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摘要!通过酶联免疫吸附测定法$

(9WO8

%及高效液相色

谱)质谱联用仪$

?@9V)UO

%测定不同方式处理的米根

霉菌
T8=!2

对小麦粉中呕吐毒素$

<B4J

G

/,A+-B/4-

"

=NR

%

的清除效果"探讨米根霉菌对
=NR

的清除能力&结果显

示"米根霉菌
T8=!2

对小麦粉中
=NR

的清除率均随浓度

增高及孵育时间的延长而提高"各高浓度处理组孵育

!$E

后与其他处理组均存在显著差异"高浓度的细胞壁

悬液与小麦粉孵育
!$E

条件下对
=NR

的清除效果最好

$

5!3'#Z

%&不同方式处理的米根霉菌
T8=!2

与
=NR

作

用后产生
%

种相对分子质量在
#""

"

#"&

"

#2!

左右的新物

质&结果表明"不同方式处理的米根霉菌
T8=!2

对
=NR

均有一定清除作用"且作用效果与浓度和孵育时间相关"

其清除机制主要为生物酶系作用&

关键词!米根霉菌'呕吐毒素'菌体成分'清除作用'小

麦粉'
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呕吐毒素又称脱氧雪腐镰刀菌烯醇!

<B4J

G

/,A+-B/4-

$

=NR

#$是一种真菌毒素$主要由禾谷镰刀菌!

E&G.>'&B

0

>.B'/9.>&B

#产生%

=NR

具有多种毒性作用$包括急性

毒性)慢性毒性)细胞毒性)免疫毒性等$欧盟将其定为三

级致癌物*

!

+

%由于中国的膳食结构偏向于谷物$所以呕

吐毒素的危害就显得更为突出%

现有粮食中
=NR

清除方法主要有物理脱毒法)化学

脱毒法)生物脱毒法$但物理)化学脱毒方法均有不可避

免的缺陷$如造成营养品质和适口性降低*

#

+

%因此$生物

脱毒法已逐渐成为研究清除粮食中
=NR

毒素污染的重

要方向$如
7,/<BF

等*

%

+从牛瘤胃中得到一株可将
=NR

毒

素转化的细菌$

?B

等*

6

+从鸡肠道中分离出对
=NR

毒素

转化率高达
&2Z

的芽孢杆菌%目前生物脱毒的研究仅集

中于整菌株探索对霉菌毒素的降解作用$但究竟菌株是

通过哪个部分)何种机制来达到清除
=NR

的作用尚未见

报道%

米根霉!

T8'Q=

A

&G=>

H

Q.9

#是中国传统发酵食品的重

要发酵菌种之一*

5

+

$是美国
M=8

认证的安全菌株*

'

+

%米

根霉在生长过程中产酶种类丰富)活力高$能产生多种有

机酸*

"

+

%已有研究*

2

+证实根霉菌具有一定的霉菌毒素脱

毒作用%试验拟以粮食发酵中常用的米根霉菌株
T8=!2

作为研究对象$探讨其菌悬液)发酵上清液)全菌裂解液)

粗提酶液)细胞壁悬液对
=NR

毒素的清除效果$以期为

研究利用微生物清除粮食中
=NR

毒素的实践应用提供

理论依据%

!

!

材料与方法
!3!

!

菌株

米根霉菌
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科学与工程学院营养与食品卫生实验室保存%
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试验材料与仪器

呕吐毒素!
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#"美国
O,

:

*+

公司(

氯化钠)甲醇"分析纯$国药化学试剂有限公司(

=NR(9WO8

检测试剂盒"上海羽朵生物科技有限

公司(

@=8

培养基"青岛高科园海博生物技术有限公司(

电子天平"

Q9!#6)!OVR

型$德国
O+FD4F,1C

公司(

超净工作台"

O\)V[)!M

型$苏州净化有限公司(

台式冷冻离心机"

P)##X

型$德国
8--B

:

F+

公司(

超声破细胞破碎仪"

[Y&#$)WW=

型$新芝生物科技股

份有限公司(

酶标分析仪"

hU)5'$

型$中德伯尔生物技术有限

公司(

液相色谱&质谱联用仪"

8

:

,-B/D!#$$)'6'$ eee

型$美国
8

:

,-B/D

公司%
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!

试验方法

!3%3!

!

菌悬液及发酵上清液的制备
!

收集稳定期!

#$

"

%#E

#的
T8=!2

发酵液$调节浓度至
!$

!#

VM̀

'

*9

$随后

以
!$$

倍 稀 释$获 得 高)低
#

个 浓 度 !

!^!$

!#

$

!^

!$

!$

VM̀

'

*9

#的 菌 液%将 各 浓 度 发 酵 液 于
6 i

以

2$$$F

'

*,/

离心
!$*,/

$收集上清液和菌体%各浓度上

清液分别用
$3##

#

*

滤膜过滤后收集$滤液即为高)低

#

个浓度的
T8=!2

发酵上清液%菌体用无菌生理盐水洗

涤
%

次后$用生理盐水重悬至原浓度$分别记为高)低
#

种

浓度
T8=!2

菌悬液$均于
6i

保存备用%

!3%3#

!

全菌裂解液及细胞壁悬浮液的制备
!

取
!3%3!

中

高)低浓度
T8=!2

菌悬液$用超声波细胞破碎仪!输出功

率
"$$\

$间隔时间
5C

$每次裂解时间
5C

$裂解总时间

#5*,/

$保护温度
$i

#对菌悬液进行裂解!至镜检无完

整细胞#%过滤$收集滤液$于
6i

以
!#$$$F

'

*,/

离心

!5*,/

$取各浓度上清液$即为高)低浓度的
T8=!2

全菌

裂解液%对各组沉淀用生理盐水洗涤
%

次并重悬至原溶

液体积$即为高)低浓度的
T8=!2

细胞壁悬浮液$均于

6i

保存备用%

!3%3%

!

粗提酶液的制备
!

取
!3%3!

中
T8=!2

高)低浓度发

酵上清液$于
6i

以
!$$$$F

'

*,/

离心
#$*,/

$上清液用

$365

#

*

的微孔滤膜过滤*

&

+收集各组滤液$即为高)低浓

度的
T8=!2

粗提酶液$均于
6i

保存备用%

!3%36

!

小麦粉样品制备
!

取市售小麦粉$灭菌$测定

=NR

含量$适量添加标品
=NR

$调节
=NR

含量大于特

征值*!
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#

#

:

'

;
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*
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+
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6$i

干燥至恒重%

!3%35

!

菌体成分对小麦粉中
=NR

的清除试验
!

分别取

T8=!2

各浓度菌悬液)发酵上清液)全菌裂解液)粗提酶

液)细胞壁悬浮液$加入含有一定量
=NR

的面粉样品中$

按
!

#

5

!

:

'

*9

#添加(以添加
@7O

作空白对照$于
%"i

$

!6$F

'

*,/

的条件下孵育培养$分别在孵育
5E

和
!$E

时

取样%

!3%3'

!

=NR

清除率的测定
!

样品中
=NR

的含量采用

Q75$$&3!!!

&

#$!'

中酶联免疫吸附测定法!

(9WO8

#测

定$每组设置
%

个平行$取平均值按式!

!

#计算清除率%

*T

L

.

$

X

.

!

.

$

Y

!$$Z

$ !

!

#

式中"

*T

&&&

=NR

清除率$

Z

(

.

$

&&&空白样中
=NR

含量$

#

:

'

!$

:

(

.

!

&&&处理样中
=NR

残留量$

#

:

'

!$

:

%

!3%3"

!

=NR

降解产物的定性分析
!

对孵育
!$E

后高浓

度处理组的
=NR

降解产物$参照吴娱等*

!!

+的方法$用高

效液相色谱&质谱联用仪!

?@9V)UO

#进行定性分析$其

中模式为
O(W

$探头温度为
#5$i

%

#

!

结果与分析

#3!

!

不同浓度
T8=!2

菌悬液对
=NR

的清除效果

不同浓度的
T8=!2

菌悬液对小麦粉样品中
=NR

的

清除效果如表
!

所示%

表
!

!

米根霉菌
T8=!2

菌悬液对
=NR

的清除率a

>+I-B!

!

XB*4A+-BHHB0D4HC1C

L

B/C,4/4HT8'Q=

A

&G

=>

H

Q.9!24/=NR Z

组别
5E !$E

高浓度组
!"3!2b$3%$

+8

%"3!%b$3''

+7

低浓度组
!3#2b$3$5

I8

#3'!b$3!$

I8

对照
!!

S S

!

a

!

小写字母不同表示同列间的差异显著!

@

"

$3$5

#(大写字

母不同表示同行间的差异显著!

@

"

$3$5

#(,

S

-表示

=NR

清除率为
$Z

%

!!

由表
!

可知$低浓度
T8=!2

菌悬液经
5E

孵育处理组

对
=NR

的清除率最低!

!3#2Z

#(高浓度菌悬液经
!$E

孵

育后对
=NR

清除率为最高!

%"3!%Z

#%孵育
5

$

!$E

时$

高)低浓度
T8=!2

菌悬液对
=NR

的清除率存在显著差异

!

@

"

$3$5

#(低浓度菌悬液组随处理时间的延长$尽管清

除率有所提高$但无显著差异%有研究*

!#

+证实$米根霉)

匍枝根霉等根霉属微生物可以降解由镰刀菌属产生的毒

素%试验表明米根霉
T8=!2

菌株对小麦粉中的
=NR

毒

素有一定的清除作用$且清除作用在
!$E

内与菌液的浓

度)处理时间有明显的正相关性$但具体的清除机制有待

进一步研究%

#3#

!

不同浓度
T8=!2

发酵上清液对
=NR

的清除效果

不同浓度的
T8=!2

发酵上清液对小麦粉样品中

=NR

的清除效果如表
#

所示%

!!

由表
#

可知$小麦粉样品与高)低浓度的米根霉菌

*'

安全与检测
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总第
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年
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月
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表
#

!

米根霉菌
T8=!2

发酵上清液对
=NR

的清除率a

>+I-B#

!

XB*4A+-BHHB0D4HHBF*B/D+D,4/C1

L

BF/+D+/D

4HT8'Q=

A

&G=>

H

Q.9!24/=NR Z

组别
5E !$E

高浓度组
!&366b$3$$

+8

%&365b$3%$

+7

低浓度组
$36&b$3!#

I8

$355b$3$#

I8

对照
!!

S S

!

a

!

小写字母不同表示同列间的差异显著!

@

"

$3$5

#(大写字

母不同表示同行间的差异显著!

@

"

$3$5

#(,

S

-表示

=NR

清除率为
$Z

%

T8=!2

发酵上清液孵育
5E

后$高浓度组
=NR

清除率为

!&366Z

(经过
!$E

孵育$高浓度组对
=NR

的清除率

!

%&365Z

#显著升高!

@

"

$3$5

#%结果表明$

T8=!2

发酵上

清液对小麦粉样品中的
=NR

有清除作用$高浓度组延长

孵育时间可以显著提高
=NR

清除率%试验发现$孵育
5

$

!$E

后$低浓度处理组对
=NR

的清除率显著低于高浓度

组$且低浓度组孵育
5E

与
!$E

组间无显著差异$可能与

有效物质浓度过低有关%米根霉菌发酵上清液中主要为

菌株代谢产物$含有多糖)有机酸及小分子蛋白质等多种

有机物%其中部分有机酸具有还原型$可与
=NR

毒素发

生氧化还原反应%

U+F-BB/

等*

!%

+研究表明还原剂可改变

单端孢酶烯族毒素的分子结构和生物活性%耿海荣等*

!6

+

筛选出的一株耐酸耐高温的枯草芽孢杆菌$并证实其发

酵上清液中含有可清除镰刀菌产生的
h(R

毒素$与试验

结果相似%

#3%

!

不同浓度
T8=!2

全菌裂解液对
=NR

的清除效果

不同浓度的
T8=!2

裂解液对小麦粉样品中
=NR

的

清除效果如表
%

所示%

表
%

!

米根霉菌
T8=!2

全菌裂解液对
=NR

的清除率a

>+I-B%

!

XB*4A+-BHHB0D4HKE4-B-

G

C+DB4HT8'Q=

A

&G

=>

H

Q.9!24/=NR Z

组别
5E !$E

高浓度组
%366b$3$$

+8

6'3%6b$3$$

+7

低浓度组
$3%'b$3$"

I8

$365b$3!5

I8

对照
!!

S S

!

a

!

小写字母不同表示同列间的差异显著!

@

"

$3$5

#(大写字

母不同表示同行间的差异显著!

@

"

$3$5

#(,

S

-表示

=NR

清除率为
$Z

%

!!

由表
%

可知$小麦粉样品与不同浓度的
T8=!2

全菌

裂解液经过
5E

孵育后$高浓度组
=NR

的清除率

!

%366Z

#显著高于低浓度组!

@

"

$3$5

#(经过
!$E

孵育$

高浓度组
=NR

清除率显著提高!

@

"

$3$5

#$

=NR

清除率

呈现出随浓度升高)孵育时间增长而上升的趋势%以上

结果表明$

T8=!2

细胞内可能含有可清除
=NR

的物质$

这种物质对
=NR

的清除作用与作用时间)全菌裂解液浓

度有关%全菌裂解液中主要包括细胞器)胞内酶和一些

小分子物质%推测微生物清除
=NR

毒素的途径"

)

自

身代谢酶作用*

!5

+

(

*

多膜结构的细胞器对
=NR

毒素存

在吸附作用*

!'

+

%孵育
!$E

的效果显著高于
5E

$可能与

酶的作用时间有关%具体何种酶具有良好的清除作用还

需进一步探究%

#36

!

不同浓度
T8=!2

粗提酶液对
=NR

的清除效果

不同浓度的
T8=!2

粗提酶液对小麦粉样品中
=NR

的清除效果如表
6

所示%

表
6

!

米根霉菌
T8=!2

粗提酶液对
=NR

的清除率a

>+I-B6

!

XB*4A+-BHHB0D4HT8'Q=

A

&G=>

H

Q.9!2

0F1<BB/f

G

*BC4-1D,4/4/=NR Z

组别
5E !$E

高浓度组
!'362b$3$!

+8

6$326b$3$$

+7

低浓度组
#3'%b$3#%

I8

53&'b$366

I8

对照
!!

S S

!

a

!

小写字母不同表示同列间的差异显著!

@

"

$3$5

#(大写字

母不同表示同行间的差异显著!

@

"

$3$5

#(,

S

-表示

=NR

清除率为
$Z

%

!!

由表
6

可知$小麦粉样品与不同浓度组的
T8=!2

粗

提酶液孵育不同时间后$高浓度组的
=NR

清除率均显著

高于相同孵育时间下的低浓度组!

@

"

$3$5

#$高浓度组孵

育
!$E

后对
=NR

的清除率可达
6$326Z

$低浓度组经过

不同孵育时间处理后无显著差异%以上结果表明$

T8=!2

粗提酶液对小麦粉中的
=NR

有清除作用$作用效果受酶

的作用时间)浓度影响$在高浓度下$清除效果会随着时

间的延长而增加%粗提酶液的主要成分是
T8=!2

稳定期

的胞外酶$包括淀粉酶)脂肪酶等$此阶段酶活性较高%

淀粉酶可将小麦淀粉水解为极限糊精$糊精对小分子物

质具有一定的包埋作用*

!"

+

$可固化
=NR

毒素$从而降低

=NR

毒素的检出量(脂肪酶能够催化水解环氧化合物$

可以 将
=NR

转 化 为
=NU)!

*

!5

+

$其 毒 性 为
=NR

的

!

'

55

*

!2

+

%多种酶类的综合作用$间接或直接降低了小麦

淀粉中
=NR

毒素的含量%

#35

!

不同浓度
T8=!2

细胞壁对
=NR

的清除效果

不同浓度的
T8=!2

细胞壁悬液对小麦粉样品中

=NR

的清除率如表
5

所示%

!!

由表
5

可知$小麦粉样品与不同浓度组的
T8=!2

细

胞壁悬液混合作用$经
5E

孵育后$低浓度组!

6356Z

#显

著低于高浓度组!

@

"

$3$5

#(处理
!$E

后$与处理
5E

相比

高浓度组对
=NR

的清除率显著提高!

@

"

$3$5

#$低浓度

组相较无显著差异%以上结果表明$

T8=!2

的细胞壁对

小麦粉中的
=NR

毒素有一定的清除效果%

有研究*

!&

+表明$微生物细胞壁对真菌毒素的清除作

用可能包括物理吸附和生物降解%细胞壁的吸附作用主

!'

$

c4-3%5

$

R43&

于小番等!处理方式对米根霉菌
T8=!2

清除呕吐毒素的影响



表
5

!

米根霉菌
T8=!2

细胞壁对
=NR

的清除率a

>+I-B5

!

XB*4A+-BHHB0D4H0B--K+--4HT8'Q=

A

&G

=>

H

Q.9!24/=NR Z

组别
5E !$E

高浓度组
6$3#"b$3$5

+8

5!3'#b$3$2

+7

低浓度组
6356b$3!$

I8

53!#b$3$#

I8

对照
!!

S S

!

a

!

小写字母不同表示同列间的差异显著!

@

"

$3$5

#$大写字

母不同表示同行间的差异显著!

@

"

$3$5

#(,

S

-表示

=NR

清除率为
$Z

%

要是通过其中的肽聚糖)甘露聚糖和葡聚糖等高分子物

质实现*

!'

+

%米根霉细胞壁的主要成分为几丁质和壳聚

糖*

#$

+

$其中壳聚糖是米根霉细胞壁结构性多糖的主要成

分$且大部分含
!3#2Z

左右的胺基$具有良好的吸附作

用*

#!

+

%细胞壁的生物降解作用可能与细胞壁表面的酶类

有关%米根霉菌细胞壁的壳聚糖对于酶具有良好的固化

作用*

##

+

$可同时吸附)固化某些酶%同时$细胞壁表面存

在的一些具有类似于酶活性作用的表面蛋白$对
=NR

也

可能具有一定的降解作用%此外$米根霉菌细胞壁对金

属离子具有一定的吸附作用$

UB/

:

等*

#%

+以米根霉细胞

壁制备了同时可吸附
R,

#_和
MB

%_的双吸收剂$张亚娟*

#6

+

发现黑根霉对
V<

#_

)

VF

'_

)

@I

#_等重金属有较高的吸附

能力%金属离子能够与酶结合成金属蛋白酶$对于酶的

活性存在积极的影响*

!6

+

%因此$高浓度的
T8=!2

细胞壁

具有较高的
=NR

清除能力可能与这些金属离子能够辅

助米根霉菌细胞壁清除
=NR

有关%

由表
!

"

5

可以看出$经过同一处理方式处理的米根

霉
T8=!2

与小麦粉样品混合$其清除率与时间呈正比关

系%不同方式处理的
T8=!2

对小麦粉中
=NR

的清除效

果存在差异$其中细胞壁对
=NR

的清除效果最好$其次

是发酵上清液%米根霉菌
T8=!2

所产的酶大部分为初级

代谢产物$且细胞内外均存在*

#5

+

%试验所制备的
T8=!2

全菌裂解液)粗提酶液中均含有一定比例的酶或小分子

代谢物质$但因各成分液所含酶系及有机物质种类存在

差异$而导致不同处理的
T8=!2

对
=NR

的清除率存在差

异%细胞壁对
=NR

毒素除由于结构特性而存在吸附作

用外$其固化的酶对于
=NR

毒素也可能存在清除作用$

因而细胞壁对
=NR

毒素的清除效果较好%

#3'

!

=NR

降解产物的定性分析

高浓度的
T8=!2

用不同处理方式后$与小麦粉共同

孵育
!$E

$用
9V)UO

测定
=NR

的降解产物$测定结果如

图
!

所示%

图
!

!

高浓度
T8=!2

不同处理方式孵育
!$E

后降解产物的
9V)UO

图谱

M,

:

1FB!

!

9V)UOC

L

B0DF+4H<B

:

F+<+D,4/

L

F4<10DC+HDBFE,

:

E04/0B/DF+D,4/T8=!2K+C

,/01I+DB<H4F!$EK,DE<,HHBFB/DDFB+D*B/DC

"'

安全与检测
O8M(>Y TWRO@(V>WNR

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



!!

由图
!

可知$

=NR

标准品的相对分子质量为
#&%3%$

$

经过
T8=!2

菌悬液)发酵上清液)全菌裂解液)粗提酶液

以及细胞壁悬液处理
!$E

后$均产生相对分子质量为

#""

$

#2!

左右的两种新物质$其中
=NR

经
T8=!2

悬液处

理后可产生相对分子质量为
#"&

$

#2!

左右的两种物质%

以上结果表明$不同处理方式的
T8=!2

可通过生物降解

=NR

产生新的物质%

相关研究*

!'

$

#'

+显示$

=NR

在糖苷酶作用下可进行

%V)

糖苷化$生成低毒性的降解产物(同时$

=NR

作为烯

醇类化合物$含有环氧基团和羟基$环氧化合物在脂肪酶

作用下可被水解%乐华爱等*

#"

+研究证实根霉菌可产生高

活性的糖苷酶$可降解
=NR

%此外$根霉菌可产生脂肪

酶*

#2

+

)酸性蛋白酶以及酒化酶系*

#&

+

$但这些酶系是否具

有开
V!#

'

V!%

环氧基$或是在复杂酶系作用下与有机酸

发生酯化反应$进一步氧化或分解
=NR

$还需进一步

论证%

%

!

结论
试验结果表明$米根霉菌

T8=!2

对
=NR

的清除率因

处理方式)浓度及孵育时间而不同$其中高浓度的
T8=!2

细胞壁悬液与小麦粉孵育
!$E

后$小麦粉中呕吐毒素的

清除率最高!

5!3'#Z

#$其作用机制可能与
T8=!2

细胞壁

对
=NR

生物降解和物理吸附作用有关%

9V)UO

测定结

果表明$经不同方式处理的米根霉
T8=!2

与
=NR

作用后

均有新物质生成$可能与根霉菌丰富且高活性的酶系有

关$但具体由何种酶系发挥主要作用$仍需进一步研究%
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