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小麦脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）
快速筛查方法的研究
欧阳毅，唐　 芳，张海洋，祁智慧，程树峰
（国家粮食局科学研究院，北京　 １０００３７）

摘　 要：基于脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）产毒菌镰刀菌形态特征，以其大型分生孢子为检测目标
物，初步建立一种新的小麦ＤＯＮ筛查方法。样品直接用水振荡提取，１００目滤布过滤，滤液于显微
镜下镜检。检测时间约３ ｍｉｎ。对不同感染水平的小麦阳性样品进行镰刀菌大孢子检验（ｎ ＝ ６），
方法相对标准偏差（ＲＳＤ）为７． １％ ～ ２１． ６％。对我国小麦主产区的７２个小麦样品进行检验，用
ＨＰＬＣ法作对照。结果表明，样品中有４６个未检出镰刀菌大孢子，占样品总数的６３． ９ ％，这些样
品ＤＯＮ含量为０ ～ ７９２． ４ μｇ ／ ｋｇ，均未超过国家限量标准１ ０００ μｇ ／ ｋｇ；有２６个样品检出大孢子，
ＤＯＮ未超标为６个，但均有检出，其余大部分样品镰刀菌生长量与其产生ＤＯＮ的产量呈正相关。
由此可见，通过本方法，可快速的对批量小麦ＤＯＮ超标与未超标样品进行筛查区分。
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　 　 小麦脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）是由多种镰
刀菌产生的一种单端孢霉烯族类化合物，其中以禾
谷镰刀菌占绝对优势，据国内１７省市采样分析，该
种占９３ ％，其次为燕麦镰刀菌［１］。在我国小麦
ＤＯＮ污染十分普遍，主要发生于长江中下游的江
苏、浙江、安徽、湖北及东北垦区，近年来，污染区域

逐年扩大，已波及黄淮海和西北等广大冬麦区。由
于小麦ＤＯＮ污染涉及面广、危害性大，已引起国家
相关管理部门的高度关注。我国现行的小麦和小麦
粉中ＤＯＮ国家限量标准规定，ＤＯＮ含量不得超过
１ ０００ μｇ ／ ｋｇ［２］。这对于保障我国粮食安全是十分
必要的。

小麦ＤＯＮ检验在我国是一项经常性的工作。
它的特点是样品量大，检测时间长，费用高，并需要
大型分析仪器。采用一种简单、快速、经济的筛查方
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法，将大量未超标小麦样品
从被检样品中分离，不仅可大大提高工作效率，

也可解决我国小麦ＤＯＮ分析成本过高的问题。目
前，国内外对真菌毒素快速检测方法研究甚多，主要
集中在酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）［３］、免疫胶体金技术［４］、
基因芯片［５］以及液相芯片［６］等，有些方法技术上趋
于成熟，但仪器设备昂贵、检测成本高等限制，用于
大量样品的快速筛查仍存在较大困难。近十几年，
我国在镰刀菌产生ＤＯＮ毒素规律上也进行了大量
研究，王裕中［７］等从我国苏、浙、皖、闽、川、豫、冀、
陕、黑等１１个省市收集赤霉病穗分离获得的４０多
种禾谷镰刀菌，通过不同菌株产毒能力的测定，结果
表明，所有禾谷镰刀菌均有产毒能力。谢茂昌［８］等
研究表明，小麦赤霉病发病程度与ＤＯＮ产量之间存
在极显著相关性。Ｍｉｌｌｅｒ等研究表明［９］，镰刀菌产生
ＤＯＮ的产量与镰刀菌生长量呈正相关。前人大量研
究表明，小麦ＤＯＮ污染程度与镰刀菌生长密切相关。
本实验基于产毒镰刀菌生长形态特征，尝试以镰刀菌
大孢子为检测目标物，建立一种小麦ＤＯＮ污染快速
筛查的新方法，为小麦收购过程中现场快速筛查方法
的研究提供一个新思路。
１　 材料与方法
１． １　 样品

小麦：来自于黄淮小麦主产区。
１． ２　 试剂和仪器

ＳＭＡＲＴ双目生物显微镜：重庆奥特公司；ＰＬ４０３
－ ＩＣ电子天平：上海Ｍｅｔｔｌｅｒ － Ｔｏｌｅｄｏ公司；血球计
数板：上海求精生化试剂仪器公司；ＬＣ － １０ＡＴ高效
液相色谱仪：日本ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司。实验用水为
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ制备的超纯水。
１． ３　 方法
１． ３． １　 样品前处理

取１０． ０ ｇ小麦样品，于８０ ｍＬ试管中，加入３０
ｍＬ水，加塞，剧烈振荡１． ５ ｍｉｎ，用１００目滤布过滤，
收集滤液备用。
１． ３． ２　 孢子计数

用滴管取少量上述收集液，采用虹吸方法将提
取液加入血球计数板中，在１６０ ×显微镜下进行孢
子计数。
１． ３． ３　 ＨＰＬＣ小麦ＤＯＮ检测方法［１０］

小麦ＤＯＮ检测方法按文献［１０］进行测定。
２　 结果与分析
２． １　 镰刀菌孢子特征

自然条件下小麦等作物感染镰刀菌，初期多附
着在粮粒表面生长，按方法１． ３． １对样品进行处理，
可将粮粒表面感染的镰刀菌孢子清洗到提取液中。

镰刀菌生长大多为无性繁殖，主要是在菌丝上长出
分生孢子，这些孢子形状各异，主要分为小型分生孢
子和大型分生孢子。小孢子形状多，体积小，不易辨
认。而大分生孢子体积大，形状较为单一，多呈镰刀
形，有３ ～ １０隔，特征明显易显微镜下观察辨认，如
图１（Ａ － Ｂ）所示。因此，可对提取液中大孢子进行
计数，进而反映ＤＯＮ污染情况。

Ａ．大型分生孢子形态；
Ｂ．光学显微镜下镰刀菌大型分生孢子形态
图１　 镰刀菌大型分生孢子形态图

２． ２　 计数方法说明
自然污染小麦样品按方法１． ３． １提取后，按方

法１． ３． ２对提取液中大孢子镜检计数。由于大孢子
一般较长（十几微米到几十微米），远大于细菌和酵
母，仅对标准血球计数板计数区中的孢子进行计数，
会给计数结果带来较大的误差，因此，在原有计数方
法的基础上加以改进，对整个计数平台中的镰刀菌
大孢子进行计数，计数体积约为６ ｍｍ３如图２所示。

图２　 镰刀菌孢子计数平台
２． ３　 样品提取条件优化

分别称取１０、１５、２０ ｇ被感染的小麦样品，按照
１． ３． １步骤，进行小麦样品前处理，显微镜下镰刀菌
大孢子计数，每个样品三次重复，取平均值，结果如
图３所示，随着样品重量的增加，镰刀菌孢子计数结

图３　 样品称样量优化
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果也梯度增长，不同称样量对样品镰刀菌孢子计数
的结果无明显影响，本实验中样品称样量定为１０ ｇ。

同样操作步骤，提取时间分别为１． ０、１． ５、２． ０、
３． ０ ｍｉｎ，并对提取液进行显微镜计数，结果如图４
所示，提取时间为１． ０ ｍｉｎ时镰刀菌孢子提取不充
分，提取时间在１． ５ ｍｉｎ以上时对小麦样品中镰刀菌
孢子计数结果无明显的影响，镰刀菌孢子浓度均为
４． ０ ×１０５个／ ｇ，因此本方法将提取时间定为１． ５ ｍｉｎ。

图４　 样品提取时间优化
选择８０、１００、２００、３００、４００目孔径的滤布对过

滤条件进行优化，其他操作步骤按照１． ３． １步骤，结
果如图５所示，８０、１００目孔径滤布对镰刀菌孢子计

图５　 滤布孔径优化

数结果无明显影响，镰刀菌孢子浓度在２． ９ × １０５ ～
３． ０ × １０５个／ ｇ之间，２００、３００、４００目滤布随孔径变
小，镰刀菌孢子数逐渐减少。由于孔径大的滤布，提
取液过滤时，通过滤布的杂质也较多，对镜检计数视
野有影响，因此本方法选择孔径１００目滤布。
２． ４　 精密度

选择三个水平感染的小麦样品，按方法１． ３． １
对样品进行处理，并进行镰刀菌大孢子计数，结果见
表１。

表１　 方法精密度试验结果（ｎ ＝ ６）

次数 镰刀菌孢子／（１０５个／ ｇ）
１ ２ ３

１ １． ６ ４． １ ６． ２

２ １． ４ ４． ２ ６． ２

３ １． ５ ４． ６ ５． ７

４ ２． ４ ４． ７ ６． ９

５ ２． ０ ３． ９ ４． ９

６ １． ６ ４． ３ ５． ５

珋ｘ １． ８ ４． ３ ５． ９

ＲＳＤ ／ ％ ２１． ６ ７． １ １１． ８

由表１可知，三个感染梯度小麦样品，六次重
复，相对标准偏差（ＲＳＤ）为７． １ ％ ～ ２１． ６ ％。这一
结果对于微生物常规检验，误差处于一个较低的水
平。由此可看出，本方法具有较好的重复性。
２． ５　 样品测定结果对比

按方法１． ３． １和１． ３． ２，对从我国黄淮小麦主
产区收集７２份样品进行处理，并对镰刀菌大孢子计
数，同时按１． ３． ３对每个样品进行色谱定量检测，检
测结果见表２。

表２　 镰刀菌大孢子计数结果与ＨＰＬＣ检测结果对比

样品 ＤＯＮ含量
／（μｇ ／ ｋｇ）

孢子数
／（１０５个／ ｇ） 样品 ＤＯＮ含量

／（μｇ ／ ｋｇ）
孢子数
／（１０５个／ ｇ） 样品 ＤＯＮ含量

／（μｇ ／ ｋｇ）
孢子数
／（１０５个／ ｇ）

１ ０． ０ ０． ０ ２５ ０． ０ ０． ０ ４９ １ ８９６． ７ ２． ０
２ ０． ０ ０． ０ ２６ ０． ０ ０． ０ ５０ １ ６７２． ２ ３． ０
３ ０． ０ ０． ０ ２７ ０． ０ ０． ０ ５１ １ ８２６． １ ３． ５
４ ０． ０ ０． ０ ２８ ０． ０ ０． ０ ５２ ９１４． １ ４． ５
５ ０． ０ ０． ０ ２９ ０． ０ ０． ０ ５３ １ ７４６． １ ５． ５
６ ０． ０ ０． ０ ３０ ０． ０ ０． ０ ５４ ２ ３０５． ９ ６． ５
７ ０． ０ ０． ０ ３１ ０． ０ ０． ０ ５５ ４０２． ０ ７． ５
８ ０． ０ ０． ０ ３２ ０． ０ ０． ０ ５６ １ ６３９． ２ ８． ６
９ ０． ０ ０． ０ ３３ ３８４． ８ ０． ０ ５７ ２ ５４１． ６ １１． １
１０ ０． ０ ０． ０ ３４ ３８９． ７ ０． ０ ５８ ２ ６７６． ５ １３． １
１１ ０． ０ ０． ０ ３５ ４１２． １ ０． ０ ５９ ７６４． １ １４． １
１２ ０． ０ ０． ０ ３６ ４４７． １ ０． ０ ６０ ２ ２９１． ５ １５． １
１３ ０． ０ ０． ０ ３７ ５２３． ２ ０． ０ ６１ ８１４． ４ ２０． １
１４ ０． ０ ０． ０ ３８ ５２４． ３ ０． ０ ６２ ２ ８６２． ４ ２１． １
１５ ０． ０ ０． ０ ３９ ６４２． ６ ０． ０ ６３ ２ ４９６． ３ ２３． １
１６ ０． ０ ０． ０ ４０ ６６０． ０ ０． ０ ６４ ３ ５５５． ５ ２７． ７
１７ ０． ０ ０． ０ ４１ ６６１． １ ０． ０ ６５ ３ ７７５． ７ ３０． ７
１８ ０． ０ ０． ０ ４２ ６９１． ５ ０． ０ ６６ ７４１． ２ ３２． ２
１９ ０． ０ ０． ０ ４３ ７６６． ５ ０． ０ ６７ ３ ８１４． ５ ４７． ３
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７６　　　

续表
样品 ＤＯＮ含量

／（μｇ ／ ｋｇ）
孢子数
／（１０５个／ ｇ） 样品 ＤＯＮ含量

／（μｇ ／ ｋｇ）
孢子数
／（１０５个／ ｇ） 样品 ＤＯＮ含量

／（μｇ ／ ｋｇ）
孢子数
／（１０５个／ ｇ）

２０ ０． ０ ０． ０ ４４ ７６７． １ ０． ０ ６８ ４ ３５０． ２ ５２． ８
２１ ０． ０ ０． ０ ４５ ７７０． ２ ０． ０ ６９ ３ ５１７． ８ ６２． ４
２２ ０． ０ ０． ０ ４６ ７９２． ４ ０． ０ ７０ ２ ３０４． ２ ８６． ０
２３ ０． ０ ０． ０ ４７ ５１７． ４ １． ０ ７１ ３ ６０１． ５ １９１． ６
２４ ０． ０ ０． ０ ４８ １１０２． ９ １． ０ ７２ ４ １０５． ４ ２８５． ２

　 　 将镰刀菌计数大孢子计数结果与ＨＰＬＣ定量检
测结果进行比较。７２个小麦样品中，４６个样品未检
出镰刀菌大孢子，占小麦样品的６３． ９％，这４６个样
品中，有３２个样品ＤＯＮ未检出，１４个样品ＤＯＮ检
出范围在３８４． ８ ～ ７９２． ４ μｇ ／ ｋｇ，均值在６０２． ３ μｇ ／
ｋｇ，远低于国家限量标准１ ０００ μｇ ／ ｋｇ。分析原因，
显微镜计数法是通过剧烈振荡提取得到镰刀菌大孢
子悬浮液，计数结果为未检出，并不代表镰刀菌完全
不生长，只是生长量少，孢子浓度在显微计数法检出
限以下，产生的ＤＯＮ毒素也相应要低得多，从现有
数据来看，远低于国家限量标准，初步可以确定，镰
刀菌大孢子未检出的情况下ＤＯＮ毒素含量不超标。
显微镜镜检计数法的检出限量值还需进一步检测不
同地区的大量样品加以确认。

镰刀菌大孢子检出样品共有２６个，其中６个样
品虽有检出，但ＤＯＮ含量不超标，占阳性样品的
２３． １ ％，应属毒素产量较低的镰刀菌种。其余２０
个样品均已超过国家限量标准，在这２０个样品中，
有３个样品大孢子检出量非常高，但毒素含量没有
明显升高，也应属毒素产量低的镰刀菌种。其余１７
个样品污染的镰刀菌产毒水平大致相同，对大孢子
检出量与ＤＯＮ含量进行相关性分析，得到线性回归
方法为Ｙ ＝ ４３． ３２７ Ｘ ＋ １ ７３９． ９，相关系数Ｒ可达
０． ８８２（图６），进一步验证了镰刀菌产生ＤＯＮ的量
与镰刀菌生长量呈正相关的结论。

图６　 镰刀菌大孢子检出量与ＤＯＮ含量回归曲线
３　 结论

对小麦样品中镰刀菌孢子的提取条件进行了优
化，最佳样品提取条件为：样品称取量１０ ｇ，提取时
间１． ５ ｍｉｎ，滤布孔径１００目。对小麦样品进行了重
复性实验（ｎ ＝ ６），相对标准偏差（ＲＳＤ％）范围在

７． １％～２１． ６％，对微生物常规检测方法而言，本方
法具有良好的重复性。

在小麦主产区７２个样品（来自１６个地区的样
品）的基础上，对镰刀菌大孢子的数量与ＤＯＮ毒素
含量的关系进行分析，结果表明，样品中有４６个未
检出镰刀菌大孢子，占样品总数的６３． ９％，这些样
品ＤＯＮ含量为３８４． ８ ～ ７９２． ４ μｇ ／ ｋｇ，均未超过国家
限量标准１０００ μｇ ／ ｋｇ；有２６个样品检出大孢子，
ＤＯＮ未超标为６个，但镰刀菌大孢子均有检出，且
镰刀菌生长量与其产生ＤＯＮ的产量呈正相关。因
此，可初步确认显微镜下大孢子未检出时，ＤＯＮ毒
素低于国家限量标准，本方法可快速的对批量小麦
ＤＯＮ超标与未超标样品进行筛查区分。

所需检测仪器（国产显微镜即可满足检测要
求）价格低、携带方便，操作成本低，单个样品低于１
元钱，操作简单快速，单个样品检测时间３ ｍｉｎ左
右，可满足粮食收购中现场快速筛查的需要，为小麦
ＤＯＮ毒素的快速筛查方法提供了一个新的研究思
路。
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