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黄曲霉毒素解毒酶的固定化及其性质的研究
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摘 要 黄曲霉毒素是农作物常见的受污染的霉菌毒素，毒性大，稳定性高，是潜在的肝癌致癌物，对人的危害较

大。该毒素的解毒与去毒一直是受到关注的问题。黄曲霉毒素解毒酶对黄曲霉毒素有特殊的去毒和降解作用，但

是该酶的稳定性离解决实际问题尚有一段距离。报道了对黄曲霉毒素解毒酶的固定化，并对固定化处理后酶的稳

定性、性质、催化活性、解毒活性进行了测定。结果表明，通过固定化操作酶的解毒活性被保留下来，酶的酸碱稳定

性、热稳定性、放置稳定性等均得到显著的提高。
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黄曲霉毒素是强的致畸变霉菌毒素，热稳定性

高，污染谱广泛，对人类的危害性较大。在过去的研

究中我们报道了，真菌中存在着可以降解黄曲霉毒

素（EF):/(;=AG，E98）毒性的酶［! H &］。近几年，我们对
该菌对 E98 的降解作用进行了进一步的研究。结
果显示该菌的胞内酶表现出对 E98 的去毒性作
用［&，7］。该酶命名为黄曲霉毒素解毒酶（EF):/(;=A3>-3
/(;=CIJ0-，EK8L）。酶离开自然环境在实际应用中
常常表现出不稳定性，而且 E98的脂溶性还要求黄
曲霉毒素解毒酶的解毒作用最好能够在油相中进

行。但使用有机溶剂的最大缺点，是由于缺少水分

而使得酶容易失活，称之为脱饱和作用。固定化技

术可以增强酶的稳定性，可以使酶避免被脱饱和。

此外，固定化解决了酶在有机相中发生沉淀的问题。

过去我们成功地用疏水吸附法分别对天冬氨酸酶和

前列腺素合成酶进行了固定化［#，5］，在本研究中采用

类似的方法对黄曲霉毒素解毒酶进行固定化，文中

研究了通过疏水吸附作用固定化于固相载体上的解

毒酶对黄曲霉毒素 M!的反应性和解毒酶稳定性的
影响。

! 材料和方法

! "! 材料
E9M!购自 ,=N0: 公司；其余均为分析纯试剂。

菌种：蜜环菌（3*4#,,+*#%,,+ G.*）。真菌解毒酶按照过
去介绍的方法提取［&］，然后冻干保存。烷胺基琼脂

糖由中山大学有机所合成。

! "# 方法
! "# "! 酶的固定化：解毒酶在载体（烷基或辛基3胺
基琼脂糖珠）上于 7O下进行吸附。干燥的载体于
70P磷酸3柠檬酸缓冲液（% *! 0()QP，.R 7*# S % *6）中
悬浮，其中含有 !% 00()QP TNU)$，% * & 0()QP VU) 和

!# 0N的酶粉（含蛋白质 5 * % 0N）。混合物缓缓地振
荡 7W，过滤除去原液，固定化酶以 # 0P .R 5* %磷酸
3柠檬酸缓冲液洗涤，随后溶液中蛋白质的含量和固
定化酶的活性，蛋白质含量用 M2:>F(2>法，以 M,E为
标准。

! "# "# 酶活力的测定：采用过去报道的方法［&］：
!&& *& AN E9M!溶解于预先 &%O下温浴 #0=A的含有
% *$ B 的酶和 !%%!P $ 00()QP 的 M:U)$ 的 ! 0P $%

00()QP 82=G3RU) 缓冲液（.R 5X5）中。&%O温浴 &%



!"#后，加入 $ !%冷甲醇终止反应，$&&& ’ ( )*+离
心 ,*!"#除去蛋白质。解毒酶对 -./)的解毒起催
化作用，使溶液中 -./) 的吸收值减小。测定
!"$0&，同时测定 -./) 的标准曲线。酶的 ) 个活力
单位定义为每分钟减少 )个 #!12的 -./)所需的酶
量。

! "# "$ 固定化酶的测定：固定化酶（& 3 * ’）悬浮于
预先 $&+下温浴 * !"#的 * !% &3 &* !124%、56 03 &
的磷酸7柠檬酸缓冲液中，加入 *&&!%的 -./)。温
育 0&!"#后离心，取上清，测量 $0&#!的吸光度。
! "# " % 固定化酶 #! 值的测定：分别加入 -./)
&8*、) 3,*、, 3*、*、)&!’于离心管中，0*+水浴中吹氮

气挥干；加入含 )&&!% , !!124% 的 /9:2, 和 ;<=>
*&!%的 ) !% ,& !!124% ?@"A76:2 缓冲液（56 03 0）
$&+ 温浴 *!"#后加入固定化酶 & 3 * ’，于 $&+下反
应 ,&!"#，离心，取上清，测量 $0&#! 的吸光度。同
时测定 -./)的标准曲线。

# 结 果

# "! 不同的烷胺基琼脂糖的影响
不同的正烷基7胺基7琼脂糖对酶的固定会有影

响。表 )显示了不同的烷胺基琼脂糖对解毒酶的吸
附作用。辛基7胺基7和苯基7胺基7琼脂糖表现出强
的疏水作用，具有较高的活性和高的固定化酶容量。

表 ! 在不同的亲水性载体上，固定黄曲霉毒素解毒酶（&’()）
(*+,- ! .//0+1,12*3104 05 &’() 04 6155-7-43 89670:80+1; ;*771-7<!

6BC@15D1E"F ’@1G5 -EA1@EHC 5@1IH"#4!’ J"H2C 1K 9EA1@EHC 5@1IH"#4L MHIH#I"1# A5HF"K"F 9FI"N"IB MH29I"NH 9FI"N"IB4L

ODH#B27 * 3&& P$ 3Q & 3&,$R **3S

/H#TB27 Q 3P* P& 3P & 3,S& SS 3,

$71FIB27 * 3,$ PS 3, & 3$)S R& 3*

"7#95DIDB27 * 3)$ P* 3* & 3)0& Q* 30

;"5DH#B27 Q 3,) S& 3) & 3)P& *) 3Q

$7EGIB27 $ 3RP 00 3Q & 3,0$ S* 3)

! & 3* ’ 1K $792UB2 1@ 9@B2 9!"#179’9@ EH9CA（AGFI"1#7C@"HC），)*!’ 1K H#TB!H 51VCH@（,3)G），Q !% 1K & 3* !124% W:2（56 *3*），9#C & 3) !124% F"I@"F75D1A7
5D9IH EGKKH@ VH@H AD9UH# K1@ Q D 9I Q+ 3

# "# :=值的影响
测定了 56值对解毒酶在辛基7胺基7琼脂糖珠

上吸附的影响。所得的结果如图 )。结果表明：蛋
白的吸附量、酶的活性在 56 *8*处达到最大值。该
值与解毒酶的等电点相近。酶表面电荷的减少增强

了酶与辛基7胺基7琼脂糖之间的疏水相互作用。不
同的 56值表现出非常不同的蛋白吸附量和固定化
酶的活性。不同的 56值下，酶具有不同的电荷，这
对酶表面的疏水相互作用造成了影响。

图 ) 56值对 -;?X固定化的影响
."’3) YKKHFIA 1K 56 1# IDH -;?X "!!1E"2"T9I"1#
Z71FIB2 9!"#179’9@（AGFI"1#7C@"HC ’H2 & 3* ’），Q !% 1K IDH

C"KKH@H#I 56 EGKKH@A（F1#I9"#"#’ & 3* !124% W:2），9#C )* !’ 1K

H#TB!H 51VCH@ VH@H AD9UH# K1@ Q D 9I Q+ 3（-）J"H2C 1K 9EA1@EHC

5@1IH"#；（/）MH29I"NH 9FI"N"IB 1K "!!1E"2"THC -;?X

# "$ 盐浓度的影响
通常高的盐浓度会加强疏水作用。图 ,表明了

溶液中盐浓度对解毒酶吸附的影响。随着盐浓度的

增加烷胺基琼脂糖上配基的疏水性增强，蛋白质吸

附的量增多，固定化酶在 & 3* !124%的 W:2中表现出
最大的相对活性。盐的加入会影响蛋白的立体结

构，高浓度的 W:2使固定化酶活性降低。

图 , W:2浓度对 -;?X固定化的影响
."’3, YKKHFIA 1K C"KKH@H#I W:2 F1#FH#I@9I"1#A

1# -;?X "!!1E"2"T9I"1#
?DH ’H2（& 3* ’），Q !% 1K IDH EGKKH@（56 *3*）F1#I9"#"#’

C"KKH@H#I W:2 F1#FH#I@9I"1#A，9#C )* !’ 1K H#TB!H 51VCH@

VH@H AD9UH# K1@ Q D 9I Q+ 3（-）J"H2C 1K 9EA1@EHC 5@1IH"#；

（/）MH29I"NH 9FI"N"IB 1K "!!1E"2"THC -;?X
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! "# 有机相中水含量的影响
在进行本实验时，固定化酶先冻干并以正己烷

为溶剂，水直接加入到固定化酶粉中。反应时间增

加到 !"#，离心后，酶的相对活性以 !"$%&的减小表

示。结果如图 $所示，活性随水含量（#’#）的增加而
增加，提示催化反应有可能涉及有水化或水解作用。

图 $ 水含量对酶固定化的影响
()*+ $ ,--./01 2- 340.5 /26/.60540)26 26 75).7

)8829):);.7 .6;<8. =237.5

! "$ 溶剂的影响
在有机相中的反应，直接以 >(?@为底物进行。

>(?@的初始浓度为 !&& 6*’8A。反应时间延长至
!"#。反应后混合液中残留的 >(?@以 !倍体积的氯
仿经 $次抽提后用国标 BAC的方法进行测定。如表
!所示，固定化酶在花生油中仍保持着较好的活性。
以在有机相中反应效率较高的正己烷溶剂体系进行

毒性和致畸变试验。将反应的正己烷溶剂收集后，

如文献［!］的方法进行了鸡胚试验、大鼠急性试验和
>8.1试验。结果表明固定化酶表现出与游离酶一
致的 >(?@ 解毒活性。>(?@ 处理后均未发现鸡胚
毒性、大鼠毒性和致畸变活性。

表 ! 固定化酶在有机溶剂中的活性
%&’() ! *+,-.-,-)/ 01 -220’-(-3)4 )5362) -5 078&5-+ /0(.)5,!

D2:E.60 >/0)E)0<’F

6G#.H46. I!

J.46K0 2): LL

C#:252-258 %"

M.0#462: "N

O40.5 @&&

! !NF（#’#）2- 9K--.5 341 477.7 2602 0#. )8829):);.7 .6;<8. =237.5 7)G
5./0:<+

9 固定化解毒酶的性质

9:; 最适 <=值
=P值对固定化酶与游离酶的影响如图 "所示。

反应的最适 =P值在 " +N Q % +N与固定化前相似。

图 " =P对酶固定化前后活性的影响
()*+" ,--./01 2- =P 26 0#. 4/0)E)0< 2-（>）
)8829):);.7 .6;<8. 467（?）-5.. .6;<8.

9:! 最适温度
如图 N所示，酶固定化后，最高的稳定温度从原

来的 !N Q $&R升高到 $& Q $NR。随着温度的升高
固定化酶发生不可逆的减少，可能是发生了酶从载

体上解吸的缘故。

图 N 温度对酶固定化前后的影响情况
()*+ N ,--./01 2- 0.8=.540K5. 26 0#. 4/0)E)0< 2-（>）

-5.. .6;<8. 467（?）)8829):);.7 .6;<8.

9:9 <=稳定性
分别测定了固定化解毒酶与游离的解毒酶 =P

值的稳定性（图 %），该图显示了 =P值对酶固定化前
后的稳定性的影响规律。在测活前固定化酶与游离

酶分别在 "R于不同的 =P值缓冲液中保存 N#。结
果表明固定化酶的稳定性在 =P N+ N Q L + &而游离的
酶稳定性范围则落在 N + & Q % + & 之内。固定化处理
后，酶的稳定性向高的 =P值移动。
9 "# 热稳定性
固定化酶与游离的酶于 & +&N 82:’A =P %S&的柠

檬酸G磷酸缓冲液或含 & + N Q & + &N 82:’A TC: =P %S&
的柠檬酸G磷酸缓冲液中，分别在 $&R和 $NR下温
育，然后测定酶活。结果表明，与游离酶不同，固定

化酶在 & +N 82:’A的 TC:中稳定性显著地增加了。
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图 ! 酶固定化前后对 "#值的稳定性
$%&’! ())*+,- .) "# ./ ,0* -,12%3%,4 .)（5）

%66.2%3%7*8 */746*；（9）):** */746*

图 ; 酶固定化前后的热稳定性
$%&’ ; <0*:6.-,12%3%,4 .)（5）%66.2%3%7*8 */746* 1, =>?，
（9）%66.2%3%7*8 */746* 1, =>? @%,0 AB3，
（B）%66.2%3%7*8 */746* 1, =C?，
（D）%66.2%3%7*8 */746* 1, =C? @%,0 AB3，

（(）):** */746* 1, =>?，1/8（$）):** */746* 1, =C?

! "# 固定化酶的 !$值
根据固定化酶催化黄曲霉毒素 9E的［!］F E G" F E

的关系（表 =）。通过双倒数作图法得到固定化酶
#6H =’=>I J E>F =6.3KL（图 I）。经固定化处理后酶
的亲和性有所下降（游离酶的 #6 为 M ’ E! J E>F !

6.3KL［E］）。

表 ! 固定化酶 !$值的测定
%&’() ! !$ *&(+), -. /0) 1$$-’1(12)3 )425$)!

［!］K（6.3KL）（EK［!］）K（6.3KL）FE "K（6.3K6%/） （EK "）K（6.3K6%/）FE

E ’! J E> F = !MC E ’!>> J E> F = ! ’MC> J E>M

N ’>E J E> F = MNO ’N M ’!I; J E> F = = ’;MM J E>M

I ’>E J E> F = EMN ’I = ’NCM J E> F = M ’IO; J E>M

E! ’> J E> F = !M ’C = ’;;C J E> F = M ’!NO J E>M

=M ’E J E> F = =E ’EC N ’IN> J E> F = M ’>!! J E>M

!<0* +.::*31,%./ +.*))%+%*/, .) EK［!］GEK "：!H >’OO!I

图 I 双倒数作图法求固定化酶的 #6值
$%&’I P+0*61,%+ L%/*@*1Q*:G9R:S "3., .) EK "

1&1%/-, EK［!］).: %66.2%3%7*8 */746*

6 讨 论
在酶固定化中疏水的影响最重要的是保持生物

大分子的立体结构和生理功能。水溶液中离子键、

氢键以及水分子的强极性使得亲水作用成为维持生

物大分子的主要因素。由于这个原因使用疏水固定

化载体当然也要提供一个水溶液以适应上述的情

况。本研究的结果表明经固定化处理，黄曲霉毒素

解毒酶的稳定性显著增加，固定化酶的解毒活性被

明显地保留下来。这为实际开发应用该酶提供了一

个有用的理论依据。

黄曲霉毒素（5$<）为黄曲霉和寄生曲霉的代谢
产物，是农作物常见的霉菌毒素污染物。易被黄曲

霉毒素污染的农作物包括花生、玉米、大米、棉籽、水

果干品、坚果、调味料、无花果、植物原油、可可豆、干

椰肉等，甚至牛奶和奶制品，如牛的饲料中污染了黄

曲霉毒素时，奶中可以检出该毒素［;］。通过食物和

食物链而使人类染毒是目前一个尚未被阻断的途

径。5$<对人类的危害是十分严重的。T#U（世界
卫生组织）公布的流行病学的调查结果表明黄曲霉

毒素与原发性肝癌、肺癌有关［I，E>，EE］。特种人群如乙

肝病毒携带者、吸烟者等，对黄曲霉毒素的敏感程度

远远高于正常人群，尤其是乙肝病毒携带者，或肝脏

某些酶变异体患者，摄入黄曲霉毒素而引起肝癌的

危险性大约高出 => 倍［O ］。因此，尽可能降低黄曲
霉毒素在食品或调味品中的含量尤其是对于乙肝病

毒高发地区依然不可忽视［E>］。

尽管关于黄曲霉毒素的解毒、去毒方法有众多

的报道，但食品加工业采用的仅限于紫外线照射、碱

洗、使用含氯的氧化剂等方法或小量情况下使用物

理吸附的办法，这方法都不同程度存在局限性，探讨

新的去毒方法，如生物技术方法等是寻找新出路一

个可尝试的有效的途径。

!>! 生 物 工 程 学 报 EO卷
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