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摘要： 目的　 探讨温度和水活度对柏子仁黄曲霉毒素含量的影响， 为确定适宜储藏条件提供参考。 方法　 以生化培养

箱为载体， 设置不同温度 （２０、 ２５、 ２８、 ３２、 ３６、 ４０、 ４２ ℃）， 基于饱和盐溶液预平衡法设置不同水活度 （０􀆰 ８０、
０􀆰 ８５、 ０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９２、 ０􀆰 ９４、 ０􀆰 ９８）， 采用免疫亲和净化高效液相色谱技术联合质谱法 （ ＩＡＣ⁃ＨＰＬＣ⁃ＱＱＱ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 测定

不同温度和水活度下 ４ 种黄曲霉毒素 （黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２） 的含量。 结果　 温度和水活度均能影响柏子仁

黄曲霉毒素含量， ２０、 ４２ ℃时无任何黄曲霉毒素产生。 除低温、 高温及低水活度条件除外， 其余均检出黄曲霉毒素

Ｂ１， 部分条件检出黄曲霉毒素 Ｂ２， 所有条件下均无黄曲霉毒素 Ｇ１ 和黄曲霉毒素 Ｇ２ 产生。 柏子仁黄曲霉最适产毒条

件为 ２８ ℃和 ０􀆰 ９０ 水活度。 结论　 柏子仁加工后应及时干燥， 并在干燥、 通风环境中储藏。 控制温度在 ２０ ℃以下、
水活度低于 ０􀆰 ８０， 可使柏子仁不产生黄曲霉毒素， 确保临床用药安全。
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　 　 柏子仁为柏科植物侧柏 Ｐｌａｔｙｃｌａｄｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ （ Ｌ．）
Ｆｒａｎｃｏ 的干燥成熟种仁， 具有养心安神、 润肠通便、 止汗

等功效［１］ 。 在中医药备受关注的新形势下， 柏子仁市场需

求量逐年增加， 但因黄曲霉毒素含量超标造成质量不合格

的报道层出不穷。 黄曲霉毒素是由黄曲霉菌 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｆｌａｖｕｓ） 与寄生曲霉菌 （Ａ． ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ） 相互作用产生一类

次级代谢产物。 中药材容易受污染的黄曲霉毒素主要有黄

曲霉毒素 Ｂ１ （ ＡＦＢ１ ）、 Ｂ２ （ ＡＦＢ２ ）、 Ｇ１ （ ＡＦＧ１ ） 和 Ｇ２

（ＡＦＧ２） ４ 种。 其中 ＡＦＢ１ 毒性最强， 有严重的肝毒和致癌、
致畸、 致突变活性， 属 Ｉ 类致癌物［２］ 。

柏子仁经过机器加工时， 很容易破碎， 造成油脂外溢

现象。 在脂肪酸过氧化物存在下， 黄曲霉毒素生物合成涉

及脂质的氧化降解， 且在脂肪酸存在下脂质过氧化和黄曲

霉毒素合成均会加强［３］ 。 柏子仁脂肪油含量可达 ４８％ ， 为

黄曲霉菌生长及黄曲霉毒素产生提供有利条件［４］ 。 在储藏

方面， 一般大都常温储藏， 少数采用冷库， 容易达到霉菌

滋生和毒素产生的条件， 需要严格控制环境条件。 目前，
关于柏子仁黄曲霉毒素的报道大都基于多种药材黄曲霉毒

素的检测［５⁃７］ 。 前人对水活度、 温度影响中药材黄曲霉毒素

积累的研究已经比较深入， 不同基质黄曲霉毒素最易产生

的条件具有明显差异［８⁃１２］ 。 本研究探讨不同水活度和温度

条件下柏子仁黄曲霉毒素的产毒变化， 寻找柏子仁在储藏

等环节能够有限规避黄曲霉毒素产生的安全范围， 有助于

优化生产、 加工、 仓储条件， 对柏子仁生产加工具有实践

性指导意义。
１　 材料

ＳＰＬ⁃１５０ 生化培养箱 （天津莱玻特瑞仪器设备有限公

司）； ＡＷ１０００Ｔ 水分活度测定仪 （上海昌琨实业有限公

司）； ＭＥ２０４ ／ ０２ 万分之一电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利

多公司）； 高效液相色谱⁃串联三重四级杆质谱联用仪 （美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ５８１０Ｒ 高速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司）； ＤＨＭ⁃２００ 多管漩涡混合仪 （宁波洛尚智能科技有限

公司）； 黄曲霉毒素免疫亲和柱 （北京华安麦科生物技术

有限 公 司 ）； ＭＬＳ⁃３７８１Ｌ⁃ＰＣ 高 压 蒸 汽 灭 菌 锅 （ 日 本

Ｐａｎａｓｏｎｉｃ 公司）； Ｗａｔｓｏｎ １７７⁃１１２Ｃ 血球计数板 （北京中西

华大科技有限公司）； ＤＭ５００ 生物显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ
公司）。

ＰＤＡ 培 养 基 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 批 号

３２０Ｈ０３１）； 黄曲霉高产毒菌株 ＢＮＣＣ１４２８０３ （北京北纳创

联生物技术研究院， 批号 １８０５１８２１）； 黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、
Ｇ１、 Ｇ２ 混合对照品溶液 （北京华安麦科生物技术有限公

司， 批号 ＬＲＡＣ０３１０）， 质量浓度分别为 １􀆰 ０、 ０􀆰 ３、 １􀆰 ０、
０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ。 甲醇 （分析纯， 天津富宇精细化工有限公司）；
吐温⁃２０ （北京索莱宝科技有限公司， 批号 ５０５Ｑ０１３）； 吐

温⁃８０ （国药集团化学试剂有限公司， 批号 ２０１８１２０５）； 甲

醇、 甲酸 （色谱纯， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
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溴化钾 （批号 ２０２００５２６）、 氯化钾 （批号 ２０１９１００５）、 氯化

钡 （批号 ２０２００５０９）、 硫酸亚铁 （批号 ２０１９０５０４）、 硝酸钾

（批号 ２０１４０４１４）、 硫酸钾 （批号 ２０１８０５０４） （国药集团化

学试剂有限公司）。
柏子仁收集于山东省济宁市汶上县柏子仁加工基地，

均为当年产且未受黄曲霉毒素污染， 经山东中医药大学张

永清教授鉴定为柏科植物侧柏 Ｐｌａｔｙｃｌａｄｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ （ Ｌ．）
Ｆｒａｎｃｏ 的干燥成熟种仁。
２　 方法

２􀆰 １　 黄 曲 霉孢 子 悬 浮 液 制 备 　 将高产毒黄曲霉菌株

ＢＮＣＣ１４２８０３ 转接到 ＰＤＡ 培养基上， ２８ ℃生化培养箱中培

养 ７ ｄ， 待菌落长满后用于后续黄曲霉孢子悬浮液制备。 于

超净工作台中用接种棒蘸取适量黄曲霉菌与 １％ 吐温⁃８０ 混

合， 振荡摇匀， 用无菌滴管吸取少量滴于血球计数板中，
在显微镜下反复计数， 制得密度为 １×１０６ ／ ｍＬ 的黄曲霉孢

子悬浮液， 备用。
２􀆰 ２　 水活度调节　 水活度和温度是在综合黄曲霉菌繁殖生

长及毒素产生条件， 采用饱和盐溶液预平衡法获得目标水

活度 （０􀆰 ８０、 ０􀆰 ８５、 ０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９２、 ０􀆰 ９４、 ０􀆰 ９８） ［１２⁃１４］ 。 选择

相应的饱和盐溶液 （溴化钾、 氯化钾、 氯化钡、 硫酸亚铁、
硝酸钾、 硫酸钾） ［１５］ ， 将不同种类盐分别放入干燥无菌培

养皿中， 向其中慢慢滴加水， 直到完全溶解达到饱和状态，
将培养皿分别置入干燥器下层 （图 １）。 称取一定量柏子仁

置于干燥无菌培养皿中， 在超净工作台中紫外杀菌 ２ ｈ 后

置于干燥器上层， 放上盖子， 使其内部形成密闭空间， 以

达到不同目标的水活度。 将所有干燥器放置在 ２５ ℃恒温实

验室内 ４８ ｈ 后， 用水分活度测定仪测定。

图 １　 目标水活度调节示意图

２􀆰 ３　 接种培养　 将达到目标水活度的柏子仁置超净工作台

紫外杀菌 ２ ｈ， 称取 ８０ ｇ 放入已灭菌具塞锥形瓶中， 加入

３ ｍＬ黄曲霉孢子悬浮液， 振荡， 混匀， 倒入培养皿， 均匀

铺开。 然后置于事先设定好温度 （２０、 ２５、 ２８、 ３２、 ３６、
４０、 ４２ ℃） 并紫外灭菌 ２ ｈ 的生化培养箱中培养 ７ ｄ。 每组

实验均设置 ３ 个平行样品。
２􀆰 ４　 黄曲霉毒素含量测定　 称取 ８ ｇ 培养 ７ ｄ 后的柏子仁，
于液氮中研磨。 精密称取 ５ ｇ， 置 ５０ ｍＬ 离心管中， 加入

１ ｇ氯化钠和 ２５ ｍＬ ７０％ 甲醇混匀， 振荡， 涡旋 ５ ｍｉｎ，
２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心３ ｍｉｎ， 取 １０ ｍＬ 上清液， 加入 ４０ ｍＬ １％

吐温稀释， 用快速定量滤纸过滤， 收集滤液为上样液， 待

净化洗脱。 取 ２５ ｍＬ 上样液注入免疫亲和柱中， 待液体排

干后， 用 １０ ｍＬ 水洗涤 ２ 次， 弃去全部洗脱液。 待液体排

干后， 加入 １ ｍＬ 甲醇洗脱， 收集洗脱液并定容至 １ ｍＬ。
洗脱液用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 用于 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
分析。

分析条件为 ＨＡＬＯ ９０Ａ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ，
２􀆰 ７ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃甲醇 （Ｂ）， 梯度洗脱

（０～ ４ ｍｉｎ， ８０％ ～ ６２％ Ａ； ４ ～ １０ ｍｉｎ， ６２％ ～ ３０％ Ａ； １０ ～
１０􀆰 ２０ ｍｉｎ， ３０％ ～ ０Ａ； １０􀆰 ２０ ～ １５ ｍｉｎ， ０ ～ ８０％ Ａ）； 柱温

４０ ℃； 体积流量 ０􀆰 ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 ３ μＬ。 电喷雾离子

源 （ＥＳＩ）； 正离子扫描； 多反应监测模式； 干燥气温度

３００ ℃； 干燥气体积流量 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 毛细管电压４ ０００ Ｖ。 ４
种黄曲霉毒素的相关质谱参数见表 １。

表 １　 黄曲霉毒素质谱参数表

化合物 保留时间 ／ ｍｉｎ 母离子 子离子
ＡＦＢ１（ＥＳＩ＋） １１􀆰 ７８～１２􀆰 ００ ３１３􀆰 ２（１５０） ２４１􀆰 ２（４２）

２８５􀆰 ２（２０）
ＡＦＢ２（ＥＳＩ＋） １１􀆰 ２４～１１􀆰 ４５ ３１５􀆰 ２（１３５） ２５９􀆰 ２（４０）

２８７􀆰 ２（３０）
ＡＦＧ１（ＥＳＩ＋） １０􀆰 ７８～１０􀆰 ８６ ３２９􀆰 ２（１３５） １１５􀆰 ２（９０）

２４３􀆰 ２（４０）
ＡＦＧ２（ＥＳＩ＋） １０􀆰 １９～１０􀆰 ３８ ３３１􀆰 ２（１３５） ２４５􀆰 ２（４０）

１８９􀆰 ２（７０）

３　 结果

３􀆰 １　 温度对柏子仁黄曲霉毒素含量的影响　 图 ２ 显示温度

对柏子仁 ＡＦＢ１ 含量变化的影响， 在水活度 ０􀆰 ８０ 时， ２０、
２５ ℃均不产生 ＡＦＢ１。 ２８ ℃开始有 ＡＦＢ１ 产生， 但含量相对

较少， 随着温度升高 ＡＦＢ１ 含量增加， 至 ３２ ℃时达到最大，
然后逐渐降低， ４０ ℃ 时 ＡＦＢ１ 含量低于 ２８ ℃。 在水活度

０􀆰 ８５ 时， ＡＦＢ１ 的产生趋势与水活度 ０􀆰 ８０ 时相似， 但初始

产生温度从 ２８ ℃降为 ２５ ℃。 在水活度 ０􀆰 ９０～ ０􀆰 ９２ 时， 均

为 ２５ ℃开始产生 ＡＦＢ１， 且产毒量相对较高， 至 ２８ ℃便达

到最高。 在水活度 ０􀆰 ９４～０􀆰 ９８ 时， ＡＦＢ１ 最大产生量均发生

在 ３２ ℃， 但 ２５ ℃时水活度 ０􀆰 ９４ 下 ＡＦＢ１ 产生量明显高于

水活度 ０􀆰 ９８。
对于 ＡＦＢ２， 不同温度下含量不同 （图 ３）。 ２５ ℃ 时，

水活度 ０􀆰 ８５、 ０􀆰 ９４、 ０􀆰 ９８ 产毒最多。 ２８ ℃ 时， 水活度

０􀆰 ９０ 产毒最多； ２８～ ３２ ℃区间不同水活度下均下降； ３６ ～
４２ ℃区间， 水活度 ０􀆰 ８０、 ０􀆰 ８５、 ０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９４ 呈先上升后下

降的趋势； ４２ ℃时， 不同水活度均无 ＡＦＢ２ 产生。 ＡＦＧ１ 和

ＡＦＧ２ 在任何温度下均未检测到。
随着温度升高， 黄曲霉毒素总量呈现先上升后下降

（图 ４）。 ２０ ℃时， ４ 种黄曲霉毒素均未产生。 随着温度升

高， 不同水活度条件下产毒量逐渐升高， ２８ ℃ 为水活度

０􀆰 ８５、 ０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９２ 条件下最适产毒温度， 其中在水活度

０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９２ 时产毒量已超过 ２０２０ 年版 《中国药典》 规定

标准。 ３２ ℃为水活度 ０􀆰 ８０、 ０􀆰 ９４、 ０􀆰 ９８ 时最适产毒温度，
随着温度升高， 黄曲霉毒素总量开始下降。 在 ４２ ℃， 未产
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生黄曲霉毒素。

图 ２　 温度对 ＡＦＢ１ 含量的影响

图 ３　 温度对 ＡＦＢ２ 含量的影响

图 ４　 温度对 ＡＦｓ 含量的影响

３􀆰 ２　 水活度对柏子仁黄曲霉毒素含量的影响　 图 ５ 结果显

示不同水活度下 ＡＦＢ１ 含量的变化。 在 ２０、 ４２ ℃时， 均不

会产生 ＡＦＢ１。 ２５ ℃时， 水活度 ０􀆰 ８０ 无 ＡＦＢ１ 产生， 水活

度 ０􀆰 ９０ 时 ＡＦＢ１ 产生量最多。 ２８ ℃时， 水活度 ０􀆰 ８０ 产生

ＡＦＢ１ 但含量较低。 ＡＦＢ１ 均在水活度 ０􀆰 ９０ 时含量最高， 且

２５、 ２８、 ３２、 ３６ ℃下产毒量已超过限量标准。

图 ５　 水活度对 ＡＦＢ１ 含量的影响

ＡＦＢ２ 在不同水活度下含量不同 （图 ６）。 水活度 ０􀆰 ８５
时， ２５、 ２８ ℃条件下产毒最多。 随着水活度不断升高， 大

部分温度条件下产毒量下降， 其中在水活度 ０􀆰 ９２～ ０􀆰 ９８ 区

间， ３６、 ４０ ℃ 条件下产毒量呈先升高后下降。 ＡＦＧ１ 和

ＡＦＧ２ 在任何水活度下均未检测到。
水活度对柏子仁 ＡＦｓ 的影响参见图 ７。 随着水活度升

高， 黄曲霉毒素总量上升， 水活度 ０􀆰 ９０ 时， 黄曲霉毒素总

量最高， 随温度升高下降。
４　 讨论

本研究检测 ４ 种黄曲霉毒素， 除低温和高温、 部分低

水活度条件外， 均检出 ＡＦＢ１、 ＡＦＢ２。 水活度作为黄曲霉菌

产生黄曲霉毒素的一个测定指标， 表示药材中的水与其他

物质结合的紧密程度， 是影响微生物生长的关键因素之

一［１６］ 。 相比于水分含量， 它能够反映产品储藏的稳定性，
９３６
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图 ６　 水活度对 ＡＦＢ２ 含量的影响

图 ７　 水活度对 ＡＦｓ 含量的影响

广泛用于药材质量与安全控制。
未来在柏子仁储存过程中， 应重点防控 ＡＦＢ１ 和 ＡＦｓ

的污染状况。 在 ２８ ℃、 水活度 ０􀆰 ９０ 时， 柏子仁的黄曲霉

菌产毒能力最强， 毒素含量最高。 在 ２０、 ４２ ℃时， 水活度

变化均不会产生黄曲霉毒素， 推测这 ２ 个温度点均限制与

黄曲霉毒素产生相关基因的表达。 一般选择低温储藏， 高

温储藏会促进其他真菌的繁殖生长。 在水活度 ０􀆰 ８０ 时， 各

温度条件下黄曲霉毒素产生量最低。 由此可将 ２０ ℃、 水活

度 ０􀆰 ８０ 作为柏子仁黄曲霉毒素安全控制点。
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