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脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化产物的 
培养提取及制备

徐 华，吴弼东，郭 磊，陈 佳，林妮妮，谢剑炜*
（军事医学科学院毒物药物研究所，抗毒药物与毒理学国家重点实验室，北京 100850）

摘  要：以禾谷镰刀菌Fusarium graminearum大型分生孢子定量接种大米培养物，制备毒素粗提液，采用硅胶柱

一步洗脱分离、分段收集可同时获得脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON）和乙酰化脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（acetyldeoxynivalenol，AcDON），采用一步结晶法即可分别制备获得毒素纯品，并经红外光谱法、液相色谱-质

谱联用技术及核磁共振氢谱等分析确证，液相色谱分析表明两种毒素纯度均大于98%。该培养提取及分离制备方法

改变了常规多步骤繁琐过程，提供了一种切实有效的、大量制备纯化DON及乙酰化DON毒素的简便方法。
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A Convenient Method for Preparation and Purification of Deoxynivalenol and 

Acetyldeoxynivalenol from Fusarium graminearum Culture
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Abstract: Fusarium graminearum macroconidia were quantitatively inoculated in rice culture, and the crude extracts of the 

toxins were prepared and subjected to silica gel column chromatography. Deoxynivalenol (DON) and acetyldeoxynivalenol 

(AcDON) isolates were monitored by thin-layer chromatography and the fractions rich in these toxins were pooled and 

concentrated, respectively. Both fractions yielded a crystalline material through a simple crystallization step. The two 

compounds were identified and confirmed by infrared spectroscopy, liquid chromatography-mass spectrometry and  
1H NMR analysis in comparison to the reference standards or the published data. The liquid chromatography analysis 

showed that the purity of the two toxins were both greater than 98%. This method developed here has overcome the disadvantages 

of the conventional cumbersome multi-step procedure, and provided a simplified and efficient strategy suitable for large-scale 

production and purification of the mycotoxin DON and its acetylated products AcDON from Fusarium graminearum rice cultures.
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由镰刀菌引起的赤霉病（Fusarium head blight）是危

害小麦、大麦、燕麦、玉米、水稻、黑麦等多种禾谷类

作物的一种重要病害，广泛分布于亚洲、欧洲和北美等

温暖潮湿地区，近年来随着全球气候变暖呈逐步蔓延之

势。农作物在生长或储藏过程中均可感染镰刀菌，不但

造成作物产量下降，更重要的是产生的镰刀菌毒素直接

蓄积于禾谷类籽粒中，严重威胁人畜健康[1-4]。

在我国，禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）是赤

霉病的主要病原菌。禾谷镰刀菌主要产生B族单端孢霉烯

族毒素，其中以脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，

DON），又名呕吐毒素（vomitoxin，VT）为主。DON

利用其倍半萜烯结构作用于真核细胞蛋白质翻译过程的

不同阶段，抑制蛋白质合成，破坏人畜的免疫系统，使

中毒者出现腹泻、呕吐和头晕等症状，是最主要的导致

食物中毒的真菌毒素之一[5-9]。目前，各国针对谷物及其

制品中DON的含量制定了严格的限量标准，我国谷物中

DON的限量标准为1.0 mg/kg[10-12]。

DON的乙酰化主要发生在其3 ’和15 ’位点，产生
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两种乙酰化产物，分别为3-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯

醇（3-acetyldeoxynivalenol，3-AcDON）和15-乙酰

基脱氧雪腐镰刀菌烯醇（15-acetyldeoxynivalenol，

15-AcDON）。DON及3-AcDON、15-AcDON的结构如 

图1所示。一般认为，乙酰化DON的毒性与DON相当。

亦有研究报道，产生3-AcDON的镰刀菌具有更强的产孢

率和生长速率，对麦类作物的危害更为严重，并且正在

取代产生其他毒素的镰刀菌，表现出更强的适应性[13-14]。

因此，需重视DON乙酰化产物的相关研究。
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A. DON；B. 3-AcDON；C. 15-AcDON。

图 1 化合物DON及乙酰化DON的结构

Fig.1 Structures of mycotoxin deoxynivalenol (DON) and 

acetyldeoxynivalenol (AcDON)

鉴于真菌毒素DON和乙酰化DON在小麦等谷物中

普遍存在，继而对人类和动物的安全造成严重威胁的现

实，近年来，针对DON及DON相关毒素的分析检测、体

内外毒性研究及安全性评价等已引起国外广泛关注[15-19]。

由于目前欧美多国遵循禁止向非澳大利亚公约组织国家

出售毒素及其代谢物标准品的禁运规定，而我国DON相

关毒素参考品的制备尚属空白，因而国内DON毒素的相

关研究存在较大迟滞。因此，亟需研发一种简便的、可

有效制备大量DON及乙酰化DON化合物的方法。

1 材料与方法

1.1 菌株、培养基与试剂

禾谷镰刀菌菌株Fusarium graminearum ACCC31058

和ACCC31057购自中国农业微生物菌种保藏管理中心。

马铃薯葡萄糖（PDA）培养基购自北京奥博星生物

有限公司。

DON、3-AcDON和15-AcDON毒素参考品是本实验

室储存品，均配成1 mg/mL的丙酮或乙腈溶液备用；其他

所有试剂均为分析纯及以上纯度。

1.2 仪器与设备

Acquity UPLC-Xevo G2 Q-TOF-MS仪器（配有电

喷雾离子源（ESI）及Masslynx 4.1数据采集处理系统） 

美国Waters公司；XDB C18色谱柱 美国Agilent公司；

Thermo 6700傅里叶变换红外光谱仪 美国Thermo公

司；ECS400MHz超导傅里叶变换核磁共振谱仪 日本

Jeol公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株培养和毒素生产  

将禾谷镰刀菌菌株ACCC31058从冷藏斜面转接到

PDA培养基平板上活化，25 ℃培养3～5 d，挑取少量的

菌丝接种到质量分数4%绿豆汤培养基中，其瓶底预先铺

满约1/2底表面积的直径约4～5 mm的玻璃珠，于25 ℃条

件下200～250 r/min摇床振荡培养3～5 d，获得种子液。

种子液经无菌纱布过滤除去菌丝，用血球计数器对大

型分生孢子进行计数。在500 mL三角烧瓶中加入87.5 g

大米，然后加入37.5 mL蒸馏水，高压制备无菌米饭培

养基。接种1×106 个孢子至米饭培养基中，拍打混匀，

20～25 ℃静置培养，每日拍打瓶子底部防止培养基结

块，分别于10、20、30、40、50、60、100 d收获大米固

体培养物。

1.3.2 粗毒素提取及鉴定

每瓶大米固体培养物先后分别用400 mL 70%甲醇溶

液和250 mL纯甲醇溶液浸泡过夜，合并两次浸提液，减

压蒸去甲醇，加入1/3体积的饱和氯化钠水溶液，静置1 h

后去除沉淀，再用乙酸乙酯萃取2 次，每次100 mL。收

集乙酸乙酯相，合并后减压蒸馏浓缩，获得毒素的粗提

液，并经薄层层析（thin layer chromatography，TLC）

鉴定：将毒素粗提液，用二氯甲烷和四氢呋喃体积比为

10∶3的展开剂在F254薄层硅胶板上展开，以20%三氯化

铝乙醇水溶液喷板显色。

1.3.3 液相色谱-质谱分析毒素粗提液

将毒素粗提液旋干后，用等量甲醇溶液重悬后，

取2 μL上清液进样分析。色谱条件：XDB C18色谱柱

（3.0 mm×100 mm，1.8 μm），流动相A为含5 mmol/L

乙酸铵的纯水溶液，流动相B为含5 mmol/L乙酸铵的甲

醇溶液，梯度洗脱程序：0～1 min，20% B；1～7 min，

20% B～70% B（线性）；7～9 min，70% B。柱温

40 ℃，流速0.2 mL/min。质谱条件：电喷雾离子源，

毛细管电压2 500 V，锥孔电压20 V，萃取电压4 V，

离子源温度100 ℃，脱溶剂气温度300 ℃，锥孔气流量 

50 L/h，脱溶剂气流量800 L/h。通过Acquity UPLC-Xevo 

G2 Q-TOF-MS仪器所配采集系统软件Masslynx 4.1进行谱

图数据的采集，分析毒素粗提液成分。

1.3.4 毒素制备 

1.3.4.1 毒素粗提液一步分离

毒素粗提液过制备型硅胶柱（300目，20  cm× 
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2.5 cm），以二氯甲烷和四氢呋喃体积比为10∶3的混合洗

脱液一步洗脱，保持流速约为1 mL/min。

1.3.4.2 乙酰化DON毒素制备

首先收集第30～80 mL流分，将目标流分合并蒸干后

用正己烷提取3 次，弃去正己烷相，剩余溶液浓缩获得

棕红色油状物。将此棕红色油状物过干法制备的硅胶柱

（300 目，25 cm×1.0 cm），以正己烷和乙酸乙酯体积

比为1∶1的混合液常压洗脱，保持流速约为1 mL/min，收

集第60～100 mL流分，旋蒸至干，获得产物呈淡黄色油

状物。将获得的产物在乙酸乙酯和正己烷混合体系中放

置结晶，抽滤后得白色晶体，即为纯化的乙酰化DON。

1.3.4.3 DON毒素制备

另收集第200～330 mL流分，用薄层层析检测每管洗

脱液中含有DON的情况，合并含有DON的收集管并旋转

蒸干，溶解于少量的正己烷和乙醚体系中，抽滤后得白

色晶体，即为纯化的DON。

1.3.5 毒素鉴定

分别采用红外光谱法（ infrared spectroscopy，

IR）、质谱法（mass spectrometry，MS）和核磁共振

氢谱（nuclear magnetic resonance hydrogen spectrum，
1H-NMR）方法对制备纯化的两种毒素进行鉴定。

2 结果与分析

2.1 薄层色谱鉴定

大米培养物提取的毒素粗提液经薄层色谱鉴定，

结果表明硅胶板上出现2 个明显的蓝紫色荧光斑点，分

别与DON参考品和3-AcDON或15-AcDON参考品的Rf

值相同。

2.2 毒素粗提液的液相色谱-质谱定性鉴定结果
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图 2 禾谷镰刀菌ACCC31058毒物粗提液的液相色谱-质谱 

鉴定总离子流图

Fig.2 Total ion chromatography of the crude extracts from  

Fusarium graminearum ACCC31058 cultures 

由图2可知，在大米培养物提取的粗毒素产物中，

除了DON色谱峰外，还有一个明显的产物峰，其MS图

中的基峰m/z为307.16，结合TLC鉴定结果，推测为乙酰

化DON产物，由于常见的DON乙酰化位点存在于3’和
15’位，需要进一步确认其位点信息。由于3-AcDON和

15-AcDON的结构和极性均极其相似，两者在液相色谱柱

上的保留行为几乎一致。在考察不同液相色谱条件的基

础上，最终成功实现了两者的液相色谱分离，结果如图2

所示。从而确认了该培养物中主要存在的乙酰化DON产

物为3-AcDON。

2.3 DON和3-AcDON的培养时间-质量浓度曲线

考察大米培养物中DON和乙酰化DON的质量浓度随

培养时间的变化曲线，结果如图3所示，在25 ℃条件下培

养50 d时，DON产量达到高峰，而乙酰化DON则随着培

养时间的延长呈下降趋势，尤其在培养50 d时下降显著，

综合考虑，最终选择最佳培养时间为40～50 d。
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图 3 DON及3-AcDON的培养时间-质量浓度曲线

Fig.3 Culture time-concentration curves of DON and 3-AcDON

2.4 红外光谱鉴定
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图 4 化合物DON的红外光谱鉴定图

Fig.4 Infrared spectrum of DON

两种化合物结晶物的红外光谱与相应的参考谱图

完全一致 [20]，鉴定结果见图4和图5。其中，DON红

外光谱的特征峰为3 471 cm－1（－OH）、2 972 cm－1 

（－CH3）、1 677 cm－1（－C＝O）、1 468 cm－1（－CH3）、 

1 171 cm－1（－C－O）和1 080 cm－1（－C－O）。

3-AcDON红外光谱的特征峰为3 492 cm－1（－OH）、

3  422  cm－1（－OH）、1  740  cm－1（－C＝O）和

1 680 cm－1（－C＝O）。
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图 5 化合物3-AcDON的红外光谱鉴定图

Fig.5 Infrared spectrum of 3-AcDON

2.5 质谱鉴定

DON的一级质谱中（图6A），其分子离子峰[M－H]－

为m/z 295.1，与其相对分子质量296.1相吻合，同时可观

察到其乙酸加合峰为m/z 355.1[M+CH3COO]。其主要碎片

离子峰（图6B）与参考品谱图及文献报道均一致[21-22]，分

别为m/z 265.1[M－CH2O－H]－，m/z 247.1[M－CH2O－

H2O－H]－和m/z 217.1[M－2CH2O－H2O－H]－等。
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图 6 化合物DON的液相色谱-质谱鉴定图

Fig.6 HPLC-MS spectra of DON

3-AcDON的一级质谱中（图7A），其分子离子峰

[M－H]－为m/z 337.1，与其相对分子质量338.1相吻合，

同时可观察到其乙酸加合峰为m/z 397.1[M+CH3COO]－。

其主要碎片离子峰（图7B）裂解规律与DON类似，分

别为m/z 307.1[M－CH2O－H]－，m/z 247.1[M－CH2O－

CH2CO－H2O－H]－和m/z 217.1[M－2CH2O－CH2CO－

H2O－H]－等。
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图 7 化合物3-AcDON的液相色谱-质谱鉴定图

Fig.7 HPLC-MS spectra of 3-AcDON

2.6 核磁共振氢谱鉴定

DON的1H-NMR图谱为δ H2，3.66；H3，4.63；
H4，2.20；H7，4.95；H10，6.79；H11，4.50；H13a，
3.14；13b，3.25；H14，1.15；H15a，3.66；H15b，
3.98；H16，1.92。3-AcDON的1H-NMR图谱为δ H2，
3.91；H3，5.23；H4b，2.18；H4a，2.36；H7，4.68；
H10，6.62；H11，4.84；H13a，3.13；H13b，3.19；
H14，1.17；H15a，3.80；H15b，3.87；H16，2.15。两

种化合物的1H-NMR鉴定结果表明，制备获得的DON和

3-AcDON其1H-NMR δ值与参考品的δ值一致。两种化合

物可确认为DON和3-AcDON。

2.7 DON和3-AcDON的纯度鉴定

基于液相色谱法（紫外检测器）中的归一化法分析

两种毒素的纯度，其纯度均达到98%以上，可以满足毒

素相关科研的要求，亦为国际可比对实验结果和风险评

估的准确数据提供质量保障。

3 讨 论

本研究以打破国际禁运壁垒为导向，针对目前真菌

毒素参考品的获取难题，旨在探讨一种简便易行的高纯

度DON及相关毒素制备方法，为准确度高的溯源性分析

检测提供物质基础。

DON属于倍半萜烯类化合物，具有较为复杂的化学

结构，迄今为止尚未实现DON的化学全合成[15,23]。一般

而言，DON从菌株培养提取后制备纯化而得，其中关键

步骤之一为种子液的获得，即通过培养获得足够数量的

大型分生孢子以作接种扩大培养之用。但采用传统振荡

式培养时，菌丝的抱团生长会对孢子的产生造成极大限

制，影响其后的接种效率。本研究经大量前期实验，确定

往放置种子培养基的培养瓶中加入玻璃珠，再行振荡培

养，利用玻璃珠在振荡培养中产生的足够大的剪切力，能

够有效抑制菌丝抱团生长，从而促进孢子的优势生长。
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产毒时适用的接种培养基分为固体（米饭或者麦粒

等）培养基和液体培养基。一般认为，固体培养基产生

DON的效率要优于液体培养基，因此在DON毒素的制备

纯化过程中，固体培养基仍是首选[24-25]。但是，采用固

体培养基培养时，由于小麦和大米中含有较丰富的蛋白

质和糖类等组分，导致DON毒素粗提液中往往存在较多

杂质，进而导致了制备纯化步骤较为繁琐耗力，效率较

低，因此本研究对传统制备纯化中需多步分离洗脱、重

复结晶的步骤[15,21,25-27]加以改进，采用甲醇-乙酸乙酯体

系获得毒素粗提液，仅需要通过两根硅胶柱串联、一步

分离洗脱的途径，即可获得纯度良好的DON毒素，并且

在正己烷和乙醚体系中通过一步重结晶的步骤，获得的

DON纯度即大于98%。

研究中还发现，毒素粗提液中除了含有D O N毒

素外，还有高含量的乙酰化DON毒素存在。通过优

化液相色谱及质谱方法，建立了分离鉴定3-AcDON和

15-AcDON的方法，最终确定了ACCC31058菌株的毒素

粗提液中主要含有DON和3-AcDON毒素。对培养物中该

两种毒素的生成量随培养时间的变化趋势进行了考察，

结果表明DON产量呈现近似抛物线型关系，培养时间过

长造成DON产量下降的原因不明，可能在于DON的进

一步转化抑或降解，其机理尚待进一步研究。在25 ℃
培养50 d时，DON的产量达到最大值，此结果与文献

中报道的一旦培养时间超过30 d，DON含量将急剧下

降不同[25,28]，究其原因可能与菌株来源不同以及培养环

境差异有关。而3-AcDON则随着培养时间的延长呈下降

趋势，推测其可能在培养初期即迅速达到最高值，有待

进一步考证。为了同时大量获得两种毒素，本研究确定

最佳培养时间为40～50 d。在制备纯化毒素过程中，发

现DON制备纯化过程中的一步洗脱步骤，同样适用于洗

脱收集富含3-AcDON的流分。先行收集的该段流分浓缩

后，再经过一次硅胶柱的层析纯化，即可获得纯度较好

的3-AcDON，同样，采取乙酸乙酯和正己烷混合体系一

步重结晶，即可获得纯度大于98%的3-AcDON。

对获得的两种化合物进行鉴定，其 IR、MS以及
1H-NMR数据值均与相应的参考品及文献报道一致。

从而确认两种化合物为DON和3-AcDON。经计算，

ACCC31058菌株大米培养物的产毒率约为DON 320 mg/kg 
和3-AcDON 260 mg/kg。为了验证建立的培养及提取

制备方法的适用性，对不同来源的菌株ACCC31057
进行同样操作，最终也同样获得了高纯度的DON毒素

及其乙酰化毒素产物，产毒率约为DON 220 mg/kg和
3-AcDON 180 mg/kg。

综上所述，本研究所建立的方法摒弃了常规的多步

骤分离洗脱以及反复重结晶的繁琐流程，采用一步洗脱

分段收集以及一次重结晶法，从毒素粗提液中同时制备

了DON毒素及乙酰化DON毒素，操作简单、实验费用

低、产品收率高、纯度较高，是一种切实有效的、适用

于大量制备纯化DON及相关毒素的简便方法。这为后续

深入开展DON相关毒素在动物体内外的代谢转化研究，

以及为食品安全风险评估等提供了坚实的物质基础。
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