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要

通过培养产玩握丝醉母比较) & − 与蛋白含盆的交 化
,

评价 加入培养基中的,
一9 毒素与硒

的细饱毒性和生理活性
4

试脸表 明
, 。即< ,

一9 毒素明显摔刽产阮极丝薄母的生 长
,

=>四硒
对生长的促进作用且著

,

且可完全拮抗 1>>口 ,
一 9 毒紊 的毒性

4

, 一 9毒素 :,
一 9 , 7 ?3 ≅; 是一种可由多种镰刀菌 :Α璐�Β 伽, ; 和木霉 :, Χ 官Δ九叱郎琳�

从Ε ≅7
Χ Φ < ; 产生的单端抱菌烯 :, Χ 客ΔΓ 以触Δ5 ≅ 5;

4

联合国粮农组织 :Α − ∗ ;和世界卫生组

织 :Η 0 ∗ ;已将镰刀菌毒素
,

同黄曲霉素一样列入 自然发生的最危险的食品污染物甲
, ‘

人畜误食, 一9毒素污染的食物
,

时常出现急性中毒症状
‘“

·

”
4

据 >3
5 Ι 报导 ‘弓’ ,

在美国

玉米中的, 一9毒素含量达到 ϑ> Κ < Χ 显然
, , 一 9毒素的食源性致毒值得重视

4

, 一9毒素的主要作用在于抑制Λ & − 和蛋白质 的合成
〔”’ Χ

它抑制多核糖体上蛋自合

成的起始
‘”

。

Α �Φ Β3 Μ 『 “’
等用离体培养的人体细胞比较) & − 合成的速度

,

以评价水中有

害物的细胞毒性
4

) & − 的主要生物化学作用是指导蛋白质的合成
4

本文旨在以便于培养

的真核细胞

—
酵母为材料

,

观测其) & −与蛋白合成变化的方法
,

评价 , 一9毒素与硒对

真核细胞生长的影晌
,

以及硒对, 一 9毒素细胞毒性的拮抗作用, 以期揭示食源性 , 一 9 毒

素与人体健康的相关性
,

并为寻求保健措施提供依据
4

0 0

材 料 与 方 法
一 一 一∗ 0

 
4
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≅ Ν ‘Ν � Φ 6Ο=3Μ

:0 5 柞 ≅ 己8
。

;.
, 5 6 Π Β 5 Ε 5 Β ∋

。

)
。

〕

系大连 2 Ι 。 。

饲料酵母
,

由中国科学

院微生物所提供
。

9
,

, 一 9毒素

由中国军事医学科学院六所提供
4

化

学结构式见图  
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硒化Π “Κ Κ � 一

卡拉胶 :Π �Κ Κ � 一Μ Δ =5二。5 � Β Β 7 Ε 7 5 7 � ≅ 少

本室制备
,

其末端单元结构见图 9 ,

含硒量为 Σ ∃∃ 7 Κ Κ <
,

溶于水
4
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硒化Π � ΚΚ � 一

卡拉胶的末端单元结构

Α !
4

9 , 5 Β< 3≅ � = Φ ≅ 36 7 Ο Π � Κ Κ � 一 Μ 5= 5 ≅ 7Δ � Β Β� Ε 5 5 ≅ � ≅

Σ
。

试验万法

试验分 Ξ 组
,

�∃ <= 培基 Ψ 1∗∗<= 三角瓶
,

每组 ∀瓶
,

每瓶接斜面菌体一环
。

在9∀ 一9! ℃
,

 Ξ∃ 转加 3≅ 摇床培养Ξ∀ Γ后
,

用中∃
4

Σ �协< 微孔滤膜收集菌体
4

试验组培养基组成
Ι

: 一; 对照组 :合成基础培基 ; 蔗糖 ∃ ∃ !
,

氯化钙 ∃
4

 ! ,

硫酸钠  
4

9 ! ,

硫酸镁∃
4

9 ! ,

磷酸氢二 钾。
4

�!
,

蒸馏水定容至  ∃ ∃ ∃<= 后
,

以 (& 0 /( 调节Κ0至 Ξ
4

!
4

:9 ; =Κ Κ < 亚硒酸钠硒组 每 =7 7 < =基础培基中加含硒 ∃ ∃协Ε加=的亚硒酸钠液=< =
,

以(& & � ∃ 0 调节Κ0 至 Ξ
4

∀ ∀
4

: # ; =Κ Κ < 硒化Π � Κ Κ � 一

卡拉胶硒组 每 =7 7 < =基础培基中加含硒  ∃ ∃协Ε加=的 硒 化

Π � Κ Κ � 一

卡拉胶=< =
,

以 (& & �∗ 0 调节Κ0 至 Ξ
4

!
4

: Σ; 1> Κ < , 一 9毒素组 取定量 , 一 9 毒素丙酮液于无菌的三角瓶 内
,

待丙酮挥 发

后加入已灭菌的基础培养基 :灭菌前
,

用 (& 0 /( 调节 Κ0至 Ξ
4

!;
4

: � ; ΜΚ Κ < , 一 9霉素
,

加= Κ Κ < 亚硒酸钠硒组
4

: Ξ ; Μ Κ Κ < , 一 9毒素
,

加=Κ Κ < 硒化Π � Κ Κ � 一

卡拉胶硒组
4

�
4

) & − 含量测定
【, ’

:  ; 过氯酸作目酸钱沉淀剂 ∃
4

9 � Ζ :& 0
‘
;
。

+ 7 [ ∃ Ι ‘ ∴ 9
4

� Ζ 0 / =7
‘ , ∃

4

9 � ! 钥酸

钱溶于! Ξ
4

Σ< =蒸馏水后加 #
4

Ξ < . ] ∃ Ζ 0 / =7
‘ 4

: 9 ; 操作 取湿菌体  ! 加  ∃ Ζ & � /(  � < =
,

摇匀
,

沸水浴 = Γ
,

冷却后
,

# � ∃ ∃

转加3≅ 离心9∃ < 3≅
4

沉淀留待测定蛋白
4

上清液冷却至  ∃ ℃后
,

以 Ξ& 0 Δ= 调节Κ0 至  
4

∀
,

于 Σ ℃ 中放置  � < 3≅
,

再以 # � ∃ ∃转Ψ < 3≅ 离心ϑ∗< 3≅
,

沉淀即 ) & −
4

而后以氨液调节Κ0 至

]
4

∃的蒸馏水=7 < =溶解沉淀
4

甲管加以上溶液9 < =
,

蒸馏水 9 < =, 乙管加以上溶液 9 < =
,

过氯酸
一

钥酸按沉淀剂 9 <=
4

摇匀后
,

于 Σ ℃放置 � < 3≅
, # � ∃ ∃转加(≅ 离心 ∃ < 3≅

4

取上

清液  < =
,

定容至�∃ <=
4

以蒸馏水作空白测定∗ Λ
Ι 。。

值
4

乙管空 白系 ϑ <= 高氯酸
一

铂酸

钱沉淀剂
, 9 < =蒸馏水摇匀后取 = <= 稀释至 �∃ <= 的∗ Λ Ι 。 。

值
4

: # ; 计算 )& −: 。Ε ; ⊥

畔迎澳曝鬓塑丛
卫 又 样品总毫升数 、稀释倍数

4

∋ 一 _ 乙乙

Ξ
4

蛋 白含量测定
【 4 ,

:  ; Κ0 1
4

Ξ , Β3Μ一0 / (缓凉液 � ∃ < . ∃
4

(+三羚 甲基氨基甲烷
,

与  9
。

Σ < . ∃
4

(&

0 Δ= 混匀后
,

蒸馏水稀释至  ∃∃ <=
。

:9 ; 操作 在提取) & − 所得的沉淀中
,

加  ∃ < . Κ0 1
4

Ξ的, Β 3Μ一0 Δ =缓冲液 :内含

(⎯Ζ甘油
、

ϑ7< + + Ε Δ =Χ
·

Ξ0 Χ 7 ;
,

搅拌提取 ϑ Γ 后
,

# � ∃ ∃ 转加3。离心  � < 3≅ ,

清株扶
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Ξ∃ ∃< Ε加=量加入硫酸钱
,

溶解后# � ∃ ∃转加3≅ 离心  Μ< 3”
4

上清液对蒸馏水透析 必
,

以除

去硫酸钱
4

透析后的蛋白溶液及离心所得沉淀
,

以 ∃
4

(+硫酸钾溶液定容至 ∃ 。耐 :∃
4

(+

硫酸钾液内含 � < + Π 0
Ι >∗ ‘ ,

以 Π ∗ 0 调节Κ 0 至 ]
4

∃;
4

以7
,

(+硫酸钾液调零
,

测7 Λ
Ι 。。 , 7 Λ ϑ 。。 4

: # ; 计算 样品蛋 白的绝对量 :< Ε加=; ⊥ − , 。 �

Ψ 〔9 ] ∴  9 ∃ :−
Ι Ι 。

Ψ −
Ι 。 , ;〕

结 果 与 讨 论

 
4

试验结果列于表  
4

由表  可见
,

与对照组相比
,

在正常培养基中加 入 1 >> <

含量的, 一9毒素后
,

就明显地抑制了产阮假丝酵母的生长
,

每毫升培养液中的平均菌林
量 :湿重 ; 降低 # Ζ

,

菌体 ) & −降低9∃ Ζ
,

菌体蛋白降低Σ� Ζ
,

而在正常培养基中加入

表 ( ,
一
9毒素与硒对酵母生长的影响

, �8 =5  , Γ 5 % ΟΟ5 5 6 Μ 7 Ο ,
一
9 , 7 ? 3≅ � ≅ Ν 1 5 =5 们 3Φ < 7 ≅ α Β 7 β 6Γ 7 Ο 2 5 � Μ 6

菌体漫 重 ) &− 含盈 蛋白食6

一试 ‘
敬翌 乙口

马主工

Ε Ψ 口 培养液
」

相对Ζ =Β≅ Ε Ψ < =培养液
三

相对Ζ
飞

< 盯过培养滚 翎时Ζ
��

果 
结、
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亚硒酸钠
,

1 一 2毒素 组

% (

2 &

犁摇黔6
卡拉胶

,
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!
)
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�皿血即卯7777

% 77 � 含量的硒后
,

对产阮假丝酵母生长的促进作用显著 , 按每毫升培养液中的平均重

量计
,

加入亚硒酸钠硒与硒化. /7 − / 一卡拉胶硒后
,

菌体量 ∗湿重 + 分别增加∋ 8和乳 8
,

菌体9 :入分别增加&( 8和 5& 8
,

菌体蛋白量亚硒酸钠硒组提高2! 8
,

而硒化心− − /
一

卡

拉胶硒组增加了5# 8
)

在正常培养基中一并加入 # − − � 含量的1 一 2 毒素和 % 77 � 含量的

硒时
,

加入亚酸钠硒与硒化 . “− − “一卡拉胶硒后菌体量 ∗湿重 + 也分别增加巧8
,

菌体

9 : ;分别增加 2( 8和 % 5& 8
,

菌体蛋 白量分别提高 %# 8和 &4 8
)

2
)

试验结果还表明
,

在正常培养基中加入 % 77 � 含量的硒不仅对产阮假丝酵母生

长的促进作用明显
,

还可以完全拮抗培养基中 # 77 � 含量的 1 一 2 毒素对产阮假丝酵母生

长的抑制作用
, 同时还揭示有机硒化物硒化 . /7 − 。一 卡拉胶硒

,

较之无机硒化物亚硒酸

钠硒具有更好的效果
。

4
)

在培养基中加入 1 一2毒素与硒化物
,

观测其对产阮假丝酵母9 : ;和蛋白合成的

影响
,

可以评价 1 一 2毒素与硒的细胞毒性或细胞生理活性
)

试验所得结果
, 与< =, 。“ ’

报

导的 1 一 2 毒素抑制多核糖体上蛋 白合成的起始步
,

以及我们
‘) ’用小鼠试验表毋的硒化

. /7 7/
一

卡拉胶可明显提高血红蛋 白含量
,

且其生理效应优于亚硒酸钠的结果
,
完全一

致
)

本方法在细胞毒理和生理活性评价中
,

有其一定的应用价值
,
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