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法检测食管癌高发区林县井头村

玉米中的腐马素
, ,

王 颖
’

朱彤 霞

中国农业大学生物学院
,

北京

摘 要 采用 强碱性 阳离子粉末树脂为净化介质
,

以禁二醛 为衍生试剂进行腐马素
, , 的 检测

。

方法 回收率平均为
,

仪器检测限为 火 一 ” ,

方法检测限为
· 一 ‘ 。

该

方法灵敏度高
,

适于低含量样品中 的定性及定量检测
。

共检测了 份林县井头村玉米样品 份 口粮玉

米和 份霉玉米
,

均证实受到了镰刀菌的严重侵染
。

经 检测
,

只在 份 口粮玉米中检出了
,

其污染

水平 皆在
· 一 ’和 ’

一 ‘范围内
,

阳性率分别为 和
。

此外
,

还检测了由 口粮玉米中

分出的镰刀 菌的培养物共 份
,

阳性率为
,

其中 扭 从 形成 , 的产量最高
,

平均为
·

又
· 一 ’ ,

而胶抱镰刀菌 的产量最低
,

平均为 一 只 ‘ · 一 ’。

这种在玉米样品中

检出 残留量水平较低的事实表明
,

在我国食管癌高发 区林县井头村
,

玉米上镰刀 菌毒素 的污染水平

与食管癌高发率之间不存在统计相关性
。

关键词 高效液相色谱 腐马素
,
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,

,

腐马素 是一组结构类似的镰刀菌毒素
,

其结构见图
。

在 自然界中共存在 种

腐马素组分
,

其中腐马素 的污染最严重
、

毒性最强
。

易溶于水和极性溶剂
,

具有 良

好的热稳定性
。

其毒性作用对动物呈多样性
,

目前 国际上 已公认 的有马属动物脑 白质软化症
, 〔〕,

猪肺水肿
, 红 等

。

对人的毒性作用 尚未肯定
,

但在南非食管癌高发 区 的流行病调查 中发现
,

玉 米

中 的污染水平与食管癌高发率在统计学上相关川
,

食管癌高发区玉米 中
,

含量明显高

于低发区川
。

腐马素越来越受到国际社会的关注
,

已被国际癌症研究机构列为 级致癌物川
。

的检测方法有许多种
,

如薄层层析法
、

〔 〕
、

气相色谱法 巨口、

高效

液相色谱法 阳一 ’。〕、

及酶联免疫吸附法
巨‘’」等

,

其中 法准确可靠
,

重复

性好
,

是国际上常用的腐马素定性定量分析法
。

本文以作者所在实验室的原有方法为基础
,

以 粉末树脂为净化材料
,

严格控制该树脂

的装量和待测液流量
,

进行样品的前处理
,

并以

蔡二醛
一 , 一 ,

为衍生化试剂进行 检测
,

使方法

沙扮
乳 火 支 欲

驴

图
,
〔

一

氨基
一 , 一

二 甲基
一 , , 一

三经基
一 ,

一

二
, 一

二狡基
一

丁酞氧基
一

二十烷 〕的化学结构

回收率由原来的 川提高到
,

仪器检测限为 只 一 ’ ,

方法检测限为
· ‘ 。

河南省林县是我国食管癌高发区
,

而井头村又是林县的食管癌高发区之一
,

当地居民所食用的口粮玉米

受镰刀菌污染严重口习 ,

其中最具污染优势的串珠镰刀菌 爪 沂 。 和 扭 是

目前国际上公认的具有很强产毒能力的镰刀菌种
。

本工作 旨在通过对井头村玉米中镰刀菌毒素

的污染检测
,

探索 污染量与食管癌高发率之间的可能联系
。

材料与方法

材料

样 品 一 年采 自河南林县井头村的 口 粮玉 米 份
,

霉玉米 份
,

共计

份
。

年对照区北京玉米样品 份
。

在这些样品中镰刀菌的侵染率均高于 山 〕。

仪器 高压液相色谱仪
,

荧光检测器
,

色谱柱

火
, 一

记录仪
。

试剂 强碱性 阳离子粉末树脂 。。 目 ,

标 准品 咭 公 司
,

以体积 比为
,

的乙睛和水配成
·

拼 一 ‘的贮备液
,

一 保存
· 一

公司
,

一 保存
· 一 ‘

氰化钠 公司 以
· 一

将
· 一 ‘

硼酸

纳 调至
,

备用 磷酸氢二钾
。

。
· 一 ‘

无水 甲醇
,

石油醚
,

冰醋酸均为

级
,

乙睛为色谱纯
。
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培养基 培养基
,

大米培养基
。

镰刀 菌培养物 随机选取 由林县玉米 口粮 中分离出的串珠镰刀菌
、

和

胶抱镰刀菌各 株
,

经单抱分离后点种于 平板上
,

℃培养
。

然后 以内径 的灭

菌不锈钢打孔器制得培养物琼脂块
,

接入大米培养基
。

每一菌株接种 瓶
,

℃培养 周后
,

室

温下通风橱内晾干
。

方法

回收率测定 在陈鹏方法 基础上
,

通过选用不 同颗粒度的树脂
、

改变萃取液 值

以及降低待测液的吸附和洗脱流速等方法
,

来提高方法的回收率
。

测定时 阴性玉米粉 中

的添加污染量为 护 ’ 一 ‘ 。

萃取 取 添加
,

的玉米粉置于 具塞三角瓶 中
,

加 甲醇和水
,

振荡萃取 后
,

双层定量滤纸快速过滤
,

然后取 滤液加人 石油醚于

分液漏斗中充分振摇
,

待静置分层后
,

取下层脱脂萃取液备用
。

净化 将 强碱性 阳离子粉末树脂装于 拟 玻璃小柱内
,

填充高度控制为
。

分别 以 甲醇
、

甲醇和水 体积 比 洗柱
,

然后取 萃取液上柱
,

并控制流

速为
· 。

分别用 甲醇 水 体积 比 和 甲醇洗柱
,

再 以

醋酸 甲醇溶液进行洗脱
,

控制流速为
· 一 ‘ ,

收集 洗脱液
,

气流 中挥干
。

以

乙睛 水 体积 比 溶解残 留物
,

取 出 拌 置于 小瓶 中
,

℃条件下 气流

挥干
,

一 ℃保存待测
。

衍生 取上述 拼 挥干物
,

分别加人 拜 甲醇
、

拌 硼酸纳溶液
、

“

溶 液 和 拼 溶液
,

充分混 匀后
,

于 ℃反应
,

冷却至 室温
。

再加 人 产

、

溶液 乙睛
,

充分混匀
,

终体积为
。

检测 进样 拌 ,

进行检测
。

士
, 。

衰减为
。

流

动相为乙睛
、

水和冰醋酸 体积 比为
,

流速为
· 一 ‘ 。

计算公式为

。 、 , 样品或培养物峰面积 标准品峰面积 标准品进样量
、 ,

。。
己 里凰 一

———
一 一一了获飞了万二不丁否舀舀丽石灭下丽万卒压氛下二丈一一一 一 一 一一

—八 书节个子
’

口 义戈

平于 口口 、 要为 岁百 子卜嘴刃 夕 〕江 千干 舀巨 、 产

样 品的检测 方法同回收率的测定
。

培养物检测 取相 当于 的镰 刀 菌 大米 培养物
,

加 甲醇和水 体积 比
,

进行振荡萃取
,

双层滤纸过滤后
,

取 滤液上柱净化
。

净化步骤 同上述
,

收

集后
,

取 拜 挥干物进行衍生处理
。

衍生步骤 同上
,

最后加入 溶液和乙

睛 体积 比
,

充分混匀
,

终体积为
。

结果与讨论

回收率的测定

研究表明降低净化过程中待测液

的吸附和洗脱流速可显著提高方法 回

收率
,

使其 由原方法 的 川
,

提

高到 表
。

图谱见 图
。

由 于 分 子 中 的 自 由 氨 基

表 回收率测定结果

流 速
处理 处理

写 灭
。

灭
。

方法回收率

处理 吸附流速为
· 一 ‘ ,

洗脱流速为
· 一 ‘ 。

处理 吸附流速为 。
· 一 ‘ ,

洗脱流速为 卜 一 ’。
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在酸性条件下
,

能离解为 〔
一

〕形式
,

而这种荷 电形式有利于
,

从玉米粉 中游离出

来
。

因此
,

降低萃取液的 值可能有助于 回收率的提高
,

但实验结果表明降低萃取液 值和

改变净化树脂的颗粒度等措施对提高回收率的影响并不显著
。

林县和对照区玉米样品中 的 检测

总共检测了 份受镰刀菌严重侵染 的林

彩旧世

县井头村玉米样品山 〕。

其中
,

份 口 粮玉米样

品 中 只 有 份 被 检 出 了
,

含 量 分 别 为
· 一 ‘

和
· 一 ‘ ,

样 品 阳 性 率 为
。

份林县霉玉米样品中
,

有 份检出了
, ,

含量分别为 ’
一 ‘

和 火

· 一 ’ ,

阳性率为
。

这一结果低 于

巨, ‘

和 〔‘ 〕对林县 玉米样 品 的检

测结果
,

推测这可能与样 品的来源
、

采集 以及

检测时间的不同有关
。

然而井头村玉米 中
,

的污染量和 阳性率均较低 的事实则说 明
,

镰刀

菌的严重污染与 的高度污染之间不一定

存在必然正相关性
。

此结果还表明
,

同样是在

食管癌高发区
,

我 国林县井头村 的污染情

形 与南非 的情形显著不 同
,

即林 县

井头村玉米样 品中 的污染水平与食管癌

的高发率之间不存在统计相关性
。

认卫

标准品 方法回收率

保留时间 毗

图 回收率图谱

共 检 测 了 份 对 照 区 北 京 的 玉 米 样 品
,

也 都 遭 受 了镰 刀 菌 的严 重 污 染 污 染 率
〕,

但并未检出
,

表
。

表明食管癌高发区和对照区北京之间可能存在着促使镰刀

菌毒素形成的环境差异
,

林县井头村当地特殊的气候条件和水文环境有可能是导致食管癌高

发的主要因素之一
。

动物 中马对腐马素最为敏感
,

因此
,

美 国兽医诊断师和真菌毒素委员学会
,

提 出了马饲料 中
,

的最高限量为 拌
·

一 ’ ,

而我们人类对
,

的敏感性与马相近
。

从这一角度来说
,

在我国无论是食管癌高发区河

南省林县井头村还是对照区北京
,

在 自然条件下玉米 中
,
的污染水平均低于 拼’

一 ’

的

事实
,

表明我们的玉米是相对安全的
。

表 林县井头村和北京对照 区玉米样品的 检测结果

玉米样品 测定份数 检出份数 阳性率
,

含量八 ’
一 ‘

井头村 口粮 霉玉米

北京 玉米穗

,

, 又

由林县井头村玉米 中分出的镰刀 菌培养物的 检测

检 测 由林县井头村 口 粮玉米 中分离出的串珠镰刀 菌
、

和胶抱镰刀 菌培养
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物共 份 表
。

全部 个菌株的培养

物均可产生
, ,

阳性率为
。

其 中
,

是产毒能力最

高 的 菌 株
,

平 均 产 量 可 达
· 一 ‘ 。

串珠镰刀菌的产毒能力仅

次于 诱
,

平均为
· 一 ‘ 。

胶抱镰刀菌的产量最低
,

表 镰刀 菌培养物的 检测结果 一

菌株 占

平均

只

只

火

又

火

火

平均为 火 ‘ · 一 ’。

以上结果预示
,

由井头村分离出的镰刀菌株具有较强的产毒能力
,

只

要 自然环境条件适宜
,

这些镰刀菌就有可能产生大量腐马素
,

因此
,

我们不能忽视其存在

的潜在危险性
。
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