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部分红曲霉菌株产桔霉素的研究�

许赣荣， 卢 晨， 穆晓青， 陈记亮， 陈 蕴，

吴燕萍， 顾玉梅， 吴苗叶， 沈 飞
（无锡轻工大学生物工程学院；江苏无锡 �����）

摘 要：对中国各地收集到的数十个红曲米样品中的桔霉素进行了定性及定量测定，测定结果表

明，除少数几个红曲米样品中未测出桔霉素外，其它红曲米样品都测出桔霉素，红曲红产品中也发

现含有桔霉素�用酵母膏蔗糖培养基（能检测霉菌是否产生真菌毒素）培养了近��株红曲霉，从菌

落形态特征看，大多数是�������������，定性检测结果表明，大多数菌株的培养液中都检测出桔

霉素，说明这些红曲菌种本身具有产生桔霉素的能力�初步总结了定性和定量测定高色价红曲米

中桔霉素的方法�
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����年，法国-����教授证实某些红曲菌株

产生毒性物质桔霉素�据:%�
+50
等的研究［�］，根

据其����值的大小，认为桔霉素的毒性与黄曲霉毒

素-�的毒性处于同一水平（����位于����／(��

� 收稿日期：����������；修订日期：�����������

作者简介：许赣荣（���;年�月生），男，江西南康人，工学硕士，副教授�
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桔霉素在大白鼠和小鼠皮下注射和腹膜内注

射的����分别为�	��／
�和����／
�；其毒性属

中等偏剧毒性［�］，桔霉素作用的靶器官是肾脏，如

在猪饲料中每天按�����／
�的用量加入桔霉素，

在���个月内会出现肾病�桔霉素毒性虽然不如

黄曲霉毒素�，但在国外，仍将其作为食品污染的

严格控制指标�最新研究结果表明，桔霉素还对基

因有毒性效应�关于桔霉素的毒性及法国科学家对

红曲桔霉素的测定结果，可参考有关文献［�，�］
�我国

红曲米及红曲红国家标准［�］中，还未建立检测方法

及控制指标［�］
�

红曲是我国传统发酵产品，虽然我国的毒理学

实验已证明了红曲产品的食用安全性［�］，但那时并

没有考虑桔霉素这一问题�近年来，红曲生产及应

用行业都在密切关注两个问题：我国红曲产品中是

否含有桔霉素？我国红曲生产普遍使用的生产菌

种（大多为安卡红曲霉）是否产生桔霉素？

值得注意的是，我国红曲产品出口开始受到国

际市场上的压力�据悉，红曲产品已受到日本卫生

部门的严格检验，认定为不含桔霉素才允许生产和

出口�而德国也明确提出今后若从中国进口红曲，

必须有安全生产菌种及产品不含桔霉素的证明�这

说明，桔霉素问题可能影响到红曲的应用及红曲产

品的出口�因此，开展这方面的研究很有必要�

桔霉素的定性及定量测定方法可参考文献［�］

和［	］�但不同科学家所采用的方法各不相同，有的

不经预处理而直接用����测定，有的采用���

或柱层析初步分离后，再用高效液相色谱定量（有

紫外检测和荧光检测）�德国人采用了酶免疫法检

测桔霉素，对食品中桔霉素的最低检测质量分数甚

至可达到���／
�
［�］
�这是目前最为灵敏的方法，但

此法需要专用的抗体，我国无法生产，且测定费用

昂贵�作者较早开展了红曲桔霉素课题的研究�初

步建立了红曲样品中桔霉素的测定方法，并开展了

无桔霉素红曲菌种筛选的研究�从����年开始，受

有关部门的委托，对国内部分红曲米中的桔霉素进

行了定性及定量分析测定�针对我国固态红曲产品

高色价的特点，建立了一套行之有效的检测方法�

� 材料与方法

��� 原料与试剂

红曲样品：中国各地收集的红曲米及红曲红�

红菌霉菌种：筛自各地市售红曲米、送检红曲

米样品，本校菌种保藏中心�根据有关资料［�］及对

麦汁培养基上菌落的初步观察，发现大多数菌种是

安卡红曲（������������）安卡菌种的变种或突变

株�

主要试剂：乙腈，乙酸乙酯，甲醇，异辛烷，甲酸

分析纯或色谱纯；桔霉素（��������）标准品 购自

�����公司�

��� 桔霉素测定

����� 定性测定

�）液态培养红曲萃取液桔霉素定性测定：红曲

培养液中，调��值至���，加入适量乙酸乙酯，��

�保温��，研磨后离心或抽滤，上清液中再加入适

量乙酸乙酯或三氯甲烷萃取，待分层后，取上层乙

酸乙酯相或下层三氯甲烷相，水浴加热将其大部分

溶剂蒸发掉，再用甲醇溶解，点板（同时点标准样），

展开后，在紫外分析仪下（�����）用肉眼观察�

�）固态红曲米或红曲桔霉素定性测定：称取一

定量红曲米粉或红曲红，用乙腈或甲醇直接萃取，

离心，取上清液，浓缩，点板，展开后，在紫外分析仪

下用肉眼观察�

����� 桔霉素的定量测定

�）预处理富集：红曲米研成粉未，加入乙腈萃

取，超声波处理，离心，收集上清液；残渣再用乙腈

或甲醇萃取并离心两次�上清液合并，水浴���蒸

发浓缩，最后用甲醇溶解定容，此为含桔霉素的浓

缩液�另一种预处理方法基本相同，但采用冻干机

真空浓缩干燥�但由于甲醇在����并不能形成冰

晶，故实际上仍是在低温下真空抽干，而非升华作

用所致�

�）板层层析初步分离；展开剂：采用� !"�；薄

板：��#�$��#�，自制�经比较，采用青岛海洋化

工集团生产的薄层层析硅胶效果较好；点样：将上

述浓缩样品点于板上，在同一块板点上标准桔霉

素，以确定试样中的桔霉素的位置�展开后，对照标

准桔霉素的上行位置，将样品中同一高度上的硅胶

用小刀铲下�用甲醇溶解含桔霉素的硅胶，至硅胶

洗至发白为止�滤液合并，水浴蒸发浓缩，最后用流

动相定容，此样品用于����测定�

�）高效液相色谱定量测定：流动相：	纯水


	甲醇 %��&��；用磷酸调��值为���；高压液相色

谱仪：�����或’��(�)；紫外检测：波长�����；色

谱柱：���；流速：���������／���；温度：���；

样品上柱量�����

��� 色价的测定

红曲米色价测定按照国家红曲米标准中的方

法［�］，采用日立（*"����）扫描式分光光度计测定；

��第�期 许赣荣等：部分红曲霉菌株产桔霉素的研究
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��� 红曲霉菌的酵母膏蔗糖（�	
）培养基液态培

养

斜面培养基：麦汁培养基��／�，琼脂��／�；

�	
液态培养基：根据文献［�］配制�可确定红

曲霉菌是否产桔霉素�培养时间�左右，培养温度

����

� 结果与讨论

��� 红曲米或红曲红桔霉素定量测定结果

红曲浓缩液在硅胶板上点样展开后，桔霉素上

行，��值约在���������

数十个红曲样品的定量测试结果见表��仅有

少数几个样品在板层析时未发现桔霉素，其它样品

从板层析上就可断定含有桔霉素，但桔霉素质量分

数相差非常悬殊，有的仅为�����／��左右�桔霉

素的含量与红曲霉菌种有关，与培养工艺条件有

关，还与培养时间长短有关�此次分析仅涉及到产

品中桔霉素定量分析�

��� 部分红曲菌株产桔霉素特性的进一步验证

为进一步证实作者所收集的红曲菌种是否产

桔霉素，对��株红曲霉菌种实验室的保藏菌种、外

单位索取的菌株及在各地红曲米样品中筛选到的

红曲菌株用�	
培养基培养，定性检测了其培养液

中的桔霉素，板层析分析结果表明，所有的红曲霉

菌种 培 养 液 中 都 含 有 桔 霉 素�值 得 一 提 的 是

��������	
�����菌株，日本某公司认为用该菌株所

生产的红曲米不含桔霉素，但作者的测定结果表

明，该菌株也产生桔霉素，但含量很低，其色价也非

常低�最近德国科学家证实，该公司用这种菌种生

产的红曲米含桔霉素为����／��左右�因此，作者

认为，红曲霉菌产桔霉素是普遍性的问题，桔霉素

是红曲霉菌固有的次级代谢产物，这是菌种本身特

性（基因）所决定的�

� 讨 论

��� 关于固态红曲产品桔霉素的测定方法

国外测定桔霉素原本是分析某些食品或饲料

中被微生物污染后所产生的桔霉素，对于采用液态

发酵培养的红曲，其测定桔霉素方法与作者所采用

的有很大的不同�我国的红曲产品主要是固态发酵

法生产的高色价红曲米�对于高色价红曲米中的桔

霉素的测定，难度很大，主要问题是桔霉素的含量

相对很低，而色素丰富，不经过预处理（桔霉素的富

表� 我国部分红曲产品桔霉素的定量数据

����� �	
	���
��������������	������	��	��

�����������
�

样品编号 测定批号
色价

����� �����

桔霉素质

量分数／

�值 （��／��）

��� ��������� ���� ���� ���� ����

��� ��������� ���� ���� ���� ���

��� ��������� ���� ���� ���� ���

��� ��������� ���� ���� ���� ����

��� ��������� ���� ���� ���� �����

��� ��������� ���� ���� ���� ����

��� ��������� ���� ���� ���� ����

��� ��������� ���� ���� ���� ��� �

���� ���������� ���� ���� ���� ���

���� ���������� ���� ���� ���� ����

���� ���������� ��� ��� ���� ���

���� ���������� ���� ���� ���� ����

���� ���������� ��� ��� ���� ����

���� ���������� ��� ���� ���� ���� �

���� ���������� ���� ���� ���� ���� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ��� ��� �

���� 
���������� ��� ��� ���� ��� �

��� � �

��� ��������� ���

��� ��������� ���

���� ���������� ��

���� ���������� ���

���� ���������� ���

���� ���������� （红曲红）�����

���� ���������� （红曲红）����

���（��） ����������� ����

��� ��������� ����


���� ��������� ����

注：�）�表示采用测试中心 � !"#$����
"% # !&’��’()"，� �

!"#$���*+’!’&",## -测定�其余都用�*����检测�

�）�表示板层析结果未发现桔霉素�

集和板层析的初步分离），简单地采用�*�.测定

几乎不可能�作者的测定过程分为�个阶段：�）样

品预处理，以富集桔霉素，得到含桔霉素浓缩液（同

时也富含色素）；�）用板层析初步分离；�）用�*�.

分离及定量测定桔霉素�作者在预处理富集时，当

外加标准桔霉素后，无论是采用水浴蒸发溶剂或冻

干法蒸发溶剂，都发现桔霉素有一定的损失率，回

收率难于达到较高的水平；而在/�.和�*�.过

程中，桔霉素的员失率较小�冻干法及水浴法蒸干

溶剂总的损失率较高的主要原因可能是红曲米的

预处理过程中，桔霉素与红曲中的某些成分发生反

应而损失�在板层析过程中，也有部分损失�

�� 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第��卷
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对于高色价的红曲，由于色素含量高，相对于

色素而言，桔霉素含量很低，故选用合适的展开剂

是非常重要的�对�种展开剂进行了比较，根据色

素的分离程度及桔霉素在层析板上与其它色素的

相对位置，选定了�����这种展开剂，经展开后，桔

霉素能与大部分色素（橙红、深黄、淡黄、紫红、红）

分离开来�

采用��	
��工作站软件处理数据及图形后，红

曲中桔霉素质量分数最低可测至����／��；低于

此数，则只能看到很小的峰，但无法显示数据；而采

用����测试，由于没有装配工作站，桔霉素最低

检测质量分数仅达到���／���

采用���培养基培养红曲，板层析定性测桔霉

素，可用于快速鉴别红曲菌种是否产桔霉素�

��� 关于红曲霉菌株产桔霉素的潜在能力

红 曲 霉 分 属 于 � 个 种：�����������	�、

�
������������	��和�
���������
���
［�］
�前两种

的部分菌株均发现产桔霉素，作者经过实验，发现

�
���������
���也产微量桔霉素，但这一菌种产色

素能力很差，在土豆培养基上菌落色调为桃红色�

在米培养基上，虽有少量色素产生，但色价很低�红

曲霉菌种一部分是用于色素生产的，一般来说，色

素产量高者，在���培养液中都测出桔霉素�桔霉

素的产生与色素的产生有某种关联性，这可能是红

曲色素的生成代谢途径与桔霉素的生成代谢途径

在某一阶段是相同的�

从上述测定结果可以看出，作者所收集的大部

分红曲米样品都含有桔霉素，安卡红曲霉菌种本身

具有合成桔霉素的能力是产桔霉素的内在原因�从

红曲霉较新分类体系来看，安卡红曲属紫色红曲

霉，我们的研究结果与法国�����教授的研究结

果相同［�］
�

致谢 本课题得到上海华东理工大学生物反应器国家重点

实验室及无锡轻工大学生物工程学院的资助或支持；对桔

霉素测定工作提供帮助的还有无锡轻工大学分析测试中心

的戴军、陶冠军，中国食品发酵工业研究所提供了部分红曲
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