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降解玉米赤霉烯酮芽孢杆菌
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摘　 要：从４００株芽孢菌中筛选到对玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）有较好清除作用的两株芽孢杆菌３７３ ２
和４１１ １，分别与玉米赤霉烯酮（１５ μｇ ／ ｍＬ）共培养８ ｈ和６ ｈ后，将其完全清除。通过１６Ｓ ｒＤＮＡ
序列分析鉴定，３７３ ２和４１１ １分别为一株新种芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。对
两株菌的玉米赤霉烯酮清除机理进行初步分析，结果表明，清除作用主要源自菌株胞外酶的降解
活性。　
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　 　 玉米赤霉烯酮（Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＮ），又称Ｆ － ２
毒素，其化学名为６ －（１０ －羟基－ ６ －氧基－十一
－碳烯基）β －雷锁酸内酯（图１），分子式为
Ｃ１８Ｈ２２Ｏ５，分子量为３１８． ３６。ＺＥＮ是世界上污染最
广泛的一种真菌毒素，能产生ＺＥＮ的镰刀菌包括禾
谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、三线镰刀菌（Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍ ｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ）、黄色镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｕｌｍｏ

ｒｕｍ）、克鲁克威尔镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｒｏｏｋｗｅｌｌｅｎｓｅ）
等，镰刀菌可侵染多种粮食作物，所以ＺＥＮ在小
麦、大麦、玉米、燕麦、高粱、小米及大米中均有检
出［１ － ３］。

ＺＥＮ通过被污染的谷物、粮食以及肉奶等食品
进入到人或者动物体内，可引发一系列的健康问
题［４］，如肝中毒［５］、致畸、致癌等，并产生雌激素综
合效应，包括外阴阴道炎、连续动情期、假孕、不育和
子宫增大等。ＺＥＮ污染给人类带来了巨大的经济
损失和健康威胁，越来越受到人们的关注。多年来，
国内外人士一直致力于ＺＥＮ的脱毒研究，目前的主
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要方法有物理、化学和生物方法。化学法包括臭氧
氧化［６］、化学试剂处理［７］等，物理法可通过热处理、
水清洗、辐照、物质吸附等方法来清除ＺＥＮ。但是
物理法和化学法在去除ＺＥＮ的同时，破坏谷物的营
养成分、造成营养物质的流失，毒副作用较大，并且
引发二次污染。目前关于微生物脱毒的途径可分为
两种：微生物自身吸附和微生物降解。微生物真菌
毒素生物降解法是指毒素分子的毒性基团被微生物
的次级代谢产物或者所分泌的胞内、胞外酶分解破
坏，同时产生无毒或低毒降解产物的过程，这种方法
具有专一性强、转化效率高的特点。所以生物降解
法是清除ＺＥＮ较为有效及可行的方法［８］。目前，国
内外已经分离出一些能够降解ＺＥＮ的菌株，如假单
胞杆菌（Ｐｓｅｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ）［９］、植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍｆｒｏｍ）［１０］。Ｋｒｉｓｚｔ Ｒ［１１］等人发现链
霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）和红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）能够高
效降解ＺＥＮ，且降解产物无毒。Ｔｉｎｙｉｒｏ等［１２ － １３］分
离出两株芽孢杆菌能够将ＺＥＮ转化成无毒产物，且
降解过程中有二氧化碳放出，降解酶为金属蛋白酶
类。Ｙｕ等［１４ － １６］曾报道不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ）
ＳＭ０４能够分泌一种过氧化物歧化酶，和ＺＥＮ的降
解有关，并将这种酶的基因在大肠杆菌和酿酒酵母
中成功表达。

本研究主要是以中国农业大学食品科学与营养
工程学院９８５平台菌种保藏与应用中心分离、保藏
的芽孢菌为研究材料，通过高通量筛选方法定向筛
选可降解ＺＥＮ的芽孢杆菌，并探索其降解机理。

图１　 玉米赤霉烯酮的化学结构式
１　 材料与方法
１． １　 材料和试剂

菌株：４００株芽孢杆菌均为中国农业大学食品
科学与营养工程学院９８５平台菌种保藏与应用中心
分离、保藏的菌株。

ＬＢ培养基：胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）１０ ｇ，酵母提取
物（Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ）５ ｇ，ＮａＣｌ １０ ｇ，ｐＨ ７． ０ ～ ７． ２，１２１

℃灭菌３０ ｍｉｎ。
试剂：胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母提取物（Ｙｅａｓｔ

ｅｘｔｒａｃｔ）购自英国Ｏｘｏｉｄ公司；色谱纯乙腈、甲醇购自
Ｄｉｋｍａ公司；ＺＥＮ标准品购自Ｓｉｇｍａ公司；引物２７Ｆ、
１４９５Ｒ购自英潍捷基公司。
１． ２　 仪器设备

高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ５１５ ／ ７１７ ／ ４７４）：美国
Ｗａｔｅｒｓ公司；控温控湿摇床（ＩＳＦ１ － Ｘ）：Ａｄｏｌｆ Ｋｕｈ
ｎｅｒ公司；高速离心机（８５１０Ｒ）、ＰＣＲ仪（２２３３１）：德
国艾本德股份公司；高压细胞破碎仪（ＴＳ２ ／ ４０ ／ ＡＡ ／
ＡＡ）：英国Ｃｏｎｓｔａｎｔ Ｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 ＺＥＮ降解菌株的筛选

ＺＥＮ降解菌株的初筛与复筛按照之前文献报
道方法进行［１７］。
１． ３． ２　 ＺＥＮ的检测［１８］

取待测样品，加入等体积的甲醇，充分混合后静
置至少１ ｈ后，于１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的条件下离心１５
ｍｉｎ，取其上清液进行ＨＰＬＣ检测。

检测条件：安捷伦Ｃ１８柱（５． ０ μｍ，１５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ）；流动相，乙腈∶水∶甲醇＝ ４６∶ ４６∶ ８；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；检测波长：激发波长
２７４ ｎｍ，发射波长４４０ ｎｍ。

ＺＥＮ降解率／ ％ ＝（空白对照组ＺＥＮ含量－样
品组ＺＥＮ含量）／空白对照组ＺＥＮ含量× １００。
１． ３． ３　 ＺＥＮ降解菌株的１６Ｓ ｒＤＮＡ基因序列分析

将菌株于ＬＢ液体培养基中培养１２ ｈ后，按照
Ｐｒｏｍｅｇａ公司的基因组ＤＮＡ纯化试剂盒操作说明
提取基因组ＤＮＡ并作为１６Ｓ ｒＤＮＡ片段扩增模板。
ＰＣＲ扩增条件及１６Ｓ ｒＤＮＡ序列分析按照文献报道
方法进行［１７］。系统发育进化树使用Ｍｅｇａ ６． ０生物
信息学分析软件完成。
１． ３． ４　 菌株ＺＥＮ降解能力与活菌数的相关性

菌株与ＺＥＮ共培养，初始菌浓度为ＯＤ６００ ＝
０． ０５，设置３个重复。通过在不同的培养时间（１． ０、
２． ０、３． ０、４． ０、５． ０、６． ０、７． ０、８． ０、９． ０、１２． ０ ｈ）取样
进行ＨＰＬＣ检测，同时取样涂平板检测活菌数，分析
ＺＥＮ（１５ μｇ ／ ｍＬ）降解率和培养时间及活菌数的
关系。　
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１． ３． ５　 菌株吸附与降解ＺＥＮ的活性验证
将培养至稳定期的菌液等体积分为两份，一份

于１２１ ℃高压灭菌１５ ｍｉｎ的条件下进行灭活处理；
另一份暂不作任何处理。将上述两份细胞培养物在
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下离心１０ ｍｉｎ，用等量无菌水清洗菌体
３次，将菌体用含１０ μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ的等量无菌水悬
浮。以含ＺＥＮ的无菌水为空白对照，３７ ℃、２５０ ｒ ／
ｍｉｎ振荡培养７２． ０ ｈ，取样，离心取上清液，检测上
清液中ＺＥＮ的残留量。离心后的菌体用甲醇浸提
检测菌体对ＺＥＮ的吸附量。
１． ３． ６　 菌株中ＺＥＮ降解酶的定性、定位

（１）取培养好的菌液，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃离心２０
ｍｉｎ，上层清液过０． ２２ μｍ的水系滤膜，获得无细胞上
清液，４ ℃保存备用，下层细胞用Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ重新悬
浮，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃离心１５ ｍｉｎ，重复３次，冲洗３次
后用Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ重新悬浮。将重新悬浮的细胞于４ ℃
下用高压细胞破碎仪破碎３次。破碎后的细胞
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃离心１５ ｍｉｎ，上层清液过０． ２２ μｍ
的水系滤膜，即为细胞内容物。将过完膜后的细胞内
容物和原保留无细胞上清液分别分为两部分：未经处
理和经过蛋白酶Ｋ（６５ ℃水浴２ ｈ）处理的无细胞上
清液和细胞内容物；将处理好和未经处理过的无细胞
上清液及细胞内容物和ＺＥＮ（１０ μｇ ／ ｍＬ）共培养，每
个样品做３个重复，培养４８ ｈ后取样进行液相检测。

（２）根据１． ３． ６（１）中的结果，确定是无细胞上
清液对ＺＥＮ具有降解作用还是细胞内容物对ＺＥＮ
具有降解作用。将具有降解作用的无细胞上清液或
细胞内容物用ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超滤浓缩管（３Ｋ）浓缩１００
倍，进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳［１９］，并根据蛋
白条带切胶回收蛋白，回收的蛋白与１０ μｇ ／ ｍＬ的
ＺＥＮ共培养，４８ ｈ后取样，ＨＰＬＣ测定ＺＥＮ的含量。
２　 结果与分析
２． １　 ＺＥＮ降解菌株的筛选

将已有的４００株芽孢杆菌按照１． ３． １中的方
法，在ＬＢ培养基中与ＺＥＮ共培养，并按照１． ３． ２中
的方法检测，当菌株与ＺＥＮ（１０ μｇ ／ ｍＬ）共培养７２ ｈ
时，发现若干株菌菌液中ＺＥＮ峰（７． ２５ ｍｉｎ）完全消
失，说明这些菌株对ＺＥＮ的清除率达到１００％，根据
液相色谱图可以将这些芽孢杆菌分为两种类型：一
种是以３７３ － ２为代表，与对照组相比，共培养物中

ａ１ ＬＢ含ＺＥＮ；ａ２ ３７３ － ２、ＬＢ含ＺＥＮ；ａ３ ３７３ － ２、ＬＢ不含ＺＥＮ；
ｂ１ ＬＢ含ＺＥＮ；ｂ２ ４１１ － １、ＬＢ含ＺＥＮ；ｂ３ ４１１ － １、ＬＢ不含ＺＥＮ
图２　 菌株３７３ －２和菌株４１１ －１与ＺＥＮ共培养７２ ｈ后的液相色谱图
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只有杂质峰，没有新物质峰产生（图２ ａ２），另一种
是以菌株４１１ － １为代表，与对照组相比，液相色谱
图中除了杂质峰（１． ５３ ｍｉｎ），还有新物质峰（２． ５１
ｍｉｎ）产生（图２ ｂ２）。液相色谱图说明这两株菌可
能通过两种不同的途径清除ＺＥＮ。
２． ２　 ＺＥＮ降解菌株的１６Ｓ ｒＤＮＡ序列分析

将获得的序列通过Ｃｌｏｎｅ Ｍａｎａｇｅｒ ８进行分析
处理，去掉质粒序列，获得１６Ｓ ｒＤＮＡ序列。将３７３
－ ２和４１１ － １的测序结果在ＮＣＢＩ上经过ＢＬＡＳＴ

比对分析，结果显示菌株３７３ － ２和４１１ － １分别与
死谷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）和枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）的１６Ｓ ｒＤＮＡ序列的相似性最高，
达到９９％。从系统进化树分析结果（图３）可以看
出，３７３ － ２与死谷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）并
不处在同一分支，很有可能为一新种；４１１ － １与枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）在同一分支上，该比对
结果与ｇｙｒＢ基因序列比对结果相同，因此４１１ － １
为枯草芽孢杆菌。

图３　 基于１６Ｓ ｒＤＮＡ序列的３７３ － ２和４１１ － １菌株系统进化树
２． ３　 菌株ＺＥＮ降解能力与活菌数的相关性

在相同的初始菌体浓度下，菌株３７３ － ２和４１１
－ １分别能在８ ｈ和６ ｈ内将１５ μｇ ／ ｍＬ的ＺＥＮ完
全清除（图４）。两株菌株在０ ～ ２ ｈ内表现出不同
的清除能力，在２ ｈ时，二者的ＺＥＮ清除率分别达到
７． ４９％和３２． １６％，相对应的活菌数分别为０． ８９ ×
１０７ ＣＦＵ和１． ５９ × １０７ ＣＦＵ。在２ ～ ６ ｈ内，菌株３７３
－ ２和４１１ － １的ＺＥＮ清除速率都有较大幅度的增
加，分别上升至８５． １５％和１００％；６ ｈ时，菌株３７３
－ ２和４１１ － １的相应活菌数分别为９７． ６６ × １０７
ＣＦＵ和１６３． ６６ × １０７ ＣＦＵ，在稳定期的活菌数分别
约为１００ × １０７ ＣＦＵ和１７０ × １０７ ＣＦＵ。由此可见菌
株４１１ － １对ＺＥＮ的清除能力要优于菌株３７３ － ２，
可能是由于同一条件下相同培养时间内菌株４１１ －
１的活菌数都要高于菌株３７３ － ２。在前期研究中我
们已经发现，芽孢菌对ＺＥＮ的清除可能同时包含吸

附和降解作用［１７］。结合菌株３７３ － ２和４１１ － １的
生长曲线和降解曲线可知，菌株在０ ～ ２ ｈ时之所以
对ＺＥＮ降解速率较低，可能是由于菌株处在延滞
期，细胞数量少，吸附作用和相关毒素降解酶产量较
低；而在３ ～ ６ ｈ时菌株进入对数生长期，且细胞代
谢能力强，因此吸附效果和酶合成能力加强，使降解
速率提高。
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图４　 不同培养时间菌株３７３ － ２（ａ）和４１１ － １（ｂ）对
ＺＥＮ（１５ μｇ ／ ｍＬ）的清除率和相应活菌数

２． ４　 菌株对ＺＥＮ吸附与降解活性验证
将菌株３７３ － ２和４１１ － １的活细胞及失活细胞

与ＺＥＮ共培养，检测ＺＥＮ在共培养物上清液及菌
体细胞中的含量，判断对ＺＥＮ的清除作用是吸附还
是降解。在共培养一段时间后，发现菌株３７３ － ２和
４１１ － １的活细胞和失活细胞中都含有ＺＥＮ，表明
３７３ － ２和４１１ － １对ＺＥＮ都具有吸附作用（表１）。
且菌株３７３ － ２和４１１ － １的失活细胞对ＺＥＮ的吸
附能力都显著高于活细胞对ＺＥＮ的吸附能力（Ｐ ＜
０． ０５），这可能是由于热处理使细胞壁多聚糖和肽
聚糖的糖苷键或者肽键断裂，使肽聚糖结构变薄而
孔径增大，细胞对真菌毒素的吸附能力增加［２０］。活
细胞中和活细胞上清液中ＺＥＮ的含量表明：菌株
３７３ － ２对ＺＥＮ的吸附能力强于４１１ － １，且经过处
理的两株菌的活细胞除了对ＺＥＮ具有吸附作用外
还可能存在降解作用，菌株４１１ － １对ＺＥＮ的降解
活性要强于３７３ － ２。

表１　 菌株３７３ － ２和４１１ － １活细胞及失活细胞
对１０ μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ的清除效果

菌株 ＺＥＮ含量／ ％
活细胞 失活细胞活细胞上清液失活细胞上清液

３７３ －２ ２２． ８３ ± ０． ７ｃ ６０． ４２ ± １． ２ａ ４４． ３７ ± ３． ３ｂ ３７． ３７ ± ４． ６ｂ

４１１ － １ ８． ９８ ± ３． ４ｃ ３４． ０５ ± ３． ６ｂ １． ９８ ± ４． １ｄ ６１． ４６ ± ３． ３ａ

　 　 注：各处理间不含相同字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。

２． ５　 ＺＥＮ降解酶的定性和定位
菌株３７３ － ２和４１１ － １的无细胞上清液和细

胞内容物与ＺＥＮ共培养４８ ｈ，１０ μｇ ／ ｍＬ的ＺＥＮ可
被两株菌的无细胞上清液完全清除（图５），而细
胞内容物对ＺＥＮ也有少量清除，可能与未完全破

碎细胞对毒素的吸附有关。但经蛋白酶Ｋ处理过
的３７３ － ２和４１１ － １的无细胞上清液和细胞内容
物在与ＺＥＮ共培养４８ ｈ后，无细胞上清液和细胞
内容物对ＺＥＮ几乎没有降解效果，尤其是上清液，
基本丧失了ＺＥＮ的清除活性。由此可见，清除
ＺＥＮ的３７３ － ２和４１１ － １的胞外活性物质能够被
蛋白酶Ｋ水解而失活。因此推断该活性物质可能
是这两株菌分泌的胞外酶。

对两株菌的无细胞上清液浓缩后，进行非变性
丙烯酰胺凝胶电泳。菌株３７３ － ２和４１１ － １胞外蛋
白组成明显不同，如图６所示，３７３ － ２胞外蛋白条
带数目明显少于４１１ － １胞外蛋白条带数目。分别
对３７３ － ２和４１１ － １的胞外蛋白进行回收，并将回
收的蛋白和１０ μｇ ／ ｍＬ的ＺＥＮ共培养，４８ ｈ后取样
测定ＺＥＮ的含量，结果显示（图７）：菌株３７３ － ２和
４１１ － １的胞外蛋白和ＺＥＮ共培养４８ ｈ后，ＺＥＮ的
含量分别减少至６０． ０７％和４９． ７２％。因此进一步
确定，３７３ － ２和４１１ － １清除ＺＥＮ的活性物质源自
于这两株菌分泌的一种或几种胞外酶。

图５　 菌株３７３ － ２和４１１ － １无细胞上清液和细胞内容物对
ＺＥＮ（１０ μｇ ／ ｍＬ）的降解率

图６　 菌株３７３ － ２和４１１ － １无细胞上清液
非变性丙烯酰胺凝胶电泳
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图７　 菌株３７３ － ２和４１１ － １胞外酶对ＺＥＮ的降解情况
３　 结论

本研究主要通过菌株与毒素共培养的方法，筛
选出一株新种芽孢杆菌３７３ － ２及一株枯草芽孢杆
菌４１１ － １，它们分别能在８ ｈ内和６ ｈ内将１５ μｇ ／
ｍＬ的ＺＥＮ完全降解。液相结果显示两株菌对ＺＥＮ
的降解作用可能通过两种不同的途径。对降解机理
的研究表明，菌株可以通过细胞的吸附和酶活作用
共同清除ＺＥＮ，其中降解起到主要作用。

通过生物降解减少真菌毒素危害是近年来研究
的热点，本研究中所获得的ＺＥＮ降解菌株可为该领
域研究提供新的研究素材。在本研究基础上，我们
将进一步对降解酶进行分离纯化及降解产物结构的
鉴定，为ＺＥＮ生物脱毒的研究提供新的理论基础。
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