
第 14 卷 第 5 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 14 No. 5 

2023 年 3 月 Journal of Food Safety and Quality Mar. , 2023 

 

                            

基金项目: 国家重点研发计划项目 (2019YFC1605200、2019YFC1605202)、中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金项目

(ZX2010) 
Fund: Supported by the National Key Research and Development Program of China (2019YFC1605200, 2019YFC1605202), and the Fundamental 
Research Funds for the Academy of National Food and Strategic Reserves Administration (ZX2010) 

*通信作者: 郭宝元, 博士, 研究员, 主要研究方向为粮油质量安全检测。E-mail: gby@ags.ac.cn 

*Corresponding author: GUO Bao-Yuan, Ph.D, Professor, Institute of Grain and Oil Quality and Safety, Academy of National Food and Strategic 
Reserves Administration, No.11 Baiwanzhuang Street, Beijing 102629, China. E-mail: gby@ags.ac.cn 

 

粮食真菌 DNA快速高通量提取方法的 

建立与应用 

崔  华, 王松山, 陈梦泽, 高树青, 朱  琳, 郭宝元* 

(国家粮食和物资储备局科学研究院, 粮油质量安全研究所, 北京  102629) 

摘  要: 目的  建立一种高效、快速、高通量的粮食中真菌 DNA 提取和分析方法, 并应用于小麦产脱氧雪腐

镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON)镰刀菌污染状况研究。方法  基于磁珠纯化技术, 开发了一种粮食基质中真

菌 DNA 的快速提取方法—月桂酰肌氨酸钠(sodium lauroyl sarcosine, SLS)磁珠法, 结合前期采用实时荧光定

量聚合酶链式反应法(quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR)和微滴式数字 PCR 法(droplet 

digital PCR, ddPCR)建立的小麦中 3-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇(3-acetyldeoxynivalenol, 3ADON)和 15-乙酰基

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(15-acetyldeoxynivalenol, 15ADON)两种产 DON 毒素化学型镰刀菌及禾谷镰刀菌复合群

分析方法, 对其提取效果进行了验证并分析了我国 2021 年新收获小麦产 DON 镰刀菌的污染水平。结果  与

十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)法、柱式法试剂盒和磁珠法试剂盒相比较, 本

研究建立的 SLS 磁珠法裂解过程无需水浴, 配合自动化提取设备工作, 整个提取时间小于 1 h。对禾谷镰刀菌

复合群的提取率最优, 而对 3ADON 和 15ADON 化学型镰刀菌的提取率与经典 CTAB 法、磁珠法试剂盒没有

显著性差异, 并且显著优于柱式法试剂盒。在对 2021 年收获的 120 个小麦样品监测结果显示, 产 DON 镰刀

菌的生物量与 DON 毒素水平之间具有极显著的相关性(P<0.01)。结论  SLS 磁珠法适用于从基质复杂的粮食

样品中提取真菌 DNA, 操作简便快速、提取率高, 更易实现大样本量的分子生物学准确定量检测需求。 

关键词: 真菌; DNA 提取; 磁珠; 粮食; 脱氧雪腐镰刀菌烯醇; 镰刀菌 

Establishment and application of a rapid high-throughput extraction 
method of fungal DNA for grains 

CUI Hua, WANG Song-Shan, CHEN Meng-Ze, GAO Shu-Qing, ZHU Lin, GUO Bao-Yuan* 

(Institute of Grain and Oil Quality and Safety, Academy of National Food and  
Strategic Reserves Administration, Beijing 102629, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an efficient, rapid and high-throughput method for the extraction and 

analysis of fungal DNA in grains and apply to study the contamination status of deoxynivalenol (DON) producing 

Fusarium in wheat. Methods  Based on the magnetic bead purification technology, a rapid extraction method of 
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fungal DNA from grain substrate— sodium lauroyl sarcosine (SLS) magnetic bead method was developed. 

Combined with the 3-acetyldeoxynivalenol (3ADON) and 15-acetyldeoxynivalenol (15ADON) in wheat established 

by quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) and droplet digital PCR (ddPCR) 2 kinds of methods for 

analysis of chemical Fusarium producing DON toxin and Fusarium graminearum complex, the extraction effect was 

verified and the contamination level of DON producing Fusarium in newly harvested wheat in 2021 in China was 

analyzed. Results  Compared with the cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method, column method kit and 

magnetic bead method kit, the SLS magnetic bead method established in this study needed no water bath heating in the 

cracking process in about 1 h with the automated extraction equipment. The SLS magnetic bead method performed best 

in the extraction rate of the Fusarium graminearum species complex among the DNA extraction methods mentioned 

above, and the extraction rate of 3ADON and 15ADON chemical types of Fusarium had no significant difference from 

the CTAB method and magnetic bead method kit, and was significantly better than the column method kit. The 

monitoring results of 120 wheat samples harvested in 2021 showed that there was a very significant correlation 

between the biomass of DON producing Fusarium and the level of DON toxin (P<0.01). Conclusion  The SLS 

magnetic bead method is suitable for extracting fungal DNA from grain samples with complex matrix, with simple 

operation and high extraction rate, which makes it easier to meet the requirements for accurate quantitative detection 

of molecular biology with large sample size. 

KEY WORDS: fungal; DNA extraction; magnetic beads; grain; deoxynivalenol; Fusarium 
 
 

0  引  言 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON), 又称呕

吐毒素, 是小麦中检出率最高的真菌毒素[1], 国内外已将

其污染风险列为关注重点, 并对其设定了严格的限量标

准[2], 我国 GB 2761—2017《食品安全国家标准 食品中真

菌毒素限量》对谷物及其制品的限量为 1000 µg/kg。世界

上已知的产 DON 真菌包括禾谷镰刀菌复合群(Fusarium 

graminearum species complex, FGSC)[3]、假禾谷镰刀菌(F. 

pseudograminearum)、黄色镰刀菌(F. culmorum)等[4‒6], 其

中 FGSC 是我国小麦中主要的产 DON 真菌[7], 是当前我国

小麦 DON 毒素防控研究中应重点关注的产毒真菌。另外, 

产 DON 镰刀菌在代谢过程中还会产生 3-乙酰基脱氧雪腐

镰刀菌烯醇(3-acetyldeoxynivalenol, 3ADON)或 15-乙酰基

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(15-acetyldeoxynivalenol, 15ADON)两

种化学型的毒素衍生物, 据此又将产 DON 镰刀菌划分为

3ADON 和 15ADON 两种毒素化学型[8‒10], 了解产 DON 镰

刀菌化学型的组成, 对小麦的病害控制和 DON 管理具有

重要意义[11]。 

相关研究表明, 小麦中产 DON 镰刀菌生物量与 DON

污染水平密切相关[12‒14]。因此, 针对小麦中产 DON 镰刀

菌种类和生物量进行监测, 并分析其与 DON 含量的关系, 

可以为前置化的毒素干预防控工作提供技术支撑。目前产

DON 镰刀菌的聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 

PCR)定量检测技术已较为成熟, 但研究中多采用常规方法

进行 DNA 提取, 根据萃取方法可分为有机萃取法(苯酚/氯

仿)、无机萃取法(盐析法)和固相萃取法(固体基质)[15], 需

要多次离心、移液操作, 效率较低。由于不同样本的基质

特性不同, 需要根据其细胞结构、DNA 结合蛋白及杂质情

况选择合适的裂解和纯化体系, 才能获得高质量的 DNA。

近年来, 基于磁珠的新型 DNA 纯化提取技术已被广泛应

用于各个领域, 与常规提取方法相比, 磁珠法无需反复沉

淀、离心等繁杂操作, 利用磁珠的磁吸特性可实现自动化

批量 DNA 纯化[16‒17]。现有的商品化磁珠法 DNA 提取试剂

盒种类繁多, 按提取对象不同可以分为动物组织、植物组

织、血液、唾液、尿液、病毒、细菌、真菌、土壤等类型, 

各自具有一定的适应性。粮食基质种类多并且样本量大, 

要想高效提取获得其携带的全部真菌 DNA 不能单纯使用

市面上已有的植物组织或者真菌 DNA 提取试剂盒。因此, 

有必要开发一种简单、快速、高效、高通量的 DNA 提取

方法, 用于满足粮食真菌大规模分子生物学检测需求。 

本研究拟针对粮食基质样品开发简便、高效裂解体系, 

同时基于磁珠纯化技术, 建立一种快速、高通量的粮食真

菌 DNA 提取方法, 并应用于小麦产 DON 镰刀菌污染状况

研究, 为今后开展产 DON 镰刀菌种群结构及污染分布规

律等相关研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦样品为我国小麦主产区—河南、山东和安徽 3 个

地区 2021 年收获的小麦, 共计 120 份, 样品研磨过 40 目

筛后保存备用。 

磁珠法植物基因组 DNA 提取试剂盒、DNA secure 新型
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植物基因组 DNA 提取试剂盒、蛋白酶 K 溶液(20 mg/mL)、

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris hydrochloride, Tris-HCl, pH 

8.0)、核糖核酸酶 A (ribonuclease A from bovine pancreas, 

RNase A, 10 mg/mL)、1×TE 缓冲液[天根生化科技(北京)有

限公司]; 石英砂(20~40 目)(天津市光复精细化工研究所); 

月桂酰肌氨酸钠(sodium lauroyl sarcosine, SLS)、十六烷基

三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)、

异硫氰酸胍、冰乙酸、异戊醇、三氯甲烷(分析纯, 上海麦

克林生化科技有限公司); 氯化钠、吐温 80、乙二胺四乙酸

二钠、无水乙醇(分析纯, 西陇化工股份有限公司); ε-聚赖

氨酸(ε-poly-L-lysine, ε-PL)(上海源叶生物科技有限公司); 

PEG 8000 聚乙二醇(生物技术等级, 北京博奥拓达科技有

限公司); DNA 提取酚试剂(索莱宝生物科技有限公司); 乙

腈[色谱纯, 赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; Premix Ex 

Taq™ Probe qPCR[宝生物工程(大连)有限公司]; ddPCR TM 

Supermix for Probes (no dUTP)(美国Bio-Rad公司); 二氧化硅

羧基磁珠悬浮液(苏州海狸生物医学工程有限公司); DON 

(100 μg/mL), DON 同位素内标 (13C15-DON, 20 μg/mL) 

[ROMER 国际贸易(北京)有限公司]; 全麦粉中 3 种真假毒素

成分分析标准物质[GBW(E)100817, DON 标准值 0.97 mg/kg, 

不确定度(k=2)为 0.13 mg/kg](国家粮食和物资储备局科学

研究院)。 

1.2  仪器与设备 

JXCL-6K 三维冷冻离心研磨仪(上海净信实业发展有

限公司); Auto-Pure208 全自动核酸提取仪(杭州奥盛仪器有

限公司); Nanodrop 2000 微量紫外分光光度计、UltiMate 

3000 快速液相色谱仪、Q-Exactive 四极杆/静电场轨道阱高分

辨质谱仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); CFX96 Touch

实时荧光定量 PCR 仪、QX200 微滴式数字 PCR 仪(美国

BIO-RAD 公司); VX-III 多管涡旋振荡器(北京踏锦科技有限

公司); JXYM-0510 研磨管(上海净信实业发展有限公司); 

MS3002TS/02 天平(精度 0.01 g, 瑞士梅特勒-托利多公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

称取 6.0 g小麦粉至 50 mL离心管, 加入 6.0 g石英砂、

30 mL无菌生理盐水(0.85% NaCl)和 10 µL吐温 80, 置于涡

旋振荡器中高速振荡 4 min; 室温静置 20 min 后, 转移上

清液至干净的离心管中, 8000 r/min 离心 15 min, 弃上清; 

将含有菌体的沉淀全部转移至 2 mL 研磨管中。 

1.3.2  DNA 提取 

SLS 磁珠法: 向含有菌体的研磨管中加入 1 mL SLS

裂解液(2% SLS、20 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠、50 mmol/L 

Tris-HCl、1 mol/L NaCl、20 mmol/L ε-PL), 置于三维冷

冻离心研磨仪 , 速度 18 M/s, 处理 2×30 s, 间隔 120 s; 

12000 r/min 离心 5 min, 将上清全部转移至 DNA 纯化孔板

中, 按表 1 所示在各孔位中分别加入相应体积的试剂, 包

括结合液(20% PEG 8000, 4 mol/L NaCl)、磁珠悬浮液、清

洗液 I (3 mmol/L 异硫氰酸胍, 60%乙醇)、清洗液 II (75%乙

醇)和 TE 缓冲液, 然后将纯化孔板置于全自动核酸提取仪

中运行净化收集程序(表 2)。 

 
表 1  DNA 纯化孔板中各孔位试剂添加名称与体积 

Table 1  Name and volume of reagents added to each well in the DNA purification plate 

 孔位 1 孔位 2 孔位 2 孔位 3 孔位 4 孔位 5 孔位 6 

试剂 结合液 磁珠悬浮液 清洗液 I 清洗液 II 清洗液 II 清洗液 II TE 缓冲液

用量 与样品裂解液上清等体积 16 µL 800 µL 1 mL 1 mL 1 mL 100 µL 

 
表 2  全自动核酸提取仪净化收集程序 

Table 2  Automatic nucleic acid extractor purification and collection procedure 

步骤 名称 孔位 混合时间/min 吸磁时间/s 等待时间/min 容积/µL 混合速度(1~10) 温度/℃

1 混合 1 2 0 0 1600 5 / 

2 磁珠转移 2 0 20 0 800 0 / 

3 结合(慢) 1 3 0 0 800 5 / 

4 结合(快) 1 3 50 0 800 8 / 

5 洗涤 1 2 3 20 0 1000 8 / 

6 洗涤 2 3 2 20 0 1000 8 / 

7 洗涤 3 4 2 20 0 1000 8 / 

8 洗涤 4 5 2 20 5 1000 8 / 

9 洗脱 1 6 3 0 0 100 5 / 

10 洗脱 2 6 5 50 0 100 8 65 

11 磁珠回收 2 1 0 0 800 8 / 

注: /表示该步骤没有使用此参数。 
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磁珠法试剂盒: 按照磁珠法植物基因组 DNA 提取试

剂盒说明书要求, 向含有菌体的研磨管中按比例添加相关

试剂进行 DNA 提取, 并在全自动核酸提取仪上机运行

DNA 净化收集程序(表 2), 最终用 TE 缓冲液定容 DNA 体

积为 100 µL。 

柱式法试剂盒 : 按照 DNAsecure 新型植物基因组

DNA 提取试剂盒说明书要求, 向含有菌体的研磨管中按

比例添加相关试剂进行 DNA 提取, 最终用 TE 缓冲液定容

DNA 体积为 100 µL。 

CTAB法: 向含有菌体的研磨管中加入 1 mL CTAB提

取液(2% CTAB、20 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠、0.1 mol/L 

Tris-HCl、1.4 mol/L NaCl)和 40 µL 蛋白酶 K 溶液, 置于

研磨仪中速度 18 M/s 处理 2×30 s, 间隔 120 s; 65℃水浴

60 min(期间每隔 10 min 颠倒混匀 1 次)后, 再加入 20 µL 

RNase A, 12000 r/min 离心 10 min, 转移上清液; 加入酚:

氯仿:异戊醇(25:24:1, V:V:V), 振荡混匀, 12000 r/min 离心

10 min, 重复此步骤 1~2 次, 转移上清; 加入等体积‒20℃

预冷的异丙醇, 上下颠倒混匀 30 s, 12000 r/min 离心 10 min, 

弃掉液体; 用75%的乙醇清洗沉淀2次, 晾干乙醇, 用100 µL 

TE 缓冲液溶解 DNA 沉淀。 

1.3.3  DNA 质量检测 

应用 Nano Drop 2000 微量紫外分光光度计测定 DNA

的浓度, 以及在 230、260 和 280 nm 处的吸光度。 

1.3.4  实时荧光定量 PCR 检测 

Premix 12.5 µL、上下游引物(10 µmol/µL)各 0.75 µL、

探针(10 µmol/µL) 0.5 µL、DNA 模板 2 µL, 补水至 25 µL。

反应步骤为 95℃, 5 min, 循环步骤为 95℃, 5 s; 60℃, 30 s, 

共 40 个循环。引物和探针序列见表 3。 
 

表 3  引物和探针序列 
Table 3  Primer and probe sequences 

基  因 序  列 
参考

文献

禾谷镰刀菌复合群 
(FGSC) 

F: ATCCGACATGGCAAACTTAT 

[18]R: AACAGTCGGTTAAGGATAATA

探针: (HEX)-AGTGCAGTTATATGT
GCC-(MGB) 

3-ADON 
化学型镰刀菌 

F: CATGCGGGACTTTGATCGAT 

[11]

R: TTTGTCCGCTTTCTTTCTATCATA
AA 

探针: (FAM)-CTCACCGATCATGTTC
-(MGB) 

15-ADON 
化学型镰刀菌 

F: TCCAATCATTGCCAGCCTCTA

R: TGATGCGGAACATGGTCTGT 

探针: (FAM)-ATGAGGGACTTTGACC
AAT-(MGB) 

 
1.3.5  微滴式数字 PCR 检测 

Supermix 10 µL、上下游引物(10 µmol/µL)各 1.8 µL、

探针(10 µmol/µL) 0.5 µL、DNA 模板 2 µL, 补足水至 20 µL。

反应步骤为 95℃, 5 min, 循环步骤为 95℃, 5 s; 60℃, 30 s, 

共 40 个循环。引物和探针序列同实时荧光定量 PCR 

(quantitative real-time PCR, qPCR)检测。 

1.3.6  毒素检测 

称取 5 g(精确至 0.01 g)小麦粉样品至 50 mL 离心管

中, 加入 20 mL 乙腈-水-冰乙酸提取液(70:29:1, V:V:V), 

涡旋振荡 30 min 后 6000 r/min 离心 10 min; 将 0.5 mL 上

清液与等体积水混匀, 在 4℃下 12000 r/min 离心 10 min; 

使用 0.22 µm 聚四氟乙烯滤膜过滤上清液; 吸取 180 µL

滤液与 20 µL 脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素内标混匀后进

行检测[19], 并采用全麦粉中 3 种真假毒素成分分析标准

物质作为质控。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS 20 软件进行单因素方差分析, 确定 4 种提

取方法所得 DNA 相关检测结果的差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  SLS 磁珠法 DNA 提取效果验证 

2.1.1  提取浓度 

不同方法提取获得的 DNA 浓度和纯度不同, 进而会

影响 PCR 扩增等后续的分子生物学分析结果的准确性[20]。

为了验证 SLS 磁珠法对小麦中真菌 DNA 的提取效果, 采

用该方法对 3 种不同污染水平的产 DON 镰刀菌小麦样品

进行 DNA 提取, 同时采用经典 CTAB 法、商品化柱式法试

剂盒和磁珠法试剂盒进行对比。紫外分光光度计检测结果

显示(表 4), 4 种方法对不同样品获得的 DNA 浓度均差异显

著, 其中 CTAB 法最高, 3 种样品的平均质量浓度约为

9037.33 ng/µL; 其次是磁珠法试剂盒 , 平均质量浓度约

6134.89 ng/µL; 柱式法试剂盒最低, 平均质量浓度仅约为

783.07 ng/µL。本研究建立 SLS 磁珠法 DNA 提取量处于中

间水平, 平均质量浓度约为 2046.53 ng/µL。 

虽然本研究已通过石英砂振荡富集法对小麦样品进

行了前处理, 扩大样品检测量的同时减少了小麦基质的干

扰, 但获得的菌体沉淀中仍不可避免地存在小麦基质残留, 

最终提取获得的 DNA 中不仅包含微生物 DNA, 还含有一

定量的小麦 DNA。因此, 获得 DNA 浓度的高低只能代表

该方法对全部基质的提取能力 , 而不能代表其对真菌

DNA 的提取能力。SLS 磁珠法的裂解纯化体系针对微生

物基质做了优化, 通过添加一定量的 ε-PL, 能够尽可能

多地提取菌体 DNA, 因为 ε-PL 是一种阳离子聚合多肽, 

不仅能通过静电吸附作用有效破坏微生物细胞壁(膜)结

构 , 致使细胞裂解 , 还能在进入细胞后与带负电荷的

DNA 相结合, 从而彻底释放 DNA[21‒23]。在 SLS 裂解体系

中, 不需要加热辅助, 在常温下 5 min 内即可充分完成

DNA 释放。 
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表 4  4 种提取方法获得的 DNA 浓度和纯度比较 
Table 4  Comparison of DNA concentration and purity obtained by 4 kinds of extraction methods 

检测项目 提取方法 
样品 

平均值 
1 2 3 

质量浓度 
/(ng/µL) 

CTAB 法 10628.30±781.79a 7387.40±773.22a 9096.3±854.57a 9037.33 

柱式法试剂盒 1325.87±23.67d 530.23±42.43d 493.10±50.22d 783.07 

磁珠法试剂盒 6356.63±46.93b 6211.77±306.58b 5836.27±114.13b 6134.89 

SLS 磁珠法 2311.73±173.27c 2222.73±199.12c 1605.13±79.81c 2046.53 

A260/A280 

CTAB 法 2.05±0.01 1.93±0.09 2.01±0.01 2.00 

柱式法试剂盒 2.10±0.02 1.94±0.01 1.94±0.05 1.99 

磁珠法试剂盒 1.96±0.08 1.89±0.03 1.91±0.01 1.92 

SLS 磁珠法 1.97±0.01 1.96±0.01 1.95±0.02 1.96 

A260/A230 

CTAB 法 2.08±0.03 1.90±0.10 1.99±0.02 1.99 

柱式法试剂盒 2.34±0.01 2.26±0.05 2.34±0.01 2.31 

磁珠法试剂盒 1.95±0.08 1.76±0.11 1.83±0.05 1.85 

SLS 磁珠法 2.05±0.07 2.03±0.07 1.98±0.03 2.02 

注: 不同字母(a~d)表示不同方法间的差异显著(P<0.05), 样品 1~3 分别表示高、中、低污染浓度; 下同。 

 
2.1.2  提取纯度 

DNA 纯度通过计算在 260 与 280 nm 处吸光度比值

(A260/A280)来进行评估, A260/A280 应该在 1.7~2.0, 低于 1.7 表

示有蛋白质等杂质污染, 而大于 2.0 则表示有 RNA 污染。

而 260 与 230 nm 处吸光度比值(A260/A230)是衡量相对纯度

的关键指标, 由于许多杂质在 230 nm 处具有吸收峰, 例如

残留的盐离子、多糖、多酚等, 它们会抑制 PCR 反应, 所

以 A260/A230 应该大于 2.0[24]。由表 4 可以看出, 各提取方法

获得的 DNA 的 A260/A280 平均值均在 1.7~2.0 范围内, 而对

于A260/A230, 磁珠法试剂盒提取的 3种样品DNA均小于 2.0, 

说明该方法对样品中多糖或盐离子的去除能力欠佳, 该情

况同样存在于 CTAB 法的样品 2、3 及 SLS 磁珠法提取的

样品 3 中。 

2.1.3  目的 DNA 提取率 

应用 qPCR 对各方法提取的 DNA 分别检测 FGSC、

3ADON 化学型及 15ADON 化学型镰刀菌的生物量(表

5~7)。其中, SLS 磁珠法对高污染浓度小麦中 FGSC 的提取

率均显著性优于其他 3 种方法; 对中、低污染浓度小麦中

FGSC 的提取率显著性优于 CTAB 法和柱式法试剂盒, 优

于磁珠法试剂盒; 对高、中、低污染浓度小麦中 3ADON  

 
表 5  4 种方法提取的 DNA 对 FGSC qPCR 检测结果比较(n=3) 

Table 5  Comparison of qPCR detection results of DNA 
extracted by 4 kinds of methods for FGSC (n=3) 

样品 
Ct 值 

CTAB 法 柱式法试剂盒 磁珠法试剂盒 SLS 磁珠法

1 18.82±0.43c 20.39±0.16d 18.36±0.17b 17.81±0.30a

2 24.29±1.32c 22.42±1.03b 21.38±0.10a 21.29±0.41a

3 31.13±0.32b 31.19±1.01b 30.12±1.36a 29.48±0.58a

表 6  4 种方法提取的 DNA 对 3ADON 型镰刀菌 

qPCR 检测结果比较(n=3) 
Table 6  Comparison of qPCR detection results of DNA 

extracted by 4 kinds of methods for 3ADON Fusarium (n=3) 

样品
Ct 值 

CTAB 法 柱式法试剂盒 磁珠法试剂盒 SLS 磁珠法

1 19.00±0.09a 21.72±0.17b 19.44±0.53a 19.01±0.26a

2 23.24±0.43a 24.78±0.03b 23.31±0.34a 23.47±0.40a

3 33.430±0.39a 35.14±0.74b 34.05±0.56a 32.67±0.58a

 
表 7  4 种方法提取的 DNA 对 15ADON 型镰刀菌 

qPCR 检测结果比较(n=3) 
Table 7  Comparison of qPCR detection results of DNA 

extracted by 4 kinds of methods for 15ADON Fusarium (n=3) 

样品
Ct 值 

CTAB 法 柱式法试剂盒 磁珠法试剂盒 SLS 磁珠法

1 22.13±0.28a 23.50±1.09b 21.40±0.36a 21.53±0.49a

2 23.82±0.61a 26.26±0.12b 23.60±0.20a 23.40±0.30a

3 28.48±0.60a 31.65±0.14b 28.32±0.19a 28.63±0.52a

 
和15ADON化学型镰刀菌的提取率均与经典CTAB法和磁珠

法试剂盒没有显著性差异, 并且显著性优于柱式法试剂盒。

由此说明, SLS 磁珠法对于各类型产 DON 镰刀菌均具有较高

的 DNA 提取率, 能够满足定量 PCR 检测结果准确性需求。 

2.2  4 种 DNA 提取方法过程比较 

通过对比 4 种 DNA 提取方法的提取过程中所涉及的

条件发现(表 8), 本研究建立的 SLS 磁珠法试剂成本高于

CTAB 法和柱式法试剂盒法, 但时间成本低(<60 min), 且

可实现自动化; 与现有磁珠法试剂盒相比, 时间成本接近, 

试剂成本略低, 但 SLS 磁珠法裂解过程无需水浴, 这不仅

减少了操作步骤、节省了提取时间, 将更加有利于全过程
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自动化提取的实现, 从而进一步减少人工干预和操作误差, 

使 DNA 提取更加准确高效。 
 

表 8  不同方法提取过程条件比较 
Table 8  Comparison of extraction process conditions of  

different methods 

方法 成本/元 耗时/min 裂解水浴 实现全自动化

SLS 磁珠法 18 <60 不需要 可以 

磁珠法试剂盒 24 <60 需要 可以 

柱纯化试剂盒 16 >60 不需要 不可以 

CTAB 法 5 >90 需要 不可以 
 

2.3  小麦样品产 DON 镰刀菌污染水平分析 

应用本研究建立的 DNA SLS 磁珠提取法和产 DON 镰

刀菌微滴式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)分析方法, 

对我国 2021 年收获的 120 个小麦样品中 FGSC、3ADON 化

学型及 15ADON 化学型镰刀菌的污染生物量进行了检测。 

按照样品中的 DON 毒素污染含量分为 4 组, 分别为

<200、200~400、400~600、>600 µg/kg(图 1)。FGSC 的生物量

与 DON 污染量的变化趋势一致(图 2A), 并且二者之间具有极

显著的相关性(r=0.848, P<0.01), 其中低浓度样品(<200 µg/kg)

中检出的 FGSC 生物量的范围较宽, 而中间浓度(200~400 和

400~600 µg/kg)的则较窄, 这可能与样品数量及代表性有关。同

样, 该规律也在 3ADON 及 15ADON 化学型镰刀菌的生物总量

检测结果中显现(图 2B), 这两种化学型镰刀菌的生物总量与

DON 污染量的变化趋势也是一致的, 并且二者之间也具有极

显著的相关性(r=0.942, P<0.01)。 

ddPCR 技术是一种主流的数字 PCR 检测方法[25], 通

过把样本 DNA分割至近 2万个微滴中, 每个微滴大多数包

含 0 或 1 个 DNA 分子, 然后通过 PCR 扩增后读取荧光信

号, 根据泊松分布计算出样本中的目的 DNA 分子数量, 检

测过程不需要使用标准品建立标准曲线, 以绝对定量为核

心[26‒27], 其检测结果能够准确反映出样品中目标检测物的

真实生物量, 能够实现真正意义上的绝对定量[28‒30]。该技

术已应用于多个检测领域, 在食品领域主要应用于食源性

致病菌、转基因、食品掺假等方面的检测[31‒32]。结果表明, 

本研究建立的 SLS 磁珠法对小麦样品中产 DON 镰刀菌

DNA 具有可靠的提取率, 其定量 PCR 检测结果能够准确

反映出样品中污染的产 DON 真菌生物量。 

3  结  论 

本研究基于磁珠纯化技术针对粮食基质真菌建立了

一种无需加热裂解的 DNA 提取方法, 能够在 1 h 内高效、

快速、高通量地提取出粮食样品中的真菌 DNA, 提取率普

遍优于经典 CTAB 法、柱式法试剂盒和磁珠法试剂盒。结

合前期建立的产 DON 镰刀菌 ddPCR 分析方法对小麦实际

样品的定量检测结果显示, 产 DON 镰刀菌的生物量与

DON 毒素污染含量趋势一致, 证实 SLS 磁珠法适用于从

基质复杂的粮食样品中提取真菌 DNA, 更容易实现大样

本量的分子生物学定量检测需求。 

 

 
 

注: <200、200~400、400~600 对应值为左侧纵坐标轴;  

>600 对应值为右侧纵坐标轴。 

图 1  120 个小麦样品 DON 毒素污染水平箱线图 

Fig.1  Boxplot of DON toxin contamination level in 120 wheat samples 
 

 
 

注: A 表示 FGSC; B 表示 3ADON 化学型及 15ADON 化学型 

镰刀菌总量。 

图 2  不同 DON 毒素污染水平下的小麦中产 DON 镰刀菌 

生物量分布箱线图 

Fig.2  Box plots of biomass distribution of DON producing 
Fusarium in wheat under different DON toxin contamination levels 
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