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  稻曲病是一种世界性水稻真菌病害,是由子囊菌纲麦

角菌科绿核菌属Ustilaginoideavirens(Cooke)Tak.侵染

水稻穗部引起的真菌病害。近年来,随着水稻栽培模式的

改变,稻田氮肥施用量的增加,加上新型高产密穗型杂交

稻的大面积推广,稻曲病的发生日趋严重[1],呈现发病范

围广、发病频率高、产量损失严重等特点,已从次要病害上

升为主要病害[2-3]。稻曲病不仅严重影响水稻的产量,更为

严重的是稻曲病菌能产生对人畜有害的稻曲病菌毒素,因
此,建立快速准确的检测稻曲病菌毒素的方法尤为必要。

稻曲病菌毒素(ustiloxins)是一类抗真核细胞有丝分

裂的杂环肽[4-5]。Suwa[6]首先报道了稻曲球的水提液对兔

子的毒性,随后Koiso等[7]从稻曲球的水溶液中提取到了

这类毒素化合物,命名为ustiloxins。目前已从稻曲球中分

离出了稻曲病菌毒素A~F,其中,稻曲病菌毒素A是最主

要的毒素[7],而稻曲病菌毒素D是同族化合物中结构较简

单且生物活性较高的一种毒素[8]。大量研究结果表明,稻
曲病菌毒素能够阻止微管蛋白的聚合反应,并且对现有的

微管蛋白具有解聚作用,抑制细胞的有丝分裂[6-9],但它或

由于不能穿透细胞膜而不具备细胞毒性,因而不会影响细

菌或真菌的生长[10-12]。Nakamura等[13-14]曾报道稻曲病菌

毒素污染的饲料能引起动物严重的肝肾疾病(代谢紊乱)。
因此,建立快速、灵敏的毒素检测方法具有重要的现实意

义。

  Miyazaki等[15]报道了关于稻曲病菌毒素A的高效液

相色谱检测方法,而关于稻曲病菌毒素的质谱分析方法国

内外尚未见报道。针对小分子的快速检测,液相色谱法多

采用紫外或者荧光检测器,易产生杂质干扰现象,且样品

前处理比较烦琐。质谱分析法是通过对被测样品离子的

质荷比的测定来进行分析的一种方法,具有灵敏度高,样
品用量少,分析速度快,分离和鉴定同时进行等优点。本
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研究通过一步水提法,采用固相萃取(SPE)净化方法,结
合高效液相色谱-串联质谱法进行检测,建立了稻谷中稻曲

病菌毒素稻曲病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的定量检测

方法,并应用此方法对江苏部分地区的稻米进行了稻曲病

菌毒素含量分析,方法简单,操作性强,具有良好的准确度

和精密度。

1 材料与方法

1.1 材料

  采用的试剂包括分析纯甲醇(南京宁试化学试剂有限

公司)、色谱纯甲醇和甲酸(Sigma)、聚乙二醇4000(PEG
4000)(Sigma)。标准品稻曲病菌毒素-A和稻曲病菌毒素-
D由日本东京大学KOBAYASHIHisayoshi博士悉赠。

1.2 方法

1.2.1 样品前处理

提取:将稻谷磨成粉末,过20目筛,称取样品25.0g
置于250mL具塞三角瓶中,加入5.0gPEG4000,再加入

100mL去离子水,室温摇床振荡30min,取出后于10000
r/min下离心10min,将上清液转移至另一离心管中,残渣

中加入20mL去离子水重复上述操作,合并两次提取液用

去离子水定容至120mL。取提取液50mL作为固相萃取

净化样液。
净化:取上述提取液50mL加入预先用3mL甲醇、3

mL去离子水活化的C18固相萃取小柱,用3mL去离子

水淋洗,5mL甲醇-水(V甲醇∶V水=7∶3)洗脱,收集洗脱

液并用氮气吹至近干,用1.0mL流动相溶解,过0.22μm
滤膜,滤液用于高效液相色谱-串联质谱分析。

1.2.2 测定条件

1.2.2.1 色谱条件

色谱柱为AgilentZORBAXSB-C18柱(30mm×2.1
mm,5μm);流动相为甲醇-水(含0.1%甲酸)(V甲醇∶V水

=5∶5);流速为0.3mL/min;进样体积为3.0μL;柱温

30℃。

1.2.2.2 质谱条件

离子源:电喷雾离子源(ESI),正离子方式检测;检测

模式:多反应监测(MRM);干燥气温度350℃;干燥气流

速10.0L/min;雾化气压276kPa。其他质谱参数见表1。

2 结果与分析

2.1 样品前处理方法的确定

稻曲病菌毒素是一类极性较大的化合物,水溶性较

好,故设计时采用了较为简单的水提法。水提法的优点是

简便、成本低、杂质少、污染小。在洗脱C18小柱吸附毒素

时,考查了多种洗脱剂以及梯度洗脱的效果,结果表明水

洗可以去除部分杂质而不会将有效成分洗脱;以甲醇-水
(V甲醇∶V水=1∶9)进行洗脱可以去掉部分色素杂质,但
同时也有部分毒素被洗脱下来;甲醇-水(V甲醇∶V水=7∶
3),基本上可以将毒素全部洗脱下来。因此,先用水洗去

除杂质,再用甲醇-水(V甲醇∶V水=7∶3)进行洗脱,这样既

保证了去除部分杂质又能充分洗脱所需毒素样品。

2.2 HPLC-MS/MS分析

稻曲病菌毒素A和D质谱分析表明(图2),除能检测

到准分子离子外,有足够的子离子信息。在一级全扫描质

谱中得到2种毒素的准分子离子[M+H]+(稻曲病菌毒素

A,m/z674、稻曲病菌毒素D,m/z495),再对[M+H]+

进行二级质谱分析,通过条件优化,确定稻曲病菌毒素A,

m/z674>209,674>187,674>132;稻曲病菌毒素 D,

m/z495>192,495>291,495>263各3对离子对,但实

验发现m/z674>132和 m/z495>263离子对受基质干

扰,无线性关系,而其他离子对受基质干扰较小,所以对于

稻曲病菌毒素A,选择m/z674>209作为定量离子对,m/z
674>187作为辅助定性参比离子对;对于稻曲病菌毒素

D,选择m/z495>192作为定量离子对,m/z495>291作

为辅助定性参比离子对。

2.3 方法评价

2.3.1 方法的加标回收率和变异系数

将一定浓度的标准液加到研磨好的20g空白稻谷粉

中,经方法1.2.1进行样品前处理,按方法1.2.1和1.2.2
进行LC-MS分析,以10、50、100μg/L3个浓度测定稻曲

病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的添加回收率和变异系数。
每一浓度包括5个重复,在不同日期进行3个批次测定,计
算日内变异系数和日间变异系数。两种毒素的回收率和

表1 测定稻曲病菌毒素A和D的质谱参数

Table1.MSconditionsforthedeterminationofustiloxinsAandD.

化合物

Compound

母离子

Precursorion(m/z)
子离子

Production(m/z)
碎裂电压

Fragmentationvoltage/V

碰撞能量

Collisionenergy/eV
稻曲病菌毒素AUstiloxinA 674 209* 150 40

187 30
132 40

稻曲病菌毒素DUstiloxinD 495 192* 100 20
291 10
263 25

  *为定量离子
*Quantitativeanalysision
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图1 稻曲病菌毒素A和D混合标准溶液的 MRM谱 (50μg/L)

Fig.1.ChromatogramsofUstiloxinAandUstiloxinDinMRM mode(50μg/L).

图2 稻曲病菌毒素A(A)和稻曲病菌毒素D(B)的碎片离子

Fig.2.MS2spectraforustiloxinA(A)andustiloxinD(B).

变异系数结果见表2。

2.3.2 标准曲线与检出限

对于 HPLC-MS分析,基质效应常常是影响准确定量

的干扰因素。为消除基质效应对分析结果的影响,用处理

过的稻米空白提取液来配置标准曲线,空白稻米提取液选

取没有被稻曲病菌污染的的稻米按照样品的处理步骤处

理。用空白稻米提取液来制备2种毒素的混合标准溶液,
其中含有稻曲病菌毒素A的质量浓度为5、10、20、50、100、

200、500μg/L,含有稻曲病菌毒素D的质量浓度为1、5、

10、20、50、100、200、500μg/L。按照上述色谱条件进行分

析,以毒素的质量浓度X(μg/L)为横坐标,以峰面积Y 为

纵坐标绘制标准曲线,得到线性回归方程及相关系数,同
时以信噪比(S/N)不低于10时的进样浓度为定量 限

(LOQ),由表3可以看出本方法具有较宽的线性范围,线
性关系良好。

2.4 样品中稻曲病菌毒素含量的测定

通过上述方法,测定了江苏10个地区的稻谷样品中

稻曲病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的含量(表4)。结果

表明,样品中的稻曲属菌毒素A和D的含量与发病情况一

致。

3 讨论

稻曲病菌毒素的污染情况随着稻曲病发生的日趋严

重而变得更为普遍。由于稻曲病菌毒素的标准样品目前

尚无供应厂商,采用薄层色谱法或高效液相色谱法等传统

方法分析检测谷物饲料中污染的稻曲病菌毒素都需用标

准样品进行定性分析,自行分离或合成标准样品费时费力

且纯度达不到商品化的标准,给稻曲病菌毒素的定性分析

带来诸多不便。电喷雾(ESI)是一种软电离技术,能够有

效地收集离子和提供大量的碎片信息,易于与高效液相色
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谱联用(HPLC/MS)。这种联用技术具有分析速度快、分
辨率和灵敏度高的特点,并且具有对分析的样品进行快速

定性的能力。本研究所建立的质谱分析方法,为其他研究

者提供了很好的定性参考方法。此外,与 Miyazaki关于稻

曲病菌毒素A的HPLC方法相比,本方法在检测灵敏度方

面有了很大的提高,且能够同时检测2种毒素并定量分

析,为分析此类毒素在谷物中的污染情况提供了技术支

持。
样品的提取和前处理应尽可能简单方便。稻曲病菌

毒素属于一类强极性物质,因此本研究直接采用水提法,
同时加入适量的PEG4000,有助于增强细胞膜的渗透性,
促进毒素的溶出。稻米中含有丰富的淀粉类物质,如果直

接用水提液进样,有明显的基质干扰现象,本研究通过将

样品过固相萃取小柱,选择先用水洗去杂,再用70%甲醇-
水洗脱的方法进行纯化,基质效应大大降低。

利用本研究建立的检测方法,笔者对江苏部分地区的

稻谷稻曲病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的污染情况进行

了检测,发现除3号和6号样品中未检出稻曲病菌毒素A,
其他样品中均检出稻曲病菌毒素A,且其含量与其发病情

况基本一致;2、4、5、7号样品中只检出稻曲病菌毒素A而

未检出稻曲病菌毒素D,可能是由于稻曲病菌所产毒素中

以稻曲病菌毒素A为主。此外,我们还发现病穗率较高的

8号和9号样品中,稻曲病菌毒素D的含量远远高于稻曲

病 菌毒素A,而同样高病穗率的10号样品中稻曲病菌毒素

表2 稻曲病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的回收率和变异系数

Table2.RecoveriesandRSDsofustiloxin-Aandustiloxin-Dinricegrains.

化合物

Compounds

添加浓度

Fortifiedconcentration
/(ng·mL-1)

回收率

Recovery/%

变异系数CV/%
日内

Intra-day(n=5)
日间

Inter-day(n=3)
稻曲病菌毒素AUstiloxinA 10.0 89.5 5.8 10.3

50.0 90.0 6.7 9.6
100.0 91.5 4.6 13.5

稻曲病菌毒素DUstiloxinD 10.0 92.5 6.9 8.3
50.0 91.0 4.8 9.2
100.0 95.6 8.5 11.6

表3 2种稻曲毒素的线性范围和回归方程

Table3.Rangsoflinearityandregressionequationsoftwoustiloxins.

化合物

Compound

母离子/碎片离子

Parention/Fragment
(m/z)

线性范围

Linearrange
/(μg·L-1)

线性回归方程

Linearregression
equations

相关系数

r2

检测限

LOQ
/(μg·L-1)

稻曲病菌毒素AUstiloxinA 674/209 5~500 Y=0.82X-5.85 0.9986 5.0
稻曲病菌毒素DUstiloxinD 495/192 1~500 Y=27.34X+14.59 0.9999 1.0

表4 江苏部分地区水稻稻谷稻曲病菌毒素A和稻曲病菌毒素D的含量

Table4.ThecontentofustiloxinAandDinricegrainsfromsomepartsofJiangsuProvince.

样品编号

Number

样品名称

Sample

采集地点

Samplingsite

发病级别

Disease

grade

稻曲病菌毒素

A的含量

Concentration
ofustiloxin-A
/(μg·L-1)

稻曲病菌毒素

D的含量

Concentration
ofustiloxin-D
/(μg·L-1)

1 甬优8号Yongyou8 吴江 Wujiang,Jiangsu 0 0 0
2 武运粳23Wuyunjing23 吴江 Wujiang,Jiangsu 1 76 0
3 淮稻5号 Huaidao5 先进二场SecondFarmofXianjin,Jiangsu 0 0 0
4 淮稻5号 Huaidao5 先进三场 ThirdFarmofXianjin,Jiangsu 3 1340 0
5 淮稻5号 Huaidao5 先进四场FourthFarmofXianjin,Jiangsu 3 1060 0
6 淮稻5号 Huaidao5 先进五场FifthFarmofXianjin,Jiangsu 0 0 0
7 淮稻5号 Huaidao5 先进六场SixthFarmofXianjin,Jiangsu 1 236 0
8 常优2号Changyou2 常熟Changshu,Jiangsu 4 4036 45100
9 甬优8号Yongyou8 常熟Changshu,Jiangsu 4 3484 14640
10 甬优5号Yongyou5 常熟Changshu,Jiangsu 4 3720 2800
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A的含量又高于稻曲病菌毒素D,这可能是由于不同的环

境对病原菌的产毒条件有一定的影响,或者是两种毒素之

间也会有相互的影响。
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