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摘要：为筛选出一株高效降解黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）的菌株，选取土壤为菌株来源，进行富集培养，
经过以香豆素为唯一碳源的初筛和添加 ＡＦＢ１的复筛后，对筛选得到的各菌株进行１６ＳｒＤＮＡ鉴
定，比对其测序结果，选取降解ＡＦＢ１最高的菌株，探究发酵时间、发酵温度、初始 ｐＨ、接种量、培养
基对菌株降解ＡＦＢ１的影响规律，通过正交试验优化发酵条件，并对降解方式进行初步探索。结果
表明：经过初筛和复筛得到 ７株能够降解 ＡＦＢ１的菌株，经鉴定均为伯克霍尔德菌属，其中
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６的ＡＦＢ１降解率最高；最优发酵条件为以ＬＢ培养基为发酵培养基、发酵时间８４
ｈ、发酵温度３７℃、初始ｐＨ７．０、接种量１０％，在此条件下 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６对 ＡＦＢ１的降解率为
（８７．９１±２．３２）％；初步判断降解 ＡＦＢ１的活性组分是蛋白质或者酶。综上，通过筛选得到了一种
能够高效降解ＡＦＢ１的菌株，蛋白质或酶参与了ＡＦＢ１的降解。
关键词：黄曲霉毒素Ｂ１；伯克霍尔德菌；降解
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　　黄曲霉毒素（ＡＦＴ）是由黄曲霉和寄生曲霉等真
菌产生的次级有毒产物，有很强的致癌、致畸和致突

变性，其中黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）最稳定，毒性最
强，其毒性是砒霜的 ６０多倍，被列为 １类致癌物
质［１］。动物食用被ＡＦＢ１污染的饲料后，轻则出现食
欲减退、恶心、呕吐等不良反应，影响产奶量和产蛋

量，严重时还会导致昏迷、抽搐甚至死亡。ＡＦＢ１通
过食物链的传导，对人体也有很大的伤害，它会引起

肝脏功能衰竭，增加患癌症风险，长期接触小剂量的

ＡＦＢ１会导致慢性中毒
［２］。在合适的环境下，产毒真

菌可以不断地产生有毒物质，在食品生产和贮存中，

ＡＦＴ的污染难以避免［３］。粮食在收割和后期加工

过程中受气候、地域等因素的影响，容易受到霉菌的

侵染，造成重大的经济损失［４－６］。在饲料行业，常会

因为类似的原因导致饲料受到污染，对动物的生命

健康造成危害［７］。根据联合国粮食及农业组织的

统计，每年霉菌毒素污染的粮食约占全球粮食总量

的２５％，造成的经济损失高达上千亿美元［８］。粮食

及饲料中ＡＦＴ的污染问题，严重影响了我国农业、
畜牧业及饲料行业的健康发展。因此，如何有效去

除ＡＦＴ已成为未来重要的研究发展方向。
ＡＦＴ的脱除方法分为物理法、化学法和生物法，

物理法和化学法存在污染环境、成本高、降低食品的

营养价值等缺点［９］，因此利用微生物降解食品或饲

料中的ＡＦＴ越来越受青睐。研究发现，微生物降解
毒素的方式主要包括两个方面：一是利用微生物的

次级产物如酶降解ＡＦＴ，得到无毒或低毒产物；二是
微生物自身对ＡＦＴ产生吸附作用，实现ＡＦＴ的可逆
脱除。Ｋｈａｎａｆａｒｉ等［１０］利用植物乳杆菌 ＰＴＣＣ１０５８
处理含０．２４ｍｇ／ｋｇＡＦＢ１的玉米样品，在３７℃下培
养７ｄ后，ＡＦＢ１的降解率达到７７％。阴佳璐等

［１１］

研究证明，浑浊红球菌 ＰＤ６３０可以降解 ＡＦＢ１，在
优化条件下其对 ＡＦＢ１的降解率高达 ９３．２４％，且
该菌的培养上清液对 ＡＦＢ１的降解率为 ８１．６７％，
表明该降解过程可能与微生物的分泌物有关。目

前已发现多种菌株对 ＡＦＢ１具有降解能力，如芽孢
杆菌属、假单胞菌属、非产毒曲霉等，但关于伯克

霍尔德菌降解 ＡＦＢ１的报道却很少。基于此，本研
究筛选能高效降解 ＡＦＢ１的菌株，丰富菌株资源，
并对降解方式进行初步探索，以期为 ＡＦＢ１的高效
脱除奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

土壤，河南省舞钢市花生地采集；ＡＦＢ１标准品
（纯度＞９８％）；甲醇、乙腈为色谱级；香豆素为分析
纯；ＤＮＡ提取试剂盒，天根生化科技有限公司。

初筛液体培养基：ＫＨ２ＰＯ４０．２５ｇ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
０．００３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．００５ｇ，
纯水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ后加入４０
μＬ１ｍｇ／ｍＬ香豆素－乙醇溶液。

香豆素初筛平板：（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２．５
ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２．０５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ０．５ｇ，
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．１０６ｇ，琼脂２３ｇ，纯水１０００ｍＬ，ｐＨ６．０，
灭菌后加入４０μＬ１ｍｇ／ｍＬ香豆素－乙醇溶液。

ＮＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，牛肉膏３ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，
纯水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０。

ＬＢ培养基：ＮａＣｌ１０ｇ，蛋白胨１０ｇ，酵母粉５ｇ，
纯水１０００ｍＬ。

ＴＢ培养基：酵母粉 ２４ｇ，蛋白胨 １２ｇ，甘油
４ｍＬ，ＫＨ２ＰＯ４０．２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４９．４ｇ，纯水１０００ｍＬ。

ＭＲＳ培养基：牛肉膏 ５ｇ，酵母粉 ４ｇ，葡萄糖
２０ｇ，吐温－８０１ｍＬ，Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ，乙酸钠 ５ｇ，柠檬
酸三铵 ２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
０．０５ｇ，纯水１０００ｍＬ，ｐＨ６．２。

ＰＢＳ缓冲液：ＮａＣｌ８ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
０．２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ３．４９ｇ，ｐＨ７．４。
１．１．２　仪器与设备

ｅ２６９５型高效液相色谱仪，ＹＴ－ＣＪ－１ＮＤ型超
净工作台，ＭＬＳ－３７５０高压蒸汽灭菌锅，ＺＤ－８５Ａ
型气浴恒温振荡器，ＪＹ９２－ⅡＮ超声波细胞粉碎机，
ＧＬ－２０Ｃ高速冷冻离心机。
１．２　试验方法
１．２．１　ＡＦＢ１高效降解细菌的分离和筛选

初筛：取１０ｇ土壤加入１００ｍＬ无菌水中，用玻
璃珠打散，３７℃振荡２ｈ得到细菌悬液，取１０％的
细菌悬液接种到 ＬＢ培养基中，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下
振荡培养１ｄ后得到细菌富集液。取１０％的细菌富
集液接种到含有香豆素的初筛液体培养基中，

３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养５ｄ。用无菌 ＰＢＳ缓冲
液稀释细菌培养液（１０－２、１０－３、１０－４、１０－５），分别吸
取２０μＬ稀释液涂布于香豆素初筛平板上，３７℃培
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养５ｄ，选取生长良好的单菌株连续３次划线于香豆
素初筛平板上，纯化菌株。

复筛：将纯化的单菌株接种到 ＬＢ培养基，
３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下过夜培养，得到种子液，以１０％
的接种量吸取种子液到ＮＢ培养基，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
下振荡培养２ｄ得到发酵液。取２００μＬ质量浓度
为１ｍｇ／ＬＡＦＢ１标准溶液于灭菌的１０ｍＬＥＰ管中，
另加８００μＬ发酵液，混匀，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡
培养３ｄ。对照组用８００μＬ无菌发酵培养基与２００
μＬ１ｍｇ／ＬＡＦＢ１溶液混合，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡
培养３ｄ。测定培养液中ＡＦＢ１的含量，计算ＡＦＢ１降
解率。

１．２．２　ＡＦＢ１含量的测定
参照 ＧＢ５００９．２２—２０１６测定ＡＦＢ１含量。样品经

０．２２μｍ有机相滤膜过滤后进样。液相色谱条件：Ｃ１８
色谱柱；激发波长３６０ｎｍ，发射波长４４０ｎｍ；流动相为
甲醇－乙腈－水（体积比２∶２∶６）；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温
３０℃；运行时间１４ｍｉｎ；进样量２０μＬ。
１．２．３　菌株鉴定

利用ＤＮＡ提取试剂盒提取出ＤＮＡ后进行ＰＣＲ
扩增，将 ＰＣＲ产物送至上海生物工程有限公司测
序。将拼接后的序列在 ＮＣＢＩ网站〔ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ
ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｎｉｈ．ｇｏｖ）〕进行ＢＬＡＳＴ
比对分析。

１．２．４　菌株生长曲线的测定
从平板上挑取单菌落接入 ＬＢ培养基，３７℃、

１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，每隔一定时间在６００ｎｍ下
测定吸光度（ＯＤ６００值），通过ＯＤ６００值评估细胞浓度，
监测细菌的生长情况。

１．２．５　发酵条件的优化
以一定的接种量吸取培养的种子液到发酵培养

基中，在一定温度、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养２ｄ得发
酵液。取２００μＬ质量浓度为１ｍｇ／ＬＡＦＢ１溶液于
灭菌的１０ｍＬＥＰ管中，另加８００μＬ发酵液，混匀，
在一定温度、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养一定时间，测定
ＡＦＢ１含量，计算ＡＦＢ１降解率。
１．２．６　ＡＦＢ１降解方式的研究
１．２．６．１　物理吸附和生物降解的研究

取１０ｍＬＡＦＢ１降解率最高的菌株发酵液于
４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，收集上清液备
用；将发酵液离心沉淀使用无菌超纯水洗涤３次，加
入１０ｍＬ生理盐水重悬菌体，制备菌悬液；分别向
８００μＬ发酵液、上清液和菌悬液中加入 ２００μＬ１
ｍｇ／Ｌ的ＡＦＢ１标准溶液，同时以８００μＬ无菌 ＬＢ培

养基和 ２００μＬＡＦＢ１标准溶液作为空白对照，于
３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下避光振荡培养７２ｈ。每组处
理做３个平行，试验重复２次，测定ＡＦＢ１含量，计算
ＡＦＢ１降解率。
１．２．６．２　降解ＡＦＢ１的活性组分理化性质的研究

分别吸取５ｍＬＡＦＢ１降解率最高的菌株发酵后
的上清液进行热处理（沸水中加热３０ｍｉｎ后恢复至
室温）、蛋白酶Ｋ处理（终质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的蛋
白酶Ｋ，５５℃处理２ｈ）和蛋白酶Ｋ＋ＳＤＳ处理（终质
量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶 Ｋ＋１％ＳＤＳ，５５℃处理
２ｈ）。分别向８００μＬ处理样品中加入２００μＬ１ｍｇ／Ｌ
ＡＦＢ１标准溶液，同时以 ８００μＬ无菌 ＬＢ培养基和
２００μＬＡＦＢ１标准溶液作为空白对照，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
下振荡培养７２ｈ。每组处理做３个平行，试验重复
２次，测定ＡＦＢ１含量，计算ＡＦＢ１降解率。
２　结果与分析
２．１　菌株筛选结果

由香豆素初筛平板初步筛选获得１８株生长状
态良好的菌株，加入ＡＦＢ１标准溶液进行复筛后得到
７株可有效降解ＡＦＢ１的菌株，分别为Ｄ６、Ｄ１５、Ｄ３３、
Ｄ３７、Ｄ４１、Ｄ６６、Ｄ６９，结果如图１所示。

注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同
图１　菌株筛选结果

　　由图 １可知，Ｄ６对 ＡＦＢ１降解率最高，达到
６６．９３％，因此选择Ｄ６进行后续试验。
２．２　菌株鉴定

将筛选得到的７株菌株进行１６ＳｒＤＮＡ测序，序
列结果在 ＮＣＢＩ数据库中进行比对，结果如表 １
所示。

表１　筛选菌株的鉴定结果

菌株 相似菌株 相似率／％
Ｄ６ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｅｒｒｉｔｏｒｉｉｓｔｒａｉｎＳ２ ９９
Ｄ１５ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａｓｔｒａｉｎＺ６ ９９
Ｄ３３ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓｓｔｒａｉｎＣＮ１０ ９９
Ｄ３７ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．ＤＯＰ－Ｍａ３ ９９
Ｄ４１ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓｓｔｒａｉｎＣＮ１０ ９９
Ｄ６６ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓｓｔｒａｉｎＨＡ０９ ９９
Ｄ６９ ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓｓｔｒａｉｎＨＡ０９ ９９
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　　由表 １可知，根据得到的相似率达 ９９％的菌
株，初步推断 ７株菌株均为伯克霍尔德菌属
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）细菌。Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６序列已上
传至 Ｇｅｎｂａｎｋ，序 列 号 为 ＳＵＢ１１７７０３８１ Ｄ６－
１６ＳＯＮ９４５５９８。
２．３　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６菌株生长曲线

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６菌株的生长曲线见图２。

图２　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６菌株的生长曲线

　　由图２可知，Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６菌株在 １８ｈ
时达到对数生长期，２４ｈ进入停滞期。因此，将
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６菌株接入 ＬＢ培养基培养１８ｈ
得到种子液，再将种子液接入ＮＢ培养基，以提高菌
株对ＡＦＢ１的降解效率，进行后续发酵条件优化。
２．４　发酵条件优化的单因素试验
２．４．１　发酵时间对菌株降解ＡＦＢ１的影响

在ＮＢ培养基、接种量１０％、发酵温度３７℃条
件下，考察发酵时间对菌株降解 ＡＦＢ１的影响，结果
见图３。

图３　发酵时间对菌株降解ＡＦＢ１的影响

　　由图３可知，随着发酵时间从４８ｈ延长到７２ｈ，
Ｄ６对 ＡＦＢ１的降解率呈现上升的趋势，７２ｈ时，
ＡＦＢ１降解率达到最高，继续延长发酵时间，ＡＦＢ１降

解率降低。这一趋势与张文双等［１２］分离出的地衣

芽孢杆菌降解 ＡＦＢ１的结果相似。微生物具有一定
的生长繁殖周期，随发酵时间延长，细菌进入对数生

长期，生长迅速，积累越来越多的代谢产物。７２ｈ
后细菌进入衰亡期，其形态发生显著变化，发生衰退

或自溶，存活率下降，致使其吸附降解 ＡＦＢ１的能力
减弱。故选择发酵时间７２ｈ进行进一步研究。

２．４．２　发酵温度对菌株降解ＡＦＢ１的影响
在ＮＢ培养基、接种量１０％、发酵时间７２ｈ条

件下，考察发酵温度对菌株降解 ＡＦＢ１的影响，结果
见图４。

图４　发酵温度对菌株降解ＡＦＢ１的影响

　　由图 ４可知，随着发酵温度从 ２８℃升高到
３７℃，Ｄ６对 ＡＦＢ１的降解率呈现上升的趋势，３７℃
时，Ｄ６对ＡＦＢ１的降解率达到最高，４０℃时反而下
降。其原因可能是温度影响细菌分泌酶的活性和细

菌细胞膜的通透性，进而影响菌株的生长繁殖和降

解ＡＦＢ１的能力
［１３］。刘亚楠等［１３］研究表明，在２８～

４０℃范围内枯草芽孢杆菌对 ＡＦＢ１的降解率先升高
后降低，并在３７℃达到最大。刘畅等［１４］研究表明，

重组表达的多铜氧化酶降解黄曲霉毒素的最佳发酵

温度也为３７℃。故选择发酵温度３７℃进行进一步
研究。

２．４．３　初始ｐＨ对菌株降解ＡＦＢ１的影响
用１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ调整 ＮＢ培养基 ｐＨ分别为

６．０、６．５、７．０、７．５、８．０，在接种量 １０％、发酵时间
７２ｈ、发酵温度３７℃条件下，考察初始ｐＨ对菌株降
解ＡＦＢ１的影响，结果见图５。

图５　初始ｐＨ对菌株降解ＡＦＢ１的影响

　　由图５可知，培养基的初始 ｐＨ对 ＡＦＢ１降解效
果有较大影响。随着初始ｐＨ从６．０升高到６．５，Ｄ６
对ＡＦＢ１的降解能力呈现上升的趋势，在 ｐＨ为６．５
时，Ｄ６的 ＡＦＢ１降解率达到最高，ｐＨ从６．５升高到
８．０时，ＡＦＢ１降解率反而下降。其原因可能是 ｐＨ
影响酶活性、膜电荷、膜结构稳定性以及微生物对培

养基中营养成分的吸收等，进而影响微生物的生长

速率［１５］。在ｐＨ为６．５时Ｄ６的ＡＦＢ１降解率最高，
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ｐＨ为７．０或７．５时 ＡＦＢ１降解率偏低，说明偏碱性
条件不利于 Ｄ６的生长。故选择 ｐＨ６．５进行进一
步研究。

２．４．４　接种量对菌株降解ＡＦＢ１的影响
在ＮＢ培养基、发酵时间７２ｈ、发酵温度３７℃条

件下，考察接种量对菌株降解 ＡＦＢ１的影响，结果见
图６。

图６　接种量对菌株降解ＡＦＢ１的影响

　　由图６可知，在接种量６％和８％时，ＡＦＢ１降解
率变化平缓，接种量为１０％时 ＡＦＢ１降解率达到最
高值，继续加大接种量，Ｄ６降解 ＡＦＢ１的能力下降。
过低的菌株浓度会延长发酵过程的适应期，增加能

耗和杂菌污染的风险。过高的菌株浓度可能导致营

养物质被大量消耗，致使产物合成阶段营养物质不

足，容易造成菌体“早衰”或“自溶”［１６］。不同的菌

种生长状况及繁殖能力不同，初始接种浓度也会有

差异，如张文双［１２］、刘亚楠［１３］等研究发现，芽孢杆

菌在接种量在５％时 ＡＦＢ１降解率达到最高。综合
考虑，选择接种量１０％进行进一步研究。
２．４．５　培养基条件对菌株降解ＡＦＢ１的影响

在发酵时间７２ｈ、发酵温度３７℃、接种量１０％
条件下，考察培养基对菌株降解 ＡＦＢ１的影响，结果
如图７所示。

图７　培养基对菌株降解ＡＦＢ１的影响

　　由图７可知，在 ＬＢ培养基中 Ｄ６对 ＡＦＢ１的降
解率最高，达到７９．１３％，远高于其他组。ＮＢ培养
基对ＡＦＢ１的降解效果次之，ＭＲＳ培养基的效果最
差。这与张杨杨［１７］的研究结果一致，其原因可能是

ＴＢ和ＭＲＳ培养基中的一些成分影响菌株的生长进
而影响对ＡＦＢ１的降解。因此，综合考虑选择 ＬＢ培

养基为后续优化发酵条件所用培养基。

２．５　发酵条件优化的正交试验
选择ＬＢ培养基，以发酵时间、发酵温度、初始

ｐＨ、接种量为试验因素，根据单因素试验结果，每个
因素选取３个水平，选用Ｌ９（３

４）正交表进行正交试

验，优化 Ｄ６的发酵条件。正交试验因素与水平如
表２所示，正交试验设计及结果如表３所示。

表２　正交试验因素与水平

水平 Ａ发酵时间／ｈ Ｂ发酵温度／℃ Ｃ初始ｐＨ Ｄ接种量／％
１ ６０ ２８ ６．０ ８
２ ７２ ３７ ６．５ １０
３ ８４ ４０ ７．０ １２

表３　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ＡＦＢ１降解率／％
１ １ １ １ １ ６３．８７
２ １ ２ ２ ２ ７１．３１
３ １ ３ ３ ３ ５７．８８
４ ２ １ ２ ３ ６２．１２
５ ２ ２ ３ １ ８１．７１
６ ２ ３ １ ２ ７０．３１
７ ３ １ ３ ２ ７７．６９
８ ３ ２ １ ３ ７８．８４
９ ３ ３ ２ １ ６９．２９
Ｋ１ １９３．０６ ２０３．６８ ２１３．０２ ２１４．８７
Ｋ２ ２１４．１４ ２３１．８６ ２０２．７２ ２１９．３１
Ｋ３ ２２５．８２ １９７．４８ ２１７．２８ １９８．８４
Ｒ １０．９２ １１．４６ ４．８５ ６．８２

　　由表３可知，各因素对ＡＦＢ１降解率的影响大小
依次为发酵温度 ＞发酵时间 ＞接种量 ＞初始 ｐＨ，
最佳因素水平组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ２，即发酵时间８４ｈ、
发酵温度３７℃、初始 ｐＨ７．０、接种量１０％，在此条
件下进行３次平行试验验证，得到ＡＦＢ１平均降解率
为（８７．９１±２．３２）％。Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６在 ＡＦＢ１
降解菌中具有一定的优势，如从土壤中筛选出的链

霉菌ＧＤＡＡＳ００３的上清液对５０μｇ／ＬＡＦＢ１降解９６
ｈ降解率为 ９０．５０％［１８］，仅略高于本研究菌株

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６对２００μｇ／ＬＡＦＢ１的降解率，而
链霉菌ＧＤＡＡＳ００３的上清液对１００μｇ／ＬＡＦＢ１降解
９６ｈ降解率仅为 ７５．６８％［１８］。解淀粉芽孢杆菌

Ｙ１－Ｂ１（７２ｈ，８５．９６％）［１７］、铜绿假单胞菌 Ａ６（７２ｈ，
８５．６９％）［１９］、假单胞菌 Ｍ８（７２ｈ，７１．８％）［２０］、克雷
伯氏菌（７２ｈ，７４％）［２１］等与本研究菌株降解 ＡＦＢ１
的能力相当。

２．６　ＡＦＢ１降解方式的研究
２．６．１　物理吸附和生物降解的分析

物理吸附作用是指由细菌细胞壁或者细胞壁的
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主要成分如多糖、肽聚糖等对 ＡＦＢ１的吸附作用，主
要是范德华力起作用，是一个可逆的过程。生物降

解是微生物在其生命活动中产生的某些物质，改变

了霉菌毒素的原有结构，将其转化为低毒甚至无毒

的物质［９］。发酵液、上清液和菌悬液对 ＡＦＢ１的降
解率见图８。

图８　发酵液、上清液和菌悬液对ＡＦＢ１的降解率

　　由图８可知：发酵液和上清液的效果几乎相当，
对ＡＦＢ１的降解率分别为８７．９１％和８９．１２％，没有
显著性差异（ｐ＞０．０５）；上清液的降解率远高于菌
悬液。因此，初步判断 Ｄ６对 ＡＦＢ１的降解效果主要
是由胞体分泌到上清液中的物质起作用，生物降解

起主导作用。郭钰婷［２２］研究发现，铜绿假单胞菌上

清液组和细胞悬浮液组对 ＡＦＢ１的降解率分别为
６０．９６％和３１．８６％，判断该细菌可能存在两条毒素
脱除途径：一是上清液中存在活性降解物质，二是菌

体有一定的吸附作用。李超波等［２３］研究菌体对于

ＡＦＢ１是降解还是吸附作用时发现，细菌菌体对
ＡＦＢ１去除率远高于上清液，之后经过对菌体热处理
和毒素洗脱实验，证明菌株是有吸附降解活性的。

２．６．２　降解ＡＦＢ１的活性组分的理化性质
对Ｄ６上清液进行不同处理，测定其对 ＡＦＢ１降

解效果的影响，结果如图９所示。

图９　不同处理下上清液对ＡＦＢ１的降解率

　　由图９可知，经过热处理后的上清液ＡＦＢ１降解
率为６８．７６％，与对照组相比有所降低，但差异不显
著（ｐ＞０．０５）。这表明上清液中的活性物质可能具
有一定的热稳定性。经过蛋白酶 Ｋ和蛋白酶 Ｋ＋
ＳＤＳ处理后，ＡＦＢ１降解率分别为４１．１８％和６．１２％，
降解率明显下降。其他 ＡＦＢ１降解菌中也发现了类

似的结果，如耐盐性试验嗜盐四方球菌［２４］、荧光假

单胞菌铜［２５］、铜绿假单胞菌［１９］。本研究中，蛋白酶

Ｋ处理的培养物上清液中ＡＦＢ１降解活性较低，而蛋
白酶Ｋ＋ＳＤＳ处理后，培养物上清液中 ＡＦＢ１降解活
性几乎被完全破坏。因此，初步推断降解ＡＦＢ１的活

性组分可能是蛋白质或者酶。刘亚楠等［１３］研究表

明，蛋白酶Ｋ处理枯草芽孢杆菌后，ＡＦＢ１降解率降
低了５．０５％，ＳＤＳ处理后，ＡＦＢ１降解率显著降低了
３６．７２％（ｐ＜０．０５），初步推测培养物上清液降解
ＡＦＢ１的活性组分是蛋白质或者酶。Ｓａｎｇａｒｅ等

［２６］研

究发现，蛋白酶Ｋ和蛋白酶 Ｋ＋ＳＤＳ处理显著降低
了培养物上清液对ＡＦＢ１的降解活性，初步判断是蛋
白质或者酶参与ＡＦＢ１的降解。
３　结　论

本研究筛选出了一株对 ＡＦＢ１有良好降解能力
的菌株Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．Ｄ６，该菌株以 ＬＢ培养基为
发酵培养基，在发酵时间８４ｈ、发酵温度３７℃、初始
ｐＨ７．０、接种量１０％的条件下，对 ＡＦＢ１的降解率为
（８７．９１±２．３２）％，并且初步判断降解 ＡＦＢ１的活性
物质是蛋白质或者酶。该研究丰富了 ＡＦＢ１降解菌
株资源库，初步探索了菌株降解黄曲霉毒素的途径，

为后续降解机制研究及其工业化应用奠定了理论

基础。
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