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红曲发酵夏秋茶毒理学评价 

贺圣凌 1, 赵兴丽 1, 周罗娜 1,2, 宋诗颖 1,2, 罗林丽 1, 刘  辉 1* 

(1. 贵州省农业科学院生物技术研究所, 贵阳  550006; 2. 贵州省农业生物重点实验室, 贵阳  550006) 

摘  要: 目的  利用红曲发酵夏秋茶, 探究其急性毒性和遗传毒性。方法  通过急性经口毒性试验评价其食

用毒性, 通过细菌回复突变试验、哺乳动物红细胞微核试验和体外哺乳动物细胞染色体畸变试验对红曲发酵

夏秋茶进行遗传毒性评价。结果  经过急性经口给药的受试动物未见明显中毒症状及死亡, 且雌雄小鼠急性

经口半数致死量(median lethal dose, LD50)大于 10 g/(kg BW), 属于实际无毒级, 哺乳动物红细胞微核试验的阴

性对照组、阳性对照组及红曲发酵夏秋茶各剂量组嗜多染红细胞/红细胞(polychromatic erythrocytes/red blood 

cells, PCE/RBC)比例无明显差别, 细菌回复突变试验中各剂量组回变菌落数均未超过自发回变菌落数的 2 倍, 

体外哺乳动物细胞染色体畸变试验中红曲发酵夏秋茶无细胞毒性。结论  在本试验研究剂量和条件下, 通过

红曲发酵的夏秋茶既无食用毒性也无遗传毒性, 该结论能为其食用安全提供依据。 
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Toxicological evaluation of summer-autumn tea fermented  
by Monascus ruber 
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ABSTRACT: Objective  To explore the acute toxicity and genotoxicity of summer-autumn tea fermented by 

Monascus ruber. Methods  The acute oral toxicity test was used to evaluate the edible toxicity of summer-autumn 

tea fermented by Monascus ruber. The genotoxicity of summer-autumn tea fermented by Monascus ruber was 

evaluated by bacterial reverse mutation test, mammalian erythrocyte micronucleus test and in vitro mammalian cell 

chromosome aberration test. Results  The test animals were not poisoned and died after acute oral administration, 

and the acute oralmedian lethal dose (LD50) greater than 10 g/(kg BW) in male and female mice, which was classified 

as the actual non-toxic level. There was no significant difference in theratio ofpolychromatic erythrocytes/red blood 

cells (PCE/RBC) between the negative control group, the positive control group and Monascus ruber fermented 

summer-autumn tea groups in the mammalian erythrocyte micronucleus test. In bacterial reverse mutation test, the 

number of revertant colonies in Monascus ruber fermented summer-autumn tea groups did not exceed twice the 

number of spontaneous revertant colonies. The result of in vitro mammalian cell chromosome aberration test was no 

cytotoxicity in summer autumn tea fermented by Monascus ruber. Conclusion  The summer-autumn tea fermented 

by Monascus ruber has neither edible toxicity nor genotoxicity in this experiment dosage and conditions, which can 
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provide a basis for its edible safety. 

KEY WORDS: Monascus ruber; summer-autumn tea; safety evaluation; acute toxicity experiment; genotoxicity 

experiment 
 
 

0  引  言 

红曲菌(Monascus)属真菌界散子囊科目中的红曲科[1], 

在我国、日本及印尼等亚洲国家被广泛应用, 历史悠久[2]。

红曲菌在代谢过程中可以产生红曲色素 , 红曲色素

(Monascus pigment)是我国食品卫生法规中被允许使用的

可食用色素之一[3], 除被广泛用于食品业, 也常用于化妆

品及纺织业[4]。目前, 越来越多的学者致力于提高红曲菌

次级代谢产物, 主要通过发酵工艺、菌种的筛选、代谢调

控及基因编辑等来提高红曲菌次级代谢产物产出率。如 LI

等[5]通过设计一种红曲液态发酵马铃薯的新工艺来提高黄

色素产量, 李琦等[6]利用基因敲除构建了一株高产红曲色

素的红曲菌株, 许世锦等[7]通过乳糖醇调节液促进红曲菌

代谢莫纳克林 K (Monacolin K), 吴玉峰等[8]从不同地区红

曲米中筛选出了酿酒用高产 Monacolin K 的红曲菌株。红

曲次级代谢产物 Monacolin K 具有降血压、抑制胆固醇合

成、抗肿瘤及保护肾脏等功能[9]。AKIRA[10]于 1979 年在红

曲发酵液中发现了Monacolin K能特异性的抑制胆固醇的合

成, 郑建全等[11]用红曲喂养自发性高血压大鼠证实了红曲

具有降血压功能, 成晓霞等[12]通过对 Monacolin K 的酯构型

弱碱化发现其抗肿瘤作用。因此, 现在对于红曲菌次级代谢

产物的研究主要集中在如何提高 Monacolin K 的产量。 

茶是全球公认的健康饮品[13], 茶叶在夏秋季会因为

温度上升、光照增强而导致新叶氨基酸含量大幅度降低[14], 

酚氨比升高, 会导致茶叶滋味苦涩[15]。因此, 夏秋茶常被

称作低档茶[16]。而为了提高夏秋茶的品质及经济效益, 目

前主要是利用深加工提高夏秋茶的附加值[17], 如郝标等[18]

利用夏秋茶与酿酒大曲混合制成茶酒, 黄莹捷等[19]利用夏

秋茶和猕猴桃制作果酒等, 也有优化种植技术提高夏秋茶

品质的研究陆续报道, 如刘声传等[20]利用氨基酸叶面肥既

提高了夏秋茶产量又降低了酚氨比。中国有 6 大茶, 分别为

乌龙茶、绿茶、黑茶、红茶、白茶、黄茶[21], 其中乌龙茶、

黑茶和红茶属于发酵茶, 然而, 在目前的发酵茶中, 极少

有用指定菌种接种来发酵茶叶, 提及最多的就是黑茶中的

“金花菌”。利用红曲发酵既能改善夏秋茶的滋味, 又能提

高其功能活性成分, 极大的提高了夏秋茶的经济价值, 如肖

建国[22]提出了一种黑茶的加工方法, 该方法利用红曲菌发

酵黑茶, 显著改善了黑茶的苦涩味, 傅静等[23]利用红曲菌

发酵普洱茶, 显著提高了洛伐他汀的含量, 宋诗颖等[24]筛

选出适生于夏秋茶的红曲菌种, 并完成了种子液基质配方

优化, 进一步证实了红曲发酵夏秋茶的可行性。目前对于

采用红曲菌发酵夏秋茶的安全性评价鲜有研究, 因此, 本

研究通过急性经口试验及三项遗传毒性试验对红曲发酵夏

秋茶进行评价, 以期为红曲发酵夏秋茶的毒理学安全性评

价提供基础, 开发出安全无毒的功能性红曲茶。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

夏秋茶, 由贵州安顺春来茶业有限公司提供。 

昆明(KM)小鼠, 雌雄各半, 由湖南莱斯克景达实验

动物有限公司提供, 生产许可证号: SCXK(湘) 2019-0004。

质量合格证号 : No.430727221101902064, 检疫合格后使

用。使用许可证号: SYXK(湘)2019-0016。 

试验菌株、S9 及细胞株: 经鉴定符合要求的 TA97a、

TA98、TA100、TA102、TA1535 组氨酸营养缺陷型鼠伤寒

沙门菌; 红色红曲霉(Monascus ruber) 3.15746 购于中国普

通微生物菌种保藏管理中心; 中国仓鼠卵巢细胞株(CHO), 

购于武汉普诺赛生命科技有限公司。 

饲料由湖南嘉泰实验动物有限公司提供, 生产许可

证号: SCXK(湘)2020-0006。 

2-氨基芴(2-amino-fluoren, 2-AF)、9-芴酮、1,8-二羟蒽

醌、环磷酰胺(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 

丝裂霉素C (mitomycin C, MMC)(分析纯, 上海阿达玛斯试

剂有限公司); 胰蛋白酶(180 U/mg)、蛋白胨、营养琼脂、

秋水仙素、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、可溶性淀粉、尿素、

氯化钾、硫酸铵、硫酸镁、磷酸二氢钾、硫酸亚铁、无水

乙醇[分析纯, 生工生物工程(上海)股份有限公司]; 姬姆萨

溶液(北京百奥莱博科技有限公司); 马铃薯葡萄糖琼脂

(potato dextrose agar, PDA)培养基(英国 OXOID 公司); 叠

氮化钠(sodium azide, NaN3)(上海世泽生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

ZQPL-200 立式恒温震荡培养箱(天津市莱玻特瑞仪

器设备有限公司); BCE224I-1CCN 分析天平[精度 0.0001 g, 

赛多利斯科学仪器(北京)有限公司]; SX-700 蒸汽灭菌器

(日本 Tomy Kogyo 公司); BSP-400 生化培养箱(上海博迅实

业有限公司医疗设备厂); Milli-Q A10 超纯水系统(美国

Millipore 公司); BGZ-246 电热鼓风干燥箱(上海博迅实业

有限公司医疗设备厂); VS-840-1 净化工作台(上海博迅实

业有限公司医疗设备厂); CX23LEDRFSIC 生物显微镜[奥

林巴斯(中国)有限公司]; BIST-A-D910-D-B 双扉脉动真空

灭菌器(山东新华医疗器械股份有限公司); TG16MW 离心
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机(湖南赫西仪器装备有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  红曲发酵夏秋茶制备 

茶汁的制备: 准确称取夏秋茶(毛茶)5 g 于茶壶中, 

2000 mL蒸馏水煮沸 3 min, 过滤, 稀释 2倍即得备用茶汁。 

孢子悬浮液的制备: 从活化好的红色红曲霉 3.15746

平板中刮取一环菌体于 PDA 培养皿中培养 7 d, 用 7 mm

打孔器从活化好的红色红曲霉 3.15746 平板中打 3 个菌饼

于无菌 PDA 培养皿中, 倒置培养 5 d, 再使用 30 mL 无菌

水刮洗菌体, 过滤于无菌三角瓶中, 使用血球计数板计数, 

确保孢子浓度达 106 CFU/mL。 

种子液的配制: 以 50 mL 茶汁为基准, 蔗糖 1.141 g、

蛋白胨 0.712 g、硫酸镁 0.048 g 配制种子液, 并于 121℃高

压灭菌 20 min。 

种子液培养条件: 温度 28℃、接入 2 mL 红曲菌孢子

悬浮液、初始 pH 5、装液量 50 mL/150 mL、180 r/min 摇

瓶培养 5 d。 

固态发酵条件: 准确称取 10 g 夏秋茶毛茶于 240 mL

组培瓶中, 按 42%含水量加入 3%蔗糖水, 按 34% (g:mL)

接种量接入种子液, 100℃灭菌, 于 28℃固态发酵 7 d。 

1.3.2  样品处理 

称取红曲发酵夏秋茶 50 g, 加入 500 mL 纯水, 于常

压、85℃浸泡 30 min, 过滤, 按上述步骤过滤提取 2 次, 合

并 2 次提取液, 浓缩至 50 mL, 备用。 

采用限量法, 按 10 g/kg 体重的染毒剂量经口灌胃染

毒。取 KM 小鼠 20 只, 雌雄各半, 体重(19.6±0.8) g, 禁食

过夜。根据小鼠体重取适量受试物用纯水配成与染毒剂量

对应的浓度溶液, 按 0.2 mL/10 g 体重给小鼠一次性经口灌

胃给药, 观察小鼠给药后 14 d 内的中毒症状及死亡情况。 

1.3.3  哺乳动物红细胞微核试验 

样品处理: 称取红曲发酵夏秋茶 100 g, 加入 1000 mL

纯水, 于常压、85℃浸泡 30 min, 提取 2 次, 合并 2 次提取

液, 浓缩至 100 mL, 备用。 

根据急性经口毒性试验测得受试物半数致死量

(median lethal dose, LD50)>10 g/(kg BW), 即以 10.0 g/(kg BW)

为高剂量, 另设 5.0 g/(kg BW)、2.5 g/(kg BW)为中、低剂

量。选取 KM 小鼠 50 只, 体重为(27.6±1.4) g, 随机分为 5

组, 每组 10 只, 雌雄各半。各染毒组用纯水配制所需浓度, 

阴性对照组用纯水, 各染毒组和阴性对照组均为灌胃给药, 

阳性对照用环磷酰胺 40 mg/kg, 腹腔注射给药。采用 30 h

染毒法, 即两次染毒间隔 24 h, 第二次染毒后 6 h 取材。动

物颈椎脱臼处死后, 打开胸腔, 沿着胸骨柄与肋骨交界处

剪断 , 剥掉附着其上的肌肉 , 擦净血污 , 横向剪开胸骨 , 

暴露骨髓腔, 然后用止血钳挤出骨髓液, 将骨髓液滴在载

玻片一段的小牛血清液滴里, 仔细混匀, 制成细胞悬液。

每个样本按常规制片 2张, 经甲醇固定, Giemsa染色后, 于

油镜下观察 2000 个嗜多染红细胞的微核数, 计算微核率

及嗜多染红细胞和总红细胞的比率。 

1.3.4  细菌回复突变试验 

样品处理: 称取红曲发酵夏秋茶 10 g 加入 100 mL 纯

水, 于常压、85℃浸泡 30 min, 提取 2 次, 将 2 次提取液合

并浓缩至 10 mL, 备用。 

阳性对照: TA97a+S9、TA98+S9、TA100+S9 采用 2-AF

处理(剂量: 10.0 μg/皿); TA97a-S9、TA98-S9 采用 9-芴酮处

理(剂量: 0.2 μg/皿); TA100-S9、TA1535-S9 采用 NaN3 处理

(剂量: 1.5 μg/皿); TA102+S9 采用 1,8-二羟蒽醌处理(剂量: 

50.0 μg/皿); TA102-S9 采用 MMC 处理(剂量: 0.5 μg/皿); 

TA1535＋S9 采用环磷酰胺处理(剂量: 50.0 μg/皿)。 

采用平板掺入法, 在 2 mL 顶层琼脂中加入 0.1 mL 试验

菌株增菌液、0.1 mL 受试物溶液和 0.5 mL S9 混合液(当代谢

活化时), 混匀后倒入底层培养基平板上。试验中, 设 5 剂量

组(5000、1000、200、40、8 μg/皿), 每个剂量组平行 3 组, 并

重复 1 次, 最后以 6 皿的平均值计。同时设置自发回变对

照、纯水对照和阳性突变剂对照。在 37℃下培养 48 h 后, 计

数每皿回变菌落数, 如果受试物的回变菌落数超过自发回

变数的两倍以上, 并有剂量-反应关系者, 则定为阳性。 

1.3.5  体外哺乳动物细胞染色体畸变 

受试样品处理: 称取红曲发酵夏秋茶 5 g 加入 50 mL

纯水, 于常压、85℃浸泡 30 min, 提取 2 次, 将 2 次提取液

合并浓缩至 5 mL, 除菌后备用。 

阳性物的配制: 用已灭菌的磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffered saline, PBS)配成质量浓度为 100 μg/mL 溶液, 使

用时终质量浓度为 10 μg/mL。用已灭菌的 PBS 配成质量浓

度为 25 μg/mL 溶液, 使用时终质量浓度为 0.5 μg/mL。 

细胞毒性的确定: 取已除菌的样品置于已接种中国仓鼠

卵巢细胞株(CHO)的培养瓶中, 使样品终质量浓度为 5 μL/mL, 

在加与不加S9的情况下, 于二氧化碳培养箱培养48 h, 观察细

胞生长速度和生长状态, 判断红曲发酵夏秋茶是否具有毒性。 

染毒: 试验需在加入和不加入 S9 混合物(S9mix)的条

件下进行, 将 2×105 个的细胞株接种于培养瓶中, 置于二

氧化碳培养箱培养, 至细胞覆盖率 85%左右, 取出培养瓶, 

吸去培养瓶中的培养液, 根据剂量组设计加入受试物及相

应阳性物置培养箱培养 4 h。吸去受试物培养液, 用 PBS

溶液清洗细胞 3 次, 加入 5 mL 完全培养液培养 20 h, 加入

秋水仙素, 终质量浓度为 1 μg/mL, 4 h 后收获细胞。 

收获细胞: 0.25 g 胰蛋白酶消化细胞, 待细胞脱落后, 

加入 5 mL 完全培养基混匀, 置于离心管以 1000 r/min 离心

5 min, 弃去上清液。低渗: 加入 2 mL 0.075 mol/L KCl, 混

匀, 于 37℃低渗处理 30 min。预固定: 加入 2 mL 固定液, 

以 1000 r/min 速度离心 5 min, 弃去上清液。固定: 加入 2 mL

固定液, 混匀后固定 5 min, 以 1000 r/min 速度离心 5 min, 弃

去上清液, 重复固定一次, 弃是上清液。滴片: 加入数滴固
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定液, 混匀, 用混悬液滴片, 自然干燥。玻片使用前用冰水

浸泡。染色: 10%姬姆萨溶液染色 15 min。 

1.4  数据处理 

急性经口毒性试验、哺乳动物红细胞微核试验和细菌

回复突变试验数据采用 WPS Office 2020 进行统计分析, 

试验重复 3 次, 结果用平均值±标准偏差表示, 根据单因素

方差分析法对数据进行显著性分析, 在统计学上以 P>0.05

表示无显著性差异, P<0.05 表示有显著性差异(*), P<0.01

表示有极显著差异(**); 体外哺乳动物细胞染色体畸变试

验数据采用卡方检验(X2)进行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  急性经口毒性试验 

如表 1 所示, 以 10 g/kg 体重剂量经口给药后, 观察期

14 d 内受试物未见明显中毒症状及死亡, 体重未见异常。

观察期满对动物进行大体解剖检查, 肉眼观察其主要脏器, 

未发现有异常改变。由此可知, 红曲发酵夏秋茶对 KM 小

鼠急性经口 LD50>10 g/(kg BW), 属于实际无毒级。 

2.2  哺乳动物红细胞微核试验 

微核是细胞在有丝分裂后期染色体有规律的进入

子细胞形成细胞核时, 仍然滞留在细胞质中的染色单体

或染色体的无着丝点断片, 或因纺锤体受损而丢失的整

条染色体, 在末期后单独形成的次核, 比主核小 [25]。如

表 2 所示, 在显微镜下分别计数每只动物 2000 个嗜多染

红细胞 (polychromatic erythrocytes, PCE)中出现的微核

数 , 计算微核率 (%)以及嗜多染红细胞和总红细胞的比

率(polychromatic erythrocytes/red blood cells, PCE/RBC), 

受试样品各剂量组微核率与阴性对照组比较差异无显

著性 (P>0.05), 阳性对照组 (环磷酰胺 )微核率与阴性对

照 组 和 各 剂 量 组 比 较 均 明 显 增 高 , 差 异 有 显 著 性

(P<0.05), 可能是由于阳性物在该试验条件下可引起所

用哺乳类细胞染色体损伤, 导致微核细胞率增加。阴性

对照组、阳性对照组以及该送检样品名称各剂量组

PCE/RBC 比例无明显差异(P>0.05), 结果如表 2 所示。

由此可知, 红曲发酵夏秋茶哺乳动物细胞微核试验结果

为阴性。 

2.3  细菌回复突变试验 

如表 3 和表 4 所示, 对鼠伤寒沙门氏菌 TA97a、TA98、

TA100、TA102 和 TA1535 5 株试验菌株, 加与不加 S9, 受试

物各剂量组回变菌落数均未超过自发回变菌落数的 2 倍, 亦

无剂量-反应关系。由此可知, 红曲发酵夏秋茶无致突变作用。 

2.4  体外哺乳动物细胞染色体畸变试验 

受试物的细胞毒性: 在加与不加 S9 的情况下, 细胞胞

浆内有离散颗粒, 无细胞溶解, 无细胞增殖下降情况, 即说

明受试物在终质量浓度为 5 μL/mL 时, 无细胞毒性。如表 5

所示, 环磷酰胺在加 S9 时与阴性对照组比较时, 畸变率有

显著性差异(P<0.05), 丝裂霉素在不加 S9 时与阴性对照时, 

畸变率有显著性差异(P<0.05), 受试物各剂量组在加与不加

S9情况下与阴性对照组比较均无显著性差异(P>0.05), 即红

曲发酵夏秋茶在加与不加代谢活化系统的情况下, 体外哺

乳动物细胞染色体畸变试验结果均未见致突变性。 
 
 

表 1  急性经口毒性试验结果 
Table 1  Results of acute oral toxicity test 

动物性别 染毒剂量/(g/kg) 动物数/只 
体重/g 

动物死亡数/只 动物死亡率/%
0 d 7 d 14 d 

雄性 10 10 19.7±0.8 31.0±0.5 37.3±0.7 0 0 

雌性 10 10 19.5±0.9 29.8±0.9 34.4±0.8 0 0 
 

 
表 2  哺乳动物红细胞微核试验结果 

Table 2  Results of mammalian erythrocyte micronucleus test 

性别 组别 剂量/(mg/kg) 细胞总数/个 微核细胞数/个 微核率/% PCE/RBC 

雄 

高剂量组 10000 10000 14 1.40±0.65 0.58±0.04 

中剂量组 5000 10000 14 1.40±0.42 0.57±0.02 

低剂量组 2500 10000 11 1.10±0.42 0.61±0.03 

阴性对照组 0 10000 13 1.30±0.76 0.59±0.03 

阳性对照组 40 10000 220 22.00±1.73* 0.60±0.02 

雌 

高剂量组 10000 10000 13 1.30±0.45 0.57±0.03 

中剂量组 5000 10000 12 1.20±0.76 0.60±0.02 

低剂量组 2500 10000 14 1.40±0.65 0.59±0.03 

阴性对照组 0 10000 13 1.30±0.57 0.60±0.04 

阳性对照组 40 10000 216 21.60±1.14* 0.61±0.02 

注: *表示与阴性对照组比较有显著性差异, P<0.05。 
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表 5  体外哺乳动物细胞染色体畸变试验结果 
Table 5  Results of in vitro mammalian cell chromosome aberration test 

组别 
终质量浓度

/(μg/mL) 

观察细胞数/个 畸变细胞数/个 畸变率 

＋S9 －S9 ＋S9 －S9 ＋S9 P －S9 P 

阴性对照 － 100 100 2 3 2 － 3 － 

环磷酰胺 10.00 100 － 29 － 29 <0.05 － － 

丝裂霉素 
 0.50 － 100 － 27 － － 27 <0.05 

 5.00 100 100 2 4 2 >0.05 4 >0.05 

受试物 
 2.50 100 100 1 0 1 >0.05 0 >0.05 

 1.25 100 100 1 3 1 >0.05 3 >0.05 

注: 用卡方检验进行统计学分析。－表示无。 

 

3  结  论 

红曲菌的次级代谢产物有很多的生物学功能, 除了

红曲色素的着色功能、Monacolin K 具有降三高、抗癌及

抗菌等作用, 红曲菌代谢产生的各种酶也在饲料行业中被

广泛应用[26]。利用红曲菌发酵, 通过生物转化, 不但能改

善夏秋茶的滋味, 同时能结合红曲菌的优点, 开发出具有

品质优良、降三高、抗菌、抗氧化的功能茶。虽然红曲色

素安全性高, 但桔霉素也是红曲菌代谢的一种次级代谢产

物, 是具有潜在危害的真菌毒素[27‒28], 桔霉素具有肾脏毒

性, 还可致畸、致癌和诱发基因突变[29]。食品安全性毒理

学评价是食品生产应用的前提[30], 本研究通过急性经口毒

性试验、细菌回复突变试验、哺乳动物红细胞微核试验及

小鼠精母细胞染色体畸变试验系统性的分析了红曲发酵夏

秋茶的食用毒性及遗传毒性, 其结果表明红曲发酵夏秋茶

属于无毒且无遗传毒性的物质, 属于食用安全、遗传安全

的可食用食品。该研究结果若能结合慢性毒性试验结果可

为进一步开发红曲发酵夏秋茶提供一定的支撑依据, 因此, 

在后续研究过程中, 应继续完善慢性毒性试验。 
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