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摘  要：【背景】丁酸梭菌是专性厌氧的新一代芽孢益生菌，耐热、耐酸、抗逆性强，极具应用价

值和开发前景。【目的】优化丁酸梭菌发酵培养基并初步研究其发酵液对黄曲霉菌的抑制作用和降

解黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)的能力。【方法】利用响应面法对发酵培养基进行优化，采用

牛津杯法对丁酸梭菌发酵液抑制黄曲霉菌生长进行研究，并通过酶联免疫法测定发酵液对 AFB1

的降解能力。【结果】优化后的发酵培养基为：葡萄糖 18.1 g/L，大豆蛋白胨 29.7 g/L，磷酸氢二

钾 3.8 g/L，氯化钠 2.0 g/L，乙酸钠 4.0 g/L，结晶硫酸镁 1.2 g/L，L-半胱氨酸盐酸盐 0.3 g/L。优化

后的丁酸梭菌生物量由 8.99×108 个/mL 提高至 2.28×109 个/mL，是优化前的 2.54 倍。丁酸梭菌发

酵液对致病真菌黄曲霉菌的抑菌效果十分显著，其上清液经浓缩后对 AFB1 降解 72 h 的降解率达

到 68.65%，初步分析表明上清液中对 AFB1 具有脱毒作用的活性组分为丁酸梭菌分泌产生的胞外

酶。【结论】本研究通过发酵培养基优化明显提高了丁酸梭菌的生物量，并将其应用于抑制黄曲霉

菌的生长与降解 AFB1，为丁酸梭菌的规模化生产及其微生态制剂的开发应用提供了科学依据。  
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Abstract: [Background] Clostridium butyricum is a new generation of obligate anaerobic 
spore-producing probiotics with strong tolerance to heat, acid, and stress, demonstrating a great 
application value and development prospect. [Objective] To optimize the fermentation medium 
of C. butyricum and study the activities of the fermentation broth in terms of inhibiting 
Aspergillus flavus and degrading aflatoxin B1 (AFB1). [Methods] Response surface 
methodology was employed to optimize the fermentation medium. The oxford cup assay was 
employed to examine the inhibitory activity of C. butyricum fermentation broth on A. flavus and 
enzyme-linked immunosorbent assay to determine the AFB1-degrading ability of the 
fermentation broth. [Results] The optimized fermentation medium was composed of 18.1 g/L 
glucose, 29.7 g/L soya peptone, 3.8 g/L K2HPO4·3H2O, 2.0 g/L NaCl, 4.0 g/L NaAc, 1.2 g/L 
MgSO4·7H2O, and 0.3 g/L L-cystine hydrochloride. After optimization, the biomass of       
C. butyricum reached 2.28×109 cells/mL, which was 2.54 times of that (8.99×108 cells/mL) 
before optimization. The fermentation broth of C. butyricum exerted a significant inhibitory 
effect on A. flavus, and the concentrated supernatant degraded 68.65% of AFB1 within 72 h. The 
results indicated that the active components degrading AFB1 in the supernatant were the 
extracellular enzymes produced by C. butyricum. [Conclusion] The biomass of C. butyricum 
was significantly increased by fermentation medium optimization, and the fermentation broth of 
C. butyricum inhibited A. flavus and degraded AFB1. The findings provide scientific evidence 
for the industrial production of C. butyricum and the development and application of 
microecological preparations. 
Keywords: Clostridium butyricum; medium optimization; biomass; aflatoxin B1; degradation 
 

丁酸梭菌(Clostridium butyricum)是一种严

格厌氧菌，菌体呈直杆或微弯状，生长过程中

产酸产气，属于革兰氏阳性芽孢杆菌 [1-2]。丁

酸梭菌是当前研究的热门厌氧芽孢杆菌益生

菌，主要存在于人体和动物肠道，具有耐热、

耐酸、抗逆性强等优良特性[3]。丁酸梭菌在肠

道内能够利用未消化的膳食纤维并产生丁酸和

乙酸等短链脂肪酸[4]，为肠道细胞正常生长提

供必需的营养物质；并能通过调节机体的免疫

通路改善胃肠屏障功能，从而增强机体的免疫

力[5]。丁酸梭菌作为严格厌氧菌，在工业生产

中主要存在着菌体浓度偏低的问题[6]，亟待提

高其发酵生物量水平。 
黄曲霉毒素是由黄曲霉、寄生曲霉等丝状真

菌产生的一类次级代谢产物，具有致癌性、致畸

性和致突变性，其中黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, 
AFB1) 已 被 国 际 癌 症 研 究 机 构 (International 
Agency for Research on Cancer, IARC)确认为 I 类
强致癌物质，是黄曲霉毒素中毒性最强、危害

最大的一种毒素，可通过污染玉米、花生等农
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产品和动物饲料被人和动物吸收 [7-8]。目前在

降解黄曲霉毒素的主要方法中，物理脱毒法和

化学脱毒法在脱除黄曲霉毒素时容易存在反应

条件苛刻、吸附部分营养因子、脱毒效果差和

成本高等问题，生物脱毒法因其反应条件温

和、高效和成本低的特点受到广泛关注[9]。 
已报道的具有降解 AFB1 能力的芽孢杆菌

大多为好氧菌或兼性厌氧菌，例如枯草芽孢杆

菌、巨大芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌[10]等，有关

专性厌氧菌降解黄曲霉毒素的研究报道极少。

本研究首先对丁酸梭菌的发酵培养基进行优

化，提高其发酵过程中的生物量水平，进而对

该菌株发酵液的抑制黄曲霉活性及对 AFB1 的

降解能力进行研究，以期为丁酸梭菌的规模化

生产及降解 AFB1 的应用提供参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株  

丁酸梭菌(C. butyricum) CICC 23847，中国

工业微生物菌种保藏中心；黄曲霉菌(Aspergillus 
flavus)由本实验室保藏。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

L-半胱氨酸盐酸盐，北京索莱宝科技有限

公司；乙酸钠、可溶性淀粉、结晶硫酸镁，天

津市大茂化学试剂厂；牛肉膏、蛋白胨、大豆

蛋白胨、酵母浸粉、琼脂粉，北京奥博星生物

技术有限责任公司；黄曲霉毒素 B1标准品，上

海源叶生物科技有限公司；黄曲霉毒素 B1酶联

免疫(ELISA)检测试剂盒，深圳市易瑞生物技

术股份有限公司。 
UV1000 紫外可见分光光度计，上海天美

科学仪器有限公司；C-32 密封罐、C-35 厌氧

产气袋，三菱瓦斯化学株式会社；酶标仪，

Molecular Devices 公司。 

1.1.3  培养基 
种子培养基 (g/L)：牛肉膏 10.0，蛋白胨

10.0，酵母浸粉 3.0，可溶性淀粉 1.0，葡萄糖

5.0，乙酸钠 3.0，氯化钠 5.0，L-半胱氨酸盐酸盐

0.5，琼脂粉 17.0 (固体培养基时用)，pH 6.8。 
基础发酵培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，大豆

蛋白胨 25.0，磷酸氢二钾 3.0，氯化钠 2.0，乙

酸钠 4.0，结晶硫酸镁 1.2，L-半胱氨酸盐酸盐

0.3，pH 6.5。 
PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，琼脂粉 17.0，pH 自然。 

1.2  方法 
1.2.1  种子液制备 

取−80 ℃甘油管保藏的丁酸梭菌 200 μL 接

种于装有 10 mL 种子培养基的试管中，37 ℃静

置厌氧培养 12 h，作为一级种子液，将其按 2% 
(体积分数)接种量接入含有 80 mL 种子培养基的

100 mL的厌氧瓶中，37 ℃进行静置扩大培养12 h。 
1.2.2  发酵培养 

制备好的种子液按照 4% (体积分数)的接种

量转接入含有 200 mL 基础发酵培养基的 250 mL
三角瓶中，37 ℃静置厌氧培养 24 h。 
1.2.3  发酵培养基的优化 

以菌液的 OD600为指标，通过 Minitab19 数

据分析软件首先对基础发酵培养基中组成的 7 个

因素进行 Plackett-Burman 试验设计，快速筛选出

对丁酸梭菌生物量影响最显著的因素和最优水平

范围，然后通过最陡爬坡试验和 Box-Behnken 试

验设计对影响显著的因素进行响应面优化。 
1.2.4  丁酸梭菌发酵液对黄曲霉菌的抑制效果 

将丁酸梭菌以 4% (体积分数)的接种量接种

至优化后的发酵培养基，37 ℃静置培养 48 h，
室温下 10 000 r/min 离心 10 min，收集上清液，

采用牛津杯法测定其对黄曲霉的抑菌活性。将

实验室保存的黄曲霉菌划线接种至 PDA 培养
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基，37 ℃培养 4−5 d，用无菌生理盐水将孢子洗

下，制得孢子悬液备用。首先取 100 μL 孢子悬

液涂布于 PDA 平板，将灭菌后的牛津杯置于

平板中，向牛津杯中加入丁酸梭菌发酵浓缩液

200 μL，37 ℃培养 36 h，测量抑菌圈直径。 
将 12 g 玉米粉接入 5 mL 未接菌发酵培养

基与 1 mL 黄曲霉孢子悬液作为感染组，将 12 g
玉米粉接入 5 mL 发酵液与 1 mL 黄曲霉孢子悬

液作为试验组，将 12 g 玉米粉接入 5 mL 未接

菌发酵培养基与 1 mL 发酵液为对照组，37 ℃
避光培养 48 h，观察丁酸梭菌发酵液对黄曲霉

菌的抑菌效果。 
1.2.5  发酵液降解黄曲霉毒素 B1  

将丁酸梭菌以 4% (体积分数)的接种量接

种于发酵培养基，37 ℃静置培养，取培养不同

时间(12、24、36 和 48 h)的发酵液 10 000 r/min
离心 10 min，收集上清液，经 0.22 μm 膜过滤

除菌，经真空浓缩仪浓缩得发酵浓缩液。取

900 μL 浓缩液，加入 100 μL 400 ng/mL AFB1 
30 ℃避光静置反应不同时间(6、12、24、48、
60 和 72 h)后取样，通过黄曲霉毒素 B1 酶联免

疫(ELISA)检测试剂盒测定 AFB1 含量。以发酵

培养基为对照(含 400 ng/mL AFB1)，计算 AFB1

降解率的公式为： 

AFB1降解率(%)= 1

1

AFB1 100
AFB

 − × 
 

试验组

对 组

含量
照 含量

 (1) 

1.2.6  发酵液中降解黄曲霉毒素 B1 的活性组分

存在部位检测 
分别测定丁酸梭菌发酵液、上清液、菌体

细胞降解 AFB1 的能力[11]。将丁酸梭菌按照 4%
的接种量接种于发酵培养基，37 ℃静置厌氧

培养 24 h，取 1 mL 发酵液于室温 10 000 r/min
离心 10 min，分别收集上清液和菌体，上清液

经 0.22 μm 膜过滤除菌，备用；菌体用 PBS  
(50 mmol/L，pH 7.0)洗涤后再于室温 10 000 r/min

离心 10 min，离心后的菌体中加入 1 mL PBS
重悬，备用。分别向上述发酵液、上清液、菌

体悬液中添加 400 ng/mL 的 AFB1 至终浓度为

40 ng/mL，30 ℃避光静置反应 72 h，通过黄曲

霉毒素 B1 酶联免疫 (ELISA)检测试剂盒测定

AFB1含量，以发酵培养基为对照(含 400 ng/mL 
AFB1)，按照公式(1)计算 AFB1 降解率。 
1.2.7  发酵液上清经不同处理后对黄曲霉毒素

B1 降解率的影响 
按照文献[12]中所述方法，检测发酵液上清

分别经加热、蛋白酶 K、SDS 和蛋白酶 K+SDS
这 4 种处理后对 AFB1 的降解能力。将上清液分

为等体积的 4 组，其中组 1 为沸水浴处理    
10 min，组 2、3 和 4 分别用 1 mg/mL 蛋白酶

K、1% SDS、1 mg/mL 蛋白酶 K+1% SDS 在

37 ℃处理 6 h，然后每组分别加入 400 ng/mL
的 AFB1 至终浓度为 40 ng/mL，30 ℃避光静置

反应 72 h，通过黄曲霉毒素 B1 酶联免疫

(ELISA)检测试剂盒测定 AFB1 含量，以未处理

的发酵液上清为对照(含 400 ng/mL AFB1)，按

照公式(1)计算 AFB1 降解率。 
1.2.8  数据分析 

试验数据利用 Minitab19、Origin2021 与

SPSS 25 软件进行统计分析和作图。 

2  结果与分析 
2.1  响应面试验设计 

Plackett-Burman 试验设计是一种利用一阶

多项式方程一次快速有效地从多个变量中筛选

出最重要因素的设计方法[13]。以菌体浓度 OD600

为响应值，首先利用 Plackett-Burman 试验设计

从葡萄糖(X1)、大豆蛋白胨(X2)、氯化钠(X3)、
磷酸氢二钾(X4)、结晶硫酸镁(X5)、乙酸钠(X6)
和 L-半胱氨酸盐酸盐(X7)这 7 个因素中筛选出大

豆蛋白胨、葡萄糖和磷酸氢二钾这 3 个对丁酸梭
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菌生长具有显著性影响的因素(P<0.05)，且对丁

酸梭菌的生长影响均为正效应(t>0)。随后选取

这 3 个因素进行最陡爬坡试验，以 OD600 最高

的一组数据作为响应面试验的中心点。利用

Box-Behnken 试验设计进行三因素三水平的响

应面分析。各因素水平设计见表 1。 

2.2  响应面试验结果分析 
借助Minitab19软件对表 2中的数据进行统

计分析，建立二次响应面回归模型，进而求解

最优响应因子水平。试验数据拟合所得二次多

项式回归方程为： 

1 2 4
2 2 2

1 2 4

1 2 1 4 2 4

4.986 7 0.045 0 0.150 0 0.142 5
0.259 6 0.184 6 0.629 6
0.172 5 0.007 5 0.162 5

Y X X X
X X X
X X X X X X

= + − + −

− − −
+ −

 

式中，Y 为发酵液的 OD600。基于上述方程绘制

响应面的等高线图与曲面图，等高线图呈椭圆

形，表明因素间交互作用显著，等高线图呈圆形

或略呈椭圆形，则表明因素间交互作用不显著。

由表 3 响应面方差分析显示模型显著(P<0.05)，
且失拟项 P=0.418>0.05，说明失拟项不显著，

决定系数 R2=0.997 3 表明该模型对试验有很好

的拟合性。X1X4 的 P 值远大于 0.05，说明葡萄

糖与磷酸氢二钾的交互作用不显著，其等高线

图略呈椭圆形(图 1)。其他二次项的 P 值均小

于 0.05，说明这些因素间的交互作用显著，会

对发酵过程中菌株的生物量水平影响较大。 
利用 Minitab19 软件分析得模型极值：

X1=0.272 7、X2=−0.575 8、X4=0.171 7，即葡萄

糖为 18.1 g/L、大豆蛋白胨为 29.7 g/L、磷酸氢

二钾为 3.8 g/L。保持基础发酵培养基中其他因

素不变，在此优化培养基的基础上进行验证试

验，培养 24 h 后菌液的 OD600 为 5.10，模型预

测的最大响应 OD600 为 5.04，误差小于 5%。说

明此回归方程可以应用于丁酸梭菌发酵生物量

结果的预测。 

表 1  Box-Behnken 设计试验因素及水平 
Table 1  The factors and levels of Box-Behnken 
design 
Coding Factors Levels (g/L) 

−1 0 1 
X1 Glucose 13.0 17.0 21.0 
X2 Soya peptone 28.0 32.0 36.0 
X4 K2HPO4·3H2O 3.3 3.7 4.1 

 
表 2  Box-Behnken 试验设计结果 
Table 2  Results of Box-Behnken design 
No. X1 X2 X4 OD600 
1 −1 −1 0 4.50 
2 1 −1 0 4.89 
3 −1 1 0 4.54 
4 1 1 0 4.24 
5 −1 0 −1 3.89 
6 1 0 −1 4.01 
7 −1 0 1 4.17 
8 1 0 1 4.32 
9 0 −1 −1 4.02 
10 0 1 −1 4.05 
11 0 −1 1 4.62 
12 0 1 1 4.00 
13 0 0 0 4.98 
14 0 0 0 5.02 
15 0 0 0 4.96 

 

 
2.3  响应面优化后的生物量和总酸产量 

将丁酸梭菌同时接种到基础发酵培养基与

响应面优化后的发酵培养基培养 24 h 后，用血

球计数法计数，基础发酵培养基中丁酸梭菌生

物量(按细胞数计)为 8.99×108 个/mL，优化后的发

酵培养基中丁酸梭菌生物量为 2.28×109 个/mL，
是优化前的 2.54 倍。优化后发酵液中总产酸

量为 96 mmol/L，优化前发酵液中总产酸量为

86 mmol/L，提高了 1.12 倍。 

2.4  丁酸梭菌发酵液对黄曲霉菌的抑制效果 
黄曲霉是丝状真菌中最常见的产生超强致

癌毒素的致病真菌。本研究利用牛津杯法初步

探索了丁酸梭菌发酵液对黄曲霉菌生长的影

响。结果表明，浓缩 5 倍后的丁酸梭菌发酵液 
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表 3  响应面设计方差分析结果 
Table 3  ANOVA for response surface design 
Source Degrees of freedom Adjustment sum of squares Adjustment mean square F value P value 
Model 9 2.267 39 0.251 93 204.27 0.000 
X1 1 0.016 20 0.016 20 13.14 0.015 
X2 1 0.180 00 0.180 00 145.95 0.000 
X4 1 0.162 45 0.162 45 131.72 0.000 
X1

2 1 0.248 80 0.248 80 201.73 0.000 
X2

2 1 0.125 80 0.125 80 102.00 0.000 
X4

2 1 1.463 54 1.463 54 1 186.65 0.000 
X1X2 1 0.119 02 0.119 02 96.51 0.000 
X1X4 1 0.000 23 0.000 23 0.18 0.687 
X2X4 1 0.105 63 0.105 63 85.64 0.000 
Residual 5 0.006 17 0.001 23   
Lack of fit 3 0.004 30 0.001 43 1.54 0.418 
Pure error 2 0.001 87 0.000 93   
Total 14 2.273 56    
R2=0.997 3, Adj R2=0.992 4 

 

 

 
 
图 1  磷酸氢二钾与葡萄糖的交互作用对丁酸梭菌生长影响的等高线图(A)和曲面图(B) 
Figure 1  Contour (A) and surface plots (B) for interaction effects of K2HPO4·3H2O (X4) and glucose (X1) 
on the growth of Clostridium butyricum.  
 
对黄曲霉菌有十分显著的抑菌效果(图 2)，抑菌

圈直径可达 30 mm。进一步研究了丁酸梭菌发

酵液对玉米粉中侵染黄曲霉菌的抑制作用。当

共培养 48 h 后，同时接种了发酵液与黄曲霉孢

子悬液的试验组与接入了发酵培养基和发酵液

的对照组中均未见黄曲霉菌生长，而同时接种

了发酵培养基与黄曲霉孢子悬液的感染组中黄

曲霉菌生长旺盛(图 3)，表明丁酸梭菌发酵液可

有效抑制玉米粉中侵染的黄曲霉菌生长。 

2.5  丁酸梭菌发酵液对黄曲霉毒素 B1的降

解作用 
首先测定了不同培养时间的发酵浓缩液对

AFB1 的降解能力，由图 4 可以看出，发酵培养

12 h 的发酵浓缩液对 AFB1 降解率最低，仅为 
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图 2  丁酸梭菌发酵液对黄曲霉菌的抑制作用 
Figure 2  Inhibition effect of Clostridium butyricum fermentation broth on Aspergillus flavus. 
 

 
 
图 3  丁酸梭菌发酵液对玉米粉防止黄曲霉菌侵染的作用   A：对照组. B：试验组. C：感染组 
Figure 3  Effect of Clostridium butyricum fermentation broth on preventing Aspergillus flavus infection of 
corn meal. A: Control group. B: Experimental group. C: Infected group. 
 
42.35%；而发酵培养 24、36 和 48 h 的浓缩液

对毒素降解率基本相同。推测丁酸梭菌发酵液

中降解 AFB1 的活性组分在菌体培养 12 h 时含

量较低，培养时间超出 24 h 后活性组分含量变

化不大。以发酵培养 24 h 的发酵上清液为例，

测定不同反应时间时发酵浓缩液对 AFB1 的降

解能力，由图 5 可以看出，随着反应时间的增

加，发酵浓缩液对 AFB1 的降解率逐步增大，

0−24 h 降解率增加得较快，24−72 h 降解率增

加缓慢，72 h 发酵浓缩液对 AFB1 降解率可达

68.65%，72 h 后随着反应时间的增加，发酵浓

缩液对 AFB1 的降解率基本不变，说明丁酸梭

菌发酵浓缩液对 AFB1 降解效果较好。 

 
 
图 4  不同培养时间的发酵液对 AFB1的降解作用 
Figure 4  Degradation of AFB1 by fermentation 
broth of Clostridium butyricum with different 
incubation time. 
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图 5  24 h 发酵液对 AFB1 的降解作用 
Figure 5  Degradation of AFB1 by the fermentation 
broth of Clostridium butyricum cultured for 24 h. 
 
2.6  发酵液中降解黄曲霉毒素 B1活性组分

存在部位的确定 
分别检测了丁酸梭菌发酵液、发酵液上清、

菌体悬液对 AFB1 的降解作用，结果如图 6 所

示。在反应 72 h 后，丁酸梭菌发酵液对 AFB1

的降解率为 54.56%，发酵液上清对 AFB1 的降

解率为 53.50%，菌体悬液对 AFB1 的降解率仅

为 2.60%。由此可以看出，发酵液上清对 AFB1

的降解率显著高于菌体对 AFB1 的降解率，说明

降解 AFB1 的活性组分主要存在于丁酸梭菌发

酵液的上清部位。 

2.7  不同处理后发酵液上清对黄曲霉毒素 B1

降解率的影响 
对丁酸梭菌发酵液上清分别进行加热、蛋

白酶 K、SDS、蛋白酶 K+SDS 这 4 种处理，比

较不同处理后的发酵液上清对 AFB1 的降解效

果，结果见图 7。结果表明，发酵液上清经热

处理后，对 AFB1 的降解率仅为 29.52%，与对

照组相比降低了 44.82%；经过蛋白酶 K、变性

剂 SDS 处理后，上清液对 AFB1 的降解率与对

照组相比分别降低了 66.54%、37.12%；经过

SDS+蛋白酶 K 处理后，发酵液上清对 AFB1 的 

 
 
图 6  丁酸梭菌发酵液、上清、菌体对 AFB1 的降

解作用   不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 
下同 
Figure 6  Degradation of AFB1 by the fermentation 
broth of Clostridium butyricum, supernatant and 
cells. Different lowercase letters indicate significant 
(P<0.05). The same below. 
 

 
 
图 7  不同处理后发酵液上清对 AFB1 降解率 
Figure 7  Effects of different treatments of 
fermentation broth supernatant of Clostridium 
butyricum on AFB1 degradation. 
 
降解率仅为 9.9%。Xu 等[9]在研究沙氏芽孢杆菌

降解 AFB1 时发现其发酵液上清经过蛋白酶

K+SDS 处理后，AFB1 降解率由 77.9%降低至

15.3%，并从发酵液上清中纯化出一种 AFB1 降解
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酶，命名为芽孢杆菌黄曲霉毒素降解酶(Bacillus 
aflatoxin-degrading enzyme, BADE)；Wang 等[14]

分离筛选出 2 株 AFB1 降解菌，为芽孢杆菌

H16v8 和芽孢杆菌 HGD9229，对这 2 株菌进行

共培养，发现共培养后上清对 AFB1 降解效率相

比单一菌株纯培养上清显著提升，并对共培养

液上清中 2 株菌所产 AFB1 降解酶进行了分离

纯化和蛋白分子量测定。结合上述文献结果分

析可以推测，本研究的丁酸梭菌发酵液上清中

对 AFB1 脱毒作用的活性组分为丁酸梭菌分泌

产生的胞外酶，催化 AFB1 发生降解。 

3  讨论与结论 
随着抗生素开始被禁止在动物饲料中使

用，益生菌及其代谢产物等可作为替代抗生素

使用的产品在生产中应用更加广泛。丁酸梭菌

作为芽孢类益生菌，能够抵抗饲料加工过程和

上胃肠道中的恶劣环境，更好地定殖于肠道，

在动物饲养和食品领域具有巨大应用潜力，因

而受到广泛的关注。但是目前丁酸梭菌的发酵

水平普遍不高，缺乏对发酵培养基成分和条件

进行系统的优化和研究，从少数几篇研究中看

到，刘磊等[15]对丁酸梭菌 CBM01 的碳、氮源

进行优化，发现葡萄糖为最佳碳源、蛋白胨为

最佳氮源，其发酵生物量最高；李雯静等[16]对

羊源丁酸梭菌 HDRyYB1 的发酵工艺优化后，

其芽孢数达 1.478×108 CFU/mL，可见发酵工艺

优化对提高丁酸梭菌的菌体浓度是十分必要且

有效。本研究利用响应面法优化了丁酸梭菌的

发酵培养基，其优化后的培养基组成为：葡萄

糖 18.1 g/L，大豆蛋白胨 29.7 g/L，磷酸氢二钾

3.8 g/L，氯化钠 2.0 g/L，乙酸钠 4.0 g/L，结晶

硫酸镁 1.2 g/L，L-半胱氨酸盐酸盐 0.3 g/L。优

化后丁酸梭菌的生物量可达 2.28×109 个/mL，

是优化前的 2.54 倍，能达到较高的发酵产酸水

平，可为丁酸梭菌今后放大生产试验提供理论

依据。 
丁酸梭菌目前主要应用于临床研究、食品

及动物饲料中，研究表明丁酸梭菌能够调节肠

道微生物菌群组成，降低致病菌的数量，促进

益生菌的生长[17]，但关于丁酸梭菌抑制黄曲霉

菌生长及降解黄曲霉毒素的研究还未见报道。

本研究探索性地将丁酸梭菌发酵浓缩液直接应

用于抑制致病真菌黄曲霉菌的生长，结果发现

丁酸梭菌发酵液对黄曲霉菌的生长具有显著的

抑制作用，这可能是由于丁酸梭菌发酵液中产

生的有机酸，如丁酸、乙酸和丙酸能够将酸碱

度降低至低于霉菌生长和抑制代谢的水平，从

而能有效地抑制黄曲霉菌的孢子萌发和菌丝生

长，也抑制了霉菌毒素的产生。 
黄曲霉毒素污染严重威胁着饲料与食品安

全，每年都会造成巨大的经济损失[18]。其中，

AFB1 是黄曲霉毒素中对人及动物毒性最大、致

突变性和致癌性最强的天然物质[19]。微生物法

降解 AFB1 是通过微生物分泌的酶的作用将

AFB1 分子破坏，并产生无毒的降解产物[20]。近

年来，越来越多的微生物被发现具有降解 AFB1

的能力，包括放线菌、芽孢杆菌、子囊菌门、

接合菌门等[21]。Xia 等[11]以香豆素为唯一碳源

从土壤中筛选出一株能够降解 AFB1 的枯草芽

孢杆菌 JSW-1，该菌株在 30 ℃培养 72 h 后对

AFB1 的降解率为 67.20%。Chen 等[8]从自然发

酵泡菜中分离出一株能够有效降解 AFB1 的解

淀粉芽孢杆菌 WF2020，该菌株发酵上清液热

稳定性较好，煮沸 20 min 后仍可降解 37.16%
的 AFB1。本研究利用丁酸梭菌发酵浓缩液降解

AFB1，反应 72 h 后的降解率可达 68.65%，进

一步试验确定了降解 AFB1 的活性组分主要存

在于丁酸梭菌发酵液上清中，为细胞分泌的胞

外产物，而不在菌体细胞中，这与宋茂鹏等[22]
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的研究结果相似。发酵液上清经加热、蛋白酶

K、SDS 和蛋白酶 K+SDS 等 4 种方法处理后，

对 AFB1 的降解率显著下降，结果表明丁酸梭菌

对 AFB1 的降解主要是由于菌体分泌产生的胞

外酶催化 AFB1 生物降解，而不是通过菌体细胞

壁对 AFB1 物理吸附。目前还未见到有关丁酸梭

菌对黄曲霉毒素以及其他真菌毒素具有降解作

用的报道，本研究针对厌氧菌益生菌发酵代谢

产物对霉菌毒素脱毒的作用机制探索具有重要

意义，为进一步开发新型生物脱毒剂奠定了基

础，预计在饲料生产及养殖产业上具有较好的

应用价值。 
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