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脱氧雪腐镰刀菌烯醇降解酶的
异源表达及应用
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摘　要：本研究聚焦于评估两种酶—GsLiP（源自 Gelatoporia subvermispora 的木质素过氧化物酶）和 CrMnp（源

自 Ceriporiopsis rivulosa 的锰过氧化物酶）对脱氧雪腐镰刀菌烯醇（Deoxynivalenol，DON）的降解能力及其酶学

性质。结果表明，在 pH4.5和 30 ℃ 的条件下，GsLiP和 CrMnp均能有效降解 DON，且在 24 h时降解率均超过

50%。分子对接模拟显示两种酶与 DON之间的结合能为−34.78 kcal/mol和−33.38 kcal/mol，表明其具有较强的

DON降解能力。经酶处理后的 DON对 Caco-2细胞的毒性显著降低，1 μg/mL的 DON经过降解后对细胞抑制率

低于 10%。此外，GsLiP和 CrMnp两种酶在小麦基质中对 DON的降解率分别达到 23.07%±0.59%和 24.63%±
0.20%。综上，这两种酶在温和条件下对 DON具有高效降解能力，在细胞毒性评估和小麦基质应用中展现出显著

的降毒效果和实际应用潜力。
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Abstract：This study investigated the degradation efficiency and enzymatic characteristics of two fungal enzymes—GsLiP
(lignin  peroxidase  derived  from  Gelatoporia  subvermispora)  and  CrMnp  (manganese  peroxidase  derived  from
Ceriporiopsis  rivulosa)—against  deoxynivalenol  (DON).  Under  optimized conditions  of  pH4.5 and 30 ℃,  both  enzymes
exhibited significant DON-degrading activity, achieving degradation rates exceeding 50% within 24 h. Molecular docking
analysis  revealed  strong binding  affinities  between the  enzymes  and DON,  with  binding  energies  of −34.78  kcal/mol  for
GsLiP  and −33.38  kcal/mol  for CrMnp,  supporting  their  high  degradation  potential.  DON cytotoxicity  was  significantly
reduced following enzymatic treatment,  as evidenced by a cell  inhibition rate of less than 10% in Caco-2 cells at  a DON
concentration of 1 μg/mL. In a wheat matrix, GsLiP and CrMnp achieved degradation efficiencies of 23.07%±0.59% and  
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24.63%±0.20%, respectively. These findings underscore that GsLiP and CrMnp can effectively degrade DON under mild
conditions, significantly reducing its toxicity, and highlight their potential applications in mitigating DON contamination in
food safety and agricultural contexts.

Key words：deoxynivalenol；biodegradation；peroxidase；cytotoxicity

脱氧雪腐镰刀菌烯醇（Deoxynivalenol，DON）是

一种由镰刀菌属真菌产生的次级倍半萜类代谢产物，

是小麦赤霉病和玉米赤霉病主要病原菌所产生的单

端孢菌毒素[1−2]。DON污染严重可导致小麦、玉米、

大麦和水稻等禾谷类粮食作物产量下降，并具有系列

生物毒性[3]。因此，DON的广泛污染给农业和畜牧

业带来严重损失。猪对 DON特别敏感，猪饲料中

DON含量超过 1 μg/kg时，即可引起猪食欲下降、呕

吐甚至拒食，导致体重增长缓慢[4−5]。帝斯曼（DSM）

公司关于动物饲料中真菌毒素污染的调查研究发现，

2023年中亚地区抽检样品中 DON含量高于风险阈

值的比例达到 100%，而中国受 DON污染高于风险

阈值的样品比例为 78%（结论来源于：http://www.
biomin.net）。人和动物暴露于 DON后，易引发免疫

功能障碍、生殖问题、畸形效应、癌症风险增加以及

细胞间通信的异常[2,6−7]。DON的毒性机制在于其与

核糖体结合，干扰 60S亚基活性，抑制蛋白质合成，

并错误激活相关激酶和 MAPK信号通路，破坏线粒

体和细胞膜，诱导脂质过氧化，影响细胞生长分裂[8]。

DON同时危及农作物生产以及人与动物的健康，其

广泛存在和高毒性使其成为食品安全和公共卫生领

域亟待解决的重要问题。

DON具有高度的化学稳定性和耐热性[9]。已有

一些研究探索了利用物理、化学及生物方法来降解

DON[10−11]。然而，物理和化学法降解毒素由于去除

效果不稳定、难以规模化处理、营养成分损失大和化

学物质残留等缺点而受到限制[12−13]。生物降解方法

因其绿色、高效、特异性强等优势而备受关注。研究

表明，微生物可利用其自身结构实现对毒素的吸附，

细菌细胞壁中的葡聚糖和甘露聚糖是吸附 DON的

关键成分[14−15]。已有超过 20种微生物在其代谢路

径中被确认为对 DON具有活性作用[16]。

酶降解法作为一种利用微生物分泌酶进行解毒

的技术，能够将 DON转化为毒性较低或无毒的物

质[17]。酶降解法不受微生物生长周期的限制，能够实

现对解毒反应更为精确的调控，并有效规避微生物可

能带来的致病风险。但目前 DON降解酶类报道有

限，亟需挖掘可有效降解 DON的酶类。木质素酶可

通过环氧开环反应氧化苯环，作用于酚类、非酚类芳

香化合物和氨基芳香化合物，产生酚氧化物和羟基自

由基 [18]。这类酶包括木质素过氧化物酶（Lignin
peroxidase， LiP） 、锰过氧化物酶 （Mn-dependent
peroxidase，MnP）和漆酶（Laccase）等[19]。研究表明，

从金针菇中提取的过氧化物酶在 50 U/g用量下，仅

有 60%的 DON被降解[20]。此外，白腐真菌中的锰

过氧化物酶需经过 72 h孵育，对 DON的降解才能

达到 92%[21]。然而，这类酶在降解 DON时存在所需

的酶量较大、反应时间较长，且应用场景有限等缺

陷。鉴于木质素降解酶在降解 DON方面的研究价

值和应用前景，且不同来源的酶活性各异，因此，从多

种微生物中筛选出更多能高效降解 DON的木质素

酶显得尤为重要，这不仅有助于丰富酶资源库，还可

能在降解性能和应用上带来新的优势。本研究通过

BlastP比对，从 NCBI数据库中筛选出两种新的木质

素降解酶 GsLiP和 CrMnp，对这两种酶进行克隆表

达，并对其酶学特性进行表征，验证其对 DON的有

效降解能力，并利用 Caco-2细胞模型进行毒性分析，

拟为这些酶在粮食和食品工业中的实际应用提供研

究基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

质粒提取试剂盒　天根生物技术有限公司；咪

唑、氨苄青霉素、异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷

（isopropyl-β-D-thiogalactoside，IPTG）　生工生物工

程有限公司；DON（纯度≥97%）　青岛普瑞邦生物

工程有限公司；2,20-连氮基-双（3-乙基苯并噻唑啉-
6磺酸）（ABTS）、氯化钠、磷酸氢二钠、硫酸锰、丙

二酸、一水合丙二酸钠、聚氰基丙烯酸正丁酯

（Bicinchoninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒、基因表

达宿主菌株 E. coli BL21（DE3）　上海泰坦科技股份

有限公司；氯化血红素　伊诺凯科技有限公司；十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶

快速制备试剂盒、蛋白 Marker、蛋白上样缓冲液

　上海雅酶生物医药科技有限公司；Cell Counting
Kit8（CCK-8）试剂盒、无缝克隆试剂盒、蛋白纯化试

剂盒　上海碧云天生物技术有限公司；含有目的基因

的 pET28（+）质粒　天霖生物科技无锡有限公司；

Caco-2人结肠癌细胞株　上海赛百慷生物技术股份

有限公司。

Agilent  6470B  LC/TQ、 Agilent  1290  Infinity
II液相色谱-质谱联用仪（LC-MS）　安捷伦科技有限

公司；JY92-IIN超声波细胞粉碎机　宁波新芝生物

科技股份有限公司；Nano-300微量可见分光光度计

　上海元析仪器有限公司；BJ-150型多功能粉碎机

　德清拜杰电器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   GsLiP和 CrMnp质粒构建　本研究所用的

2组 DON降解酶基因序列来自 Gelatoporia  subv-
ermispora 菌株木质素过氧化物酶 GsLiP（GenBank：
AAO61784.1）和来自 Ceriporiopsis rivulosa 菌株锰
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过氧化物酶 CrMnp（GenBank：ABB83812.1），并将

其克隆到（+）pColdⅡ中。使用的引物见表 1，使用三

对引物通过 PCR扩增出 GsLiP和 CrMnp两种目的

酶以及 pColdⅡ载体，然后将三种 PCR产物纯化，纯

化后的产物通过无缝克隆试剂盒连接，以获得

pColdⅡ-GsLiP和 pColdⅡ-CrMnp，将这 2个重组

质粒转化到大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞。测序

正确后进行蛋白表达。
  

表 1    引物设计
Table 1    Primer design

引物 序列

R-pColdⅡ CATATGATGATGATGATGATGCACTTTGTGATTC
F-pColdⅡ GAATTCAAGCTTGTCGACCTGCAGTCTAG
R-CrMnp CGACAAGCTTGAATTCGGATCCTTACG
F-CrMnp CATCATCATCATATGGAGCTCATGGCTTTC
R-GsLiP CGACAAGCTTGAATTCGGATCCTTACG
F-GsLiP CATCATCATCATATGGAGCTCATGGCATTTG

 

 1.2.2   酶蛋白表达和纯化　参考王晓璐 [22] 和汪

洋等[23] 的方法，将含有 pColdⅡ-GsLiP和 pColdⅡ-
CrMnp的大肠杆菌 BL21（DE3）菌株接种在含有

50 μg/mL氨苄青霉素的 LB培养基中，于 37 ℃ 以

220 r/min振荡培养 8 h。按照 1%的接种量将预培

养物接种到 200 mL的 LB培养基中培养至 OD600=
0.6~0.8，添加终浓度为 2  mmol/L的 IPTG，并在

16 ℃ 下 180  r/min振荡 20  h，在添加 IPTG的 6  h
后，每隔 2 h添加 20 μL的 1 mol/L氯化钙和 100 μL
的 10 g/L氯化血红素，总计 5次。诱导结束后，收集

表达细胞重悬于 1×PBS缓冲溶液并进行超声破碎。

将超声处理的混合物在 4 ℃ 下以 10000 r/min离心

30 min，随后上清液经 0.45 μm滤膜过滤后加入到

3 mL Ni-NTA琼脂糖纯化柱中。用 3 mL洗涤缓冲

液 （ 20  mmol/L磷酸氢二钠 ， 500  mmol/L  NaCl，
20 mmol/L咪唑）和 1 mL洗脱缓冲液（20 mmol/L磷

酸氢二钠，500 mmol/L NaCl，40~100 mmol/L咪唑）

纯化目的酶。通过 10 kDa超滤管浓缩蛋白并去除

咪唑。采用 SDS-PAGE电泳检测表达情况，通过凝

胶成像系统拍摄电泳图谱，并与蛋白 Marker进行对

比，将达到电泳纯的酶合并。将合并后的酶液装入透

析袋（Mw：7000）中，随后置于 1×PBS缓冲溶液中透

析 6 h，共计 2次，所获酶液于 4 ℃ 保存。采用 BCA
法测定酶蛋白浓度，将牛血清蛋白（Bovine serum
albumin，BSA）进行梯度稀释后加入工作液，37 ℃ 孵

育 30 min，然后在 562 nm处测定吸光度并绘制标准

曲线。同样的方法用于处理待测酶液，依据标准曲线

计算实际浓度。纯化后的酶在 50 mmol/L pH4.5丙

二酸缓冲液中进行紫外-可见光谱分析。扫描范围

为 230~800 nm。通过计算 Rz值（Rz=A407/A280）来

评估蛋白质的复性效率。

 1.2.3   酶活性测定　1  mL重组酶 （2  mg/mL）在
50 mmol/L丙二酸（1 mmol/L ABTS、1 mmol/L MnSO4

和0.1 mmol/L H2O2，pH4.5，25 ℃）缓冲溶液中反应

3 min，紫外分光光度计监测 420 nm处 ABTS（ε420=
36000 （mol/L）−1·cm−1）的氧化速率确定酶的活性。

一个单位（1 U）的酶活性被定义为在标准分析条件下

每分钟催化 1 μmol底物的酶量。

 1.2.4   酶对 DON的降解效果　DON的降解反应在

pH4.5的 50 mmol/L丙二酸缓冲液中进行。体系包

括：5 U/mL酶、1 mmol/L MnSO4、0.1 mmol/L H2O2

和 5 μg/mL DON。在 30 ℃ 下反应 0、1、3、6、12、24
和 36 h，同时轻轻摇动，以确定最佳生物降解时间。

在 98 ℃ 加热反应 2 min终止反应。以不加酶的反

应体系作为阴性对照。

 1.2.5   酶学性质探究

 1.2.5.1   探究 pH和温度对重组酶活力的影响　选择

pH4~6范围的丙二酸缓冲溶液制备反应液，于 25 ℃
孵育，酶活最高的 pH条件被视为最适 pH，将该最

适 pH条件下的相对酶活设定为 100%。选择 pH4.5
的丙二酸缓冲溶液，在 20~40 ℃ 下水浴孵育。酶活

最高的温度条件被视为最适温度，将该温度条件下的

相对酶活设定为 100%。

 1.2.5.2   探究 pH和温度对酶对呕吐毒素降解效果的

影响　研究酶在 pH4.5下，不同温度（20、30、40、
50、60、70、80 ℃）对 DON的降解效果；研究温度

为 30 ℃ 时，不同 pH（3、3.5、4、4.5、5、5.5、6）对
DON的降解效果。在 98 ℃ 加热反应 2 min终止反

应。以不加酶的反应体系作为阴性对照。

 1.2.6   分子对接模拟　使用 Autodock Tools 1.5.6进

行降解酶和 DON之间的对接研究。通过 AutoDock
Tools对蛋白质和配体进行预处理，包括添加氢原

子、计算电荷和删除水分子（对蛋白质）以及能量最

小化（对配体）。然后，在 AutoDock Tools中定义一

个对接盒以覆盖蛋白质的活性位点。使用 Auto-
Dock Vina软件进行分子对接，并设置相关参数（蛋

白质和配体的文件路径、对接盒的参数、输出文件的

路径等）。对接完成后，分析多个配体构象的对接得

分，选择最佳构象进行进一步分析。使用分子可视化

工具查看和分析最佳构象，分析蛋白质与配体之间的

相互作用。

 1.2.7   体外细胞毒性实验　Caco-2细胞株在含有

10%胎牛血清的 DMEM培养基中进行培养，培养条

件为恒温 37 ℃ 和 5% CO2 环境。经过两次细胞传

代后，离心收集细胞，并将其接种至 96孔培养板中，

每孔的细胞密度设定为 1.0×105 cell/mL，37 ℃ 培养

24 h[24]。加入含有不同浓度 DON的培养液，控制终

浓度分别为 1、2、5 mg/L；设置对照组为正常培养的

Caco-2细胞，实验组则包括：a.添加不同浓度 DON
（1、2、5 mg/L）的细胞培养液；b.在相应 DON浓度下，

经过酶降解处理后产物的细胞培养液。使用 CCK-
8试剂盒，按照说明书测定细胞活性的抑制率[25]。
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抑制率(%) =
(
1−实验组OD值
对照组OD值

)
×100 式（1）

 1.2.8   酶对霉变小麦的降解效果的验证　使用粉碎

机将小麦磨碎，过 80目筛。称取粉状小麦 5.0 g加

入 50 mL离心管中后灭菌。将发霉小麦（经检测

DON含量为 2.31~2.44 mg/L）浸泡在含有 GsLiP和

CrMnp的丙二酸缓冲溶液中。在 30 ℃ 和 pH4.5的

环境下反应，分别在 0、12和 24 h取样，98 ℃ 加热

反应 2 min终止反应，旋涡振荡 5 min，10000 r/min
离心 1 min，利用 1 mL无菌注射器吸取上清液，过

0.22 μm的水系滤膜收集到进样小瓶中，处理后的样

品保存在-20 ℃。DON降解率（%）计算方法如下：

R(%) =
Rb−Ra

Rb
×100 式（2）

式中：R表示 DON降解率，%；Rb表示原样品

中 DON含量，μg/mL；Ra表示酶解后样品中剩余的

DON含量，μg/mL。

 1.2.9   液相色谱-质谱联用仪（LC-MS）分析 DON浓

度　反应结束后取 1 mL样品，0.22 μm水系滤膜过

滤后转移至色谱进样瓶中。液相色谱条件：通过装配

C18 液相色谱柱（柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm；填

料粒径 1.7 μm）的 LC-MS系统测定反应体系中的

DON浓度。流动相 A相：0.01%氨水溶液；B相：

乙腈。梯度洗脱：2% B（0~0.8  min），24% B（3.0~
4.0 min），100% B（6.0~6.9 min），2% B（6.9~7.0 min）；
流速：0.35 mL/min；柱温：40 ℃；进样体积：10 μL。
质谱条件：电喷雾离子源（负离子模式），母离子：295
m/z，锥孔电压：14 eV，定量离子：265 m/z，碰撞电压：

12 eV，定性离子：138 m/z，碰撞电压：18 eV。采用

0.1~10 μg/mL的 DON标准品建立标准曲线，以浓度

（X）对峰面积（Y）进行线性拟合，并据此计算样品中

DON的浓度。

 1.3　数据处理

每个实验重复 3次，利用 GraphPad  Prism  8、
AutoDock Vina、PyMOL进行数据图像绘制，统计计

算使用 SPSS 26.0分析（P<0.05）。

 2　结果与分析

 2.1　质粒构建

将 优 化 后 的 GSLiP和 CrMnp基 因 插 入 到

BamHI和 Xhol之间的质粒 pColdⅡ中，得到重组质

粒 pColdⅡ-GSLiP和 pColdⅡ-CrMnp。用三对引物

对载体 pColdⅡ和两个酶的目的基因进行 PCR扩

增，扩增产物用 1%琼脂糖凝胶鉴定后得到的实验结

果显示（图 1），pColdⅡ载体大小为 4407 bp，GsLiP
是源自 Gelatoporia subvermispora 基因组的一个木

质素过氧化物酶基因，其长度为 1134 bp[26]。CrMnp
是从 Ceriporiopsis rivulosa 基因组中鉴别出的一个

锰过氧化物酶基因，其长度为 1134 bp[27]，均与预期

片段大小相符。

 2.2　GsLiP和 CrMnp的表达和纯化

GsLiP能编码 377个氨基酸，Expasy网站预测

的分子量约为 41.3 kDa（图 2a）。CrMnp能编码 378

个氨基酸，预测的分子量约为 41.8 kDa（图 2b）。经

过蛋白电泳检测，这两种蛋白质的实际分子量均与理

论预测值相符。

紫外-可见光谱分析结果显示，纯化后的 GsLiP
和 CrMnp酶均呈现出与含有血红素酶相似的典型

特征[28]。血红素是过氧化物酶的重要辅基，血红素中

的铁原子在静止状态下通常处于 Fe3+的氧化态，能够

与过氧化氢等底物发生反应。具体来说，GsLiP和

CrMnp分别在 405 nm和 408 nm处存在一个明显
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图 1    质粒的构建和 PCR扩增结果

Fig.1    Construction of plasmids and PCR amplification results
注：（a）GsLiP质粒简图；（b）CrMnp质粒简图；（c）pColdⅡ、
GsLiP和 CrMnp基因 PCR扩增。其中 ，M为 5000  bp的
DNA标记，A为 pColdⅡ基因扩增，B为 GsLiP基因扩增，
C为 CrMnp基因扩增。
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的吸收峰，这些特定的吸收峰是血红素辅基的典型光

谱特征，这充分证明了血红素基团已经被成功掺入到

纯化的重组蛋白质中（图 2c）。此外，纯化的 GsLiP
和 CrMnp 的 Rz值（A405/A280 和 A407/A280）均为 1.8。
Rz值的变化提示酶功能活性和稳定性的变化，Rz值
是表征酶分子中血红素辅基含量的关键指标。由于

这两种酶的活性均依赖于血红素，因此 Rz值能直接

反映其功能活性和结构稳定性：高 Rz值表明血红素

结合完整，预示着高活性与高稳定性；反之，其变化则

提示酶功能可能受损[29]。

 2.3　GsLiP和 CrMnp对 DON的降解效果

如图 3 所示，含  5 U/mL 的纯化的  GsLiP 和
CrMnp 酶在 24 h 对 DON的降解率达到 51.75%±
0.52% 和 55.19%±0.43%，在反应初期 0~3 h 内，酶与

DON 的反应并不明显，3 h后降解率仅为 11.34%±
0.73%和 16.47%±0.31%，在 3~24 h中，随着反应时

间的延长，DON的降解率不断升高。反应 24 h后，

反应体系出现絮状沉淀，酶逐渐失活，DON的降解速

率虽略有下降，但其整体降解过程已进入稳定阶段。

酶的纯度及其所来源的物种不同，会对毒素的降解效

果产生影响。不同物种来源的酶在结构、催化机制

和底物特异性上可能存在差异，这些差异会导致酶在

相同反应条件下的催化效率、稳定性和产物特异性

有所不同[30−32]。BsDyP在反应初期降解 DON速度

较慢，6 h降解 1.99%，12 h后降解速度加快，24 h内

降解 46.56%[33]。BaDyP对 DON的降解率从 6  h
的 10.69%增至 48 h的 72.98%[34]。这表明不同来

源的酶在降解 DON方面表现出了不同的效率和动

力学特性。

 2.4　酶学性质表征

酶的作用机制涉及将底物分子结合到其活性中

心。活性中心的三维结构对于催化反应至关重要，

而 pH的变化能够影响氨基酸残基的电荷状态，进而

改变活性中心的构型[35]。在 25 ℃ 条件下，研究不同

pH对酶活性的影响，发现在 pH为 4.5时酶活性最

高，而在 pH6时，GsLiP和 CrMnp两种酶残余酶活

降至最大值的 33.37%和 42.27%（图 4a）。在 pH4.5
时，考察 20~40 ℃ 温度范围内酶活性的变化，结果显

示，两种酶在 30 ℃ 时活性最强，而随着温度的升高

或是降低，酶活性逐渐减弱，当温度升至 40 ℃ 时，

两种酶的剩余活性仅剩最大值的 34.46%和 41.98%
（图 4b）。

如图 4c所示，在 pH3~6范围内，两种降解酶在

不同的 pH下对 DON具有相似的降解率，在 pH3~
4.5时，随着 pH的升高，酶活性不断提高，DON的降

解率也逐渐提高。在 pH4.5时，GsLiP和 CrMnp对

DON的降解率分别达到 50.49%±1.29%和 53.90%±
1.62%。当 pH超过 4.5后，降解率随着 pH的提高不

断下降；在 pH为 5.5和 6条件下孵育 24 h后，两种

降解酶对 DON的降解效果相当。GsLiP和 CrMnp
在 pH3~6条件下对 DON都有降解效果，表明该两

种酶在较宽的 pH范围内具有一定的适应性。

在 pH4.5，温度 20~80 ℃ 范围内，考察温度对

DON降解率的影响，结果如图 4d所示。GsLiP和

CrMnp在 30 ℃ 时降解活性最高，对 DON的降解

率达到 52.69%±0.71%和 55.11%±0.50%，并且在

20 ℃ 表现出 20%以上的降解率。GsLiP和 CrMnp
在温度高于 40 ℃ 时活性急剧下降，说明其对高温敏

感。当温度超过 60 ℃ 后，GsLiP和 CrMnp对 DON
几乎无降解活性，这与其他木质素降解酶相似，在低

温和酸性条件下酶活性达到最佳[36−37]。
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at different times
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显著，P<0.0001。
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 2.5　分子对接结合模型

为了阐明本研究中所使用的酶与底物结合模式，

对降解酶和 DON进行分子对接，通过分析结合模式

和关键氨基酸残基来研究相互作用机制。GsLiP

和 CrMnp均能与 DON相互作用，其结合能分别为

−34.78 kcal/mol和−33.38 kcal/mol。相较于之前研

究的白腐真菌杂色木霉产生的漆酶 53739，其对 DON
的降解效率为 40%，结合能为−6.26 kcal/mol[38]。较

低的结合能通常表示配体与受体之间的结合更为紧

密，亲和力越高，这意味着更强的催化活性[39]。实验

证实了本研究中的两种酶展现出了更低的结合能，显

示出更强的降解能力。

DON降解的差异主要与残基的相互作用有

关。DON与 GsLiP和 CrMnp亲和力越高，其催化

能力就越强。分子对接结果如图 5a、c所示；在

酶 GsLiP中，由 ARG63、HIS67、PRO162、ILE171、
HIS193形成的活性口袋紧密地包围 DON分子

（图 5b），而 DON在酶 CrMnp中与 HIS67、PRO163、
PRO165、HIS194、PHE211、LEU260的侧链形成六

个氢键（图 5d）。这些参与氢键结合的氨基酸残基对

于酶与其底物之间的相互作用至关重要。此外，

GsLiP和 CrMnp对接的氨基酸残基差异如图 5a、
c所示。DON与 GsLiP的 Asp233以及 CrMnp的

Asp233形成的氢键长度均为 1.9 Å。这与 DON的

羟基与漆酶 53739的 Glu142形成的氢键长度一致，

这些长度都比 DON的氧原子与 Aolac2的 Asp233
形成的氢键长度要短，较短的氢键长度有助于增强酶

与毒素的结合力[38]，氢键越短，相互作用越强，从而增

强了酶与 DON之间的反应。氢键和范德华力对酶

及真菌毒素的稳定性具有显著的影响[39]。
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b

图 5    GsLiP、CrMnp与 DON的分子对接结合模型
Fig.5    Binding model of GsLiP and CrMnp with DON

by molecular docking
注：（a）GsLiP与 DON分子对接结果；（b）GsLiP与 DON结合
时附近的氨基酸残基；（c）CrMnp与 DON分子对接结果；（d）
CrMnp与 DON结合时附近的氨基酸残基。
 

 2.6　GsLiP和 CrMnp终产物对细胞的毒性评价

本试验采用经过降解酶处理和未处理的不同浓

度的 DON毒素单独染毒 Caco-2细胞，结果如图 6
所示。随着 DON刺激浓度的不断升高，毒素对细胞

生长的抑制越来越明显，在 DON染毒浓度为 1 μg/
mL时，抑制率在 20%左右，经 GsLiP和 CrMnp两

种酶处理的 1 μg/mL的 DON的降解产物，对细胞活
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Fig.4    Characterization of the enzymatic properties of GsLIP
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性的抑制率为 9.51%±1.22%和 8.27%±1.48%。当

染毒浓度达到 2 μg/mL，细胞抑制率达到 35.70%±
0.64%。而 2 μg/mL浓度的 DON经过降解后对细

胞活性的抑制率都在 20%以下；尽管 GsLiP和

CrMnp对 5 μg/mL的 DON降解率为 50%左右，但

降解后样品的细胞活性的抑制率仍维持在 20%以

上。实验结果表明，DON毒素对 Caco-2人克隆结肠

腺癌细胞培养有显著性抑制作用，而酶降解 DON毒

素后，对 Caco-2人克隆结肠腺癌细胞活性抑制率降

低。由此推测，DON经过酶处理后其产物毒性部分

降低。
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图 6    不同浓度 DON毒素降解前后对细胞活性影响结果
Fig.6    Effects of DON toxin degradation at different

concentrations on cell viability before and after degradation
注：****表示差异高度极其显著，P<0.0001。

 

 2.7　酶促降解小麦中 DON残留效率

在 30 ℃，pH4.5条件下研究降解酶对小麦中

DON残留量随时间变化的影响。结果如图 7所示，

受污染小麦的 DON初始含量在 2.11~2.22 μg/mL
之间，随着反应时间的推移，两种酶均能逐渐降低受

污染小麦中的 DON残留量。具体来说，经过 12 h
的处理，GsLiP和 CrMnp处理的样品中 DON残留

量相近，分别为 1.88 μg/mL和 1.89 μg/mL，对应的降

解率分别为 13.45%±0.42%和 11.29%±0.18%。在

12~24 h时间段内，DON降解速率有所减缓，24 h后

GsLiP和 CrMnp对DON的降解率分别达到 23.07%±
0.59%和 24.63%±0.20%。尽管两种酶均显示出对

DON的降解能力，但相较于电化学法在 60 min后降

解了 49.36%±0.81%的 DON仍有差距[40]，可能与食

品的含水量[41] 和形态复杂性[42] 有关。

 3　结论
本研究筛选了来源于 Gelatoporia  subvermis-

pora 的木质素过氧化物酶 GsLiP和来源于 Ceripo-
riopsis rivulosa 的锰过氧化物酶 CrMnp，皆在评估

其对 DON的降解能力、降解产物的细胞毒性以及在

食品中的应用潜力。结果表明，这两种酶对 5 μg/
mL的 DON处理 24 h后降解率达到 50%以上，在

常温（30 ℃）、酸性（pH4.5）条件下表现出最佳活性。

分子对接技术进一步揭示了两种酶的活性位点氨基

酸残基与 DON之间形成了强氢键，证实了其高效的

降解机制。此外，经酶处理的 DON降解产物对

Caco-2细胞的毒性部分降低，且在 DON阳性小麦样

本中，GsLiP和 CrMnp对 DON的降解率超过 20%。

综上所述，GsLiP和 CrMnp对 DON的高效降解能

力及降解产物的低毒性，为去除小麦中的呕吐毒素提

供了新的策略。
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图 7    GsLiP和 CrMnp在小麦样品中的应用

Fig.7    Application of GsLiP and CrMnp in wheat samples
注：***表示差异极显著，P<0.001。
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