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一株产 T-2 毒素镰孢菌的分离、鉴定及其产毒条件的研究 

张枫  张蕾  张重阳  赵胜明  蔡晨  张燕  殷红* 

 (西北大学 生命科学学院  陕西 西安  710069) 

 
 

摘  要：【目的】从青海大骨节病区小麦麦穗中分离的内生真菌中筛选产 T-2 毒素的菌株，并研

究影响其合成该毒素的条件。【方法】采用种子胚芽抑制试验和抑菌试验从分离所得的菌株中筛

选产毒菌株；利用薄层层析和高效液相检测待测菌株产物，复筛出产 T-2 毒素的菌株。通过显微

形态学观察及 ITS 序列分析对筛选出的菌株 5-5m-1 进行鉴定。应用单因素筛选方案研究固体培

养时间、温度以及液体培养转速、初始 pH 等对其产 T-2 毒素的影响，并采用正交试验进一步优

化。【结果】菌株 5-5m-1 的显微形态与梨孢镰孢菌(Fusarium poae)相似；ITS 序列分析显示，该

菌株与 F. poae 的相似度也较高。其产 T-2 毒素的最佳条件为：玉米固体培养基、日温 25 °C/夜

温 15 °C、光暗交替。【结论】5-5m-1 菌株为梨孢镰孢菌，培养条件对其产 T-2 毒素能力有很大影

响。实验结果将为进一步研究 T-2 毒素产生的机制和防止真菌毒素污染提供参考。 
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Isolation and identification of a T-2 toxin-producing Fusarium poae 
strain and studies on its culture conditions 
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Abstract: [Objective] To select and identify an endophytic fungus isolated from wheat head collected 
from a Kashin-Beck disease area of Qinghai province, and study its influences of culture conditions on 
the production of T-2 toxin. [Methods] Primary selection of toxin-producing strain was using 
embryonic bud inhibition and yeast fungistatic tests on all isolated strains. Strain re-selection was 
carried out by TLC and HPLC assay to check the extract of the strain. Strain 5-5m-1 was identified 
based on its colonial and microscopic morphological characters and ITS sequencing. The optimization 
of culture condition for T-2 toxin production was investigated by single factor experiments and 
orthogonal design method. [Results] The morphological characters of the strain 5-5m-1 were similar to 
that of Fusarium poae. The ITS sequencing showed that the sequence of strain 5-5m-1 had high 
similarity to that of the strain F. poae. The optimal culture conditions of the strain to produce T-2 toxin 
were corn solid medium, alternative illumination with 25 °C during the day and 15 °C at night. 
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[Conclusion] Strain 5-5m-1 was identified as Fusarium poae. Culture conditions have great influence 
on its ability to produce T-2 toxin. The results will provide important references for further studies on 
the mechanism of T-2 toxin production and the measure to prevent mycotoxin contamination. 

Keywords: Endophytic fungi, Fusarium poae, Strain identification, T-2 toxin, Culture conditions 

T-2 毒素是镰孢菌在一定条件下产生的一种倍

半萜烯类化合物，其分子式为 C24H34O9，相对分子

量为 466.22，其化学名为 4β-15-二乙酰氧基-3α-羟

基-8α-(3-甲基丁酰氧)-12,13-环氧单端孢霉-9-烯，它

是一种毒性很强的真菌毒素。由于镰孢菌广泛分布

在各种粮食作物(如小麦、大米、玉米、大麦和燕麦

等)及其半成品(如啤酒和麦芽等)中，所以 T-2 毒素

也被联合国粮农组织(FAO)和世界卫生组织(WHO)

列为天然存在的最危险的食品污染源之一。T-2 毒

素几乎对所有的真核生物，包括植物、动物及人类

均具有一定的毒性[1]。研究表明：T-2 毒素能引起人

和动物多个系统的毒性效应。主要危害动物的造血

组织和免疫器官，引起一些出血综合症，出现白细

胞减少、贫血，使胃肠道功能受损等[2-3]。T-2 毒素

可能还与我国某些地区食管癌、克山病和大骨节病

的高发病率有关[4-5]。 

镰孢菌属是 T-2 毒素主要产生菌，如串珠镰孢

菌 (Fusarium moniliforme) 、 尖 孢 镰 孢 菌 (F.    

oxysporum)、拟枝孢镰孢菌(F. sporotrichioides)等均

能产生 T-2 毒素。镰孢菌毒素的产生往往与镰孢菌

的生长及其对外界环境的反应等因素密切相关[6-7]。

目前，关于镰孢菌产毒条件的研究很少，本研究利

用从大骨节病病区乳熟期小麦麦粒分离筛选出的

内生镰孢菌，对可能影响其产毒的条件进行了研

究，为进一步研究 T-2 毒素的产生机制和真菌毒素

污染的防治提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

青海大骨节病病区乳熟期小麦麦穗。红酵母由

西北大学微生物实验室提供。T-2 毒素标准品为以

色列 Fermenter 公司所产。其他试剂均为国产分析

纯或色谱纯。 

1.2  培养基 

真菌分离所用培养基为马铃薯固体培养基

(PDA)。真菌产毒固体培养基：分别称取 50 g 玉米

粉、大米和麦仁，各加 40 mL 自来水，用封口膜扎

好于 1×105 Pa 灭菌 20 min，即分别为玉米、大米和

小麦培养基。真菌产毒液体培养基：分别称取 40 g

麦仁、绿豆、马铃薯煮沸 30 min，过滤后向滤液中

各加 4 g 蔗糖，用自来水定容到 100 mL，调节 pH，

1×105 Pa 灭菌 20 min，即分别为小麦、绿豆和马铃

薯液体培养基。 

1.3  小麦内生真菌的分离 

小麦内生菌的分离按常规微生物学方法进  

行[8]。消毒效果检验：将表面消毒过的小麦粒滚过

平板，同时用最后一次冲洗的无菌水涂布平板，培

养箱中培养，观察是否有菌落生长。 

1.4  产毒菌株的初筛 

把依据形态特征初步认定的各镰孢菌菌株(12

株)分别接种于小麦液体培养基中，培养 7 d 后，将

发酵液用旋转蒸发仪蒸发到 20−30 mL，加入 20 mL

无水乙醇使其中的蛋白沉淀[9]，抽滤，滤液减压蒸

发以除去乙醇。将除去乙醇的滤液转至分液漏斗

中，用 20−30 mL 甲醇清洗旋转蒸发瓶，同样转至

分液漏斗中，再加入 30 mL 正己烷，振荡后静置分

层，弃去上液。加氯仿萃取，然后合并氯仿层蒸干，

加 5 mL 乙腈使其完全混合溶解粘于瓶壁的毒素。

然后，用该提取液进行种子胚芽抑制试验和抑菌试

验[10-11]，筛选具有产毒能力的菌株。   

1.5  产 T-2 毒素菌株的复筛 

1.5.1  薄层层析(TLC)：参照吴文达等[12]的方法，

将 1.4 初筛得到的产毒菌株提取物分别进行薄层层

析，在 365 nm 紫外灯下检测荧光。将与 T-2 毒素标

准品相同的位置标记出来，刮取标记处的硅胶粉末

溶于乙腈中，离心后取上清，减压浓缩定容至 1 mL。 
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1.5.2  高效液相色谱(HPLC)：将 1.5.1 所得样品用

HPLC 进行检测，所用 HPLC 检测设备为 Agilent 

Technologies 1200 series，Welchrom C18 柱。检测波

长 200 nm ， 进 样 量 20 μL ， 流 动 相 为             

乙腈:水=48:52 (体积比)，流速 1.0 mL/min。 

1.6  菌株鉴定 

1.6.1  形态学鉴定：将 1.5 筛选出的具有产 T-2 毒

素能力的菌株接种到 PDA 平板，25 °C 培养观察菌

落特征。参照《真菌鉴定手册》[13]和《镰刀菌》[14]

对菌株进行形态学鉴定。 

1.6.2  ITS 序列扩增与分析：菌株 ITS 序列测序工

作由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。用

CTAB 方法提取所测菌株的基因组 DNA[15]。采用真

菌通用引物对 ITS1 和 ITS4，ITS1：5′-TCCGTAG 

GTGAACTTGCGG-3′；ITS4：5′-TCCTCCGCTTAT 

TCT-3′。PCR 反应体系：基因组 DNA (20−50 ng/L) 

0.5 μL、10×PCR buffer (含 Mg2+) 2.5 μL、dNTPs (各

2.5 mmol/L) 1 μL、Taq 聚合酶 0.2 μL、Primer-F   

(10 μmol/L) 0.5 μL、Primer-R (10 μmol/L) 0.5 μL，

ddH2O 补足至 25 μL。PCR 扩增条件为：94 °C      

4 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 1 min，共 30

个循环；72 °C 10 min。反应产物纯化后进行测序。 

1.7  产毒素培养条件的优化 

1.7.1  温度对固体培养菌株产毒的影响：菌株接种

于小麦固体培养基后置于培养箱中培养，恒温组分

别设温度为 19、21、23、25、27、29 °C，连续培

养 25 d 后用 HPLC 检测毒素的产量。变温组前 10

天温度与恒温组一致，10 d 之后白天保持原来的温

度 12 h，夜晚温度改为 15 °C，然后对各个样品进

行处理和检测。 

1.7.2  时间对固体培养菌株产毒的影响：菌株接种

于小麦固体培养基后置培养箱中培养，开始温度设

置为 25 °C 持续 10 d，然后采用变温模式培养至 17、

19、21、23、25、27、29 d 时分别取出培养物进行

样品处理和检测。 

1.7.3  固体培养条件正交优化：选取 L9(3
3)正交表

设计正交实验(表 1)，以 T-2 毒素产量为指标，选择

较优的培养条件组合。 

1.7.4  转速对液体培养菌株产毒的影响：小麦液体

培养基中以 10%接种量接种实验菌株后，分别在

100、120、140、160、180、200 r/min 条件下培养     

7 d，抽滤菌丝测得干重，收集发酵液，按 1.4 方法

提取并检测 T-2 毒素的含量。 

1.7.5  初始 pH 对液体培养菌株产毒的影响：将小

麦液体培养基的初始 pH 分别调至 4.0、5.0、6.0、

7.0、8.0，以 10%的接种量接种后，在适宜的温度

下培养，7 d 后同 1.7.4 检测菌丝干重和 T-2 毒素的

含量。  

1.7.6  液体培养条件的正交优化：以 L9(3
3)因素水

平表设计方案(表 2)。 

1.8  发酵产物的处理 

将固体培养物研磨成粉末，按本实验室筛选出

的条件用乙腈:水(84:16，体积比)超声振荡提取    

1 h，抽滤除去固体杂质。将滤液于 65 °C 旋转减压

蒸发到 20−30 mL，向残液中加入等体积的正己烷

摇匀后静置，弃去正己烷层，再加入氯仿萃取 4 次。 

 
 

表 1  正交设计因素水平表 
Table 1  Factors and levels for orthogonal design 

水平 

Level 

温度 

Temperature 
(°C) 

光照 

Lumination 

培养基 

Medium 

1 23/15 连续光照 玉米 

2 25/15 光暗交替 大米 

3 27/15 连续黑暗 小麦 

 
 

表 2  正交设计因素水平表 
Table 2  Factors and levels for orthogonal design 

水平 

Level 
pH 

光照 

Lumination 

培养基 

Medium 

1 5 连续光照 小麦 

2 6 光暗交替 绿豆 

3 7 连续黑暗 马铃薯 
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将 4 次萃取液合并，于旋转蒸发仪上减压蒸干，加

入 3 mL 乙腈，充分溶解后于离心管中保存，      

10 000 r/min 超速离心 5 min，取上清液 4 °C 保存待

用。液体培养物处理与 1.3 条件相同，之后样品都

经 TLC 纯化后用 HPLC 检测。 

2  结果与分析 

2.1  内生菌的分离 

从小麦麦穗样品中共分离纯化得到内生真菌

21 株，依据形态特征初步鉴定结果表明，这些内生

真 菌 主 要 为 镰 孢 菌 属 (Fusarium) 、 链 格 孢 属

(Alternaria)和聚孢霉属(Glomerularia)等。 

2.2  产毒素镰孢菌的筛选 

种子胚芽抑制试验发现，所有实验菌株粗提物

均能抑制红豆胚芽的生长，但是有 6 株菌的粗提物

并不能对红酵母产生抑制作用(表 3)，综合两项实验

结果，发现菌株 5-5m-1 产毒能力最强。因此，后续

产毒条件研究均以 5-5m-1 为实验菌株。 

2.3  5-5m-1 菌株的形态学特征 

5-5m-1 菌株在 PDA 上菌落呈圆形，正面白色

至淡粉红色，中间凸起；背部中央呈淡酒红色。气

生菌丝较长且浓密。25 °C 培养 4 d 菌落直径为 6.0 cm

左右。菌丝光滑，有分枝，有隔。分生孢子梗细长，

有分枝，无隔。大型分生孢子镰刀状，有 2−3 隔，

大小(20−25) µm×(2−4) µm。小型分生孢子卵圆形，

单胞，生于孢子梗，(5−7) µm×(1−3) µm (图 1)。 

2.4  5-5m-1 菌株的 ITS 序列分析 

测序结果得到一条 515 bp 的序列，将所得序列

通过 BLAST 程序在 NCBI 的 GenBank 中进行相似

性序列检索分析，选取同源性较高的菌株进行系统

发育树的构建。先利用 ClustalX 进行多序列之间比

对和人工校正，然后采用 MEGA 5.1 软件中的

Neighbor-Joining 法构建进化树[16]。由图 2 可以看

出，T-2 毒素产生菌 5-5m-1 与梨孢镰孢菌 Fusarium 

poae (AF414968)聚为一支，Bootstrapt 验证分值为

98，表现出非常近的亲缘关系。结合真菌形态，将

其鉴定为梨孢镰孢菌 Fusarium poae，GenBank 登录

号为 KJ755667。 
 

表 3  菌株胚根抑制和抑菌试验结果 
Table 3  The results of embryo inhibition and yeast 

inhibition 

菌株 

Strains

胚芽抑制率 

Embryonic bud 
inhibition rate (%) 

抑菌圈直径 

Fungistatic zone diameter 
(mm) 

5-5m-0 17.16±2.14 12.1±1.2 

5-5m-1 65.78±1.98 20.0±0.9 

5-5m-2 46.17±2.01 18.3±1.5 

5-5m-3 62.48±1.87 0 

5-5m-4 23.34±1.59 18.1±0.9 

5-5m-5 43.07±2.36 0 

5-5m-6 48.91±2.25 0 

5-5m-7 52.25±1.85 1.2±0.5 

5-F-1 59.95±2.43 0 

5-F-2 57.10±2.88 0 

5-F-3 48.31±3.01 0 

5-F-4 37.13±1.77 2.3±0.9 

 

 
 

图 1  5-5m-1 菌落及孢子显微形态(400×) 
Figure 1  Phenomenon of colony and conidia of the strain 5-5m-1 (400×) 

注：A：菌落正面；B：分生孢子. 

Note: A: The front of colony; B: Conidia. 
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2.5  HPLC 检测 

在实验色谱条件下，T-2 毒素标准品出峰时间

为 9.767 min (图 3)，5-5m-1 粗提物中有一峰的出峰

时间为 9.497 min (图 4)，二者很接近，说明 5-5m-1

产物中应该含有 T-2 毒素，该菌株为产 T-2 毒素的

镰孢菌。 

2.6  5-5m-1 菌株产毒条件的研究 

2.6.1  温度对固体培养条件下菌株产毒素的影响：

从图 5 中可以看出，当温度低于 25 °C 时，毒素产

量随温度的增加而增加。在实验所设 6 个温度条件

下，变温条件都比恒温条件所产毒素多。其中，变

温条件在日温为 25 °C、夜温为 15 °C 时毒素产量最

高，为 10.393 7 mg/kg。 

2.6.2  时间对固体培养条件下菌株产毒素的影响：

从图 6 可以看出，前 21 天产 T-2 毒素的量随时间增

长缓慢，21 d 后产量迅速增加并在 25 d 时达到最大，

为 9.193 2 mg/kg。所以后续的固体培养时间选择  

25 d。 

 

 
图 2  基于 ITS 基因序列构建的邻接树 

Figure 2  A Neighbor-Joining phylogenetic tree based on ITS sequence 
注：括号中的序号代表菌株的 GenBank 登录号；分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类到一起的几率；标尺刻度代表 0.5%

的序列差异. 

Note: The sequence number in the bracket means the GenBank accession number of the strain. The number at the node means the 
percentage of occurrence in 1 000 boot-straped trees. The scale bar means 0.5% sequence difference.  
 

 
 

图 3  T-2 毒素标准品的 HPLC 图谱 
Figure 3  HPLC chromatogram of T-2 toxin standard 
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图 4  镰孢菌 5-5m-1 粗提物的 HPLC 图谱 
Figure 4  HPLC chromatogram of the extract of 5-5m-1 strain 

 
 

 

 
 

图 5  培养温度对 T-2 毒素产量的影响 
Figure 5  The effect of culture temperatures on the yield of 
T-2 toxin 

 

 
 

图 6  培养时间对 T-2 毒素产量的影响 
Figure 6  The effect of the culture time on the yield of   
T-2 toxin 
 

2.6.3  正交试验结果的直观分析：从表 4 中可以看

出，培养基的极差最大，其次是温度和光照条件。

初步判断固体培养时，培养基成分对产量的影响最

大，不同光照条件的影响最小。根据分析得出产 T-2

毒素最优组合为 A2B2C1，即：日温 25 °C/夜温

15 °C，光/暗交替(12 h)、玉米培养基。 

2.6.4  转速对液体培养条件下菌株产毒素的影响：

从图 7 可以看出，从 100 r/min 开始到 160 r/min，

菌 丝 干 重 和 毒 素 产 量 不 断 增 加 。 毒 素 产 量 在    

160 r/min 条件下达到最大 0.634 2 mg/L，而菌丝干

重到 180 r/min 才到达最大值，菌丝生长与产毒的最

佳转速条件不一致。转速超过 160 r/min 时，毒素产

量下降。 

2.6.5  初始 pH 对液体培养条件下菌株产毒素的影

响：从图 8 可以看出，在起始 pH 5.0 的条件下，T-2

毒素的产量最高为 0.406 8 mg/L。随着 pH 的增大，

毒素产量明显减少。菌丝干重在 pH 6.0 条件下达到

最大，为 1.748 5 g/100 mL。菌丝生长和产毒的最佳

初始 pH 条件不同。 

2.6.6  液体培养条件的正交优化：由表 5 可以看出，

初始 pH 的极差最大，光照对产量的影响最小。根

据实验数据分析得出：小麦培养基、光暗交替、pH 

5.0 的条件最有利于液体培养条件下 5-5m-1 菌株产

生 T-2 毒素。 
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表 4  正交实验与结果 
Table 4  The results of the orthogonal test 

处理号 

Treatment number 

因素 Factor 

A 温度 

Temperature (°C) 

B 光照 

Lumination 

C 培养基 

Medium 

毒素产量 

Yield of T-2 toxin (mg/kg) 

1 1 1 3 8.167 2±0.324 6 

2 2 1 2 14.519 5±0.561 2 

3 3 1 1 9.211 6±0.423 6 

4 1 2 2 7.203 8±0.403 6 

5 2 2 3 10.422 1±0.224 6 

6 3 2 1 16.892 5±0.241 7 

7 1 3 1 10.106 2±0.301 9 

8 2 3 2 9.262 0±0.285 2 

9 3 3 3 7.601 8±0.339 7 

K1 8.492 4 10.632 8 12.070 1  

K2 11.401 2 11.506 1 10.328 4  

K3 11.235 3 8.990 0 8.730 4  

R 2.899 8 2.606 1 3.339 7 RC>RA>RB 

注：K1 表示各因素的第 1 水平 3 次试验结果的平均数，K2、K3 依次类推. R：各因素的最好水平与最差水平之差. 

Note: K1 means the average of 3 test results at level 1 of each factor. K2, K3 and so on. R: The difference between the best and worst levels of 
each factor (the same as follows). 
 

 
 

 
 
图 7  摇床转速对 T-2 毒素产量和菌株生物量的影响 
Figure 7  The effect of rotational speeds on the yield of T-2 
toxin and biomass 

 
图 8  培养基初始 pH 对 T-2 毒素产量和菌株生物量的 

影响 
Figure 8  The effect of initial pH of fermentation medium 
on the yield of T-2 toxin and biomass 
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表 5  正交实验与结果 
Table 5  The results of the orthogonal test 

处理号 

Treatment number 

因素 Factor 

A pH 
B 光照 

Lumination 

C 培养基 

Medium 

毒素产量 

Yield of T-2 toxin (mg/L) 

1 1 1 3 1.417 2±0.021 1 

2 1 2 1 4.681 2±0.032 6 

3 1 3 2 0.959 0±0.013 6 

4 2 1 2 0.464 5±0.025 3 

5 2 2 3 0.051 1±0.010 2 

6 2 3 1 0.550 7±0.030 1 

7 3 1 1 0.081 2±0.015 2 

8 3 2 2 0.160 1±0.016 6 

9 3 3 3 0.273 6±0.021 9 

K1 2.352 5 0.654 3 1.771 0  

K2 0.355 4 1.630 8 0.527 9  

K3 0.171 7 0.594 4 0.580 6  

R 2.180 8 1.036 4 1.243 1 RA>RC>RB 

 

3  讨论 

镰孢菌是全球范围内农作物生产中常见的污

染真菌，其产生的真菌毒素更是作为一种严重的污

染源受到人们的重视。一百多年来的研究表明，镰

孢菌属可以产生多种毒素，其中主要是玉米赤霉烯

酮、单端孢霉毒素和伏马菌素等。单端孢霉毒素分

为 A 和 B 两类，单端孢霉毒素 A 包括 T-2 毒素、

HT-2 毒素；单端孢霉毒素 B 包括脱氧雪腐镰刀菌

烯醇(DON)和雪腐镰刀菌烯醇(NIV)等[17-18]。镰孢菌

毒素对人畜健康危害严重，常导致各种急慢性中毒

的发生，还有多种致癌、致突变的潜在危害[19]。镰

孢菌毒素的产生主要受营养成分、环境条件和各种

复杂代谢调节机制的影响。一些研究认为低温有利

于镰孢菌产毒。有报道枝孢镰孢菌的最适产毒条件

为湿度 40%−50%，温度 3−7 °C[20]。匡开元等[21]发

现三线镰孢菌在相对湿度 80%−100%、温度 7 °C 条

件下宜产 T-2 毒素，且在 5−20 °C 时产毒能力随温

度上升而下降。然而田学亮等[22]的研究表明，串珠

镰孢菌的最佳产生毒素条件为：马铃薯葡萄糖培养 

液、pH 9.0、12 h 光暗交替、25 °C、培养 10 d。李

群伟等[23]报道，碱性条件(pH>7.0)明显抑制一株从

玉米中分离的镰孢菌菌株的生长和毒素的产生，低

温尤其是在变温的条件下，镰孢菌易产 T-2 毒素。

代喆等[24]确定了一株梨孢镰孢菌的最佳产毒培养

条件为 8−25 °C 间隔 12 h 变温、前期光照后期黑暗、

前期振荡后期静止静置的培养条件下培养 28 d。谢

莹等[25]发现青海大骨节病区的小麦与面粉中存在

T-2 毒素超常聚集的现象，认为当地高原冷热交替

的气候构成 T-2 毒素污染的环境条件。本研究发现

在 pH 5.0 及变温条件都有利于梨孢镰孢菌菌株

5-5m-1 产生 T-2 毒素。由此可见不同镰孢菌产毒素

的条件不尽相同，同种镰孢菌产不同毒素的最适条

件也可能存在差异。至于菌株 5-5m-1 在液体培养条

件下的毒素产量明显少于固体培养的，这可能是因

为固体培养时，镰孢菌更接近它在自然条件中存在

于粮食作物中的状态。本研究的菌株是从小麦中分

离出来的，但在固体培养时发现菌株在玉米培养基

上的毒素产量最高。赵君等[26]也从发霉的玉米中鉴

定出有较强产 T-2 毒素能力的三线镰孢菌，说明玉

米培养基可能更有利于镰孢菌产生 T-2 毒素。因此，

对玉米这类易受产毒真菌污染的粮食作物，更要注

重其加工和储存条件。 
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4  结论 

本研究从大骨节病病区小麦中分离鉴定出一

株产 T-2 毒素的内生梨孢镰孢菌，对其产毒条件进

行了初步研究，实验结果为深入研究镰孢菌产毒素

机制提供了一定依据，对探讨控制由真菌毒素污染

粮食带来的危害提供了参考。 
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