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摘要 ：桔青霉素是能引起肾脏毒性的真菌毒素，并有致癌性。本文综述 了桔青霉素的物理、化 学和 生物 

学特 性及 其 免疫 学检 测 方法研 究进展 。 
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A brief introduction of citrinin and study progress of its immunoassay methods 
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Abstract：Citrinin is a mycotoxin which can induce renal dysfunction， and it is tumorigenic，Th is article is a 

perspective study on its’physical ，chemical ，biological prope rties and the immunochemical detecting methods· 
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桔青霉素是青 霉属和曲霉属的某些 菌株产生的真菌毒 

素 ，于 1931年首次被分离纯化。1979年 Carlton将其作为抗菌 

素进行 检测 时 ，发 现它 对 实 验 动物 具 有 显著 的 肾脏 毒 性 。后 

来 ，又发 现它 能引起 许 多动 物 的肾脏 毒害 ，并 有致 癌性 。调 查 

发现一些桔青霉素的产生菌在 自然界分 布广泛 ，经常引起纤 

维的降解以及玉米 、大米等农作物的霉变。近年来 ，桔青霉素 

在食 品 中的 污染 问题越 来 越 引 起 人们 的关 注 。在 1991年 法 

国里 昂 召开 的真菌 毒 索 和地 方 肾病 与泌 尿 道肿 瘤 研 讨 会 上 ， 

讨论了桔青霉素在 Balcan地方肾病发生中的作用 ，引起 了国 

际癌症研究会的高度重视 。当年 ，桔青霉素被 国际生命科学 

院 自然毒 素检 测委 员会 欧洲 分会 列为 必须 检测 的 毒素之 一 。 

1 桔青霉素 的物理化 学性质 

桔青霉素的分子式是 c， H， O ，分子量为 250。其化学 

命名是(3R，4S)一4，6-二氢一8．羟基一3，4，5一三 甲基一6一氧．3H一2．苯 

吡．7羧 酸 。在常 温下 它是一 种 黄色结 晶 物质 ，熔 点 为 172℃ 。 

在长波紫外灯的激发下能发出黄色荧光 ，其最大紫外吸收在 

319nm、253nm和 222nm。在适宜 pH值条件下，该毒素能溶解 

于水 及大 多数 有机 溶 剂 中 ，并 很 容易 在 冷 乙 醇溶 液 中结 晶析 

出。在水溶液 中，当 pH值下降到 1．5时也会沉淀析 出。因 

此 ，可以根据这些特性进行分离纯化。 

2 桔青霉素 的生 物学特性 

2．1 桔 青霉 素抗 菌性 

桔青霉素首先是作为抗菌素从青霉属中分离并加以研究 
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的，它具有良好的抑菌性 ，能抑制芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌 、蜡 

状芽孢杆菌 、结核分枝杆菌和金黄色葡萄球 菌等革兰氏阳性 

菌，对革兰氏阴性菌抑制弱 ，还能抗某些真菌和原生动物 ，只 

是因 为较 强 的毒性 而无 法应 用 。 

2．2 桔青霉素的毒性及其作用机理 

桔青霉素主要 是一种 肾毒性 毒素，它能引起狗、猪 、鼠、 

鸡、鸭和鸟类等多种动物肾脏病变。大鼠的 LD 是 67mg／kg， 

小 鼠的 LD50是 35mg／kg，豚 鼠 的 I 50是 37mg／kg。它 引 起 的 肾 

脏损害主要表现为 ：管状上皮细胞的退化和坏死、肾肿大 、尿 

量增 加 、血 氮和 尿氮 升高 等等 。并 可引 起 一系列 的生 理失 常 。 

毒理学研究证明 ：桔青霉素能抑制肝细胞线粒体氧化磷酸化 

效率 ，它通过抑制 NADH氧化酶 ，NADH还原酶 ，细胞色素 C 

还原酶 ，苹果酸 、谷氨酸及 a一酮戊二酸脱氢酶的活性 ，引起跨 

膜电压的降低 ，从而导致氧化磷酸化效率 的降低。其作用机 

理与 2，4-二硝基酚等解偶联剂的作用机理是不一致 的。进一 

步研究发现 ：桔青霉素能显著抑制肾皮质细胞和肝细胞线粒 

体的 a一酮戊二酸和丙酮酸脱氢酶的活性 ，并能降低 ca2’吸收 

速率及 Ca2 总量⋯。另 外，桔青霉素还 能和其 它真 菌毒素 

(如赭 曲霉 素、展青 霉素 等)起 协 同作用 ，增 加对 机 体 的损 

害 ]。桔青霉素的致突变问题在学术界一直存在争论。桔青 

霉素在体外能引起细胞 的 RNA合成抑制和 DNA单链断裂 ， 

并干扰 DNA前体的合成和释放。然而 ，Yang等在用大鼠全胚 

胎培养测定桔青 霉素的致 突变性时却发现 ：在培养 45小时 

后 ，一定浓度的桔青霉素能引起卵黄泡直径 、头尾 长度 、体节 

数量及蛋白质 、DNA合成的减少 ，但未能观察到畸形的发生。 

在低浓度条 件下 ，处理组与 对照组在 外观上和组 织上无 差 

别 。而且 ，在现实情况下 ，桔青霉素要在生物体内积累到如 

此高 的作 用浓 度 的可 能 性 也 不大 。看 来 ，桔青 霉 素 致 突 的 过 

程是漫长而复杂的 ，受多种 因素的综合影响 ，并存在种群和个 
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体 的差 异 。也 许 Sabater-Vilar的研 究能 更 好地 阐明 这个 问 题 ， 

他在用沙门氏菌微粒体试验和沙门氏菌肝细胞试验来检测桔 

青霉素的致突变性的实验 中发现，前者未能检测到桔青霉素 

有诱变作用 ，而后者则检测到桔青霉素对 T98菌株有诱变作 

用，提示桔青霉素需要通过复杂的生物转化才能发挥其致突 

变作 用 。 

2．3 桔 青霉 素 的产 生及其 自然 分 布 

有多种青霉属真菌和曲霉属真菌能在自然或人工条件下 

产生桔青霉素。如青霉中的纠缠青霉 、瘿青霉 、黄绿 青霉 、点 

青霉 、扩展青霉 、詹森青霉等 ，曲霉有土曲霉 、白曲霉和红曲霉 

等。其中桔青霉是 自然界中最重要的桔青霉素产生菌 。桔青 

霉在 自然界中分布广泛 ，在温暖的气候条件下生长繁殖迅速 。 

它经常和纤维的降解 ，玉米 、大米、面包等农产品或食品 的霉 

变有关。在大米中及大米的产地该菌是普遍存在 的。近年来 

的调 查研 究发 现 ：在 许 多农 产 品如 玉 米 、大米 、奶 酪 、苹 果 、梨 

和果汁等食品和农产品中都有可能检测到桔青霉素 ，和分离 

到产桔青霉素的菌株 ，不同的菌株之间产毒能力和产 毒条件 

差异很大，为预防和控制带来 了困难。因此 ，桔青霉素引起 的 

污染 问题越来 越 受到 人们 的关 注 。 

2．4 红 曲霉产桔 青 霉素 问题及 控 制措 施 

1995年法 国学 者 Blanc证实 某些 红 曲霉 菌株 也 能产 生桔 

青霉素 。这一发现在食品界引起了不小 的震动。在我 国， 

利用红曲霉发酵生产食 品和药品 已有 上千年的历史 ，许 多传 

统食品如：红曲米、红曲酒和腐乳等深受人们的喜爱。红曲霉 

的代谢产物中有许多在食 品、医药和化工 中很有价值 的发酵 

产物 。如品质优异 、着色性好 、色调丰富 的天然红曲色素；能 

显著抑制胆 固醇合成、降低血脂 含量 的莫 那可林 (Monacolin 

K)和洛伐它丁(Lovastain)；还有含量非常丰富的麦角固醇 、长 

链脂 肪 酸及 多 种抗 菌 活 物质 。20世 纪 90年 代 初 ，欧 美 、日本 

等国对我国的食用红曲、药用红 曲及其相关产品需求猛增 ，给 

我国的红 曲生产厂家带来了可观的经济效益。桔青霉素的存 

在不仅使我国的红曲产品出口受到了损失 ，还严重地威胁到 

人们的健康 。日本厚生省在 1999年版“食 品添加剂标准”中 

规定红曲色素中的桔青霉素的含量须低于 0．2ptg／g，德国等西 

方国家也都制定了针对我 国出 口的红 曲相关产品的新标准 ， 

规定桔青霉 素的含量 必须低于规定值，否则 严禁进 口销售。 

而我 国 的红 曲产 品大 多 达 不到 这 些 标 准 ]。现 在 ，国 内外 许 

多学者都在致力于筛选低产或不产桔青霉素的生产菌株及生 

产工艺，和建立桔青霉素快速检测的方法 。Hajjaj等的研究发 

现：红曲霉在酵母膏培养基中培养时 ，桔青霉素的产量远高于 

在其它培养基中培养。在深层培养时 ，供 氧量对桔青霉素的 

产生有很大的影响，添加 6碳至 l8碳的脂肪酸或甲基酮类物 

质能显著降低桔青霉素的生成量 ]。通过同位素跟踪，已阐 

明了桔青霉素合成的生物途径 ，青霉和曲霉产桔青霉素都是 

通过一个乙酰辅酶 A和三个丙二酰辅酶 A分子缩合成丁酮， 

再 进一 步转 化为 桔青 霉 ，而红 曲 霉 是 由一 个 乙酰 辅 酶 A和 四 

个丙 二 酰辅酶 A分 子 缩 合 成 戊 酮 ，然 后 分 两 条 途 径 进 行 ，一 

条 是此 戊酮 与一 个丙 二酰辅 酶 A分 子缩 合成 己酮 ，最 后 生成 

红 曲色素 ；另一条 是 此戊 酮 经 过一 系列 复 杂 反 应生 成 桔 青 霉 

素 。如果能阻断戊酮到桔青霉素这一途径 ，抑制这一过程 

的某 种限速 酶 的活性 ，则既 可增 加红 曲色素 的产 量 ，又 可减 少 

桔青霉素的生成。也有学者提 出通过基因工程的方法对菌种 

进 行改造 来 达 到这一 目的 。 

3 桔青 霉素的免疫检测方 法 

自 1931年桔青霉素被首次纯化以来 ，人们相继采用 了薄 

层层析法(TLC)、荧光光度计法 、高压液相色谱法(HPLC)以及 

气相色谱 、质谱联合法用于桔青霉素的分析检测 。 目前 ，TIE 

和 HPLC法是最常用的检测方法。TLC方法因其操作简便而 

被广泛采用 ，但其灵敏度和特异性都较差。HPLC法具有更高 

的灵敏度 ，可以精确地对样 品中的桔青霉素进行定性和定量 

分析。但是 由于其设备 昂贵 、操作 复杂和对样品的纯度有较 

高的要求 ，不适合对大批量的样本进行检测 ，因而使用受到限 

制 。免 疫化 学 方法 是 近 十多 年 来 发展 起 来 的 新 方 法 ，由于 具 

有较高的灵敏度和特异性。对样品的纯度要求不高，特别适 

合于大批量样本的检测，近年来被广泛应用于各种真菌毒素 

的检 测 。 

3．1 酶 联 免 疫 吸 附 法 (enzyme-linked immunosorbent assay。 

ELISA) 

ELISA方法 由于操作简单 、使用安全 而被普遍 采用。根 

据真菌毒素 检测 的特 点，采用 的检 测方法 主要 有 间接 竞争 

ELISA和直接竞争 ELISA。1995年 Abramson采用 了桔青霉素 

与匙孔贝血蓝蛋白(KIJH)偶联制成的人工抗原免疫得到的兔 

抗血清，用桔青霉素与葡萄糖氧化酶的偶联物作为包被抗原 ， 

制成间接竞争酶联免疫试 剂测 定桔青霉素 ，其检测下限为 l 

一 13ng／rnl，加入样 品中的 200～2000ng／g桔青霉素的 回收率 

为 89％ ～104％ ．变 异 系数 为 6．9％ 一13％[11 J。1996年他 再 次 

采用多克隆抗体制成的直接竞争酶联免疫试剂和间接竞争酶 

联免疫试剂测定了大麦 中桔青霉素的含量 ，采用 10％的甲醇 

PBS溶液对样品进行抽提 ，直接竞争法采用 桔青霉 素与辣根 

过氧化酶偶联作为标记抗原 ，检测下限为 2—4n rnl，加到大 

麦 中的 500～2000ng／g桔 青霉 素 的 回收 率 为 108％ 一lll％ ，变 

异系数 为 8．4％ 一26．9％。 间接 竞 争 法 的 检 测 下 限 为 0．4～ 

0．8ng／rnl，100—2000ng／g加入大麦样 品中的桔青霉 素的回收 

率为 105％ 一ll2％，变异系数为 4．5％ l2％l1 。1999年，他 

采用了碳酸钠溶液抽提样品的简易方法 ，用间接竞争 酶联免 

疫法对加入到玉米中的 200～2000ng／g桔青霉素进行测 定，回 

收率 为 53．2％ 一67．2％，变 异 系数 为 18．4％ ～51．5％l1 。 

2000年 Vrabcheva等 建 立 的 免 疫 学 方 法 的 检 测 下 限是 5 ng／ 

g ，而 Heber在 2001年建立 的间接竞争 酶联免 疫试剂的检 

测下限却只有 15gg／g 。看来采用 的抗体和检测方法不 同， 

样品的提取方法不同，都会导致 回收率 、灵敏度等存在极大的 

差异 。直接竞争 ELISA的操作 步骤少，耗 时少 ，变异系数小， 

重复性好 ，但在酶标毒素的构建过程中，对毒素的结构可能造 

成破坏 ，以致破坏毒素的抗原性 ，影响实验 的可靠性 和准确 

性 ，且可能降低酶的效价 ，导致灵敏度也降低 ，灵敏度的不足 

可能 导致 在 检测样 品时 ，需 对样 品进 行 多 次纯 化 浓 缩 处理 以 

提取纯化毒素，这将消耗 较多的试剂和需较长的样品处理时 

间；间接竞争 ELISA则克服 了以上缺点，其 灵敏度高 ，样 品处 

理时间短 ，但变异系数大” 。如果将样 品处理的时问也考虑 

在 内，则间接竞 争 ELISA的检测时间并不 比直接 竞争 ELISA 

的长 ，而问接竞争 ELISA的变异系数可以通过实验条件 的优 

化 得 到控制 。 

3．2 放射 免疫 分 析法 (radioimmmmassay。RIA) 
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RIA方法 检测 毒 素 的 原理 似于 直 接竞 争 ELISA方 法 ，用 

放射性 同位 素标 记 毒素取 代 酶标毒 素 ，由非标 记毒 素 (非标 记 

抗原)与定量的标记毒素(标记抗原)对限量 的特异性抗体 的 

竞争性抑制反应，标记抗原与非标记抗原之 和多于特异性抗 

体的结合位点 ，当反应达到平衡点时 ，标记毒素抗原抗体复合 

物的生成量受非标记抗原数量 的制约 ，标记毒素和非标记毒 

素 的数量关 系 可 以用抑制 曲线 来 表示 (剂 量 一反 应 曲线 )，通 

过特殊的仪器对抗原抗体复合物的放射活性进行测定 ，即可 

计算出毒素的含量。用该方法测定毒素，具有灵敏度度高 、特 

异性 强 的优点 [17 3，Wang等 用 RIA法 测 定 黄 曲霉 毒 素 ，检 测下 

限为 10 pedml，变异 系数低 于 4％_1 。而 Heber等人 建立 的 

RIA方法检测桔青霉素却不太成功 。RIA方法尽管具有较 

高的灵敏度 ，但 由于使用了对人体有害的放射性物质，对仪器 

设备 、操作人员都有较高的要求 ，故其推广使用受到限制。 

3．3 免 疫层 析法 (immunochromatography．IC) 

免疫 层析 法是 在免 疫化 学基 础上 发展 起来 的定 性 测定方 

法 ，其测定真菌毒素的原理类似于 ELISA方法，只是以胶体金 

颗粒 、乳 胶颗 粒 和磁性 颗 粒 等 示 踪 粒子 替 代 标 记 酶 。胶 体 金 

是指 分散 相粒 子在 l～150nm之 间的金 溶胶 ，属于 多相 不 均 匀 

体系，颜色呈桔红色到紫红色。研究证明：胶体金能迅速、稳 

定地 吸附 蛋 白质 ，而 蛋 白质 本 身 的生 物 活 性 无 明显 改 变 。 因 

此，它可以与抗原或抗体结合，利用其带颜色的特性对抗原或 

抗体进行标记 ，使其 适用于各 种物质 的免疫 学检测 。并 

且 ，由于 胶体 金具 有 肉眼可 观察 的颜 色 ，可 制成 不需 要任何 仪 

器设 备 的试 纸 膜法 ，对 样 本 进 行一 步法 定 性 检 测 。它不 但 具 

有免疫化学方法的特异性强 、灵敏度高等优点 ，而且操作更简 

便，反应更迅速，特别适合于大批量样本的快速检测和基层使 

用 ，具有 广 阔的应 用前 景 。不久 前 ，国家科技 部 已把 包括 黄 曲 

霉素 B、黄 曲霉 素 M、桔青 霉 素和 展青 霉 素等 十 种 真菌 毒 素 的 

金标 试剂 列入 “十五 ”攻关 重 大专项 。 

金标一 步 法测 定桔 青 霉 素是 以条 状纤 维 材 料 为 固 相 ，在 

纤维 上涂 布一定 浓度 的胶 体 金标 记 的桔 青霉 素 抗 体 ，在硝 酸 

纤维 膜上 分别 吸附 检测抗 原 (桔 青霉 素与 载体 的偶 联物 )和抗 

抗体作为检测线和质控线 。以塑料底板、吸水滤纸 、玻璃纤维 

和硝酸 纤维 膜组 成 检 测试 纸 夹 。样 品 加 入后 ，液 体 通过 毛 细 

作用在层析条上泳动，沿滤纸 向上渗透，若样品中含有桔青霉 

素 ，则会 与硝 酸纤 维膜 上 的检 测 抗 原 竞 争 固相 纤 维 上 的金 标 

抗体 ，当毒素含量高时 ，它们会 占据绝大多数金标抗体 的抗原 

结 合部 位 ，从 而阻 止金标 抗体 与 检测线 上 的检 测抗 原结 合 ，因 

而在 检测线 上 不显 色 。相 反 ，若样 品 中不 含待 检毒 素 ，金标 抗 

体就会与检测线上 的抗原结合富集而显色。质控线上的抗抗 

体则通过富集金标抗体而显色，以证明结果的可靠性。胶体 

金颗粒的大小 、标记抗体的浓度 、检测抗原的偶联 比(半抗原 

与载体分子的摩尔比值)及点样浓度对实验结果有较大影 响， 

胶体 金颗 粒 的 大小 一 般 以 50nm左 右 为宜 。加]，确 定 最 佳 标 记 

抗体浓度则采取使胶体金稳定的最小蛋 白浓度实验确定 ． 

而 检测抗 原 的偶 联 摩 尔 比及 点 样 浓 度 则 需 根 据 抗 体 的 亲 和 

力 、载体 的分子量大小等因素确定。用该法检测桔青霉素 ，快 

速 高效 的样 品处理 方法 显得 更加 重要 。 

3．4 桔 青霉 素单 克隆 抗体 的研 制 

无论是 ELISA方法还是金标法 ，都必须以抗体为基础 ，若 

要提 高检 测方法 的 灵敏 度 和 特 异性 ，关 键 是 要得 到 对 真 菌毒 

素具有高度特异性与亲和力的单克隆抗体。由于桔青霉素属 

于小 分子 化合 物 ，只有 反应 原性 而无 免 疫原性 ，不能 刺激 机 体 

产生免疫应答反应 ，必须和大分子载体偶联后制成人工抗原 

才能激发有效的免疫反应。另外，由于桔青霉素不能直接固 

定在固相载体上，也必须将其与蛋白质偶联 ，制备用于筛选单 

抗 的包被 抗原 和用 于 ELISA、RIA和 IC的检 测抗 原 。 因此 ，人 

工抗原 的制备尤为重要。第一 ：偶联方法要尽量保持桔青霉 

素结构的完整性，尤其是不能破坏其分子构像，因为正是其特 

殊的三维空间结构(抗原决定簇)与相应的淋巴细胞表面的受 

体相吻合 ，才能启动针对它的免疫应答。若其构像发生 了细 

微的变化 ，就有可能导致其抗原性改变或影响检测抗原与抗 

体的结合反应 。桔青霉素分子上同时具有羟基 、羧基 和羰 

基 ，三个基团都可通过适当的化学方法与蛋白质偶联，但由于 

三个基团之间可形成二个分子内氢键 ，在水溶液 中桔青霉 素 

分子主要是 以半 缩醛 的形式存 在 ，使得 这一 问题 相 当棘 

手 ，因此需要根据桔青霉素的分子大小 、空 间构像 、化学性质 

等慎 重选 择 偶联方 法。从 羧基 人 手 ，采用 混 合 酸 酐 法 或 活性 

酯法将桔青霉素与载体蛋 白的氨基偶联可能会取得较好的效 

果 J。第二 ：只有抗原决定簇 与淋巴细胞表面相应 的受体相 

接触 ，才能启动免疫应答 ，由于桔青霉素属小分子化合物，当 

它 和蛋 白质 直接 偶联 时 ，不 易和 受体 相接 近 ，如 能在 两者 之 间 

加上 一个 连 接侧链 ，形成 理想 的空间 易近性 ，则 效果 可能 会更 

好。第三：在载体的选择上 ，一般认为用匙眼贝血蓝蛋白作载 

体的免疫原性最强。第 四：淋 巴细胞 要求有一定数量的抗 原 

决 定簇 的刺 激才 能活 化 ，因 此 ，桔青 霉素 与 载体 蛋 白质偶 联 的 

摩 尔 比不能 太低 J。 

4 小 结 

目前 ，桔青 霉素 的危 害性 已越来 越 引起人 们 的重视 ，尤 其 

我 国是红 曲产品 的生 产 和 消 费 大 国 。面对 这 一 严 峻 的 形 势 ， 

应尽快制定检测桔青霉素含量 的国家标准，建立桔青霉素快 

速检测的方法，努力筛选低产或不产桔青霉素 的生产菌株及 

生产工艺 ，才 能保 障人 民健康，并使 我国的红 曲生产行业持 

续 、健 康发 展 。 
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表 7 儿 童的维 生素 情况 ％ 

3 讨 论  

本次 调查 的北 京市 顺 义 区 建新 幼 儿 园 3～6岁 组 男 童 身 

高比 1992年 全 国营 养调 查结 果 分 别 高 8．4、7．6、6．9和 

5．2em(P<0．01)，女童身高分别高 6．8、7．2、7．3和 8．8em(P< 

0．01)，男童 、女童 的 HAZ均为正值，大 于 1992年全 国营养调 

查的均值。3～6岁组男童体重分别高于 1992年全国营养调 

查结果 。根据儿童 的 BMI中位数至 95％分位数值 均低于 

1992年 全国 水 平 ，提 示 儿 童 的 身 高 增 长 可 能 超 过 了 体 重 增 

长，这可能与发育提前有关 (身高发育早 于体重发育 )。儿 童 

生长迟 缓率 、低 体 重率 、消瘦 率 均 显 著 低 于全 国 的平 均 水 平 。 

肥胖率与全国平均水平相比无显著差异 ，超重率则显著高于 

全 国平 均 。这与其 他 作者 报告 的北 京房 山 区学 龄前儿 童 的结 

果是一致的 。值得注意的是，所调查儿童中超重率 显著高 

于 1992年 全 国超 重率 。对 于儿 童 营养 过 剩 或 失 衡 与 营养 缺 

乏 同样 应该 引起 充分 的重 视 。 

本 次调 查儿 童贫 血率 为 7．9％ ，铁 储 备不 足 率 为 38．4％ ， 

建议给儿童适当增加肝脏 、血豆腐和肉鱼禽类 ，以增／JUJL童膳 

食 中动物性食物来源铁的 比例。儿童 中维生素 A边缘缺乏 

比例为 29．3％，建议幼儿园多提供动物肝脏、未脱脂的奶及奶 

制品和禽蛋作为儿童膳食维 生素 A主要来源。维生素 B．缺 

乏 比例为 44．5％ ，维生 素 B1缺 乏 比 例 为 37．1％ ，建议 幼 儿 园 

多给 儿童 吃些 动 物 内脏 (如 肝 、心 、肾 )、肉 类 、奶 类 、蛋 类 、豆 

类 、粗米粗面和谷 薯类 ，还有 莴苣叶和芹菜叶等富含 B族维 

生素的食品。维生素 c缺乏 比例为 15．6％，通过多吃些新鲜 

蔬 菜 与水 果可 预 防维 生素 c缺乏 。 
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