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　　摘要：脱氧雪腐镰刀菌烯醇是一类危害严重的真菌毒素，针对其毒理学的研究与脱毒研究需要大量毒素纯品。采
用大孔吸附树脂与高速逆流色谱联用技术，从禾谷镰刀菌 ＰＨ－１的大米培养物中提取并纯化脱氧雪腐镰刀菌烯醇。
首先采用８５％甲醇溶液提取毒素，之后以ＸＡＤ－４大孔吸附树脂柱初步纯化，用３０％甲醇溶液洗脱；初步纯化产物以
高速逆流色谱进行精制，采用乙酸乙酯－水（１∶１）溶剂系统进行分离，脱氧雪腐镰刀菌烯醇在１５０ｍｉｎ被洗脱，最终
产物纯度为９６．７８％，回收率为７６．２０％。采用该方法可以从１０００ｇ大米发酵物中一次提取出５００ｍｇ以上毒素纯品。
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　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，简称 ＤＯＮ）又称呕
吐毒素，是一种危害巨大的真菌毒素，主要由镰刀菌产生，常

见于受赤霉病侵害的谷物籽粒中。针对 ＤＯＮ的毒理学研究
表明，ＤＯＮ可以阻滞细胞周期并引发细胞凋亡，进而对哺乳
动物的肠道上皮细胞产生毒害，阻碍肠道上皮细胞增殖与分

化，同时ＤＯＮ也会引发肠道炎症反应，造成呕吐、腹泻等病

症［１］。相关研究表明，ＤＯＮ还具有血液毒性、骨髓毒性以及
致癌性［２－３］，因此ＤＯＮ毒素对于食品安全存在重大威胁。根
据最新的ＧＢ２７６１—２０１７《食品安全国家标准　食品中真菌
毒素限量》，我国对谷物及其制品中 ＤＯＮ的限量标准
为１０００μｇ／ｋｇ。

江苏省近年来谷物中ＤＯＮ毒素污染情况严重，根据笔者
调研结果，２０１５、２０１６年江苏省小麦中 ＤＯＮ毒素平均含量分
别为（２０８７±１１２）μｇ／ｋｇ、（２６０１±１２６）μｇ／ｋｇ，其平均含量
已超过限量标准２倍，超标率均在７０％以上［４］。由于 ＤＯＮ
毒素污染，农户近年来蒙受了重大经济损失。因此，ＤＯＮ的
脱毒处理手段对于保障谷物食品安全、维护农户经济利益具

有重大意义。

针对ＤＯＮ毒素的毒理学研究与脱毒研究需要大量 ＤＯＮ
纯品，但目前ＤＯＮ纯品价格极高，严重限制了相关研究的开
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展。由于ＤＯＮ毒素立体结构复杂，手性中心众多，因此针对
ＤＯＮ的全合成工艺至今仍未开发成功。国内外均有关于从
镰刀菌发酵物中提取并分离ＤＯＮ毒素的报道，其分离手段包
括硅胶柱色谱、制备型液相以及高速逆流色谱等，其产量最高

达每批次１００ｍｇ左右［５－８］。

大孔吸附树脂是一类内部具有孔洞结构的交联高分子材

料，由于其具有高吸附容量以及可再生的优点，因此被广泛应

用于天然产物的分离纯化中，其纯化原材料来源包括细菌发

酵液［９］、真菌发酵液［１０－１１］、植物组织［１２－１３］甚至动物组织［１４］。

然而单一运用大孔吸附树脂难以获得高纯度化合物［１５］，往往

还需要后续精制纯化手段。高速逆流色谱是一类基于液液分

配原理的液相色谱系统［１６］，尤其适合天然产物的纯化。大孔

吸附树脂与高速逆流色谱均具有成本低、适用范围广的优势，

因此，关于二者联用分离纯化天然产物的研究时常见诸

报道［１７－１８］。

本研究介绍了１种大孔吸附树脂层析与高速逆流色谱联
用的技术；首先接种禾谷镰刀菌菌株ＰＨ－１至大米培养基中
进行固体发酵，之后以甲醇水溶液（体积分数为８５％）提取发
酵物中的ＤＯＮ，提取物经大孔吸附树脂初步纯化后，用高速
逆流色谱进行精制，最终获得纯度达９６．７８％的 ＤＯＮ化合
物，每批次可以获得５００ｍｇ以上的毒素纯品，为后续毒素降
解研究提供了基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　试剂　ＤＯＮ毒素标准品，购自上海ＲｏｍｅｒＬａｂｓ公司；
色谱纯甲醇，购自德国Ｍｅｒｃｋ公司；ＣＤＣｌ３，购自美国Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ
ＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；其他试剂均为国产分析纯。

大孔 吸 附 树 脂 ＸＡＤ －２、ＸＡＤ －４、ＸＡＤ －７ＨＰ、
ＸＡＤ－１１１８０、ＸＡＤ－１１８０Ｎ与阴离子交换树脂 ＦＰＡ９１－ＯＨ、
ＩＲＡ６７均购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。大孔吸附树脂在使
用之前均用甲醇浸泡２４ｈ，再用去离子水彻底冲洗至流出液
不含甲醇，阴离子交换树脂在使用之前以饱和ＮａＣｌ溶液浸泡
２４ｈ，再用去离子水彻底冲洗。

大米培养基成分为３５０ｇ大米与１２０ｍＬ去离子水，混合
均匀后进行高压蒸汽灭菌处理。

１．１．２　仪器　主要仪器包括ＯｐｔｉＣｈｒｏｍｅ－３００ＰＬＵＳ（高速逆
流色谱仪），江阴逆流科技公司；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱
仪（ＨＰＬＣ），美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；ＡＢＳｃｉｅｘ５６００（高分辨质谱
仪），美国ＡＢＳｃｉｅｘ公司；ＤＲＸ－６００（核磁共振波谱仪），德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司。
１．２　ＤＯＮ的分析定量方法

利用Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪检测样品中的 ＤＯＮ
含量，采用外标法对 ＤＯＮ进行定量。色谱柱为 ＡＣＥＣ１８柱
［十 八 烷 基 硅 烷 （ＯＤＳ），４．６μｍ ×１５０ｍｍ，５μｍ，
Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ］，柱温为３５℃，流动相为３３％甲醇水溶液，流速
为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２１８ｎｍ。该色谱条件下 ＤＯＮ的
保留时间为６．８ｍｉｎ。

每组试验均设置３组平行试验，最终检测结果以３组试
验的平均值表示。

ＤＯＮ在树脂上的吸附率用如下公式表示：

Ｑｅ＝
Ｖ０（Ｃ０－Ｃｅ）

ｍ 。

式中：Ｑｅ表示树脂吸附容量（μｇ／ｇ）；Ｃ０、Ｃｅ分别表示样品溶
液初始ＤＯＮ浓度以及吸附后残留ＤＯＮ浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ０表
示初始样品溶液体积（ｍＬ）；ｍ表示树脂质量（ｇ，干质量）。
１．３　固体发酵与样品制备

将禾谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）接种至 ＰＤＡ培养
基上，于２５℃培养 ７ｄ，将菌丝体接种至大米培养基上，于
２５℃ 培养２１ｄ。

发酵结束后将大米烘干，粉碎；用１Ｌ８５％甲醇溶液提取
ＤＯＮ毒素，共提取２次，合并提取液，减压蒸馏至干，残余油
状物即为供试样品。

１．４　大孔吸附树脂柱色谱参数优化
１．４．１　不同树脂对 ＤＯＮ的吸附容量测定　用１０％乙醇溶
液重悬供试样品，至ＤＯＮ终浓度约为５００μｇ／ｍＬ。取５０ｍＬ
溶液加入２５０ｍＬ三角烧瓶中，加入１ｇ预处理树脂，室温下
振荡吸附１２ｈ。取上清溶液，以甲醇稀释１０倍后用ＨＰＬＣ法
检测ＤＯＮ含量。
１．４．２　ＸＡＤ－４树脂吸附条件的优化　取 １ｇ预处理的
ＸＡＤ－４树脂，加至 ５０ｍＬ供试溶液中，分别调节供试溶液
ｐＨ值（５．０、６．０、７．０、８．０、９．０）以及吸附温度（２５、３０、３５、
４０℃），振荡吸附１２ｈ。取上清溶液，以甲醇稀释１０倍后用
ＨＰＬＣ法检测ＤＯＮ含量。
１．４．３　吸附等温线方程　分别取１ｇ预处理的 ＸＡＤ－４树
脂，加入含有不同浓度 ＤＯＮ的供试溶液，以最佳吸附条件静
态吸附２ｈ，取上清用ＨＰＬＣ法检测残余ＤＯＮ含量，计算不同
浓度下树脂吸附容量，并作出吸附等温线。

采用Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附模型与Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸附模型拟合吸附
行为。

Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附方程：
Ｃｅ
Ｑｅ
＝１Ｑｍ

Ｃ０＋
１

Ｑｍ×ＫＬ
。

　　Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸附方程：

ｌｎＱｅ＝
１
ｎｌｎＣｅ＋ｌｎＫＦ。

式中：Ｑｅ为吸附容量；Ｃｅ为吸附达到平衡时溶液中 ＤＯＮ浓
度；Ｑｍ为Ｌａｎｇｍｕｉｒ模型中的理论最大吸附量；ＫＬ、ＫＦ、１／ｎ为
经验常数。

１．４．４　洗脱条件的优化　称取９份已吸附饱和的 ＸＡＤ－４
树脂各１ｇ，分别用不同质量浓度的乙醇溶液进行解吸附，检
测洗脱溶液中的ＤＯＮ浓度。

确定最优洗脱浓度后，取２０ｇ吸附饱和的ＸＡＤ－４树脂
装入玻璃层析柱，以乙醇溶液进行洗脱，洗脱流速为２ＢＶ／ｈ，
分部收集流出液，检测 ＤＯＮ浓度。流出液经减压蒸馏至干，
供高速逆流色谱分离纯化。

１．５　高速逆流色谱纯化ＤＯＮ毒素
将去离子水与等体积乙酸乙酯混合，充分混匀后静置过

夜分层，分离上下相，即为高速逆流色谱溶剂系统。将上相以

２０ｍＬ／ｍｉｎ流速泵入高速逆流色谱，随后以１．５ｍＬ／ｍｉｎ流速
泵入下相，同时开启旋转，转速设置为 １０４０ｒ／ｍｉｎ，待系统
平衡。
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将经大孔吸附树脂处理后的样品用少量下相溶解，通过

进样阀泵入高速逆流色谱仪，以１．５ｍＬ／ｍｉｎ流速洗脱，检测
波长为２２０ｎｍ。

分部收集流出液，合并富含ＤＯＮ的馏分，通过Ｎ２吹扫去
除部分溶剂，剩余溶液置于冷藏室进行结晶，将得到的晶体分

别以色谱纯甲醇或ＣＤＣｌ３溶解，用ＬＣ－ＭＳ（液相色谱 －质谱
联用）与ＮＭＲ（核磁共振）法测定其分子量及分子结构。

２　结果与分析

２．１　大孔吸附树脂的筛选
本研究选取了５种大孔吸附树脂与２种阴离子交换树脂

（表１），分别检测其对发酵提取物中ＤＯＮ的吸附能力。静态
吸附试验结果表明，ＸＡＤ－４树脂对于 ＤＯＮ的吸附容量最
高，达５４５．７６μｇ／ｇ（图１），因此选用 ＸＡＤ－４树脂作为吸附

剂进行ＤＯＮ毒素的纯化。
从表１可以看出，阴离子交换树脂对于ＤＯＮ的吸附能力

明显低于大孔吸附树脂，考虑到阴离子交换树脂的吸附取决

于被吸附物质的解离状态，因此，笔者推测在中性 ｐＨ值条件
下ＤＯＮ主要以分子形式存在。
２．２　吸附参数的优化

由于环境因素如温度、ｐＨ值等均会对大孔吸附树脂的吸
附容量产生影响，因此对吸附时的温度、ｐＨ值均进行了初步
优化。从图２－Ａ可以看出，随着温度的上升，ＤＯＮ的吸附容
量逐渐降低。由于吸附过程在通常情况下是放热行为，因此

该现象符合勒夏忒列原理。从图２－Ｂ可以看出，当吸附溶
液ｐＨ值在７～８范围内时，ＤＯＮ的吸附容量最高，但在一个
较广泛的ｐＨ值５～９范围内，ＤＯＮ的吸附容量没有明显变
化，说明ＤＯＮ在此ｐＨ值范围内并无明显解离现象。

表１　选用的树脂及其理化性质

树脂型号 性质
平均孔径

（ｎｍ）
比表面积

（ｍ２／ｇ）
孔隙容量

（ｍＬ／ｇ） 基质

ＸＡＤ－２ 非极性大孔吸附树脂　 ９ ３００ ０．６５ 苯乙烯－二乙烯基苯高聚物
ＸＡＤ－４ 非极性大孔吸附树脂　 １０ ７５０ ０．９８ 苯乙烯－二乙烯基苯高聚物
ＸＡＤ－７ＨＰ 弱极性大孔吸附树脂　 ３０～４０ ３８０ ０．５０ 聚丙烯酸酯

ＸＡＤ－１１８０ 非极性大孔吸附树脂　 ２０ ８００ １．８２ 苯乙烯－二乙烯基苯高聚物
ＸＡＤ－１１８０Ｎ 非极性大孔吸附树脂　 ３０～４０ ４５０ １．４０ 苯乙烯－二乙烯基苯高聚物
ＦＰＡ９１－ＯＨ 强碱性阴离子交换树脂 ３０ ＮＤ ０．８０ 聚丙烯酸酯

ＩＲＡ６７ 弱碱性阴离子交换树脂 ＮＤ ＮＤ １．６０ 聚丙烯酸酯

　　注：ＮＤ表示无可靠数据。

２．３　吸附行为热力学研究
在描述吸附行为时，Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附模型与 Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸

附模型是最为常用的２种热力学模型。通常来说，Ｌａｎｇｍｕｉｒ
吸附模型更适合用于描述单分子层吸附行为。２种吸附模型
的具体参数见表 ２。可以看出，在温度为 ２５℃条件下，
ＸＡＤ－４对ＤＯＮ的吸附行为更符合Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附模型，其线
性方程的相关系数达到０．９９９７，而Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸附模型中线
性方程的相关系数只有０．７９０４。表明ＸＡＤ－４树脂对 ＤＯＮ
的吸附行为更符合单分子层吸附模式，ＸＡＤ－４树脂在２５℃
条件下对ＤＯＮ的理论最大吸附量为７６９．２３μｇ／ｇ（图３）。

２．４　洗脱条件的优化
由于乙醇溶液具有廉价易得、低毒环保的优点，因此通常

情况下均采用乙醇溶液作为大孔吸附树脂的洗脱溶液。本试

验中筛选了质量浓度范围在１０％ ～１００％的乙醇溶液，分别
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表２　ＸＡＤ－４树脂对ＤＯＮ吸附行为的Ｌａｎｇｍｕｉｒ与Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ等温吸附模型参数

类别 Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附模型 类别 Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸附模型
线性方程 Ｃｅ／Ｑｅ＝０．００１３Ｃｅ＋０．０３１６ 线性方程 ｌｎＱｅ＝０．２４５１ｌｎＣｅ＋５．０９０２
Ｑｍａｘ ７６９．２３ ＫＦ １６２．４２
ＫＬ ０．０４１ １／ｎ ０．２４５１
Ｒ２ ０．９９９７ Ｒ２ ０．７９０４

考察其对ＸＡＤ－４树脂吸附ＤＯＮ的洗脱能力。从图４－Ａ可
以看出，当乙醇浓度达 ３０％时，其对 ＤＯＮ的洗脱率已超过

８０％，因此，选择３０％乙醇溶液作为洗脱溶剂。
之后又采用２０ｍＬ大孔吸附树脂柱进行动态洗脱，洗脱

溶剂为３０％乙醇溶液，洗脱曲线见图 ４－Ｂ，可见 ＤＯＮ在
３ＢＶ范围内即可基本洗脱完毕。
２．５　高速逆流色谱的最终纯化

采用高速逆流色谱作为最终纯化手段，选用相关文献报

道的溶剂体系［７］，以乙酸乙酯－水（体积比＝１∶１）作为双相
体系，采用有机相作为固定相，以水相作为流动相，对经过大

孔吸附树脂初步纯化的样品进行精制。从图 ５可以看出，
ＤＯＮ组分在１５０ｍｉｎ开始流出，至１８０ｍｉｎ基本结束。收集
相关组分，经过Ｎ２吹扫出去部分溶剂后，采用低温结晶的方
法获得 ＤＯＮ晶体，通过 ＨＰＬＣ及 ＮＭＲ检测其纯度，得到的
ＤＯＮ晶体纯度达９６．７８％（图６），最终回收率为７６．２０％。

３　结论与讨论

本研究介绍了１种通过大孔吸附树脂柱层析与高速逆流
色谱联用技术分离纯化真菌毒素ＤＯＮ的方法，通过该方法可
以获得纯度达９６．７８％的ＤＯＮ纯品，并且一个批次可以制备超
过５００ｍｇ毒素纯品。该方法较为简便，并且步骤较少，易于放
大，因此有助于快速获得大量毒素纯品以供后续相关研究。

目前，大孔吸附树脂纯化技术常用于液体样品的净化处

理，但限于ＤＯＮ毒素在液体培养基中产量较低，因此本研究

采用大米发酵物作为毒素来源，导致杂质较多，前处理步骤较

为繁琐。在后续研究中，笔者计划对液体发酵条件进行优化，

同时拟对高产毒菌株进行基因操作，以期获得能够在液体培

养基中大量产生毒素的菌株，便于进一步放大毒素生产规模。
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