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远志黄曲霉毒素检测及其贮藏过程中
黄曲霉菌变化研究
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［摘要］ 目的：研究不同产地远志中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2（AFB1、AFB2、AFG1、AFG2）的污染情况及

贮藏过程中黄曲霉菌的变化。方法：收集 12批不同产地的远志药材，采用性状、显微及 DNA 分子鉴定方法对其表

面的黄曲霉菌进行鉴定；利用超高效液相色谱-三重四级杆串联质谱法（UPLC-MS/MS）测定其黄曲霉毒素含量；通

过稀释平板法观察远志在北京贮藏 6个月以来其表面黄曲霉菌的变化情况。结果：12批远志药材表面均分离鉴定出

了黄曲霉菌，且全部检出黄曲霉毒素，其中 33. 3% 的样品超过《中华人民共和国药典》 2020年版中远志项下黄曲

霉毒素 B1、黄曲霉毒素总量的限定标准。结合北京的气候条件分析，在温度、湿度较高的夏季，远志表面的黄曲霉

菌数量最多，在温、湿度较低的秋冬季节，远志表面的黄曲霉菌数量较低。结论：远志表面黄曲霉毒素污染问题十

分严重，贮藏条件的温度、湿度变化对远志表面的黄曲霉菌数量有很大影响，可作为优化远志贮藏条件的参考依据。
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[Abstract] Objective: To detect aflatoxin B1, B2, G1, G2 (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) on Polygalae Radix from

different origins and the changes of Aspergillus flavus during storage. Methods: A total of 12 batches of Polygalae Radix

from different origins were collected and the surface A. flavus was identified based on morphological traits, microscopic

observation, and DNA molecular identification. Aflatoxin levels in these samples were determined by ultra-performance

liquid chromatography coupled with triple-quadrupole tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Finally, the changes of

the A. flavus on the surface of Polygalae Radix during the 6-month storage in Beijing were observed with the dilution-plate

method. Results: A. flavus was isolated from the surface of all the 12 batches and identified, and aflatoxins were also

detected in all the samples. Particularly, aflatoxin content in 33.3% of the samples was higher than the upper limit stipulated

in the 2020 edition of Chinese Pharmacopoeia. In Beijing, the most A. flavus colonies on Polygalae Radix surface were

detected in the hot rainy summer, while a few colonies were seen in the cold dry autumn and winter. Conclusion: Aflatoxin
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contamination on the surface of Polygalae Radix is very serious. Temperature and humidity have great influence on the

number of A. flavus colonies on Polygalae Radix surface, which can serve as a reference for optimizing the storage

conditions of the medicinal material.

[Keywords] Polygalae Radix; aflatoxins; Aspergillus flavus; UPLC-MS/MS; storage

远 志 是 远 志 科 植 物 远 志 Polygala tenuifolia

Willd. 或卵叶远志P. sibiria L. 的干燥根，性温，味

辛、苦，归心、肾、脾经，具有安神益智、祛痰、

消肿的功效[1]。在临床使用中，远志的需求量很大，

是大宗中药材之一，始载于《神农本草经》 [2]，列为

上品。然而，近年来远志的黄曲霉毒素（aflatoxins）

超标问题直接影响了其临床使用的安全性。黄曲霉

毒素是由黄曲霉 （Aspergillus flavus） 和寄生曲霉

（A. parasiticus） 等曲霉属真菌产生的次生代谢产

物，具有致畸、致癌、致突变等作用，严重危害人

体和动物的健康[3]。因此 《中华人民共和国药典》

（以下简称《中国药典》） 2020年版规定了黄曲霉

毒素作为远志的检查项目[1]，限度要求为黄曲霉毒

素 B1不得超过 5 μg·kg–1；黄曲霉毒素总量[黄曲霉

毒素B1（AFB1）、黄曲霉毒素B2（AFB2）、黄曲霉毒

素 G1 （AFG1）、黄曲霉毒素 G2 （AFG2） ]不得超过

10 μg·kg–1。远志属于黄曲霉毒素检出率较高的药

材，污染主要产生于远志的种植、采收、加工和贮

藏等过程中[4]。

在远志的产地采收加工及运输贮藏过程中，极

易由于操作不当使远志筒不能及时干燥，导致黄曲

霉菌在筒内部繁殖，若储存过程中环境潮湿阴暗，

则会加剧黄曲霉菌的繁殖，易造成黄曲霉毒素超

标[5]。田洪岭等[6]发现，药农在采收远志后，为了防

止其水分蒸发，常用封闭的塑料袋保存新鲜远志条，

高温密闭易使远志药材表面滋生黄曲霉菌，进而导

致黄曲霉毒素超标。本课题组通过调研得知，远志

在北京临床应用比较广泛。本研究对 12批不同产地

的远志进行黄曲霉毒素含量的测定，同时观察在北

京贮藏过程中不同时间远志表面黄曲霉菌的变化，

探究贮藏过程对远志表面黄曲霉菌的影响，以期为

科学防控远志黄曲霉毒素污染提供参考。

1 材料

1. 1 试药

12批远志药材，7批来自山西，其余 5批分别来

自河北、陕西、河南、内蒙古、贵州，经北京中医

药大学刘春生教授鉴定为远志科植物远志 Polygala

tenuifolia Willd. 的干燥根，具体信息见表1。

真菌基因组 DNA 快速提取试剂盒 （批号：

3621755）、2×Taq PCR MasterMix （批号：MT201-

02）均购于北京博迈德科技发展有限公司；引物由

生工生物工程（上海）有限公司合成；黄曲霉毒素

混合对照品溶液（批号：610001-201703，中国食品

药品检定研究院）；甲醇、甲酸均为质谱级 （美国

Fisher公司）；色谱级甲醇（北京市通广精细化工公

司）；氯化钠（上海源叶生物科技有限公司）。

1. 2 仪器

Xevo TQS Micro型超高效液相色谱串联四极杆质

谱联用仪、ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（100mm×

2. 1 mm，1. 7 μm） 均购自美国 Waters 公司；YXQ-

70A 型立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯医疗有限公

司）；GL-88B 型涡旋振荡器（海门市斯林贝尔仪器

制造有限公司）；XSP-44X. 9型显微镜（上海光学仪

器一厂）；3K15型低温高速离心机 （德国 Sigma 公

司）；TProfessional Standard Gradient 96型梯度聚合

酶链式反应（PCR）热循环仪（德国耶拿分析仪器

股份公司）；FMB40型雪花制冰机 （上海比朗仪器

有限公司）；BG-gds AUTO520型凝胶成像系统（南

京华奥仪器有限公司）；MM400型混合球磨仪（上

海弗尔德莱驰有限公司）；JY-SP3型电泳槽（北京君

表1 远志样品信息

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

产地

山西运城

山西运城

山西运城

山西运城

山西运城

山西运城

山西运城

河北邢台

陕西渭南

河南洛阳

内蒙古赤峰

贵州毕节
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意东方电泳设备有限公司）；P2161E25型免疫亲和

柱（天津博纳艾杰尔科技有限公司）。

2 方法

2. 1 远志表面黄曲霉菌的鉴定

2. 1. 1 黄 曲 霉 菌 株 培 养 马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂

（PDA）培养基：取马铃薯 200 g 洗净削皮，切成小

块，加入去离子水 1000 mL煎煮 30 min，8层纱布滤

过，加入无水葡萄糖 20 g，琼脂 18 g，搅拌溶解，

115℃灭菌20 min后分装，备用。

将远志药材去除杂质后混匀，随机称取 1 g放入

无菌离心管中，加入无菌水10 mL，涡旋混匀15 min，

超声 15 min，充分混匀后取 500 μL均匀涂布在PDA

培养基上，28 ℃避光培养 7 d，采用菌丝顶端纯化

法，挑取培养基中形态上与黄曲霉菌相似的菌落接

种至新的 PDA 培养基，28 ℃避光培养 7 d，对获得

的黄曲霉菌菌株进行形态、显微及DNA分子鉴定。

2. 1. 2 形态鉴定 根据《真菌鉴定手册》 [7]进行真

菌的形态特征鉴定。

2. 1. 3 显微鉴定 无菌接种环挑取少量真菌置于载

玻片上，用适量乳酸酚棉蓝染色液滴至载玻片上，

染色30 s后盖上盖玻片，置于显微镜下观察。

2. 1. 4 DNA分子鉴定 用无菌接种环刮取培养基

表面的真菌置于 1. 5 mL离心管，加入液氮，使用球

磨仪磨碎。参照真菌基因组DNA快速提取试剂盒说

明书提取菌落 DNA。PCR 反应体系为 DNA 模板

1 μL、引物各1 μL、2×Taq PCR Master聚合酶15 μL、

双蒸水 12 μL，体系总体积 30 μL。引物序列为

ITS1： 5ʹ -AGAAGTCGTAAGGTTTCCGT-3ʹ， ITS4：
5ʹ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ。 反 应 程 序 为

94 ℃预变性 90 s，94 ℃变性 30 s，57 ℃退火 30 s，

72℃延伸1 min，共30个循环，72℃延伸5 min。扩

增产物经1. 0%琼脂糖凝胶电泳分析，阳性结果送生

工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。采用

ContigExpress 软件对测序得到的正反向序列进行拼

接及人工校对。根据美国国家生物技术信息中心

（national center for biotechnology information，

NCBI） 数据库进行 BLAST 同源性搜索，选取同源

性较高的模式菌株的内转录间隔区（ITS）序列，用

DNAMAN进行相似度分析，采用MEGA 6. 0软件构

建临接（neighbor joining，NJ）树进行鉴定。

2. 2 远志黄曲霉毒素测定

2. 2. 1 色谱条件 以十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂；流动相为 0. 1% 甲酸 （A） -甲醇 （B），梯度洗

脱（0～0. 5min，90%A；0. 5～6. 0min，90%～10%A；

6～7min，10%A；7～9min，10%～90%A；9～10min，

90%A）；柱温为 40℃；流速为 0. 3 mL·min–1；进样

量为2 μL。

2. 2. 2 质谱条件 以三重四级杆串联质谱仪检测；

电喷雾离子源（ESI），采集模式为正离子模式；脱

溶剂气温度为500℃；脱溶剂气流速为1000 L·min–1；

毛细管电压为 0. 50 kV[8]。各化合物检测离子对和碰

撞电压见表2。

2. 2. 3 混合对照品溶液制备 精密量取黄曲霉毒素

混合对照品溶液（AFB1、AFB2、AFG1和 AFG2标示

质量浓度分别为 1. 09、0. 39、0. 99、0. 64 μg·mL–1）

适量，用 70% 甲醇稀释成 AFB2、AFG2质量浓度为

0. 38~160. 00 ng·mL–1， AFB1、 AFG1 质 量 浓 度 为

0. 13~68. 13 ng·mL–1的系列对照品溶液，即得。

2. 2. 4 供试品溶液的制备 远志供试品溶液的制备

参照《中国药典》 2020年版黄曲霉毒素测定法（通

则2351）进行。

2. 2. 5 样品测定 样品测定方法参考廖权丰等[7]的

研究，分别精密吸取 2. 2. 3 项下系列混合对照品溶

液各 2 µL，注入超高效液相色谱三重四级杆串联质

谱仪，测定峰面积，以待测黄曲霉毒素定量离子色

谱峰面积为纵坐标（Y），黄曲霉毒素质量浓度为横

坐标（X），绘制标准曲线。精密吸取供试品溶液2 µL

注入液相色谱仪，测定峰面积，计算 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2的含量。

表2 远志中黄曲霉毒素质谱分析参数

化合物

AFB1

AFB2

AFG1

AFG2

母离子（m/z）

313.20

315.20

329.20

331.20

子离子（m/z）

241.10*

285.10
259.10*

287.10
243.10*

283.10
245.10*

257.10

锥孔电压/V

40.00
40.00
40.00
40.00
35.00
35.00
40.00
40.00

碰撞电压/kV

36.00
24.00
30.00
26.00
25.00
25.00
30.00
30.00

注：*为定量离子。
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2. 3 不同时段远志表面黄曲霉菌的培养

将 12批不同产地的远志药材用牛皮纸袋包装，

贮藏于北京市房山区良乡镇北京中医药大学中药学院，

每个月按2. 1项下的稀释平板法培养其表面的黄曲霉

菌，每个实验组设置3个重复，分别记录北京2019年
不同时间段（6―12月）远志表面的黄曲霉菌数量。

3 结果与分析

3. 1 远志表面黄曲霉菌的鉴定

将远志表面的黄曲霉菌进行培养，其在 PDA平

板上生长迅速，颜色由黄绿色变为黄色，可见黄色

粉末，见图 1。显微镜下可见分生孢子头呈疏松放

射状，分生孢子梗由一根直立的菌丝形成，末端有

近球状或球状膨大的顶囊，视野中可见大量球形或

近球形的孢子，与文献报道一致[9]。该菌的 PCR 产

物在凝胶成像系统观察到条带清晰明亮，构建 NJ

树，见图 2。综上结果表明，该菌与黄曲霉菌聚为

一支，鉴定为黄曲霉菌（Aspergillus flavus）。

3. 2 远志黄曲霉毒素污染情况

3. 2. 1 黄曲霉毒素的MRM色谱图 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2的多反应监测（MRM）色谱图见图3。
3. 2. 2 线性关系及检出限 黄曲霉毒素质量浓度与

定量离子峰面积之间存在良好的线性关系，见表3。
3. 2. 3 精密度试验 取黄曲霉毒素的混合对照品溶

液，连续进样 6次，每次 2 μL，分别计算 AFB1、

AFB2、 AFG1、AFG2峰面积 RSD 为 0. 97%、1. 03%、

0. 88%、1. 25%，表明仪器精密度好。

3. 2. 4 重复性试验 精密称取同一批次已知含量药

材粉末 6份，按上述供试品制备方法制得供试品溶

液，按色谱质谱条件检测，进样量为 2 μL，依据回

归方程计算黄曲霉毒素的含量，AFB1质量分数均值

为3. 29 μg·kg–1，RSD为1. 02%。

3. 2. 5 加样回收率试验 取已知含量的药材粉末 6
份，精密称定，分别加入黄曲霉毒素混合对照品溶

注：A. 远志表面真菌；B. 黄曲霉菌；C. 远志表面真菌的显微图。

图1 远志表面真菌、黄曲霉菌的培养平板及显微观察

图3 远志中4个黄曲霉毒素的MRM色谱图

图2 远志中黄曲霉菌的NJ树
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液，按上述供试品制备方法制得供试品溶液，按色

谱质谱条件进样，进样量为 2 μL，测得AFB1的加样

回收率为 89. 3%，RSD为 2. 78%、AFB2的加样回收

率为 84. 9%，RSD为 1. 98%；AFG1的加样回收率为

83. 1%， RSD 为 2. 43%； AFG2 的 加 样 回 收 率 为

85. 3%，RSD为2. 83%。

3. 2. 6 远志黄曲霉毒素污染情况 在 12批不同产

地的远志中均检出 AFB1，检出质量分数为 0. 75~

7. 77 μg·kg–1，其中 1批样品（河北邢台）还检测出

AFG1，检出质量分数为 10. 60 μg·kg–1， AFB2 和

AFG2均未检出。4批 （山西运城 2批，河北邢台、

河南洛阳各 1批） 远志的 AFB1含量超过 《中国药

典》 2020年版限量标准，其中 1批样品（河北邢台）

的AFB1和黄曲霉毒素总量均超过《中国药典》 2020
年版限量标准，具体结果见表4。
3. 3 远志表面的黄曲霉菌随贮藏时间变化情况

12批不同产地的远志表面均分离到黄曲霉菌，

黄曲霉菌污染率为 100%，见图 4。其中 7―9月远志

表面的黄曲霉菌数量最多，6月与 10月远志表面的

黄曲霉菌数量最少，见表5。
北京 2019年 6―12月的温湿度与远志表面黄曲

霉菌数量的变化情况如图 5所示，远志药材储存地

点的温湿度条件与外界环境一致。

4 讨论

2017—2018年全国药品质量专项抽检公告[10]的

共计 21批远志样品中，黄曲霉毒素含量不合格率高

达 90. 5%，严重影响了远志的临床使用。本研究采

用 UPLC-MS/MS 检测了 12批不同产地的远志中

AFB1、AFB2、AFG1、AFG2的含量，结果发现，12批
远志的黄曲霉毒素污染率为 100%，按照《中国药

典》 2020年版远志项下的规定，33. 3% 的样品超过

了AFB1和黄曲霉毒素总量限量标准。其中，山西省

运城市闻喜县作为远志的道地产区，在测定的 7批
药材中有 2批 AFB1含量超标，以上结果更进一步说

明了远志黄曲霉毒素污染问题的严重性。

远志的采收及加工过程中容易因干燥不及时而

滋生黄曲霉菌[11]。张西梅等[12]研究发现，田间生产

注：1~12. 不同批次远志样品。

图4 不同贮藏时间远志表面的真菌

表4 不同产地远志表面黄曲霉毒素质量分数

μg·kg–1

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

质量分数

AFB1
3.29
1.24
1.92
2.17
1.47
5.44
6.19
7.77
0.75
6.32
1.15
2.79

AFB2
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

AFG1
—

—

—

—

—

—

—

10.60
—

—

—

—

AFG2
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

总质量分数

3.29
1.24
1.92
2.17
1.47
5.44
6.19
18.37
0.75
6.32
1.15
2.79

注：—表示未检出。

表3 远志中4个黄曲霉毒素的回归方程、相关系数

化合物

AFB1
AFB2
AFG1
AFG2

回归方程

Y=541.73X–7.68
Y=459.99X+93.20
Y=488.98X+90.62
Y=208.02X–172.27

r

0.999 5
0.999 2
0.999 5
0.999 3

线性范围/
ng·mL–1

0.13~68.13
0.38~97.50
0.24~61.88
0.63~160.00

检测限/
μg·kg–1

0.4
0.5
0.5
0.4
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和采收加工都有可能造成远志黄曲霉毒素污染，而

贮藏过程对其变化的影响尚不明确。因此本实验研

究了北京不同时间的贮藏过程对远志表面黄曲霉菌

的影响。分析发现，6—9月北京的温度、湿度都处

于较高的状态，远志表面的黄曲霉菌数量最多；11、
12月温、湿度最低，远志表面黄曲霉菌的数量处于

较低的水平。徐圆程等[13]利用高通量测序技术分析

贮藏稻谷中的群落结构，指出不同贮藏条件下稻谷

真菌群落多样性存在差异，优势菌属发生变化。本

研究中，10月远志表面的黄曲霉菌数量最少，之后

有所回升。推测可能是由于季节变换，气温骤降，

优势菌群快速生长，不利于黄曲霉菌的生长所致，

后期需进一步扩大样本量，探究不同贮藏条件下远

志表面菌群的群落结构与优势菌属。调查结果为制

定合理的远志贮藏条件提供了一定的参考。特别是

在炎热闷热的夏季，远志贮藏应保持通风的条件。

本实验采用UPLC-MS/MS测定了 12批不同产地远志

黄曲霉菌的污染情况，并对北京不同时间下远志表

面的黄曲霉菌生长情况进行研究，后续将进一步考

察具体的贮藏条件对远志黄曲霉毒素含量的影响，

深入研究远志黄曲霉毒素污染问题。
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图5 北京2019年6—12月温、湿度与远志表面黄曲霉菌数量变化

表5 不同贮藏时间远志表面的黄曲霉菌数量

CFU·g–1

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

黄曲霉菌数量

6月
0
0
9.43
0
18.86
9.43
56.57
9.43
18.86
0
28.28
16.33

7月
86.67
133.33
133.33
0

113.33
26.67
133.33
26.67
0

173.33
86.67
26.67

8月
86.67
73.33
40.00
0

100.00
73.33
120.00
60.00
33.33
120.00
66.67
93.33

9月
80.00
86.67
20.00
0
0
0

226.67
80.00
66.67
86.67
146.67
160.00

10月
9.43
18.86
16.33
0
0
0
0
9.43
37.71
18.86
0
0

11月
9.43
9.43
0
0
18.86
24.94
74.83
37.71
77.17
16.33
18.86
94.28

12月
0
0
20.00
13.33
233.33
66.67
46.67
60.00
40.00
13.33
0
0

（收稿日期：2020-10-22 编辑：田苗）
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