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摘要摘要 研究了用改良的CTAB法提取曲霉属产毒真菌DNA的方法，并与试剂盒提取法进行比较。经过改良的CTAB法能够成

功提取出曲霉属产毒真菌的DNA，且浓度和纯度均可达到PCR扩增的标准。根据合成黄曲霉毒素的aflR基因设计两对引物，运

用PCR方法进行扩增鉴定，结果表明黄曲霉、寄生曲霉和溜曲霉基因中可检出aflR基因，烟曲霉和杂色曲霉中并未检出，达到对

黄曲霉毒素产生菌进行鉴定的目的。这种方法可为产毒真菌的快速检测提供参考。
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DNA Preparation of Toxigenic Aspergillus and PCR Detection
of aflR Toxin Gene

AbstractAbstract This paper discusses the modified CTAB method for DNA extraction of toxigenic Aspergillus and compares it with the kit
extraction method. The modified CTAB method successfully extracted DNA of toxigenic Aspergillus. The concentration and purity
reached the standard of PCR amplification. Two pairs of primers were designed based on the aflR gene for aflatoxin biosynthesis
regulation, and the toxigenic Aspergillus aflR gene was identified by using PCR amplification. The results show that the aflR gene is
contained in the genome of Aspergillus flavus, Aspergillus parasitic and Aspergillus tamarii, Aspergillus fumigates and Aspergillus

versicolor are not detected, realizing the purpose for identifying aflatoxin producing strains. This method provides a reference for rapid
detection of toxigenic fungi.
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真菌是一类有细胞壁，不含叶绿素，无根叶茎，以腐生或

寄生方式生存，能进行有性或无性繁殖的微生物[1,2]。真菌毒

素是由真菌产生的具有毒性的次级代谢产物，广泛污染农作

物、食品及饲料等植物性产品。真菌及其所产生的真菌毒素

具有毒性强、结构稳定、分子量小等特点，且在自然界分布广

泛，对储粮、动物饲料和食品侵染的机会较多 [3]。到目前为
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止，已经发现了300多种化学结构不同的真菌毒素[4]。曲霉属

产毒真菌主要包括黄曲霉、寄生曲霉、杂色曲霉、溜曲霉、烟

曲霉、赭曲霉等，主要产生黄曲霉毒素、杂色曲霉素、烟曲霉

震颤素和赭曲霉毒素等[5]。

产毒真菌及其真菌毒素的污染，一方面对人类或动物健

康造成损害，引起中毒甚至癌症[6]；另一方面给农产品、食品

行业造成严重的经济损失。全球每年约有 25%的农作物及

农产品遭受真菌及其真菌毒素污染，造成损失可能达到数百

亿美元[7]。无论从经济方面还是人与动物健康方面，预防和

减轻真菌毒素污染，进行产毒真菌的检测和鉴定都具有重要

意义。

在国内，对产毒菌种的鉴定研究进行的不多，鉴于国内

产毒真菌的分布与污染范围较广，本文建立曲霉属丝状真菌

DNA提取的改进方法，针对黄曲霉毒素合成过程中的aflR基

因建立PCR快速检测体系，旨在对黄曲霉毒素合成过程中的

基因进行检测，以期为产毒真菌及真菌毒素检测的进一步发

展提供贡献。

1 材料与方法
1.1 主要仪器和试剂

PCR仪（美国Bio-Rad公司），GelDoc XR+凝胶成像系统

（美国Bio-Rad公司），NanoDrop 2000超微量分光光度计（美

国热电公司），TGL-20M高速台式冷冻离心机（湘仪离心机仪

器有限公司），DYCP-31D型水平电泳槽、DYY-11型电泳仪

（北京市六一仪器厂），电热恒温培养箱（天津市中环实验电

炉有限公司），超净工作台（北京碧都空气净化设备公司），恒

温水浴锅（金坛市荣华仪器制造有限公司），液氮罐（乐山市东

亚机电工贸有限公司），高压灭菌锅（江阴滨江医疗设备厂）。

马铃薯葡萄糖肉汤培养基（北京奥博星生物技术有限公

司），琼脂糖（Gene Company Ltd.），真菌基因组DNA提取试剂

盒、100bp DNA Ladder Marker、λDNA/Hind III、Super Green I
（北京欣科中晶生物科技有限公司），dNTPs、Taq DNA 聚合酶、

10×Taq buffer（Mg2+ plus）（北京博奥拓达科技有限公司），

CTAB(十六烷基三甲基溴化铵)、Tris（三羟甲基氨基甲烷）、

EDTA（乙二胺四乙酸）、硼酸、PVP-40（聚乙烯吡咯烷酮）、氯

化钠、Tris饱和酚、氯仿、异戊醇、无水乙醇等均为分析纯。

1.2 菌株的活化和培养

本试验共选取 5 株菌株：黄曲霉（40536）、寄生曲霉

（40365）、溜 曲 霉（30585）、烟 曲 霉（3.5835）、杂 色 曲 霉

（2474），以上标准菌株均由辽宁省出入境检验检疫局提

供。菌株活化后接种于马铃薯葡萄糖肉汤培养基中，于恒

温摇床上 27℃、120 r/min培养 4 d，真空抽滤后收集菌丝体，

无菌超纯水洗涤数次并用无菌滤纸吸干水分，用于基因组

DNA的提取。

1.3 基因组DNA的提取

参考谷艳昌[8]、周小玲等[9]的方法，设计一种改良的CTAB
法提取曲霉属丝状真菌基因组DNA。经反复试验，得出提取

曲霉属丝状真菌基因组DNA的具体步骤为：

1）取一定量菌丝体于研钵中，液氮研磨成粉末状后迅速

转移到1.5 mL离心管中；

2）加入600 μL预热的CTAB溶液（2% CTAB，200 mmol/L
Tris-HCl，20 mmol/L EDTA pH 值 8.0，1.4 mmol/L NaCl，1%
PVP-40，0.2% β-巯基乙醇），迅速盖紧管盖，充分震荡，65℃
水浴30 min，期间不断震荡；

3）室温冷却后加入等体积的酚-氯仿-异戊醇（体积比

为25∶24∶1），反复颠倒混匀1 min，13000 r/min离心10 min；
4）吸取上清于另一离心管中，加入等体积的氯仿-异戊

醇（体积比为 24∶1），反复颠倒混匀 1 min，13000 r/min 离

心 10 min；
5）吸取上清于另一离心管中，加入 5 μL 10 mg/L 的

RNaseA溶液，37℃水浴1 h；
6）重复步骤3）、4）；
7）吸取上清于另一离心管中，加入 0.7倍体积的异丙醇

和 0.2倍体积的 5 mol/L的NaCl溶液，颠倒混匀，4℃沉淀后

13000 r/min离心10 min；
8）去上清，加 500 μL 70%乙醇清洗沉淀，4℃ 13000

r/min离心10 min，去上清后倒扣于滤纸上，干燥DNA，干燥时

间为15 min左右，长时间的干燥不利于下一步DNA的溶解；

9）加入50 μL TE缓冲液溶解基因组DNA，于-20℃冰箱

保存。

同时，采用北京欣科中晶生物科技有限公司的真菌基因

组DNA提取试剂盒，提取液氮研磨后的菌丝体DNA，与上述

提取方法获得的DNA进行对比。

1.4 PCR检测体系

针对黄曲霉毒素蛋白活化基因aflR的基因序列[10,11]，采用

Premier 5软件设计的引物如表 1所示，引物序列由上海生物

工程技术服务有限公司合成。

用改良的CTAB法提取的曲霉属 5种真菌基因组DNA，

分别扩增 aflR基因，反应体系为 50 μL，含 1 μL DNA模板、5
μL 10×Taq buffer、1 μL 10 mmol/L dNTP、上下游引物（20
μmol/L）各 1 μL和 0.5 μL Taq DNA聚合酶（5 U/μL），用超纯

水补足总体积。

表1 用于PCR检测的目的基因及其引物

Table 1 Target gene and primers for the PCR
amplification detection

扩增

片段

aflR

（AY19
7608）

引物名称

aflR-1 Left
aflR-1 Right
aflR-2 Left
aflR-2 Right

引物序列

5'-GAGCAAAGCACCCTGTCTTC-3'
5'-AACGATAAGGACGACCATGC-3'
5'-GAAGTAGGGACCCCCATGAT-3'
5'-TGGTCTTCCTCATCCACACA-3'
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PCR扩增反应条件：94°C预变性 3 min；94°C变性 30 s，
55°C退火45 s，72°C延伸60 s，30个循环；72°C延伸5 min。

PCR产物在1.2%琼脂糖凝胶上电泳检测。

2 实验结果
2.1 基因组DNA提取结果

从图 1中可以看出，用改良的CTAB法和试剂盒法提取

的曲霉属菌丝体基因组DNA凝胶电泳图条带清晰，分子量在

23 kb左右。经NanoDrop 2000超微量分光光度计测定，两种

方法所提取样品的基因组DNA质量浓度分别在400 ng/μL和

150 ng/μL左右。显然经过改良的 CTAB 法提取的基因组

DNA浓度较高，但试剂盒法更快速，相对于改良的CTAB法会

节省一半以上时间。试验表明，两种方法均可用于曲霉属菌

丝体基因组DNA的提取，且浓度和纯度都能达到需求。与试

剂盒法相比，经过改良的CTAB法更适用于提取曲霉属基因

组DNA。

图1 两种提取方法得到的DNA的凝胶电泳结果

Fig. 1 Electrophoresis results of the DNA btained by two methods

图2 两对引物的PCR扩增结果

Fig. 2 PCR amplification results of two pairs of primers

（a）aflR-1 （b）aflR-2

1—100 bp DNA分子量标准；2—黄曲霉；3—寄生曲霉；4—溜曲霉；5—烟曲霉；6—杂色曲霉；7—阴性对照

（a）改良的CTAB法 （b）试剂盒法

1—λDNA/Hind III分子量标准；2—黄曲霉基因组DNA；3—寄生曲霉基因组DNA；4—溜曲霉基因组DNA；5—烟曲霉基因组DNA；6—杂色曲霉基因组DNA

2.2 PCR检测结果

本研究对产黄曲霉毒素的 aflR基因进行扩增。两对引

物的扩增结果见图 2。黄曲霉（40536）、寄生曲霉（40365）和

溜曲霉（30585）3种菌株呈阳性反应，其余两种菌株呈阴性反

应。aflR基因的PCR检测法特异地针对含有aflR基因的菌株，

能够通过PCR方法初步对产黄曲霉毒素的菌株进行筛选。
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3 讨论
CTAB法主要用于植物基因组的提取，也有用于提取真

菌DNA的报道 [8,9]。在基因组DNA的提取过程中，对于曲霉

属菌株，与直接从平板上刮取菌丝的方法相比，经过发酵过

滤得到的菌体更丰富且易于研磨，DNA产量高 [12]。在CTAB
溶液中加入PVP-40和β-巯基乙醇，可有效减少酚类、醌类及

多糖类物质的污染[13]。用酚-氯仿抽提的方法可有效去除蛋

白类物质。试验发现，用异戊醇沉淀DNA明显优于无水乙

醇，可以减少DNA的损耗。在沉淀过程中加入高盐溶液，可

溶解溶液中残留的多糖等物质，提高了DNA的纯度[14]。直接

用试剂盒提取菌丝体的基因组DNA时，由于曲霉属真菌菌丝

体细胞壁较厚，导致提取的DNA浓度低。所以本试验的试剂

盒法提取过程中也加入了液氮研磨步骤。

曲霉属产毒真菌中可产生黄曲霉毒素的包括黄曲霉菌

和寄生曲霉菌。本试验通过对 aflR基因的PCR检测可检出

黄曲霉菌和寄生曲霉菌。通过电泳条带可发现溜曲霉同时

被检出，可确定溜曲霉中也含有合成黄曲霉毒素必备的 aflR

基因。文献[15]报道个别溜曲霉菌株可产生黄曲霉毒素[15]，但

这类研究并不多见，有待进一步的研究。烟曲霉和杂色曲霉

没有检出 aflR基因，可能的原因有两种：菌种基因组中没有

aflR基因，并不产生黄曲霉毒素；本文所设计的引物不合适，

无法检出。但目前为止还没有关于烟曲霉和杂色曲霉产生

黄曲霉毒素的相关报道，也没有烟曲霉和杂色曲霉含有 aflR

基因的报道，本研究结果具有一定参考价值。

4 结论
经过改良的CTAB法能够有效提取曲霉属真菌的DNA。

试剂盒提取过程相比CTAB法耗时短，效率高。且CTAB法相

比试剂盒法更廉价，更适合基层推广使用。CTAB法提取的

DNA浓度更高，同时还具备简单、易操作的特点，具有很强的

实用性，可以广泛地应用于曲霉属真菌DNA提取中。

通过PCR的方法，针对黄曲霉毒素过程中必需的aflR基

因成功地对曲霉属产毒真菌的 5种菌株进行了检测，整个

PCR反应过程只需 2~3 h，检测速度快，效率高，可为产毒真

菌的快速检测提供参考，以建立快速检测体系。
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