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摘要: 为掌握湖北省花生种植区土壤中黄曲霉菌的分布和产毒特征，从罗田、红安、钟祥、襄阳四个典型花生种

植区采集土壤样品 40 份，并进行黄曲霉菌分离、鉴定和产毒力研究。研究结果表明: 湖北省不同花生种植区共分

离鉴定到黄曲霉菌 51 株，土壤中黄曲霉菌落数为 127． 5cfu /g。不同种植区土壤中黄曲霉菌分布存在显著差异，钟

祥土壤中黄曲霉菌落数最高，罗田最低; 鉴定获得黄曲霉菌株中产毒菌株占 96%，产毒量范围 0 ～ 227． 81μg /L，不

产毒菌株占 4% ; 产毒菌株分为只产 AFB1、产 AFB1 + AFB2、产 AFB1 + AFB2 + AFG1 和产 AFB1 + AFB2 + AFG1 +
AFG2 毒素 4 种类型，其中以产 AFB1 + AFB2 的菌株占比最高，为 65% ; 不同种植区黄曲霉菌株产毒力研究发现，钟

祥每克土壤中黄曲霉菌产 AFB1 的量最高，达 11 679． 70μg /L。本研究可为湖北花生黄曲霉毒素污染预警和防控提

供理论依据。
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Abstract: To study the occurence and distribution of aflatoxin by Aspergillus flavus in soils，samples from the
typical peanut areas in Hubei Province were collected． In total 40 soil samples from Luotian，Hongan，Zhongxiang
and Xiangyang were collected for A． flavus isolation，identification and aflatoxin detection． Ｒesults showed that 51
strains were isolated from the 4 areas． The population density of A． flavus was 127． 5 cfu /g in one gram soil． But
the population of A． flavus in soils of different peanut areas were significantly different． The highest populations of
A． flavus colonies were found in Zhongxiang，and those from Luotian were the lowest． Among the strains，aflatoxi-
genic strains accounted for 96%，with AFT content of 0 － 227． 81 μg /L，and atoxigenic strains was 4% ． There
were 4 types of aflatoxigenic strains，which were strains only producing AFB1，strains producing AFB1 + AFB2，

strains producing AFB1 + AFB2 + AFG1 and strains producing AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2 ． Among them，strains
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producing AFB1 + AFB2 accounted for the highest proportion，reaching 65% ． Studies on aflatoxin production in dif-
ferent planting areas found that the highest amount of AFB1 contamination per gram of soil was in Zhongxiang，reac-
hing 11 679． 70μg /L． This study provided a theoretical base for predicting and controlling of aflatoxin contamination
in typical peanut planting areas in Hubei Province．
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花生是我国重要的油料和经济作物，在保障植

物油脂和蛋白质供给、提高农业生产效益中居重要

地位。2016 年我国花生种植面积为 472． 9 万公顷，

花生产量达到 1 729 万吨。花生种植面积占世界总

种植面积的 20%，居第 2 位; 产量占世界总产量的

40%，居第 1 位［1 ～ 3］。然而花生极易遭受黄曲霉毒

素的污染，严重威胁消费安全、产业安全以及对外出

口贸易［2］。1960 年英国“火鸡 X 病”事件爆发，黄

曲霉毒素污染问题受到了广泛关注［4］。
黄曲霉毒素( aflatoxin，AFT) 主要是由黄曲霉

菌( Aspergillus flavus) 、寄生曲霉菌( A． parasiticus) 、
集峰曲霉菌( A． nanius) 、黑曲霉菌( A． niger) 和溜曲

霉菌( A． tamarii) 等真菌产生的一类具有二氢呋喃

环结构的次级代谢产物［5，6］，其中以黄曲霉菌和寄

生曲霉菌分布和研究最为广泛。黄曲霉菌主要分布

在亚热带和温带地区，而高纬度地区如我国东北地

区黄曲霉菌数量相对较少［7，8］。黄曲霉菌对环境要

求不高，最适生长温度和产毒温度不一致［9］，产毒

类型主要为 B 族黄曲霉毒素［9，10］。寄生曲霉菌在我

国分布相对较少［11］，其菌株能产生 B 族和 G 族黄

曲霉毒素［10］。
花生作为一种地上开花地下结果的作物，果针

下扎土壤后，发育中的花生荚果与土壤中腐生的黄

曲霉菌直接接触，受土壤中黄曲霉菌的侵染机率较

大［12］。研究表明土壤是花生黄曲霉菌的主要来源，

花生荚果中的黄曲霉菌与土壤中的黄曲霉菌有直接

的联系［8，13］。黄曲霉菌在土壤中营腐生生活，以菌

核或分生孢子在土壤中越冬或以菌丝体在植物残体

上越冬。花生播种后，温度逐渐升高，存在于邻近花

生果际或根际的土壤层中的黄曲霉孢子或菌核在特

定的条件下萌发长出新的菌丝、并产生大量分生孢

子［14］。这些黄曲霉菌的菌丝或孢子能在花生生长

发育的各个不同的生育期和不同的器官上侵染花

生，比如通过花和果针侵染，当果针下扎到土壤后，

菌丝或孢子能通过荚果壁侵染发育中的果实和种

子，土壤中分生孢子还能在土壤翻动和雨水冲刷的

作用下快速传播，引发更加广泛的侵染。
本实验室对 2009 － 2015 年我国产后花生黄曲

霉毒素污染分布研究发现，长江流域产区花生黄曲

霉毒素污染较重［15］，湖北省是长江流域主要的花生

产区之一，2016 年花生种植面积为 20． 61 万公顷，

种植面积居于长江流域产区的第二位［16］，由于收获

前一个月易遭高温干旱胁迫，花生黄曲霉毒素污染

风险较高。因此为掌握湖北省花生土壤中黄曲霉菌

的分布和产毒特征，本研究以罗田、红安、钟祥、襄阳

四个典型花生种植区为研究对象，开展湖北省典型

花生种植区土壤中黄曲霉菌株的分布及产毒力研

究，为湖北省花生黄曲霉毒素污染预警和精准防控

提供理论依据。

1 材料和方法

1． 1 试剂

DG －18 琼脂培养基、曲霉素琼脂( AFPA) 培养

基、沙氏液体培养基和察氏琼脂培养基均购自青岛

高科技工业园海博生物技术有限公司; 黄曲霉毒素

标品 B1、B2、G1、G2 ( 标准品) ，美国 Sigma 公司; 甲醇

( 色谱级) ，安徽时联特种溶剂股份有限公司; 免疫

亲和柱，本实验室自主研制; 其他试剂均为分析纯，

市售。
1． 2 仪器

电子分析天平( 德国 Sartorius 公司) ，涡旋振荡

器( 意大利 VELP 公司) ，锥形瓶、烧杯、试管，Mili －
Q 超纯水系统( 美国 Millipore 公司) ，KS4000i control
摇床( 德国 IKA 公司) ，Agilent 1100 液相色谱仪( 美

国安捷伦公司) 。
1． 3 土壤样品采集与保存

按照分层随机抽样方法，选取湖北省典型花生

种植区罗田( 砂质壤土，pH5． 6 ) 、红安( 砂质壤土，

pH5． 8) 、钟祥( 粘质壤土，pH7． 1) 、襄阳( 壤质粘壤，

pH6． 8) 作为采样点。每个采样点随机选取 10 个村

作为采样地［2］。每个采样地的花生田块采用五点

取样法取样，5 个子样混成作为一个样品。每个采

样点分别采集样品 10 份，共计 40 份。各采样点根

据收获时间分批取样。采集时先拨开土表的枯枝落

叶及 0 ～ 1cm 的土壤，在花生根和果际采集土壤样

品，深度为 3 ～ 8cm。样品采集后，去掉植物残渣和

大颗粒石子后，放入无菌密封袋密封装好，低温冷链

运回放于 4℃冰箱内保存。
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1． 4 土壤悬浮液体的制备

取 10g 土样，加入 90mL 灭菌水，在室温用涡旋

振荡器振荡 30min，制成菌悬浮液; 再取 1mL 菌悬浮

液加入 9mL 灭菌水试管中，制备出 10 －2稀释度的土

壤菌悬浮液。
1． 5 黄曲霉菌的分离与纯化

每个稀释度取 50μL 菌液，涂布在 DG －18 培养

基上，28℃，霉菌培养箱内培养 5d，每个稀释度重复

3 次。挑取外观长有黄色孢子的菌落在察氏培养基

上进行分离纯化，直至得到单个菌落。
1． 6 黄曲霉菌鉴定

挑取单个菌落的菌株于 AFPA 培养基上，28℃
培养 3d 后进行观察，然后挑选 AFPA 培养基背面为

橘黄色透明的菌株，进一步在察氏培养基上 28℃培

养 5d 后进行菌株 ITS( internal transcribed spacer) 鉴

定，PCＲ 扩增引物序列为 ITS1: 5' － TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG － 3'，ITS4: 5' － TCCTCCGCTTATT-
GATATGC －3'。
1． 7 黄曲霉菌产毒培养

将黄曲霉菌接种于察氏培养基 28℃ 培养 7d
后，用含 0． 1%的吐温 80 无菌水将孢子从培养基上

冲洗下来，制备黄曲霉菌分生孢子悬浮液备用。
将制备好的黄曲霉分生孢子液在光学显微镜下

用血球计数板计数，将孢子液的浓度调整为 1． 5 ×
107 个 /mL。吸取 1mL 孢子悬浮液加入含 30mL 沙

氏液体培养基的锥形瓶中，在 28℃，200r /min 摇床

培养 7d。
培养过滤后的产毒培养液取 1mL 加 9mL 水定

量至 10mL，通过免疫亲和柱，控制流速为 2 ～ 3mL /
min，用 10mL 水分次洗脱，洗脱完后将洗脱液弃去，

用洗耳球将水排尽，再加 1mL 纯甲醇洗脱，收集洗

脱液，待液相上机。
1． 8 产毒培养液中黄曲霉毒素的测定

采用高效液相色谱法测定黄曲霉菌株产毒能

力［17］。色谱条件为: 色谱柱为 Eclipse XDB － C18
( 5μm，4． 6mm ×150mm) ; 柱温为 35℃ ; 流动相为甲

醇∶ 水( V∶ V = 40∶ 60) ; 流速为 0． 7mL /min; 采用柱后

光化学衍生法: 光化学衍生器 254nm; 以荧光检测器

检测，激 发 波 长 360nm，发 射 波 长 440nm，进 样 量

10μL。

2 结果与分析

2． 1 黄曲霉菌的分离纯化

采用稀释涂布方法，对采自罗田、红安、钟祥、襄
阳共 40 份土壤样品中的黄曲霉菌进行分离、纯化，

得到 127 株能够产生黄色孢子的菌株。
2． 2 黄曲霉的形态学和分子生物学鉴定

将 127 株可产生黄色孢子的菌株接种到 AFPA
培养基上，28℃ 培养 3d，黄曲霉菌和寄生曲霉菌在

AFPA 培养基背面产生橘黄色透明菌落( 图 1) 。

图 1 黄曲霉菌在 APFA 上的菌落形态( 背面)
Fig． 1 Colony morphology of A． flavus on AFPA

利用真菌 ITS 鉴定方法，扩增在 AFPA 培养基

上呈橘黄色菌落形态的菌株( 图 2) ，经 PCＲ 产物纯

化、测序，并与 NCBI 核酸数据库中的数据进行 Blast
比对分析，鉴定得到了黄曲霉菌株 51 株，寄生曲霉

菌株 0 株。

注: 1 ～ 8 菌落 PCＲ 产物; M: DL2000
Note: 1 － 8 ITS PCＲ from 8 colonies; M: DL2000 marker

图 2 黄曲霉菌 ITS 序列扩增结果
Fig． 2 ITS sequence amplification results of A． flavus

2． 3 湖北省典型花生种植区土壤中黄曲霉菌分布

土壤中黄曲霉的菌落数( cfu /g) 反映了土壤中

黄曲霉菌的多少，检出率反映的是土壤中黄曲霉分

布的广泛性［18］。湖北省 4 个典型花生种植区土壤

中黄曲霉菌落数存在差异，钟祥花生土壤中鉴定获

得黄曲霉菌株数最多，为 19 株，菌落数范围为 0 ～
1 200cfu /g，平 均 值 为 190cfu /g，黄 曲 霉 检 出 率 为

60% ; 其次为襄阳，黄曲霉菌株数为 16 株，菌落数范

围为 0 ～ 1 000cfu /g，平均值为 160cfu /g，检出率为

70% ; 再次是红安，黄曲霉菌株数为 11 株，菌落数范
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围为 0 ～ 300cfu /g，平均值为 110cfu /g，黄曲霉检出

率最高为 80% ; 最低的是罗田，黄曲霉菌株数为 5
株，菌落数范围为 0 ～ 200cfu /g，黄曲霉检出率最低，

为 40%。
表 1 湖北省花生土壤中黄曲霉菌的分布

Table 1 Distribution of A． flavus in peanut fields in Hubei Province

采样地
Sampling site

黄曲霉菌株数
Number of A． flavus strains

菌落数 cfu /g Colony number
范围 Ｒange 平均值 Average value

检出率 /%
Detectable rate

罗田 Luotian 5 0 ～ 200 50 40
红安 Hongan 11 0 ～ 300 110 80

钟祥 Zhongxiang 19 0 ～ 1 200 190 60
襄阳 Xiangyang 16 0 ～ 1 000 160 70

总数 Total 51 0 ～ 525 127． 5 62． 5
注: 每克土壤中黄曲霉的菌落数 = 平板的菌落数 /0． 05 /稀释倍数
Note: Colony number in each gram of soil = colony number on plate /0． 05 /dilution fold

2． 4 黄曲霉毒素标准曲线

在所选用色谱条件下，黄曲霉毒素得到良好的

基线分离，4 种毒素在 15min 内出峰，先后顺序为

AFG2、AFG1、AFB2、AFB1，图 3 为黄曲霉毒素标准品

色谱图。

注: 黄曲 霉 毒 素 标 准 样 品 AFG2、AFG1、AFB2、AFB1 的 浓 度 均 为
50μg /L
Note: Standard smaple ( AFG2，AFG1，AFB2 and AFB1 ) are all 50μg /L

图 3 黄曲霉毒素混合标准品的 HPLC 图
Fig． 3 HPLC chromatogram of aflatoxin standard sample

黄曲霉毒素混合标准品 AFG2、AFG1、AFB2、
AFB1 的浓度稀释成 11 个梯度，分别为 5、10、20、30、
40、50、60、70、80、90、100μg /L。量取不同浓度梯度

的黄曲霉毒素混合标准品 1mL，采用高效液相色谱

法进样检测，以黄曲霉毒素的色谱峰面积( Y) 为纵坐

标，质量浓度( X，μg /L) 为横坐标，绘制 AFG2、AFG1、
AFB2、AFB1 标准曲线，得到线性回归方程( 表 2) 。

表 2 黄曲霉毒素混合标准品的线性回归方程
Table 2 Linear regression equation of

aflatoxin standard sample

黄曲霉毒素混合标准品
The aflatoxin

of mixed standard

线性回归方程
Equation

相关系数
Correlation
coefficient

AFG2 Y = 2． 590 147 75X － 1． 948 814 8 0． 999 31
AFG1 Y = 0． 945 694 13X － 0． 354 246 1 0． 999 19
AFB2 Y = 2． 814 547 17X － 1． 824 124 0 0． 999 45
AFB1 Y = 2． 863 203 47X － 1． 493 813 0 0． 999 02

2． 5 湖北典型花生种植区土壤中黄曲霉菌产毒

特征

对本研究鉴定的 51 株黄曲霉菌进行产毒特征

分析，结果发现，能产生黄曲霉毒素的菌株所占的比

例为 96%。根据菌株产毒种类，分为 4 种类型: 只

产 AFB1 的黄曲霉菌，占比 21% ; 产生 AFB1 和 AFB2

两种类型的黄曲霉菌，占比最高为 65% ; 产 AFB1、
AFB2 和 AFG1 三种类型的黄曲霉菌，占比 8% ; 同时

产 AFB1、AFB2、AFG1 和 AFG2 四种类型黄曲霉菌，

占比 2% ; 有 4%的黄曲霉菌未检测到黄曲霉毒素产

生( 图 4) 。
根据本研究菌株产 AFT 含量，将其产毒能力划

分为 4 个水平，并根据菌株产毒含量分别命名为高

产毒菌( ＞ 100μg /L) 、中产毒菌( 50 ～ 100μg /L) 、低
产毒菌( 0 ～ 50μg /L) 和不产毒菌( ND) 。湖北省 4
个典型花生种植区土壤中黄曲霉菌产毒能力分布见

图 5，从 4 个种植区分离的黄曲霉菌株中，均以产

AFT 含量在 0 ～ 50μg /L 范围的菌株( 低产毒菌株)

所占的比例最高; 高产毒菌株主要分布在红安、钟祥

和襄阳，不产毒菌株所占的比例最低，主要分布在钟

祥、襄阳两地。
对土壤中菌株产 AFB1 含量比较分析发现，湖

北省 4 个不同花生种植区每克土壤中菌株产 AFB1

的量存在差异( 表 3 ) ，最高的为钟祥，菌株平均产

AFB1 的量为 61． 47μg /L，每克土壤中黄曲霉菌产

AFB1 的量为 11 679． 70μg /L，其次为红安，再次为

襄阳，最 低 的 为 罗 田，菌 株 平 均 产 AFB1 的 量 为

23． 68μg /L，每 克 土 壤 中 产 AFB1 的 量 为1 184． 13
μg /L。

3 讨论与结论

黄曲霉菌广泛分布在纬度 26° ～ 35°的温暖地

带，适宜生长温度范围为 25 ～ 42℃，适宜水分活度

( water activity，aw ) 为 0． 86 ～ 0． 96，最适产毒温度为
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图 4 湖北省典型花生种植区土壤中黄曲霉菌产毒类型分布
Fig． 4 Distribution of aflatoxin － producing types of A． flavus in soils of typical peanut planting areas in Hubei Province

图 5 湖北 4 个典型花生种植区土壤中
黄曲霉菌产 AFT 含量分布

Fig． 5 Distribution of aflatoxins of A． flavus strains
isolated from soils of typical peanut
planting areas in Hubei Province

28℃［19，20］。Zhang 等对我国四个生态区土壤中黄曲

霉菌分布研究发现，黄曲霉菌在长江流域各产区数

量最多，分布最广泛［21］。湖北省位于中纬度地带，

属于典型的北亚热带季风气候，花生收获前一个月

处于七八月份，平均温度在 28℃ 左右，这时高温干

旱胁迫作用有利于土壤中黄曲霉菌生长繁殖和侵染

定殖，花生受黄曲霉毒素污染风险较高。本研究基

于团队 2009 至 2015 年湖北省产后花生黄曲霉毒素

污染分布情况，选取湖北省罗田、红安、钟祥、襄阳作

为采样点，进行黄曲霉菌分离、纯化、鉴定，研究湖北

花生土壤中黄曲霉菌分布及产毒特征。研究共获得

黄曲霉菌 51 株，土壤中平均菌落数为 127． 5cfu /g。
不同产区花生土壤中黄曲霉菌的分布差异较大，其

表 3 湖北省典型花生种植区黄曲霉菌株产 AFB1 的量
Table 3 Quantities of AFB1 producd by A． flavus isolated from soils of typical peanut planting area in Hubei Province

采样地
Sampling site

黄曲霉菌株数
Number of

A． flavus strains

菌落数 cfu /g
Colony number

平均产 AFB1 的量 / ( μg /L)
Average quantities

of AFB1

平均每克土壤产
AFB1 的量 / ( μg /L /g)

Quantities of AFB1 per gram of soil

罗田 Luotian 5 50 23． 68 1 184． 13
红安 Hongan 11 110 76． 91 8 459． 72

钟祥 Zhongxiang 19 190 61． 47 11 679． 70
襄阳 Xiangyang 16 160 36． 32 5 810． 47

注: 菌株平均产 AFB1 的量( μg /L) = 采样地所有菌株产 AFB1 的总和 /菌株数; 平均每克土壤中产 AFB1 的量( μg /L /g) = 菌株平均产 AFB1 量
× 每克土壤中的黄曲霉的菌落数
Note: Average AFB1 production ( μg /L) of strains = Total AFB1 from strains of the location /stain numbers; Average AFB1 production in soil ( μg /L /g) =
Average production of strains × strain numbers in each gram of soil

中钟祥花生土壤中鉴定到的黄曲霉菌株数最多为

19 株，菌落数范围为 0 ～ 1 200cfu /g，罗田的最低为

5 株，菌落数范围为 0 ～ 200cfu /g。菌株分布差异可

能与各地土壤类型不同有关，钟祥土壤粘性较大，利

于土壤水分的保持，使土壤的含水量适宜黄曲霉菌

的生长; 而罗田种植区属砂质土壤，保水性差，土壤

中含水量较低，不利于黄曲霉的生长。
黄曲霉毒素生物合成至少包括 21 步酶促反应，

多达 30 个基因参与。研究发现，黄曲霉菌株产毒基

因簇存在大片段基因缺失、重排或点突变等多种变

异形 式，导 致 菌 株 产 毒 能 力 降 低 或 失 去 产 毒 能

力［22 ～ 26］。本研究通过高效液相色谱法对分离自湖

北省的菌株产毒力研究发现，51 株黄曲霉菌中产毒

菌株占 96%，不产毒菌株占 4%。产毒菌株根据产

毒类型 分 为 4 类，分 别 为 只 产 AFB1，产 AFB1 和

AFB2，产 AFB1、AFB2 和 AFG1，产 AFB1、AFB2、AFG1
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和 AFG2 的菌株。产毒菌株中以产 AFB1 和 AFB2 的

菌株的比例最高。不产毒黄曲霉菌株主要分布在钟

祥、襄阳两地，高产毒菌株( AFT ＞ 100μg /L) 主要分

布在红安、钟祥、襄阳。湖北省菌株产 AFB1 的范围

为 0 ～ 272． 45μg /L，菌株平均产 AFB1 的量最高的为

钟祥，最低的为罗田。
本研究下一步将进一步探索湖北省典型花生产

区土壤中黄曲霉菌株分布及产毒差异原因及其与地

理来源的关系，为湖北省花生黄曲霉毒素污染预警

和精准防控提供理论依据，促进花生质量水平提高、
花生产业健康发展。
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