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漆酶降解花生饼中黄曲霉毒素 Ｂ１的工艺优化

及分子对接分析
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摘要：为促进漆酶在花生饼粕中黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）脱除中的实际应用，以霉变花生饼为实验对
象，利用漆酶降解ＡＦＢ１，考察加酶量、体系 ｐＨ、反应温度、反应时间及料液比对 ＡＦＢ１降解率的影
响，优化漆酶降解花生饼中ＡＦＢ１的工艺条件，并通过分子对接分析漆酶与ＡＦＢ１的相互作用方式。
结果表明：漆酶降解花生饼中ＡＦＢ１的最优工艺条件为加酶量５Ｕ／ｇ、体系ｐＨ６．０、反应时间４８ｈ、
反应温度４５℃、料液比１∶１０，在此条件下漆酶对花生饼中 ＡＦＢ１的降解率高达８３．５％，ＡＦＢ１残留
量为１５．８μｇ／ｋｇ，符合国标要求（≤５０μｇ／ｋｇ）；分子对接分析表明ＡＦＢ１与漆酶活性空腔中的氨基
酸残基Ｈｉｓ１０９、Ｓｅｒ１１０、Ｈｉｓ１１１、Ｓｅｒ１１３、Ｈｉｓ４５２、Ａｓｐ４５６间形成了氢键网络，漆酶降解 ＡＦＢ１的机制
可能与该氢键网络有关。综上，漆酶对花生饼中ＡＦＢ１具有高效的降解活性，在发霉花生饼脱毒处
理中有较大应用前景。
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　　花生饼粕是花生榨油后的副产物，其蛋白质含
量高、营养丰富、适口性好、可消化率高，是理想的饲

料原料［１－２］。然而花生及花生饼粕在储藏等过程中

极易被黄曲霉、寄生曲霉等霉菌污染，从而导致花生

饼粕中黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）含量过高
［３］。研究表

明，长期摄入ＡＦＢ１会引起动物生长减缓、体质量降
低，甚至死亡［４］。因此，我国 ＧＢ１３０７８—２０１７规定
用于饲料原料的花生饼粕中 ＡＦＢ１含量不得超过
５０μｇ／ｋｇ。

目前，脱除 ＡＦＢ１的方法主要包括物理法、化学
法和生物法［５－８］。物理法如高温加热、紫外线辐射

等会破坏饲料中的营养成分。化学法如添加强氧化

剂、强碱等容易导致二次污染。生物法包括微生物

降解、酶降解等，该法因安全、高效的优点近年来得

到了人们的广泛关注。酶降解法主要利用特定生物

酶的催化作用破坏ＡＦＢ１的结构，达到脱除ＡＦＢ１的
目的［９］。目前关于 ＡＦＢ１降解酶的研究报道较多，
如锰过氧化物酶（ＭｎＰ）［１０］、黄曲霉毒素氧化酶
（ＡＦＯ）［１１］、吡哆胺 ５′－磷酸氧化酶（ＰＮＰＯｘｓ）［１２］、
漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ）等［１３］。其中，漆酶是报道较多的

ＡＦＢ１降解酶之一
［１４－１５］，其在实验室条件下对ＡＦＢ１

纯品的降解率高达 ９８％，降解产物为毒性较弱的
ＡＦＱ１，ＡＦＱ１ 对人和其他动物基本无毒害作
用［１６－１８］。采用漆酶降解 ＡＦＢ１被认为是一种安全、
高效且无二次污染的方法。然而目前大多研究仅限

于用漆酶降解 ＡＦＢ１纯品，使用漆酶降解花生饼粕
中ＡＦＢ１的研究报道较少。

本文以霉变花生饼为实验材料，采用漆酶降解

花生饼中的ＡＦＢ１。通过探索加酶量、体系ｐＨ、反应
温度、反应时间及料液比等对漆酶降解 ＡＦＢ１活性
的影响，优化漆酶降解花生饼中 ＡＦＢ１的工艺条件，
并通过分子对接分析漆酶与 ＡＦＢ１的相互作用方
式，初步探索漆酶降解 ＡＦＢ１的机制，以期为漆酶在
花生饼粕中ＡＦＢ１脱除的实际应用奠定基础。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

花生仁，购于武汉某菜市场；漆酶（源于灵芝，

１２０Ｕ／ｇ），上海源叶生物科技有限公司；ＡＦＢ１标准
品（纯度９８％），Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；磷酸氢二钾、
磷酸二氢钾、氯化钠、甲醇、乙腈等，国药集团化学试

剂有限公司；ＡＦＢ１免疫亲和柱，北京中科汇仁科技
有限公司；黄曲霉菌种 ＡＴＣＣ９６４３，北京北纳创联生
物技术研究院。

１．１．２　仪器与设备
ＭＥ２０４Ｅ电子天平，梅特勒 －托利多仪器（上

海）有限公司；ＪＹ６０２Ｂ电子天平，上海浦春计量仪器
有限公司；Ｈ１７５０Ｒ湘仪离心机，湖南湘仪实验室仪
器开发有限公司；ＢＪ－４００Ａ粉碎机，德清拜杰电器
有限公司；ＺＹＪ９０２８型榨油机，贝尔斯顿公司；ＨＮＹ－
１００Ｂ智能恒温振荡器，天津欧诺仪器股份有限公
司；ＴＨＺ－８２水浴恒温振荡器，江苏金坛亿通电子
有限公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，安捷伦
科技有限公司；ＰＨＲＥＤ－ＨＲ光化学衍生器，北京中
科汇仁科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　霉变花生饼的制备

以花生仁为原料，加水润湿，接种１％的黄曲霉
菌种ＡＴＣＣ９６４３，密封后置于３７℃培养箱中１５～２０ｄ，
直至长出灰绿色的黄曲霉菌。取出样品，于５０℃烘
２～３ｈ，通过榨油机压榨得花生饼，置于粉碎机粉
碎，并过 １５０μｍ（１００目）筛，密封避光保存备用。
经测定，该霉变花生饼中 ＡＦＢ１含量为（９５．３９±
１０１）μｇ／ｋｇ，严重超标。
１．２．２　漆酶降解花生饼中ＡＦＢ１

称取２ｇ霉变花生饼，按一定料液比加入一定
ｐＨ的ＰＢＳ缓冲溶液中，加入一定量的漆酶，于一定
温度、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡一段时间，于５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀即为脱毒后的花生饼。
１．２．３　ＡＦＢ１含量的测定
１．２．３．１　标准曲线的绘制

称取１ｍｇＡＦＢ１标准品，用甲醇溶解并定容至
１００ｍＬ，于－２０℃避光保存备用。将上述 ＡＦＢ１标
准储备液用甲醇稀释１００倍至１００ｎｇ／ｍＬ，分别移
取上述溶液５０、２００、５００、１０００、２０００、４０００μＬ至
１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容，得到质量浓度分别为
０．５、２．０、５．０、１０．０、２０．０、４０．０ｎｇ／ｍＬ的ＡＦＢ１标准
溶液，再进高效液相色谱仪测定。以 ＡＦＢ１质量浓
度（Ｘ）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标，绘制 ＡＦＢ１
的标准曲线，得到的回归方程为 Ｙ＝１．１１４４３Ｘ－
０１８８７５（Ｒ２＝０．９９９４）。

液相色谱条件：Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ），流动相为水－甲醇－乙腈（体积比５５∶３５∶１０），
流速 ０．９ｍＬ／ｍｉｎ，激发波长 ３６０ｎｍ，发射波长
４４０ｎｍ，柱温４０℃，进样量１０μＬ。
１．２．３．２　花生饼中ＡＦＢ１的提取与检测

称取 ５ｇ花生饼于 ５０ｍＬ离心管中，加入
２０ｍＬ甲醇 －水（体积比７０∶３０）溶液，涡旋混匀，
置于水浴摇床中振荡２０ｍｉｎ，在５０００ｒ／ｍｉｎ下离
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心１０ｍｉｎ，取上清液备用。在上清液中加入２３ｍＬ
含１％吐温 －２０的磷酸盐（ＰＢＳ）缓冲溶液混匀。
混合液以自然流速过 ＡＦＢ１免疫亲和柱，最后用
１ｍＬ甲醇洗脱至试管中，洗脱液用０２２μｍ有机
超滤膜过滤，按 １．２．３．１条件进行高效液相色谱
测定，并将测定结果代入标准曲线方程，计算得到

ＡＦＢ１含量。
１．２．４　漆酶与ＡＦＢ１的分子对接

使用ＳＹＢＹＬ７．０软件画出ＡＦＢ１的结构，在其结
构中加入氢原子，并通过能量优化获得最佳构象。从

ＰＤＢ数据库中获得漆酶的晶体结构（ＰＤＢ：１ＧＹＣ），删
除其铜催化活性空腔中的Ｃｕ２＋和水分子，所有位于
漆酶铜催化中心０．６５ｎｍ范围内的原子都被选择进
入活性位点。然后利用 ＳＹＢＹＬ７．０软件包的
ＳＵＲＦＬＥＸ模块进行分子对接，根据软件自带的打分
函数获得 ＡＦＢ１与蛋白质的最佳结合模式。确定
ＡＦＢ１与漆酶的相互作用方式后，运用 Ｐｙｍｏｌ软件画
出ＡＦＢ１与蛋白质的结合模型。
１．２．５　数据处理

所有实验重复３次，采用 Ｅｘｃｅｌ２０１９对数据进
行处理和分析，并用Ｏｒｉｇｉｎ２０２１绘图。
２　结果与分析
２．１　漆酶降解花生饼中ＡＦＢ１的工艺优化
２．１．１　加酶量对ＡＦＢ１降解的影响

在料液比１∶１０、体系 ｐＨ７．０、反应温度３７℃、
反应时间 ２４ｈ条件下，探究加酶量对花生饼中
ＡＦＢ１脱除效果的影响，结果如图１所示。

图１　加酶量对ＡＦＢ１降解率的影响

　　由图１可知，漆酶对 ＡＦＢ１的降解率随着加酶
量的增加而升高，加酶量由１Ｕ／ｇ增加到５Ｕ／ｇ时，
ＡＦＢ１降解率由４５．４％升高至６９．２％，此时花生饼
中ＡＦＢ１的残留量降至２９．４μｇ／ｋｇ。继续增加加酶
量，ＡＦＢ１降解率变化不大。这是因为酶促反应速度
与酶的浓度相关，初始时随着漆酶浓度的增加，

ＡＦＢ１降解率逐渐增加，而当体系中的酶趋于饱和
时，ＡＦＢ１降解率趋于平稳，因此选择最佳加酶量为
５Ｕ／ｇ。

２．１．２　体系ｐＨ对ＡＦＢ１降解的影响
在料液比１∶１０、加酶量５Ｕ／ｇ、反应温度３７℃、

反应时间 ２４ｈ条件下，探究体系 ｐＨ对花生饼中
ＡＦＢ１脱除效果的影响，结果见图２。

图２　体系ｐＨ对ＡＦＢ１降解率的影响

　　ｐＨ通过改变漆酶活性位点中氨基酸残基的解
离和电荷来影响酶对 ＡＦＢ１的降解活性。由图２可
知，体系 ｐＨ从 ４．０升至 ６．０时，ＡＦＢ１降解率由
７０．８％升至 ７４．０％。体系 ｐＨ为 ６．０时，漆酶对
ＡＦＢ１的降解率最高，此时花生饼中 ＡＦＢ１残留量仅
为２４．８μｇ／ｋｇ。然而继续增大体系 ｐＨ，ＡＦＢ１降解
率有不同程度的降低，说明过高或过低的 ｐＨ都不
利于漆酶对 ＡＦＢ１的降解，这与 Ｗａｎｇ等

［１８］获得的

漆酶最佳ｐＨ为５．０的结果比较接近，因此选择最
佳体系ｐＨ为６．０。
２．１．３　反应温度对ＡＦＢ１降解的影响

在料液比１∶１０、加酶量５Ｕ／ｇ、体系ｐＨ６．０、反应
时间２４ｈ条件下，探究反应温度对花生饼中ＡＦＢ１脱
除效果的影响，结果见图３。

图３　反应温度对ＡＦＢ１降解率的影响

　　由图３可知，漆酶对花生饼中 ＡＦＢ１的降解率
随着反应温度升高而增加，当反应温度升至 ５５℃
时，ＡＦＢ１降解率为８５．２％。漆酶在６０～７０℃时活

性最高［１８］，然而温度过高会破坏花生饼中的营养成

分，结合成本考虑，选择最佳反应温度为４５℃，此时
ＡＦＢ１降解率为 ８０．８％，花生饼中 ＡＦＢ１残留量为
１８．４μｇ／ｋｇ。
２．１．４　反应时间对ＡＦＢ１降解的影响

在料液比１∶１０、加酶量５Ｕ／ｇ、体系 ｐＨ６．０、反
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应温度 ４５℃条件下，探究反应时间对花生饼中
ＡＦＢ１脱除效果的影响，结果见图４。

图４　反应时间对ＡＦＢ１降解率的影响

　　由图４可知，反应时间由６ｈ延长到７２ｈ时，漆
酶对花生饼中 ＡＦＢ１的降解率由 ６５．９％上升至
８５．７％，ＡＦＢ１残留量降至１３．６μｇ／ｋｇ，表明漆酶对
花生饼处理时间越长，越有利于 ＡＦＢ１的降解，反应

４８ｈ后，ＡＦＢ１降解率趋于稳定，这与 Ｌｉｕ等
［１９］的研

究结果吻合。考虑到时间成本，选择最佳反应时间

为４８ｈ，此时 ＡＦＢ１降解率为８４．６％，ＡＦＢ１残留量
为１４．６μｇ／ｋｇ。
２．１．５　料液比对ＡＦＢ１降解的影响

在加酶量５Ｕ／ｇ、体系ｐＨ６．０、反应温度４５℃、
反应时间 ４８ｈ条件下，探究料液比对花生饼中
ＡＦＢ１脱除效果的影响，结果见图５。

图５　料液比对ＡＦＢ１降解率的影响

　　由图５可知，随着料液比从１∶１降低至１∶２０，漆
酶对花生饼中 ＡＦＢ１的降解率由 ２３．５％升高至
８９．８％。ＡＦＢ１难溶于水，因此适当增加反应体系中的
缓冲液，有利于花生饼中ＡＦＢ１的释放，从而提高漆酶
对ＡＦＢ１的降解。在料液比１∶１０时，ＡＦＢ１降解率可
达８３．５％，此时ＡＦＢ１残留量为１５．８μｇ／ｋｇ，远低于
国标规定的５０μｇ／ｋｇ，且当料液比为１∶１５和１∶２０
时，降解率增加缓慢，从成本方面考虑，选择最佳料

液比为１∶１０。
２．２　漆酶与ＡＦＢ１的相互作用方式

漆酶是一类含Ｃｕ２＋催化中心的多酚氧化酶，其
降解 ＡＦＢ１的机制比较复杂。据报道，漆酶降解

ＡＦＢ１的产物为一种毒性较弱的物质 ＡＦＱ１
［１７］。据

此通过分子对接探究了漆酶与 ＡＦＢ１的结合模式及
催化过程，结果如图６所示。

图６　漆酶与ＡＦＢ１的相互作用模型

　　由图 ６可知，漆酶活性空腔中的氨基酸残基
Ｈｉｓ１０９、Ｓｅｒ１１０、Ｈｉｓ１１１、Ｓｅｒ１１３、Ｈｉｓ４５２、Ａｓｐ４５６通过
氢键与 ＡＦＢ１分子相互作用，并与活性空腔中的
Ｃｕ２＋和水分子一起构成了氢键网络。虽然其具体
机制尚不清楚，但该氢键网络在漆酶降解 ＡＦＢ１生
成ＡＦＱ１的过程中具有重要作用。
３　结　论

本文确定了漆酶降解花生饼中 ＡＦＢ１的最优条
件，即加酶量５Ｕ／ｇ、体系 ｐＨ６．０、反应温度４５℃、
反应时间４８ｈ、料液比１∶１０。在最优条件下，ＡＦＢ１
降解率高达 ８３．５％，花生饼中 ＡＦＢ１残留量为
１５．８μｇ／ｋｇ，远低于国标规定的５０μｇ／ｋｇ。通过分
子对接分析了漆酶与 ＡＦＢ１的作用方式，发现漆酶
活性空腔中的氨基酸残基 Ｈｉｓ１０９、Ｓｅｒ１１０、Ｈｉｓ１１１、
Ｓｅｒ１１３、Ｈｉｓ４５２、Ａｓｐ４５６与 ＡＦＢ１分子间存在较强的
氢键作用，该氢键网络与漆酶降解 ＡＦＢ１的活性
相关。
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