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摘  要: 链格孢霉菌属于丝状真菌, 是一种普遍存在于环境中的病原体和腐生菌, 是低温环境下导致水果、蔬

菜等农产品腐烂变质的主要微生物。链格孢霉毒素中有 70 多种具有明显毒性, 对人或牲畜具有诱变性、致癌

性和致畸性等慢性或急性毒性作用, 因此引起了科学家们的广泛关注。但到目前为止, 国内外现行的食品中真

菌毒素的限量标准中尚不包括链格孢霉毒素, 并且通常采用液相、液相-质谱、气相、气相-质谱等相关的检测

方法进行检测。本文首先对链格孢霉菌的 3 种主要的次级代谢产物——链格孢酚、链格孢酚单甲醚和细交链

孢菌酮酸的分类及毒性性质进行介绍; 其次, 对其主要的传统检测方法和快速检测方法进行综述; 最后, 对链

格孢霉毒素检测的新技术新方法进行了展望。 
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Research progress of detecting methods for Alternaria toxins 
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ABSTRACT: Alternaria belongs to filamentous fungi, and is a kind of pathogens and saprophytes, widely existing in 

environment. Alternaria is the primary microorganisms for the spoilage of agricultural products (fruits, vegetables) 

under low-temperature environment. More than 70 kinds of Alternaria toxins were found with obvious toxicity and 

they have acute or chronic toxic effects (mutagenicity, teratogenicity and carcinogenicity, etc) on people and animals, 

which raised theresearch interest of scientists. But so far, the limit standards of mycotoxin have not included the 

Alternaria toxins in home and abroad. Traditional detection methods for Alternaria toxins mainly include liquid 

chromatography (LC), liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), gas chromatography (GC), gas 

chromatography-mass spectrometer (GC-MS) and so on. In this paper, classification and toxicity properties of 3 kinds 

of main secondary metabolite (alternariol, alternariol monomethyl ether and tenuazonic acid) of Alternaria toxins 

were firstly introduced. The main detection methods for Alternaria toxins were summarized. The trends of the novel 

detection technologies for Alternaria toxins were also proposed. 
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1  引  言 

食品污染主要包括生物性污染、化学污染和放射性污

染 3 种, 而食品中生物性污染的重要来源是真菌分泌的次

级代谢产物——真菌毒素[1]。链格孢属真菌属于丝状真菌, 

是一种普遍存在于水果、蔬菜和田间作物等环境中的病原

体和腐生菌, 由于它们可以在低温、潮湿的环境下生长繁

殖, 因此是导致冷藏或长途运输过程中水果、蔬菜、谷物

等腐烂变质的主要微生物[2]。链格孢霉菌产生的多种次级

代谢产物对人或牲畜具有诱变性、致癌性和致畸性等慢性

或急性毒性作用, 因此对链格孢霉毒素的研究引起了科学

家们的高度重视。欧盟已经就食品与饲料中链格孢霉毒素

对人畜的健康风险发布了科学意见, 但到目前为止, 国内

外现行的食品中真菌毒素的限量标准中尚不包括链格孢霉

毒素。 

近年来, 链格孢霉毒素的理化、毒性性质及其检测技

术的研究已经取得了一定的进展。本文主要对目前研究比

较多的 3 种主要的链格孢霉毒素——链格孢酚(alternariol, 

AOH)、链格孢酚单甲醚(alternariol monomethylether, AME)

和细交链孢菌酮酸(tenuazonic acid, TeA)的种类、毒性性质

进行介绍, 并重点对其主要的检测方法进行综述。 

2  链格孢霉毒素分类及其毒性性质 

链格孢霉菌产生的次级代谢产物——链格孢霉毒素

中有 70多种具有明显毒性[3], 但是只有一少部分的化学结

构被表征, 并且研究发现对人或牲畜具有急性或慢性毒性

作用, 对人或牲畜的健康构成危害[4]。根据链格孢霉毒素

化学结构的不同, 可以将其分为 5种不同的类型[5,6]: (1)二

苯并吡喃酮类, 又称为聚酮, 代表性毒素有 AOH、AME、

链格孢霉素(alternaria, ALT); (2)四氨基酸衍生物类: TeA和

异细交链孢菌酮酸(iso-TeA); (3)苝醌类, 包括交链孢毒素

Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ(ATX-Ⅰ、ATX-Ⅱ和 ATX-Ⅲ)和匍柄霉毒素Ⅲ; (4)

一系列长链氨基多元醇的丙三羧酸酯类化合物, 即 AAL

毒素。AAL 毒素又分成 2 种不同的类型 , AAL-TA 和

AAL-TB。AAL-TA包括 1,2,3-丙烷三羧酸和 1-氨基-11,15-

二甲基十七-2,4,5,13,14-五醇的 2 种酯类(C13 或 C14)。

AAL-TB 包含 1,2,3-丙烷三羧酸和 1-氨基-11,15-二甲基十

七-2,4,13,14-呋喃的 C13或 C14位 2种酯类。(5)混杂结构, 

如腾毒素(tentoxin, TEN), 一种环形四肽。目前研究比较多

的 3种主要的链格孢霉毒素为: AOH、AME和 TeA。 

AOH和 AME从酒精结晶出为无色针状晶体, 熔点分

别为 350 ℃和 267 ℃, 紫外照射下为蓝色荧光[7]。据文献

报道, AOH和 AME对人或牲畜没有急性毒性作用[8], 但其

分布广、产量多, 并且具有基因毒性、诱变性[9-11], 还可以

引起单链 DNA 和双链 DNA 的断裂[12-14]。如 Marko 等[15]

研究了 AOH、AME、ALT和 iso-ALT的基因毒性机制, 通

过彗星电泳结果发现 : 当 AOH、AME 的浓度分别≥1 

μmol/L和 25 μmol/L时, 人结肠癌细胞的DNA链断裂率明

显增加; 并且 AOH、AME诱导 DNA链的断裂不能被甲酰

嘧啶 -DNA-糖基化酶 (FPG)调节 , 因此增强了氧化应激

DNA损伤。另外, AOH、AME还被鉴定为拓朴异构酶Ⅰ和

拓朴异构酶Ⅱ的强有力的抑制剂。Marko等[15]考察了链格

孢霉毒素对这两种拓扑异构酶的影响。当 AOH的浓度≥50 

μmol/L 时, 可以抑制拓朴异构酶Ⅰ的催化活性; 相反, 与

AOH相比, AME在 9号位携带了一个甲氧基, 只有当AME

的浓度≥100 μmol/L 时, 才会影响拓朴异构酶Ⅰ的催化活

性。当 AOH的浓度分别≥25 μmol/L和 150 μmol/L时, 拓

朴异构酶Ⅱα和Ⅱβ能被明显抑制。当AME的浓度达到 200 

μmol/L 时, 才会影响拓朴异构酶Ⅱβ 的活性。此外, AOH

和 AME还具有致癌性。Liu等[16]发现 AOH能引起食道上

皮细胞增殖, 并且能引起胚胎食道鳞状细胞癌变。Yekeler

等[17]研究发现: 在老鼠皮下接种 AOH 处理过的人胚胎食

管组织, 可以诱导鳞状上皮细胞癌的发生; 在老鼠皮下注

射被 AME 感染的 NIH/3T3 细胞, 可以致其肿瘤。还有研

究表明 AOH具有雌激素的性能[18]。 

TeA 是链格孢霉毒素中唯一一个列入美国食品药物

管理局(FDD)有毒化学物质登记册中的毒素。TeA 是一种

互变异构体, 因此其结构不稳定, Magnet 等[19]利用核磁共

振光谱和 X 射线结晶法, 发现了其互变异构体。TeA是链

格孢属真菌毒素中急性毒性作用最强的一种[20,21], 其作用

机制主要是: TeA 可以抑制细胞内合成的蛋白质从细胞内

释放到细胞浆液中; TeA是强螯合剂, 可与钙、镁、铜等金

属螯合, 并结合在蛋白质合成过程中肽键形成过程中的转

肽酶的活性中心[22,23]。另外, TeA 还具有细胞毒性。Zhou

等[24]研究了TeA对 3种哺乳动物细胞系(3T3小鼠成纤维细

胞、中国仓鼠肺细胞(CHL细胞)和人肝细胞(L-O2细胞))的

细胞毒性。研究结果发现 : 当 TeA 的浓度在 12.5~400 

μg/mL 范围内, 可以抑制细胞的增殖速率, 也能减少总蛋

白的含量。其中, 3T3小鼠成纤维细胞是对链格孢毒素的毒

性作用最为敏感, 其 EC50(24 h)=41.64 μg/mL; 其次是 CHL

细胞, 其 EC50(24 h)=59.33 μg/mL; L-O2细胞对毒素的毒性

作用的敏感性最低, 其 EC50(24 h)=85.98 μg/mL。此外, 还具

有致癌性以及协同作用。 

3  链格孢霉毒素检测方法 

对于真菌毒素的检测方法, 传统的检测方法主要采

用薄层色谱分析法(thin layer chromatography, TLC)、气相

色 谱 (gas chromatography, GC) 、 气 质 联 用 (gas 

chromatography-mass spectrometer, GC-MS)、液相色谱

(liquid chromatography, LC) 、 液 质 联 用 (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS)等, 并且已经有

大量相关文献对其进行详细报道[25,26]。另外, 近两年又出
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现了利用酶联免疫吸附(ELISA)快速检测方法, 实现了链

格孢霉毒素 AOH 和 TeA 检测的相关报道。本文主要是对

3 种研究较多的链格孢霉毒素——AOH、AME 和 TeA 的

传统检测方法和快速检测方法进行综述, 最后对这 2 种检

测方法进行了对比。 

3.1  传统检测方法 

3.1.1  薄层色谱(thin layer chromatography, TLC)分析法 

薄层色谱分析法[27,28]是一种被全球实验室广泛应用

于食品、药物、环境等领域中的定性分析方法。Hasan等[29]

采用氯仿/丙酮(V:V=97:3)作为溶剂体系, 利用薄层色谱分

析法, 检测西红柿中的链格孢霉毒素——AOH、AME 和

TeA 的含量。结果得到 AOH、AME 的最低检测限为 0.1 

μg/kg, TeA的最低检测限为 0.7 μg/kg。Matysik等[30]将梯度

薄层色谱分析法与光密度法相结合, 检测山莓、西红柿、

小麦、燕麦样本中的 AOH和 AME。这种薄层色谱分析法

虽然具有能同时分离多个样品, 只需要简单的样本前处理

等优点, 但是却具有检测灵敏度较低, 实验操作繁琐、费

时、有机试剂用量较大等缺点。 

3.1.2  气相色谱(GC)及气质联用(GC-MS)技术 

气相色谱法具有分析速度快、高效、灵敏的特性, 尤

其是气相色谱-质谱联用技术, 不仅具有更高的检出灵敏

度, 而且还能检测出混合物中特定的某种物质, 因此, 基

于气相色谱及气质联用的这种方法也被广泛应用于真菌毒

素的定量检测中。 

Harvan 等[31]首先利用乙酰基三甲基硅烷、三甲基硅

烷和吡啶的混合物(V:V:V=6:2:9)对 TeA 进行衍生化, 随后

利用气相色谱火焰电离检测器(flame ionization detector, 

FID)对其进行检测, 结果得到的最低检测限为 0.1 μg/g。

Scott 等[32]分别用七氟丁酸乙酯(HFB)和三甲基硅烷(TMS)

对链格孢霉毒素进行衍生化; 通过液-液萃取对样本进行

前处理; 最后利用 GC-MS 测定果汁中的链格孢霉毒素

——AOH、AME、ALT、ALTX-1、TeA。结果发现经 TMS

衍生化处理的 TeA的检测灵敏度高于 HFB衍生化。 

通过上述研究发现: 利用 GC-MS 测定样品中的链格

孢霉毒素, 通常需要对其进行衍生化处理。这就使 GC-MS

方法具备检测过程难以避免基质干扰, 检测结果的重现性

差, 操作复杂、费时的缺点。因此 HPLC-MS(/MS)在链格

孢霉毒素检测中的应用受到了限制, 而多数链格孢霉毒素

的检测都是采用液质联用的方法。 

3.1.3  液相色谱(LC)及液质联用(LC-MS)技术 

近些年, 液相色谱特别是反相液相色谱或超高效液

相色谱(UPLC)与 MS 或串联 MS/MS 偶联技术, 已经在很

大程度上取代了 GC 和 TLC, 用于检测食品中的链格孢霉

毒素。如 Azcarate等[33]利用高效液相色谱(HPLC)技术, 对

阿根廷 2004年和 2005年收获的 64个小麦样本进行检测。

结果发现: 23 %的样本中含有 AME, 6%含有 AOH, 19%含

有 TeA; 阳性样本中 AME、AOH、TeA的平均浓度分别为

2118 μg/kg、1054 μg/kg和 2313 μg/kg。Solfrizzo等[34]利用

LC 技术检测胡萝卜中的链格孢属根匍柄菌素(RAD)以及

链格孢霉毒素 ATX-1、AOH、AME 和 TeA 的含量。首先

利用水-甲醇-乙腈酸性混合物对毒素进行提取, 一半的提

取液经过 C18固相萃取柱, 对 RAD、ATX-1、AOH和 AME

进行纯化, 另一半的提取液经聚合的 Oasis(R)HLB 柱, 对

TeA进行纯化; 随后, 经反相 LC及 UV二极管阵列检测器

对其进行检测, 得到 RAD、TeA、ATX-1、AME 和 AOH

的最低检测限分别为 0.006、0.02、0.02、0.01和 0.005 μg/g。 

Noser 等 [35]构建了一种超高效液相色谱 -串联质谱

(UPLC-MS/MS)方法 , 用于检测 6 种链格孢霉毒素

——TeA、AOH、AME、TEN、ATX-Ⅰ和 ALT。利用这种

构建的方法检测瑞士商场中的农产品, 结果发现: TeA 检

测出的频率最高, 并且最高量达到 790 μg/kg; 样本中AOH

和 AME的浓度要低于 TeA, 浓度范围分别小于 1~33 μg/kg

和 5~9 μg/kg。Hickert等[36]利用 HPLC-MS/MS法, 定量检

测 9种链格孢属真菌毒素。 

Asam 等[37]将稳定同位素稀释分析法(stable isotope 

dilution assays, SIDAs)与 LC-MS/MS相结合, 检测红酒和

果汁中的链格孢霉真菌毒素——AOH 和 AME。检测的红

酒和果汁首先经过 RP-18 SPE柱进行纯化和浓缩, 随后利

用 HPLC-MS/MS进行检测。这种检测方法具有高的检测灵

敏度: AOH和AME的最低检测限分别为 0.03 μg/kg和 0.01 

μg/kg; 定量检测限分别为 0.09 μg/kg和 0.03 μg/kg; 重现性

分别为(100.5±3.4)%和(107.3 ±1.6)%。 

Prelle 等 [38]将大气压化学电离(atmospheric pressure 

chemical ionisation, APCI)方法与液相色谱—三重四级杆质

谱联用, 创建了 LC-APCI-MS 这种新方法, 检测苹果汁、

啤酒、西红柿酱、橄榄油、罗勒调味料中的 AOH、AME、

TeA、ALT和 TEN 5种链格孢霉毒素, 最后得到的检测限

和定量限分别为 0.16~12.31 ng/g和 0.54~41.04 ng/g。 

Aresta 等 [39]首先利用固相微萃取技术 (solid-phase 

microextraction, SPME)对 TeA、赭曲霉毒素 A等 4种毒素

进行纯化 ; 其次 , 利用液相二极管阵列 UV 检测器

(LC-UV/DAD)进行检测。结果得到 TeA 的最低检测限为

(25±6) ng/g。Magnani 等[40]利用固相萃取技术作为清洗、

纯化过程 , 并将高效液相色谱 (HPLC)技术与串联质谱

MS/MS 相结合, 制备了一种固相萃取与 HPLC-MS/MS 相

偶联的方法, 用于测定柑橘果皮中的 AOH 和 AME, 结果

得到: 检测线性范围为: 0.50~20.0 μg/kg; 最低检测限和定

量限分别小于 0.13 μg/kg 和 0.50 μg/kg; 相对标准偏差

(RSD)<14.4 %。Di Mavungu等[41]首先利用乙酸乙酯和甲酸

的混合物对样品进行提取; 随后经 OASIS HLBTM SPE 柱

进行纯化; 最后, 利用 HPLC-MS/MS进行检测分析。利用

这种HPLC-MS/MS技术对 6种不同的食品添加剂进行检测, 
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结果检测到 23 种不同的真菌毒素, 其中包括 AOH、AME

和 ALT, 并且得到 ALT、AOH和 AME的最低检测限分别

为 2、8和 30 μg/kg, 并且得到的最低定量限比最低检测限

高 3倍。何强等[42]也建立了这种固相萃取– HPLC-MS/MS

的方法, 实现了苹果汁中 AOH、AME、ALT 和 TEN 4种

链格孢霉毒素的同时检测。 

3.2  快速检测方法——ELISA 技术 

除了上述传统的检测方法之外, 最近几年利用 ELISA

方法快速、高灵敏检测链格孢霉毒素成为研究的热点。2011

年, Ackermann等[43]筛选得到了 AOH的多克隆抗体, 且首

次筛选到其单克隆抗体。研究人员将单克隆抗体与多克隆

抗体分别应用于 ELISA, 检测食品中的 AOH, 得到 AOH

的检测限分别为(35±6.9) pg/mL和(59±16) pg/mL。同时, 也

利用构建的基于多克隆和单克隆的 2种 ELISA方法, 对德

国市场上多种食品中的 AOH 进行检测, 最后将这种方法

所得到的结果与 HPLC方法进行了对比。同年, Burkin等[44]

也筛选得到了 AOH 的多克隆抗体, 并且利用间接竞争

ELISA的方法, 检测玉米、动物饲料和天然原料中 AOH的

含量, 进而对农产品安全风险进行评估, 最后得到AOH的

检测灵敏度为 0.4 ng/mL。到目前为止, 还没有利用 ELISA

的方法实现 AME的检测。 

2011年, Gross等[45]利用琥珀酸酐对 TeA进行衍生化, 

利用活性酯法将其与钥孔血蓝蛋白 (keyhole limpet 

hemocyanin, KLH)偶联成人工抗原, 利用 TeA-KLH偶联物

筛选得到其多克隆抗体, 并利用此多克隆抗体构建直接竞

争性酶联免疫吸附方法。构建的这种 ELISA检测方法, 对

TeA 具有一定的灵敏性, 但能与 TeA 醋酸盐强烈反应。得

到 TeA 醋酸盐的平均标准曲线检测限为(5.4±2.0) ng/mL, 

苹果和西红柿中的 TeA 的检测限为 25~50 ng/g。2012 年, 

杨星星等[46]利用水合肼和乙醛酸对 TeA进行衍生化, 进而

筛选到 TeA衍生物的多克隆抗体, 建立了 1种间接 ELISA

方法, 实现了 TeA毒素的检测。 

3.3  传统方法与快速检测方法优缺点对比 

食品中链格孢霉毒素传统的检测方法主要是上述的

TLC、GC、GC-MS、HPLC、HPLC-MS等方法, 通过对上

述检测方法的检测结果进行对比发现: TLC 方法的检测灵

敏度最低 , 已经被各种检测方法所取代 ; GC-MS、

HPLC-MS的检测灵敏度比 GC、HPLC的高; 而利用 GC、

GC-MS 对真菌毒素进行检测时, 一般都需要对毒素进行

衍生化处理, 这种衍生化会对检测造成干扰, 因此检测结

果的重现性差 , 因此绝大多数真菌毒素的检测都使用

HPLC-MS技术。HPLC-MS方法虽然具有高的检测灵敏度, 

但具有仪器设备体积庞大、价格昂贵、检测时间长、不能

实现样本的高通量检测等缺点。 

用于样品分析的快速检测方法有很多, 如 ELISA 试

剂盒、胶体金试纸条、微流控芯片等技术, 而目前用于链

格孢毒素的快速检测方法只有 ELISA技术。ELISA技术不

仅检测灵敏度已经逐渐接近于 HPLC-MS, 并且这种方法

还具备反应速度快、检测时间短、特异性强的优点, 因此

可以克服上述传统检测方法的不足。然而到目前为止, 仅

出现了很少关于 ELISA方法检测链格孢毒素的报道, 也是

目前科学家研究的热点。 

4  链格孢毒素检测方法发展趋势 

目前, 链格孢霉毒素常规的检测方法主要有 GC-MS、

HPLC-MS 等技术, 但是这些大型的检测设备只能满足实

验室中检测的需求, 不能满足当前社会所追求的实时、快

速、便携式检测的需求。因此, 迫切需要建立相关的快速

检测方法, 如微流控芯片[47-49]、免疫生物传感器技术[50]、

分子印迹技术[51]等; 或是开发一些相关的快速检测试剂, 

如 ELISA试剂盒、试纸条[52,53]等。这些快检方法至今没有

在链格孢霉毒素检测中得到广泛应用, 原因主要是: 绝大

多数方法的建立都需要使用链格孢霉毒素的抗体。因此, 

筛选得到高专一性、亲和性的单克隆抗体是广泛应用这些

快速检测方法的最重要的前提。另外, 由于核酸适配体

(aptamer)的专一性和亲和性都已经可以和抗体相媲美, 因

此, 除了抗体之外, 还可以对链格孢霉毒素的 aptamer进行

筛选, 建立基于 aptamer的快速检测方法。以上这些快速检

测方法的建立以及快速检测试剂的开发, 不仅可以缩短分

析时间, 减少样品的消耗量, 同时还可以实现多种毒素的

实时、便携式、连续检测, 这对水果、蔬菜等农产品中链

格孢霉毒素的检测具有重大意义, 也必定是未来的研究重

点和发展趋势, 因此需要科学家们投入更多的时间和精力

开发相关的快速检测试剂以及建立相关的快速检测方法用

于链格孢霉毒素的检测。可以预见, 传统的链格孢霉毒素

检测技术将逐渐被各种新型、便携式、实时、快速的检测

技术所取代。 
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