
微生物学通报 May 20, 2014, 41(5): 909−915 
Microbiology China © 2014 by Institute of Microbiology, CAS 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.130562 
 

                           

基金项目：国家 863计划项目(No. 2013AA102801)；广东省科技攻关计划项目(No. 2012B020305002)；暨南大学“国

家大学生创新性试验计划”项目(No. 101055926) 

*通讯作者：Tel：86-20-85228422； ：tldl@jnu.edu.cn 

∆并列第一作者 

收稿日期：2013-09-03；接受日期：2013-11-01；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2013-11-26 

简    报 

分解玉米赤霉烯酮菌株的分离、鉴定及其产酶特征 

孙志轩 1△  冼钰茵 2△  孙纬华 1  梁钟 2  邵伟琪 2  周妮 1  尹晓菲 2 

杨舜莲 2  梁郁强 1,3  姚冬生 1  刘大岭 1,3* 
(1. 暨南大学 微生物技术研究所  广东 广州  510632) 

(2. 暨南大学 理工学院 食品工程系  广东 广州  510632) 

(3. 暨南大学 生物工程系  广东 广州  510632) 

 
 

摘  要：【目的】从发酵食品材料中筛选出对玉米赤霉烯酮(ZEN)有分解作用的微生物，研究其

分解效率及产酶特征并进行菌种鉴定。【方法】利用添加 ZEN 毒素类似物(PL)的固体培养基对

25 种发酵食品材料进行初筛，获得毒素类似物耐受菌株，经过用 ZEN 复筛，得到高效分解 ZEN

的细菌。用高效液相色谱法(HPLC)分析培养物残留 ZEN，评价菌株对 ZEN 的分解效率。初步

分析该菌株产纤维素酶、木聚糖酶及 β-葡萄糖苷酶的特性。通过微生物形态学、分子生物学方

法进行菌种鉴定，确定该菌的系统分类学地位。【结果】从发酵食品材料中筛选出一株分解 ZEN

的菌株 BF-B-3，经初步鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。其 ZEN 分解率达 62.48%，

测定该菌产纤维素酶、木聚糖酶及 β-葡萄糖苷酶活力分别为 160.38、84.51 和 4.14 U/mL。【结

论】枯草芽孢杆菌属于饲用微生物，生物安全性高，所分离到的枯草芽孢杆菌疑似株(Bacillus 

subtilis) BF-B-3 菌株，可作为具有分解 ZEN 功能的益生菌使用，具有较好的应用前景。 

关键词：玉米赤霉烯酮，生物降解，产酶特征，枯草芽孢杆菌，霉菌污染 
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Abstract: [Objective] To screen and identify a microorganism with zearalenone (ZEN) detoxifica-
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tion ability from fermented foods, and determine its decomposing efficiency and the properties of 
producing enzymes. [Methods] Solid media with toxin analogue (PL) were used to obtain toxin ana-
logue resistant strains from 25 materials of fermented foods. Through the second screening of ZEN 
as the selective stress, a ZEN detoxified microorganism with high decomposition efficiency was con-
firmed. Its degradation efficiency was further evaluated in analysis of ZEN residue of bacteria sus-
pension using high performance liquid chromatography (HPLC). Then we analysed the properties of 
producing cellulase, xylanase and β-glucosidase separately. The strain was identified for the taxo-
nomical position using morphological observation and molecular identification. [Results] A ZEN 
detoxified strain BF-B-3 was screened and identified as Bacillus subtilis. Its degradation rate reached 
62.48%. The cellulase, xylanase and β-glucosidase activity of Bacillus subtilis BF-B-3 reached 
160.38 U/mL, 84.51 U/mL and 4.14 U/mL separately. [Conclusion] Bacillus subtilis is a kind of feed 
microorganism. Bacillus subtilis BF-B-3 has favorable security for detoxifying ZEN, and could grow 
under different carbon sources. Bacillus subtilis BF-B-3 has potential values for preventing mould 
pollution of crops and feed. 

Keywords: Zearalenone, Biodegradation, Enzyme production properties, Bacillus subtilis, Mold 
contamination 

玉米赤霉烯酮(Zearalenone，ZEN)，是一种酚

的二羟基苯酸的内酯结构，因 ZEN 与雌二醇结构

相似，又称 F-2毒素[1]，是由镰刀菌属在次级代谢

过程中产生的一种较强的雌激素类毒素，在人和动

物体内积累可诱发一系列雌激素效应症状，包括影

响雌性哺乳动物乳房发育、外阴阴道炎、发情周期

紊乱、假孕不孕、流产、死胎畸胎等。此外有研究

证实玉米赤霉烯酮还有遗传毒性、细胞毒性、免疫

毒性、致肿瘤毒性[2-6]，是一种世界范围污染最广

泛的霉菌毒素[1]。研究显示玉米赤霉烯酮常与黄曲

霉毒素、伏马菌素、呕吐毒素、赭曲霉毒素等多种

毒素共同存在于谷物和农副产品中[7-8]，严重影响

人类和动物的健康。王金勇等[9-10]调查结果显示，

2012 年上半年，在检测 421 份来自全国各地的玉

米、猪料、禽料等样品中，ZEN 的阳性检出率均

高于 60%，最高浓度均高于 2 300 μg/kg，平均水

平 也 均 远 远 大 于 中 国 《 粮 食 卫 生 标 准 》

(GB2715-2005)[11]规定的小麦和玉米中 ZEN 的限

量(60 μg/kg)。 

目前，应用于防 ZEN 污染的方法主要有物理

法、化学法和生物法。传统的物理法和化学法对

ZEN 的脱毒，效果不稳定、易出现影响饲料营养

等缺点。相比而言，采用生物法去除 ZEN 毒素因

其具有安全、专一、高效等优点，已成为更具应用

前景的研究方向。国内外对微生物降解玉米赤霉烯

酮的研究较为透彻的是 Hideaki Kakeya 等[12](2002)

分离到的粉红粘帚霉(Clonostachys Rosea IFO7063)

菌株，该菌株通过分泌一种内酯水解酶破坏 ZEN

结构中的内酯环，将其转化为无雌激素活性产物，

该酶的基因克隆及转基因的相关研究均取得了一

定的进展[13-15]。Yu等[16](2011)分离到一株不动杆菌

属(Acinetobacter sp. SM04)菌株，研究发现 SM04

可降解 ZEN 为低雌激素活性产物，并确定了与降

解有关的 Thioredoxin 过氧化物还原酶(Prx)，该酶

基因在大肠杆菌中被克隆并表达，Prx 在 H2O2存

在条件下可有效降解 ZEN[17]。Abdulla D. A.等[18]

从恶臭假单胞菌(Pseudomonas putid)中克隆编码出

玉米赤霉烯酮降解酶。此外，有报道藤黄微球菌

(Micrococcus luteus)、芽孢杆菌(Bacillus)、毛孢酵

母菌 (Trichosporon mycotoxinivorans)等具有降解

ZEN能力[19-20]。 

传统的发酵食品最早应用于食品保藏，发酵过

程中可以抑制多数病原菌、霉菌的生长繁殖，达到

促进自然保护、防腐、延长食品保存期的目的，是

一种保证食品安全性的古老手段。因此，本研究以

传统发酵食品为实验材料，从发酵微生物中筛选出
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对 ZEN有分解作用的微生物，分析确定分解 ZEN

菌株的系统分类学地位，对其产酶特征和分解效率

进行评价，鉴定该微生物并最终确定其系统分类学

地位，为寻找具有高效降解 ZEN 和具有益生功能

的安全微生物，对开发可供动物饲养应用的微生物

降解 ZEN方法具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集：本研究以产自广州、佛山、阳江、

珠海、肇庆、潮州、重庆、茂名等地的 25种传统

发酵食品为实验材料。 

1.1.2  培养基：营养琼脂(NA)培养基(g/L)：蛋白

胨 10.0，氯化钠 5.0，牛肉膏 3.0，琼脂 15.0；马铃

薯葡萄糖(PDA)培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄

糖 20.0，固体培养基加 1.5%琼脂； 

1.1.3  主要试剂：玉米赤霉烯酮类似物 (PL，

Sigma-Aldrich)，玉米赤霉烯酮(Sigma-Aldrich)，羧

甲基纤维素钠(CMC，上海生工)，刚果红(上海生

工)，木聚糖(上海生工)，柠檬酸铁(上海生工)，七

叶苷(上海生工)。 

1.2  方法 

1.2.1  ZEN 分解菌株的初筛：称取 10 g实验材料

经研碎、加水振荡制成样品悬液。取 1 mL样品悬

液加入营养琼脂培养基(含 PL浓度为 10 g/L)，凝

固后，在 37 ºC倒置培养 24 h；取 1 mL样品悬液

加入马铃薯葡萄糖琼脂培养基(含 PL浓度为 10 g/L)

上，凝固后，28 ºC倒置培养 72−120 h，筛选 ZEN

类似物(PL)耐受菌株。 

1.2.2  ZEN 分解菌株的复筛：第一步，挑取 1.2.1

中生长良好的单菌落分别接种于LB培养基(含ZEN

浓度为 10 mg/L)和马铃薯葡萄糖培养基(含 ZEN浓

度为 10 mg/L)，分别在 37 ºC、180 r/min培养 24 h；

28 ºC、150 r/min培养 3 d后，分别取菌悬液 1 mL

制备TLC检测样品，对培养液中ZEN残留进行TLC

检测。第二步，选择 10 µL检测液点样荧光点完全

消失所对应的菌株，在含 ZEN 20 mg/L的培养基中

培养，以相同的方法检测样品，通过观察样品的荧

光亮度确定各个菌株对玉米赤霉烯酮分解能力的

相对大小，确认具有分解 ZEN作用的菌株。 

TLC 检 测 参 照 AOAC Official Method 

976.22[21]：菌悬液经氯仿萃取 3 次，无水 Na2SO4

脱水，获得含残留 ZEN的 TLC检测样品，在经活

化的硅胶板上点样，经展开剂 (CHCl3:CH3OH= 

95:5，体积比)展开，干燥，在 365 nm 紫外光[22]

下，观察蓝色荧光变化。第一步中检测样品的点样

量分别为 10、15、20 µL 3个梯度；第二步中检测

样品的点样量分别为 10、15、20、25、30、35 µL 

6个梯度。 

1.2.3  ZEN 分解菌株分解效率的评价：取 1.2.2中

第二步的培养菌液，制备检测样品，取 1 mL检测

样品发挥干燥，加入 1 mL甲醇振荡，0.45 μm滤

膜过滤，得到待测样品，通过 HPLC[23-24]定量检测

残留 ZEN。色谱条件：COSMOSIL 5C18-MSⅡ型

色谱柱，流动相：甲醇:水=65:35 (体积比)，流速：      

1 mL/min，柱温：30 ºC，RF-10AXL荧光检测器：

λex=274 nm，λem=440 nm。空白对照：含 ZEN终浓

度 20 mg/L的培养基，其他处理相同。 

1.2.4  ZEN 分解菌株产酶特征分析：将 ZEN分解

菌菌液稀释后分别涂布于含 1% CMC的 NA培养

基、1%木聚糖的 NA培养基、0.25%柠檬酸铁-1%

七叶苷的 NA培养基上，37 ºC倒置培养 48 h。取

CMC培养基、木聚糖培养基用刚果红染色 30 min

后，1 mol/L NaCl脱色，观察水解圈确定其产纤维

素酶和木聚糖酶活性[25]；观察柠檬酸铁-七叶苷培

养基黑色特征圈确定其产 β-葡萄糖苷酶活性[26]。 

ZEN分解菌在 NA培养基中 37 ºC、180 r/min

培养 24 h后，菌悬液离心，上清液即为待测酶液。

按照《微生物肥料生产菌株质量评价通用技术要求

NY/T 1847-2010》[27]所述方法测定纤维素酶活力和

木聚糖活力。β-葡萄糖苷酶活力测定以 1%的 D-

水杨苷为底物代替滤纸，其他同纤维素酶活测定。

酶活单位的定义：参照文献[27]，以 U/mL表示。 

1.2.5  菌株鉴定：形态学观察：将最终筛选得到的

ZEN分解菌株划线接种于 LB固体培养基，37 ºC倒
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置培养 24 h，观察菌落形态；挑取菌体进行革兰氏

染色，观察菌体形态。分子生物学鉴定：CTAB法[28]

提取菌株基因组总 DNA。16S rRNA基因 PCR扩增

通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 

3′)，1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)，

由生工生物工程(上海)有限公司合成。经 PCR扩增

得 16S rRNA基因产物纯化后送交华大基因公司测

序。测序结果与 NCBI 中的 GenBank 数据库进行

BLAST 比对分析序列同源性[29]，应用 MEGA 4.0

软件包[30]，采用邻位连接法(Neighbour-Joining)进

行系统发育树的构建和系统发育关系分析。 

2  结果与分析 

2.1  ZEN 分解菌株的初筛 

经含 ZEN类似物 PL浓度 10 g/L的培养基初

筛，获得 20个菌株(表 1)。 

2.2  ZEN 分解菌株的复筛 

20 个菌株经第一步 TLC 检测确认筛选得到 

10 µL检测液点样荧光完全消失的菌株 5 个。再经

第二步的确认筛选，最终得到 BF-B-3为 ZEN分解

能力相对较强的菌株(表 2)。 

2.3  ZEN 分解菌株分解效率的评价 

HPLC分析，ZEN保留时间为 9.54 min，ZEN

在 0.5−25.0 µg/L 浓度范围内线性良好，经 HPLC

检测分析 ZEN残留量，结果表明：BF-B-3 ZEN分

解率 [实验组 /(标准品−空白对照 )×100%]达到

62.48% (图 1)。 

2.4  ZEN 分解菌株产酶特征分析 

BF-B-3 菌株产纤维素酶活性观察：经羧甲基

纤维素钠培养基培养后，刚果红染色结果，水解圈

非常明显，水解圈直径:菌落直径约为 1:1 (图 2A)。

产木聚糖酶活性观察：经木聚糖培养基培养后，刚

果红染色结果，水解圈较为明显，水解圈直径:菌

落直径约为 2:5 (图 2B)。产 β-葡萄糖苷酶活性观

察：经柠檬酸铁-七叶苷培养基培养后，结果显示有

明显黑色特征圈(图 2C)。结果表明，BF-B-3菌株具

有分泌纤维素酶、木聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶的功能。 

经测定得到 BF-B-3菌株在培养 24 h后，产纤

维素酶、木聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶活力依次为

160.38、84.51 和 4.14 U/mL。结果表明：BF-B-3

菌株具有相对较高产纤维素酶及木聚糖酶活性，具

有一定程度的产 β-葡萄糖苷酶活性。 

2.5  菌种鉴定 

形态学观察结果：菌落呈枯草状，圆形或不规

则，浊白色，扁平，有褶皱，边缘不完整，菌体为

短棒状，大小为(0.7−0.9) μm×(2.0−3.0) μm，革兰氏
 

表 1  PL 耐受菌株筛选结果 
Table 1  The results of PL tolerant strains 

菌株编号 

Strain number 

菌株来源 

Origin 

菌液浑浊度 

Turbidity of bacteria liquid

菌株编号 

Strain number 

菌株来源 

Origin 

菌液浑浊度 

Turbidity of bacteria liquid
PL-B-44 酸菜 +++ BF-B-39 萝卜干 ++ 

PL-B-51 梅菜 ++++ BF-B-40 水豆豉 ++ 

PL-B-53 白萝卜干 +++ BF-B-41 水豆豉 ++ 

PL-B-59 菜头Ⅱ ++++ BF-B-43 豆瓣酱 +++ 

PL-B-66 酒粉 +++ BF-B-44 豆瓣酱 ++ 

PL-M-27 酒粉 ++++ BF-B-45 酒粉 +++ 

PL-M-28 泡椒 +++++ BF-B-13 菜头 I ++ 

PL-M-29 泡椒 ++++ BF-B-17 茂名豆豉 +++ 

PL-M-30 泡椒 +++ BF-B-3 霉豆 +++ 

PL-M-31 黄皮 +++ BF-B-34 腐乳 +++ 

注：菌液浑浊度以“+”表示，“+”越多表明菌液越浑浊，菌种的生长能力越强. 
Note: “+” showed the turbidity of bacteria liquid; The more the number of “+” indicate increases in turbidity, that is, the stronger vitality 

the strains growed. 
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表 2  ZEN 分解菌株 TLC 复筛检测结果 
Table 2  The TLC results of strains resist ZEN 

不同点样量荧光强度 
Fluorescence intensity of different sample amount (µL) 

第一步筛选 
The first step screening 

第二步筛选 
The second step screening 

菌株编号 
Strain number 

5 10 20 10 15 20 25 30 35 

PL-B-66 – – – + ++ +++ ++++ +++++ ++++++

BF-B-34 – + ++ + ++ +++ ++++ +++++ ++++++

BF-B-3 – + ++ – + ++ +++ ++++ +++++

PL-M-29 – – – + ++ +++ ++++ +++++ ++++++

注：–：荧光完全消失；+：肉眼可见荧光；+多少：荧光亮度强弱. 
Note: –: Fluorescent point disappearing entirely. +: Visible fluorescence; The amount of “+” showed the degree of fluorescent brightness. 

 

 
 

图 1  BF-B-3 菌株 ZEN 分解率的 HPLC 分析 
Figure 1  The effects of BF-B-3 strain detoxified ZEN by HPLC analysis 

注：线性方程：y=502 219x−86 763，R2=0.993 1；回收率：93.61%. 
Note: Linear equation: y=502 219x−86 763, R2=0.993 1; Recovery: 93.61%. 
 

 
 

 

图 2  BF-B-3 菌产酶特征结果 
Figure 2  The result of BF-B-3 producing enzymes 

注：A：羧甲基纤维素钠刚果红染色；B：木聚糖刚果红染色结果；C：水解七叶苷结果. 
Note: A: The result of hydrolyzing CMC by congo red staining; B: The result of hydrolyzing xylan by congo red staining; C: The result of 
hydrolyzing aesculin. 
 

阳性；芽孢大小为 0.5 μm×(1.0−1.5) μm，椭圆形或

柱状，中生或次端生，孢囊不明显膨大。分子生物

学鉴定结果：以通用引物为模板通过 PCR扩增得到

16S rRNA基因序列，测序大小为 1 514 bp，GenBank

数据库登录号为 KF512668。将 BF-B-3 菌株序列在

NCBI GenBank数据库 BLAST比对，结果显示：其

与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis)和空气芽孢杆菌(Bacillus 

aerius)一致性均高达 99%，根据系统发育学分析结

果(图 3)，BF-B-3与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 
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图 3  基于 16S rRNA 基因构建的 BF-B-3 菌株临近连接法系统进化树 
Figure 3  Neighbour-Joining phylogenetic tree of strain BF-B-3 based on 16S rRNA gene sequences 

Note: Numbers in parentheses represent GenBank ID of the sequences. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.005 represents sequence divergence. 
 

Bootstrap 为 100%，结合形态学特征分析[31]，初步

鉴定BF-B-3菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

3  讨论 

本研究以 ZEN类似物及 ZEN为筛选压力，从

传统发酵食品材料中筛选并初步鉴定的枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis) BF-B-3具有降解 ZEN能力。

近年来，益生菌和酶作为饲料生物降解添加剂，高

效安全降解霉菌毒素已成为饲养中广泛使用的方

法。中国农业部 2008年批准使用的饲料微生物有

16 种(农业部 1126 号公告)，其中枯草芽孢杆菌被

列入。而且，饲用菌株的益生功能与其分泌的分解

纤维素和半纤维素的功能密切相关，经测定

BF-B-3 菌株具有分泌分解纤维素和半纤维素的能

力，将 BF-B-3菌株应用于饲料添加剂，可有效提

高饲料营养价值及利用率。因此，BF-B-3 菌株可

作为具有分解 ZEN 功能的益生菌使用，具有较好

的应用前景。本研究下一步将从 BF-B-3菌株分解

ZEN条件的研究，代谢产物毒性分析，以及 BF-B-3

菌株纤维素酶、木聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶酶学性

质研究着手，为 BF-B-3菌株应用于饲料生物降解

添加剂提供更有力的依据。 
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