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摘  要：黄曲霉毒素 B1（AFB1）具有极强的毒性和致癌性，严重危害人和动物健康。通过富集培养、

初筛和复筛从土壤中筛选到能降解黄曲霉毒素的菌株，鉴定降解效率最高菌株并研究其降解特征。结

果表明，筛选出多株能降解 AFB1菌株，其中菌株 A12 降解效率最高，通过形态学、生理生化特征及

16S rRNA基因系统进化分析鉴定菌株A12为枯草芽孢杆菌，命名为Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum 

A12。研究发现枯草芽孢杆菌 A12 上清液、菌悬液、胞内液能分别降解 87.6%、17.3%和 10.8%的 AFB1，

表明菌株 A12 分泌至胞外活性物质主导生物降解作用。菌株 A12 上清液降解 AFB1的最适反应温度为

37 ℃，最适 pH 为 7.0。将该菌接种到 AFB1污染的花生样品，能显著降低 AFB1的含量。为枯草芽孢

杆菌 A12 应用于 AFB1的生物脱毒奠定了基础。 
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Abstract: Aflatoxin B1 (AFB1) is highly toxic and carcinogenic, which seriously endangers human and 

animal health. The aflatoxin degradation strains were screened from the soil through enrichment culture, 

initial screening and rescreening, and the efficient degradation strain was identified and the degradation 

characteristics were studied. The results showed that the selected strains could degrade AFB1, and the strain 

A12 was the most efficient one, which was identified as bacillus subtilis, named as Bacillus subtilis subsp. 

Inaquosorum A12, by morphological, physiological and biochemical analyses and the evolution of 16S 

rRNA gene system. The degradation rate of supernatant, bacterial suspension, and intracellular fluid of A12 

were 87.6%, 17.3% and 10.8% AFB1, respectively. The results indicated that degradation activity of strain 

A12 was located in extracellular fluid, and the optimal reaction temperature and pH value for degradation of 

AFB1 by supernatant were 37 ℃ and 7.0, respectively. The AFB1 content could be significantly reduced by 

inoculating strain A12 to peanut sample contaminated by AFB1. This study laid a foundation for the 

biological detoxification of AFB1 by strain A12. 
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黄曲霉毒素是一类由黄曲霉（Aspergillus 

flavus）和寄生曲霉（Aspergillus parasiticus）等

真菌产生的次级代谢产物[1]。20世纪 60年代英国

发生了十万只火鸡死亡事件，调查发现火鸡食用

了黄曲霉毒素污染的花生粕导致中毒死亡[2]。黄

曲霉毒素具有致突变、致癌性、强肝毒性、致畸

性，严重危害人和动物健康。黄曲霉毒素性质稳

定，在花生、玉米等农产品及制品、饲料中广泛

存在，污染后难以消除，能残留在肉、蛋、奶等

畜产品中，并随着食物链的传递和富集而威胁人

类健康和生命安全[3]。目前已经发现了二十多种

黄曲霉毒素，如黄曲霉毒素 B1（AFB1）、黄曲霉

毒素 B2（AFB2）、黄曲霉毒素 G1（AFG1）、黄曲

霉毒素 G2（AFG2）、黄曲霉毒素 M1（AFM1）、黄

曲霉毒素 M2（AFM2）等，其中 AFB1毒性最强、

分布最广、危害最大、致癌力最强[4-5]。因此，采

取有效措施对已污染黄曲霉毒素的农产品和食品

进行脱毒，成为粮油工业、食品工业、饲料业和

畜牧业亟待解决的难题。 

目前黄曲霉毒素脱毒的方法主要有物理法、

化学法和生物法。物理法包括剔除发霉粮食颗粒

法、硅藻土等吸附剂吸附法、紫外线辐照法、等

离子体处理法、高温处理法、熏蒸法等[6-7]；化学

法包括臭氧、过氧化氢等氧化法、有机试剂脱毒

法、氨处理法等[8]；生物法主要包括生物吸附法

和生物降解法[9-10]。物理法和化学法存在转移而

未降解黄曲霉毒素、向食品中引入化学残留、破

坏食品营养等问题，而生物降解法因为对毒素高

度专一性、无污染、不破坏食品营养等优点，成

为近年来黄曲霉毒素脱毒的研究热点[11]。本研究

从土壤中筛选降解 AFB1 的菌株，研究其降解特

征并对该菌株进行鉴定，为其应用于黄曲霉毒素

的生物脱毒奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

土壤样品：山东省青岛市；AFB1标准品：以

色列 Fermentek 公司；香豆素：上海融禾医药科

技发展有限公司；色谱级甲醇：德国 Merck公司；

细菌基因组 DNA提取试剂盒和 DNA凝胶回收试

剂盒：天根生化科技（北京）有限公司；Super 

GelRed荧光染色试剂：美国 US Everbright Inc；

pMD19-T：宝生物工程（大连）有限公司；黄曲

霉毒素免疫亲和柱：北京华安麦科生物技术有限

公司。 

1.2  培养基 

富集培养基为 LB 液体培养基（g/L）：10 g

胰蛋白胨，5 g酵母提取物，10 g NaCl，pH 7.0，

121 ℃高压灭菌 20 min。LB固体培养基：LB液

体培养基中加入 15 g/L琼脂。初筛培养基为香豆

素固体筛选培养基[12]（g/L）：0.25 g KH2PO4，0.25 g 

MgSO4·7H2O，0.5 g KNO3，0.5 g (NH4)2SO4，

0.005 g CaCl2，0.003 g FeCl3·6H2O，15 g琼脂，

1.0 g香豆素，pH 7.0，121 ℃高压灭菌 15 min。

复筛培养基（g/L）：10 g蛋白胨，3 g牛肉膏，10 g 

NaCl，1 g KH2PO4，1 g葡萄糖，pH 7.0，121 ℃

高压灭菌 15 min。 

1.3  仪器与设备 

IS-RDV1恒温震荡器：美国精骐公司；5430R

高速离心机：德国 Eppendorf 公司；S1000TM 

Thermal Cycler PCR 仪和凝胶成像仪：美国

Bio-Rad公司；pH计：德国赛多利斯公司；GI36T

高压蒸气灭菌器：致微（厦门）仪器有限公司；

1260型高效液相色谱仪：美国 Agilent公司。 

1.4  菌株筛选 

1.4.1  降解 AFB1菌株的初筛  

土壤样品用无菌水稀释十倍，稀释液按百分

之一的接种量接种到富集培养基，在 37 ℃ 

120 r/min 条件下震荡培养 24~48 h。观察培养液

的变化，当出现浑浊后取 100 μL菌液涂布在初筛

培养基上，在 37 ℃培养箱中培养 7~10 d，定期

观察菌的生长情况，根据颜色形态等挑取单菌落，

划线纯化 3次。纯化的菌株在 LB培养基培养后，

加入 20%甘油，于20 ℃冰箱冻存。 

1.4.2  降解 AFB1菌株的复筛  

筛选出的菌株接种于复筛培养基，培养 2 d。
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1 980 μL菌液加入 20 μL的 10 mg/L AFB1标准品，

加 AFB1的培养基作为空白对照，37 ℃避光孵育

3 d。 

1.5  AFB1 检测方法[13] 

经 10 000 r/min离心 10 min后收集菌株上清

液，上清液经 0.22 μm 滤膜过滤后加入免疫亲和

柱，先用超纯水洗两遍免疫亲和柱，然后将色谱

级甲醇加入亲和柱，收集洗脱液。采用高效液相

色谱检测溶液中 AFB1 的含量，HPLC 检测条件

为：C-18色谱柱（4.6 mm×15 cm×5 μm），进样量

为 20 μL，流动相为 V 甲醇∶V 水=1∶1，流速

0.8 mL/min，荧光检测器激发波长为 360 nm，发

射波长为 440 nm。利用以下公式计算菌株对 AFB1

的降解率： 

1 100%
S

Y
C

    
 

  

C为空白对照样品 AFB1的峰面积；S为发酵

菌液处理样品中残留 AFB1的峰面积，Y 为 AFB1

降解率。 

1.6  菌株的鉴定 

1.6.1  表型分析  

菌株 A12 在 LB 固体培养基平板上 37 ℃培

养 24 h后观察菌落形态、色泽。 

1.6.2  生理生化特征分析  

观察菌株 A12革兰氏染色反应，以及其能利

用的唯一碳源，其氧化酶、过氧化氢酶等实验。

唯一碳源利用实验：将“1.2培养基”中的初筛培

养基中的香豆素替换为某一底物碳源，115 ℃灭

菌 20 min，将菌株 A12在唯一碳源平板上划线，

37 ℃培养 15 d，观察是否生长，碳源包括葡萄糖、

乳糖、麦芽糖和甘露糖等碳源。氧化酶实验：用

1%四甲基对苯二胺二盐酸盐溶液浸湿滤纸，挑取

新鲜的菌株 A12点在滤纸上，在 10 s内呈现紫色

的为阳性。过氧化氢酶实验：将 30%过氧化氢滴

在新鲜的 A12菌落上，如果立即出现气泡为阳性，

30 s后仍未产生气泡为阴性。 

1.6.3  细菌 16S rRNA基因序列分析  

菌株 A12接种到 LB液体培养基，培养 24 h

后，采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取细菌

基因组 DNA。细菌 16S rRNA基因通用引物为 27F

和 1492R[14]，PCR反应体系 12.5 μL：Taq buffer 

1.25 μL，dNTPs 1 μL，Taq 聚合酶 0.1 μL，引物

P1和 P2各 0.5 μL，A12基因组模板 0.5 μL（浓

度为 20 μg/mL），水 8.65 μL。PCR扩增程序：94 ℃

预变性 10 min；94 ℃变性 40 s，50 ℃退火 40 s，

72 ℃延伸 120 s，30个循环；72 ℃延伸 8 min。

反应结束后，取 PCR 产物上样于 0.8%的琼脂糖

凝胶，检测 PCR结果，切下目的条带，通过 DNA

胶回收试剂盒纯化目的条带，连接到 pMD19-T载

体，转化到大肠杆菌，通过蓝白斑筛选挑取阳性

菌落，经菌落 PCR检测后，将菌液送到上海生工

生物有限公司测序。测序得到的基因序列进行在

线比对分析，选取相近的同源序列进行 ClustalW

分析，然后用 MEGA6 软件构建系统进化树。 

1.7  菌株 A12 降解特性研究 

取 10 mL的 A12发酵液，经 10 000 r/min离

心 20 min后，分离得到菌体和上清液。制备的菌

体经无菌水洗涤后离心，加入 10 mL无菌水悬浮

菌体获得 A12菌悬液。A12菌悬液经低温超声破

碎后，10 000 r/min 离心 20 min 得到的液体经

0.22 μm滤膜过滤制备 A12 的胞内液。将 A12 上

清液、菌悬液、胞内液三种组分分别加入 AFB1，

在 37 ℃孵育 72 h 后，检测分析各组分的 AFB1

降解率。 

1.8  影响菌株 A12 上清液降解 AFB1 的因素 

1.8.1  时间的影响  

向菌株 A12 上清液中加入 AFB1的标准品，

使 AFB1终浓度为 100 μg/L，37 ℃孵育，分别在

6 、12、24、36、48、72 h取样，采用 HPLC检

测 AFB1的浓度。 

1.8.2  温度的影响  

向五支无菌的孵育管中分别加入 A12 上清

液，放入不同的温度培养箱中孵育，孵育温度分

别为 20、30、37、40 ℃，待温度达到要求后加

入终浓度 100 μg/L的 AFB1，避光孵育 72 h后，

分析不同温度下菌株 A12上清液的 AFB1降解率。 

1.8.3  pH的影响  

将菌株 A12 上清液调整至不同 pH 值，分别

为 5.0、6.0、7.0、8.0，加入终浓度 100 μg/L 的

AFB1进行 AFB1的降解实验，避光孵育 72 h后，
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分析不同 pH下菌株 A12上清液的 AFB1降解率。 

1.9  菌株 A12 对花生样品中黄曲霉毒素的降解

实验 

将黄曲霉毒素超标的花生样品经研磨后分为

三份，每份 2 g，编号分别为 S1、S2 和 S3。S1

号样品作为对照；S2号样品经 121℃灭菌 15 min；

S3号样品经 121℃灭菌 15 min处理后降温，接入

A12菌液处理 72 h。分别检测这三份样品中 AFB1

的含量。 

2  结果与分析 

2.1  菌株筛选 

通过富集培养和初筛，获得多株降解菌株，

进一步复筛后发现 8 株菌株能不同程度地降解

AFB1（图 1），其中菌株 A12 的降解率最高，为

87.6%。下面围绕着菌株 A12 进行研究，鉴定该

菌株并分析其降解特征。 

 

 
 

图 1  各菌株降解 AFB1 的能力 

 
2.2  菌种鉴定 

2.2.1  菌株 A12形态学特征  

由图 2 可以看出，菌株 A12 在 LB 培养基上

单菌落凸起，有皱褶，乳白色，不透明。 

 

 
 

图 2  菌株 A12 的菌落形态 

2.2.2  菌株 A12生理生化特征   

菌株 A12的革兰氏染色呈阳性，能利用葡萄

糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖等碳源，具有氧化酶

和过氧化酶活性。根据菌株 A12 的生化反应特  

征及形态学特征，初步判断菌株 A12属于芽孢杆

菌属[15-16]。 

2.2.3  菌株 A12的 16S rRNA基因鉴定  

以 16S rRNA基因特异性引物进行 PCR扩增，

在约 1 500 bp处获得一条特异性的扩增条带，且

条带清晰亮度好（图 3）。经测序得到 16S rRNA

基因长度为 1 511 bp，该序列已提交 GeneBank，

登录号为 MH236184。与已经公布的序列比对分

析，发现菌株 A12与芽孢杆菌属的菌株处于同一

大的分支（图 4），其中与标准菌株 Bacillus subtilis 

subsp. Inaquosorum KCTC 13429T聚类在一起，进

化距离最近，并且与该菌株 KCTC 13429T相似度

最高，相似度高达 99.86%。结合形态、生理生化

特征和 16S rRNA 基因系统进化分析结果鉴定，

菌株 A12 命名为 Bacillus subtilis subsp. Inaqu-

osorum A12，中文名为枯草芽孢杆菌 A12。 
 

 
 

A12是菌株 A12的 16S rRNA基因；M是 DL2000 DNA Marker 

图 3  菌株 A12 的 16S rRNA 基因 PCR 产物 

琼脂糖凝胶电泳分析 

 

2.3  菌株 A12 降解特性 

2.3.1  菌株 A12各组分降解 AFB1特性  

比较菌株 A12不同组分的降解能力，发现其

上清液、菌悬液、胞内液能分别降解 87.6%、17.3%

和 10.8%的 AFB1（图 5）。这表明菌株 A12 降解

AFB1 是细菌分泌至胞外的活性物质主导的生物

降解作用，而不是细菌细胞壁的吸附作用。 

2.3.2  时间对菌株 A12上清液降解 AFB1的影响 

分析孵育时间对 A12 上清液降解 AFB1的影 
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图 4  菌株 A12 的系统发育树 

 

 
 

图 5  菌株 A12 各组分降解 AFB1 

 

响，研究 6、12、24、36、48和 72 h六个孵育时

间点菌株 A12 上清液降解 AFB1，结果表明：降

解率分别为 15.7%、25.1%、32.6%、48.9%、76.7%

和 87.6%（图 6）。 
 

 
 

图 6  不同时间菌株 A12 上清液降解 AFB1 的结果 
 

2.3.3  温度对菌株 A12上清液降解 AFB1的影响  

分别研究 20、30、37、40 ℃四个温度下菌

株 A12上清液降解 AFB1的情况（图 7）。结果表

明，在 20~37 ℃条件下，菌株 A12 上清液降解

AFB1 的能力在增加，在 37~40 ℃条件下，降解

率明显降低，表明 37 ℃是该菌上清液的最佳降

解温度。 

 
 

图 7  不同温度下菌株 A12 上清液降解 AFB1 的结果 
 

2.3.4  pH对菌株 A12上清液降解 AFB1的影响 

研究发现菌株 A12 上清液对 AFB1的降解随

着 pH的变化而不同。图 8可以看出，当 pH为 5

时降解率为 33.3%，在 pH从 5到 7时，降解率逐

渐增加，pH为 8时，降解率降低。研究表明当 pH

为 7时，菌株 A12上清液对 AFB1的降解率最高。 
 

 
 

图 8  不同 pH 条件下菌株 A12 上清液降解 AFB1 的结果 
 

2.4  菌株 A12 降解花生中 AFB1 的实验 

以黄曲霉毒素超标的花生样品为研究对象，分

析表明未处理样品 S1的 AFB1含量为 135.1 μg/kg。

样品 S2 为黄曲霉毒素超标的花生样品经过灭菌

处理，样品 S3 为加入菌株 A12 菌液处理。图 9
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表明，样品 S2的 AFB1的含量为 133.3 μg/kg，与

样品 S1 未处理组差别不大，而加入菌株 A12 菌

液处理的样品 S3经 72 h后，AFB1的含量明显降

低，为 25.6 μg/kg。说明菌株 A12 能显著降解黄

曲霉毒素超标的花生样品中 AFB1。 

 

 
 

图 9  菌株 A12 对花生样品中 AFB1 的降解结果 

 

3  讨论 

上述研究结果表明，从青岛土壤中筛选分离

到的菌株 A12 具有较强的降解 AFB1的能力，进

一步研究表明菌株 A12是一株枯草芽孢杆菌，该

菌对 AFB1降解的活性组分存在于胞外上清液中，

菌悬液和胞内液对 AFB1 降解率很低。菌株 A12

上清液对 AFB1 降解能力受到培养时间、温度、

pH等因素的影响，当温度为 37 ℃、pH 7.0、培

养时间为 72 h时降解效率最高。目前报道有些细

菌能降解 AFB1，如嗜麦芽窄食单胞菌（Stenot-

rophomonas maltophilia）[17]、铜绿假单胞菌（Pseu-

domonas aeruginosa）[18]、施氏假单胞菌（Pseu-

domonas stutzeri）[19]、红平红球菌（Rhodococcus 

erythropolis） [20]、橙红色粘球菌（Myxococcus 

fulvus）[21] 、厚壁菌（Firmicutes bacterium）[22]

等菌株，这些菌株如果应用到动物饲料中，还需

要对它们安全性进行评价。枯草芽孢杆菌是革兰

氏阳性菌，该菌株对人和动物无毒、无害，是农

业部准许的可添加到动物饲料中的有益微生物，

同时也是国际公认的可直接喂食动物的微生物制

品[23]，在本研究中菌株 A12对污染的花生样品中

AFB1 的降解实验表明该菌能显著降低花生中的

AFB1。因此，本研究筛选到的高效降解 AFB1的

枯草芽孢杆菌 A12具有很大的应用潜力。 

目前只有少数研究报道了生物降解 AFB1 的

产物成分及其安全性，并且不同微生物降解 AFB1

的产物也不同[9]。曹郁生等发现施氏假单胞菌 F4

能将 AFB1 降解成两种产物，分析发现降解产物

无毒性[24]；刘大岭等发现假蜜环菌的胞内酶能使

AFB1的双呋喃环断裂从而降低毒性
[25]。本研究发

现菌株 A12 能显著降解 AFB1，而对其降解产物

的组成及产物毒性还未知。因此，后续实验将进

行菌株 A12 降解 AFB1的产物种类及安全性的研

究，为应用该菌降解AFB1的安全性提供重要依据。 

4  结论 

从青岛土壤中筛选分离到的枯草芽孢杆菌

A12 具有较强的降解 AFB1 的能力，进一步发现

该菌分泌至胞外的活性物质起主导的生物降解作

用，而不是细菌细胞壁的吸附作用，菌株 A12上

清液降解 AFB1 的最适反应温度为 37 ℃，最适

pH是 7.0。枯草芽孢杆菌 A12适合添加到动物饲

料中，具有很大的应用价值和前景。 
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