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分解鸽羽毛地衣芽孢杆菌的分离与鉴定

方光远，茅慧华，郭宇飞，宋丁全，胡志华，蒋加进，孙静静，陈俊红，戴鼎震
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　　摘要：在江苏省南京地区土壤内分离到１株细菌ＮＪ－０１，对该菌株进行一系列的细菌形态大小、菌落形态、生化
反应、１６ＳｒＤＮＡ鉴定试验，结果表明分离和鉴定该菌株为地衣芽孢杆菌。该菌株能够很好地分解鸽羽毛，３７℃培养
５ｄ鸽羽毛开始分解，３７℃培养１５ｄ时鸽羽毛小羽枝、羽毛梗全部分解为碎片，对鸽羽毛粉消化分解率为８５％。
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通信作者：戴鼎震，博士，教授，硕士生导师，从事兽医微生物学、中药
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　　随着肉鸽养殖业的迅速发展，肉鸽养殖场产生的大量鸽
羽毛废弃物对环境造成了严重污染，为了寻找处理鸽羽毛废

弃物的方法，笔者所在项目组成员寻找能够分解鸽羽毛的细

菌，对鸽羽毛进行分解处理，从江苏省南京地区土壤分离到１
株细菌，对该细菌进行多次分离培养获得纯培养菌株，该菌株

能够分解鸽羽毛。通过对该菌株进行一系列细菌形态大小、

菌落培养特性、生化反应、１６ＳｒＤＮＡ鉴定，结果表明，该菌株
为地衣芽孢杆菌。现将试验过程及有关内容报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　分解鸽羽毛细菌　从南京地区土壤分离获得１株细
菌，由本校兽医微生物实验室保存。

１．１．２　培养基　普通营养琼脂平板（营养琼脂３８ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，初始ｐＨ值为７．５）；营养肉汤（牛肉膏 ３ｇ，蛋白胨
５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，初始 ｐＨ值为
７．５）；分解羽毛基础培养基（Ｋ２ＨＰＯ４０．０４％，ＮａＣｌ０．０５％，初
始ｐＨ值为７．５）；羽毛粉发酵培养基（鸽羽毛粉２％，Ｋ２ＨＰＯ４
０．０４％，ＮａＣｌ０．０５％，初始ｐＨ值为７．５）。
１．１．３　染色液　革兰氏染色液１套。
１．１．４　微量生化发酵管　微量生化发酵管购自杭州天和微
生物试剂有限公司，共计１６种：尿素、苯丙氨酸，硫化氢、葡酸
盐、靛基质、葡磷胨水、枸橼酸盐、半固体、赖氨酸、鸟氨酸、葡

萄糖、蔗糖、棉子糖、山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖、氨基酸

对照。
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１．１．５　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增引物及试剂　１６ＳｒＤＮＡ基因片
段扩增引物，上游２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，
下游１４９５Ｒ：５′－ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′，预计扩增
１４６８ｂｐ基因片段，由宝生物工程（大连）有限公司合成。试
剂：２×ＴａｑＰＣＲｍｉｘ、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、Ｇｏｌｄｖｉｅｗ、琼脂糖、
超纯水、ＴＢＥ缓冲液均购自宝生物工程（大连）有限公司。
１．１．６　主要试验仪器　ＣＸ４１奥林巴斯生物显微镜（日本奥
林巴斯光学工业株式会社），ＹＸＱ－ＬＳ－７５ＳⅡ立式压力蒸汽
灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂），ＨＰＸ－
９０５２ＭＢＥ电热恒温培养箱（上海博讯实业有限公司），ＺＨＴＹ－
７０振荡培养箱（上海知楚仪器有限公司），ＰＣＲ基因扩增仪
（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ有限公司），Ｇｅｌｘ１６５０凝胶成像系统（上海
欧翔科学仪器有限公司），ＷＰ７００型 ＬＧ微波炉（天津乐金电
子电器有限公司），ＤＹＹ－２Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器
厂），ＤＹＣＰ－３１ＤＮ型电泳槽（北京市六一仪器厂），０．５～
１０μＬ可调移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ有限公司），１０～１００μＬ
可调移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ有限公司），ＢＨＣ－１３００ⅡＡ／Ｂ３
型生物洁净安全柜（苏州净化设备有限公司），ＢＳ１１０Ｓ电子
天平（德国赛多利斯股份公司），ＴＧ５００手提式多功能粉碎机
（上海广沙工贸有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　细菌分离培养　直接用灭菌接种环将采集的土壤划
线接种于普通琼脂平板上，３７℃培养２４ｈ，观察长出的单个
菌落形态，取直径２ｍｍ左右、边缘不整齐、呈淡棕色、粗糙型
菌落进行进一步分离培养，获得单个菌落后进行纯培养。

１．２．２　细菌菌落形态观察　取分离到的细菌在普通琼脂平
板上的单个菌落，直接用肉眼观察，同时采用４０倍低倍显微
镜进行观察。

１．２．３　细菌形态大小观察　取分离培养出的单个细菌菌落
在载玻片上涂片进行革兰氏染色，置于光学显微镜油镜头下

进行观察。

１．２．４　细菌的生化反应　挑取菌落接种于微量生化鉴定管，
３７℃培养２４ｈ后观察结果。按常规方法接种三糖铁琼脂斜
面，进行吲哚试验、ＭＲ试验、Ｖ．Ｐ试验、柠檬酸盐利用试验、
半固体营养琼脂穿刺试验并观察。

１．２．５　细菌分解鸽羽毛试验
１．２．５．１　细菌对鸽羽毛直接分解观察　在玻璃试管中加入
５ｍＬ分解羽毛基础培养基及１片洁净鸽羽毛，高压灭菌１５
磅１２１℃１５ｍｉｎ，待冷后接种适量分离培养的细菌，置于
３７℃ 培养箱中培养５～１５ｄ后观察结果。
１．２．５．２　细菌对鸽羽毛分解残留量测定　取２５０ｍＬ规格三
角烧瓶１８个，各加入鸽羽毛粉１ｇ及发酵培养基５０ｍＬ，高压
灭菌１５磅１２１℃１５ｍｉｎ，待冷后备用，分成２组，第一组９个，
每个各接种适量分离培养出的细菌（１ｍＬ不少于１０９ＣＦＵ），
另一组 ９个作为空白对照，置于 ３７℃振荡培养箱中
１５０ｒ／ｍｉｎ培养，第５天、第１０天及第１５天分别从第一组及
对照组各取样３份，干燥，称质量，观察结果。
１．２．６　细菌１６ＳｒＤＮＡ基因片段序列测定　取分离培养细菌
接种营养肉汤，３７℃振荡培养箱中１５０ｒ／ｍｉｎ培养１０ｈ，用灭
菌生理盐水１００００ｒ／ｍｉｎ洗涤２次，再用生理盐水稀释为原
菌液体积，作为细菌 ＤＮＡ模板。ＰＣＲ扩增体系为：在总量为

５０μＬ的反应体系中加入２×ＴａｑＰＣＲｍｉｘ２５μＬ、上下游引物
各２μＬ，细菌 ＤＮＡ模板 ０．５μＬ，加灭菌超纯水至 ５０μＬ。
ＰＣＲ扩增条件为：９４℃８ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃４５ｓ，
７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。以不加 ＤＮＡ模板
的反应体系溶液作为空白对照。１００ｍＬ１．２％琼脂糖（ＴａＫａ
Ｒａ公司）微波炉完全融化后加入ｇｏｌｄｖｉｅｗ５μＬ混匀，待冷至
８０℃时倒板，待凝胶完全凝固后拔出梳子，每孔加样 ＰＣＲ扩
增产物３μＬ进行凝胶电泳，电泳条件为电压１００～１１０Ｖ，电
流８０～９０ｍＡ，电泳时间４５ｍｉｎ，电泳完毕后立即放入凝胶成
像系统进行观察和捕获图象，若图像清晰，取 ＰＣＲ扩增产物
３０μＬ送宝生物工程（大连）有限公司测定分离细菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ１４６８ｂｐ核苷酸片段序列。

２　结果与分析

２．１　细菌分离培养结果
通过细菌分离培养，获得 １株纯培养细菌，命名

为ＮＪ－０１。
２．２　菌落形态观察结果

分离到的细菌在普通琼脂平板上的单个菌落直径２ｍｍ
左右，菌落表面呈淡棕色，表面粗糙扁平，菌落边缘不整齐，在

４０倍低倍显微镜下呈花瓣状（图１、图２）。

２．３　细菌形态大小观察结果
细菌经革兰氏染色后置于显微镜油镜下观察，结果为有

芽孢的Ｇ＋中等大小杆菌，多数单在，少数呈３～５个短链状，
繁殖体细菌大小（０．６～０．８）μｍ×（１．５～３．０）μｍ，细菌芽
孢为椭圆形，中生，大小为（０．６～０．９）μｍ×（１．０～１．５）μｍ
（图３、图４）。
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２．４　分离细菌生化试验结果
细菌生化反应试验结果见表１。从表１可以看出，该菌

株尿素、苯丙氨酸、硫化氢、葡酸盐、靛基质试验均为阴性，

Ｖ．Ｐ试验、枸橼酸盐、半固体、赖氨酸、鸟氨酸、葡萄糖试验均
为阳性。蔗糖、棉子糖、山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖试验均为

阴性。对照伯杰细菌鉴定手册第八版，该分离的菌株在生化

鉴定上属于地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）。
表１　ＮＪ－０１菌株生化反应试验结果

生化试验项目 试验结果

尿素 －
苯丙氨酸 －
硫化氢 －
葡酸盐 －
靛基质 －
Ｖ．Ｐ试验 ＋
枸橼酸盐 ＋
半固体 ＋
赖氨酸 ＋
鸟氨酸 ＋
葡萄糖 ＋
蔗糖 －
棉子糖 －
山梨醇 －

侧金盏花醇 －
木胶糖 －

　　注：“＋”表示分离菌生化反应呈阳性；“－”表示分离菌生化反
应呈阴性。

２．５　细菌分解鸽羽毛试验结果
２．５．１　细菌对鸽羽毛直接分解观察结果　细菌ＮＪ－０１能对

不加任何营养成分的鸽羽毛进行分解，３７℃分别培养５、１０、
１５ｄ分解结果如图 ５、图 ６、图 ７所示，图 ８为对照原始羽
毛片。

　　培养５ｄ羽毛片：羽干仍然完整，羽枝松软，羽小枝解体，
羽枝钩溶解，羽毛网状结构消失，附羽部分消失。培养１０ｄ
羽毛片：羽干松软，羽枝消失，羽小枝脱落、部分溶解消失，附

羽全部消失。培养１５ｄ羽毛片：羽干大部分消失，仅留羽根
硬角质部分，羽枝、羽小枝溶解，呈絮状，摇动分散后消失。至

此羽毛片基本溶解。对照原始羽毛片：可见完整的羽干，分出

众多的纤细羽枝，每根羽枝上又伸出若干更细的羽小枝，相连

的羽小枝上面的小钩子相互钩连，羽毛片呈网状结构。

２．５．２　细菌对鸽羽毛分解残留量测定　将分离培养出的细
菌接种鸽羽毛粉发酵培养基置于 ３７℃振荡培养箱中
１５０ｒ／ｍｉｎ培养１５ｄ，羽毛残留量见表２。由表２可见，第５天
试验组羽毛片分解率可达３５％，第１０天分解率可达６５％。
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表２　地衣芽孢杆菌ＮＪ０１菌株分解鸽羽毛残留量测定

组别
羽毛粉平均残存量（ｇ） 羽毛分解百分率 （％）
第５天 第１０天 第１５天 第５天 第１０天 第１５天

试验组 ０．６５ ０．３５ ０．１５ ３５ ６５ ８５
对照组 １ １ １ ０ ０ ０

２．６　细菌１６ＳｒＤＮＡ基因片段序列测定
２．６．１　分离细菌１６ＳｒＤＮＡ核苷酸片段ＰＣＲ产物电泳结果　

分离细菌经过ＰＣＲ扩增、琼脂糖凝胶电泳，获得１４６８ｂｐ核苷
酸基因片段，经凝胶成像系统观察、捕获图象，结果见图９。

２．６．２　分离细菌１６ＳｒＤＮＡ基因片段 ＰＣＲ产物测序与 Ｂｌａｓｔ
结果

２．６．２．１　测定序列　分离细菌１６ＳｒＤＮＡ１４６８ｂｐ核苷酸基
因片段 ＰＣＲ产物送宝生物工程（大连）有限公司测序，获得
１０９８ｂｐ序列，结果见图１０。

２．６．２．２　ＮＪ－０１菌株１６ＳｒＤＮＡ１０９８ｂｐ在 ＮＣＢＩ网 Ｂｌａｓｔ
结果　将ＮＪ－０１菌株１６ＳｒＤＮＡ１０９８ｂｐ核苷酸片段上述测
序结果在ＮＣＢＩ网进行Ｂｌａｓｔ，结果表明，ＮＪ－０１菌株１０９８ｂｐ
核苷酸片段与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知地衣芽孢杆菌对应核苷酸片
段（登录号：ＪＱ３８８６８９、ＨＥ５９０８５６、ＧＱ３７５２４３、ＫＦ５３５１４６、
ＫＦ０５４９７９、ＫＦ０５２９８６、ＫＣ５１９４１１、ＫＣ４８５０００、ＪＸ８４７１１５）同源
性均高达９９％以上，与地衣芽孢杆菌（登录号：ＪＸ０２５１６５）同
源性高达１００％。

３　结论与讨论

地衣芽孢杆菌是芽孢杆菌中较具应用潜力的菌种之一。

近年来，国内外对于地衣芽孢杆菌应用报道日益增多。地衣

芽孢杆菌在医药、饲料加工、农药等行业均取得了较好的应用

成果［１－２］。随着养禽业的集约化发展，在提供肉、禽、蛋的同

时，每天都会产生粪、羽毛、骨粉、血渣等大量的废弃物，尤其

是羽毛，因其具有难以降解的特点，比其他废弃物更难以回收

利用。由于缺乏实用的降解羽毛技术，致使大量羽毛污染环

境。尽管高压、酸解等处理方法能够降解羽毛，但成本高、不

实用［３］。生物发酵方法处理农业废弃物成为首选方法，筛选

最合适的微生物发酵降解菌株尤为重要［４］。笔者通过土壤

分离鉴定获得了１株地衣芽孢杆菌 ＮＪ－１，对鸽羽毛的消化
分解试验取得了较好的试验效果，结果表明，该菌株对鸽羽毛

具有很好的分解能力，３７℃培养 ５ｄ对鸽羽毛开始分解，
３７℃ 培养１５ｄ时鸽羽毛小羽枝、羽毛梗全部分解为碎片，对
鸽羽毛粉消化分解率为８５％。弗氏链霉菌［５］、地衣芽孢杆菌

能够降解鸡羽毛，少数菌可以降解鸭、鹅羽毛，对鸽子的羽毛

尚未见有较好的降解菌分离鉴定。傅伟研究认为，采用地衣

芽孢杆菌ＣＧＭＣＣ１３９７菌株可以较好地降解鸡羽毛，此菌能
以鸡羽毛为唯一氮源生长，对鸡羽毛粉的降解率为

８３．４％［６］。

参考文献：

［１］季金殿，岳寿松，黄亦钧，等．一株羽毛角蛋白降解菌的鉴定与系

统发育分析［Ｊ］．西南农业学报，２００９，２２（３）：８３８－８４１．

［２］唐　娟，张　毅，李雷雷，等．地衣芽孢杆菌应用研究进展［Ｊ］．

湖北农业科学，２００８，４７（３）：３５１－３５４．

［３］徐传涛，周启升．禽类羽毛角蛋白降解的研究［Ｊ］．中国畜牧业，

２０１３（１１）：６４－６５．

［４］石　笛，江洁芳，钟　瑜，等．一株产蛋白酶地衣芽孢杆菌的分离

与鉴定［Ｊ］．安徽农业科学，２０１２，４０（２９）：１４１９５－１４１９６，１４２０２．

［５］涂国全，于　静．一株分解羽毛角蛋白的弗氏链霉菌变种的初步

鉴定［Ｊ］．江西农业大学学报，１９９４，１６（４）：３９９－４０３．

［６］傅　伟，阮　晖，刘　婧，等．羽毛的生物降解及其酶学性质的研

究［Ｊ］．科技通报，２００８，２４（３）：３２０－３２４．

—０９３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１２期


