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中药资源与大健康产业发展专题

响应面分析用于槟榔储藏条件考察的研究
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摘要　探寻Ａｆｌａｖｕｓ菌株在槟榔原药材中生长及产黄曲霉毒素（ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１和 ＡＦＧ２）的规律，分析槟榔药材的最

佳储藏条件。采用响应面分析法（ＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＲＳＡ）结合 Ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅ设计，通过测定染菌后的槟榔中
水分含量及总黄曲霉毒素的变化，考察温度（Ｔｅｍｐ，２０～４０℃）和湿度（Ｈｕｍ，８０％～９５％）两个环境因子对药材上Ａｆｌａｖｕｓ
菌株产毒的影响，分析该菌株的最适产毒条件。结果发现，储藏后的槟榔水分含量发生了显著的增加；当湿度范围为９０％
～９５％，温度高于２５℃时，Ａｆｌａｖｕｓ菌株在槟榔中生长较快并产生大量黄曲霉毒素。研究表明，当储存条件为湿度小于
９０％，温度低于２５℃，槟榔药材在储藏过程中不易霉变产毒，为槟榔储藏规范的制定及降低真菌毒素污染的概率提供了
较好的依据。
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　　槟榔ＡｒｅｃａｃａｔｅｃｈｕＬｉｎｎ为棕榈科槟榔属植物，
主产于我国海南岛、台湾、云南河口及西双版纳热带

雨林，广西、广东及福建仅有少量的分布［１３］。槟榔

含有多种人体所需的营养元素和有益物质，同时也

含有槟榔碱、鞣质和油脂等多种药理活性成分［３５］。

当前对槟榔的利用主要有药用和食用两种方式。药

用槟榔位居我国四大南药（槟榔、益智、砂仁、巴戟

天）之首，其种子、果皮、花等均可入药，在临床上常

用于驱虫消积，主治人体肠道寄生虫、食积腹痛、水

肿胀满等［６７］。而在东南亚、南太平洋诸岛及周边地

区，包括我国的台湾、海南、湖南等省，嚼食槟榔已成

了重要的习俗。目前，槟榔已成为仅次于尼古丁、乙
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醇和咖啡因的世界第四大嗜好物品［８］。然而，槟榔

属于热带植物，性喜高温，其生长环境雨量充沛、空

气潮湿，温度和湿度均非常适合霉菌生长及真菌毒

素的产生［９１１］。如果存放或储存不适当，槟榔易发

生霉变而污染黄曲霉毒素，对药材质量和使用者的

身体健康和生命安全造成潜在威胁。因此，防止真

菌污染和真菌毒素的产生是保障槟榔质量的最关键

问题。

黄曲霉毒素（Ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ，ＡＦｓ）是由真菌黄曲霉
ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓＬｉｎｋ和 寄 生 曲 霉 Ａｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ
Ｓｐｅａｒｅ等产生的一类有毒次生代谢产物，依据其产
生的衍生物化学结构的不同分为２０余种，其中最主
要有 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１和 ＡＦＧ２４种

［１２］，发现于

１９６０年。在各类真菌毒素中，ＡＦ是最常见的一类，
其毒性为氰化钾的１０倍，砒霜的６８倍［１３］。大量资

料证实，ＡＦ对人及动物的肝脏组织有很强的毒害作
用，严重时可导致肝癌，甚至死亡［１４］。１９９３年世界
卫生组织癌症研究机构（ＩＡＲＣ），将其中毒性较大且
与人类生活密切相关易污染谷物和粮食的 ＡＦＢ１定
为第一类致癌物［１５］。ＡＦ不仅易对粮食和饲料造成
污染，在以植物为基源的中药中也同样可检测出

ＡＦ。张雪辉［１６］检测了当归、党参、黄芪等３０余种中
药材，发现杏仁、秦艽、生建曲、生麦芽和前胡中均含

有ＡＦ。Ｙａｎｇ等［１７］检测了１９种中药，其中有３种含
有ＡＦ，有的质量分数甚至高达２８μｇ·ｋｇ－１。Ｗｅｎ
等［１８］对生姜及其相关产品中４种黄曲霉毒素进行
了检测，其中，５批生姜产品含有 ＡＦＢ１。刘书宇
等［１９］检测了２０批莲子样品，有１４批样品的黄曲霉
毒素的检测结果呈阳性，其中黄曲霉毒素Ｂ１的污染
水平为０４０～５８６μｇ·ｋｇ－１，黄曲霉毒素总量（Ｂ１＋
Ｂ２＋Ｇ１＋Ｇ２）的污染水平为０４０～５８６μｇ·ｋｇ

－１，并

且５批样品中 ＡＦ总量超过了《中华人民共和国药
典》（以下简称《中国药典》）对中药材中 ＡＦ总量的
限量标准，６批样品中 ＡＦＢ１的含量超出了《中国药
典》对中药材中 ＡＦＢ１的限量标准。然而，目前对毒
素产生菌的产毒机制和产毒条件缺乏相关了解，缺

少可用于指导防控实践的理论依据。

本研究以 ＡＦｓ的主要产毒菌株 Ａｓｐｆｌａｖｕｓ
３４４１０为模型菌株，将槟榔药材浸染该菌株后进行
储藏，采用响应面分析（ＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅＡｎａｌｙｓｉｓ，
ＲＳＡ）法结合 ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍｐｏｓｉｔｅ设计，设定槟榔储藏
的不同温度和湿度条件，研究该菌株在药材上的的

生长及产毒情况。并采用超高效液相色谱串联质谱

法（ＵＦＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ法）［２０］对储藏后的槟榔药材

中４种黄曲霉毒素（ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１和 ＡＦＧ２）进
行测定，分析黄曲霉毒素的产生与储藏环境的温度

和湿度条件的关系，探讨槟榔不易霉变产毒的环境

条件，为其最佳储藏规范的制定及降低真菌毒素污

染的概率提供理论及数据支持依据。

１　材料与方法
１１　供试菌株及培养基　黄曲霉菌株冻干粉（Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ，ＣＧＭＣＣ３４４１０）购买于中国普通微
生物菌种保藏管理中心。察氏培养基，购自北京奥

博星生物技术有限责任公司。

１２　仪器和材料　ＬＣ３０ＡＴ超高效液相色谱仪（日
本岛津公司）；ＱＴＲＡＰ质谱仪（ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；
ＫＱ５００超声仪（昆山市超声仪器有限公司）；ＭＪＸ智
能型霉菌培养箱（宁波江南一仪器厂）；电热恒温鼓

风干燥箱（北京利康达圣科技发展有限公司）；黄曲

霉毒素Ｇ２、Ｇ１、Ｂ２和 Ｂ１混合标准品溶液（黄曲霉毒
素Ｇ２、Ｇ１、Ｂ２、Ｂ１浓度分别为０５、２０、０５、２０μｇ·
ｍＬ－１，新加坡 Ｐｒｉｂｏｌａｂ公司），４种黄曲霉毒素的结
构见图１；槟榔药材购自河北安国药材市场，经中国
医学科学院药用植物研究所林余霖教授鉴定；甲醇

和乙腈（色谱纯，美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；娃哈哈饮用
纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司），吐温２０（分析
纯，西陇化工股份有限公司）。

图１　四种黄曲霉毒素的结构图

１３　实验方法
１３１　Ａｆｌａｖｕｓ菌株的培养
１３１１　Ａｆｌａｖｕｓ菌株的复苏　将 Ａｆｌａｖｕｓ（３，
４４１０）冻干菌种管外壁用 ７５％乙醇棉擦净，待干。
点燃酒精灯，将菌种管的封口一端在火焰上烧灼红

热，用灭菌毛细滴管吸取适量无菌水，滴在灼热的菌

种管封口一端，使骤冷而炸裂；然后在火焰旁，用灭

菌后的镊子将炸裂的管口打开，另取１支灭菌毛细
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滴管，在火焰旁吸取液体察氏培养基少许，加至菌种

管底部，充分搅动溶解，随即吸出管内菌液，接种至

ＰＤＡ斜面培养基内，编号标记后移入恒温培养箱，２８
℃，培养７ｄ。
１３１２　孢子混悬液的制备　Ａｆｌａｖｕｓ菌株复苏后
接种于察氏培养基，待孢子萌发后，加入适量无菌的

１％吐温２０溶液，用无菌接种环将琼脂表面的孢子
轻轻刮下，将悬浮液置于已灭菌的

三角瓶（内置无菌玻璃球），充分振摇。然后用

灭菌脱脂棉过滤，并用１％吐温２０溶液清洗滤渣２
～３次，得孢子悬浮液。继续将悬浮液稀释，并吸取
适量的稀释液小心置于血球计数板（２５×１６）的计数
室内，盖上盖玻片，静置５ｍｉｎ，在显微镜下计数。调
节浓度至 １０６ＣＵＦ·ｍＬ－１（ＣＵＦ：ＣｏｌｏｎｙＵｎｉｔＦｏｒｍ
ｉｎｇ，菌落数），得浓度为１０６孢子／ｍＬ的Ａｆｌａｖｕｓ（ＣＧ
ＭＣＣ３４４１０）孢子混悬液。
１３２　色谱和质谱条件　色谱柱为ＳＨＩＳＥＩＤＯＣａｐ
ｃｅｌｌｃｏｒｅＣ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）柱；流动相为
乙腈含０１％甲酸（Ａ相）０１％甲酸水（Ｂ相），梯
度洗脱程序如下：０—１５ｍｉｎ，Ａ相从 １５％升至
２０％；１５—８０ｍｉｎ，Ａ相从 ２０％升至 ９５％，８０—
１００ｍｉｎ，Ａ相保持９０％；１００１—１２ｍｉｎ，Ａ相瞬间
回到１５％的起始浓度并保持２ｍｉｎ。柱温：３０℃；进
样量：２μＬ；流速：０３０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

以三重四级杆质谱仪作为检测器，检测方式为

多反应监测（ＭＲＭ），正离子模式。电喷雾离子源
（ＥＳＩ），源温度为５５０℃，离子喷雾电压为５５００Ｖ；
气帘气（ＣＵＲ）为３５ｐｓｉ；；雾化气（ＧＳ１）为５５ｐｓｉ；辅
助加热气（ＧＳ２）为５５ｐｓｉ；碰撞气（ＣＡＤ）为 Ｍｅｄｉｕｍ。
各真菌毒素的监测离子对（ｍ／ｚ）和其他详细参数见
表１。

表１　４种黄曲霉毒素的ＵＦＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ检测参数

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｍｉｎ）

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ（ｍ／ｚ）

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｏｎ

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎｓａ（ｍ／ｚ）

ＤＰｂＥＰｂＣＥｂＣＸＰｂ

ＡＦＧ２ ３９４ ３３１１ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２５７１（Ｑ） １００１０ ３８ １３
２４５０（ｑ） １００１０ ３２ １３

ＡＦＧ１ ４４２ ３２９１ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２４３０（Ｑ） ７０ １０ ３５ １３
３１１２（ｑ） ７０ １０ ２８ １３

ＡＦＢ２ ４３３ ３１５１ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２８７０（Ｑ） ９０ １０ ３４ １３
２５９０（ｑ） ９０ １０ ３８ １３

ＡＦＢ１ ４８０ ３１３１ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２８５１（Ｑ） １００１０ ３０ １３
２４１０（ｑ） １００１０ ３７ １３

　　注：ａＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓ：（Ｑ）ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｕｓｅｄｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，（ｑ）ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｅｍ

ｐｌｏｙｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍ；ｂＤｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇＰｏｔｅｎｔｉａｌ（ＤＰ），ＥｎｔｒａｎｃｅＰｏｔｅｎｔｉａｌ（ＥＰ），Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

Ｅｎｅｒｇｙ（ＣＥ）ａｎｄＣｏｌｌｉｓｉｏｎＣｅｌｌＥｘｉｔＰｏｔｅｎｔｉａｌ（ＣＸＰ）ＡｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＶ。

１３３　样品制备　精密称取２００ｇ槟榔样品粉末，
精确至００１ｇ，置于１０ｍＬ离心管中，精密加入５ｍＬ

甲醇水（８０∶２０，ｖ／ｖ），涡旋 ３ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，准确吸取２５ｍＬ上清液，然后加入甲
醇水（５０∶５０，ｖ／ｖ）定容至５ｍＬ，过０２２μｍ有机滤
膜，转入进样瓶，进样２０μＬ。按“１３２”项下条件
进行检测。

１３４　基质校正的标准曲线的建立　选取不含真
菌毒素的槟榔作为空白样品，按１３３样品制备方
法制备空白基质溶液，添加不同量的黄曲霉毒素

Ｇ２、Ｇ１、Ｂ２和Ｂ１混合标准品溶液，配制成一系列浓
度的混合对照品溶液（ＡＦＧ１、ＡＦＢ１的质量浓度为
０５，１，２，５，１０，２０，４０，５０ｎｇ／ｍＬ；ＡＦＧ２、ＡＦＢ２的质量
浓度为 ０１２５，０２５，０５，１２５，２５，５，１０，１２５ｎｇ／
ｍＬ），分别进样２μＬ，记录峰面积，以待测化合物色
谱峰峰面积（Ｙ）为纵坐标，进样浓度（Ｘ，ｎｇｍＬ－１）
进行线性回归，计算得到回归方程。

１３５　ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ实验设计　采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
Ｖ８０６软件结合 ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍｐｏｓｉｔｅ设计，同时考察
温度和湿度两个环境因子对槟榔储藏的影响，因素

水平设计见表２。
将槟榔样品按“１３３”项处理，然后按“１３２”

项下色谱和质谱条件进行检测，确定槟榔样品为阴

性（即不含ＡＦｓ）。每个培养皿里选取约５０ｇ槟榔平
铺于培养板底部，紫外（２６５ｎｍ）照射灭菌１ｈ后准确
加入１０ｍＬ浓度为１０６孢子／ｍＬ的 Ａｆｌａｖｕｓ（ＣＧＭ
ＣＣ３４４１０）孢子悬液。然后将样品按表２设置的条
件，置于霉菌培养箱中培养１０ｄ，定时观察霉菌生长
情况。１０ｄ后取出，将培养皿置于超净台中紫外灭
菌１ｈ后取出槟榔药材收集于自封袋中，备用。

表２　ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍｐｏｓｉｔｅ设计对温度和湿度的设置表

Ｔｅｓｔｓ Ｆａｃｔｏｒ１Ａ：Ｔｅｍ Ｆａｃｔｏｒ２Ｂ：Ｈｕｍ

１ ２２９３ ８２２０
２ ３７０７ ８２２０
３ ２２９３ ９２８０
４ ３７０７ ９２８０
５ ２０００ ８７５０
６ ４０００ ８７５０
７ ３０００ ８０００
８ ３０００ ９５００
９ ３０００ ８７５０
１０ ３０００ ８７５０
１１ ３０００ ８７５０
１２ ３０００ ８７５０
１３ ３０００ ８７５０

１３６　水分的测定　按照《中国药典》（２０１０版一
部）附录Ⅸ Ｈ水分测定法第一法（烘干法），对槟榔
原药材和培养后的槟榔药材进行水分的测定，记录
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槟榔药材培养后水分含量的变化。

１３７　样品前处理及 ＡＦｓ测定　将培养后的槟榔
药材，按 “１３３”项对样品进行处理，然后按
“１３２”项下色谱和质谱条件对 ＡＦｓ（ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、
ＡＦＧ１和ＡＦＧ２）进行检测，依据“１３４”建立的基质
校正的标准曲线计算不同条件下培养后的槟榔药材

中ＡＦｓ的总量。
２　结果与讨论
２１　响应面法研究 Ａｆｌａｖｕｓ菌株产毒情况　将
Ａｆｌａｖｕｓ（ＣＧＭＣＣ３４４１０）孢子接种于槟榔药材表
面，在表２设计的条件下进行培养，观察 Ａｆｌａｖｕｓ菌
株在槟榔药材上的生长情况。在温度 ３０℃、湿度
９５％条件下培养０、６和１０ｄ后，Ａｆｌａｖｕｓ生长情况，
如图２所示。结果可见，培养１０ｄ后，药材逐渐转
变成墨绿色，同时丰富的菌丝将槟榔样品紧紧包裹，

表明Ａｆｌａｖｕｓ孢子在槟榔基质中迅速的生长繁殖。

图２　Ａｆｌａｖｕｓ菌株接种并在温度３０℃、湿度９５％条件
培养０、６和１０ｄ后的槟榔药材图

２２　储藏期间槟榔水分变化　如图３所示，不同储
藏条件下培养后的槟榔药材水分含量较室温下储藏

的原药材都有明显的增加，且受温度和湿度两个因

素的综合影响。相同温度条件下，培养过程中湿度

高者水分含量高；相同湿度条件下，培养过程中温度

高者水分含量较低，原因可能为高温使槟榔中水分

挥发，但湿度对药材中水分含量变化的影响更为显

著。而据文献报道［２１－２２］，水分含量是影响真菌生长

及产毒的最关键因素之一，因此，建议将槟榔储藏在

较低的湿度中，降低药材水分含量，从而抑制真菌的

生长及产毒。

图３　不同储藏环境中槟榔水分含量的变化

２３　基质校正的回归方程　各黄曲霉毒素的浓度

与峰面积呈现良好的线性，回归方程及相关系数如

下：ＡＦＢ１：ｙ＝０００４０１ｘ＋０００３８５，相关系数为
０９９３２；ＡＦＢ２：ｙ＝０００２８２ｘ＋０００３０７，相关系数为
０９９８０；ＡＦＧ１：ｙ＝０００２２１ｘ＋０００１５４，相关系数为
０９９７１；ＡＦＧ２：ｙ＝００００７６３ｘ＋００００５８５，相关系数
为０９９７１，其中，ｙ：浓度（ｎｇ·ｍＬ－１）；ｘ：峰面积。
２４　不同储藏环境下 Ａｆｌａｖｕｓ菌株与总黄曲霉毒
素的量间关系　将培养并收集的槟榔样品按
“１３２”项下色谱和质谱条件对 ＡＦｓ（ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、
ＡＦＧ１和ＡＦＧ２）进行检测，依据建立的基质校正的回
归方程计算不同条件下ＡＦｓ的总量。以测得的黄曲
霉毒素总量为Ｒｅｓｐｏｎｓｅ值，绘制响应面曲线和等高
线图，如图４。结果可见，湿度对 Ａｆｌａｖｕｓ菌株产生
黄曲霉毒素的影响大于温度，当湿度范围为９０％ ～
９５％，温度高于２５℃时，Ａｆｌａｖｕｓ菌株在槟榔中生长
较快并产生大量黄曲霉毒素。在相同湿度条件下，

储藏温度越低，药材中黄曲霉毒素含量越低；而温度

越高，Ａｆｌａｖｕｓ菌株产生黄曲霉毒素所需的湿度条件
越低。因此，我们建议槟榔药材的储存条件为湿度

小于９０％，温度低于２５℃。

图４　不同储藏环境的响应面曲线图和等高线图

３　小结
真菌毒素污染问题是中药储藏过程中一个亟需

解决的问题，通过控制储藏环境条件来控制产毒菌

的生长和产毒是一个高效易行的方法。本研究表

明，槟榔中 Ａｆｌａｖｕｓ菌株的生长和产毒受环境中的
温度和湿度的双重影响，而湿度对 Ａｆｌａｖｕｓ菌株生
长产毒的影响较温度大。较低的温度和湿度可显著

降低ＡＦｓ的含量。本研究所用的响应面法是目前较
为先进的实验设计及分析方法，实验测定及数据分

析表明，应用该方法研究真菌产毒条件是科学可行

的，为控制真菌毒素造成的中药材污染提供了一个

新的思路。
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