谱(HPLC)检测 AFB1降解率,结果显示,从鸡粪中分

离并命名为F6的菌株高效降解黄曲霉毒素B1,降解率达83%。对菌株F6进行细胞形态及生理生化特性鉴定,

初步判断为芽胞杆菌属,16SrRNA序列同源性比对分析,与蔬菜芽胞杆菌国际标准株 ATCC700005(登录号

NR043325.1)核苷酸同源性为99.3%,由此可确定,F6菌株为蔬菜芽胞杆菌,命名为BacillusoleroniusGX01
(登录号 KP297896)。分离菌株F6发酵液各组分,检测得上清液 AFB1降解率达83%,而菌悬液、胞内液的

AFB1分别仅为22.8%、17.4%,初步鉴定其降解活性成分可能为胞外酶。
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  黄曲霉毒素(aflatoxin,简称AFT)属于真菌毒

素[1],是由黄曲霉(Aspergillusflavus)、寄生曲霉

(Aspergillusparasiticus)、集蜂曲霉(Aspergillus
nomius)和溜曲霉(Aspergillustamarii)等丝状真

菌产生的一类结构类似的强毒性次级代谢产物[2],
广泛分布于自然界中,主要侵染花生、玉米等粮油作

物,每年给全球造成巨大的经济损失。黄曲霉毒素

具有强肝毒性,低剂量可抑制动物免疫机能,使消化

系统紊乱[3]等,高剂量会诱导机体癌变、畸变甚至死

亡。现已分离鉴定出20多种黄曲霉毒素,其中B1、

B2、M1、M2、G1、G2这6种自然环境下较为常见,
以B1(AFB1)毒性最强,也最为常见,1993年世界

卫生组织癌症研究机构(IARC)将AFB1划定为IA
类致癌物[4]。尽管黄曲霉素种类繁多,但是它们均

是二氢呋喃香豆素的衍生物,都含有氧杂萘邻酮(香
豆素)的致癌结构和二呋喃环的基本毒性结构[5],因
此,可利用香豆素初步替代黄曲霉毒素进行解毒的

研究。
黄曲霉毒素自1960年在英国东南部农村暴发

死亡的火鸡身上发现至今已有半个多世纪[6]。由于

霉菌环境适应力好、繁殖能力强,在适宜条件下便可

产生大量毒素[7],而我国多数地区,气候温热潮湿,

适合霉菌的生长,极易受到黄霉菌毒素的污染,因
此,黄曲霉毒素解毒至关重要。国内外去除黄曲霉

毒素的方法主要有紫外线照射、热处理、吸附剂脱毒

等物理法,及强碱、强酸、抗氧化剂处理等化学法,但
这些理化方法不仅成本高、效率低,且部分方法还伴

有毒性物质产生。随着科技的不断发展,微生物去

毒法成为近年来的研究热点。微生物去毒是利用细

菌、真菌等微生物及其代谢产物降解饲料、食品中污

染的霉菌毒素。生物去毒法对原料无污染、具有高

度专一性、同时避免毒素重新产生,因此是一种高

效、安全的去毒方法[8]。大部分微生物去毒是通过

分泌降解酶与毒素反应,达到解毒的作用。目前国

内外已报道的降解AFT的真菌包括假蜜环菌(Ar-
millariellatabescens)[9]、糙皮侧耳(Pleurotusos-
treatus)等 食 用 真 菌,树 状 指 孢 霉 (Dactylium
dendroides)等孢霉属菌及黑曲霉(Aspergillusni-
ger)等曲霉属菌[10]。能降解AFT的细菌主要有类

棒状杆菌诺卡氏菌(Nocardiacorynebacterioides)
DSM12676、红 串 红 球 菌(Rhodococcuserythropo-
lis)、橙色粘球菌(Myxococcusfulvus)、嗜麦芽窄食

单胞菌(Stenotrophomonasmaltophilia)、施氏假单

胞菌(Pseudomonasstutzeri)、萎缩芽胞杆菌(Ba-
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cillusatrophaeus)、枯草芽胞杆菌(Bacillussubti-
lis)及弯曲乳杆菌(Lactobacilluscurvatus)等[11-13]。

笔者以AFB1为对象,通过大量筛选得到降解

香豆素的细菌,进一步筛选出高效降解AFB1的菌

株,对高效降解菌株进行鉴定,初步研究其对AFB1
的降解,旨在为进一步分离降解酶及研究降解机制

提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)样品。采集沈阳地区发霉的玉米、猪粪、鸡
粪、鸡肠、不同生境土壤样品。

2)主要试剂。香豆素购自上海迈坤化工有限公

司,AFB1标准品购自BBI公司,细菌DNAout试

剂盒购自上海生工生物工程有限公司,生化鉴定管

购自杭州滨和微生物试剂有限公司。

3)培养基。菌株扩增选用营养肉汤培养基。初

筛培养基为改良 Hormisch筛选培养基(KH2PO4
0.25g,MgSO4 ·7H2O 0.25g,KNO30.5g,
(NH4)2SO40.5g,CaCl2·2H2O0.005g,FeCl3·

6H2O0.003g,pH7.0,H2O1000mL)[14],121℃
高压灭菌20min后加入1g香豆素。发酵培养基

(蛋白胨10g,牛肉膏3g,NaCl8.5g,KH2PO41g,
葡萄糖1g,pH6.5,H2O1000mL)。
1.2 AFB1 降解菌株的分离筛选

1)初筛。样品以10倍无菌生理盐水稀释混匀,
处理液按5%接种量接种于营养肉汤培养基,160
r/min37℃培养24h。菌液按2%接种量接种于初

筛培养基,逐步提高香豆素的质量浓度(1、1.5、2、

2.5、3mg/mL),160r/min、37℃培养5d,进行富

集培养。富集5次后在初筛平板上多次划线分离培

养。观察细菌生长情况,根据菌落形态、颜色、光滑

度等因素挑取单菌落,接种于营养琼脂上,-20℃
保存菌种。

2)复筛。初筛菌株接种于肉汤培养基,37℃培

养24h。按5%接种量接种于发酵培养基,37℃发

酵培养48h。1.5mL灭菌避光离心管中加入25

μLAFB1标准品(100μg/mL)及975μL发酵菌

液,使菌液内毒素终质量浓度为2.5μg/mL,设置

无菌发酵培养基为空白对照,37℃暗处培养72h。

4℃8000r/min离心15min,取上清液检测。
1.3 HPLC 检测 AFB1 降解率

待测发酵上清液经0.22μm滤膜过滤后进样。

色谱条件:色谱柱为C18反向吸附柱(4.6mm×
250mm,5μm),进样量20μL,流动相为水∶甲

醇=1∶1(V/V),流速1mL/min,检测波长365
nm。降解率公式:AFB1降解率=(对照组 AFB1
峰面积-样品中AFB1峰面积)/对照组AFB1峰面

积)×100%。
1.4 菌株的鉴定

1)细胞形态鉴定。接菌在营养琼脂上,37℃培

养48h后观察菌落形态、色泽等。挑取单菌落,制
成涂片,进行革兰氏染色,显微观察细胞形态与染色

结果。

2)生理生化鉴定。主要进行糖醇类发酵、O/F、
吲哚、MR、过氧化氢酶、柠檬酸盐、接触酶、脲酶、氨
基酸脱羧酶与水解酶、硝酸盐还原、明胶液化、石蕊

牛乳、酸碱度耐受、盐度耐受等试验。

3)细菌16SrRNA基因序列测定及同源性分

析。使用细菌DNAout试剂盒提取F6菌株基因组

DNA。PCR扩增引物为通用引物27f:5′-GAGAG
TTTGATCCTGGCTCAG-3′;1492r:5′-GGTTAC-
CTTGTTACGACTT-3′。PCR 扩 增 反 应 体 系30

μL:F6菌株 DNA 模板1μL,上下游引物27f与

1492r各1μL,TaqDNA 聚合酶15μL,ddH2O
12μL。PCR扩增程序:95℃ 预变性5min;95℃变

性45s,60℃退火45s,72℃延伸90s,25个循环;

72℃延伸5min。反应结束后,5μLPCR产物上样

于1%琼脂糖凝胶,120V电压电泳25min后经凝

胶成像系统检测结果。将阳性克隆菌液送至上海生

工生物有限公司测序。
序列的数据处理与分析:利用NCBI的Blast工

具从GenBank数据库中搜索已知同源性较高序列,
将目标序列与搜索到的同源序列用ClustalX2.0去

掉两端引物序列后,用DNAStar程序和 MEGA5.1
软件的邻接法(neighbor-joiningmethod)进行序列

比对与同源性分析,构建系统发生树。
1.5 F6 菌株降解特性研究

5mLF6菌株发酵液,4℃8000r/min离心20
min,分离F6上清液和菌体。菌体用无菌蒸馏水洗

涤、离心,重复操作3次后加入5mL无菌蒸馏水制

成F6菌悬液。菌体加入5mL无菌蒸馏水混匀,超
声波破碎30min后离心,离心上清液过0.22μm滤

膜,制得F6胞内液。将F6发酵液、上清液、菌悬

液、胞内液进行复筛培养72h后,检测各组分AFB1
降解率。
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2 结果与分析

2.1 菌株初筛结果

通过以香豆素为唯一碳源的初筛,获得32株生

长良好的活性菌株,其中1株菌分离于发霉玉米,5
株菌分离于猪粪,6株菌分离于鸡粪,2株菌分离于

鸡肠,18株菌分离于土壤。
2.2 菌株复筛与 HPLC 结果

在本文材料与方法“1.3”的色谱条件下,处理后

的样品得到了充分洗脱与分离。从图1可看出,

AFB1的 色 谱 峰 对 称 性 良 好,有 较 高 的 分 辨 率,

AFB1出峰时间为11min。初筛获得的32株菌株

均具有AFB1降解能力(图2),其中分离自鸡粪的

F6菌株降解能力最强,降解率达到83%,分离自土

壤的B3菌株的降解能力次之,达54%。选择高降

解的F6菌株做进一步研究。

图1 AFB1的HPLC色谱图

Fig.1 HPLCchromatogramofAFB1

图2 各菌株降解AFB1的能力

Fig.2 ThedegradationofAFB1ineachstrain

2.3 F6 菌株的鉴定结果

1)形态及生理生化鉴定。F6菌株在营养琼脂

培养基上为灰白色的圆形菌落(图3),菌落边缘整

齐,表面膜状有同心环轻度隆起,显微镜下细胞形态

为杆状,有芽胞,革兰氏染色呈阳性(图4)。生理生

化试验结果表明,F6菌株能利用葡萄糖、果糖等大

部分碳源,其主要生理生化特性见表1。参照《伯杰

氏细菌鉴定手册》(8版)初步判断F6菌株为芽胞杆

菌属。

2)菌液PCR鉴定结果。F6菌株PCR产物经

1%琼脂糖凝胶电泳,结果显示:扩增的 DNA 在

Marker的2000bp与1000bp中间可见与预期大

小相符的单一条带(图5),且条带整齐清晰,亮度

较好。

图3 F6菌落形态 (培养72h)

Fig.3 ThecolonymorphologyofF6strain(Cultured72h)
图4 F6菌株镜检涂片(1600×)

Fig.4 F6strainmicroscopicexamination(1600×)
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表1 F6生理生化鉴定结果

Table1 PhysiologicalandbiochemicalcharacteristicsofisolateF6

项目

Experment
结果

Result
项目

Experment
结果

Result

葡萄糖

Glucose
+

O/F试验

O/Ftest
+

果糖

Fructose
+

吲哚试验

Benzpyroletest
-

淀粉

Starch
-

MR试验

MRtest
+

甘露糖

Mannitose
+

硫化氢

Hydrogensulfide
-

乳糖

Lactose
+

过氧化氢酶

Catalase
+

蜜二糖

Melibiose
-

脲酶

Urease
+

纤维二糖

Cellobiose
+

石蕊牛乳

Litmusmilk
+

棉子糖

Raffinose
-

硝酸盐还原

Nitratereduction
+

蔗糖

Sucrose
-

明胶水解

Gelatinhydrolyze
-

鼠李糖

Rhamnose
-

柠檬酸盐

Citrate
+

木糖

Xylose
-

三糖铁

Triplesugariron
+

蕈糖

Trehalose
-

ONPG试验

ONPGtest
-

麦芽糖

Maltose
-

精氨酸脱羧酶

Argininedecarboxylase
+

脱氧核糖

Deoxyribose
+

鸟氨酸脱羧酶

Ornithinedecarboxylase
-

阿拉伯糖

Arabinose
-

赖氨酸脱羧酶

Lysinedecarboxylase
+

木醇

Methanol
-

精氨酸双水解酶

Argininedoublehydrolase
-

侧金盏花醇

Adonitol
-

苯丙氨酸酶

Enzymephenylalanine
-

卫矛醇

Dulsfitol
- pH5.5 -

肌醇

Myoinositol
- pH9.5 -

山梨醇

Sorbitol
- 2% NaCl +

甘露醇

Mannitol
+ 5% NaCl +

水杨素

Salicin
+ 7% NaCl +

七叶苷

Esculinhydrate
+ 10% NaCl -

 M:DL2000DNAmarker;1:PCR阴性对照PCRnegativecon-
trol;2~3:F6菌株PCR结果 PCRspecificamplicationofstrain

F6.

图5 F6菌液PCR电泳图

Fig.5 PCRspecificamplicationofstrainF6
表2 参考菌株信息

Table2 Informationofreferencestrains

参考菌株 Referencestrains
GenBank登录号

GenBankaccessionNo.
蔬菜芽胞杆菌分离株11
Bacillusoleroniusisolate11

EU430987.1

蔬菜芽胞杆菌国际标准株700005
BacillusoleroniusstrainATCC700005

NR_043325.1

芽胞杆菌属CL332.1.1
Bacillussp.CL332.1.1

FJ688409.1

蔬菜芽胞杆菌FHGXJ12-2
BacillusoleroniusstrainFHGXJ12-2

KF527198.1

蔬菜芽胞杆菌 W22
BacillusoleroniusstrainW22

KC441834.1

蔬菜芽胞杆菌30N2-10
Bacillusoleroniusstrain30N2-10

JN366727.1

蔬菜芽胞杆菌55N3-2
Bacillusoleroniusstrain55N3-2

JN366717.1

蔬菜芽胞杆菌Gx8
BacillusoleroniusstrainGx8

JF833092.2

未纯化细菌克隆CU21
UnculturedbacteriumcloneCU21

KC414647.1

蔬菜芽胞杆菌分离株2
Bacillusoleroniusisolate2

EU430985.1

  3)DNA测序与序列分析。PCR产物经上海生

工生物有限公司测序得知,扩增出的片段长度为

1456bp,用DNAStar软件对F6菌株基因与Gen-
Bank中以公布的序列比对分析,生成系统发生树。
由图 6、7 可 知,F6 菌 株 与 蔬 菜 芽 胞 杆 菌

CL332.1.1、FHGXJ12-2、30N2-10菌株属于同一

分支,核苷酸同源性最高,分别为99.7%、99.7%、

99.3%,与另一分支的蔬菜芽胞杆菌 W22、CU21的

核苷酸同源性分别为99.2%、99.2%,与蔬菜芽胞杆

菌国际标准株ATCC700005核苷酸同源性为99.3%。
由此可确定,F6菌株为蔬菜芽胞杆菌,命名为Bacil-

lusoleroniusGX01(GenBankKP297896)。
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图6 F6菌株与参考株序列同源性分析

Fig.6 SequenceshomologyanalysisofstrainF6andreferencestrains

图7 F6基因系统发生树

Fig.7 Neighbour-joiningphylogenetictreeshowingrelationshipsofsrainF6

2.4 F6 菌株降解特性

比较F6菌株的发酵菌液、上清液、菌悬液、胞
内液降解AFB1的能力,如图8所示。结果发现菌

液与去除胞体的上清液降解能力很强,分别达到

83.3%、83.0%,菌悬液与胞内液也有一定的降解能

力,但相对较弱,分别为22.8%、17.4%。由此判

断,F6菌株降解AFB1不是依赖胞体的吸附作用,

图8 F6各组分对AFB1的降解能力

Fig.8 DegradationofAFB1ineachcomponentofF6

而是细胞代谢产生并分泌至胞外的活性物质主导的

生物降解作用。

3 讨 论

AFB1标准品毒性极强、对操作者有危险并且

价格昂贵,所以在初步的定向筛选时,选取结构相似

的香豆素作为唯一碳源。香豆素是一种可人工合成

的化工原材料,较安全,价格低廉。黄曲霉毒素比较

稳定,却没有在自然界无限积累,这是由于环境因素

及微生物的降解作用。土壤中微生物资源丰富,污
染物使土壤微生物产生选择性,进而富集有降解活

性的微生物。孙玲玉等[15]从泰山土壤中分离出高

效降解AFB1的泰山枯草芽胞杆菌。动物消化道内

的微生物具有降低毒素的吸收、降解毒素的能力,因
此选取肠道、粪便筛选 AFB1降解菌株。雷元培

等[16]从动物肠道分离株中筛选出的1株枯草芽胞
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杆菌可高效降解黄曲霉毒素B1、G1和 M1。李俊霞

等[17]从马来貘粪便中筛得降解 AFB1效果好的嗜

麦芽窄食单胞菌。微生物降解AFB1的活性物质主

要为其产生的降解酶,根据其分泌后排放位置不同

分为胞内酶和胞外酶。计成等[18]分离纯化的黏细

菌黄曲霉素解毒酶(MADE)是国内首次发现的降

解黄曲霉毒素的细菌胞外酶。李超波等[19]从施氏

假单胞菌F4中分离出的AFB1降解活性物质为一

种胞内酶。
本研究以香豆素作为唯一碳源,共有32株菌能

利用香豆素并生长良好。递增香豆素的培养浓度来

驯化菌株,使菌株分解氧杂萘邻酮的能力提高。构

建HPLC检测 AFB1方法,结果表明32株菌都具

有降解AFB1的能力,分离于鸡粪的F6菌株降解

率最高,达83.3%。通过细胞形态、理化鉴定及16S
rRNA序列比对分析,鉴定为蔬菜芽胞杆菌,F6菌

株 命 名 为 Bacillusoleronius GX01(登 录 号

KP297896)。目前国内没有关于蔬菜芽胞杆菌的报

道,这也是国内首次发现蔬菜芽胞杆菌能降解黄曲

霉毒素。国外仅Jarmuda等[20]报道该菌与蠕形螨

的侵染致病作用有关。通过各组分脱毒活性的比

较,F6菌株降解AFB1是菌体细胞代谢产生并分泌

至胞外的活性物质主导的生物降解作用,提示F6
降解物质可能是一种胞外酶,为今后该菌株降活性

物质的分离纯化、大规模生产并应用于饲料脱毒奠

定基础。
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Isolation,identificationandpreliminarydegradationof
aflatoxinB1degradingbacterialstrain
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Abstract ToselectstrainscapableofdegradingaflatoxinB1(AFB1)efficiently,32bacteriastrains
wereisolatedfromdifferentsourceswhichdisplayAFB1reductionactivity,usingcoumarinasthesole
carbonsourceandbiodegradationtechnology.AFB1degradationeffectivenesswasdetectedbyhigh-per-
formanceliquidchromatography(HPLC)afterAFB1standardwasadded(finalconcentrationofculture
supernatantwas2.5μg/mL).ThebacteriastrainisolatedfromchickenmanurewasnamedasF6,

whichcoulddegradeAFB1by83.3%.Basedonthemorphologic,physiological,biochemicalcharacter-
istics,theisolatedstrainF6waspreliminaryidentifiedasBacillus.Theanalysisof16SrRNAgenese-
quencehomologyrevealedthat,thenucleotideidentitybetweenstrainF6andBacillusoleroniusinterna-
tionalstandardstrainATCC700005(accessionnumberNR043325.1)was99.3%.Thus,strainF6was
determinedasB.oleroniusandnamedasB.oleroniusGX01(AccessionNo.KP297896).Thecompo-
nentsofthefermentationbrothofF6werethenisolatedanddetected.Theresultsshowedthatthecul-
turesupernatantcoulddegrade83% AFB1,whilethedegradationratesofbacterialsuspensionandin-
tracellularwere22.8%and17.4%,respectively,suggestingthatthedegradationactivityofB.olero-
niusstrainF6wasexoenzyme.

Keywords aflatoxinB1;biodegradation;Bacillusoleronius;isolate;identification
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