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摘 要：为分离筛选可高效降解呕吐毒素（Deoxynivalenol，DON）的细菌，以期在粮食 DON生物降解中应用。采用 DON为
唯一碳源的无机盐培养基作为富集驯化培养基，从鸡肠、鱼肠及土壤样品中富集培养可降解 DON的混合菌，并逐一对分

离单菌进行 DON降解能力检测，获得降解效果最佳菌株。结果表明：JC-5菌株在无机盐培养基中 DON降解效果显著高

于其他菌株，12 h、24 h、36 h内的降解率依次为 56.56%、91.12%、96.97%；将 JC-5添加到 DON污染的面粉中，其在 12 h、
24 h、36 h内对 DON的降解率依次为 50.32%、84.84%和 90.66%。经形态学、生理生化特征、分子生物学鉴定，该菌株为江

都丛毛单胞菌（Comamonas jiangduensis）。与现有 DON降解菌相比，该菌株具有降解效率高、降解效果好，可有效降解面

粉中DON的优点。可为进一步开发粮食中霉菌毒素的高效降解途径研究奠定基础。
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Abstract：The study aimed to investigate the ability of some bacteria strains to degrade the deoxynivalenol (DON) in
order to facilitate the application of such strain in the biodegradation process of DON in grain. The screening ap⁃
proach to identify the best performing strain was done using DON as the only source of carbon added to inorganic
salt medium for enrichment and domestication. The bacterial mixed strains were natural flora isolated and enriched
from chicken and fish intestines, as well as from soil samples. The best performing bacterial strain was determined
by measuring the DON degradation ability of individual isolates. The results showed that DON degradability by the
strain JC-5 was significantly higher than that of other strains in inorganic salt medium. The degradation rates were
56.56 %, 91.12 % and 96.97 % in 12 h, 24 h and 36 h, respectively. Furthermore, when the JC-5 strain was added
to the grain contaminated with DON, the toxin in the grain can also be degraded obviously. The degradation rates
were 50.32 %, 84.84% and 90.66% in 12 h, 24 h and 36 h, respectively. Based on phenotypic, physiological and
biochemical properties and genotypic determination, the bacterium was identified as Comamonas jiangduensis. Com⁃
pared with the existing DON degradation bacteria, this bacterium demonstrated significantly high degradation effi⁃
ciency, particularly when applied in grain. Therefore, it lays a foundation for further development of efficient degra⁃
dation pathway of mycotoxin in grain.
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呕吐毒素（Deoxynivalenol，简称 DON），又称脱

氧雪腐镰刀菌烯醇，学名为 3,7,15-三羟基-12,13-
环氧单端孢霉-9-烯-8-酮，是污染小麦、玉米等
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谷物类霉菌-禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）
和黄色镰刀菌（Fusarium culmorum）等丝状真菌的

次级代谢产物 [1]。DON对人、畜均具有高度危害

性，会引起人和动物腹痛、腹泻、呕吐、肠胃炎等

疾病 [2-4]，其毒性与 DON分子上 C12/C13上的环氧基

团及 C3-OH 有关 [5]。研究表明：粮食及饲料中

DON含量超过 1 000 µg/kg时会对人和动物健康

产生危害，我国农业农村部 2011年对动物饲料中
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DON的限量标准做了明确规定，其值也不应超

过 1 000 µg/kg[6-7]。
目前，国内外关于 DON的脱毒方法主要有物

理法、化学法及生物降解法。物理法的脱毒效果

不理想；化学法虽具有较好的脱毒效果，但存在

粮食饲料自身营养同时损失；生物降解法通过筛

选自然界中的微生物，在温和条件下降解毒素，

相比理化方法更加高效、安全 [8-9]。近年来，国内

外科研工作者在 DON毒素的生物降解方面取得

一定的研究进展，但仍然存在 DON的降解效率不

高、降解时间长、不易推广应用等缺陷。丁轲等 [10]

从 55株分离菌中筛选得到一株高效降解 DON的
蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）B.JG05，其降解率最

高可达 80.61%，对饲料中的 DON，60 h后可降解

82.68%。徐剑宏等 [11]用高产毒禾谷镰刀菌（F.
graminearum）F-25接种灭菌的小麦籽粒，培养后

获得 DON毒素，再以 DON毒素为唯一碳源进行

DON毒素降解菌的驯化富集培养，得到能够降解

DON毒素的菌株 DDS-1；该菌在最适条件下 48 h
后可降解 95%的 DON，如把 DDS-1添加到小麦饲

料中，48 h 后饲料中的 DON 毒素降解率仅有

75.47%。D.Pan等 [12]分离小麦籽实内生菌作为小

麦禾谷镰刀菌（F. graminearum）及降解 DON的生

物防护剂，获得 4株抑制禾谷镰刀菌生长及 DON
的合成的菌株，其中巨大芽孢杆菌（Bacillus mega⁃
terium）BM1可减少小麦赤霉病的发生率 93%，所
有菌株对 DON 均有明显的降解能力，可降低

50%～90%的 DON。Michihiro Ito等 [13]采用原位植

物四步富集培养法筛选出一株降解 DON的马氏

菌属（Marmoricola sp.）放线菌 MIM116，该菌株培

养液中添加 0.01%的 Tween80，具有促进菌种生长

和DON降解的作用，可使小麦天然样品中DON由 3
mg/kg降低至 1 mg/kg。现有文献报道粮食中 DON
的降解方法普遍存在的不足之处有两个方面：一

是降解时间长，二是降解过程中影响粮食自身的

营养成分平衡，因此难以在生产中进行推广应

用。以 DON为唯一碳源，向无机盐培养基中添加

微量金属元素和维生素，有效提高 DON降解菌富

集效果。本研究从鸡肠道中分离出一株可高效降

解粮食中 DON的细菌，为进一步开发粮食中霉菌

毒素的生物降解途径奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样品：玉米地土壤（简写：YMDT）、小麦地土

壤（简写：XMDT）、猪场土壤(简写：ZCT)、鸡场土壤

（简写：JCT）、鸡肠（简写：JC），草鱼肠（CYC）于
4 ℃保存，备用。

无机盐富集培养基[14]：Na2HPO41.6 g，KH2PO4 1
g，MgSO4•7H2O 0.5 g，NaNO3 0.5 g，(NH4)2SO4 0.5 g，
CaCl2•2H2O 0.025 g，蒸馏水定容至 1 L，于 115 ℃灭

菌 20 min；使用前加入 2 mL无菌微量金属元素溶

液和 1 mL无菌维生素溶液，配方如下：

微量金属元素溶液组成：FeCl2·4H2O1.5 g，
CoCl2·6H2O 0.190 g，MnCl2·4H2O 0.1 g，ZnCl2 0.07
g，H3BO3 0.062 g，Na2MoO4·2H2O 0.036 g，NiCl2·6H2O
0.024 g，CuCl2·2H2O 0.017 g，AlK(SO4)2·12H2O 0.01
g，蒸馏水定容至 1 L，用前使用 0.22 µm无菌滤膜

过滤除菌。

维生素溶液组成：生物素 2 mg，叶酸 2 mg，维
生素 B1 5 mg，维生素 B2 5 mg，维生素 B6 10 mg，维
生素 B12 50 mg，烟酸 5 mg，泛酸钙 5 mg，对氨基苯

甲酸酯 5 mg，硫代乳酸 5 mg，蒸馏水定容至 1 L，
用前使用 0.22 µm无菌滤膜过滤除菌。

LB培养基：酵母提取物 5 g，胰蛋白胨 10 g，
NaCl 10 g，琼脂粉 15 g，用 5 mol/L NaOH调 pH至

7.0，去离子水定容至 1 L，121 ℃灭菌 20 min。
DON标准品：购自青岛普瑞邦生物科技有限

公司，纯度>99.9%。
小麦面粉：江苏新丰面粉有限公司提供。

1.2 试验仪器

DSX-280A型手提式灭菌器，上海申安医疗器

械有限公司；LHS-150SC恒温恒湿培养箱，上海一

恒科学仪器有限公司；安捷伦 1260Ⅱ高效液相色

谱仪（open lab 2.0 工作站），美国安捷伦公司；

Techne FPROGO5Y Progene PCR 仪，德国 Thermal
公司；Biofuge pico 离心机，德国 Thermo 公司；

ESJ182-4电子天平，天津博达宏力科技发展有限

公司；TS-92型双层恒温摇床，太仓市强乐试验设

备厂。

1.3 试验方法

1.3.1 降解 DON 菌株的初筛 [11,15-16]

称取 25 g混合均匀土壤样品于 225 mL无菌

生理盐水中，振荡混匀。按 10%接种量将样品接

种于 DON终浓度为 20 µg/mL的无机盐富集培养

基中，120 r/min，30 ℃振荡培养 7 d。吸取 100 µL
培养 7 d的培养液于 DON终浓度为 40 µg/mL 的新

鲜无机盐富集培养基中，同等条件下培养 7 d；再吸

取培养 14 d的培养液于DON终浓度为 60 µg/mL的
新鲜无机盐富集培养基中，同等条件下再培养7 d。
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取培养 21 d后的培养液，4 000 r/min离心 5
min，弃去上清液，沉淀用无菌无机盐富集培养基

洗涤、离心 3次，再用无机富集盐培养基复溶至原

有体积。取 100 µL复溶菌悬液，接种于 DON终浓

度为 20 µg/mL的无机盐富集培养基中，120 r/min，
30 ℃振荡培养，24 h后取样，样品液用流动相稀

释 20倍，经直径 13 mm孔径 0.45 µm的有机相针

式过滤器过滤后，进入HPLC系统测定 DON含量，

考察 DON降解效果。试验设置阳性对照和阴性

对照，阳性对照为接种 100 µL无机盐培养基，阴

性对照为不含 DON的同体积无机盐培养基。每

个样品 3个重复，整个实验重复 3次。

1.3.2 降解 DON 菌株复筛

对初筛试验中降解效果最好的样品培养液进

行复筛。取培养液 100 µL，涂布于 DON终浓度为

20 µg/mL的固体无机盐富集培养基上，静置培养

24 h，挑取单菌落，连续划线接种于 LB平板上，获

得纯种培养物，用无菌生理盐水洗出菌苔，平板

活菌计数，制备浓度为 1×107 CFU/mL的菌悬液。

按 10%接种量接种于终浓度为 20 µg/mL的无机

盐培养基中，120 r/min，30 ℃下摇瓶培养，24 h后
取样测定 DON含量，方法同 1.3.1，选取降解率最

高的菌株作为复筛目的菌种。

1.3.3 目的菌株对 DON 的降解效果

选取对DON具有显著降解效果的菌种进行降

解效果试验，分别取复筛具有降解效果的浓度为 1×
107 CFU/mL的菌悬液，按 10 %接种量接种于终浓度

为 20 µg/mL的无机盐液体培养基中，120 r/min，
30 ℃下摇瓶培养，分别于 6、12、24、36、48 h取样

测定 DON含量，计算降解率，比较复筛目的菌种

的降解效果，选择对 DON降解效果最佳的菌种为

最终目的菌种。

1.3.4 DON 含量的检测 [15-16]

HPLC法测定 DON含量，按下式计算 DON降
解率。色谱柱为安捷伦 ZorbaxSB-C18柱，规格为

4.6 mm×150 mm，5 µm；色谱条件为：HPLC检测条

件：DAD检测器，柱温 35 ℃，进样量 50 µL，流动

相：20% 甲醇；流速：0.8 mL/min；检测波长：218
nm。

DON降解率 = A1 - A2A1
× 100%

式中：A1 为对照组 DON 含量；A2 为处理组

DON含量。

DON标准曲线的绘制：配制 DON母液，浓度

为 1 000 µg/mL，用流动相梯度稀释至 12.5、6.25、

3、1.5、0.75、0.375 µg/mL的工作液，进样量 50 µL，
重复测定 3次取平均值。以 DON浓度为横坐标，

峰面积为纵坐标绘制DON标准曲线。

1.3.5 菌株的鉴定

1.3.5.1 形态鉴定：将目的菌株在 LB平板上分区

划线，30 ℃培养至长出单菌落，观察其在 LB培养

基表面的菌落形态。

1.3.5.2 16S rRNA鉴定 [17]：用 Omega细菌基因组

DNA抽提试剂盒，提取菌株的总 DNA用细菌 16S
rDNA 扩增引物 27F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCT⁃
CAG-3′和 1492R：5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3′扩增 16S rDNA片段，按下列组分配制 PCR检测

试剂 (40 µL反应体系，细菌 16S通用引物)：Master
Mix(2×) 20.0 µL；上游引物 FP 1.0 µL，下游引物

RP 1.0 µL，dd H2O 13 µL；向每个 PCR反应管中加

入 35 µL上述反应混合液，再加入 5 µL分离纯化

的 DNA 进行 PCR 检测。阳性对照用大肠杆菌

DNA作为模板，阴性对照用去离子纯水为模板。

PCR循环条件为：94 ℃ 5 min→30×（94 ℃ 45 s→
55 ℃ 45 s→72 ℃ 1 min 30 s）→72 ℃ 10 min。在

1%琼脂糖凝胶上将三个待检样品、阳性对照和阴

性对照的 16S PCR扩增产物、100 bp DNA Ladder
Marker各取 5 µL加到点样孔，接通电源进行电

泳，电泳结束后在紫外灯下观察结果，判断 PCR
扩增是否成功。将上述获得的 PCR扩增产物及

细菌 16S通用引物（27F）交上海生物工程有限公

司进行测序。在 GenBank库中进行 BLAST比对，

选取同源性较高的菌株采用 MEGA 7.0软件进行

分析，建立进化树。

1.3.6 JC-5 降解面粉中 DON 毒素

向供试面粉中添加无菌水溶解的 DON标准

品，使其终浓度为 20 mg/kg，混合均匀。试验设置

无菌水组和 JC-5培养液组两个处理组，每个处理

3个重复，分别取 50 g面粉样品添加 50 mL的无菌

水和含浓度为 108CFU/mL的 JC-5培养液，于 30 ℃
培养箱培养 12 h后，按 Clifford等 [18]的方法提取样

品中DON毒素，测定DON毒素的含量。

1.3.7 数据处理

以上数据重复测定 3次取平均值，采用 SPSS
22.0软件进行单因素方差分析，同时进行方差同

质性检验。

2 结果与分析

2.1 DON标准曲线及其标准品高效液相色谱图

图 1为HPLC-DAD测定不同浓度 DON标准品
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所得的标准曲线，由该曲线得到峰面积与 DON浓
度之间的关系为：y=20.116x+0.700 5，线性关系系

数 R2=0.999 9，说明 DON标准品浓度与 DAD检测

的峰面积呈高度线性关系。图 2是 DON标准品浓

度为 20 µg/mL的色谱图，可见在 1.3.4色谱条件下

DON标准品的出峰时间为 5.975 min，因此，本研

究检测样品中 DON含量时，出峰时间为 6 min左
右的物质可认定为DON。

2.2 DON降解菌初筛

图 3为接种不同样品混合菌液对 DON的降解

效果。可见，玉米地土壤、小麦地土壤、草鱼肠、

猪场土壤样品组的 DON含量与对照组无明显减

少，而鸡场土壤和鸡肠样品的 DON含量显著降

低。鸡场土壤样品和鸡肠样品 DON含量分别降

低至 10.34 µg/mL 和 1.77 µg/mL，降解率分别为

48.4%和 91.18%。说明鸡肠和鸡场土中含有 DON
降解菌，为筛选出高效降解 DON菌种，以混合菌

降解效果最好的鸡肠样品作为复筛对象。

2.3 DON降解菌复筛

从鸡肠道中分离的 8株单菌，编号为 JC-1～
JC-8，考察单一菌种对 DON的降解效果，按 10%
接种量接种到 DON终浓度为 20 µg/mL的无机盐

培养基中，培养 24 h，测定 DON的残留量，结果如

图４所示，菌株 JC-1、JC-2、JC-4、JC-7、JC-8组与

对照组相比，DON含量无显著降低，而单菌株 JC-
3、JC-5、JC-6组 DON显著下降，其降解率依次为

38.51%、42.89%、91.89%，其中以 JC-5组降解率为

8株单菌种最高，24 h降解 91.89%。由此可见，该

菌种具有高效降解 DON能力，故选择此菌种作为

目的菌种。

2.4 目的菌株对DON的降解效果

2.4.1 3 株菌不同时间对 DON 的降解效果

从鸡肠中分离出 3株单菌落，研究不同时间

对 DON的降解效果。图 5显示，JC-3、JC-5、JC-6
3株菌在培养 6 h后，JC-3和 JC-6组 DON含量未

发生显著下降，说明这两株菌在 6 h内未能降解

DON，而 JC-5组 DON含量降低至 14.36 µg/mL，已
降解 28.38%，可见菌种 JC-5在培养 6 h内已开始

利用 DON。在培养 12 h后，3株菌对 DON均显现
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图 3 不同样品混合菌对DON的降解效果

 

a a
a

b

a

c

b

a a

0

5

10

15

20

25

CK JC-1 JC-2 JC-3 JC-4 JC-5 JC-6 JC-7 JC-8

D
O
N
 含

量
(
μ
g
/
m
L)

菌株

图 4 不同单菌株对DON的降解效果

 

a
a

a a a

a
b

c
d da

b
c d d

a

b
c

d d

0

5

10

15

20

25

6 12 24 36 48

D
O
N
含
量
（

μ
g/
m
L）

培养时间（h）

CK JC-3 JC-5 JC-6

图 5 不同培养时间单菌株对DON的降解效果



2期 窦 勇等：呕吐毒素降解微生物的筛选及应用 51

出降解效果，降解率依次为 23.49%、56.56%、
29.38%。24 h后降解效果更加显著，3株菌降解

效率依次升高为 38.00%、91.12%、41.70%。36 h后
三组 DON含量无明显降低，说明这 3株菌 36 h后
基本不再继续降解。由此可见，JC-3、JC-5、JC-6
在 36 h对 DON降解率达到最高值，JC-3和 JC-6
达到 45.64%和 51.47%，JC-5组 DON含量到 48 h
后降低至 0.65 µg/mL，降解率高达 96.76%。

2.4.2 目的菌株对 DON 降解前后色谱图对比

图 6、图 7是目的菌株 JC-5对 DON降解前和

培养 48 h后的 HPLC图。图 6显示，在 6.113 min
出现 DON峰，峰面积为 181.431 mAU，在 6.143 min
DON峰已很小，峰面积只有 3.019 mAU。在该峰

右侧，即 6.746 min处出现新峰，峰面积为 23.352
mAU，图 7显示，培养前在此出峰时间处未出现物

质峰，可推断该物质可能是DON降解产物之一。

 
图 6 DON降解前色谱图

 
图 7 DON降解后色谱图

2.5 目的降解菌的鉴定

2.5.1 DON 降解菌形态学特征

图 8为 DON降解菌株 JC-5在 LB培养基中进

行分离的单菌落形态，特征为：菌落呈乳白色，边

缘整齐，圆形，不透明，表面圆润光滑，质地均匀，

易挑取。图 9为该菌经革兰氏染色在显微镜下的

菌体形态，该菌为革兰氏阴性菌，形态呈短杆状，

无芽孢。

2.5.2 分子生物学鉴定

图 10显示，采用 1.3.5.2方法提取 JC-5菌株的

DNA并进行 PCR扩增，通过 1%琼脂糖凝胶电泳

发现，产物在约 1 500 bp处出现一条特征条带，说

明 DNA提取成功，可将纯化后的 PCR产物进行测

序，并在 GenBank库中进行 BLAST比对，建立进化

树如图 11所示。经比对发现，该菌株与丛毛单胞

菌属（Comamonas）具有较高的同源性，与 Comamo⁃
nas jiangduensis处于同一主分支，因此，该菌株

JC-5鉴定为江都丛毛单胞菌。

2.6 JC-5对面粉中DON的降解效果

各处理组样品在 30 ℃下进行恒温培养，分别

于 6、12、24、36 h提取样品中 DON并检测其含量，

结果如图 12所示，在 36 h内，对照组样品中 DON
含量基本不变，说明 DON没有被降解；而处理组

样品中 DON的含量明显减少，在 6 h内可降解

 

图 8 JC-5菌株在 LB平板菌落形态

 

图9 JC-5菌株在光学显微镜下细胞形态（100×10）

 
注：Marker 表示 DL2000 Marker；泳道 1表示 16S rDNA片段扩

增产物

图 10 菌株 JC-5的 16S rDNA片段 PCR扩增结果
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31.00%的 DON，在 12 h内降解率提高到 50.32%，
24 h和 36 h后达到 84.84%和 90.66%，可以看出，

JC-5菌对面粉中 DON降解效果显著，在 12 h内可

降解 50%以上的DON，而 36 h后可降解 90%以上。

3 讨论与结论

以 DON为唯一碳源的无机盐富集培养基，从

鸡肠道分离得到降解 DON的单菌落，并进行 DON
降解效果测定，获得一株降解效果最佳的菌株，

经鉴定为江都丛毛单胞菌。该菌株在 36 h内可将

无机盐富集培养基中 DON降解 97.76%。本研究

采用的无机盐富集培养基与现有文献报道 [9,11-12,19]

的无机盐富集培养基相比，补充了维生素和微量

金属元素，研究发现，该培养基更有利于 DON降
解菌的富集。本研究采用现有文献报道 [6,9-10,19]的
无机盐培养基尚未能成功富集 DON降解菌，这可

能与富集培养基营养成分及所筛选微生物的种类

不同相关。本研究所采用的无机盐培养基可作为

DON乃至玉米赤霉烯酮、黄曲霉毒素等其他霉菌

毒素降解菌的富集培养基，筛选出的菌株江都丛

毛单胞菌可高效降解 DON，其降解率明显高于现

有文献报道菌种降解率 [2-4,19-21]，本研究为进一步

开发粮食中霉菌毒素的高效降解途径打下基础。
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图 11 JC-5菌株的系统进化树
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率的结论一致。GA3对果实花色苷含量影响效果

不显著，低浓度的 CPPU对花色苷具有促进作用，

王世平等 [20]研究发现用不同浓度的 GA3与 CPPU
混合处理后作用‘藤稔’葡萄后花色苷含量显著

高于对照，可能由于 CPPU作用果实，也可能是二

者结合后对果实花色苷含量产生促进效果，与本

试验结论相似。

3.3 GA3与CPPU对蓝莓果实种子数量的影响

无核培养在浆果的研究中已经越来越成为一

种趋势，本研究发现，单独使用 GA3作用效果大于

CPPU的作用效果，并且浓度越高，作用效果越明

显，A4处理种子数量较 CK降低了 42.0%。史文

婷 [16]在‘阳光玫瑰’葡萄中得出 GA3对葡萄无核的

作用优于 CPPU的作用效果，与本试验结论一致。

4 结 论

综上，在初花期和盛花期后 15 d将长势较好

的结果枝单独浸蘸处理 GA3与 CPPU，GA3可以促

使花期提前，提高坐果率，增加果实糖含量，促进

果实无核化。CPPU可显著增加果实可滴定酸、维

生素 C和花色苷含量。最适宜蓝莓生长的外源

GA3浓度为 75 mg/L，CPPU浓度为 10 mg/L，在此浓

度下蓝莓生长结果综合质量最佳。
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