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　　摘要：利用自行分离得到的链霉菌Ｂ２２１固体发酵羽毛角蛋白，设置硫酸钠、亚硫酸钠、硫代硫酸钠和二硫苏糖醇
４种含硫化合物添加组，分析发酵后７ｄ的发酵物中角蛋白酶活力、可溶性蛋白含量以及各种含硫化合物的消长变化
规律。结果表明添加的４种含硫化合物对角蛋白酶都具有激活作用，但没有显著增加发酵产物中可溶性蛋白的含量；
亚硫酸盐含量、二硫键化合物含量和Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质含量之间存在着密切的相关性，Ｂ２２１固体发酵角蛋白过
程中存在着亚硫酸盐解作用；硫代硫酸盐含量、二硫键化合物含量、Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质含量、巯基化合物含量之
间存在着密切的相关性，Ｂ２２１固体发酵角蛋白过程中存在着另一种降解机制———硫代硫酸盐解作用。
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　　随着全球家禽养殖业的快速发展，在家禽加工处理过程
中产生了大量的羽毛废弃物。据食品与农业政策研究协会

（ＦＡＰＲＩ）预测：２０１９年全世界鸡肉产量预计达到７９３６万 ｔ，
届时将产生近６００万 ｔ鸡毛［１］。这些羽毛中，除了少量用于

制备氨基酸、蛋白质饲料以及羽绒制品外，绝大部分都被直接

丢弃到环境中，造成了大量的资源浪费，同时造成了严重的环

境污染［２］。

羽毛的主要成分是 β角蛋白，粗蛋白含量可达 ８０％以
上，半胱氨酸和胱氨酸含量更是为天然蛋白质饲料之冠。角

蛋白化学结构稳定，不溶于水，也不能被胃蛋白酶、胰蛋白酶

等水解［３］。传统处理羽毛角蛋白的方法是利用物理、化学水

解法，但存在能耗高、环境污染严重、三废不易处理、某些必需

氨基酸破坏严重、生产的羽毛粉消化率低等问题［４］。因此，

利用生物技术途径来解决角蛋白的分解利用近年来越来越受

关注。

１９６３年，Ｎｉｃｋｅｒｓｏｎ等从弗氏链霉菌中分离到一种酶复合
物，并在发酵液中检测到大量巯基化合物，由此推论角蛋白的

降解主要是由菌丝表面附着的角蛋白酶直接断裂二硫键进行

的，即酶降解途径［５］。１９８９年Ｋｕｎｅｒｔ在真菌石膏样小孢子菌
分解角蛋白的试验中，从发酵液中检测到亚硫酸盐、硫酸盐、

少量巯基化合物和Ｓ－磺酸半胱氨酸，结合相关试验证据认
为该降解过程首先是亚硫酸盐裂解二硫键（即亚硫酸盐分

解），然后亚硫酸分解变性的蛋白质进一步被溶液中的蛋白

酶降解，亚硫酸盐分解作为微生物降解角蛋白过程中的一种

非酶降解机制首次被提出［６］。Ｋｕｎｅｒｔ用弗氏链霉菌降解角蛋

白时，发酵液中未能检测到亚硫酸盐，硫酸盐含量也很低，巯

基化合物却大量存在，硫代硫酸根为角蛋白中硫的主要转化

形式，由此认为该菌降解角蛋白是由角蛋白酶直接还原二硫

键进行的［６］。２００７年朱晓飞等利用链霉菌Ｂ２２１液体发酵进
行了羽毛角蛋白降解机制的初探，结果表明硫酸盐是角蛋白

降解过程中硫元素的主要转化形式，同时在发酵液中还检测

到了亚硫酸盐，其含量变化与角蛋白酶活、降解率、可溶性蛋

白、巯基化合物的变化存在很强的相关性，表明亚硫酸盐分解

作用在角蛋白降解中可能起到非常关键的作用［７］。２０１０年
聂庆霁等利用地衣芽孢杆菌 ｎｊｕ－１４１１－１液体发酵羽毛角
蛋白，检测到硫元素以硫酸根、亚硫酸根、硫离子、硫代硫酸

根、巯基化合物、二硫键化合物、半胱氨酸、胱氨酸以及 Ｓ－磺
酸半胱氨酸类物质等９种形态存在，其中硫酸根、亚硫酸根、
硫代硫酸根和Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质是主要形态，亚硫酸
根和Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质出现相互消长的关系，表明亚
硫酸盐分解作用的存在［８］。

本研究利用笔者所在实验室自行筛选的链霉菌Ｂ２２１，研
究角蛋白固体发酵过程中外源添加不同浓度的硫酸钠、亚硫

酸钠、硫代硫酸钠和二硫苏糖醇等四种含硫化合物对链霉菌

Ｂ２２１角蛋白固体发酵过程的影响，加深对链霉菌 Ｂ２２１降解
角蛋白机制的认识，旨在为生物技术方法开发利用羽毛角蛋

白资源奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
链霉菌Ｂ２２１，从畜禽场长年堆积羽毛等废弃物的土壤中

经过富集培养和分离筛选获得。

基础培养基和发酵培养基［９］。

１．２　试验方法
１．２．１　羽毛角蛋白的固体发酵　在２５０ｍＬ锥形瓶中装入
３４ｍＬ基础培养基，加入１０ｇ羽毛，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。冷却
后，加入１ｍＬ４种含硫化合物溶液，使发酵体系中含硫化合
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物的浓度分别达到１μｍｏｌ／ｍＬ、１０μｍｏｌ／ｍＬ、２０μｍｏｌ／ｍＬ，接
种２ｍＬ孢子悬液，４０℃下培养。添加的含硫化合物经
０．２２μｍ滤膜过滤除菌。以不添加含硫化合物的发酵组作为
对照。Ｂ２２１固体发酵羽毛角蛋白周期一般为７ｄ，在研究中
于发酵后７ｄ取样，进行含硫化合物含量和角蛋白酶活、可溶
性蛋白含量测定。

１．２．２　含硫化合物的提取及测定　取 ２ｇ发酵物，加入
６０ｍＬ去离子水，４０℃ １５０ｒ／ｍｉｎ振摇１ｈ，中速定性滤纸过
滤，用滤液测定各种含硫化合物的含量。硫酸根：铬酸钡分光

光度法；亚硫酸根：改进的盐酸副玫瑰苯胺法；硫化物：亚甲基

蓝分光光度法；巯基化合物：５，５′－二硫代 －２－硝基苯甲酸
（ＤＴＮＢ）光度法；二硫键：ＮＴＳＢ显色法；硫代硫酸盐：硫酸铜
存在下的硫氰酸冷解法；半胱氨酸：酸性茚三酮显色法；胱氨

酸：二硫苏糖醇裂解后，再采用酸性茚三酮显色法；Ｓ－磺酸
半胱氨酸：碱性条件下与氰化钠反应释放出亚硫酸根离子的

间接方法［７，１０］。

１．２．３　角蛋白酶活、可溶性蛋白含量测定　测定方法参照文
献［１１］。

２　结果与分析

２．１　外源添加含硫化合物对固体发酵过程中角蛋白酶活和
可溶性蛋白的影响

从图１可以看出，硫酸钠添加组和二硫苏糖醇添加组的
角蛋白酶活力比其他２个添加组的酶活力要高许多。硫酸钠
添加组在添加浓度为 １０μｍｏｌ／ｍＬ时酶活力最高，为
３６．１１Ｕ／ｍＬ，比不添加组的酶活力增加了７４．７６％；二硫苏糖
醇添加组在添加浓度为 １μｍｏｌ／ｍＬ时酶活力最高，为
２８．３９Ｕ／ｍＬ，比不添加组的酶活力增加了３７．３４％；亚硫酸钠
添加组的角蛋白酶活力随着添加浓度的增大而提高，但变化

幅度不大；硫代硫酸钠添加组的角蛋白酶活力随着添加浓度

的增大而有所下降。

　　从图２可以看出，所有添加组的可溶性蛋白含量均比不
添加组降低，其中硫酸钠添加组和亚硫酸钠添加组的可溶性

蛋白含量随着添加浓度的增大而减少，在添加浓度为

２０μｍｏｌ／ｍＬ时，可溶性蛋白含量分别为不添加组的６２．５７％
和６５．１６％；硫代硫酸钠添加组的可溶性蛋白含量随着添加
浓度的增大而提高，最高为 １５．５ｍｇ／ｍＬ，为不添加组的
９１０７％；二硫苏糖醇添加组则随着添加浓度的增大先降后
升，但变化幅度不大。

２．２　外源添加含硫化合物对固体发酵过程中含硫化合物的
影响

从图３可以看出，各含硫化合物添加组的亚硫酸盐含量
基本上都比不添加组降低，同一含硫化合物不同添加浓度之

间相差不大，这可能是由于到了发酵后期，基本上已无羽毛成

形结构，亚硫酸盐的生成量与消耗量基本持平，维持在一个稳

定水平。硫酸钠添加组在添加浓度为２０μｍｏｌ／ｍＬ时的亚硫
酸盐含量比其他２个添加浓度的低很多，为什么会产生这样
的变化，还需要进一步研究。亚硫酸盐在羽毛角蛋白降解过

程中主要起２方面的作用，一方面起亚硫酸盐解作用，打开二
硫键，破坏羽毛角蛋白结构的稳定性；另一方面被微生物的氧

化酶氧化成硫酸盐，为微生物的生长提供快速硫源。

　　从图 ４可以看出，亚硫酸钠和硫代硫酸钠添加组的
Ｓ－磺酸半胱氨酸含量随着添加浓度的增大而增加，都比硫
酸钠和二硫苏糖醇添加组高很多。亚硫酸钠添加组最高达到

了０３４９μｍｏｌ／ｍＬ，这是由于亚硫酸盐解作用将二硫键裂解
成了巯基化合物和Ｓ－磺酸半胱氨酸，添加的亚硫酸钠量越
多，通过亚硫酸盐解作用产生的Ｓ－磺酸半胱氨酸也就越多。
硫代硫酸钠添加组 Ｓ－磺酸半胱氨酸含量最高达到了
０７３１μｍｏｌ／ｍＬ，这可能是由于存在硫代硫酸盐解作用，使得
Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质含量增加，反应式为：Ｒ—Ｓ—Ｓ—Ｒ＋
Ｓ２Ｏ

２－
３ ＋Ｈ

＋→Ｒ—ＳＨ＋Ｒ—Ｓ—ＳＯ３－＋Ｓ２－。
　　硫酸钠添加组和二硫苏糖醇添加组的 Ｓ－磺酸半胱氨酸
含量均比不添加组的低很多，可能是由于二者的添加对角蛋

白酶的强烈激活，使得酶解作用成为羽毛角蛋白降解的主要

机制，竞争性地消耗了二硫键化合物，因而导致由亚硫酸盐解

作用和硫代硫酸盐解作用产生的Ｓ－磺酸半胱氨酸量减少。
从图５可以看出，不添加组的二硫键化合物含量为

０５１８μｍｏｌ／ｍＬ，４种含硫化合物添加组的二硫键化合物含量
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均比不添加组的低。其中亚硫酸钠添加组的二硫键含量最

低，且随着添加浓度的增大而降低，这是由于亚硫酸钠与二硫

键发生亚硫酸盐解作用，消耗了二硫键所致，这也可以从亚硫

酸钠添加组的Ｓ－磺酸半胱氨酸含量很高看出。硫代硫酸钠
添加组的二硫键含量也随着添加浓度的增大而降低，推测可

能也是由于硫代硫酸钠与二硫键发生反应，消耗了二硫键

所致。

　　从图 ６可以看出，除了亚硫酸钠添加组在添加浓度为
１０μｍｏｌ／ｍＬ和２０μｍｏｌ／ｍＬ时的巯基化合物含量比不添加高
外，其他各添加组的巯基化合物含量均比不添加组低，这可能

是由于亚硫酸钠添加组添加的亚硫酸钠进行了亚硫酸盐解作

用，产生了巯基化合物所致。其他含硫化合物添加组尤其是

硫酸钠添加组和二硫苏糖醇添加组，由于对角蛋白酶的强烈

激活作用，使得巯基化合物的消耗加快，因而导致巯基化合物

含量比不添加组的低。

　　从图７可以看出，硫酸钠添加组和二硫苏糖醇添加组的
半胱氨酸含量均比不添加组低，这可能是由于它们的添加激

活了角蛋白酶，导致微生物对半胱氨酸的利用加剧所致。硫

代硫酸钠添加组的半胱氨酸含量仍然随着添加浓度的增大而

增加，最高为０１４１μｍｏｌ／ｍＬ，是发酵后５ｄ的１．５８倍，是不
添加组的２．５６倍。

　　从图８可以看出，硫酸钠添加组和亚硫酸钠添加组的胱
氨酸含量随着添加浓度的增大而先增后降，其中硫酸钠添加

组的胱氨酸含量均比不添加组的低，亚硫酸钠添加组在添加

浓度为１μｍｏｌ／ｍＬ和１０μｍｏｌ／ｍＬ时的胱氨酸含量比不添加
组高，在添加浓度为１０μｍｏｌ／ｍＬ时最高。硫代硫酸钠添加
组和二硫苏糖醇添加组的胱氨酸含量随着添加浓度的增大而

降低。

　　从图９可以看出，除了硫代硫酸钠添加组３个添加浓度
和亚硫酸钠添加组在添加浓度为１０μｍｏｌ／ｍＬ和２０μｍｏｌ／ｍＬ
时的硫代硫酸钠含量比不添加组的高外，其他含硫化合物添

加组的硫代硫酸钠含量均比不添加组低。其中亚硫酸钠添加

组的硫代硫酸钠含量随着亚硫酸钠添加浓度的增大而增加，

在添加浓度为 ２０μｍｏｌ／ｍＬ时的硫代硫酸钠含量最高，为
０４１１μｍｏｌ／ｍＬ，推测是由于还原性的亚硫酸钠的存在，降低
了硫代硫酸钠的氧化速率。硫代硫酸钠添加组的硫代硫酸钠

含量随着添加浓度的增大而增加，在添加浓度为２０μｍｏｌ／ｍＬ
时的硫代硫酸钠含量最高，为０４９１μｍｏｌ／ｍＬ，推测是由于添
加了过量的硫代硫酸钠，超过了利用限度所致。
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　　从图１０可以看出，硫酸钠添加组的硫酸盐含量随着添加
浓度的增大而增加，在添加１μｍｏｌ／ｍＬ时，硫酸盐浓度比不
添加组的硫酸盐浓度低；而在添加 １０μｍｏｌ／１０ｍＬ和
２０μｍｏｌ／１０ｍＬ时，硫酸盐浓度均比不添加组的硫酸盐浓度
要高。这可能是由于添加较低浓度硫酸钠时，硫酸钠被链霉

菌Ｂ２１１作为无机硫源而优先利用掉，随着添加浓度的增大，
超过了链霉菌Ｂ２２１的利用速率，因而残留的硫酸盐浓度也
逐渐增大。硫酸盐作为角蛋白中硫元素的最终氧化产物，性

质比较稳定，通常情况下，硫酸盐的生成速率应大于利用速

率，在发酵产物中是逐步积累的。

３　结论

到目前为止，已知能分解利用角蛋白的微生物有３０余
种，但针对含硫化合物添加对羽毛角蛋白降解过程，特别是固

体发酵的影响所进行的研究几乎没有。本研究以笔者所在实

验室自行筛选到的链霉菌 Ｂ２２１为材料，系统研究了羽毛角
蛋白固体发酵过程中４种外源含硫化合物的添加对羽毛角蛋
白固体降解过程的影响，发现：（１）添加的４种含硫化合物对
角蛋白酶都具有激活作用，但没有显著增加发酵产物中可溶

性蛋白的含量；（２）亚硫酸盐含量、二硫键化合物含量和
Ｓ－磺酸半胱氨酸类物质含量之间存在着密切的相关性，再
次证明了在Ｂ２２１固体发酵角蛋白过程中确实存在着亚硫酸

盐解作用；（３）硫代硫酸盐含量、二硫键化合物含量、Ｓ－磺酸
半胱氨酸类物质含量、巯基化合物含量之间存在着密切的相

关性，表明在Ｂ２２１固体发酵角蛋白过程中确实存在着另一
种降解机制———硫代硫酸盐解作用。
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