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羽毛降解菌株 ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐＤＪ

产生的蛋白酶酶学性质
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摘　要：从羽毛废弃物堆的土壤中采集样品，通过富集培养、初筛和复筛分离出一株高效降解羽毛的ＤＪ菌株；
对该菌株的形态学观察和基于１６ＳｒＤＮＡ序列的系统进化分析，初步鉴定为链霉菌ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐＤＪ。该菌株在
３２℃摇床培养１０ｄ后，对天然羽毛的降解率高达５０％，且羽毛水解产物中含有多种自由氨基酸。该菌株产生的
蛋白酶最适反应温度为４５℃，最适反应ｐＨ为１００；对羽毛的降解能力高于商品化的碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶，
对疏水性或亲水性的自然底物也具有较强的水解能力。以上结果表明：ＤＪ菌株及其产生的蛋白酶具有良好的应
用潜力。
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　　近年来，随着畜牧业的迅速发展，每年都有上
百万顿的废弃羽毛产生［１］。对于废弃羽毛的处理

方式通常为填埋、焚烧或掩埋等简单的处理方

式［２］，废弃羽毛常导致各种类型疾病 （如萎黄、

支原体病和禽霍乱等）相互传染［３］；这造成蛋白

质浪费和严重的环境污染。羽毛以角蛋白为主的ｗ
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（粗蛋白）占 ９０％以上，ｗ（氨基酸）在 ７０％以
上，包括动物所需的多种必需氨基酸；角蛋白富含

α－螺旋和β－螺旋，是由二硫键、氢键和疏水键
等交联而成的不溶性纤维蛋白。一般不易被木瓜蛋

白酶、胰蛋白酶和胃蛋白酶等蛋白酶水解；因此，

较难被动物直接消化利用［４－６］。常采用物理、机械

和化学方法对羽毛降解，这易使必需氨基酸受到破

坏，降低了降解产物的质量和效率［７］。利用微生

物酶降解羽毛，避免以上的不足，高效地生产稀有

氨基酸、肽等产品，应用于皮革工业、医药、化妆

品等多种行业；这促进羽毛的深加工发展，并且还

具有保护环境、变废为宝的作用［８］。

从自然界分离获得３０多种可降解羽毛的微生
物，这些微生物包括细菌、放线菌和真菌［６，９］。多

数真菌产生的角蛋白酶具有致病性［３］，因此，多

数研究集中在放线菌和细菌。目前获得的羽毛降解

菌多数对羽毛的降解效率低，需对羽毛进行前处理

等不足；因此，筛选出对羽毛降解效率高，羽毛前

处理简单的微生物菌株更具有实用性。本文旨在筛

选获得高效降解羽毛的菌株，提高羽毛降解效率，

为酶法生产获得系列羽毛降解产品、促进羽毛深加

工的高值化提供理论和技术基础。

１　材料与方法
１１　试验材料
１１１　羽毛与菌株来源　羽毛粉：采购于韶关市
三鸟市场的天然羽毛，剪碎备用。菌株来源：韶关

市养鸡场的土壤、三鸟市场废弃羽毛堆的土壤、三

鸟市场废水沟的土壤。

１１２　培养基　富集培养基：ＮＨ４Ｃｌ０５ｇ／Ｌ，
ＮａＣｌ０５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４０３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０４ｇ／Ｌ，
ＭｇＣｌ２０１ｇ／Ｌ，酵母提取物１０ｇ／Ｌ，羽毛粉１００
ｇ／Ｌ，未剪碎的羽毛少量，ｐＨ７５。羽毛粉平板：
Ｋ２ＨＰＯ４１５ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００２５ｇ／Ｌ，无水
ＣａＣｌ２００２５ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４００１５ｇ／Ｌ，羽毛粉 １００
ｇ／Ｌ，琼脂粉２００ｇ／Ｌ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７５。
发酵培养基：ＮａＣｌ０１５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０５４ｇ／Ｌ，
Ｋ２ＨＰＯ４００９ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１５ｇ／Ｌ，无水
ＣａＣｌ２０００５ｇ／Ｌ，未处理羽毛５００ｇ／Ｌ，蒸馏水１
０００ｍＬ，ｐＨ自然。ＬＢ培养基：ＮａＣｌｗ＝１０％，
蛋白胨 ｗ＝１０％，酵母提取物 ｗ＝０５％，ｐＨ
７０。
１１３　生化与化学试剂等　ＰＣＲ反应的酶与引物
购自上海生工公司；半胱氨酸、甲硫氨酸、丝氨

酸、缬氨酸、脯氨酸购自广州普博欣生物科技有限

公司；甘氨酸、酪氨酸、谷氨酸购自上海展云化工

有限公司；高效薄层层析硅胶板 ＨＳＧＦ２５４（５×
１０）购自烟台江支硅胶开发有限公司；其他试剂
均为分析纯。

１２　试验方法
１２１　羽毛降解菌的分离筛选

１）羽毛降解菌的平板分离。
分别取５０ｇ土壤样品接种于富集培养液中，

３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ３ｄ；取少量培养液，
稀释液涂布于羽毛粉平板上，３７℃培养７ｄ，挑取
生长势强的菌株划线接种于羽毛粉平板上，３７℃
培养；反复划线至挑取到单菌落为止。

２）羽毛降解菌的发酵筛选。
将菌株接种于ＬＢ培养液中，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ

培养４８ｈ，将菌液接种于装有１００ｍＬ发酵培养基
的２５０ｍＬ三角瓶中，接种量为 １％ （Ｖ／Ｖ），３７
℃、１６０ｒ／ｍｉｎ培养８ｄ，用Ｗｈａｔｍａｎ滤纸过滤发酵
液，５０℃烘干，称量残留羽毛质量。无菌水代替
菌液作为对照。羽毛降解率＝［（制备发酵培养基
的羽毛干质量－发酵后残留羽毛的干质量）／制备
发酵培养基的羽毛干质量］ ×１００％。
１２２　菌株的鉴定

１）菌体的形态观察。
对ＤＪ菌株的菌落形态进行观察；并通过单染

色，镜检观察其菌体结构形态。

２）１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定。
将ＤＪ菌株接种于 ＬＢ培养液中，培养 ２４ｈ，

收集菌体。参考酵母ＤＮＡ的快速分离方法［１０］，提

取其基因组 ＤＮＡ。以提取的基因组为模板，进行
１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板
１μＬ，上游引物 ２μＬ（８－２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），下游引物２μＬ（１５２３－
１５０４Ｒ： ５′－ ＡＡＧＧ ＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ －
３′）［１１］，水２０μＬ，２×ＨｉＦｉ－ＰＣＲＭａｓｔｅｒ２５μＬ，总
体积５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ
３０ｓ，２９个循环；７２℃恒温５ｍｉｎ。对ＰＣＲ产物电
泳鉴定，纯化回收测序分析。

１２３　发酵时间对羽毛降解的影响　将ＤＪ菌株接
种于ＬＢ液体培养基中，３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ、培养
４８ｈ，以１０％ （Ｖ／Ｖ）的接种量接种菌液于装有
８０ｍＬ发酵培养基的２５０ｍＬ的三角瓶中，３２℃，
１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，取不同培养时间的发酵液，
测其ｐＨ、蛋白酶酶活，以及残留羽毛的重量来计
算羽毛的降解率。

８４１
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１２４　羽毛水解产物中的氨基酸分析　利用 ＴＬＣ
法，取培养 ８ｄ后发酵培养液进行过滤，收集滤
液，６０℃恒温干燥浓缩后，向浓缩液中加入 ２５
倍的无水乙醇，２０℃放置３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心，收集澄清的上清液，采用正丁醇∶冰醋酸∶水＝
４∶１∶２的混合液作为展开剂进行ＴＬＣ薄膜层析，采
用茚三酮法显色。

１２５　发酵液中蛋白酶的酶学性质研究
１）粗酶液的制备。
对发酵液过滤，收集滤液，１１０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，收集上清液；添加硫酸铵使其饱和度达到
８０％以上进行盐析后，１１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
收集沉淀，用蒸馏水溶解，透析获得粗酶液，４℃
保存备用。测定粗酶液中蛋白酶的活性参考文献

［１２］略有改动，即具体的方法为：取适当稀释后
的 １００μＬ粗酶液和 １００μＬ２０％酪蛋白 （ｐＨ
１００），４０℃中水浴１０ｍｉｎ，然后加入２００μＬ三
氯乙酸，水浴 ２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，取３００μＬ上清依次加入 １５ｍＬＮａ２ＣＯ３和
３００μＬ福林酚试剂，摇匀，４０℃保温发色２０ｍｉｎ
后在６６０ｎｍ测其吸光度。以先加三氯乙酸灭酶活
性的方式作为对照。酶活单位定义为：４０℃反应
温度下，每分钟水解酪蛋白产生１μｇ酪氨酸为１
个酶活力单位。

２）最适反应温度和最适反应ｐＨ。
测定酶液在３０、３５、４０、４５、５０、５５和６０

℃反应温度下的活性，以确定最适反应温度；测定
反应ｐＨ为３０、６０、８０、１００和１１０的活性，
以确定最适合反应ｐＨ。
３）金属离子与抑制剂对活性的影响。
分别 向 粗 酶 液 中 添 加 Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｎａ＋、

Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、ＰＭＳＦ、ＥＤＴＡ和 ＳＤＳ，室温下放置
３０ｍｉｎ后，测定其活性。以未添加试剂的酶液作为
对照。

４）３种蛋白酶对羽毛降解的比较。
称取５０ｇ洁净羽毛装入三角瓶中，然后加７０

ｍＬ蒸馏水润湿羽毛，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，冷却后
分别加入粗酶液 （反应ｐＨ１００，温度４５℃）、木
瓜蛋白酶 （反应ｐＨ７２，温度４５℃）和碱性蛋白
酶 （反应 ｐＨ１００，温度 ４５℃）各 ３０ｍＬ酶液
（酶活力为１６０Ｕ／ｍＬ），水解２ｄ，测其对羽毛的
降解率。

５）对不同自然底物的水解。
按蛋白酶活性的测定方法，分别以酪蛋白、

ＢＳＡ、明胶和大豆分离蛋白为底物，测定酶液的活

性，探究对不同底物的水解活性。为了直观地观

察，将水解产物置于沸水中 ５ｍｉｎ使酶失活，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ收集上清液，进行 ｗ＝
１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，染色观察。

２　结　果
２１　羽毛降解菌的筛选分离

将土壤样品中的羽毛降解菌株进行富集培养

后，把富集培养液稀释涂布于羽毛粉平板上培养；

进一步反复划线分离，筛选出２７株长势较强的菌
株。分别将２７株菌株液体发酵培养后，测定比较
菌株间对羽毛的降解率，从中筛选出长势强、降解

羽毛效率最高的ＤＪ菌株。
２２　ＤＪ菌株的鉴定

ＤＪ菌株在羽毛粉平板生长１ｄ为白色小菌落，
菌落边缘为浅白色；培养２ｄ菌落变为灰绿色，菌
落表面干燥，有土腥味，该菌株的菌落形态见图

１。镜检可见丝状菌丝体，弯曲的孢子丝和球状的
孢子 （见图２）。对 ＤＪ菌株提取基因组 ＤＮＡ，以
其为模板扩增１６ＳｒＤＮＡ基因，ＰＣＲ产物约１５００
ｂｐ，对ＰＣＲ产物测序；据测序结果利用 ＧｅｎＢａｎｋ
数据中 Ｂｌａｓｔｘ程序比对，进一步利用 Ｍｅｇａ５０软
件构建进化树。综合 ＤＪ菌株的菌落特征、菌丝体
形态、以及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，初步鉴定 ＤＪ菌
株为ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐＤＪ。
２３　发酵时间对羽毛降解的影响结果

发酵培养 ＤＪ菌株 １ｄ后，培养液逐渐浑浊，
羽毛有降解迹象；培养６～７ｄ，羽片明显被降解；
培养８ｄ后，羽片和羽枝几乎完全降解，仅余几支
最粗大的羽轴，发酵液变为黄褐色，具有明显刺鼻

的氨味。发酵４ｄ的羽毛降解效果见图３，由图３
可见，处理的羽毛明显地被降解，对照的羽毛未出

现明显的降解迹象。

不同发酵时间对羽毛降解效果见表１。由表１
可知，当 ＤＪ菌株在羽毛发酵培养基中培养１０ｄ，
羽毛的降解率几乎达到最高，１０ｄ后降解率趋向
稳定 （约５０％）；发酵液的 ｐＨ值逐渐升高，当达
到８ｄ时发酵液ｐＨ达到最高９１，而后ｐＨ逐渐降
低趋于稳定。发酵液中胞外碱性蛋白酶的活性逐渐

增加，后期逐渐降低。

２４　羽毛水解产物的氨基酸分析结果
将羽毛发酵液通过浓缩，去掉大分子蛋白后进

行薄层层析 （ＴＬＣ），层析结果见图 ４。由图 ４可
知，羽毛水解产物中可能含有半胱氨酸、酪氨酸、

脯氨酸、丝氨酸、甲硫氨酸和谷氨酸等自由氨基酸。
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表１　不同发酵时间对羽毛的降解率
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｏｎｆｅａｔｈｅｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂｙＤＪｓｔｒａｉｎｇｒｏｗｎｉｎｓｈａｋｅｃｕｌｔｕｒｅ

培养时间／ｄ ０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４

降解率／％ －－－ １７５ ２５５ ３１３ ４３８ ４８９ ４９４ ５１２
ｐＨ ６７ ８０ ８５ ９０ ９１ ８９ ８４ ８４

碱性蛋白酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） －－－ ２９５ ３９３ ６９３ ８７８ １０９１ ２１６４ ７４８

图１　ＤＪ菌株在羽毛粉平板上的菌落图
Ｆｉｇ１　ＣｏｌｏｎｉｅｓｏｆＤＪｓｔｒａｉｎｇｒｏｗｉｎｇｏｎｆｅａｔｈｅｒｍｅａｌｐｌａｔｅ

图２　沟ＤＪ菌株的显微图
Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＤＪｓｔｒａｉｎ

图３　发酵培养中羽毛的降解图
Ｆｉｇ３　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｆｅａｔｈｅｒｓｂｙＤＪｓｔｒａｉｎ

（ａ，ｂ：左边三角瓶为处理，右边三角瓶为对照）

图４　羽毛水解产物中的氨基酸ＴＬＣ图
Ｆｉｇ４　Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＴＬＣ）ｐｌａｔｅｓｈｏｗｉｎｇ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｅａｔｈｅｒｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ
样：发酵液样品；Ｇｌｙ：甘氨酸；Ｃ：半胱氨酸；
Ｔ：酪氨酸；Ｐ：脯氨酸；Ｖ：缬氨酸；Ｓ：丝氨酸；

Ｍ：甲硫氨酸；Ｇｌｕ：谷氨酸

２５　粗酶液的酶学性质结果
２５１　最适反应温度和最适反应 ｐＨ结果　反应
温度和反应ｐＨ对蛋白酶活性的影响分别见图５和
图６。图５可见，蛋白酶最适反应温度为 ４５℃；
当温度低于４０℃或高于５５℃，活性显著下降，不
到最适反应温度活性的８０％，这表明反应温度对
酶活性影响极显著。由图６可见，随着反应 ｐＨ升
高，酶活性逐渐提高，最适 ｐＨ为 １００；当反应
ｐＨ高于１００时，活性降低。
２５２　金属离子与抑制剂对活性的影响结果　不
同金属离子和抑制剂对活性的影响结果见表２。由
表２可知，Ｋ＋、Ｃａ２＋Ｎａ＋和Ｍｇ２＋对活性具有一定
的促进作用；Ｍｎ２＋对活性有显著地促进作用，能
提高活性６０％。螯合剂ＥＤＴＡ和抑制剂ＰＭＳＦ能显
著地抑制活性，分别使活性仅保留 ２８９％和
５５０％。
２５３　３种蛋白酶对羽毛降解的比较结果　３种蛋
白酶对羽毛降解结果见表３。由表３可见，粗酶液
对羽毛降解率达到２０９％，碱性蛋白酶的降解率
为８８％，而木瓜蛋白酶几乎不能降解羽毛；该结
果表明粗酶液对羽毛的降解效果明显高于商品化木

瓜蛋白酶和碱性蛋白酶，具有较强的应用价值。
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图５　反应温度对酶活的影响
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ 图６　反应ｐＨ对酶活的影响

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

表２　金属离子和抑制剂对活性的影响结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｔａｌｃａｔｉｏｎｓａｎｄｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

试剂 浓度／ｍｍｏｌ 相对酶活／％

无试剂 ００ １０００
Ｋ＋ １０ １０３１
Ｃａ２＋ １０ １０６８
Ｎａ＋ １０ １０７９

试剂 浓度／ｍｍｏｌ 相对酶活／％

Ｍｇ２＋ １０ １１０３
Ｍｎ２＋ １０ １６００
ＥＤＴＡ １０ ２８９
ＰＭＳＦ １０ ５５０

表３　３种蛋白酶对羽毛降解效果
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３ｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｓｏｎ

ｆｅａｔｈｅｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

酶种类 粗酶液 碱性蛋白酶 木瓜蛋白酶

羽毛降解率／％ ２０９ ８８ ０５

２５４对不同自然底物的水解结果　对不同底物的
水解结果见表４。由表４可知，蛋白酶对酪蛋白的
水解能力最强，次之是大豆分离蛋白 （４８５％）、
较差为明胶 （２６９％），最差是 ＢＳＡ（１５７％）。
蛋白酶对 ４种底物的水解产物 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
（见图７）。由图７可见，蛋白酶对酪蛋白和大豆分
离蛋白的水解效果较好，水解产物中的蛋白条带不

明显；而对 ＢＳＡ的水解效果较差，水解产物中有
大量的不同分子量的蛋白条带，该电泳图与测定水

解活性结果一致。

表４　不同自然底物的水解结果
Ｔａｂｌｅ４　Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｎａｔｕｒａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

底物 酪蛋白 大豆分离蛋白（ＳＰＩ） ＢＳＡ 明胶

相对酶活／％ １００ ４８５８ １５７４ ２６８７

图７　４种底物的水解产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ７　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ

ｏｆ４ｎａｔｕｒａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
１：明胶 （－）；２：明胶 （＋）；３：ＢＳＡ（－）；

４：ＢＳＡ（＋）；５：酪蛋白 （－）；
６：酪蛋白 （＋）；７：ＳＰＩ（－）；８：ＳＰＩ（＋）；

Ｍ：蛋白Ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论
目前，从自然界中分离获得对羽毛有降解作用

的微生物已有报道，但是很少应用于工业；主要是

这些微生物对羽毛的降解能力有限。究其原因是当

ｗ（羽毛粉）高于１５％时，菌株产生的胞外蛋白酶
被抑制，导致羽毛粉的降解效率降低［１３］；这正如

ＪＡＩＮＲ等报道的ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｅｘｆｏｌｉａｔｕｓＣＦＳ１０６８菌
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株对 ｗ ＝０５％ 的羽毛降解率为 ９６６％，对
ｗ＝２０％羽毛粉的降解率仅为７２１％［１４］；王继

勇等分离的羽毛降解菌株对ｗ＝１０％羽毛粉的最
高降解率仅为 ７１３％［２］。本文分离的 ＤＪ菌株对
ｗ＝５０％的羽毛粉仍有５１２％的降解率，这表明
该菌株比目前报道的多数菌株都具有较强的应用潜

力。

ＤＪ菌株产生的胞外酶能分别被ＥＤＴＡ和ＰＭＳＦ
显著地抑制活性，这表明 ＤＪ菌株分泌的胞外蛋白
酶的活性中心与金属离子和丝氨酸有关，且最适反

应ｐＨ为１００；该结果与朱友峰等报道的角蛋白酶
可能是一种丝氨酸金属蛋白酶，最适 ｐＨ为９０的
结果相一致［１］。该酶与一般的内肽酶 （碱性蛋白

酶和木瓜蛋白酶）相比，对羽毛具有极强的水解

能力，羽毛水解产物中含有多种自由氨基酸；并且

对
"

肽酶几乎不能水解的亲水性自然底物 （如明

胶和ＢＳＡ）都具有较强的水解效果，这表明该酶
具有广泛的肽键选择性，具有良好的开发价值和应

用前景。今后将对该酶基因进行克隆表达、纯酶的

性质、结构与功能，以及对羽毛的降解机理等方面

进行深入的研究。
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