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储存玉米中黄曲霉毒素主要产生菌的检测及

污染预防研究
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摘要　通过对储存玉米霉变初期的感官症状观察、分离菌的ＰＣＲ检测及在不同环境条件下的生长预测模型建立，

探讨了识别、预防储存玉米发生黄曲霉毒素及其主要产生菌污染的实用方法。结果表明：籽粒色泽及致密性改变、

表面有潮湿感、粮堆内局部发热等症状的出现可表征储存玉米有可能发生真菌污染。以毒素合成相关的全局性调

控因子狏犲犃基因为靶标，对污染玉米样品分离菌进行ＰＣＲ检测，扩增出约１．９ｋｂ的条带，与预期大小相符，证明污

染菌是黄曲霉或寄生曲霉。污染曲霉在不同玉米水分活度和环境温度下的生长数据，经Ｂａｒａｎｙｉ函数拟合、估测其

最大生长速度，并建立了生长速度随玉米水分活度和环境温度变化的多项式回归模型；模型显示玉米水分活度和环

境温度对污染曲霉的生长影响具有协同性；要确保储存玉米安全，储存参数的限值选择应远离适合污染菌生长的区

域。本研究为储存玉米安全管理决策、玉米水分活度和环境温度限值的选择及调控提供支持，利于降低储存玉米的

黄曲霉毒素及其主要产生曲霉 （黄曲霉或寄生曲霉）的污染风险。

关键词　玉米；　黄曲霉毒素；　ＰＣＲ检测；　生长模型；　感官变化
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４３卷第６期 刘增然等：储存玉米中黄曲霉毒素主要产生菌的检测及污染预防研究

　　玉米作为三大粮食作物之一，粗纤维含量高、氨

基酸平衡好，被广泛食用和饲用。其胚部组织疏松、

吸湿性强、富含碳水化合物，易受真菌侵染［１］。玉米

长期储存中如果管理不当，可能发生结露、虫蚀、局

部发热、真菌孢子萌发并导致真菌毒素污染，造成经

济损失。

已有证据表明，玉米的真菌及毒素污染与玉米

品种、污染菌种属及环境条件有关［２］。很多研究基

于高度保守ＤＮＡ序列 （如ｒＤＮＡ的内转录间隔区）

或真菌毒素合成相关的结构基因 （如犪犳犾犇、犪犳犾犗、

犪犳犾犙）与调控基因 （如犪犳犾犚、犪犳犾犛）进行分子检测，

确定玉米是否被真菌污染［３８］。已有研究证明，真菌

的全局性调控因子ＶｅＡ控制其生长分化、形态发

生、次生代谢、环境胁迫应答、侵染宿主致毒致病［９］，

是真菌产生毒素所必需的基因。因此狏犲犃 可以作

为检测真菌是否存在及玉米籽粒是否为真菌毒素污

染的靶标基因。

关于环境因子对玉米贮存中产黄曲霉毒素真菌

的发育及其产毒的影响已有研究［１０１３］，证明玉米水

分活度、环境温度是决定储存玉米霉变的主要因素。

如果玉米籽粒含水量高或环境温度和湿度波动大，

可能导致玉米霉变。李瑞芳等［１４］、赵立等［１５］、岳晓

禹等［１６］也分别利用马铃薯培养基、玉米籽粒、玉米

粉培养基进行了初步研究。一般认为，玉米籽粒含

水量小于１４％或储存温度低于１０℃可实现玉米的

安全储存。然而，真菌生长预测模型在指导玉米种

植户调控玉米存储条件、防控真菌污染领域的应用

研究缺乏。

为了确保储存玉米的质量、防控真菌及其毒素

的污染，需要对储存玉米的真菌污染予以实时监控、

定期检测，做到早发现早控制。因此，本研究基于分

子检测技术、感官分析和预测生长模型应用，提出了

预防控制玉米黄曲霉毒素及主要产毒曲霉（黄曲霉

和寄生曲霉）污染的方法，以期为我国散储玉米的黄

曲霉毒素污染防控、储存环境关键参数监控、污染风

险预警提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料

培养基：基础培养基 （ｇｌｕｃｏｓｅｍｉｎｉｍａｌｍｅｄｉｕｍ）：

葡萄糖１０ｇ／Ｌ，硝酸钠６ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾１．５２ｇ／Ｌ，

氯化钾０．５２ｇ／Ｌ，硫酸镁０．５２ｇ／Ｌ，１０００×微量元

素溶液１ｍＬ，琼脂１５ｇ／Ｌ，ｐＨ６．５；马铃薯蔗糖琼

脂培养基（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ）：马铃薯２００ｇ／Ｌ，

蔗糖２０ｇ／Ｌ，琼脂１５ｇ／Ｌ；玉米粉培养基（ｃｏｒｎｅｘ

ｔｒａｃｔｍｅｄｉｕｍ）：玉米粉３０ｇ／Ｌ，煮沸后双层纱布过

滤，用甘油调整培养基所需水分活度（０．９８、０．９４、

０．９０、０．８６、０．８２）
［１２］，琼脂１５ｇ／Ｌ。

试剂及仪器：ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ、ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，宝生物工程 （大连）有

限公司；真菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒，北京索莱宝

科技有限公司；黄曲霉毒素Ｂ１酶联免疫定量检测试

剂盒，上海佑隆生物科技有限公司；细胞破碎液：ｐＨ

８．０ＴｒｉｓＨＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００２％，ＮａＣｌ

１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＳＤＳ１％，ｐＨ８．０ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ。

ＰＣＲ仪，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；凝胶成像系统，美国

Ａｐｌｅｇｅｎ公司；酶标仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　方法

１．２．１　玉米霉变调查和症状观察

２０１５年和２０１６年对河北省石家庄市无极县玉

米储户进行现场调研，参考玉米储存品质判定标准

（国标ＧＢ／Ｔ２０５７０２０１５），对储存玉米的霉变、鼠害、

虫蚀情况进行检测；记载玉米籽粒霉变引起的感官

性状变化，包括色泽、质地、触感、气味、完整性等。

同时调查玉米存储前霉变粒、破损粒及未熟粒的去

除情况，玉米储量、粮堆内发热、鼠咬虫蚀、温度和湿

度监控、污染玉米处理等。

１．２．２　样品采集

采集霉变玉米、未霉变玉米作为供试材料。

２０１５年１０月－２０１６年６月从石家庄市无极县的３２

个玉米储户和１２个小型饲料厂随机采集常温储存

玉米８０份、新收获玉米４４份。对玉米储户，将储粮

袋的玉米混匀取样；对饲料厂储存库，在距粮堆表面

２０ｃｍ和底部２０ｃｍ处分别取样，中间区段根据高

度再取１～２个样。每个样品约１ｋｇ，装入无菌采样

袋。样品携带回实验室后，每份样品随机取５０ｇ，经

７０％乙醇浸泡３ｍｉｎ、无菌双蒸水淋洗、滤纸吸干后，

分别装入无菌样品瓶，４℃储存，用于分离曲霉；其余

样品经干燥保存，用于测定黄曲霉毒素含量。

１．２．３　黄曲霉毒素Ｂ１检测

黄曲霉毒素提取：每个玉米籽粒样品取１ｋｇ，籽

粒粉碎后混匀。取５００ｍｇ粉碎的样品，加入２５０μＬ

甲醇水（７０∶３０，犞／犞）萃取液，高速振荡３ｍｉｎ，３６００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。上清液用于测定黄曲霉毒素

·７４·
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含量。

黄曲霉毒素Ｂ１ 测定：９６孔酶标板各标准孔加

入５０μＬ不同浓度的黄曲霉毒素Ｂ１标准液，各样品

孔加５０μＬ待测样液；向各孔加５０μＬ酶标工作液，

轻摇混匀，２５℃恒温箱孵育１０ｍｉｎ；甩干微孔板内液

体，加２５０μＬ洗液，静置１ｍｉｎ，倒掉洗液，重复３

次，吸水纸拍干；加１００μＬ显色剂，２５℃恒温避光孵

育１０ｍｉｎ；加终止液１００μＬ摇匀，４５０ｎｍ波长下测

定吸光度值。黄曲霉毒素Ｂ１的检测限为１μｇ／ｋｇ，

样品重复测定３次，取平均值。

１．２．４　真菌孢子悬浮液制备

菌株接种ＭＭＧ＋０．２％ＹＥ固体平板，３７℃培

养２ｄ；用５～１０ｍＬ无菌水收集孢子，控制悬浮液

孢子浓度在１×１０６～５×１０
６个／ｍＬ。

１．２．５　ＰＣＲ检测

真菌基因组ＤＮＡ提取：将真菌孢子悬液接入

含２ｍＬＭＭＧ液体培养基的试管，接种量为１×１０５

个／ｍＬ；试管斜放、３７℃静置培养１６ｈ；收集菌丝体，

加５００μＬ细胞破碎液，５００μＬ酚∶氯仿∶异戊醇 （２５

∶２４∶１）和３００μＬ０．５ｍｍ氧化锆／硅玻璃珠，４℃高

速均质２ｍｉｎ，离心；水相经无水乙醇沉淀、７０％乙醇

洗涤，再用ｐＨ８．０ＴＥ溶解。

玉米基因组ＤＮＡ提取：取０．５ｇ粉碎的玉米样

品，加２００μＬ溶液Ａ和２０μＬＲＮａｓｅＡ，１００ｍｇ玻

璃珠，涡旋振荡３０ｍｉｎ；加２０μＬ蛋白酶Ｋ，５５℃

水浴消化３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集

上清液；加２００μＬ溶液Ｂ、２００μＬ无水乙醇、混

匀，转至吸附柱静置２ｍｉｎ，离心弃废液；吸附柱

以６００μＬ漂洗液漂洗２次，室温放置几分钟；吸

附柱用２０μＬ６５℃的洗脱液洗脱，收集洗脱液即

基因组ＤＮＡ。

引物设计：根据黄曲霉 （ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＤＱ２９６６４５．１）、寄生曲霉（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＡＹ４４５５１３．１）

的狏犲犃基因序列，经ＮＣＢＩ／ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ设计通

用引物ＦＵＡ１＋ＦＵＡ２，产物大小１８７５ｂｐ，用以检

测黄曲霉毒素主要产生曲霉；根据拟轮枝镰孢

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＤＱ２７４０５９．１）和尖镰孢（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号为ＫＦ７４５０４３．１）的狏犲犃基因序列，设计通

用引物ＦＵＦ１＋ＦＵＦ２，产物大小９１３ｂｐ，用以检测玉

米生长阶段易污染的镰孢菌。两对引物序列分别

为：ＦＵＡ１：５′ＴＣＡＴＴＧＣＴＡＧＣＴＧＧＴＣＡＴＴＡＴＴ

ＴＧＡＴ３′，ＦＵＡ２：５′ＡＴＴＣＴＣＣＣＧＴＴＧＧＣＴＣＧＴＴＴ３′；

ＦＵＦ１：５′ＡＧＴＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＧＧＡ３′，ＦＵＦ２：

５′ＡＡＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＡＧＧＡＡＴＧ３′。

ＰＣＲ扩增：以真菌的全局性调控因子狏犲犃基因

为检测靶标。ＰＣＲ扩增体系为２０μＬ：２×Ｐｒｉｍｅ

ＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ１０μＬ，各引物１μＬ，模板ＤＮＡ

１μＬ，双蒸水加至２０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９８℃变性

１０ｓ，５５℃１５ｓ，７２℃５ｍｉｎ，循环３０次；４℃保温。

ＰＣＲ产物进行凝胶电泳：ＰＣＲ产物５μＬ，于１．０％

琼脂糖凝胶中电泳约１ｈ（５Ｖ／ｃｍ），凝胶经ＥＢ染

色，用成像系统观察照相。

１．２．６　污染菌生长模型建立

污染菌生长测定：参照Ｄｕｒａｎ等
［１７］的方法，在不

同水分活度的ＣＥＭ平板中心处，用５μＬ（１×１０
６
～

５×１０６个／ｍＬ）的孢子悬浮液点板，一定温度和水分

活度下培养约２０ｄ。不同培养条件用不同的塑料密

封箱，内置５００ｍＬ甘油水溶液以保持需要的空气

湿度。每日测量菌落直径 （过接种点，在互相垂直

的方向测量２次，取平均值狔），直到生长最快的菌落

接近平板边缘。每个条件设４个平板（４次重复），取

平均值。

初级生长模型拟合：借助ＳＰＳＳ１９．０统计软件，

用Ｂａｒａｎｙｉ＆Ｒｏｂｅｒｔｓ
［１８］方程拟合生长数据，建立不

同条件下污染菌的初级生长模型；并预测其最大菌

落生长速度 （μｍａｘ，ｍｍ／ｄ）。

狔＝狔０＋μｍａｘ犃－ｌｎ（１＋
ｅｘｐ（μｍａｘ犃）－１
ｅｘｐ（狔ｍａｘ－狔０）

）

犃＝狋＋（
１

μｍａｘ
）ｌｎ［ｅｘｐ（－μｍａｘ狋）＋

ｅｘｐ（－μｍａｘλ）－ｅｘｐ（－μｍａｘ狋－μｍａｘλ）］

其中狔、狔０、狔ｍａｘ分别为菌落直径（ｍｍ）、起始直径

（ｍｍ）、最大直径（ｍｍ）；μｍａｘ最大生长速度（ｍｍ／ｄ）；

λ迟滞期（ｄ）；狋培养时间（ｄ）。

多项式回归模型构建：通过回归，获得分离菌最

大生长速度对玉米水分活度和环境温度的二次多项

式回归模型。

ｌｎμｍａｘ
烄

烆

烌

烎２
＝Ｃ０＋Ｃ１犫狑＋

Ｃ２犫
２
狑＋Ｃ３犜＋Ｃ４犜

２
＋Ｃ５犜犫狑

其中μｍａｘ／２为最大菌落半径增长速度；Ｃ０～Ｃ５均为

系数；犫狑＝ １－犪槡 狑。

生长速度二维等值图：借助ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．０（Ｓｙｓ

ｔａｔＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．Ｈｏｕｎｓｌｏｗ，Ｌｏｎｄｏｎ，ＵＫ）软件，

·８４·



４３卷第６期 刘增然等：储存玉米中黄曲霉毒素主要产生菌的检测及污染预防研究

得出不同玉米水分活度和环境温度下，污染菌的生

长速度对数等值图，用于描述玉米水分活度和环境

温度对污染菌生长的影响。

２　结果与分析

２．１　储存玉米霉变的感官性状调查

对储存玉米的感官性状进行实地调查。结果表

明，真菌污染使玉米籽粒外观、质地、气味发生改变，

导致重量变轻、果皮层的致密性和光泽下降 （表１）。

玉米霉变的早期症状包括：籽粒表面发生润湿现象、

色泽更显鲜亮，粮堆内有潮湿感、发热，有微甜味；然

后籽粒硬度与光泽降低、颜色变暗，籽粒搅动声不再

清脆。经过大约１周的湿热积累，玉米可能发生霉

变，先是胚部变暗、变黑，然后胚部表面、破损粒断面

长出白色棉毛状菌丝体，有淡淡霉味；进一步霉变产

生肉眼可见的黄绿色、灰绿色、淡粉色的真菌孢子，

有霉味、酒味和辛辣味 （图１Ａ）。潮湿天气下，储存

玉米易发生虫蚀，甚至形成蛀孔、隧道和玉米碎屑，

虫蚀将进一步促进玉米霉变。玉米储户或小饲料厂

可通过定期观察储存玉米有无潮润、发热、轻度异

味、虫蚀、光泽降低、颜色变暗、毛状物产生等现象，

确定玉米有无霉变的趋势或是否已经霉变。

表１　储存玉米霉变后的感官性状变化１
）

犜犪犫犾犲１　犆犺犪狀犵犲狊犻狀狋犺犲狊犲狀狊狅狉狔犪狋狋狉犻犫狌狋犲狊狅犳狊狋狅狉犲犱犮狅狉狀犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犳狌狀犵犻

指标Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 正常玉米Ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｏｒｎ 霉变玉米Ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｏｒｎ

饱满度Ｐｌｕｍｐｎｅｓｓ 籽粒饱满 饱满度降低、水中漂浮

质地Ｔｅｘｔｕｒｅ 籽粒紧密、坚实 表面疏松、种皮易脱除

色泽Ｃｏｌｏｒａｎｄｌｕｓｔｒｅ 保持固有的色泽、透亮 初期颜色鲜亮，然后光泽降低、颜色变暗

气味Ｓｍｅｌｌ 玉米清香味 酸味、玉米酒味、霉味或其他异味

口感Ｔａｓｔｅｆｅｅｌｉｎｇ 淡甜味 淡苦味、酸味

完整性 Ｗｈｏｌｅｎｅｓｓ 籽粒完整，不易发生霉变 籽粒不完整，易发生霉变

搅动性能Ｓｔｉｒｒｉｎｇｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ 响声清脆，流动性好 响声沉闷，有阻力

湿热感 Ｗｅｔａｎｄｈｏｔｆｅｅｌｉｎｇ 未产生湿热感 籽粒有潮湿感，粮堆局部发热升温

虫害Ｉｎｓｅｃｔｄａｍａｇｅ 无虫蚀、无虫蛀 有蛀孔及碎屑

霉变 Ｍｉｌｄｅｗ 无 初期胚部有白色菌丝，后期产生黄绿、灰绿、淡粉色、黑色孢子，呈粉末状

　１）口感：玉米用开水煮１ｈ，控去水，咀嚼。搅动性能：用手搅动玉米发出的声音和感觉。

Ｔａｓｔｅｆｅｅｌｉｎｇ：Ｂｏｉｌｔｈｅｓｔｏｒｅｄｃｏｒｎｗｉｔｈｗａｔｅｒｆｏｒａｂｏｕｔｏｎｅｈｏｕｒａｎｄｄｒａｉｎｔｈｅｗａｔｅｒ，ｔｈｅｎｃｈｅｗｔｏｇｅｔｔｈｅｍｏｕｔｈｆｅｅｌｉｎｇ．Ｓｔｉｒｒｉｎｇｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅ：Ｓｏｕｎｄｅｍｉｔｔｅｄａｎｄｆｅｅｌｉｎｇｗｈｅｎｃｏｒｎｉｓｓｔｉｒｒｅｄｗｉｔｈｈａｎｄｓ．

２．２　储存玉米黄曲霉毒素污染水平测定

用酶联免疫法检测采集的储存玉米样品的黄曲

霉毒素Ｂ１污染水平（表２）。结果表明：部分储存玉米

样品的黄曲霉毒素污染严重，最高达到１５５．６μｇ／ｋｇ，远

远超出国家标准 （２０μｇ／ｋｇ）。一般储户的玉米储

量小，检测到黄曲霉毒素的几率低，污染水平也低；

小饲料厂的玉米储量较大，储存条件简陋，缺少控制

措施，检测到黄曲霉毒素污染的几率高，污染水平也

高。因此，要确保玉米源的食品或饲料安全，有条件

的饲料厂需定期检测储存玉米的黄曲霉毒素水平，

更要采取措施预防控制玉米的黄曲霉毒素污染，确

保玉米的黄曲霉毒素污染水平低于２０μｇ／ｋｇ。

表２　储存玉米的黄曲霉毒素犅１污染水平１
）

犜犪犫犾犲２　犔犲狏犲犾狊狅犳犪犳犾犪狋狅狓犻狀犅１犻狀狋犺犲狊狋狅狉犲犱犮狅狉狀狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿犾狅犮犪犾犳犲犲犱犿犻犾犾狊犪狀犱犳犪狉犿犲狉狊

玉米样品

Ｃｏｒｎｓａｍｐｌｅ

样品数／个

Ｓａｍｐｌｅｓｉｚｅ

阳性率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ

黄曲霉毒素Ｂ１含量／μｇ·ｋｇ
－１

ＡｆｌａｔｏｘｉｎＢ１ｌｅｖｅｌ

未储玉米Ｕｎｓｔｏｒｅｄｃｏｒｎ ４４ ０ ＮＤ

储存玉米Ｓｔｏｒｅｄｃｏｒｎ 饲料厂 ４８ ７５ ３９．１±２．６

农户 ３２ ２５ １９．４±２．１

　１）ＮＤ：未检测。

ＮＤ：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２．３　储存玉米污染菌的犘犆犚检测

分别以黄曲霉、拟轮枝镰孢和新鲜玉米基因组

ＤＮＡ为模板，用引物ＦＵＡ１／ＦＵＡ２＋ＦＵＦ１／ＦＵＦ２

混合物进行ＰＣＲ，验证设计引物的特异性。电泳图

显示（图１Ｂ）：以黄曲霉基因组ＤＮＡ为模板的ＰＣＲ

产物约１．９ｋｂ，拟轮枝镰孢基因组ＤＮＡ为模板的

ＰＣＲ产物约０．９ｋｂ，与设计大小一致；而新鲜玉米

基因组ＤＮＡ为模板没有获得ＰＣＲ产物。经ＮＣ

·９４·
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ＢＩ／ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ对ＦＵＡ１／ＦＵＡ２和ＦＵＦ１／ＦＵＦ２

进行特异性分析，ＦＵＡ１／ＦＵＡ２引物与拟轮枝镰孢

基因组ＤＮＡ不能紧密互补，ＦＵＦ１／ＦＵＦ２ 引物与

黄曲霉基因组ＤＮＡ不能紧密互补。证明设计引

物具有各自对应基因序列的特异性，可用于目标菌

的检测。

从污染严重的玉米样品中分离纯化到表型与黄

曲霉一致的菌株。提取分离菌的基因组ＤＮＡ作为

模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物约１．９ｋｂ，与设计的

黄曲霉基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ产物大小一致；新鲜玉

米样品和阴性对照没有扩增到任何条带（图１Ｂ）。

结果证明污染玉米分离菌株是黄曲霉毒素产生菌，

即黄曲霉或寄生曲霉，狏犲犃基因可以作为目标基因，

用于鉴别玉米是否被黄曲霉或寄生曲霉污染。

图１　污染玉米分离菌的检测

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲犳狉狅犿狋犺犲犻狀犳犲犮狋犲犱犮狅狉狀犽犲狉狀犲犾狊

２．４　储存玉米污染菌的生长预测模型建立

分离的黄曲霉毒素产生菌（黄曲霉或寄生曲霉）

用不同水分活度（０．８２、０．８６、０．９０、０．９４、０．９８）的

ＣＥＭ培养基，在不同温度（１５、２０、２５、３０、３５℃）下培

养，测定菌落直径，经Ｂａｒａｎｙｉ函数拟合获得初级生

长模型（图２ａ），并估测最大直径生长速率μｍａｘ。为

了反映玉米水分活度及环境温度对污染菌生长速率

的影响，对最大菌落生长速率进行多项式拟合，并借

助ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．０绘制污染菌最大生长速度的对数

等值线图（图２ｂ）。获得的回归方程如下：

ｌｎμ
ｍａｘ

烄

烆

烌

烎２
＝－６．７０９－０．３３５犫狑－１０．２０６犫

２
狑＋０．５６８犜－０．１００犜

２
＋０．０２５犫狑犜

　　图２表明水分活度（犪狑）和环境温度（犜）协同影

响污染菌生长。污染菌生长显著依赖ＣＥＭ的犪狑，

０．８２犪狑 时菌落生长较慢，犪狑 越高菌落生长速度越

大；随着犜升高，菌落生长加快，３０℃时生长最快，

然后迅速减慢，最适生长温度是２７～３２℃；试验条

件下，污染菌的最佳生长条件是０．９８犪狑＋３０℃，生

长速度为７．２ｍｍ／ｄ。玉米水分活度和环境温度对

污染菌的生长影响具有协同性，犪狑 和犜交汇点在－

０．７等值线下侧，污染菌不生长，在－０．７线上侧污

染菌能生长；要确保储存玉米安全，玉米储存参数选

择应远离适合污染菌生长的区域。

３　讨论

玉米收获前后易受到各种产毒真菌侵染，生长

阶段易感镰孢菌，储存阶段易染曲霉［１９］。调查发

现，多数玉米种植户能进行较规范的种植管理、晾

晒干燥和霉变穗拣出。而玉米储户和小饲料厂对

玉米储存重视不够，储藏方式传统、设施简陋，储

前多未进行筛分处理，未去除不成熟粒和破损粒，

储存中未实施监控管理，使储存玉米更易发生真菌

污染。而且，农村储粮存在严重的鼠害损失，预防

难度较大。

要减少坏粮风险，确保玉米源食品和饲料安
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全，需要在玉米储存阶段采取有效措施，预防控

制真菌污染［２０２１］。玉米储存应选用具有防鼠、防

霉、通风降水等功能的新型储粮装具，或设施完

备的粮仓；有裂纹或破损的玉米籽粒更易受黄曲

霉、寄生曲霉等真菌感染，玉米储存前要进行筛

分处理去除破损粒；实施储存管理规范，对储粮

仓的卫生进行有效控制，减少交叉污染；定期监

控粮温、湿度、虫蚀、霉变、异味。鉴于玉米储户

的储存设施和条件差，实施规范管理具有一定的

挑战性，不建议储户长期储存玉米。小饲料厂可

以用色选机、玉米比重精选机等去除待储玉米的

不完善粒；完善基础设施、改善仓储条件，确保储

粮仓能通风换气、隔热防潮，保证储存玉米的

安全。

图２　玉米水分活度和环境温度对分离的黄曲霉毒素产生菌生长的综合影响

犉犻犵．２　犆狅犿犫犻狀犲犱犲犳犳犲犮狋狊狅犳犮狅狉狀狑犪狋犲狉犪犮狋犻狏犻狋狔犪狀犱犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳犻狊狅犾犪狋犲犱犪犳犾犪狋狅狓犻犵犲狀犻犮犳狌狀犵狌狊

　　调控因子ＶｅＡ的Ｎ末端序列比对显示：主要

黄曲霉毒素产生菌（黄曲霉和寄生曲霉）的序列相似

性高达９９％，拟轮枝镰孢和尖镰孢的序列相似性高

达９８％，而两类菌的序列相似性仅为５４％
［９］。根据

狏犲犃基因的特有保守序列，设计黄曲霉和寄生曲霉

ＰＣＲ检测的特异引物ＦＵＡ１／ＦＵＡ２、尖镰孢和拟轮

枝镰孢ＰＣＲ检测的特异引物ＦＵＦ１／ＦＵＦ２，对污染

玉米分离菌进行ＰＣＲ检测。结果显示玉米污染菌

的ＰＣＲ产物与黄曲霉的ＰＣＲ产物大小一致，而且

污染玉米样品中检测到了黄曲霉毒素Ｂ１，证明从污

染玉米样品分离到的污染菌是黄曲霉毒素产生菌

（黄曲霉和寄生曲霉）。

产毒真菌污染玉米不一定产生毒素，其最佳生

长条件与最适产毒条件不完全一致［２２］。但是真菌

孢子及菌核的毒素含量都高，说明真菌形态发生与

毒素产生呈一定正相关性［２３］，利于形态发生的环境

则应利于其产毒，所以玉米污染菌的生长趋势可用

以表征其致毒潜力，控制真菌生长可以有效减少真

菌毒素积累。研究证明玉米发生真菌污染不仅取决

于玉米籽粒的种类、含水量、破损度等，还与储存条

件（如环境温度和湿度）和储存时间相关［２］。鉴于玉

米水分活度和环境温度是影响真菌在玉米上定殖发

育的关键参数［２４］，本研究针对黄曲霉毒素产生菌，

建立了两参数相关的污染菌生长预测模型，用以评

估储存玉米在不同玉米水分活度和环境温度下发生

真菌污染的趋势。

污染菌生长预测模型显示：如果玉米储存条件

位于－０．７等值线右上侧，则污染菌的孢子能萌发、

菌丝可生长；随着储存时间延长，玉米可能发生腐烂

变质。河北地区秋玉米收获时，环境温度约２０℃，玉

米犪狑＞０．８４（含水量１８％），处于污染菌生长侧。因

此，新收获的玉米要及时晾晒至犪狑＜０．８４，否则污染

菌就可能萌发生长，使玉米霉变。如果玉米储存条件

位于－０．７等值线左下侧，污染菌则处于生长的极端

胁迫区，其孢子不能萌发、菌丝停止生长。

借助等值图控制储存玉米的犪狑 及环境温度，使

·１５·
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黄曲霉毒素主要产生菌生长被抑制，从而实现玉米

的安全储存。玉米储库在实施ＨＡＣＣＰ体系时，用

玉米犪狑 或含水量及环境温度作为关键控制参数，借

助预测模型建立其控制限值；通过实时监控，预测玉

米发生污染的趋势，确定玉米安全储存的时间。玉

米散储户都是常温储存，没有温控设施，要确保储存

玉米的安全，需根据储存期间的温度变化情况，将玉

米干燥至真菌的生长临界犪狑 以下。环境温度较低，

玉米犪狑 可稍高些；环境温度较高，玉米犪狑 要低一

些。如冬储玉米，环境温度＜１５℃，则安全犪狑 可高

达０．９４（含水量≈２４％）；夏储玉米，环境温度＞

２０℃，则安全犪狑 要降至０．８４（含水量≈１８％）以下，

具体大小根据环境温度决定。借助预测模型防控玉

米的真菌污染，要考虑玉米在储前（生长、晾晒、干

燥）阶段是否已染菌。玉米污染菌一旦生长代谢，产

生湿热并向周围释放，粮堆内产生局部热点，进一步

促进污染发生。所以与未污染玉米相比，带菌玉米

更易霉变，其含水量和环境温度应控制得更低，并且

只能短期储存。

玉米发生霉变引起感官性状变化，通过视觉观

察、触觉掂摸、嗅觉闻和味觉尝等分析，观察储存

玉米有无表面潮润、发热、光泽降低、颜色变暗、质

地疏松、失重、异味、虫蚀、毛状物或孢子产生等现

象，作为诊断玉米发生真菌污染的早期症状，初步

判断玉米发生霉变的趋势，以利于玉米储户在储

存环境多变的情况下，初步评估玉米发生真菌污

染的趋势，并及时处理或用作它用，减少经济损

失。快速有效地识别可能污染真菌、检测真菌毒

素污染水平，需要设备投资大、检测费用高，小型

玉米储存企业和农户难以实施。要确保盈利，需

根据环境条件变化，定期观察玉米感官性状变

化，调整玉米储存时间，减少储粮损失是目前可

行的方法。

将来应开发真菌毒素快速检测仪，实现即时

检测。虽然黄曲霉毒素主要由黄曲霉犃．犳犾犪狏狌狊

和寄生曲霉犃．狆犪狉犪狊犻狋犻犮狌狊产生，近年又发现特异

曲霉犃．狀狅犿犻狌狊、溜曲霉犃．狋犪犿犪狉犻等也产生黄曲

霉毒素，而且随着分子生物技术不断应用，可能

发现更多的黄曲霉毒素产生菌，今后应进一步寻

找区分这些菌的实用方法。已知干热胁迫利于

高耐旱真菌（如黄曲霉）成为玉米污染优势菌，提

高玉米的真菌污染敏感性［１３］，将来需要进一步了

解气候变暖对玉米真菌互作的影响，提高玉米的

抗真菌能力，为玉米生产体系的可持续发展提供

保障。
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