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摘要!早期预警是防控储藏玉米污染黄曲霉毒素
,

"

&

*G,

"

'

的重要手段#将不同含水量的玉米置于各种温度环境下进

行储藏试验"研究过氧化氢酶活性变化与玉米污染黄曲霉毒

素
,

"

&

*G,

"

'的关系"结果表明"两者数据变化的趋势一致"

*G,

"

是过氧化氢酶活性的二次曲线函数&相关性系数大于

#?&%

'#储藏温度和玉米含水量等条件可改变所含霉菌产生

*G,

"

和升高过氧化氢酶活性的速度"但不影响数值变化的

趋势#在各种储藏条件下"过氧化氢酶活性变化可比玉米中

*G,

"

含量显著变化的起始点提前
.

"

)"A

#因此"借助检测

过氧化氢酶活性的方法可以早期预警储藏玉米污染
*G,

"

#

关键词!玉米%过氧化氢酶%

*G,

"

%预警%储藏
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玉米是中国主要的粮食作物#同时也是主要的工业和饲

料原料'中国玉米的种植面积和总产量仅次于美国#居世界

第二位)

"

*

'与小麦及稻谷相比#玉米的胚部占比大#吸湿性

强#容易受到霉菌的侵染)

)

*

'虽然玉米种植期间容易受镰孢

霉等病原菌的危害而污染脱氧雪腐镰刀菌烯醇!

ZX1

$+玉米

赤霉烯酮!

h41

$等真菌毒素)

!

*

#但当玉米收获转入储藏环节

后#腐生型的黄曲霉菌很容易在玉米籽粒上生长'研究)

.3%

*

表明#玉米是黄曲霉菌产生黄曲霉毒素
,

"

!

*G,

"

$最适合的

基质之一#一旦玉米储藏条件符合黄曲霉菌产毒的要求#就

会导致
*G,

"

的污染'据中国部分地区真菌毒素污染状况调

查)

!

*

#国内近
"#

个主要玉米生产地区黄曲霉毒素污染率达

到
&)?!I

#超标率达
"!?'I

'玉米易污染毒素的特性对人和

动物的食用安全形成严重的威胁#世界各地每年均有食用毒

素污染玉米导致严重中毒的报导)

(3$

*

'

根据食品安全的相关法规#

*G,

"

超标的玉米不得直接

作为食品和饲料的原料#必须经过去除毒素处理才能被利

用'近几年#国内外在黄曲霉毒素削减或降解处理方面投入

了大量的人力和物力进行研究#取得了可喜的成就#如生物

发酵法)

'3&

*

+酶学降解法)

"#

*

+臭氧氧化法)

""

*

+机械去除法)

")

*

等均可有效地降低玉米中的毒素含量'但这些减毒的处理

均要提高玉米的价格成本#且可能改变玉米的性状或原用

途#因此#防控黄曲霉毒素危害最经济和安全的方法是避免

玉米被毒素污染'

对储藏玉米进行霉菌活动监测是防控黄曲霉菌产毒的

有效方法'当发现玉米中有潜在产毒可能的真菌活动时#及

时发出储粮安全预警#利用通风+干燥等技术对储藏玉米进

#""



行降温+去湿处理#即可有效遏制黄曲霉菌等产毒霉菌的生

长+代谢#从而消除
*G,

"

污染的威胁'这方面目前已经有较

多相关的基础性研究#有些在实际应用中展示出良好的效

果)

"!3".

*

'例如#通过检测粮堆中
+X

)

含量变化对玉米可能

产生黄曲霉毒素进行预警)

"%

*

#利用好氧性微生物体内过氧

化氢酶活性值的变化反映其生理活动状态对微生物的生长

进行预测等)

"(3"$

*

'这些方法通过间接的检测指标了解粮

食中微生物活动状态#在检测的灵敏度和检测数据的稳定

性方面比传统的微生物检测方法及现有国家大型粮库使用

的粮情检测方法有较好的改进'过氧化氢酶与好氧性微生

物生长的相关性已经有较多的研究)

"$

*

#但尚不明确玉米所

含真菌过氧化氢酶活性变化与污染
*G,

"

的联系'本试验

主要研究储藏玉米所含霉菌细胞中过氧化氢酶的特性#试

图构建酶活性变化与黄曲霉菌产生
*G,

"

的直接关系#通过

监测过氧化氢酶活性的变化#分析+判断玉米储藏期间污染

*G,

"

的风险程度#旨在为玉米安全储藏的早期预警提供基

础性数据'

"

!

材料与方法
"?"

!

试验材料

玉米样品"河南当年产玉米#购于郑州粮食市场%

黄曲霉毒素
,

"

酶联免疫定量试剂盒"江苏苏微微生物

研究有限公司%

过氧化氢等其他试剂#分析纯#市售'

"?)

!

试验仪器

过氧化氢酶活性检测仪"

0e?dEb/)

型#成都华粮仓储

设备有限公司%

酶标仪"

Z1F/&(#(

#北京普朗新技术有限公司%

恒温恒湿培养箱"

eFG$)#

型#德国
Q7:A@M25Qb

公司%

净化工作台"

0d/+E/)G

型#苏州净化设备有限公司'

"?!

!

试验方法

"?!?"

!

玉米的水分调节和模拟储藏
!

将玉米放置在洁净的

容器内#根据试验水分的要求#定量喷洒无菌水至玉米表面#

然后放置
.\

冰箱内使水分逐渐吸收#并达到籽粒的水分平

衡#该过程一般为
!(

"

.';

'然后将玉米分装在容器内#瓶

口用浸泡有保湿剂的
"#

层纱布封口#放置在调节到所需温

度和相对湿度的恒温恒湿培养箱中进行模拟储藏!玉米颗粒

表面自然携带有黄曲霉菌$'

"?!?)

!

霉菌带菌量检测
!

称取
)%

=

玉米#置于含
))%5̂

无

菌水和玻璃珠的具塞三角瓶中#在振幅大于
%B5

的振荡器

中高速震荡
!#57:

#制成
"#

3"

=

(

5̂

浓度菌悬液#将其分别

稀释到
"#

3)

"

"#

3(稀释度#取各稀释梯度菌悬液
"5̂

加入

到无菌平皿#同时加改良察氏培养基#每个稀释度做
!

"

%

个

重复#

)'\

培养#

%A

菌落计数#

$A

对菌落进行菌种鉴定'

"?!?!

!

过氧化氢酶活性检测
!

称取待测玉米样品
"##

=

#用

无菌水分
!

次振荡洗涤#定容制得
%##5̂

菌悬液'将待测

菌悬液加入到过氧化氢酶活性检测仪的反应室后加热#当检

测液温度升高到
!#\

时#加入
"#5̂ !#I

的
b

)

X

)

#然后密

闭反应室上盖开始检测'

"#57:

后仪器显示器显示测量的

过氧化氢酶活性检测值'过氧化氢酶活性检测单位!

c

$"由

传感器检测反应容器中过氧化氢酶催化分解
b

)

X

)

产生的氧

气#当传感器产生
"

&

*

的电流时定义为
"

过氧化氢酶活性

单位'

"?!?.

!

黄曲霉毒素
,

"

检测
!

使用黄曲霉毒素
,

"

酶联免疫定

量测试盒进行检测'依据固相酶联免疫吸附!

4̂ V0*

$原理#

通过抗黄曲霉毒素
,

"

抗体与酶标抗原+待测抗原的竞争免

疫反应以及酶的催化显色反应相结合来检测黄曲霉毒

素
,

"

'

"?!?%

!

水分测定方法
!

按
2,

(

J%.&$

&

"&'%

执行'

"?!?(

!

数据处理方法
!

使用
0H00"$

软件和
4j+4̂

软件'

)

!

结果与分析
)?"

!

玉米储藏过程中过氧化氢酶与
*G,

"

变化的相关性

现有研究)

"(3"$

*表明#在粮食储藏期间生长的霉菌均具

有过氧化氢酶阳性的特征#通过检测粮食洗涤液的过氧化氢

酶活性#可以了解霉菌生长活动的状况'

h;67

等)

"%

*对有霉

菌生长的玉米进行黄曲霉菌和
*G,

"

含量监测#结果显示无

论储藏玉米中黄曲霉菌是否为优势菌#只要玉米中有霉菌的

显著活动#

*G,

"

含量就会以不同的速率增加'这些研究结

果提示#即使过氧化氢酶与黄曲霉菌代谢产生
*G,

"

没有直

接的联系#但仍有可能对玉米储藏期的
*G,

"

污染进行间接

的监测'

对不同性状的玉米进行
*G,

"

产毒试验#跟踪监测玉米

洗涤液的过氧化氢酶活性和玉米中
*G,

"

含量的变化#研究

玉米污染
*G,

"

与过氧化氢酶活性变化的相关性#结果表明

!表
"

$#对于不同的玉米品种+储藏条件#各试验组黄曲霉菌

产生
*G,

"

的速率及最终玉米被毒素的污染量均有较大的差

异'比较
*G,

"

含量和酶活性值的变化数据#可发现
*G,

"

含

量变化幅度高的试验组过氧化氢酶活性变化也更大#两者具

有相同的变化趋势#但两组数据显然不是线性关系'通过对

*G,

"

和酶活性变化数据进行曲线拟合#发现各试验组数据

均可拟合出相关性系数达到
#?&%

或更高的二次曲线方程'

这与前期研究)

"$

*发现真菌过氧化氢酶活性伴随着真菌的生

长而升高#两者呈现线性关系的现象不同%导致玉米污染

*G,

"

和过氧化氢酶活性变化呈二次曲线函数关系的原因是

多方面的#其中主要有两个方面"

'

真菌毒素属次生代谢产

物#在真菌生命过程的后期形成#时间上显著迟后于真菌的

菌丝体生长%

(

玉米中所有可生长的霉菌均可产生过氧化

氢酶#即使黄曲霉菌不生长#干生性的灰绿曲霉生长也会使

酶活性缓慢升高'尽管如此#真菌菌丝的生长+

*G,

"

的产生

与其酶活性变化趋势是一致的#因此利用过氧化氢酶活性变

化间接衡量真菌毒素产生的设想是合理的#只要进行充分的

试验#建立一系列如表
"

所示的曲线方程#即有可能计算或

预测某一条件下玉米中
*G,

"

可能的污染量#评估玉米储藏

的风险程度'

)?)

!

玉米储藏条件对过氧化氢酶活性及
*G,

"

含量变化的

影响

)?)?"

!

玉米水分的影响
!

储藏玉米的含水量是影响霉菌生

长和产毒的主要因素'将不同含水量玉米置于
)%\

条件下

储藏#结果表明!图
"

$#各试验组玉米中的霉菌生长产毒及相

"""

贮运与保鲜
!

)#"$

年第
"

期



表
"

!

过氧化氢酶活性变化与
*G,

"

含量变化的关系[
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R
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c

拟合曲线方程
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系数!

H

$

.) #?)

"

)?) #

"

!%%

@

]!?#_"#

3%

1

)

3!?$_"#

3!

1Y#?! #?&'

.) #?)

"

%?& #

"

%#)

@

].?#_"#

3%

1

)

3"?(_"#

3)

1Y#?. #?&(

)' #?%

"

%#?! #

"

(.%

@

]'?#_"#

3%

1

)

Y)?._"#

3)

1Y#?( #?&%

)' #?%

"

"#%?# #

"

$'$

@

]3'?#_"#

3%

1

)

Y#?)13"#?% #?&(

!% #?.

"

!)#?# #

"

')%

@

]3)?#_"#

3.

1

)

Y#?%13..?$ #?&(

)' #?.

"

&&(?# #

"

'!&

@

]3)?"_"#

3!

1

)

Y!?"13""(?& #?&(

!!!!!!!!!

[

!

曲线方程中
1

为过氧化氢酶活性值#

@

为
*G,

"

含量'

储藏温度
)%\

图
"

!

玉米含水量对过氧化氢酶活性及
*G,

"

含量变化的影响

G7

=

<M@"

!

4KK@BLNDK567a@5D7NL<M@BD:L@:LD:B;6:

=
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O

6:A*G,

"P

MDA<BL7D:

应的过氧化氢酶活性变化差异非常显著!

H

&

#?#"

$'玉米储

藏
".A

时#

"%?%I

含水量组过氧化氢酶活性和
*G,

"

含量数

据均无显著变化#

"(?$I

含水量玉米组可检出过氧化氢酶活

性显著增高#

"$?(I

水分组玉米则两项指标均发生显著变

化#过氧化氢酶活性从零检出增加到
).#c

#

*G,

"

含量从检

测阴性增加到
".?'

&

=

(

R

=

'对两种方法检测的结果进行比

较还可发现#在整个玉米储藏试验期间#

!

个含水量玉米试

验组过氧化氢酶活性的日均变化率分别为
)?(

#

")?)

#

"&?.c

#

*G,

"

含量日均增加速率分别为
#?#

#

#?)

#

"?$

&

=

(

R

=

#显然#在

储藏玉米含水量发生变化的状态下#检测洗涤液过氧化氢酶

活性相比直接检测
*G,

"

可更加精确地细分储藏过程中的量

值变化#两者的数值波幅相差近
"#

倍#这一特性对评估玉米

储藏污染
*G,

"

风险有重要的意义'

!!

从图
"

还可看出#玉米含水量为
"%?%I

时#

*G,

"

含量

.)A

一直维持不变#过氧化氢酶活性在储藏至
)'A

后开始

显著升高#两者似乎没有完全对应'检测
"%?%I

水分玉米所

含的霉菌菌群特征#发现储藏至
)'A

后玉米中主要优势菌为

灰绿曲霉#这些霉菌属于干生性的霉菌#它们的生长使过氧

化氢酶活性缓慢升高'

h;67

等)

"$

*的研究认为#干生性霉菌

本身不产毒#但这些霉菌可作为储粮的先导性生长菌群#通

过它们的生长改变储藏粮食的生态#使玉米中所含的菌群发

生演替#形成黄曲霉等霉菌可生长的环境#从而可能在更长

的储藏期后产生
*G,

"

或其他毒素'鉴于过氧化氢酶活性检

测对于玉米污染
*G,

"

先导性生长霉菌的高灵敏响应#赋予

该方法对玉米常规储藏污染
*G,

"

具有可靠+灵敏的预警特

性'可满足粮库储粮实践中对具有安全水分玉米进行储藏

监测的需要'

)?)?)

!

温度的影响
!

对于含水量较高的玉米#各类霉菌均可

在常规储藏的温度范围内生长'不同的温度可显著影响霉

菌生长和代谢的速度#从而对霉菌的过氧化氢酶活性和产生

*G,

"

有同步的影响'由图
)

可知#在设定的玉米水分条件

下!

"$?#I

$#较高的温度更适合霉菌产生
*G,

"

#在
!#\

和

!%\

条件下储藏
$A

时玉米中的毒素含量分别增加到

.?"

&

=

(

R

=

和
)?&

&

=

(

R

=

#

)%\

条件下玉米储藏
!%A

后
*G,

"

含量才增加到
!?!

&

=

(

R

=

'尽管各种温度条件对过氧化氢酶

活性变化和
*G,

"

含量增加速率影响的差异性较大#但其影

响的方向是完全一致的'数据的相关性分析结果显示#在

.)A

监测试验中#

)%

"

!%\

的温度条件在不同的时间点产

生
*G,

"

#与各时间点过氧化氢酶活性变化数据的相关性系

数大于
#?&%

#说明在不同的温度条件下#过氧化氢酶活性与

*G,

"

含量变化具有相同的变化规律'

!!

将玉米储藏在
)#\

条件下#过氧化氢酶活性在储藏至

)'A

时出现显著升高!

H

&

#?#%

$!图
)

$#主要是玉米中一些适

合低温环境的青霉菌等菌群生长所致#但在较低温度环境下

玉米水分含量为
"$?#I

图
)

!

储藏温度对过氧化氢酶活性值变化及
*G,

"

含量变化的影响
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第
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卷第
"

期 张耀磊等"基于监测过氧化氢酶活性对储藏玉米
*G,

"

污染的早期预警
!



黄曲霉菌也会缓慢的生长#一般黄曲霉菌产毒的起始温度在

")\

左右'在本试验中#

)#\

试验组玉米产生
*G,

"

的时间

延迟到第
%(

天#表明只要在霉菌可生长的温度范围#储藏玉

米就存在污染毒素的概率'因此#与
*G,

"

无关的青霉菌生

长可显示储藏玉米具备霉菌可生长的环境#间接预警储藏的

安全风险'在实际应用中#可将过氧化氢酶活性变化与环境

温度等因素结合#量化评估玉米储藏的安全性#对储粮处理

方案进行科学决策'

)?!

!

利用过氧化氢酶活性变化预警玉米污染
*G,

"

的特性

和方法

!!

在常规玉米储藏的条件下#受环境湿度或粮堆微环境湿

热扩散等因素的影响#玉米可能因籽粒外层含水量的升高而

导致霉菌的生长#这个过程通常比较缓慢#如果在霉菌产毒

前发现预警信号#只需几天的粮仓常规通风或降温等方法处

理#就能有效遏制玉米污染
*G,

"

)

)

*

'

由表
)

可知#在不同的储藏条件和玉米基质中#

*G,

"

的

产生和过氧化氢酶活性变化速率均有较大的差异#但无论在

哪一种储藏条件下#过氧化氢酶活性的变化始终先于
*G,

"

的产生'在
(

组试验中#过氧化氢酶活性出现显著升高!

H

&

#?#%

$的时间比
*G,

"

含量显著增加!

H

&

#?#%

$的时间分别提

前
.

"

)"A

#比玉米中
*G,

"

达到食品安全临界点的
)#

&

=

(

R

=

分别提前
(

"

.)A

'这一时间提前量可以满足对具有染毒风

险玉米进行控制处理的需求'比较表
)

的各组数据还可发

现#产毒速率越慢的试验组霉菌产毒与酶活性变化的数值差

异越大#这一特性有其独特的价值'实仓储藏的粮食一般原

始水分均会符合安全储藏要求#但在储藏期间受吸湿等多种

因素影响而引发霉菌的缓慢生长#在这种情况下#储粮中霉

菌的呼吸+代谢作用较弱#没有明显的产热和产生二氧化碳

的现象#现有检测粮温和粮堆二氧化碳浓度等监测方法对其

活动难以有显著的响应#因此#检测过氧化氢酶活性变化的

方法可弥补现有各种储粮监测方法的缺陷'

!!

由于霉菌合成
*G,

"

与过氧化氢酶活性变化的关系是非

线性的#增加了根据过氧化氢酶活性推导玉米毒素污染量的

难度'虽然根据储藏的温度+玉米水分含量等参数可以找到

过氧化氢酶活性变化预测
*G,

"

的关系!见图
"

+

)

$#但实际

应用时当粮堆温度+相对湿度等参数发生复杂变化时将增大

表
)

!

过氧化氢酶对储藏玉米
*G,

"

变化的响应特性

J6Q8@)

!

T@N

P

D:AB;6M6BL@M7NL7BNDKB6L686N@6BL7S7L

O

D:

*G,

"

BD:L657:6L7D:DKNLDM@A567a@

*G,

"

含量

显著增加的

时间(
A

酶活性显

著升高的

时间(
A

*G,

"

显著

升高时酶

活性值(
c

*G,

"

达到

)#

&

=

(

R

=

的

时间(
A

*G,

"

达到

)#

&

=

(

R

=

酶

活性值(
c

% " "%% $ !&"

$ " "$# "# )$(

' ) )"' "# )'#

& ! )## "# )(#

") . ))$ "' .##

)' $ .(! .& "#).

!% ". $#. %( ")$(

检测的误差'因此#需要构建一个有效的预警程序'对不同

储藏条件玉米进行产毒试验#检测过氧化氢酶活性变化#并

对数据进行回归分析#结果表明!表
!

$#尽管各玉米储藏试验

组之间的霉菌产毒速率差异高达
"?%

万倍#但在玉米
*G,

"

含量变化期间过氧化氢酶活性变化呈现线性关系#试验数据

与函数式的相关性系数大于
#?&%

'进一步分析过氧化氢酶

活性变化的特征#发现在一个时间段中过氧化氢酶活性的增

速决定线性方程的参数#只要计算出某一定时间段的过氧化

氢酶活性增加速率#即可在表
!

中找到适用的线性方程#可

利用该函数式简单地计算出未来任何时间点预测的酶活性

值'有了这种方式#就可以正确地选择过氧化氢酶活性与

*G,

"

的二次曲线函数式#预测玉米污染
*G,

"

的趋势'

表
!

!

玉米污染
*G,

"

期间过氧化氢酶活性的变化规律

J6Q8@!
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*G,

"

储藏
.)A*G,

"

含量(

!

&

=

/

R

=

3"

$

过氧化氢酶活性

!

@

$与储藏时间!

1

$

的函数关系

酶活性检测值

与函数式的

相关系数!

H

$

过氧化氢酶

活性增速(

!

c

/

A

3"

$

#?!̀ #?)

@

].?(13%?) #?&(

&

%#

#?(̀ #?)

@

]'?)13)?% #?&' %

"

"#

)?)̀ #?%

@

]")?)13(?" #?&& "#

"

)#

$?(̀ "?)

@

])$?'13$.?& #?&' )#

"

!#

"($?'̀ ")?#

@

]!)?.13..?( #?&( !#

"

%#

.%##?#̀ %'?)

@

]$(?$13")'?$ #?&'

$

%#

!

!

结论
过氧化氢酶活性值可反映玉米中霉菌的生理活动状态#

与玉米储藏期间污染
*G,

"

可以建立间接的联系'在不同的

储藏条件和各种产毒特性下#可以拟合出一系列
*G,

"

产生

量与过氧化氢酶活性值变化的二次函数式#这是进行玉米污

染
*G,

"

预警的基础'在储藏温度和玉米含水量不变的条件

下#可以根据预先试验获得的酶活性与
*G,

"

变化关系曲线

评估玉米储藏的风险#其准确性+稳定性和灵敏度均可满足

保障玉米安全储藏的要求'

在常规储藏条件下#玉米霉变的发生源于含水量和储藏

温度的变化#为了对玉米污染
*G,

"

进行预警#需要监测过氧

化氢酶活性的变化#先根据酶活性的变化速率确定适用的过

氧化氢酶活性变化线性方程#然后计算出一定时间后的过氧

化氢酶活性变化预测值#找到相匹配的酶活性值与
*G,

"

产

生量函数式#计算出玉米储藏安全最高容许的过氧化氢酶变

化峰值#通过控制玉米的储藏温度和含水量达到遏制污染

*G,

"

超标的目标'

!!

当然#玉米的储藏条件有大量的组合#而且可能处于变

化状态%玉米品种+品质等因素也可能影响黄曲霉菌产毒的

速率'因此#要确保玉米储藏的安全性#还需研究更多的影

响参数#通过系统的试验构建完善的数据库#实现对玉米污

染
*G,

"

的准确预警'
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图
$

!

1]"

截面速度分布云图
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(

!

结论
冷藏运输车供冷受限于驱动条件#一般功率较小#因此#

保证温度均匀#合理分配冷量是气流组织过程的重点内容#

本研究结论如下"

!

"

$多温区冷藏车中靠近出风口最近的冷间流场流速

分布不均匀#中间区域温度较高#气流组织过程中应采用导

流手段使中间区域流速增加'

!

)

$沿车厢宽度方向温度分布中间低#两端高#在布置

风口时可以采用多个风口在宽度方向平均分配的方式#有利

于宽度方向温度均匀'

!

!

$本研究基于空载工况下#考虑实际工况食品的冷藏

要求#建议冷风机出风速度在
"

"

%5

(

N

左右'

!

.

$适当增加冷冻室长度#使冷冻间+冷藏间和常温间

之间沿车长方向长度保持合理比例#避免冷气冲击隔板产生

摩擦热量#有利于冷却出风口下部区域'

!

%

$出风口方向可以适当向上倾斜#有利于沿车长方向

冷空气均匀分布'

!!

!

(

$冷间之间尽量采用导热系数小的隔板#更有利于保

持温度分区'
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