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苹果汁中棒曲霉素主要产生菌的
ITS 序列分析鉴定3 Ξ
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　　[摘　要 ]　从浓缩苹果汁生产原料中分离出多种棒曲霉素产生菌, 形态学初步鉴定表明其均为青霉属和曲霉

属真菌。为确定其分类地位, 又用 IT S2DNA 测序鉴定进行了验证。将 IT S2rDNA 提取后进行 PCR 扩增, 测序后提

交到 European M o lecu lar B io logy L abo rato ry (EM BL ) 核酸数据库, 通过 B last 程序, 将 IT S2rDNA 序列与

Genebank 中的核酸序列进行对照, 结果确定其确为青霉属与曲霉属菌株。
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　　棒曲霉素 (Patu lin) 又称张青霉素, 化学名称为

42羟基242氢2呋喃 ( 3, 22C ) 骈吡喃22 ( 6 氢) 酮 ( 42
H ydroxy24H 2fu ro [ 3, 22C ] pyran22 (6H ) 2one) , 是

某些真菌的有毒内酯代谢产物。已发现能产生棒曲

霉素的菌有青霉属、曲霉属、裸囊菌属及丝衣霉

属[1, 2 ]。

1961 年, D icken s 和 Jones 发现大白鼠皮下注

射棒曲霉素后, 注射部位会诱发肿瘤[3 ]。之后, 又相

继发现其具有致畸性和致突变性。因此, 棒曲霉素在

各类食品中的存在, 引起了各国卫生、毒理、医学、食

品生产和安全等各方面专家学者的极大关注。W HO

(W o rld H ealth O rgan iza t ion) 将棒曲霉素污染列为

严重影响人们身体健康的有害物质之一, 并规定其

在 苹 果 汁 中 的 M PC (M ax im um Perm it ted

Concen tra t ion)为 50 ΛgöL。
传统的菌物分类以形态特征和生理生化指标为

分类基础, 但大部分菌物的种类多、分布广、形态特

征复杂, 且少数形态特征和生理生化指标会随着环

境的变化而变化, 因此, 常引起分类系统的不稳定或

意见分歧。近年来, 随着分子生物学的发展, 分子生

物学技术在真菌学研究中得到了广泛而深入的应

用, 利用分子生物学方法鉴定未知菌具有快速、简便

和高特异性的优点。真菌基因组中编码核糖体的基

因包括 25S rDNA , 5S rDNA , 18S rDNA 和 5. 8S

rDNA 4 种。位于 25S rDNA 3′端与 18S rDNA 5′端

之间的序列称为核糖体内转录间隔区 ( In ternal

t ran scribed spacers, IT S)。真菌的 4 种核糖体基因

及间隔区有不同的进化程度, 有的序列比较保守, 有

的序列进化较快, 因此可以根据其序列, 将真菌鉴定

到属、种、亚种、变种, 甚至菌株的水平。用于扩增

rDNA 不同区域的保守引物已设计成功[4 ] , 并已广

泛用于菌物系统进化的研究。本研究应用 IT S2
rDNA 序列分析方法, 鉴定了陕西地区浓缩苹果汁

生产原料主产地最常见的棒曲霉素的主要产生菌,

以期从源头上控制棒曲霉素的产生, 为提高果汁品

质提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　从浓缩苹果汁生产原料的主产地——陕西礼

泉、乾县、白水、眉县采集富士、秦冠、澳洲青苹等苹

果品种, 并从其腐烂果中分离出多种真菌进行棒曲

霉素产毒试验。PA T 01～ PA T 15 经H PL C 检测[5 ]均

为棒曲霉素主要产生菌, 对照《真菌鉴定手册》[6 ]初

步鉴定其为青霉属和曲霉属真菌, 为进一步确定, 需

进行分子生物学鉴定。供试菌编号、采集原料品种和

采样地点详见表 1。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　引物合成　供试菌的引物合成方法参照文
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献[ 4 ]。引物É : 5′TCC GTA GGT GA G CCT GCA

G 23′; 引物Ê : 5′TCC TCC GCT TA T T GA TA T

GC 23′。

表 1　采集供试菌株的苹果品种与采样地点

T able 1　Sources of the reference stra ins

菌株编号
Strains
num ber

苹果品种
Sources

采样地点
Po in t of co llection

菌株编号
Strains
num ber

苹果品种
Sources

采样地点
Po in t of co llection

PA T 01

PA T 02

PA T 03

PA T 04

PA T 05

PA T 06

PA T 07

PA T 08

秦冠Q inguan

秦冠Q inguan

秦冠Q inguan

秦冠Q inguan

富士 Fuji

富士 Fuji

富士 Fuji

富士 Fuji

礼泉 L iquan

礼泉 L iquan

礼泉 L iquan

礼泉 L iquan

乾县Q ianx ian

乾县Q ianx ian

乾县Q ianx ian

乾县Q ianx ian

PA T 09

PA T 10

PA T 11

PA T 12

PA T 13

PA T 14

PA T 15

　

秦冠 Q inguan

秦冠 Q inguan

富士 Fuji

富士 Fuji

澳洲青苹A us. Green

澳洲青苹A us. Green

澳洲青苹A us. Green

　

白水 Baishu i

白水 Baishu i

白水 Baishu i

白水 Baishu i

眉县M eix ian

眉县M eix ian

眉县M eix ian

　

1. 2. 2　供试菌株模板DNA 的制备　挑取少量菌

落, 加入 1 mL 洗涤液 (25 mmo löL T ris, 50 mmo löL
ED TA , 1. 2% PV P) , 12 000 röm in 离心 10 m in, 沉

淀加入 200 ΛL 丙酮溶液, 混匀, 冰浴 5 m in, 12 000

röm in 离心 2 m in, 沉淀加入 500 ΛL T E 溶液, 混匀,

12 000 röm in 离心 5 m in; 将沉淀重新悬于 400 ΛL

裂解液 ( 2% SD S, 20 mmo löL N aA c, 40 mmo löL
T ris, 10 mmo löL ED TA ) , 反复吹打混匀, 冰浴 5

m in 后 70～ 75 ℃温浴 20 m in, 加入 100 ΛL 5 mo löL
N aC l, 14 000 röm in 离心 10 m in, 上清液中加入 100

ΛL 的酚ö氯仿ö异戊醇 (体积比 25∶24∶1) 混合液,

离心后用无水乙醇和体积分数 70% 的乙醇分 2 次

干燥, 12 000 röm in 离心 2 m in, 干燥物溶于 50 ΛL

T E 中, 加RN ase A (0. 25 m gömL ) , - 20 ℃保存。

1. 2. 3　模板DNA 的检测　称取 0. 4 g 琼脂糖, 加

入 40 mL 0. 5×TBE 缓冲液 (10×TBE, 54 g T ris,

27. 5 g 硼酸, 20 mL 0. 5 mo löL 的 ED TA , pH 8. 0,

定容到 1 000 mL ) , 即用 1. 0% 琼脂糖凝胶 (含 0. 5

ΛgömL 溴化乙锭)电泳鉴定提取的DNA。每孔点样

5 ΛL (3 ΛL 样品+ 2 ΛL L oading buffer) , 5 V öcm 2,

电泳 1 h。

1. 2. 4　模板DNA 的扩增　模板DNA 经琼脂糖电

泳检测显示特异性条带后, 参照文献 [ 7 ]修改, 然后

配制 PCR 反应体系, 其中含模板 DNA 2. 2 ΛL ,

5 ΛgöΛL T aq DNA po lym erase 0. 25 ΛL , 20

mmo lömL 引物É 和引物Ê 各 1 ΛL , 25 mmo löL
M gC l2 3 ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P s 4 ΛL , 10×PCR

缓冲液 5 ΛL , 用 ddH 2O 补足 50 ΛL。

加样完成后用微量可调加样器和一次性吸头向

每一管中加 50 ΛL 矿物油; 振荡各管, 短暂离心后进

行 PCR 循环。

PCR 循环扩增程序为: 94 ℃ 4 m in 预变性; 94

℃ 1 m in 变性, 56 ℃ 1 m in 退火, 72 ℃ 1 m in 延伸,

30 个循环; 72 ℃ 7 m in 终延伸, 扩增样于 4 ℃保藏。

1. 2. 5　DNA 的回收　按每mL B inding buffer 中

加 1 g 切片的比例, 将供试菌株 PCR 切片加入盛有

B inding buffer 的试管中, 55～ 60 ℃水浴至凝胶溶

化。将凝胶溶液置于收集柱中, 10 000 g 离心 1 m in,

弃去离心液。再用B inding buffer 洗柱, 10 000×g

离心 1 m in 后弃去离心液, 在柱中加入 SPW buffer

溶液, 放置 2～ 3 m in 后, 10 000×g 再次离心 1

m in, 弃去离心液。最后将柱放置于新的 1. 5 mL 离

心管中, 柱床上加入 50 ΛL 的DNA E lu t ion buffer

(30～ 50 ΛL ) , 即为最终的DNA 回收溶液, 4 ℃保

存。

2　结果与分析

2. 1　模板DNA 的粗提

　　粗提得到的模板DNA 经过琼脂糖电泳检测有

明显条带, 表明其提取效果良好, 可供进一步扩增。

2. 2　模板DNA 的 PCR 扩增结果

供试菌株模板 DNA 经过 PCR 扩增后, 在

500～ 600 bp 处有明显的特异性条带 (图 1) , 符合真

菌的碱基大小范围, 但有拖尾现象出现。由于在粗提

液检测中并未发现拖尾, 说明外源DNA 残余污染

的可能性较小, 其原因可能是模板DNA 的含量太

高, 此外, PCR 条件还需进一步摸索。

2. 3　扩增回收产物测序结果

扩增的DNA 经过回收后送交上海生工生物工

程公司测序, 将测出的 IT S DNA 序列提交到
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Eu ropean M o lecu lar B io logy L abo rato ry ( EM BL )

核酸数据库, 通过B last 程序将供试菌株 IT S2rDNA

序列与 Genebank 中已有的核酸序列进行对照, 其

最高亲缘性菌株即为鉴定结果, 结果表明, 其均为青

霉属与曲霉属真菌 (表 2)。

图 1　供试菌株模板DNA 的扩增结果

1～ 15. PA T 01～ PA T 15;M. DNA m arker

F ig. 1　D etection p rofile of DNA temp lates by PCR

表 2　扩增回收的 IT S2rDNA 序列分析结果

T able 2　R esu lt of IT S2rDNA Sequence A nalysis of DNA temp lates by PCR

菌种编号
Strains

鉴定对照菌
Iden tical strains

序列长度öbp
L ength

同源性ö%
Iden tity

N CB I登录号
N CB I en trance ID

PA T 01 P en icillium exp ansum strain A TCC 7861 608 99 A Y373912. 1

PA T 02 P en icillium exp ansum strain A TCC 7861 608 99 A Y373912. 1

PA T 03 A sp erg illus versicolor strain SRRC 153 591 97 A Y373882. 1

PA T 04 A sp erg illus ory z ae N RRL 506 1 192 98 A F459735

PA T 05 P en icillium g riseoroseum strain V IC 594 96 A Y425983. 1

PA T 06 P en icillium p olon icum strain N RRL 995 1 142 99 A F033475

PA T 07 P en icillium cop rop h ilum strain N RRL 13627 1 142 98 A F033469

PA T 08 A sp erg illus sojae strain A TCC 14895 619 96 A Y373867. 1

PA T 09 A sp erg illus tox icarius 576 97 AB008421. 1

PA T 10 P en icillium cord ubense 1 143 98 A F527055. 1

PA T 11 P en icillium v irid ica tum strain FRR 963 609 98 A Y373939. 1

PA T 12 A sp erg illus tox icarius 576 98 AB008421. 1

PA T 13 P en icillium tricolor strain A TCC 10413 609 98 A Y373935. 1

PA T 14 P en icillium exp ansum strain A TCC 7861 608 97 A Y373912. 1

PA T 15 A sp erg illus ory z ae strain SRRC 2103 619 97 A Y373857. 1

3　讨　论

对陕西浓缩苹果汁原料中棒曲霉素产生菌的鉴

定研究, 有利于进一步从根源上控制浓缩苹果汁中

的棒曲霉素, 通过分子生物学鉴定确认危害苹果和

果汁品质的主要真菌, 并进一步对其进行干扰控制,

可解决浓缩果汁的棒曲霉素残留问题。

在使用传统方法对棒曲霉素产生菌进行鉴定

时, 缺乏相应的生理生化试验对照模式, 而且许多菌

经过 5 代以上转接后, 就可能与前几代的形态完全

不同, 给鉴定工作带来困难; 若单从形态学角度鉴

定, 则需要事先对大量标准菌进行了解并一一比较

对照, 这不仅工作量大, 而且鉴定结果的可靠性难以

保证。

应用分子生物学方法鉴定未知菌则可克服上述

缺点。由于真菌的 IT S 区不加入成熟核糖体, 受到

的选择压力较小, 进化速率较快, 在绝大多数真核生

物中表现出极为广泛的序列多态性。同时, IT S 序列

长度适中, 可以从不太长的序列中获得足够的信息,

因而可广泛用于属内种间或种内群体的系统学研

究[8, 9 ] , 对未知菌的鉴定更能显示出其快速、简便和

高特异性的优势。此方法可在今后的食品科学相关

研究中推广使用。
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Iden t if ica t ion of dom ina t ing pa tu lin2p roducing st ra in by

IT S2DNA sequence ana lysis in app le ju ice concen tra tes

SU Qing-feng,Y UE Tian - l i,Y UAN Ya-hong, GAO Zhen -peng
(Colleg e of F ood S cience and E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Severa l patu lin2p roducing stra in s iso la ted from raw m ateria l of app le ju ice concen tra tes w ere

iden t if ica ted in mo rpho logy, in w h ich all of them w ere pen icillium and asperg illu s. T hen IT S2rDNA

sequence analysis w as u sed to confirm it. T he IT S2rDNA sequence w as subm it ted to eu ropean mo lecu lar

b io logy labo ra to ry (EM BL ) , and con trasted w ith DNA sequence in genebank and confirm ed that they w ere

pen icillium and asperg illu s.

Key words: pa tu lin; P en icillium exp ansum ; IT S2rDNA ; PCR; app le ju ice concen tra te
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