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采收期谷物中真菌毒素产毒菌的筛选鉴定
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摘  要：为筛选东北地区采收期小麦、玉米和水稻中的真菌毒素产毒菌，以酶联免疫吸附测定、超高效液相 

色谱-串联质谱联用技术和聚合酶链式反应为分析工具，通过真菌分离、液体培养、产毒菌初筛、产毒性定性分析

和分离菌的基因序列比对，筛选出产玉米赤霉烯酮、呕吐毒素和伏马毒素的产毒菌6 株，经DNA分析鉴定，分别属

于Fusarium asiaticum、F. poae、F. graminearum和F. fujikuroi 4 种真菌。本实验结果为我国针对性的防控粮食中产毒

性真菌污染提供了基础性实验数据。
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Abstract: This study aimed to screen out mycotoxin-producing fungal strains from wheat, corn and rice at harvest time in 

northeast China. ELISA, UPLC-MS/MS and PCR were adapted as analytic tools. Fungal isolation, liquid medium culture, 

primary screening of toxigenic strains, qualitative analysis of toxin production and gene sequence alignment of isolates were 

carried out. Six toxigenic strains producing zearalenone, deoxynivalenol and fumonisin were obtained and identified by 

DNA analysis. They were found to belong to four species, Fusarium asiaticum, F. poae, F. graminearum and F. fujikuroi. 
The results from this study can provide basic experimental data for the targeted prevention and control of toxic fungal 

contamination in foodstuffs.
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真菌毒素是真菌在一定的条件下分泌的有毒二次

代谢产物，主要是由Fusarium sp.、Penicillium sp.和

Aspergillus sp.中的部分产毒真菌代谢所产生，其中常

见的真菌毒素主要包括玉米赤霉烯酮（zearalenone，

ZON）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxyn iva l eno l，

DON）、T-2毒素、伏马毒素B1（fumonisin B1，FB1）、

伏马毒素B2（fumonisin B2，FB2）、橘青霉素、展青

霉素（patulin，Pat）、黄曲霉毒素B1（afulatoxin B1，

AFB1）、黄曲霉毒素M1（aflatoxin M1，AFM1）和赭曲

霉毒素A（ochratoxin A，OTA）等10余种[1-3]。

从国内外的研究结果可知[2-3]，各种粮食作物、水果

蔬菜和加工食品中均有不同程度的真菌及真菌毒素的污

染，其中粮食作物中真菌毒素的污染普遍较为严重，因

此世界多数国家和地区均制定了严格的真菌毒素法定残
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留限量标准，我国也在最新实施的食品安全国家标准GB 

2761—2017《食品中真菌毒素限量》中对ZON、DON、

Pat、AFB1、AFM1和OTA等真菌毒素在不同农产品及其

加工制品中的残留限量进行了设定[4]，该标准的出台不仅

保障了我国农产品及其加工制品的安全性，同时也为我

国农产品中真菌和真菌毒素污染相关的基础性调查研究

提供了相关标准。

东北地区是我国主要的商品粮生产基地，该地区生

产的商品粮安全性关系到全国消费者的饮食安全，特别

是东北地区采收期间谷物是否污染有产毒性真菌，对后

期商品粮的储藏、运输和加工中的安全性具有决定性的

影响，因此有必要对东北地区采收期间谷物中的产毒性

真菌开展调查研究。

本实验将利用酶联免疫吸附测定（enzyme linked 

immunosorbent assay，ELISA）、超高效液相色谱-串

联质谱（ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry，UPLC-MS/MS）联用技术和聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）为分析工具，

通过筛选和鉴定东北地区采收期间小麦、玉米和水稻中

的产毒性真菌，分析东北地区采收期粮食中潜在的真菌

毒素安全风险，以期为相关部门针对性的制定真菌危害

防控措施和风险评估提供基础性资料。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

小麦、玉米和水稻东北粮食种植区采收期间田间 

采集；ZON、AFB1、FB、DON 美国Sigma公司；真

菌毒素检测ELISA试剂盒 普菲特益斯生物科技（北

京）有限公司；DNA提取试剂盒  杭州博日科技有

限公司；DNA Marker、正反引物、蛋白酶K、Agarose 

M、1×TE等 生工生物工程（上海）股份有限公司；

10×Buffer、dNTP、Taq酶 宝生物工程（大连）有限

公司；PDA培养基 天津凯通化学试剂有限公司；其他

化学试剂为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

2720 Theraml Cycler PCR扩增仪 美国Applied 

Biosystems公司；UPLC-MS/MS联用仪（LC-30A色谱与

LCMS-8040三重四极杆质谱联用系统（配置LC-30AD×2

输液泵、DGU-20A5在线脱气、SIL-30AC自动进样器、

CTO-30A柱温箱、CBM-20A系统控制器、LabSolutions 

Ver. 5.50色谱工作站）） 日本岛津公司；VICTOR X4 

多功能酶标仪、Wahser 400 96 孔洗板机 美国GE公司； 

超滤杯、超纯水系统 美国密理博公司；WP25AB台

式电热恒温培养箱  天津市泰斯特仪器有限公司； 

WD-9413A凝胶成像分析仪、DYY-6C电泳仪 北京市

六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 镰刀菌分离

样品根据GB 4789.1—2010《食品微生物学检验 总
则》[5]中样品的采集规则进行采样。于2016年10月采集东

北三省粮食种植区的小麦、玉米和水稻样品共300 份。每

份小麦、水稻和玉米样品中随机选取50～100 粒，分别放

入50 mL的离心管内，加入20～30 mL的体积分数75%乙醇

溶液表面消毒1 min后将离心管内的乙醇倒掉，无菌水重

复清洗4 次，将清洗消毒好的样品，放置于无菌滤纸上干

燥，干燥好的样品放到灭菌，马铃薯葡萄糖琼脂（potato 

dextrose agar，PDA）平板培养基中，25 ℃恒温培养，挑

选长出的菌丝无菌接种到新的PDA培养基上，25 ℃的恒温

培养，经多次反复分离，直至菌丝纯化后4 ℃保存待用。

1.3.2 基于ELISA的产毒菌初筛

将纯化菌丝无菌接种到10 mL灭菌PSC（peptone 

sucrose Czapek）培养基（蔗糖30 g、硝酸钾0.75g、酵母

浸出膏0.5 g、蛋白胨10 g、硝酸钠3.0 g、硫酸镁0.25 g、

磷酸氢二钾0.5 g、氯化钾0.25 g、硫酸铁0.012 5 g、

500 mL蒸馏水）中，120 r/min，25 ℃的恒温振荡箱中培

养14 d后进行高温灭菌，灭菌培养基利用Whatman No. 1

滤纸过滤后，滤液离心取上清液，稀释后利用ELISA试

剂盒筛选阳性样品。

1.3.3 基于LCMS-8040三重四极杆质谱仪的产毒性能定

性分析

经ELISA初筛阳性的PSC培养基用正己烷和石油醚进

行脱脂，脱脂菌液用苯（1∶1，V/V）为萃取剂萃取3 次，

合并萃取液旋蒸至干后用甲醇定容，UPLC-MS/MS仪进

行定性检测。

色谱柱：Shim-pack XR-ODS III（2.0 mm×75 mm，

1.6 µm）；流动相：A为0.02%乙酸和2 mmol/L乙酸铵溶

液，B为甲醇；流速0.3 mL/min；进样体积3 µL；柱温

40 ℃；梯度洗脱 0～1 min 20% B，1～11 min 35% B，

1 1 ～ 1 3  m i n  5 0 %  B ， 1 3 ～ 1 4  m i n  5 0 %  B ，

1 4 ～ 1 8  m i n  9 5 %  B ， 1 8 ～ 2 0  m i n  9 5 %  B ，

20～21 min 10% B，21～21.1 min 20% B。

离子源：电喷雾电离，正负离子扫描；干燥气：氮

气，流速15 L/min；离子源接口电压：4.5～3.5 kV；脱溶

剂管温度：250 ℃；加热模块温度：450 ℃；扫描模式：

多反应监测；驻留时间：10 ms。

1.3.4 基于PCR的产毒菌鉴定

基于PCR的产毒菌鉴定参照White[6]和Pei[7]等方法调

整后进行，具体是将产毒菌提取DNA后，采用通用引

物ITS1：5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’和ITS4：

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’进行扩增，PCR体

系为25 μL，所需试剂及用量如表1所示。反应条件为：

95 ℃预变性 3 min，94 ℃变性40 s，各组引物53 ℃退火

40 s，72 ℃延伸90 s，进行35 个循环，最后72 ℃延伸
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7 min。凝胶电泳检测PCR产物：用1.0×TAE电泳缓冲液

制备1.0%的琼脂糖凝胶，将8 µL PCR产物加入到对应的

凝胶孔中，另在一孔加入适量的DNA分子质量标记物，

电泳后凝胶成像系统中观察PCR产物片段。

PCR产物由吉林省库美生物科技有限公司测序。测

序结果在美国国家生物技术信息中心（National Center of 

Biotechnology Information，NCBI）中使用BLAST程序进

行比对。

表 1 PCR所需试剂及用量

Table 1 Volumes of reagents used for PCR reaction 

试剂 体积/μL
10×buffer 2.5 

dNTPs 2.0

ITS1 1

ITS4 1

DNA模板 2.0

Taq酶 0.3

无菌水 补充至25

2 结果与分析

2.1 基于ELISA的产毒阳性菌初筛

通常真菌毒素的定性定量测定方法有薄层色谱、

HPLC、气相色谱以及UPLC-MS/MS联用等方法[8-11]，虽

然色谱的方法具有精确可靠的优势，但是色谱方法通常

需要进行真菌毒素的有机溶剂提取、浓缩、过柱和纯化

等处理过程，对大量分离菌的培养液进行检测时需要耗

费大量的样品前处理时间和前处理费用，而基于抗原抗

体特异性反应的ELISA的方法筛选产毒性阳性菌的过程

中可以省略繁琐的前处理过程，直接将培养液进行适当

稀释后进行高通量检测[12-17]。

因此，本实验是采用ELISA试剂盒对采集的300 份

谷物样品中分离出的菌进行了产毒性检测，其结果如图1

所示，基于ELISA共初筛出73 株产毒阳性真菌，其中以产

DON为主的阳性菌株有51 株，产毒性在1.4～190.0 ng/mL 

之间，产Z O N为主的菌株 1 6  株，产毒性在 4 . 9～ 

161.3 ng/mL之间，产FB为主的阳性菌株6 株，产毒性在

5.0～97.4 ng/mL之间，AFB1产毒菌没有筛选到。

50

0

150

200

100/
ng

/m
L

DON ZON FB

图 1 真菌毒素产毒性阳性真菌的ELISA初筛

Fig. 1 Screening of positive mycotoxin-producing strains by ELISA

李妍等 [18]对粮食样品中ZON的ELISA检测方法和

UPLC法比较研究结果表明，ELISA检测为阴性的样品利

用UPLC-MS/MS方法检测100%为阴性，而ELISA检测为

阳性的样品中经UPLC-MS/MS法鉴定也有近60%的假阳

性；余容等[19]对比国内外DON检测试剂盒的实验也显示

ELISA的检测结果数据普遍高于HPLC的检测结果；刘师

文等[20]对FB1的ELISA和HPLC检测方法对比结果表明，

二者虽然具有良好的相关性，但是针对同一个阳性样

品，ELISA的检测数据普遍高于HPLC的检测数据。分

析以上研究结果可知ELISA检测方法假阳性率较高，但

是基于这一点，可以利用ELISA检测结果排除阴性样品

方面却具有良好的可行性，因此，本实验中分离菌的液

体培养样品中利用ELISA检测为产毒性阴性的分离菌均

判断为不产真菌毒素的菌株，实验中免去了后续进一

步鉴定和分析的步骤，加快了产毒菌的筛选效率，对

ELISA筛选出的阳性样品则通过质谱进行了进一步的阳

性验证。

2.2 基于LC MS-8040三重四极杆质谱仪的阳性分离菌

的验证

为了应用LC MS-8040三重四极杆质谱仪进一步验

证ELSIA初筛阳性菌的产毒性，首先对DON、ZON、FB

和AFB1等真菌毒素标准物质进行了定性测定，其结果

如图2所示。DON出峰时间为2.152 min，AFB1出峰时间

为13.955 min，FB1出峰时间为16.343 min，FB2出峰时间

为17.351 min，ZON出峰时间为17.272 min，分离效果良

好，可以同时精确定性分析5 种真菌毒素。

0.0
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图 2 标准毒素MRM色谱图

Fig. 2 MRM chromatograms of standard toxins

表 2 LC MS-8040三重四极杆质谱验证分离菌的产毒性

Table 2 Identification of mycotoxin-producing strains by LC-MS/MS

分离菌 DON ZON FB AFB1

R-130307-1-1-2 ＋ ＋ － －

R-162419-3-3-1 ＋ ＋ － －

W-164232-1-1-1 ＋ ＋ － －

W-161403-2-5-1 ＋ － － －

W-164231-1-1 ＋ ＋ － －

C-130507-3-3 － － ＋ －

注：＋.阳性；－.阴性。
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利用LC MS-8040三重四极杆质谱仪对ELISA筛选出

的73 株产毒性阳性菌进行验证分析结果如表2所示，共验

证出6 株分离菌产DON毒素，其中有4 株分离菌产DON

的同时也产ZON毒素，有一株分离菌产FB毒素。

本实验筛选经LCMS-8040-三重四极杆质谱仪验证的

阳性菌株显著小于ELISA分离的阳性菌株，这一结果进

一步说明了ELISA检测结果虽然灵敏度高，但是在痕量

真菌毒素检测中极易产生假阳性，另外，由于本实验是

从几百份谷物样品中分离真菌，分离菌的数量庞大，无

法在短时间内采用固体培养基培养法制备富集高浓度的

样品后进行产毒性UPLC-MS/MS分析，因此利用试管小

量液体培养分离菌后经提取进行的质谱分析有可能因液

体培养过程中受到基质等因素影响[21]以及分泌的毒素含

量过低而未能检测出分泌微量真菌毒素的产毒菌。即便

如此，也能联合运用ELISA和LCMS-8040三重四极杆质

谱方法能够从大量分离菌中快速筛查到产毒性真菌，因

此，该方法适用于高产毒性真菌的分离筛选，该方法体

系对快速判断采收期谷物中是否污染有产毒性真菌，进

而对采收的谷物运输、储藏和加工之前采取安全相关措

施具有良好的实用价值。

2.3 基于PCR的产毒菌鉴定

PCR技术可以在真菌的鉴定过程中减少鉴定难度，

是具有良好应用前景的技术方法，众多研究者[22-25]都对基

于PCR技术的产毒性菌株的鉴定给予了良好的评价。

M

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp

520 bp
250 bp
100 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9

M. Marker；1～7.分离菌；8.阴性对照；9.水。

图 3 利用ITs1和ITs4引物进行PCR扩增镰刀菌的电泳图

Fig. 3 Electrophoresis of PCR amplified roducts from Fusarium using 

ITs1 and ITs4 primers

本实验利用通用引物ITS1、ITS4扩增了菌的基因组

DNA，其扩增产物DNA条带如图3所示，DNA片段大小

为520 bp左右，并且扩增产物条带单一且清晰可见，扩

增产物进行测序后利用BLAST进行了基因序列比对，结

果如图4、表3所示，所测定的菌与美国国家生物技术信

息中心（National Center of Biotechnology Information，

NCBI）中相应菌株的相似度均超过99%，进而可以判断

本实验的分离菌分别为F. asiaticum、F. graminearum、 

F. poae和F. fujikuroi。

a

Query 3 GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATATGTTGC 62

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 263 GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATATGTTGC 322

Query 63 CTCGGCGGATCAGCCCGTCCTTCGGGACGGCCCGCCGCAGGACCCTAAACTCTGTTTTTA 122

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 323 CTCGGCGGATCAGCCCGTCCTTCGGGACGGCCCGCCGCAGGACCCTAAACTCTGTTTTTA 382

Query 123    GTGGAACTTCTGAGTAAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT 182

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 383 GTGGAACTTCTGAGTAAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT 442

Query 183 CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG 242

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 443 CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG 502

Query 243 AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC 302

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 503 AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC 562

Query 303 GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGTTTGTCACAGAACACT 362

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 563 GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGTTTGTCACAGAACACT 622

Query 363 CCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACACATCGTTAC 422

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 623 CCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACACATCGTTAC 682

Query 423 TGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGG 482

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 683 TGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGG 742

Query 483 TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 510

||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 743 TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 770

b

Query 1 GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACAT 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 5 GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACAT 64

Query 61 ACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAAGGGACGGCCCGCCGCAG 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||

Sbjct 65 ACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGT-AAAAAGGGACGGCCCGCCGCAG 123

Query 121 GAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACT 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 124 GAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACT 183

Query 181 TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 184 TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA 243

Query 241 ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGT 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 244 ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGT 303

Query 301 ATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGG 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 304 ATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGG 363

Query 361 GAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 364 GAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG 423

Query 421 TAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 424 TAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT 483

Query 481 GAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA 540

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 484 GAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA 543

Query 541 GGA 543
|||

Sbjct 544 GGA 546
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c

Query 1 TGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTG 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 16 TGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTG 75

Query 61 CCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGACGGCCCGCCGCAGGAACCCTAAACT 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 76 CCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGACGGCCCGCCGCAGGAACCCTAAACT 135

Query 121 CTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGA 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 136 CTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGA 195

Query 181 TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 196 TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA 255

Query 241 GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 256 GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC 315

Query 301 ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAGTCC 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 316 ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAGTCC 375

Query 361 TGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACA 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 376 TGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACA 435

Query 421 CATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCT 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 436 CATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCT 495

Query 481 CGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 517

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 496 CGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 532

Query 1 CTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTT 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 4 CTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTT 63

Query 61 GCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAAC 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 64 GCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAAC 123

Query 121 TCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGG 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 124 TCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGG 183

Query 181 ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 184 ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC 243

Query 241 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGG 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 244 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGG 303

Query 301 CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGT 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 304 CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGT 363

Query 361 CAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAA 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 364 CAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAA 423

Query 421 ACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGAC 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 424 ACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGAC 483

Query 481 CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA 518

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 484 CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA 521

d

图 4 F. poae（a）、F. asiaticum（b）、F. graminearum（c） 

和F. fujikuroi（d）测序结果比对

Fig. 4 Comparison of sequencing results among F. poae (a),  
F. asiaticum (b), F. graminearum (c) and F. fujikuroi (d)

表 3 所测菌株基因序列与基因库中现有序列比对结果

Table 3 Comparison of the sequences of the tested strains with 

GenBank sequences

编号 碱基数 相似性/% 种名

R-130307-1-1-2 543 99 F. asiaticum
R-162419-3-3-1 514 100 F. graminearum 
W-164232-1-1-1 517 100 F. graminearum 
W-161403-2-5-1 514 100 F. graminearum 
W-164231-1-1 508 100 F. poae
C-130507-3-3 518 100 F. fujikuroi

综合表2、3可知，本实验采集的东北地区采收期粮

食中产DON和ZON的产毒菌种类经鉴定为F. asiaticum、

F. graminearum、F. poae和F. fujikuroi等镰刀菌属菌株，其

中分离的F. asiaticum和F. graminearum与史文琦等[26]的分

析结果类似，均具有DON的产毒性能，说明我国DON产

毒菌主要包括了F. asiaticum和F. graminearum。本实验分

离的F. poae具有同时产DON和ZON的性能，而张枫等[27] 

分离的F. poae为产T-2毒素的产毒菌，由于本实验没有进

行T-2毒素的检测，因此本实验中分离的F. poae是否同时

具有T-2毒素产毒性还有待进一步验证。考虑到王晋等[28]

也在小麦中分离出F. poae菌株，虽然没有进行产毒菌的

测定，但是可以推测F. poae菌株也是我国粮食中常污染

的镰刀菌之一。研究[29-30]表明，F. fujikuroi是产FB毒素的

主要产毒菌之一，本实验调查中分离的C-130507-3-3菌株

经与NCBI中相应菌株比对结果与F.  fujikuroi真菌相同，

同时经UPLC-MS/MS方法鉴定，该菌具有FB毒素的产毒

性，由此可知，我国东北采收期粮食中污染有产FB毒素

的产毒菌。

3 结 论

本实验利用ELISA的快速筛选和UPLC-MS/MS的精

密鉴定的优势，结合PCR技术，通过基因比对发现我国

东北地区粮食主产区采收期的小麦、玉米和水稻中存在

一定的产DON、ZON和FB毒素的产毒性真菌污染，并成

功分离鉴定了6 个产毒菌，由此可知，东北地区粮食主产

区粮食具有潜在的真菌毒素污染的可能性，如果采收后的

粮食在储藏、运输和加工过程中管理不善，将会危害粮食

的安全性，因此，后期有必要持续跟踪开展采收后的粮食

在储藏、运输和加工过程中真菌的生长情况和真菌毒素风

险评估，同时也需要制定针对性的安全控制措施。
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