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摘  要: 目的  建立双色实时荧光聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)法同时检测黄色镰孢菌

(Fusarium culmorum)及其所产玉米赤霉烯酮毒素合成基因的方法。方法  依据 EF1α 基因和 PKS 基因, 优化

建立双色实时荧光 PCR 反应体系和扩增条件; 建立粮食霉变模型, 检测霉变粮食中产毒真菌, 验证方法的特

异性、灵敏度和重复性。结果  应用本研究设计的引物和探针, 仅产玉米赤霉烯酮毒素的黄色镰孢菌 EF1α

和 PKS 基因出现特异性扩增, 其余真菌扩增结果均为阴性; 检出限达 3.5×102 CFU/mL, 重复性良好; 且采用

此方法对粮食霉变模型中选取的样品进行检测, 可检出产玉米赤霉烯酮的黄色镰孢菌。结论  该方法可准确

鉴定霉变粮食中的产玉米赤霉烯酮毒素的黄色镰孢菌, 实现在真菌毒素未产生前或者产生早期, 对粮食受真

菌及真菌毒素污染的情况进行早期监控。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous detection of Fusarium culmorum and its 

zearalenone toxin synthesis gene by dual-color real-time fluorescence polymerase chain reaction (PCR). Methods  

According to the EF1α gene and PKS gene, the establishment of a dual-color real-time PCR reaction system and 

amplification conditions were optimized; the mildew model of grain was established to detect the toxic fungi in the 

mildew grain, and the specificity, sensitivity and repeatability of the method were verified. Results  Using the 

primers and probes designed in this study, only the EF1α and PKS genes of Fusarium culmorum producing 
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zearalenone toxin were amplified specifically, and the amplification results of other fungi were negative; the limit of 

detection was 3.5×102 CFU/mL, and the repeatability was good; in addition, the method was adopted for detecting the 

samples selected in the grain mildew model, and the Fusarium culmorum capable of producing zearalenone could be 

detected. Conclusion  This method can accurately identify Fusarium culmorum producing zearalenone toxin in 

moldy grain, and realize early monitoring of grain contamination by fungi and mycotoxin before or at the early stage 

of mycotoxin production. 
KEY WORDS: Fusarium culmorum; zearalenone toxin; EF1α gene; PKS gene; dual-color real-time fluorescence 

polymerase chain reaction 
 
 

0  引  言 

黄色镰孢菌(Fusarium culmorum)是污染粮食的一种

真菌, 主要污染大豆、玉米、水稻、小麦、大麦等粮食谷

物[1‒2], 其中对玉米的污染率最高[3‒5]。黄色镰孢菌产生的

真菌毒素主要是玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZAE), 其毒

性非常稳定, 且耐热性较强, 110 ℃下处理 1 h 才被完全

破坏[6]。ZAE 具有雌激素样作用[7‒8], 通过被污染的谷物、

肉及奶制品等进入人体, 危害人体生殖系统的发育[9]。人

体内大量累积玉米赤霉烯酮, 可诱发肿瘤等疾病, 对人类

健康造成危害[10‒11]。 
据统计, 全球每年约有 25%的农作物被真菌毒素污染, 

约 2%的农作物因污染严重而失去营养和经济价值, 造成

数千亿美元的经济损失[12]。粮食储藏场所主要通过测定储

藏场所温度和湿度、监测 CO2 浓度变化、检测粮食品质指

标变化判断储藏状况, 以通风、降温等手段控制霉菌等微

生物生长繁殖, 从而减少粮食的霉变发生, 但效果十分不

理想。马皎洁等[13]检测了安徽、云南等 12 个省 650 份粮

食样品, 发现产玉米赤霉烯酮真菌毒素在玉米和小麦中污

染严重, 玉米中毒素的检出率高达 69.30%, 超标达到 4.32
倍。现阶段主要通过检测粮食及其加工产品中是否有霉菌

及其真菌毒素, 作为控制粮食质量安全的重要手段[14‒16]。

据周玉庭等[17]综述, 霉菌污染检测方法包括培养形态学鉴

定法、荧光分析法、微生物活性测定法、近红外光谱检测

法等; 毒素污染的检测方法包括高效液相色谱法[18]、色谱-
串联质谱法[19]、酶联免疫吸附法[20]、免疫层析试纸条法[21]

等。当检测出有真菌毒素污染时, 粮食产品污染已十分严

重, 只能被封存处理, 且真菌毒素短时期内无法分解, 造
成的经济损失也无法弥补[17]。 

随着分子生物学检测方法的发展, HIETANIEMI 等[22]

和 TOURNAS 等[23]利用分子和化学方法判别发生粮食霉变

的谷物中镰刀菌和霉菌不同种类。有很多学者将 EF1α基因

位点用于镰刀菌的鉴定[24‒25]。雷娅红等[26]选择 EF1α 等 4
个候选基因分析 11 种 57 株镰刀菌的基因序列。

SAMPIETRO 等[27]通过 TEF1α 测序对包括黄色镰孢菌在内

的 3 个种进行鉴定。目前产毒真菌的检测标准主要根据菌体

培养形态和显微镜下特征进行分类与鉴定, 多采用聚合酶

链式反应 (polymerase chain reaction, PCR)或者实时荧光

PCR 方法鉴定真菌菌株, 其所产生的真菌毒素主要依靠气

相色谱法、液相色谱法等理化方法进行检测。本研究应用双

色实时荧光 PCR 方法, 可以通过一次实时荧光 PCR 反应同

时鉴定产毒真菌及其产真菌毒素基因, 实现真菌菌种鉴定

及产真菌毒素的同时检测, 提高真菌毒素污染检测效率。本

研究首次建立了产毒真菌—黄色镰孢菌及其产真菌毒素基

因的双色实时荧光 PCR 快速检测方法, 实现了一次实时

PCR 反应, 同时鉴定黄色镰孢菌及其产玉米赤霉烯酮真菌毒

素基因。与真菌形态学鉴定方法和真菌毒素理化检测方法比

较, 双色实时荧光 PCR 方法具有简便快速、特异性强、灵敏

度高、不易造成实验室污染的检测优势, 为粮食霉变样品中

产毒真菌及其产真菌毒素能力的快速检测提供了新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

9766 真 菌 DNA 提 取 试 剂 盒 、 RR390A Premix 
ExTaq™[宝日医生物技术(北京)有限公司]; 孟加拉红琼脂

培养基(北京陆桥技术股份有限公司); 引物及探针由宝生

物工程(大连)有限公司合成。 
实验菌株及其来源, 详见表 1。 

1.2  仪器与设备 

QuantStudio6 实时荧光 PCR 仪(美国 ABI 公司); 5430
小型高速离心机(德国 Eppendorf公司); NanoDrop One超微

量紫外分光光度计(吸收光准确性±2%, 美国热电公司)。 

1.3  引物与探针设计与筛选 
1.3.1  目标基因序列确定 

选取 GenBank 数据库中编号 GU370470.1 的黄色镰孢

菌 EF1α 基因作为菌种鉴定基因片段, 通过 GenBank 分析

及软件比对, 该基因序列片段在黄色镰孢菌种间高度同源, 
具有菌种特异性。 

聚酮合成酶 PKS 基因是黄色镰孢菌合成玉米赤霉烯

酮毒素的关键基因。选取 GenBank 编号 EU362992.1 的 PKS
基因序列, 作为黄色镰孢菌产真菌毒素的目标鉴定基因。 
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表 1  参试菌株 
Table 1  Volunteers strains 

序号 菌株名称及编号 来源 

1 黄色镰孢菌 CGMCC3.4595 

中国普通微生物菌种保藏管理中心(China General 
Microbiological Culture Collection Center, CGMCC) 

2 黄色镰孢菌 CGMCC3.4734 

3 黑曲霉 CICC2487 

4 黄曲霉 CICC2219 

5 串珠镰刀菌 CICC2490 

6 正灰绿正青霉 CICC41097 

7 黑曲霉 CGMCC3.0316 

8 寄生曲霉 CGMCC3.6155 

9 赭曲霉 CGMCC3.4411 

10 棒曲霉 CGMCC3.6890 

11 轮状镰孢菌 ACCC37123 中国农业微生物菌种保藏管理中心(Agricultural 
Culture Collection of China, ACCC ) 12 串珠镰孢菌 ACCC36127 

13 杂色曲霉 CICC2474 中国工业微生物菌种保藏管理中心(China Center of 
Industrial Culture Collection, CICC) 

 
1.3.2  引物探针设计合成 

针对 1.3.1 中目标基因序列分别设计特异性引物和以

不同荧光素标记的 Taqman 探针, 具体见表 2。以羧基荧光

素(carboxyfluorescein, FAM)荧光标记 EF1α 基因探针, 以
VIC荧光标记PKS基因探针, 引物和探针由宝生物工程(大
连)有限公司合成。 

 
表 2  引物与探针序列 

Table 2  Primer and probe sequences 

引物及探针 序列 

EF1α基因上游引物 5′-GTGGTATCACCATCGATA-3′ 

EF1α基因下游引物 5′-GTGGTATCACCATCGATA-3′ 

EF1α基因探针 5′-FAM-ACTCCTCGCTACTATGTCA
CCG-TAMRA-3’ 

PKS 基因上游引物 5′-AGACGGAATCTTTTACCG-3′ 

PKS 基因下游引物 5′-GTTGGGACACCAAGATAG-3′ 

PKS 基因探针 5′-VIC-TTCCAACAGCAATCGGACG
C-TAMRA-3′ 

 
1.4  真菌基因组 DNA 的提取 

挑取孟加拉红琼脂培养基上的典型黄色镰孢菌单菌

落, 提取基因组 DNA 作为实时荧光 PCR 反应的模板。 

1.5  双色实时荧光 PCR 检测方法建立 

对双色实时荧光 PCR 反应体系中的引物探针浓度、

Taq 酶用量和反应条件进行优化并完成溶解曲线检测, 获
得两个基因扩增最佳的双色反应循环阈值(cycle threshold, 
Ct)和典型的荧光扩增曲线。建立同时鉴定 EF1α 基因和

PKS 基因的双色实时荧光 PCR 方法。 

1.6  特异性实验 

提取 1.1 中所列的实验菌株基因组 DNA, 用所设计的

特异性引物和探针分别做特异性检测, 验证所建立实时荧

光 PCR 方法的特异性。 

1.7  灵敏度实验 

以黄色镰孢菌 CGMCC3.4595 为样本, 在孟加拉红平

板上挑选典型菌落培养, 测定菌液浓度为 3.5×108 CFU/mL, 
以此为原液, 递比稀释成 3.5×107、3.5×106、3.5×105、3.5×104、

3.5×103、3.5×102、3.5×10 CFU/mL, 从每个稀释度中取 1 mL
菌悬液, 按 1.4方法提取DNA, 进行荧光PCR扩增验证双色

实时 PCR 反应的灵敏度, 每浓度梯度 2 次重复。 

1.8  双色实时荧光 PCR 重复性实验 

为验证双重扩增方法的重复性, 选取 6 个浓度培养液

的 DNA 提取物, 进行双色荧光方法重复性实验。每个浓度

梯度做 3 次平行检测, 记录扩增曲线 Ct 值, 统计分析变异

系数 , 重点关注检出限值的重复性 , 评价双色实时荧光

PCR 反应体系的稳定性。 

1.9  粮食霉变模拟样品检测 

建立了霉菌模拟污染玉米、大米、小麦、杂粮等粮食

霉变模型。分别取玉米、大米、小麦、杂粮各 500 g 置于

1 L 模拟仓中, 向粮食表面均匀喷洒适量无菌水, 混合均

匀后用塑料薄膜密封, 放置于 30 ℃环境中, 每天观察粮食

霉变情况, 观察 7 d。每天每个模型分别取 25 g 样品, 采用

双色实时荧光 PCR 方法检测样品中是否产生产玉米赤霉

烯酮毒素的黄色镰孢菌, 同时用形态学鉴定方法[28]进行对

照, 验证方法的适用性。 

1.10  数据统计 

分别统计双色实时荧光 PCR 检测方法和形态学方法

的阳性检出率, 比对两种方法的检测效果, 使用SPSS软件
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进行统计学分析差异。 

2  结果与分析 

2.1  双色实时荧光 PCR 方法建立及特异性实验结果 

优化双色实时荧光 PCR 反应的引物和探针最终浓度, 
以及 Taq 酶用量, 进行双通道荧光 PCR 扩增, 以出现典型

扩增曲线且 Ct≤35 为阳性结果。 
经引物和探针最终配比浓度筛选优化, 确定 25 μL 反

应体系各组分终浓度, premix Ex Taq 聚合酶 12.5 μL、双色

荧光标记探针 20 μmol/L 各 1 μL、两对引物 20 μmol/L 各

0.5 μL、模板 DNA 2 μL、ddH2O 补足至 25 μL。双色荧光

PCR 反应参数, 95 ℃预变性 10 s (1 个循环)、95 ℃ 5 s、
60 ℃ 30 s、40 个循环。 

分别提取 1.1 中实验菌株的基因组DNA, 进行双色实时

PCR 法特异性实验。实验结果表明, 应用本研究设计的两组

双色实时荧光 PCR 引物和探针, 产玉米赤霉烯酮毒素的 2 种

黄色镰孢菌的 EF1α 和 PKS 基因均出现特异性扩增, 扩增曲

线典型。其他真菌EF1α和PKS 基因扩增结果均为阴性(图 1)。 

2.2  双色实时荧光 PCR 方法灵敏度实验结果 

按 1.7 进行灵敏度测试, 原始浓度为 3.5×108 CFU/mL
的黄色镰孢菌培养液经梯度稀释, 每个梯度的菌液浓度与

两个目标基因的扩增 Ct 值有很好的线性关系, 浓度越高 Ct
值越低。黄色镰孢菌 EF1α 和 PKS 基因双色实时荧光 PCR
方法的检出限达 3.5×102 CFU/mL。双色实时荧光 PCR 检测

黄色镰孢菌 EF1α基因灵敏度结果如图 2 所示、双色实时荧

光 PCR 检测黄色镰孢菌 PKS 基因灵敏度结果如图 3 所示。 
 

 
 

注: 1: 黄色镰孢菌 CGMCC3.4595 EF1α基因; 2: 黄色镰孢菌 CGMCC3.4734 EF1α基因; 3: 黄色镰孢菌 CGMCC3.4595 PKS 基因;  
4: 黄色镰孢菌 CGMCC3.4734 PKS 基因; 5~23: 表 1 中其他菌株 EF1α基因和 PKS 基因及空白对照。 

图 1  双色荧光检测黄色镰孢菌 EF1α基因和 PKS 基因特异性实验结果 
Fig.1  Specificity verification results of Fusarium culmorum EF1α genes and PKS genes by dual-color fluorescence PCR 

 

 
 

注: 1: 3.5×108 CFU/mL; 2: 3.5×107 CFU/mL; 3: 3.5×106 CFU/mL; 4: 3.5×105 CFU/mL; 5: 3.5×104 CFU/mL; 6: 3.5×103 CFU/mL;  
7: 3.5×102 CFU/mL; 8: 3.5×10 CFU/mL; 9: 空白对照。 

图 2  双色实时荧光 PCR 检测黄色镰孢菌 EF1α基因灵敏度结果 
Fig.2  Sensitivity results of Fusarium culmorum EF1α genes by dual-color fluorescence PCR 
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2.3  双色荧光 PCR 反应重复性实验结果 

选取从低至高 6 个稀释梯度菌液提取的 DNA 进行双

色荧光 PCR 反应重复性实验, 每个浓度做 3 个平行测试, 
统计分析 Ct 值变异系数, 双色实时荧光 PCR 检测黄色镰

孢菌 EF1α 和 PKS 基因重复性测试结果见表 3。6 个稀释

梯度的反应液扩增 Ct 值变异系数均小于 2%。检测低限值

两个目的基因的 Ct 值变异系数分别为 1.24和 1.39, 实验结

果表明双色实时荧光 PCR 方法重复性好, 可以灵敏稳定地

检测出产玉米赤霉烯酮毒素的黄色镰孢菌。 

2.4  粮食霉变模拟样品检测 

分析 20 个粮食霉变模拟样品的检测结果, 经双色实

时荧光 PCR 方法检测, 从 5 个样品中检出产玉米赤霉烯酮

的黄色镰孢菌, EF1α和 PKS 基因扩增结果阳性, 检测结果

如图 4 所示。采用本方法和形态学方法实际检测了 20 个样

品, 两种方法的阳性检出率都为 100%, P>0.05, 两种方法

阳性检出率没有差异, 两种方法检出结果一致。 

3  结论与讨论 

粮食霉变和真菌毒素污染严重威胁国家粮食质量安

全和人民的消费健康。目前产毒真菌鉴定及真菌毒素检测

主要存在几个技术难题, 一是镰孢菌属真菌的形态特征多

样, 单纯依靠传统形态学分类方法很难鉴定到菌种水平, 

鉴定结果易受检验者主观经验影响; 二是真菌培养时间长

至 10 d, 培养出的孢子容易污染实验室环境; 三是真菌毒

素理化检测方法成本比较高。因此, 急需研发早期快速精

准的粮食霉变和真菌毒素污染检测技术。 

 
 

 
 

注: 1: 3.5×108 CFU/mL; 2: 3.5×107 CFU/mL; 3: 3.5×106 CFU/mL; 4: 3.5×105 CFU/mL; 5: 3.5×104 CFU/mL; 6: 3.5×103 CFU/mL;  
7: 3.5×102 CFU/mL; 8: 3.5×10 CFU/mL; 9: 空白对照。 

图 3  双色实时荧光 PCR 检测黄色镰孢菌 PKS 基因灵敏度结果 
Fig.3  Sensitivity results of Fusarium culmorum PKS genes by dual-color fluorescence PCR 

 
 

表 3  双色实时荧光 PCR 检测黄色镰孢菌 EF1α和 PKS 基因重复性测试结果(n=3) 
Tabel 3  Repeatability test results of Fusarium culmorum EF1α genes and PKS genes by dual-color fluorescence PCR (n=3) 

菌夜浓度/(CFU/mL) 

重复 3 次 Ct 值 平均 Ct 值 CV/% 

EF1α PKS 
EF1α PKS EF1α PKS 

1 2 3 1 2 3 

1×107 15.49 15.49 15.51 15.5 15.52 15.71 15.50 15.58 0.07 0.74 

1×106 18.55 18.84 18.77 18.85 18.88 18.56 18.72 18.76 0.81 0.94 

1×105 22.14 22.28 22.15 22.28 22.34 22.18 22.19 22.27 0.35 0.36 

1×104 26.04 25.94 25.93 25.89 25.84 25.94 25.97 25.89 0.23 0.19 

1×103 29.65 29.57 29.67 29.48 29.48 29.53 29.63 29.50 0.18 0.10 

1×102 32.32 32.51 31.74 33.34 33.13 32.19 32.19 32.98 1.24 1.39 

注: 变异系数(coefficient of variation, CV)。 
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注: 1~2: 黄色镰孢菌阳性对照 EF1α基因和 PKS 基因扩增曲线; 3~7: 霉变模拟样品中 EF1α基因扩增曲线; 8~12: 霉变模拟样品中 PKS
基因扩增曲线。 

图 4  霉变模拟样品检测含有产玉米赤霉烯酮黄色镰孢菌样品 
Fig.4  Samples of Fusarium culmorum containing zearalenone toxin-producing maize detected in simulated mildew sample 

 
真菌 EF1α序列具有较高的遗传多样性和种间变异, 

分子进化过程与物种的整体进化过程一致, 对亲缘关系

较近的种分辨率高, 保障镰孢菌属真菌分类鉴定的准确

性 [29‒30]。本研究针对黄色镰孢菌的种属特异基因 EF1α 基

因[31], 产玉米赤霉烯酮毒素的 PKS 基因[32], 采用双色荧光

标记方法, 筛选出适合于双色荧光反应的最佳两对引物探

针, 优化反应参数, 在通用条件下, 保证两个目标基因的

同时高效扩增, 建立了一次实时荧光 PCR 反应同时检测霉

变粮食样品中的真菌污染及其产毒素基因的新方法。所建

立的产毒真菌快速检测方法, 实现了在真菌毒素产生早

期、甚至在真菌毒素未产生前, 及时监测粮食中受产毒真

菌污染的风险, 有效提高真菌毒素危害预测能力, 为我国

粮食霉变监测和粮食安全快速检测提供新的技术手段。 
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