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重组 ZEN 降解酶 Oxa 的纯化及特性研究 
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（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：以表达可高效降解玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEN，ZEA）的氧化酶 Oxa 的毕赤酵母工程菌 GS115/pPIC9K-Oxa 为研

究对象，将发酵液经乙醇沉淀、阴离子交换色谱和超滤纯化后，检测重组 Oxa 酶降解 ZEN 的活力，分析其二级结构，并对相关酶学

特性进行研究。结果表明，氧化酶 Oxa 的纯化倍数达到 20 倍以上，纯化后的 Oxa 针对 ZEN 的降解率达到 80%以上，其二级结构主

要由无规卷曲和 β-折叠组成，辅以少量的 β-转角和 α-螺旋，该酶的最适作用温度和 pH 分别为 60 ℃和 9.0，并且在 50~70 ℃和 pH 

9.0~11.0 时保持 60%以上的 ZEN 降解率，具有典型的耐高温碱性酶的特征，反应体系中适量的 Cu2+、Fe2+和 Fe3+的加入能提高其降

解活力。本论文为进一步研究氧化酶 Oxa 的分子结构及作用方式奠定了基础，对 ZEN 的生物降解具有显著的实际意义。 
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Purification and Enzymatic Characters of Recombinant Oxidase 

Responsible for Zearalenone Biodegradation 
PENG Xian, YANG Ji-guo, ZHU Jie-ying, GUO Jing-jing, TANG Yu-qian 

(College of Food Sciences and Engineering South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: The recombinant Pichia pastoris strain GS115/pPIC9K-Oxa expressing oxidase Oxa derived from Acinetobacter sp.SM04 was 

studied, including purification of fermentation supernant, identification of secondary structure of recombinant Oxa, ZEN-degradating ability and 

enzymatic characteristics. After ethanol precipitation, anion-exchange chromatography and ultrafiltration, recombinant Oxa was purified more 

than 20 folds and exhibited remarkable efficiency in ZEN removement by over 80% degradation rate. Its secondary structure is mainly 

composed of random coils and β-sheet, supplemented by less β-turn and α-helix. Oxa acted as a typical thermostable alkalase by which the ZEN 

degradation rate was maintained above 60% in pH 9.0-11.0 buffer from 50 to 70°C. In addition, the optimum temperature and pH were 60°C 

and 9.0, respectively. Some proper concentration of Cu2+, Fe2+ and Fe3+ individually in environment would accelerate degradation of Oxa. The 

results could be helpful to evaluate the molecular structure and mode of action of Oxa in future. It would make significant practical sense for the 

biodegradation of zearalanone. 
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玉米赤霉烯酮又称 F-2 毒素，是谷物及其制品中

最常见的一类污染性真菌毒素，可通过饲料进入动物

体内而导致肉制品的污染[1,2]。奥迈公司对我国 2018
年 1~6 月饲料及饲料原料中霉菌毒素检测发现，饲料

中 ZEN 检出率为 99.73%，阳性样本平均值为 190.20  
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μg/kg，最高值为 2830.82 μg/kg，同比增加了 25.82%[3]，

然而我国在 GB 13078-2017 中规定仔猪配合饲料中

ZEN 的允许限量≤150 μg/kg[4]。同时，ZEN 易在人体

内积蓄诱发肿瘤，具有强致癌性、免疫毒性和遗传毒

性等[5~7]，此类真菌毒素超标将对我国食品安全和农产

品出口构成严重负面影响。 
因此，如何有效脱毒成为了亟待解决的重大社会

问题。目前已报道了大量降低 ZEN 毒性的传统物理和

化学手段。物理法主要采用漂洗、热处理、辐射处理

及添加吸附剂等手段[8~10]，化学法多采用臭氧氧化或

H2O2、次氯酸盐等化学试剂处理[11]，然而都存在安全

性低、营养价值损失、成本高等局限性。生物降解主

要采用微生物细胞吸附或释放的胞外酶来降解 ZEN，

具有成本低、效率高、营养物质损失少，无二次污染
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等优点，因此寻找高效降解 ZEN 的酶成为研究热点。 
到目前为止，研究比较透彻的 ZEN 降解酶是同源

性很高的基因编码的 ZHD 类酶：最早由 Takahashi- 
Ando[12]从粉红粘帚霉 Clonostachys rosea IFO 7063 中

纯化所得的内酯水解酶 ZHD 101，其编码基因和 ZEN
降解产物均较为明确，该酶可在 24 h 内将 ZEN 及其

衍生物降解成毒性较小产物；郭瑞庭等[13]已针对该酶

的相关特性做了系统研究，分析了其三维结构和活性

位点，并对关键氨基酸进行突变以提高该酶的耐温性

能。Utermark[14]等从粉红粘帚霉中分离的内酯酶 Zes 2
与 ZHD 101 的氨基酸序列几乎相同。Liu[15]基于 ZHD 
101 编码基因，合成了 ZEN-jjm 和 zlhy-6 基因，经毕

赤酵母表达的粗酶具有较好的 ZEN 降解活性。胡翔颖

等[16]从麦氏喙枝孢霉Rhinocladiella mackenziei中分离

的水解酶RmZHD，与ZHD氨基酸序列相似性为65%。

此外，Altalhia[17]从恶臭假单孢菌 Pseudomonas putida
分离了能够降解 ZEN 的质粒，能在 24 h 内将 ZEN 降

解完全，生成毒性更小的化学物。 
本文作者的研究团队从 Acinetobacter sp.SM04 中

分离出过氧化物酶(Prx)和氧化酶(Oxa)，其中 Oxa 与

ZHD 蛋白同源性仅为 37%，Prx 可将 ZEN 苯环裂解

并氧化成含羧基的雌激素毒性较小的产物[18]。课题组

前期成功构建了高效分泌ZEN 降解酶Oxa 的工程菌，

为更好地探究酶的结构与特性，在此基础上，将粗酶

纯化后研究纯酶 Oxa 的降解活力和二级结构，并考察

了温度、pH、EDTA 和金属离子等对 Oxa 的活性影响，

这为 ZEN 降解酶的应用提供了新的研究资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

重组毕赤酵母 GS115/pPIC9K-Oxa，本实验室构

建保存；ZEN 标准品，购自 Sigma 公司，溶于色谱级

甲醇作为储备液（1 mg/mL），置于-20 ℃下保存；其

他试剂均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。 

1.2  培养基 

MD 培养基：葡萄糖 2%（固体培养基加 1.5%~2%
琼脂粉），115 ℃灭菌 20 min 备用，酵母无氨基氮源

（Yeast Nitrogen Base，YNB）1.34%，生物素（Vitamin 
H，VH）4×10-5%，过滤灭菌后加入。 

BMGY 液体培养基：胰蛋白胨 2%，酵母提取物

1%，100 mmol/L PBS（pH 7.0），115 ℃灭菌 20 min
备用，YNB 1.34%，VH 4×10-5%，甘油 1%，过滤灭

菌后加入。 

BMMY 液体培养基：胰蛋白胨 2%，酵母提取物

1%，100 mmol/L PBS（pH 7.0），115 ℃灭菌 20 min
备用，YNB 1.34%，VH 4×10-5%，甲醇 2%，过滤灭

菌后加入。 

1.3  仪器设备 

DHP-9162 型恒温培养箱及 TH2-C 型恒温摇床，

购自太仓市科教仪器所；Waters 高效液相色谱仪、2745
荧光检测器购自美国 Waters 公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  ZEN 降解酶的制备 
取甘油保存的重组毕赤酵母于 MD 平板上活化

（28 ℃），挑取长势较好的单菌落接入 50 mL BMGY
中培养（28 ℃、180 r/min）至 OD600 nm=0.6 后收集菌

体，转移至 100 mL BMMY 中诱导培养 3 d（28 ℃、

180 r/min），每 24 h 添加甲醇使其终浓度为 2%，诱导

结束后离心收集上清粗酶液。 
1.4.2  ZEN 降解酶的纯化 

采用层析技术和超滤结合的方法纯化 Oxa。向粗

酶液中加入乙醇使其终浓度达 60%，静置 2 h 后离心

（12000 r/min，10 min，4 ℃），沉淀溶于蒸馏水后上

样到 DEAE Sepharose FF 阴离子交换柱中，利用 50 
mM、100 mM、1 M NaCl 溶液梯度洗脱（10 mL/管），

合并高酶活力组分，通过 10 ku 的超滤膜超滤浓缩，

收集浓缩液冻干，进行 HPLC 和 SDS-PAGE 分析，并

于-20 ℃条件下冷藏备用。 
1.4.3  Oxa 降解活性的分析 

目的蛋白的浓度采用 Folin-酚试剂法测定[19]。

ZEN 降解活力采用 HPLC 外标法测定[20]。反应体系参

照 Tang[21]报道的方法，使用 0.25 M Tris-HCl 缓冲液

（pH 9.0）代替 H2O2。 
ZEN 降解率=（对照组含量-样品组的含量）/对照

组的含量×100% 
1.4.4  酶二级结构分析 

Oxa 的二级结构采用 CD 光谱分析。以纯化后的

Oxa 酶和粗酶用 PBS 缓冲液（10 mM，pH 7.4）稀释

处理至 0.2 mg/mL，选择 190~260 nm（远紫外区）作

为波长扫描范围，对 CD 谱图进行处理得到 Oxa 的二

级结构组成，空白对照为 PBS 缓冲液。 
1.4.5  温度对重组酶活性的影响 

以 ZEN 降解率测定的方法为基础，设定反应温度

为 20、30、40、50、60、70 ℃，在 Tris-HCl 缓冲液

（0.25 M，pH 9.0）中反应 12 h，探究最佳反应温度。 
1.4.6  pH 对重组酶活性的影响 
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参照 1.4.5 的方法，设定 Tris-HCl 缓冲液 pH 为

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、
12.0，在 50 ℃下反应 12 h，探究最佳反应 pH。 
1.4.7  EDTA 对重组酶活性的影响 

在反应体系中加入 EDTA 使其终浓度为 10、20、
30、40、50 mM，置于 50 ℃反应 12 h，探究不同浓度

EDTA 对酶活性的影响，对照为去离子水代替 EDTA。 
1.4.8  金属离子对重组酶活性的影响 

在反应体系中分别加入 Ca2+，Mn2+，Li+，Co2+，

Na+，Mg2+，Al3+，Zn2+，Cu2+，Fe2+，Fe3+，Cr3+，K+

使其终浓度为 1 mM 和 5 mM，置于 50 ℃反应 12 h，
探究 13 种金属离子对酶活性的影响，对照为去离子水

代替金属离子。 
1.4.9  数据统计分析 

以上数据重复测定三次取平均值，测试结果用

x±s 表示，采用 Origin 8.0 对实验数据进行统计分析和

处理。 

2  结果与讨论 

2.1  重组表达Oxa酶的纯化 

2.1.1  酶 Oxa 的疏水性 

使用 ExPASy 在线分析软件输入 Oxa 氨基酸序列

分析其疏水性。氨基酸的疏水性主要由其侧链 R 基的

极性决定，Oxa 的氨基酸组成中疏水性氨基酸占

33.73%。如图 1 所示，波谱值为负值的氨基酸具有更

好的亲水性，而波谱值超过 1.5 时则为强疏水性氨基

酸，前 20 个和 130~150 个氨基酸均为疏水性氨基酸，

20~130和150~253个氨基酸中主要以亲水性氨基酸为

主，占氨基酸总数的 80%，Oxa 的亲水性平均系数大

小为-0.49，因此推测 Oxa 是一个可溶性蛋白，经毕赤

酵母 GS115 分泌表达后能较好溶解在胞外上清液中。 

 
图1 Oxa疏水性分析 

Fig.1 HPLC analysis of ZEN degradation 

2.1.2  酶 Oxa 的纯化效果鉴定 
表1 重组酶Oxa的纯化 

Table 1 Purification of recombinant Oxa 

纯化步骤 活力体积/mL 总活力/U 总蛋白/mg 比活力/(U/mg) 纯化倍数 

粗酶液 500 10 350 0.03 1 

阴离子交换色谱 100 8.17 50.14 0.16 5.33 

超滤 30 6.28 9.81 0.64 21.33 

 
图2 纯酶Oxa的 SDS-PAGE电泳图 

Fig.2 SDS-PAGE analysis of purified Oxa 

注：M1&M2：Protein Marker(14.3~97.2 ku & 6.5~200 

ku)；1&4：GS115/pPIC9K；2：GS115/pPIC9K-Oxa；3：GS115。 

胞外发酵液经乙醇沉淀，QFF 阴离子交换色谱，

超滤浓缩 3 步纯化后，结果如表 1 所示，原上清液蛋

白总含量为 350 mg，总酶活为 10 U，纯化后蛋白总含

量为 9.81 mg，总酶活为 6.28 U，酶总活力随着纯化过

程不断降低，而比活力却逐渐升高，纯化后 ZEN 降解

酶 Oxa 的比活力为 0.64 U/mg，纯化倍数为 21.33 倍。 
通过SDS-PAGE分析纯酶发现，与对照GS115（泳

道 3）和 GS115-pPIC9K（泳道 1 和 4）菌株表达上清

液相比，GS115-pPIC9K-Oxa（泳道 2）有一条清晰的

蛋白条带，与理论值大小接近，可确定该蛋白条带为

纯化后的 ZEN 降解酶 Oxa。柱层析结合超滤的纯化方

法易操作、周期短，使酶的比活力可提高 20 倍，且获

得的纯酶经电泳分析未见明显杂蛋白条带，可见此方

法纯化效果良好。 

2.2  纯酶Oxa降解 ZEN活性测定 

通过 HPLC 检测纯化后的 Oxa 对 ZEN 的降解活

性，与 ZEN 标品相比，降解后 ZEN 出峰时间略微提

前，约在 12 min（图 3），这可能是降解前后酶液组分

的变化引起的，同时峰面积随着降解时间增长而逐渐

减小，表明 Oxa 对 ZEN 具有明显的降解活性。以 GS 
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115 和 GS 115-pPIC9K 为阴性对照，分别测定 0 h，4 h，
6 h，8 h 的 ZEN 降解率，结果如图 4 所示，Oxa 对 ZEN
的降解活性随着时间延长而逐渐增强，经 4 h 和 6 h
降解后，降解率分别达 39.85%和 69.84%，8 h 后则高

达 88.92%，而阴性对照无明显降解效果，少量的降解

可能是菌体吸附导致 ZEN 可检测浓度降低。 

 

 

 

 
图3 HPLC检测不同反应时间ZEN含量 

Fig.3 HPLC analysis of ZEN concentration 

注：a：0 h；b：4 h；c：6 h；d：8 h。 

 
图4 Oxa的降解活性分析 

Fig.4 Analysis of Oxa’s degradation activity 

2.3  酶Oxa的二级结构 

2.3.1  酶 Oxa 的二级结构组成类型预测 
表2 Oxa蛋白二级结构组成类型预测分析 

Table 2 The types of protein secondary structure of Oxa 

组成类型 氨基酸残基数 百分比/%

α-螺旋 49 19.22 

β-转角 13 5.10 

延伸链 81 31.76 

无规卷曲 112 43.92 

通过 NPS 网络蛋白质序列分析网站对 Oxa 的二

级结构进行预测，如表 2 所示，Oxa 由 255 个氨基酸

组成，112 个氨基酸形成无规卷曲，占二级结构的

43.92%，其次延伸链占二级结构的 31.76%，再辅以少

量的 α-螺旋和 β-转角，因此可推测无规卷曲是 Oxa 的
二级结构中最主要的构成类型。 
2.3.2  CD 光谱检测 

 
图5 CD光谱分析Oxa二级结构 

Fig.5 The CD spectra of Oxa 

由图 5 可知，Oxa 从粗酶纯化的过程中，CD 谱

图出现了明显变化，220 nm 处的最低吸收峰明显红

移，在 236 nm 处出现一负的吸收峰，代表无规卷曲

含量有所升高，同时 240 nm 附近的肩峰明显下移，

表明 α-螺旋结构含量的增加。 
通过 CDNN 软件对 CD 谱图进行处理，得到 Oxa
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的二级结构组成类型，如表 3 所示，Oxa 的二级结构

主要由无规则卷曲和 β-折叠组成，而 α-螺旋和 β-转角

组成较低，这可能是由于 Oxa 中异亮氨酸、谷氨酸、

天冬氨酸等具有大侧链 R 的氨基酸含量较高，因空间

位阻不易形成有序的其他三种结构，而多形成无规卷

曲，酶的功能部位常常处于这种构象区域。β-折叠中

反平行式的组成更多，肽链更为伸展，酶结构更为稳

定。同时，Oxa 中酸性氨基酸含量为 13.83%，其侧链

R 解离了相同的负电荷，因此同性相斥而不易形成稳

定的 α-螺旋；甘氨酸无侧链易于调整空间位阻，脯氨

酸具有环状结构和固定的Φ角，均利于β-转角的形成，

促进多肽链自身回折，而 Oxa 中脯氨酸和甘氨酸含量

较低，故 β-转角形成也较少。这些有序的二级结构单

元，通过氢键等非共价键来维持酶空间结构的相对稳

定。CD 光谱测得数据与 NPS 预测的二级结构有一定

的差异，可能是因为重组 Oxa 纯化后仍具有少量杂蛋

白，其结构处于一种接近天然 Oxa 结构的状态。 

表3 远紫外CD光谱分析Oxa中各二级结构含量 

Table 3 The analysis of secondary structure by the CD spectra 

组成类型 180~260 
/(nm/%) 

185~260 
/(nm/%) 

190~260 
/(nm/%) 

195~260 
/(nm/%) 

200~260 
/(nm/%) 

205~260 
/(nm/%) 

210~260 
/(nm/%) 

α-螺旋 12.51 11.93 12.76 11.37 9.57 8.83 8.34 

反平行式 28.64 30.02 29.82 22.13 15.89 13.35 16.22 

平行式 10.60 10.00 9.72 12.60 15.14 17.04 14.69 

β-转角 15.61 15.36 15.28 16.18 22.40 16.96 17.83 

无规卷曲 32.61 32.66 32.42 37.70 17.28 43.82 42.92 

2.4  纯酶Oxa相关特性研究 

2.4.1  温度和 pH 对 Oxa 活性影响 

 
图6 温度和pH对重组酶Oxa活性的影响 

Fig.6 Effects of temperature and pH on the ZEN degradation of 

Oxa 

从图 6 可以看出，反应 12 h 时，随着温度升高，

Oxa 对 ZEN 的降解效率逐渐升高，当反应温度为 60 ℃
时，降解率高达 80%，之后酶活受到抑制，这可能是

由于高温使酶分子表面构象发生变化，尤其活性中心

的几何形态变化影响了其与底物的结合。由此可知，

纯化后的重组酶 Oxa 具有耐温性，且在 60 ℃下保持较

高的活性。 
在酸性体系（pH 2.0~6.0）中，Oxa 对 ZEN 的降解

效果不明显。随着 pH 的升高，ZEN 降解速率逐渐增加，

且在 pH 9.0 时达到最高点（约为 85%），之后显示出减

弱的趋势，但 pH 在 9.0~11.0 间降解率仍保持在 60%以

上，证明 Oxa 酶具有较强的耐碱性，且最适 pH 为 9.0。 

目前工业生产的脂肪氧化酶，其最适反应温度大

多在 30~40 ℃左右，最适 pH 多为中性偏酸，

Takahashi-Ando[22]所报道的 ZEN 降解酶（ZHD101）的

最适反应温度也为 37 ℃，大大制约了它们在高温高碱

环境下的应用，而 Oxa 更能耐受酶制剂工业化生产过

程中的高温条件，这将有利于 Oxa 酶制剂的生产；工

业生产废水大部分为强碱性，Oxa 的耐碱性可使其用作

工业强碱性污染溶液中去除 ZEN 的有力工具，这将有

效扩大该酶的应用范围。 
2.4.2  EDTA 对 Oxa 活性影响 

 
图7 EDTA对重组酶Oxa活性的影响 

Fig.7 Effects of EDTA on the ZEN degradation of Oxa 

大部分酶发挥催化活性需要特定的金属离子，利

用 EDTA 螯合酶金属离子，对一些金属离子依赖型酶

的活性产生抑制作用。由图 7 可知，当反应体系中不

含有 EDTA 时，Oxa 对 ZEN 的降解率可接近于 80%，

随着反应体系中 EDTA 浓度的升高，降解率也逐渐降

低。当反应体系中 EDTA 终浓度为 50 mM 时，ZEN
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降解率低至 37.89%，说明在 Oxa 发挥降解作用时需

要金属离子的参与，是一个金属离子依赖型酶。 
2.4.3  金属离子对 Oxa 活性影响 

金属离子可作为辅因子与酶形成复合物，成为酶

活性中心的组成成分，也能作为酶的激活剂或辅基激

活或提高酶活力，反之也能抑制酶活。 
表4 金属离子对重组酶Oxa活性的影响 

Table 4 Effects of metal ion on the ZEN degradation of Oxa 
Metal ion  

concentration 
Relative degradation for ZEN(%)±SD, n=3

1 mM 5 mM 

Control 100 100 

Ca2+ 103.72±1 83.92±0.08 

Mn2+ 118.16±1.65 108.76±0.34 

Li+ 117.37±1.27 116.05±1.98 

Co+ 107.87±1.37 114.90±2.21 

Na+ 104.21±3.27 41.36±0.23 

Mg2+ 68.18±0.77 65.75±0.78 

Al3+ 103.21±0.21 104.29±0.72 

Zn2+ 112.58±1.02 103.50±1.25 

Cu2+ 126.60±1.16 123.44±2.23 

Fe2+ 130.41±2.37 148.23±2.45 

Fe3+ 120.12±3.41 121.34±2.57 

K+ 105.54±0.99 110.51±0.08 

由表 4可知，Cu2+，Fe2+和 Fe3分别能提高 26.60%、

30.41%和 20.12%的降解活力，表现出促进 Oxa 酶活

增强的作用，而 Mg2+随着浓度升高抑制作用加剧，可

抑制 Oxa 30%以上的活力，而 Mg2+是多种磷酸化激酶

的激活剂，这种现象可能与多种作用机制有关，如引

起酶蛋白表面电荷的变化，从而影响酶的活性；Na+

和 Ca2+在 1 mM 时对 Oxa 活性无明显影响，在 5 mM
时则显示出一定的抑制作用，其中 Na+的抑制作用更

为显著，抑制率达到 58.64%，这两种离子的影响机制

未能研究清晰，将在以后的实验进一步分析。综上表

明金属离子对 Oxa 酶的活性具有显著影响，不同种类

和浓度的金属离子的影响方式和作用效果差别较大。 

3  讨论 

生物降解是一种特异性、高效性、环境友好的解

毒策略，同时不会产生二次污染物，正在逐渐取代传

统方法成为真菌毒素处理的主流方法，但直接使用微

生物脱毒过程中存在一些限制，例如处理时间较长，

环境条件要求苛刻，作用过程复杂不稳定，脱毒机理

不清晰，微生物安全性未明等[23~28]，所以针对可高效

进行生物降解的微生物进行分析、进而应用其关键活

性酶成为了解决微生物脱毒限制性问题的重要研究方

向，许多具有降解真菌毒素功能的酶或从发酵液中提

取的天然产物已成功的应用于食品和饲料工业，我们

可以通过重组表达关键酶的编码基因，进一步纯化制

备可直接投放的微生态酶制剂。 Igawa[29]等已将

ZHD101 编码基因在大肠杆菌和酿酒酵母中异源表

达，重组 ZHD101 可完全降解 ZEN 及其衍生物；

Higa-Nishiyama 等[30]将 ZHD101 转入水稻中表达，叶

片中的蛋白质提取物可显著降低 ZEN 的含量；Xiang
等[31]在毕赤酵母中表达的 ZHD101，发酵上清液可以

降解 ZEN 及其衍生物 α-玉米赤霉烯醇（α-ZOL）和 β-
玉米赤霉烯醇（β-ZOL）。雷元培[32]分离的一株可降解

ZEN 的枯草芽孢杆菌 ANSB01G，已在河南亿万中元

公司成功转化成一系列产品，最具代表性的即为针对

霉菌毒素的饲料添加剂-霉立解，可高效降解饲料中的

各类黄曲霉毒素及其他霉菌毒素，解除免疫抑制，减

少动物疾病发生；全球首屈一指的动物营养公司

Biomin 也一直致力于霉菌毒素脱毒剂的开发，百奥明

脱毒剂产品中的专利微生物产生的特殊酶，可通过改

变相应毒素分子结构，去除单端孢霉烯族毒素、玉米

赤霉烯酮的毒性，形成的代谢物无毒、对环境安全。

本课题组研究者[33]从不动杆菌 SM04 中分离了关键作

用酶 Prx 和 Oxa，相比 ZHD101 等显示出良好的耐温

和耐碱等性能，已在大肠杆菌、酿酒酵母、毕赤酵母

中实现了成功的表达，可进一步完善投入应用。 

4  结论 

本文对重组工程菌发酵上清液采用乙醇沉淀、

QFF 阴离子交换色谱和超滤浓缩的方法，对 ZEN 降

解酶 Oxa 进行了纯化，纯化效果高于 20 倍，纯化方

法周期短，且工艺简单、纯化倍数高，适合纯酶制剂

的工业化生产。纯化后的 Oxa 在 8 h 内 ZEN 降解率高

达85%，其二级结构主要由无规则卷曲和β-折叠组成，

辅以少量的 α-螺旋和 β-转角，后续可考虑进行纯酶

Oxa 结晶实验，采用 X-衍射进行酶晶体结构鉴定。另

外，本研究对 Oxa 的基础酶学性质进行了探究，实验

结果表明 Oxa 是一个金属离子依赖型酶，酶促反应最

适温度和 pH 分别为 60 ℃和 9.0，在 50~70 ℃以及 pH 
9.0~11.0 范围内，Oxa 均保持在 60%以上的 ZEN 降解

率，表现出良好的热稳定性和碱稳定性，然而，食品、

饲料的 pH 值一般为中性，胃肠道属酸性环境，因此

下一步研究应尝试通过胃肠道的保护措施来改善酶的

性质，促进 ZEN 降解酶在食品及饲料中的应用。本论

文研究该酶的纯化特性有助于更深入探究 Oxa 降解

ZEN 的作用机制，此后课题组也将进一步分析降解产

物的结构，探讨酶生物降解机理。 
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