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摘　 要：目的　 建立基于基因水平的产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉菌株的鉴定方法。 方法 　 通过聚合酶链反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）和反转录⁃ＰＣＲ（ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ＰＣＲ，ＲＴ⁃ＰＣＲ）对产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉基因

簇中 ８ 个关键基因的 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ 提取方法、扩增条件等进行优化，并对其表达产物进行分析。 结果 　 检测的

１９ 株黑曲霉菌株均携带与 Ｂ 类伏马菌素合成相关的 ８ 个关键基因的 ＤＮＡ。 其中与产毒量相关性较强的基因为

ｆｕｍ６、ｆｕｍ１４ 和 ｆｕｍ１９，但不同产毒水平黑曲霉菌株中 ８ 个关键基因的 ｍＲＮＡ 表达量各异。 结论　 ＤＮＡ 水平不足以

鉴别黑曲霉菌株 Ｂ 类伏马菌素的产毒能力，需要结合 ｍＲＮＡ 表达水平综合分析。
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　 　 伏马菌素 （ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ） 是 Ｇｅｌｄｅｒｂｌｏｍ 等［１］ 于

１９８８ 年首次从串珠镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）培
养液中发现的一组水溶性真菌毒素。 迄今为止，已
发现 ２８ 种伏马菌素，分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｐ 族。 其中 Ｂ
族伏马菌素中的 ＦＢ１ （ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１）、ＦＢ２、ＦＢ３ 是主

要毒性成分，对动物有急性毒性及潜在的致癌性，
严重危害人类和动物健康［２ － ６］。 有关 Ｂ 族伏马菌素

对农作物和食品的污染及对动物毒性的报道已引

起国际社会的关注，使其成为继黄曲霉毒素之后研

究的新热点。 近二十年来，国内外对 Ｂ 族伏马菌素

的主要产生菌串珠镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）和
再育镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）的产生条件、产
毒基因、代谢机制、食品中毒素污染状况等进行了

全面研究［７ － ８］ ，但关于黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌素的

研究我国尚处于起步阶段。
黑曲霉是食品发酵工业的常用菌种，自 １９８７

年美国食品与药品管理局（ＦＤＡ）将其列入一般认

为是 安 全 的 菌 种 （ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｓ ｓａｆｅ，
ＧＲＡＳ）进行管理以来，已广泛用于淀粉酶、柠檬酸

等几 十 种 食 品 添 加 剂 的 生 产。 然 而， ２００７ 年

Ｆｒｉｓｖａｄ 等［９］首次从黑曲霉发酵液中检测到 ＦＢ２，
使黑曲霉发酵产品的安全性引起人们的关注。 国

外研究发现，从葡萄、葡萄干、葡萄醪和咖啡等食
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品中分离到的黑曲霉菌株中，分别有 ７７％ 、７７％ 、
５０％和 ７６％ 可产生 ＦＢ２

［１０ － １３］ 。 ２０１１ 年 Ｆｒｉｓｖａｄ［１４］

发现约 ８３％的食品工业用黑曲霉菌株（包括国际

上常 用 的 黑 曲 霉 菌 株 ＮＲＲＬ３３７、 ＮＲＲＬ３１１２ 和

ＮＲＲＬ３１２２）具有产 ＦＢ２ 能力［１４ － １５］ 。 本实验室前

期对国内食品工业用黑曲霉产 ＦＢ２ 能力的调查结

果表明，３０ 株黑曲霉中产毒株占 ７０％ （２１ ／ ３０），这
与国外研究结果一致［１４ － １５］ 。

为确保我国食品工业用黑曲霉菌株的使用安

全性，需要建立灵敏、可靠、快速简便的产 Ｂ 类伏马

菌素黑曲霉菌株鉴定方法，为准确评价黑曲霉的生

物安全性提供依据。 本研究拟在 ＤＮＡ 水平、ｍＲＮＡ
表达水平上，建立产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉菌株的分

子生物学鉴定方法，为筛选安全的食品工业用黑曲

霉菌株提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株

本试验使用 １９ 株黑曲霉。 其中 １４ 株购自中国

科学院微生物研究所： 黑曲霉 ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３９２７、
３􀆰 ８７７、 ３􀆰 ０４２１、 ３􀆰 ００４０、 ３􀆰 ４６２７、 ３􀆰 ３１６、 ３􀆰 ３１５０、
３􀆰 ７９５、 ３􀆰 ３１４７、 ３􀆰 ３１５、 ３􀆰 ３２８７、 ３􀆰 ５０３、 ３􀆰 ３２８９ 和

３􀆰 ４３０４；４ 株购自中国农业微生物菌种保藏管理

中 心： 黑 曲 霉 ＡＣＣＣ ３０５５７、 ３０１３４、 ３０１５９ 和

３０１７１；黑曲霉 ＡＴＣＣ １６４０４ 购自美国国家标准菌

种保藏中心。 所有菌株均在麦麸培养基上经过

产毒试验确认，其中 １７ 株为 ＦＢ２ 产毒株，２ 株为

非产毒株。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

ＰＣＲ 扩增仪、自动凝胶成像系统均购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，紫外分光光度计，离心机，生化培养箱（上
海一恒科学仪器有限公司），生物安全柜（北京东方

照生科技有限公司）。
沙保琼脂培养基、改良 ＬＢ 液体培养基均购自

美国 ＢＤ，马铃薯葡萄糖琼脂培养基（北京三药科技

开发公司），ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ （大连 ＴａＫａＤａ 公

司），Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（天根生化科技（北京）有限

公司），ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭ ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（北京全

式金生物技术有限公司），琼脂糖、Ｃｈｅｌｅｘ、ＳＤＳ 均购

自美国 ＡＭＲＥＳＣＯ，Ｇｅｌ Ｒｅｄ 核酸染料（北京艾克美

医学科技有限公司），Ｔｗｅｅｎ８０、ＮＰ４０ 均购自美国

Ｓｉｇｍａ，ＲＴ⁃ＰＣＲ 反转录试剂盒（加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），
ＤＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ 试剂盒（美国 ＱＩＡＧＥＮ），ＲＮａｓｅ
抑制剂、ＲＮａｓｅ Ａ 均购自碧云天生物技术公司，焦
碳酸二乙酯水（美国 ＤＥＰＣ、Ｐｒｏｍｅｇａ），Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 黑曲霉基因组 ＤＮＡ 提取

将待鉴定黑曲霉菌株接种于沙保琼脂斜面，
（２８ ± １） ℃培养 ５ ～ ７ ｄ 后，用接种针挑取少许培养

物，接种于 ４ ｍｌ 改良 ＬＢ 液体培养基中，（２８ ± １） ℃
振荡培养 ２４ ｈ 后分别用改良 Ｃｈｅｌｅｘ 法和试剂盒法

提取黑曲霉基因组 ＤＮＡ。 改良 Ｃｈｅｌｅｘ 法：取 １ ｍｌ
菌液于 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
弃上清，沉淀部分用 １ ｍｌ 无菌蒸馏水洗 １ 次，弃上

清，沉淀加蒸馏水至总体积为 ３００ μｌ，混匀后加

１００ μｌ １０％Ｃｈｅｌｅｘ 溶液，置 ９５ ℃加热 ３０ ｍｉｎ、冰浴

５ ｍｉｎ、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后收集上清液，取
１ μｌ 作为 ＰＣＲ 反应扩增模板， 剩余上清 液 于

－ ８０ ℃保存。 试剂盒法：取（２８ ± １）℃ 振荡培养

２４ ｈ后的菌悬液，按 ＤＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ 试剂盒说明

书进行黑曲霉基因组 ＤＮＡ 的提取。
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物序列

根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据及相关文献报道［１６ － １７］ ，对
黑曲霉 Ｂ 类伏马菌素生物合成基因簇中 ８ 个关键

基因分别进行扩增，引物序列及扩增片段大小见

表 １。
１􀆰 ２􀆰 ３　 单重 ＰＣＲ 反应条件

ＰＣＲ 反应体系：１２􀆰 ５ μｌ ２ × Ｔａｑ 聚合酶混合物，
上、下游引物各 １ μｌ，模板 ＤＮＡ １ μｌ，用无菌蒸馏水

补足至 ２５ μｌ。 充分混匀后，进行 ＰＣＲ 扩增，同时设

立无模板 ＤＮＡ 的阴性对照。 ＰＣＲ 扩增反应条件：预
变性 ９４ ℃ ３ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ、５５ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃
１ ｍｉｎ，最终 ７２ ℃延伸５ ｍｉｎ，３０ 个循环。
１􀆰 ２􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 反应条件

将黑曲霉的 ８ 个产 Ｂ 类伏马菌素基因分为 Ａ
和 Ｂ 两组，Ａ 组包括 ｆｕｍ１９、ｆｕｍ１３、ｆｕｍ６ 和 ｆｕｍ８；Ｂ
组包括 ｆｕｍ１、 ｆｕｍ７、 ｆｕｍ１４ 和 ｆｕｍ９。 在优化的单重

ＰＣＲ 条件基础上，分别采用 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭ ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 对不同引物浓

度（０􀆰 ０５、０􀆰 １、０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ）进行优化。
１􀆰 ２􀆰 ５　 黑曲霉 ｍＲＮＡ 的提取及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增

活化后的黑曲霉接种至 ２ ｍｌ 改良 ＬＢ 培养基

中，（２８ ± １） ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ４８ ～ ７２ ｈ 后，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，沉淀用 ＤＥＰＣ 水

清洗 ２ 次，弃上清；将水洗后的菌丝体放入经

ＤＥＰＣ 水处理并用液氮预冷的研钵中，加入 １􀆰 ０ ｍｌ
Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，研磨使其充分裂解，此后按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

盒说明书进行 ｍＲＮＡ 的提取。 以总 ＲＮＡ 为模板、
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８ 为引物进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ
扩增条件同 １􀆰 ２􀆰 ３。
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表 １　 产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉菌株关键基因扩增用引物序列及片段长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｏｒ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

基因 引物　 　 　 引物序列 片段大小 ／ ｂｐ 参考文献 用途　
β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ｂｔ⁃２ａ ＧＧＴＡＡＣＣＡＡＡＴＣＧＧＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣ — ［１６］ 　 内参

β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ｂｔ⁃２ｂ ＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣＣＣＴＴＧＧＣ — ［１６］ 　 内参

ｆｕｍ１ ｆｕｍ１Ｆ． ４ｐｌ ＴＧＧＣＧＡＴＴＧＧＴＣＧＴＣＣＡＧＧＴＣＴ ４５２ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１ ｆｕｍ１Ｒ． ４ｐｌ ＧＣＣＡＣＣＧＡＴＧＴＣＣＡＣＡＡＧＣＧＡＡ ４５２ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ６ ｆｕｍ６Ｆ． ４ｐｌ ＧＡＡＡＴＧＧＧＣＧＣＧＴＣＴＴＧＧＧＧＡＡ ３７４ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ６ ｆｕｍ６Ｒ． ４ｐｌ ＣＧＣＴＣＡＡＣＣＧＣＴＣＴＣＣＣＧＴＴＴＴ ３７４ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ８ ｆｕｍ８Ｆ． ４ｐｌ ＣＣＧＧＧＡＣＴＴＧＡＡＡＧＣＡＴＧＧＣＧＴ ２７２ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ８ ｆｕｍ８Ｒ． ４ｐｌ ＴＧＡＣＡＡＣＣＴＣＴＣＧＴＧＴＣＧＧＧＣＡ ２７２ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１９ ｆｕｍ１９Ｆ． ４ｐｌ ＴＡＧＡＴＧＧＣＧＡＧＴＴＣＧＧＧＴＧＧＣＡ ４７９ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１９ ｆｕｍ１９Ｒ． ４ｐｌ ＴＴＣＧＧＴＡＴＣＡＧＣＧＴＣＧＡＧＧＣＣＡ ４７９ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ７ ｆｕｍ７Ｆ． ４ｐｌ ＴＡＣＡＧＡＣＧＧＣＧＡＡＣＧＣＴＣＣＡＧＡ ２３８ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ７ ｆｕｍ７Ｒ． ４ｐｌ ＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＡＣＧＣＣＴＣＣＴＧＴＴ ２３８ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ９ ｆｕｍ９Ｆ． ４ｐｌ ＡＧＡＡＣＣＧＣＡＧＡＣＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴ １７３ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ９ ｆｕｍ９Ｒ． ４ｐｌ ＣＡＣＧＣＴＣＡＣＴＧＡＡＣＧＣＣＣＡＣＴＴ １７３ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１３ ｆｕｍ１３Ｆ． ４ｐｌ ＴＧＣＧＣＣＡＡＣＴＧＴＣＣＡＡＧＧＡＡＣＣ １６８ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１３ ｆｕｍ１３Ｒ． ４ｐｌ ＴＧＧＣＧＧＴＧＧＧＴＴＧＴＣＧＡＡＡＴＧＧ １６８ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１４ ｆｕｍ１４Ｆ． ４ｐｌ ＴＴＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＣＧＧＣＡＴＧＧＴＣ ３２１ ［１７］ 产毒基因

ｆｕｍ１４ ｆｕｍ１４Ｒ． ４ｐｌ ＡＣＧＣＣＧＴＧＴＡＡＣＣＡＴＴＣＧＣＣＡＧ ３２１ ［１７］ 产毒基因

注：—为未进行序列测定

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＰＣＲ 及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物的检测

以 ０􀆰 ５ × ＴＡＥ 缓冲液配置 １２ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶，
每孔上样 ５ μｌ，同时以 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 为分子

量对照，１１０ Ｖ 电泳 ２０ ｍｉｎ，经 Ｇｅｌ Ｒｅｄ 染色后进行

凝胶成像并观察、扫描、储存和作电泳结果分析。

２　 结果

２􀆰 １ 　 改良 Ｃｈｅｌｅｘ 法和试剂盒法提取 ＤＮＡ 质量

分析

改良 Ｃｈｅｌｅｘ 法对 １９ 株黑曲霉 ＤＮＡ 的提取结果

表明，所提取 ＤＮＡ 浓度较高，均在 １５０ ～ ２５０ ｎｇ ／ μｌ
之间，其中 １２ 株黑曲霉的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＝ １􀆰 ８，７ 株黑

曲霉的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＞ １􀆰 ９，提示存在 ＲＮＡ 污染；而
试剂盒法提取的 １９ 株黑曲霉 ＤＮＡ 浓度均在 １􀆰 ５ ～
３􀆰 ０ ｎｇ ／ μｌ之间，含量虽低，但 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０均为 １􀆰 ８，

表明 ＤＮＡ 纯度较高。
ＰＣＲ 扩增结果显示，试剂盒法提取的 ＤＮＡ 条带

清晰、非特异性条带少。 而改良 Ｃｈｅｌｅｘ 法由于缺少

纯化步骤，未将蛋白、色素等杂质除去，干扰了某些

产毒基因的扩增，这在产毒能力较弱的菌株尤为突

出，从而影响结果的正确判断。 因此，后续研究采

用试剂盒法提取黑曲霉的 ＤＮＡ。
２􀆰 ２　 ＤＮＡ 模板浓度优化

ＰＣＲ 反应体系中 ＤＮＡ 模板浓度的优化结果见

图 １。 由图 １ 可知，８ 个产毒基因反应体系中所需

ＤＮＡ 模板的最低浓度分别为： ｆｕｍ１、 ｆｕｍ７、 ｆｕｍ８ 和

ｆｕｍ１３ 均为 １ ｐｇ ／ μｌ， ｆｕｍ９ 为 ５ ｐｇ ／ μｌ， ｆｕｍ１４ 和

ｆｕｍ１９ 均为１０ ｐｇ ／ μｌ， ｆｕｍ６ 为 ５０ ｐｇ ／ μｌ。 因此为保

证 ８ 个产毒基因均扩增出特异性条带，反应体系中

ＤＮＡ 的终浓度应不低于 ５０ ｐｇ ／ μｌ。

注：１ ～ ２ ＤＮＡ 模板浓度：０􀆰 ２、０􀆰 １ ｎｇ ／ μｌ；３ ～ ６ ＤＮＡ 模板浓度：５０、１０、５、１ ｐｇ ／ μｌ

图 １　 黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌素关键基因 ＤＮＡ 模板浓度的优化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

２􀆰 ３　 引物浓度的优化

ＰＣＲ 反应体系中引物浓度的优化结果见图 ２。
由图 ２ 可知，引物浓度在 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围

内，ｆｕｍ６、ｆｕｍ８、ｆｕｍ１４、ｆｕｍ１、ｆｕｍ７、ｆｕｍ９、ｆｕｍ１９ 七个

产毒基因扩增后均产生单一的特异性条带，扩增片

段大小与文献报道相吻合，因此后续单基因扩增时

这七个基因扩增用引物终浓度范围为 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ０５
μｍｏｌ ／ Ｌ；而 ｆｕｍ１３ 扩增时虽在上述引物浓度范围内
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虽然易产生非特异性扩增，但由于非特异性片段与

特征条带差别较大，并不影响结果分析，所以 ｆｕｍ１３
基因扩增用引物浓度范围也为 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ。

注：１ ～ ５ 引物浓度：５、１、０􀆰 ５、０􀆰 １、０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ

图 ２　 黑曲霉 Ｂ 类产伏马菌素关键基因扩增体系中引物浓度优化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

２􀆰 ４　 ＤＮＡ 聚合酶的优化

利用 ２􀆰 ２ 和 ２􀆰 ３ 优化的试验条件，分别采用 ２ ×
Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 与 ２ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭ ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 对 ８ 个产毒基因进行扩增，结果见图 ３。
由图 ３ 可知，采用 ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 扩增时， ｆｕｍ１、
ｆｕｍ１３、ｆｕｍ１９ 均产生非特异性条带；而 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭ

ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 扩增时 ８ 个产毒基因多产生

单一的特异性条带，仅 ｆｕｍ９、ｆｕｍ１３ 在极个别情况下

产生非特异性扩增。 因此为了最大限度地避免非特

异性扩增，后续研究中采用高保真的 ＤＮＡ 聚合酶。

注：１：ＤＬ２０００；２ ～ ９：ｆｕｍ１、ｆｕｍ６、ｆｕｍ７、ｆｕｍ８、
ｆｕｍ９、ｆｕｍ１３、ｆｕｍ１４、ｆｕｍ１９

图 ３　 不同 ＤＮＡ 聚合酶酶对黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌素

关键基因 ＰＣＲ 扩增结果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

２􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 条件优化

由图 ４ 可知，普通的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶在引物浓

度为 ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内扩增时，虽可扩增出

目的条带但强度均较弱，当引物浓度增至 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，Ａ、Ｂ 两组的 ４ 条特异性条带均被扩增；而引物浓

度为 ０􀆰 ０、０􀆰 １ 和 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，采用高保真的 Ｐｆｕ
ＤＮＡ 聚合酶可将 ８ 个产毒基因全部扩增，且条带亮

度一致，优于普通 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶扩增效果。
２􀆰 ６　 食品工业用黑曲霉菌株产 Ｂ 类伏马菌素关键

基因携带情况

本试验采用特异性引物可分别扩增到黑曲霉

菌株产 Ｂ 类伏马菌素 ８ 个产毒基因的目的片段，大
小与文献［１７］报道一致。 通过构建的 ８ 个重组克

隆质 粒 验 证 显 示， 插 入 片 段 ＤＮＡ 序 列 均 与

注：Ａ 组包括 ｆｕｍ１９、ｆｕｍ６、ｆｕｍ８、ｆｕｍ１３，
Ｂ 组包括 ｆｕｍ１、ｆｕｍ１４、ｆｕｍ７、ｆｕｍ９

图 ４　 黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌素关键基因的

多重 ＰＣＲ 条件优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂ⁃ｔｙｐｅ
ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

ＧｅｎｅＢａｎｋ 数 据 库 中 黑 曲 霉 基 因 组 ＤＮＡ 序 列

ＧｅｎｅＢａｎｋ：ＡＭ２６９９７１􀆰 １ 中的 ＤＮＡ 序列相同，说明

本试验成功建立了 Ｂ 类伏马菌素 ８ 个关键基因的

ＰＣＲ 检测方法。 对 １９ 株前期经产毒试验确证的 Ｂ 类

伏马菌素的黑曲霉菌株产毒基因携带情况的检测发

现，产毒株与非产毒株均携带 ８ 个产毒基因 ｆｕｍ１、
ｆｕｍ６、ｆｕｍ７、 ｆｕｍ８、 ｆｕｍ９、 ｆｕｍ１３、 ｆｕｍ１４、 ｆｕｍ１９，因此仅

对 ８ 个特异性 Ｂ 类伏马菌素产毒基因的检测尚不能

将黑曲霉 Ｂ 类伏马菌素产毒株和非产毒株鉴别开。
２􀆰 ７　 黑曲霉中伏马菌素产毒基因 ｍＲＮＡ 表达量的

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

产不同水平 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉菌株的 ８ 个产

毒基因 ｍＲＮＡ 表达量的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果见图 ５。 Ａ
中 ６ 株高产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉菌株产毒基因

ｍＲＮＡ 的表达量均较高，且不同菌株间的 ｍＲＮＡ 表

达量无明显差异。 而 Ｂ 中 １０ 株黑曲霉中除 ＣＧＭＣＣ
３􀆰 ４２１（条带 ９）和 ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ００４０（条带 １０）为 Ｂ 类

伏马菌素高产毒株外，其余均为 Ｂ 类伏马菌素低产

株或在本实验室的产毒试验条件下还未检测到毒

素的黑曲霉菌株。 从图 ５ 中 Ｂ 可知，Ｂ 类伏马菌素

低产毒株中表达 Ｃ⁃１４、Ｃ⁃１５ 羟基化 Ｐ４５０ 氧化还原

酶的 ｆｕｍ６ 基因（８ 株检测的黑曲霉中有 ７ 株黑曲

霉）、表达伏马菌素碳骨架（ＨＦＢ３ ／ ＨＦＢ４）与 ＴＣＡ 的
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酯化的 ｆｕｍ１４ 基因（８ 株检测的黑曲霉中有 ７ 株黑

曲霉）、表达 ＡＢＣ 转运盒的 ｆｕｍ１９ 基因（８ 株检测的

黑曲霉中有 ６ 株黑曲霉）的 ｍＲＮＡ 表达量极低，其
余 ６ 个基因的表达量在不同菌株间的差异并不明

显，由于羟基化 Ｐ４５０ 氧化还原酶、ＨＦＢ３ ／ ＨＦＢ４ 与

ＴＣＡ 的酯化、ＡＢＣ 转运盒等是伏马菌素生物合成中

不可或缺的关键物质，因此上述结果提示，黑曲霉

产伏马菌素能力的差异可能与关键产毒基因的

ｍＲＮＡ 表达量相关。

注：Ａ 中 １ ～ ６：ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ７９５、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ４２１、ＡＣＣＣ ３０１５９、ＡＣＣＣ ３０１７１、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０３、ＡＣＣＣ ３０１３４；Ｂ 中 １ ～ １０：ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３９２７、
ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３１６、ＡＴＣＣ １６４０４、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３１５０、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３１４７、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３１５、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３２８７、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ３２８９、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ４２１、ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ００４０

图 ５　 黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌素关键基因的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

３　 讨论

随着对产毒真菌遗传特征研究的深入，分子生

物学鉴定技术已在产毒真菌分类和产毒能力鉴定

中展现出良好的应用前景。 Ｈｅｒｍａｎ 等［１８ － １９］研究发

现，３ 株产 Ｂ 类伏马菌素黑曲霉 ＡＴＣＣ １０１５、ＡＴＣＣ
９０２９ 和 ＣＢＳ ５１３􀆰 ８８ 的基因组序列均含有与串珠镰

刀菌类似的 Ｂ 类伏马菌素生物合成基因簇，且其中

１０ 个基因 ｆｕｍ１、 ｆｕｍ８、 ｆｕｍ６、 ｆｕｍ１５、 ｆｕｍ１３、 ｆｕｍ３、
ｆｕｍ１９、ｆｕｍ１０、ｆｕｍ７ 和 ｆｕｍ１４ 的功能相同。 它们分

别编码 Ｂ 类伏马菌素合成过程所必须的 Ｆｕｍ１ｐ（聚
酮合成酶）、Ｆｕｍ８ｐ（氨基转移酶）、Ｆｕｍ６ｐ（Ｐ４５０ 氧

化还原酶）、 Ｆｕｍ１５ｐ （ Ｐ４５０ 氧化还原酶）、 Ｆｕｍ１３ｐ
（酮基还原酶）、Ｆｕｍ３ｐ（加双氧酶）、Ｆｕｍ１９ｐ（ＡＢＣ
转 运 盒 ）、 Ｆｕｍ７ｐ、 Ｆｕｍ１０ｐ 与 Ｆｕｍ１４ｐ （ Ｆｕｍ７ｐ、
Ｆｕｍ１０ｐ 与 Ｆｕｍ１４ｐ 三个蛋白共同负责活化柠檬酸

并将其正确组装到碳骨架侧链） ［１９］。
研究发现，串珠镰刀菌 Ｂ 类伏马菌素产毒株均

含 ｆｕｍ１ 基因，非产毒株均不含 ｆｕｍ１ 基因，提示

ｆｕｍ１ 基因的 ＤＮＡ 序列信息可以作为鉴定串珠镰刀

菌伏马菌素产毒株的有效手段［２０ － ２１］；Ｓｕｓｃａ 等［２２］ 报

道某些黑曲霉非产毒株不含 ｆｕｍ８ 基因。 而本研究

所选用的 １９ 株黑曲霉菌株中，不论 Ｂ 类伏马菌素

产毒量高低，均携带 ８ 个产毒基因，说明黑曲霉 Ｂ
类伏马菌素合成具有复杂的调控机制，单一的 ｆｕｍ１
或 ｆｕｍ８ 不足以作为鉴定黑曲霉 Ｂ 类伏马菌素产毒

株的指示基因。 ｍＲＮＡ 分析结果表明，低产毒株或

非产毒株中 ｆｕｍ６、ｆｕｍ１４ 和 ｆｕｍ１９ 基因的 ｍＲＮＡ 表达

量均较低，这与 Ｐａｌｕｍｂｏ 等［１７］ 的报道结果一致。 同

时在串珠镰刀菌中已通过基因敲除和自然突变证实

上述基因是串珠镰刀菌合成 Ｂ 类伏马菌素的必须基

因［２０］，提示 ｆｕｍ６、ｆｕｍ１４、ｆｕｍ１９ 三个基因在黑曲霉 Ｂ
类伏马菌素合成过程中具有关键作用，可将其作为黑

曲霉 Ｂ 类伏马菌素产毒株产毒能力鉴别的分子生物

学指标。 鉴于目前黑曲霉伏马菌素生物合成途径尚

处于研究阶段，利用基因敲除并结合体外产毒培养试

验进一步明确其代谢途径，完善黑曲霉产 Ｂ 类伏马菌

素鉴定方法将是未来研究重点。
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国家食品安全风险评估中心关于申请新食品原料安全性评估意见的公告

有关申请人：
《新食品原料安全性审查管理办法》（国家卫生和计划生育委员会令第 １ 号）于 ２０１３ 年 １０ 月 １ 日正式

实施。 根据《新食品原料申报与受理规定》和《新食品原料安全性审查程序》的要求，申请人在申报新食品原

料时应提交由风险评估技术机构出具的安全性评估意见。 国家卫生计生委委托国家食品安全风险评估中

心制定相关申请材料要求指南。 为落实具体工作的实施，我中心组织专家制定了《新食品原料安全性评估

意见申请材料指南》（试行），见附件。
申请人如需申请由我中心出具的新食品原料安全性评估意见，请联系国家食品安全风险评估中心风险

评估部门工作人员。
联系人：
风险评估二部　 宋雁　 　 电话：０１０⁃５２１６５５７１　 ｅｍａｉｌ：ｓｏｎｇｙａｎ＠ ｃｆｓａ． ｎｅｔ． ｃｎ
风险评估二部　 雍凌　 　 电话：０１０⁃５２１６５５７０　 ｅｍａｉｌ：ｙｏｎｇｌｉｎｇ＠ ｃｆｓａ． ｎｅｔ． ｃｎ
风险评估一部　 王晔茹　 电话：０１０⁃５２１６５４５１　 ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｙｅｒｕ＠ ｃｆｓａ． ｎｅｔ． ｃｎ
风险评估一部　 高芃　 　 电话：０１０⁃５２１６５５５７　 ｅｍａｉｌ：ｇａｏｐｅｎｇ＠ ｃｆｓａ． ｎｅｔ． ｃｎ
附件：新食品原料安全性评估意见申请材料指南（试行）
（相关链接：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｆｓａ． ｎｅｔ． ｃｎ ／ Ａｒｔｉｃｌｅ ／ Ｎｅｗｓ． ａｓｐｘ？ ｉｄ ＝ ５ＤＦ７０７ＣＦＢ７４Ｃ２Ｅ４１８７７７２３Ｂ９Ｄ６Ｆ６ＣＡ７７７

Ａ７Ａ２ＡＢＢＢ６Ｄ０９２４４）
国家食品安全风险评估中心

二〇一四年二月二十八日


