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摘要：以枯草芽孢杆菌为检定菌，检定培养基Ⅰ号 为 试 验 用 培 养 基，采 用 双 碟 法 进 行 恩 拉 霉 素 样 品 测 定。通 过 浸 提 溶 液

组成、浸提时间、检定菌浓度考察，优化了检定条件。在 此 基 础 上，确 立 了 恩 拉 霉 素 浓 度 的 对 数 值 与 抑 菌 圈 直 径 的 线 性 范 围，

并对所建立的微生物检定法进行准确度、最小检出限等考察。结果表明，采用丙酮浸提液Ｂ、浸提恩拉霉素样品８０ｍｉｎ，恩拉

霉素浸提较完全。在检定菌浓度１０６个／ｍＬ的条件下，恩拉霉素浓度在０．５６～３５．７９Ｕ／ｍＬ之 间，其 浓 度 的 对 数 值 与 相 应 的

抑菌圈直径呈直线相关，相关系数ｒ为０．９９６０。将建立的恩拉霉素微生物检定法用于恩拉霉素样品测定，回收率为９５．９０％，

相对标准偏差（ＲＳＤ）为１．９５％。本方法可用于含恩拉霉素的样品测定。
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　　恩拉霉素（ｅｎｒａｍｙｃｉｎ），又名安来霉素、恩霉素、
持久霉素，系１９６６年自日本兵库县西宫市土壤中的

链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｆｕｎｇｉｃｉｄｉｃｕｓ　Ｎｏ．Ｂ５４７７）所

产生的抗生素（Ｈｉｇａｓｈｉｄｅ等，１９６８）；它是不饱和脂

肪酸与十几种氨基酸结合的多肽类抗生素，主要成

分为恩拉霉素Ａ和恩拉霉素Ｂ，还有少量的Ｃ和Ｄ
组份（Ｉｗａｓａｋｉ等，１９７３）。目前，研究结果表明，恩拉

霉素Ａ和恩拉霉素Ｂ的分子式分别为 Ｃ１０７Ｈ１３８Ｎ２６
Ｏ３１Ｃ１２和Ｃ１０８ Ｈ１４０Ｎ２６Ｏ３１Ｃｌ２，易 溶 于 稀 盐 酸、微 溶

于水、甲醇、乙醇，不溶于丙酮；其盐酸盐对热、光照

和潮湿有极好的稳定性（周岷江等，２００７）。研究结

果显示，恩拉霉素在好氧和厌氧条件下对革兰氏阳

性菌都有显著作用，如对金黄色葡萄球菌，溶血型链

球菌，炭疽杆菌、破伤风杆菌等有高效杀菌作用（仕

金等，２００３）。恩拉霉素具有优良的促生长和改善饲

料利用率的作用，因此被世界上许多国家推荐作为

畜禽抗生素促生长剂。
目前恩拉霉 素 的 含 量 测 定 是 按 照 农 业 部１９９９

年颁发的《进口兽药质量标准》（中华人民共和国农

业部）和２００８年颁布的《饲料中恩拉霉素的测定、微
生物学测定》（中华人民共和国国家标准）方法进行；
这２个标准都是按照国际上常用微生物检定法的管

碟法进行 恩 拉 霉 素 的 测 定。微 生 物 检 测 法 可 靠 性

高、操作简单、费用低，而且有较强的特异性（舒黛廉

等，２００８），因 此 是 多 组 分 抗 生 素 检 测 最 常 用 的 方
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法。试验在标准方法的基础上，结合相关文献（唐靓

等，２００５；崔 春 英，１９９４）对 测 定 方 法 中 的 浸 提 液 组

成、浸提时间，检定菌浓度进行比较优化，采用一剂

量法建立恩拉霉素抑菌圈直径与效价的线性方程，

以期更有效简便的用于恩拉霉素样品及发酵过程中

恩拉霉素的测定。

１　材料与方法

１．１　 试 验 材 料 　 检 定 菌：枯 草 芽 孢 杆 菌

（ＡＴＣＣ６６３３），购自 中 国 工 业 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理

中心。测试样品：恩拉霉素预混剂（４％），购自浙江

某药 业 股 份 有 限 公 司；恩 拉 霉 素 标 准 品，效 价 为

８４５．６Ｕ／ｍｇ，由浙江某科技有限公司提供；甲醇、乙
醇、丙酮、ＫＨ２ＰＯ４等 试 剂，分 析 纯，均 购 自 杭 州 汇

普化工仪器有限公司。

１．２　方法

１．２．１　浸提溶液的配制　分别用水、甲醇溶液、乙醇

溶液、丙酮溶液作为浸提溶液，其配制方法如下。水

浸提液配制：用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调至ｐＨ为３．０。甲醇

浸提液配制：甲醇与水１∶１混匀配制，用１ｍｏｌ／Ｌ盐

酸调至ｐＨ为３．０（顾欣等，２００８）。乙醇浸提液配制：

乙醇与水３∶１混匀配制，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调至ｐＨ为

３．０（杨文革等，２００９）。丙酮浸提液Ａ配制：丙酮∶１
ｍｏｌ／Ｌ盐酸∶水＝３５∶１２∶５６，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调至

ｐＨ为３．０（进口兽药质量标准，１９９９）。丙酮浸提液Ｂ
配制：丙 酮∶２ｍｏｌ／Ｌ盐 酸∶水＝２０∶１∶２１，用１
ｍｏｌ／Ｌ盐酸调至ｐＨ为３．０。

１．２．２　测试样品的制备　称取１ｇ左右的测试样

品，按试验设 计 加 入 不 同 的 浸 提 溶 液，调 至ｐＨ 为

３．０，在超声功率１００Ｈｚ的条件下超声处理不同时
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间。超声结束后，定容至５０ｍＬ。在８０００ｒ／ｍｉｎ下

离心得上清液，备用。

１．２．３　培养基　检定培养基Ⅰ上层：蛋白胨０．５％，
牛肉浸出粉０．５％，氯化钠０．８％，磷酸氢二钠０．２％，
琼脂１％，ｐＨ　７．０。检定培养基Ⅱ下层：蛋白胨０．５％，
牛肉浸出粉０．５％，氯化钠０．８％，磷酸氢二钠０．２％，
琼脂２％，ｐＨ　７．０。菌种培养基：蛋白胨１．０％，牛肉

浸出粉０．５％，氯化钠０．２５％，琼脂１．５％，调 节ｐＨ
使灭菌后为６．５±０．１，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，制成斜

面备用。

１．２．４　检定菌的获得　按照进口兽药标准配制菌

种培养基培养得到枯草芽孢杆菌的菌悬液。

１．２．５　检定菌浓度的确定　本试验采用管碟法进

行检定菌浓度的确定。将灭菌后的检定培养基Ⅰ融

化冷却至７０℃，按０．２％的加量加入不同芽孢数的

检定菌菌悬液。每个双碟中加入１０ｍＬ含菌培养基，
均匀摊布、凝固。然后在每个双碟内等距离放置４个

已灭菌的不锈钢小管，加入同浓度的测试提取样品

２００μＬ。室温放置２～３ｈ后，放入培养箱３７℃培养

１８ｈ。最后采用多功能微生物自动测量分析仪进行

抑菌圈直径的测量并比较形成的抑菌圈。

１．２．６　线性试验　精密称取５９ｍｇ恩拉霉素标品

于５０ｍＬ容量瓶内，加入经优化确 定 的 浸 提 液，超

声８０ｍｉｎ并 稀 释 至 刻 度，摇 匀，制 成 效 价 浓 度 为

１０００Ｕ／ｍＬ的母 液。再 依 次 稀 释 为 不 同 浓 度 的 标

准溶液，备用。按１．２．５的步骤在双碟内加入不同

浓度的样品溶 液，３７℃培 养１８ｈ后 采 用 多 功 能 微

生物自动测量分析仪进行测量并统计各标准浓度下

抑菌圈直径，建 立 与 浓 度 的 对 数 之 间 的 线 性 关 系。
同时观察低浓度标准溶液产生的抑菌圈直径，以产

生明显抑菌圈的最小浓度为最低检出限。

２　结果与分析

２．１　浸提时间的确定　在超声功率１００Ｈｚ的条件

下用丙酮浸提 溶 液 Ａ对 同 重 量 的 恩 拉 霉 素 预 混 剂

样品超 声３０ｍｉｎ（国 标，２００８）、４０、８０、１２０ｍｉｎ浸

提。将不同时间获得的浸提液进行生测法抑菌圈比

较（检定菌芽孢数约１０６个／ｍＬ），结果见图１。由图

１可知，随着浸提时间增加，所形成的抑菌圈直径呈

上升趋势，但当浸提时间达到１２０ｍｉｎ时，抑菌圈不

再增大，表明样品中的恩拉霉素已完全浸出。由于

两个标准中都以３０ｍｉｎ为浸提时间，因此以它为基

准对其它时间的浸提液产生的抑菌圈进行比较，结

果表明经４０、８０、１２０ｍｉｎ超 声 浸 提 后，其 抑 菌 圈 直

径分别提 高２．２９％、１９．８４％、１８．１５％。故 确 定 超

声浸提时间为８０ｍｉｎ。

图１　不同浸提时间的抑菌圈比较

２．２　浸提液的 选 择　在 超 声 功 率１００Ｈｚ、超 声 时

间４０ｍｉｎ的条件下，采用ｐＨ　３．０的不同浸提溶液

分别进行同重量的恩拉霉素预混剂的浸提。将不同

对照液（不同组成的浸提溶液）和样品浸提液进行生

测法抑菌圈比较（检定菌芽孢数约１０６个／ｍｌ），结果

见图２。由图２可知，用不同对照液（浸提溶液）和

样品浸提液进行生测法，均能出现抑菌圈。对照液

中，丙酮浸提溶液Ａ和甲醇浸提溶液的抑菌圈明显

较大，直 径 约１３．２８ｍｍ；而 乙 醇 浸 提 溶 液、丙 酮 浸

提溶 液 Ｂ 和 水 浸 提 溶 液 的 抑 菌 圈 较 小，直 径 约

１０．３２ｍｍ，该结果表明后３种浸提溶液对检定菌的

生长抑制作用较小。用不同浸提溶液提取样品，以

丙酮浸提液Ａ（进口兽药质量标准，１９９９）的抑菌圈

直径为基准，甲醇浸提液（国标，２００８）、乙醇浸提液、
水浸提液的抑菌圈直径分别降低９．４２％、２３．７５％、

４１．５８％；而 丙 酮 浸 提 液 Ｂ的 抑 菌 圈 直 径 则 提 高

１０．４８％。故丙酮浸提溶液Ｂ的浸提效果最佳，确定

以该浸提溶液进行后续试验提取。

图２　不同浸提溶液和样品浸提液的抑菌圈比较

２．３　不同菌浓度的检定菌对抑菌圈的影响　称取

１ｇ左右 的 恩 拉 霉 素 预 混 剂 样 品，在 超 声 功 率１００
Ｈｚ、超声时间８０ｍｉｎ的条件下，采用丙酮浸提溶液

Ｂ进行浸提。以含不同芽孢数的枯草芽孢杆菌菌悬

液为检定菌，比较形成的抑菌圈直径和抑菌圈形成

情况，结果见图３、４。

·７５·中国畜牧兽医 ２０１２年第３９卷第１期 生物技术



图３　检定菌浓度对抑菌圈的影响

注：Ａ中枯草芽孢杆菌芽孢数为１．１２×１０５个／ｍＬ；Ｂ中枯草芽

孢杆菌芽孢数为１．８３×１０６个／ｍＬ；Ｃ中 枯 草 芽 孢 杆 菌 芽 孢

数为１．２２×１０７个／ｍＬ；Ｄ中枯草芽孢杆菌芽孢数为１．５６×

１０８个／ｍＬ。

图４　不同检定菌菌浓度检验下的抑菌圈

图３所示，随着平皿中检定菌芽孢数增加，其抑

菌圈直径呈 现 下 降 趋 势。当 检 定 菌 芽 孢 数 为１．１２
×１０５个／ｍＬ时，虽形成的抑菌圈最大，但从图４的

Ａ图可以看出平皿中菌苔形成不均匀，抑菌圈的边

缘不规则，相对标准误差ＲＳＤ较高，达７．２９％。当

检定菌芽孢数达到１．５６×１０８个／ｍＬ时，检 定 菌 平

皿中出现 双 圈 且 抑 菌 圈 较 小。当 检 定 菌 芽 孢 数 在

１０６～１０７个／ｍＬ的范围内，产生的抑菌圈清晰，抑菌

圈直 径 在 １８～２２ ｍｍ 范 围 内，ＲＳＤ 值 分 别 为

１．８２％和３．４４％。因此确定该检定方 法 的 芽 孢 数 在

１０６～１０７ 个／ｍＬ 的 范 围 内，该 结 果 与 崔 春 英 等

（２００７）报道检定菌浓度相符。

２．４　线性试验　按优化条件（丙酮浸提液Ｂ，浸提

时间８０ｍｉｎ）浸 提 恩 拉 霉 素 标 品，然 后 将 浸 提 液 稀

释为３５．７９、１７．８９、８．９５、４．４７、２．２４、１．１２、０．５６、

０．２８、０．１４、０．０７Ｕ／ｍＬ等 标 准 溶 液。在 检 定 菌 芽

孢数约为１０６个／ｍＬ的条件下，进行了抑菌圈测定。
考察各标准溶液中恩拉霉素浓度的对数值ｌｇＣ与其

对敏感微生 物 生 长 抑 制 而 产 生 的 抑 菌 圈 直 径 的 关

系，结果表明，恩拉霉素标准溶液在浓 度 为０．５６～
３５．７９Ｕ／ｍＬ的范围内，其产生的抑菌圈 直 径 与 效

价的对数值 有 较 好 的 线 性 回 归 性，所 得 回 归 方 程：

Ｙ＝０．２４３６Ｘ－３．４７４３６的相关系数ｒ达０．９９６０，结
果见图５，在该方程中，ｒ值（当ｎ＝７时）＞０．７５４（由

相关系数临界值表查得），其置信水平达９５％以上。

根据一 元 线 性 回 归 效 果 的 Ｆ检 验 法（才 让 加 等，

２００５）得到该 方 程Ｆ值 为１４５２，远 大 于 Ｆ０．０１（１，５）
（由Ｆ分布临界值表查得为１６．２６），该 标 准 直 线 回

归效果极显著。测定各低浓度标品溶液的抑菌圈直

径，结果表明当恩拉霉素浓度为０．１４Ｕ／ｍＬ时，其

抑菌圈直径（１１．１１ｍｍ）略大于浸提溶液样品 产 生

的抑 菌 圈 直 径（１０．３２ｍｍ），当 恩 拉 霉 素 浓 度 为

０．０７Ｕ／ｍＬ时，其抑菌圈直径（１０．４１ｍｍ）与浸提溶

液样品产生的抑菌圈几乎相等，故其最低检出限为

０．１４Ｕ／ｍＬ。

图５　恩拉霉素的标准曲线

２．５　恩拉预混剂测定方法的比较　在检定菌芽孢数

约为１０６个／ｍＬ的条件下，比较了《进口兽药质量标

准》方法（丙酮浸提液Ａ，浸提时间３０ｍｉｎ）和优化方

法（丙酮浸提液Ｂ，浸提时间８０ｍｉｎ）浸提相同量恩拉

霉素预混剂获得的浸提液的抑菌效果。将测得的抑

菌圈直径比对标准曲线，得到表１结果。对同重量恩

拉霉素预混剂分别进行了微生物检定法测定，所得抑

菌圈直径按２．４所得标准方程计算得到样品中的效

价含量，结果见表１。表１表明优化方法处理样品得

到的抑菌圈直径比原方法大１．４８ｍｍ，且其ＲＳＤ较

小。优化方法较原方法，恩拉霉素的 回 收 率 提 高 了

１３．１７％，故优化后方法较好。

·８５· 生物技术 中国畜牧兽医 　２０１２年第３９卷第１期



表１　标准方法和优化方法的比较

标准方法 优化方法

抑菌圈直径（ｍｍ） １５．４８±０．３６　 １６．９６±０．３３
相对标准偏差（％） ２．３２　 １．９５
平均效价（Ｕ／ｍＬ） ３３．８９　 ３８．４１
回收率（％） ８４．７４　 ９５．９０

３　讨论与小结

恩拉霉素为菌丝体内的代谢产物，一般将菌丝

体破碎后恒温震荡提取（杨文革等，２００９），因此浸提

溶液的选 择 比 较 重 要。根 据 已 报 道 的 恩 拉 霉 素 性

质，它不溶于 水 和 纯 甲 醇，但 溶 于 酸 性 水 和 含 水 甲

醇，且恩 拉 霉 素 在 酸 性 条 件 下 非 常 稳 定（顾 欣 等，

２００８），故本试验结合该物质的相关标准及文献比较

了不同酸性溶液浸提效果。结果表明丙酮浸提液浸

提效果比甲 醇 浸 提 液（国 标，２００８）浸 提 效 果 要 好。
对丙酮浸提液Ａ（进口兽药质量标准，１９９９）和丙酮

浸提液Ｂ比较后发现，后者浸提效果更佳且浸提溶

液本身对枯草芽孢杆菌的生长抑制作用弱于浸提液

Ａ，故选择丙酮浸提液Ｂ更好。另外，将恩拉霉素样

品经不同时间比较发现，浸提８０ｍｉｎ的效果好于浸

提３０ｍｉｎ（国标，２００８），浸提更完全。
通过对微生物检定法中检定条件进行研究，结

果表明在超声 功 率１００Ｈｚ、超 声 时 间８０ｍｉｎ的 条

件下用丙酮浸提液Ｂ浸提恩拉霉素样品，浸提较完

全。选择 枯 草 芽 孢 杆 菌 芽 孢 数１０６～１０７个／ｍＬ作

为检定菌浓度，产生的抑菌圈大而清晰，可直接反映

出抗生素对微生物的杀死或抑菌能力大小。在优化

检定条件的基础上，对恩拉霉素的标品进行微生物

检定法测定，结果表明在浓度０．５６～３５．７９Ｕ／ｍＬ
的范围间，其浓度的对数值与相应的抑菌圈直径呈

直线相关。所得的一剂量回归方程Ｙ＝０．２４３６Ｘ－
３．４７４３６的相关系数ｒ达０．９９６０，Ｆ检 验 其 相 关 性

极显著，测量误差较小，与实测数据拟合较好。因此

该回 归 方 程 适 用 于 低 浓 度 恩 拉 霉 素 样 品 的 含 量

测定。
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桔青霉毒素细胞毒性及其检测方法研究

鲁银，袁慧

（湖南农业大学动物医学院，湖南长沙　４１０１２８）

摘要：桔青霉毒素是一种真菌毒素，多存在于发 霉 饲 料 和 含 红 曲 添 加 剂 的 食 品 中，对 人 类 和 动 物 的 健 康 有 严 重 危 害。作

者总结了最近几年国内外关于桔青霉毒素的报道，从体 外 和 体 内 两 个 角 度 详 细 的 综 述 了 桔 青 霉 毒 素 的 毒 性 和 常 用 检 测 方 法

研究进展，为桔青霉毒素的诊断、检测和防治提供一定依据。

关键词：桔青霉毒素；毒性作用；凋亡；检测

中图分类号：Ｑ２６　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１２）０１－００６０－０４

　　桔青霉毒素（Ｃｉｔｒｉｎｉｎ）是一种常见的真菌次 生

代谢物，多存在于霉变饲料和食品中。一直以来，桔
青霉毒素中毒都是国际关注的重要问题，泰国黄变

米、日本的黄酒病和意大利自然发酵香肠事件都与

桔青霉毒素有关。Ｇｏｒｄｏｎ等（２０１０）也 在 高 血 脂 病

人日常食用的４种红米中检测到桔青霉毒素含量超

标，国际生命科学院自然毒素检测委员会欧洲分会

将桔青霉毒素列为必须检测的毒素之一。饲料中的

桔青霉毒素 导 致 肉 鸡 血 液 中 不 饱 和 脂 肪 酸 含 量 升

高，食品红色添加剂中桔青霉毒素致癌案例引起国

际癌症研究会高度重视。目前，是否将红曲发酵产

品 作 为 未 来 食 品 着 色 剂 还 广 有 争 议（Ｍａｐａｒｉ等，

２０１０）。桔青霉毒素主要是肾毒素，对肝脏和生殖系

统也有一定的毒害作用。

１　桔青霉毒素的产生和理化性质

桔青霉毒素（Ｃｉｔｒｉｎｉｎ）的化学式为（３Ｒ，４５）－４，

６－二氢－８－羟 基－３，４，５一 三 甲 基－６－氧－３Ｈ－２－苯 吡－７
羧酸，熔点为１７０～１７３℃，蔡氏培养液中呈柠檬黄

色针状菱形结晶。纯品为黄色三棱状结晶，很难溶

于水，可溶于氯仿、丙酮、苯、甲醇等有机溶剂，与溴、

收稿日期：２０１１－０７－１４
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通信作者：袁慧（１９４７－），男，湖 南 人，博 导，从 事 动 物 非 传 染 病

群发病研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕａｎｈｕｉ７２６９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ；

Ｔｅｌ：０７３１－８４６７３７１２

高锰酸钾反应呈阳性，遇三氯化铁生成浅黄色沉淀，
继续反应生成褐色溶液。

在自然中，多种真菌能产生桔青霉毒素，包括青

霉属中的黄绿青霉、纠缠青霉、点青霉、扩展青霉、瘿
青霉、詹森青霉和曲霉属的土曲霉、白曲霉和红曲霉

等。Ｈｅｔｈｅｒｉｎｇｔｏｎ等首次从桔青霉菌代谢产物中分

离纯化了桔青霉毒素。Ｃｈｅｎ等（２００８）研 究 结 果 发

现，红曲霉属中能分泌桔青霉毒素的真菌都含有３
个高度保守 基 因 簇：聚 酮 合 成 酶 基 因ｐｋｓＣＴ、桔 青

霉毒素主要生物合成酶基因ｃｔｎＡ 和氧化酶合成基

因ｏｒｆ３。桔青霉 毒 素 的 合 成 和 分 泌 由 菌 种 类 型 和

外界环境综 合 决 定。外 界 条 件 中，温 度、湿 度、ｐＨ、
光线和培养基的类型都能影响桔青霉毒素的产生和

产量。在 ＭＥＡ培养基中生长的疣状青霉菌，黄光、
绿光和纯蓝光照射下赭曲霉毒素Ａ的合成停止，桔

青霉毒素却大量合成；黑暗诱导桔青霉毒素的分泌

增加；白光、红光和宝蓝色光线下则不产生桔青霉毒

素。扩展青霉菌是一种典型的桔青霉毒素分泌菌，
但同样在给予白光、红光和宝蓝色光时发现桔青霉

毒素的大量分泌（Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｈｅｙｄｔ等，２０１１）。

２　桔青霉毒素毒性及其毒性机理

桔青霉毒素能对多种动物产生毒性作用，肝脏和

肾脏是其靶器官。有报道称，由于肾脏和肝脏的阴阳

离子通道分布较多，桔青霉毒素很可能通过这些通道

大量进 入 肝 肾 细 胞 蓄 积 或 引 起 急 性 中 毒。桔 青 霉

毒素对小鼠的口服半数致死量（ＬＤ５０）为１１０ｍｇ／ｋｇ
櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅

，
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