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论著
红曲霉中桔霉素定量分析及其合成相关基因簇的研究
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!#&天津科技大学营养与食品工程学院"天津$’((!")# %&南开大学医学院"天津$’((()#$

摘$要!目的$对红曲霉中真菌毒素桔霉素进行定量分析!并研究桔霉素合成相关基因簇!为从基因水平上对桔

霉素的产生进行调控"提高红曲霉相关食品的安全性提供理论依据# 方法$采用高效液相色谱$*+,-%法对 ’ 株

红曲霉$紫色红曲霉 ../#"0%!丛毛红曲霉 12/#%在液态发酵过程中产生的桔霉素开展定量分析!采用二代测序技

术鉴定桔霉素合成基因簇的序列特征!应用实时定量聚合酶链式反应 $34/+-3%法进行相关基因表达水平分析#

结果$在固态培养和液态发酵过程中!’ 株红曲霉菌体生长情况无明显差异&在液态发酵过程中!*+,-结果显示
0% 桔霉素产量最高!其次为 ../#!12/# 产量最少&0%"../#"12/# 桔霉素合成基因簇相似度达 55657&膜转运蛋白

基因$!"#"%"聚酮合酶基因$$%&’(%"氧化还原酶基因$)*+,%"转录调节蛋白基因$)*+-%"脱氢酶基因$!"##")*+.%六

个基因表达水平在 0% 中最高!在 12/# 中最低# 结论$桔霉素的产量差异与桔霉素合成基因簇所表达酶的种类无

关!而与其基因表达的调控相关#
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$$红曲霉属 #/!+0&)1&XZZ&$是一类非常重要的 传统发酵微生物"主要应用于食品和医药领域’ 按
照安斯沃思#8DEX̂OTU?$分类系统"红曲霉属归于真
菌界(真菌门(子囊菌亚门(不整子囊菌纲(散囊菌
目(红曲科(红曲霉属’ 红曲霉在培养过程中产生
大量次级代谢产物"如红曲色素(莫纳克林(!/氨基
丁酸(桔霉素等’ 其中"红曲色素(莫纳克林和 !/氨
基丁酸均为有益次级代谢产物’ 红曲色素在食品
#如肉类(酒(腐乳(鱼等$中常被用作天然食品着色
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剂"此外还具有抗炎(抗动脉粥样硬化(抗糖尿病和
抗癌等功效 )#/%* "莫纳克林具有降低血清胆固醇的
作用 )’* "!/氨基丁酸具有明显的降血压作用 )!* ’

培养过程中"红曲霉还会不可避免地产生一种有
毒的次级代谢产物!!!桔霉素’ 桔霉素是一种真菌
毒素"具有肾毒性(肝毒性以及一定的致癌性)"/:* ’ 桔
霉素污染会对红曲霉相关食品安全性和卫生造成严
重影响"是制约红曲霉相关产品使用的重大障碍’ 日
本食品添加剂协会于 %((( 年制定红曲色素中桔霉素
的最大限量值为 (6% [K;YK"欧盟于 %(#! 年制定桔
霉素在红曲霉发酵大米食品补充剂中的最大限量
值 为 % [K;YK))* ’ %((9 年 我 国 发 布 BC;4
"((56%%%!%((9+红 曲 类 产 品 中 桔 青 霉 素 的 测
定, )9*规定红曲类产品中桔霉素定量限为"( !K;,
#液态$和 # [K;YK#固态$’

为了提高红曲霉相关食品的安全性"限制桔
霉素的产生已成为关键环节’ 许多研究者通过优
化发酵工艺从而实现了在一定程度上降低桔霉素
的产生 )5* ’ 然而"这种方法不仅费时耗力"而且不
能完全抑制桔霉素的污染’ 越来越多的研究者致
力于利用分子生物学手段来解决红曲霉相关产品
的安全和卫生问题"如对桔霉素的合成途径 )#(* (桔
霉素合成相关基因簇 )##*开展研究"通过敲除桔霉
素合成相关基因 #如 )*+-()*+,()*+.$来抑制桔霉
素的合成 )#%/#!* ’

然而到目前为止"桔霉素的合成机理还不明
确"为了从基因水平上对桔霉素的合成进行调控"
本研究以桔霉素产量不同的 ’ 株红曲霉作为研究对
象"采用高效液相色谱法对其液态发酵过程中的桔
霉素进行定量分析"应用实时定量聚合酶链式反应
#34/+-3$技术开展桔霉素合成基因的表达水平分
析"研究桔霉素与合成基因簇构成(基因表达水平
的关系"为降低红曲霉中桔霉素的产生(提高红曲
霉相关产品的安全性提供理论指导’

#$材料与方法
#6#$材料
#6#6#$菌种

紫色红曲霉 ../# 由中国福建省某色素生产企
业提供"紫色红曲霉 0% 和丛毛红曲霉 12/# 均由天
津科技大学省部共建食品营养与安全国家重点实
验室保存’
#6#6%$主要仪器与试剂

全自动压力蒸汽灭菌锅"超纯水系统 #美国
0DPDZOTQ$"+-3仪 #美国 CDO[QUTM$"34/+-3仪 #德
国 SZZQEROT>$"低温恒温培养箱"高效液相色谱仪

#日本 L?D[MR_H$"-#9色谱柱#美国 8KDPQEU$’

桔霉素标准品#-8L%"#9/)"/%"美国 LDK[M$"乙腈(
甲醇均为色谱纯"cGI1J高保真扩增酶 #日本
4G.GCG$"3A8提取试剂盒#德国 a@8BSA$"反转录(
34/+-3试剂盒均购自宝生物工程#大连$有限公司’

孢子培养液#K;,$%蔗糖 ’( K"蛋白胨 ’ K"硫酸
镁 (6" K"磷酸二氢钾 (6" K"磷酸调节 Z*值至"6" d
:6(’ 大米培养基#K;,$%大米粉 %( K"葡萄糖 %( K"

蛋白胨 # K"硝酸钠 % K"磷酸二氢钾 #6" K"硫酸镁
# K’ 麦芽汁斜面培养基 #K;,$%##e麦芽汁/蒸馏水
##f#"5f5$"琼脂糖 #" K’ 上述培养基均在 ##" g

条件下高压灭菌 #" [DE’
#6%$方法
#6%6#$红曲霉的液态发酵培养

将红曲霉接种到麦芽汁斜面培养基上"’( g正
置静态培养 ) d#( R’ 取 % 支红曲霉斜面分别加入
" [P无菌水"轻刮菌体表面充分释放孢子 )#"* ’ 获得
的孢子液按 #f#( 的体积比接种到孢子培养液中"
#)( T;[DE ’( g振荡培养 !( ?’ %( [P孢子液转接
到大米培养基中"#)( T;[DE ’( g振荡培养 #" R"每
株红曲霉设置 ’ 组对照组’ 第 ’ 天开始每 ’ R 取样
一次"每次取样 #( [P发酵液’
#6%6%$红曲霉液态发酵菌体生物量的测定

纱布过滤发酵样品"无菌水冲洗菌体 % 次"置于
:( g电热烘箱中烘干至恒重"准确称量菌体质量即
为红曲霉液态发酵生物量’
#6%6’$红曲霉液态发酵桔霉素定量分析
#6%6’6#$桔霉素标准曲线的绘制

准确称量 (6((" K桔霉素标准品"采用甲醇溶
液溶解并定容至 #(( [P"获得 "( [K;[P桔霉素标准
溶液’ 将桔霉素标准溶液梯度稀释成一系列标准
工作溶液 # "(#(("(( #((( "(( !K;,以及 #( %( "(
#( [K;,$"使用高效液相色谱仪进行进样检测"分
别以桔霉素质量浓度和对应的峰面积为横(纵坐
标"准确绘制桔霉素标准曲线’

色谱条件)#:* %-#9 色谱柱 #%"( [[h!6: [["
" ![$&检测器为荧光检测器"激发波长为 ’’# E["发
射波长为 "(( E[&流动相为乙腈/水#!"f"""5f5$&流
速为 #6( [P;[DE&进样量为 %( !P&柱温为 ’9 g’
#6%6’6%$红曲霉液态发酵桔霉素定量分析

参照 BC;4"((56%%%!%((9)9* "取红曲霉液态发
酵产物进行过滤"烘干至恒重’ 准确称取一定量的菌
体"液氮研磨"加入 # [P4S1溶液#甲苯/乙酸乙酯/甲
酸")f’f#"5f5$"超声处理 #( [DE"’ ((( T;[DE 离心
%( [DE 取上清液"重复处理 ’ 次"真空浓缩至干后色
谱纯甲醇定容"(6%% ![有机滤膜过滤"进高效液相
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色谱仪进行分析"色谱条件同 #6%6’6#’ 按照公式
计算桔霉素产量%

’# 6’75
/

其中"’# 为固态样品中桔霉素的含量"[K;YK&’为
仪器检测的质量浓度"[K;,&5为最终定容体积"
[P&/为称取的样品质量"K’
#6%6!$红曲霉桔霉素合成基因簇序列的扩增

参照文献 )#)*描述分别提取红曲霉 0%(12/#
的基因组 IA8’ 结合 ../# 以及美国生物技术信息
中心#A-C@$中发布的橙色红曲霉桔霉素合成基因
簇序列#BQECMEY% SF’(5!)!6#$设计 ) 对引物 #表
#$"+-3分段扩增红曲霉 12/# 和 0% 的桔霉素合成
基因簇序列"相邻序列间设计大约 # ((( \Z 重叠区
域’ 胶回收 +-3产物"送到北京诺禾致源生物信息
科技有限公司进行测序’

表 #$桔霉素合成相关基因簇序列扩增引物
4M\PQ#$+TD[QTXO>KQEQ=PHXUQTO>=DUTDEDE XVEU?QXDX
引物名称 引物序列#"i/’i$
+cL/#/1 8-B--4-B44-44-4B848-44
+cL/#/3 84B4BB84BB848B84B84BB44
+cL/%/1 --B-48-8B4-444B-4--44
+cL/%/3 -88-88-4-B4-B-4--84-
+cL/’/1 84-B-4-84-844-4--88-4
+cL/’/3 B4B-B4B8-4-848BB84448-4
+cL/!/1 8-88-8B-8B-8B8-B88-8
+cL/!/3 8-4884BB8884B--484-8-B
+cL/"/1 -4-8--8B4844BBB-8B-
+cL/"/3 B44---8-4B8B--444B48
+cL/:/1 -4B-4B48-B8B-44BB8--
+cL/:/3 B8-88-B-88--488B8-B8B
+cL/)/1 -B44-4-88BB-8-88-8BB
+cL/)/3 B844-4-BB4--B4-8BB4-

#6%6"$红曲霉桔霉素合成基因簇中基因表达量的
测定

参照 3AQMXV! +PMEU0DEDcDU试剂盒中描述的
方法"分别提取红曲霉 ../#(0%(12/# 的总 3A8"
反转录后利用 L.C3! +TQ[D‘S‘4M]40 @@试剂
盒进行34/+-3反应’ 34/+-3反应条件%5" g预
变性 ’( X&5" g变性 " X":( g退火 ’! X"!( 个
循环’

%$结果与分析
%6#$’ 株红曲霉的生长表型以及生物量

分别将红曲霉 ../#(0%(12/# 接种到马铃薯葡
萄糖琼脂#+I8$培养基上"培养 #" R 后"0% 和 ../#
在菌落大小(颜色等方面差别很小"生长表型相似’
12/# 菌落表面气生菌丝较多"菌落较大"菌落颜色
略浅’

液态发酵 #" R 过程中红曲霉菌体生物量如图 #

所示’ ’ 株红曲霉菌体生物量无明显差异"发酵初
期发酵液中营养物质丰富"菌体生物量快速增加"
直至 5 d#% R 出现菌体生物量最大值’ 随后进入衰
减生长阶段"碳源(氮源等营养物质大量消耗"营养
物质供应不足"菌体生物量降低’

图 #$红曲霉 ../#(12/#(0% 在液态发酵过程中产生的

菌体生物量
1DKHTQ#$CDO[MXXO>/!+0&)1&../#" 12/# MER 0%

RHTDEKPD]HDR >QT[QEUMUDOE

%6%$’ 株红曲霉液态发酵桔霉素的定量分析
分别以桔霉素标准溶液的质量浓度和相对应

的峰面积为横(纵坐标"准确绘制桔霉素的标准曲
线"回归方程为 8j)!%)659k’#55(’"其中相关系
数 :% j(655’ 9"表明桔霉素在 " !K;,d#( [K;,浓
度范围内线性关系良好’

红曲霉 ../#(0%(12/# 在大米培养基液态发酵
过程中"桔霉素定量分析结果如图 % 所示’ 0% 的桔
霉素产量最高"其次为 ../#"而 12/# 产量最低’ 此
外"结合图 # 中 ’ 株红曲霉的生物量变化趋势发现"
在菌体生长无明显差异的情况下 ’ 株红曲霉的桔霉
素合成能力不同"因此"推测是由桔霉素合成基因
簇所表达酶的种类不同或各基因表达量的不同所
导致’

图 %$红曲霉 ../#(12/#(0% 在液态发酵过程中桔

霉素的定量分析
1DKHTQ%$aHMEUDUMUDWQMEMPVXDXO>=DUTDEDE DE /!+0&)1&../#"

12/# MER 0% RHTDEKPD]HDR >QT[QEUMUDOE
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%6’$’ 株红曲霉桔霉素合成基因簇的序列比较
根据 ../# 已经公布的基因组信息设计 ) 对引

物"分段扩增 12/# 和 0% 的桔霉素合成基因簇序列"
琼脂糖凝胶电泳验证 +-3结果"结果如图 ’ 所示’
测序和拼接结果显示"12/# 和 0% 的桔霉素合成基
因簇序列均为 !! Y\"与 ../# 桔霉素合成基因簇序
列相似度高达 55657’ 此外"基因功能预测结果显
示 ’ 株红曲霉的桔霉素合成基因簇都包含 #: 个基
因#图 !$"分别为氧化还原酶基因 #)*+;()*+,$(脱

氢酶基因#)*+.(!"##$(乙二醛酶基因#!"#:$(转录调
节蛋白基因#)*+-$(加氧酶基因#!"#’$(聚酮合酶基
因#$%&’($(膜转运蛋白基因 #!"#" $(变位酶基因
#)*+<$(假设蛋白基因#!"#)(!"#9$(NI重复蛋白基
因#)*+:#$(碳酸酐酶基因#)*+=$(短链脱氢酶基因
#)*+>$和乙酰辅酶 8合成酶基因#)*+?$’ 这些结果
表明红曲霉桔霉素合成基因簇序列高度保守"’ 株
红曲霉液态发酵过程中桔霉素的产量差异与桔霉
素合成基因簇所表达酶的种类无关’

注%0%I,#((((&# d)%12/# 桔霉素合成基因簇&9 d#!%0% 桔霉素合成基因簇

图 ’$12/# 和 0% 桔霉素合成基因簇扩增
1DKHTQ’$8[ZPD>D=MUDOE O>KQEQ=PHXUQTO>=DUTDEDE XVEU?QXDXDE /!+0&)1&12/# MER 0%

图 !$红曲霉桔霉素合成基因簇
1DKHTQ!$BQEQ=PHXUQTO>=DUTDEDE DE /!+0&)1&

%6!$’ 株红曲霉桔霉素合成基因簇中基因表达水
平分析

取液态发酵第 ! 天的发酵液提取 3A8"反转录
后利用 34/+-3技术分析 ’ 株红曲霉桔霉素合成基
因簇中基因表达水平’ 选择甘油醛/’/磷酸脱氢酶
#B8+I*$为内参基因"将 12/# 中基因的表达水平
定为标准 #"计算其他基因的相对表达水平"结果如
图 " 所示’ 所有 #: 个基因在 0% 中的表达水平比
12/# 中高 %6: d#%6% 倍"在 ../# 中的表达水平比
12/# 中高 %6: d#%6: 倍"这与液态发酵过程中 12/#
的桔霉素产量最低这一现象是一致的’ 此外"!"#"(
$%&’(()*+,()*+-(!"##()*+.等基因的表达水平在 0%
中是 ../# 中的 #6) 倍左右"这与 0% 桔霉素产量最
高这一现象是一致的’ 由此推测 ’ 株红曲霉液态发
酵过程中桔霉素的产量差异与桔霉素合成基因簇
所表达酶的种类无关"而与基因表达的调控有关’

’$小结
采用高效液相色谱法对菌体生长情况无明显

变化的 ’ 株红曲霉#紫色红曲霉 ../#(0%"丛毛红

图 "$’ 株红曲霉桔霉素合成基因簇中基因的表达水平
1DKHTQ"$S‘ZTQXXDOE PQWQPXO>KQEQXDE /!+0&)1&

0%" ../# MER 12/#

曲霉 12/#$液态发酵过程中的桔霉素进行定量分
析"发现 0% 的桔霉素产量最高"其次为 ../#"12/#
产量最低’ 根据 ../# 已经公布的基因组信息"完
成对 0% 和 12/# 桔霉素合成基因簇序列的测序和分
析’ 结果发现"12/#(0% 与 ../# 桔霉素合成基因簇
序列相似度高达 55657’ 34/+-3结果显示在 ’ 株



红曲霉中桔霉素定量分析及其合成相关基因簇的研究!!!梁彬"等 !!""$$ !

红曲霉桔霉素合成基因簇中"!"#"($%&’(()*+,()*+-(
!"## 和 )*+.基因表达水平与液态发酵过程中桔霉
素产量变化趋势一致"表明红曲霉桔霉素合成基因
簇序列高度保守"桔霉素的产量差异与桔霉素合成
基因簇所表达酶的种类无关"而与基因表达的调控
相关’ 上述研究结果不仅为解析桔霉素的生物合
成提供了理论基础"还为实现红曲霉中桔霉素的控
制(提高红曲霉相关食品的安全性提供有益参考"
对获得不产桔霉素的红曲霉安全菌种具有重要
意义’
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美国修订生咖啡豆中螺甲螨酯的最大残留限量
$$%(#9 年 5 月 ## 日!据美国联邦公报消息!环保署发布 %(#9/#5):( 号文件通知!修订螺甲螨酯
$XZDTO[QXD>QE%在杏仁等产品中的最大残留限量#

美国环保署对螺甲螨酯开展了风险评估!分别评估了其毒理性"致癌性以及对婴幼儿的影响!最终认为
生咖啡豆中螺甲螨酯的最大残留限量为 (6%( ZZ[是安全的#

本法规于发布之日起生效!异议和听证请求需在 %(#9 年 ## 月 #’ 日前反馈#

$来源食品伙伴网!相关链接’?UUZ’;;EQ̂X&>OOR[MUQ&EQU;%(#9;(5;!9!"!!&?U[P%

关键词!美国&螺甲螨酯&杏仁&生咖啡豆&最大残留限量


