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摘 要：从黑龙江省镜泊湖附近的草甸土中筛选到一株能以串珠镰刀菌素（@*0）为唯一碳
源和能源生长的A$%B$菌株。该菌在含#""!C／DE@*0的基础培养液中菌数从%"<增长
至%"%"。根据常规形态特征分析、生理生化性状、FGHD’(I含量测定及%?J/K0L基因序
列分析将其鉴定为根瘤菌科的苍白杆菌属（!"#$%&’"($)*）。静息细胞试验证实A$%B$菌株
细胞内确实存在能够降解@*0的酶系。
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串珠镰刀菌素（D’45(5N’/D54，简称@*0）是一种由镰刀菌产生的水溶性真菌毒素，其
分子式为H!O*=P（PQ07或R），化学名称为=>羟基>环丁>=>烯>%，$>二酮（=>2:6/’S:+:>
+(’-T,.4.>%，$>65’4.）。该毒素通常以钾盐或钠盐的形式存在于自然界［%］。已陆续发现共
计有%U种镰刀菌可以产生@*0，其中串珠镰刀菌（+),’$-)**%.-/-0%$*1）和胶孢镰刀
菌（+23)&4/)(-.’.,）是玉米、水稻、小麦等粮食中常见的污染菌，曾报道一株胶孢镰刀菌
在玉米固体培养基上$#V培养#周时产毒量高达==W<C／XC培养物［$］。
串珠镰刀菌素对不同种动物皆具有急性毒性，按照毒理学急性毒性剂量分级标准评

定，该毒素属于剧毒级［=］。各实验动物以不同途径染毒后，均可在%"$2内死亡。中毒
症状均出现渐进性肌无力、心跳加快、呼吸困难、发绀、昏迷直至死亡［!，#］。病理学检查发

现，病变主要在心肌。［!］实验表明，@*0可能是一种以心肌坏死为主的地方病———克山
病的致病因子［?，<］。该病曾流行于我国许多省市，且最近在俄罗斯的1/748-7X7(57［U］及非
洲［;］一些以玉米为主食的国家都有类似心肌损伤疾病的报道。@*0在世界范围内的玉
米、大麦、小麦上都有污染，严重危害畜牧业生产及人类身体健康。且因其有较强的植物

毒性，引起作物枯萎和坏死从而造成粮食减产［%，$］。章红等曾采用传统的物理化学方法

对粮食和水中的串珠镰刀菌素进行了去毒研究。其中*=等脱毒方法虽去毒效果较好，
但大规模应用尚有困难，且影响粮食外观和质地［%"］。探索一条生物降解的途径，筛选能

够降解@*0的微生物，并将编码降解该毒素的酶基因克隆到镰刀菌污染作物（如玉米）
上的生物解毒方法，不仅能从根本上大大降低粮食中@*0含量，且能减少@*0引起的
植物病害和粮食减产，避免使用化学物质（杀真菌剂或抗性诱导剂）或引进生物防治微生

物等引起的环境公害，从而有着广泛的经济和环境效应。



! 材料和方法

!"! 土样及霉变玉米样品
土样和霉变玉米样品分别采自黑龙江、内蒙古、辽宁、河北、河南和北京等省市。

!"# 毒素

"#$由本实验室制备［!!］，纯度为%%&。

!"$ 培养基

!"$"! 筛选用培养基：富集培养液：每升中含胰蛋白胨’(，酵母膏)(，甘油!*+，,-./0；
毒素培养液（"1）（分离多数细菌用）：每升中含胰蛋白胨’(，酵母膏)(，,-./0；毒素培养
液（"2）（分离嗜酸细菌用）：每升中含胰蛋白胨3(，酵母膏3(，0/!"45蒸汽灭菌60*78
后用灭菌的!0&乳酸调,-值至9/9。将"#$配成6*(／*+水溶液，过滤灭菌后分别加
入到 "1、"2培养液中，配成 "#$含量分别为!00!(／*+、600!(／*+、300!(／*+、

900!(／*+的毒素培养液。

!"$"# 基础培养液：每升中含$-)$#3!/00(，"(:#)·.-6#0/!9(，（$-)）6:#)0/90(，

;-64#)0/90(，$5<=0>90(，;6-4#)!>90(，,-.>0。灭菌后加入过滤灭菌的"#$水溶
液，使"#$终浓度达900!(／*+。

!"% 微量富集培养筛选法
采用在6*+?,,@8ABCD管中30E、!90C／*78摇床培养!00!+菌液的微量培养方法。

将土样或霉变玉米样品在无菌水中制备成菌悬液后以!0&接种量接种于富集培养液，培
养!"6A后再以!0&接种量接种于新鲜的含!00!(／*+"#$的"1、"2毒素培养液中
培养，以后每隔)A移种一次，并逐渐增加 "#$含量分别为600、300、900!(／*+。当

"#$浓度达900!(／*+培养)A后取样经薄层层析法（F+<）分析毒素含量，同时以未接
种的相同毒素浓度的培养液为空白阴性对照。将经F+<检测毒素消失的混合菌悬液以

!0&接种量接种于以毒素为唯一碳源的基础培养液中，同时以未接种的相同毒素浓度的
培养液为空白阴性对照，培养一周后用F+<检测毒素有无消失。毒素降解阳性菌悬液以
稀释平板法涂布于固体琼脂平板，挑出菌落形态各异的单菌落菌株，纯化后接种以毒素为

唯一碳源的基础培养液（"#$900!(／*+），检测有无解毒能力。并进一步接种于以

"#$为唯一碳源的GH7I@培养液［!6、!3］中以确定该菌株利用"#$生长的能力。

!"& 菌株鉴定
将筛选到的降解菌进行传统形态及生理生化性状鉴定。采用热变性温度法测定其

JK<*B=&含量，并参考文献［!)］测定其!L:CM$1基因序列，利用2+1:F$软件在非
重复的J@8@258NK?"2+KOO2PK4O2基因库中进行同源性比较［!9］并将其鉴定到属。

!"’ 降解菌"#$降解能力测定
将降解菌株经无菌水洗涤菌体两次后接种于含900!(／*+"#$基础培养液中使菌

浓达!0.，30E!90C／*78培养，其间每隔一定时间取样，稀释平板法测活菌数，同时采用
离子对高压液相色谱法（-4+<）检测样品中毒素含量以观察该菌株生长及毒素消耗。

!"( 静息细胞试验
为了证明Q6!R6菌株细胞内具有能利用"#$的酶系，制备新鲜静息细胞，并将其
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悬浮于基础培养液中，调菌浓为!"!""#$"，取%&"’(菌悬液，加入 )*+至终浓度

,""!-／’(，以,""!-／’()*+基础培养液作为阴性空白对照。."/%,"0／’12摇床培
养。从毒素加入起每隔%3取样，45(6检测培养液中毒素含量（!-／’(），绘制毒素消耗
曲线。

!"# 分析方法

!"#"! )*+薄层层析法（7(6）定性分析：采用高效薄层层析硅胶预制板89$,:（$";
%"<’）。样品经冷冻干燥，甲醇萃取后点样，以氯仿：甲醇（.=$）为展开剂展开，喷以%>$，

:?二硝基苯肼的.’@A／(4$B*:溶液，吹热风使毒素呈桔红色，采用标准毒素作对照。通
过与对照比较判断毒素有无消失。

!"#"$ )*+离子对高压液相色谱法（C@2?DE1045(6）定量分析：采用6%F反相柱，柱长

%,<’，柱内径:&!’’。分析条件为：流速%&"’(／’12，流动相：甲醇?"&$>四丁基溴化铵
水溶液（%,=F,）。检测波长$$G2’，纸速%&"’’／’12，衰减$.，进样量%"!(。以标准纯毒
素制作)*+浓度?峰面积标准曲线。每批待测样品在45(6法分析前先用标准毒素确
定)*+的保留时间。样品经离心弃细胞后根据实际浓度稀释使含量在线性检测限内，
根据峰面积值对照标准曲线计算毒素浓度，并乘以稀释倍数即为样品中)*+含量。

$ 实验结果

$"! 降解菌的筛选
采用微量富集培养筛选法，从黑龙江省镜泊湖附近的草甸土中筛选到一株降解菌，编

号为H$%?$。该菌株分别在含,""!-／’()*+的)I毒素培养液及基础培养液中."/
摇床培养，并以不接种的两种毒素培养液为空白对照，培养$:3后取样经7(6定性分析，
结果表明：与不接种的毒素培养液相比，在两种培养液中H$%?$菌株$:3后)*+完全消
失，从而初步证明H$%?$菌株具有降解)*+的能力。以J31KL培养液进一步证明，H$%?
$菌株能以)*+作为唯一碳源和能源生长。

$"$ 降解菌H$!?$的初步鉴定

H$%?$菌株为革兰氏阴性微小杆状细胞，电镜下观察其有%"$根极生或亚极生鞭毛
（图%）。在普通肉汤琼脂平板上菌落高耸、全缘、湿润、半透明、浅黄色。在M12-’N培养

图% H$%?$菌株鞭毛染色电镜观察（;%,"""）

91-O% 9AE-LAAELAL<K0@D3@K@-0ED3P@QH$%?$NK0E12（;%,"""）
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基上不产生任何荧光及非荧光色素；氧化酶、过氧化氢酶阳性；不能进行反硝化作用；精氨

酸双水解酶阴性；不能从蔗糖生成果聚糖；在乳糖培养基上不产生!"酮基乳糖；能较为广
泛地利用碳水化合物、有机酸、氨基酸等作为唯一碳源和能源生长；氧化型发酵利用葡萄

糖。其#$%&’()含量为*+,!)（热变性温度法）。经-./0123测序并比较同源性后，
依据0123同源性在系统发育中的分类原则并结合表型特征，参考《450657’89:;;<:(’=
15>50&?;:>?@54:A>50?’(’67》第九版，最终将BC-"C菌株归类于D0’>5’E:A>50?:，!"亚群（!"
8<EF?@?8?’;）根瘤菌科（GH?I’E?:A5:5）苍白杆菌属（!"#$%&’"($)*）。

!"# B!$"!菌株降解9J2能力的测定

BC-"C菌株在以9J2为唯一碳源和能源的基础培养液中培养时，C*H内KLL"6／&M"
9J2基本被完全降解，毒素的消耗伴随着菌数的增长（图C）。前期菌数从-LN增加至

-L-L，后期活菌数急剧下降，分析原因可能是因为9J2的分子量仅为+O，由它可提供给
菌体生长的碳源有限所致。

!"% 静息细胞试验
高浓度静息细胞（!+.LLPCL）在*H内就能将KLL"6／&M浓度的9J2基本代谢完毕

（图!）。说明BC-"C菌株细胞内确实存在能利用9J2的酶系。

图C BC-"C菌株在9J2基础培养液中毒素消耗
与菌株生长曲线

Q?6RC S?&5A’<0858’=9J2A’;A5;>0:>?’;:;FA5((
A’;A5;>0:>?’;

图! BC-"C静息细胞代谢9J2曲线

Q?6R! 9J2F560:F:>?’;’=BC-"C058>?;6A5((
8<8T5;8?’;8

! 讨论
筛选降解串珠镰刀菌素的细胞目前在国内和国际上尚属首次，本实验设计了针对真

菌毒素降解菌筛选的微量富集培养筛选法，能最大限度地节约毒素用量。实践证明该方

法是经济有效的。实验发现，该降解菌BC-"C菌株在分类学上的地位也比较特殊，根据
传统分类方法及现代分子生物学技术将其归类为-+OO年新定的根瘤菌科的苍白杆菌
属［-.］，但不属于该属目前已知的唯一种———人苍白杆菌（!"#$%&’"($)*’,(#$%-.），其具
体的分类地位还需与模式种进行123杂交，根据同源性作进一步分析。
已证实BC-"C菌株能以9J2为唯一碳源和能源生长，并对其降解9J2的基本特

性作了初步研究，为今后降解酶的提取及其基因克隆打下基础。
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