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１株嗜热性羽毛降解菌的分离鉴定及其酶学性质
刘艳海，姚大伟，刘建新，杨德吉
（南京农业大学动物医学院，江苏南京２１００９５）

　　摘要：为从环境中得到１株嗜热高效角蛋白降解菌，用以羽毛粉为唯一碳源、氮源的培养基进行筛选。经筛选得
到１株嗜热降解羽毛角蛋白的Ｙ６菌株，通过对该菌株菌落、菌体形态特征、生理生化特性测定和１６ＳｒＲＮＡ分析，使用
美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的ＢＬＡＳＴ进行１６ＳｒＲＮＡ的相似性比对。相似性比对结果显示，Ｙ６菌株与地衣芽
孢杆菌Ｘｍｂ０４７（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＸｍｂ０４７）的同源性９９％，初步认定该菌株为地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒ
ｍｉｓ），命名为Ｙ６（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号ＫＹ０８２７６６）。采用该菌降解完整羽毛，发酵７２ｈ后，完整羽毛仅剩下羽轴，羽枝被完
全降解，说明Ｙ６菌株有着较强的羽毛降解能力；用不同浓度硫酸铵溶液盐析发酵产物上清液，筛选出硫酸铵浓度为
７０％时，分离的粗酶液总活性最高。酶活性试验表明，Ｙ６所产蛋白酶最适反应温度为７０℃，最适ｐＨ值为８．０，Ｆｅ３＋、
Ｚｎ２＋对蛋白酶活性有较强的抑制作用，阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、金属蛋白酶抑制剂乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）能较强地抑制蛋白酶活性，表明该蛋白酶属于金属蛋白酶。
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　　近年来，家禽产品的生产和消费呈全球化增长。羽毛是
家禽屠宰后产生的废弃物，且产量巨大，我国羽毛产量约为

１００万ｔ／年［１］。大量羽毛的废弃不仅造成资源的巨大浪费，

而且污染环境。羽毛粉中各类氨基酸齐全，含必需氨基酸，特

别是含硫氨基酸含量较高。因此对这类资源加以充分利用将

是蛋白饲料非常重要的补充［２］。

虽然角蛋白类废弃物富含氨基酸，是饲料蛋白潜在而巨

大的来源，但消化率非常低。如果能提高角蛋白类废弃物的

利用率，不但可为养殖业提供大量的饲料蛋白，而且能带动所

有角蛋白类废弃物的收集和加工产业链的发展，从而对这些

废弃物的资源化利用和减排有积极的意义，减轻对环境造成

的污染［３－４］。

笔者所在研究室已经从某些特别动物的胃肠道中分离得

到１００多株能降解角蛋白的微生物，如苏云金芽孢杆菌
ＮＪＹ１，短小芽孢杆菌 ＮＪＫ４、ＮＪＱ２和蜡样芽孢杆菌 ＮＪＱ３等，
在实验室试验和中试试验中都表明，它们单独或联合进行固

体发酵，羽毛粉的降解率能达到８０％，降解产物体外消化率
达８５％［５－６］。但是，这些微生物的应用也有缺点：最佳发酵

温度在３７℃，降解速度较慢，正常１个周期需要６～７ｄ才能
充分降解。因此，对于规模化生产，设备周转慢、投资量大，这

是制约菌株工业化发酵的重要条件［７］。为了分离１株高效耐
高温的羽毛角蛋白降解菌，笔者从云南腾冲热泉水中取样，经

过富集培养，采用以羽毛粉为唯一碳源、氮源的培养基进行筛

选，以期为进一步研究羽毛粉的微生物发酵奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
样品采集自云南腾冲热泉水。

１．２　培养基
营养培养基：１０．０ｇ胰蛋白胨，５．０ｇ酵母提取物，１０．０ｇ

氯化钠，补足蒸馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０；营养琼脂培养
基：１０．０ｇ胰蛋白胨，５．０ｇ酵母提取物，１０．０ｇ氯化钠，
１５．０ｇ琼脂粉，补足蒸馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０；筛选培养
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基：１５．０ｇ羽毛粉，０．５ｇＮａＣｌ，０．０１ｇＣａＣｌ２，０．４ｇＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，０．３５ｇＫＨ２ＰＯ４，０．７ｇＫ２ＨＰＯ４，１５．０ｇ琼脂粉，补足蒸
馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０；种子培养基：１０．０ｇ胰蛋白胨，
５．０ｇ酵母提取物，１０．０ｇ氯化钠，补足蒸馏水至１０００ｍＬ，
ｐＨ值７．５；发酵培养基：１５．０ｇ羽毛粉，０．５ｇＮａＣｌ，０．０１ｇ
ＣａＣｌ２，０．４ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．３５ｇＫＨ２ＰＯ４，０．７ｇＫ２ＨＰＯ４，补
足蒸馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．５。
１．３　增殖培养

量取１ｍＬ采集的样品于营养培养基中，５５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
培养２４ｈ。
１．４　筛选

取营养培养基中的菌液 １００μＬ，涂布于筛选培养基平
板，５５℃培养２４ｈ。挑选生长良好的单菌落，重新划线筛选
培养基平板，纯培养，保种备用。

１．５　细菌鉴定
１．５．１　菌落及菌体形态观察　将分离纯化的菌株划线接种
于营养琼脂培养基平板上，５５℃培养２４ｈ。肉眼观察菌落的
形状、颜色、表面质地以及菌落边缘。经革兰氏染色后于光学

显微镜及电镜下观察菌体形态。

１．５．２　菌株生长温度范围测定　将１００μＬ纯培养得到的菌
液接种到装有３ｍＬ营养培养基的试管中，分别于３５、４０、４５、
５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０℃水浴培养１２ｈ。通过测定培养液
中的Ｄ６００ｎｍ来确定其生长温度范围及最适生长温度。
１．５．３　菌株生长ｐＨ值范围测定　将纯培养得到的１００μＬ
菌液分别接种到 ｐＨ值为５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、
９０、９．５、１０．０的３ｍＬ营养培养基中，５５℃培养１２ｈ。通过
测定培养液中的Ｄ６００ｎｍ来确定其生长 ｐＨ值范围及最适生长
ｐＨ值。
１．５．４　生理生化特性的鉴定　参照文献［８］对该菌株的生
理生化特性进行鉴定。

１．５．５　１６ＳｒＲＮＡ分析　吸取１ｍＬ过夜培养的菌液，９８℃金
属浴１０ｍｉｎ，金属浴后，将溶液于１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，吸
取５μＬ作为ＰＣＲ扩增模板。采用１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引
物［９］配成 ５０μＬ体系进行 ＰＣＲ反应。上游引物（１４９２Ｒ）：
５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′，下游引物（８Ｆ）：５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′。ＰＣＲ扩增条件：９５℃
５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ ９０ｓ，３０个循环；７２℃
５ｍｉｎ。用１％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产物。ＰＣＲ产物由
生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序分析，测序结果

与ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的基因序列进行同源性比较。
１．５．６　系统进化树的构建与分析　用 ＢＬＡＳＴｎ程序在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中进行相似性对比，选取相似性较大的序列用Ｍｅｇａ５．０
进行系统发育分析，用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，简称Ｎ－Ｊ）
构建系统进化树［８］。

１．６　羽毛降解能力测定
将筛选得到的纯化菌株分别接种至种子培养基中，

５５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养过夜。将种子液分别接种至装有５０ｍＬ
发酵培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中，５５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养，观察
羽毛降解情况。

１．７　粗酶的制备
从羽毛粉培养基平板挑选单个菌落接种至种子培养基

上，５５℃摇床培养过夜。按照１０％的接种量接种羽毛粉发酵
培养基，在５５℃的条件下，在摇床上以１５０ｒ／ｍｉｎ的转速培养
７２ｈ，取发酵液，于４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液。

去上述上清液分别加入硫酸铵，使硫酸铵饱和度分别达

１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％，室温下静置
２４ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ弃去上清液，沉淀用０．２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）溶解至原体积的１／１０。随后对蛋白酶
活性进行测定。选择合适的硫酸铵浓度，盐析后沉淀采用

１／１０原体积的０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶解，装入透析袋中，然后置于
４℃，用去离子水透析２４ｈ，透析袋中即为粗酶液。
１．８　粗酶蛋白酶酶学性质的研究
１．８．１　蛋白酶活性的测定　参照Ｆｏｌｉｎ试剂显色法［１０］，略有

改动。取上述粗酶液１ｍＬ，置于６０℃水浴中预热２ｍｉｎ，再
加入经同样预热的１ｍＬ２％酪蛋白溶液，精确保温３０ｍｉｎ；时
间到后，立即加入２ｍＬ０．４ｍｏｌ三氯乙酸以终止反应，继续置
于水浴中保温２０ｍｉｎ，使残余蛋白质沉淀后离心。取１ｍＬ离
心后的上清液，加入５ｍＬ０．４ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液、１ｍＬ已稀
释的福林试剂，摇匀，４０℃保温发色 ２０ｍｉｎ后进行吸光度
（Ｄ６６０ｎｍ）测定。酶活单位：在４０℃下１ｍｉｎ水解酪蛋白产生
１μｇ酪氨酸，定义为１个蛋白酶活性单位。
１．８．２　温度对酶活性的影响　将粗酶液、酪蛋白混合后的反
应液分别置于 ４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００℃水浴中反应
３０ｍｉｎ，测定蛋白酶活性。
１．８．３　酶的热稳定性　以酪蛋白为底物，将粗酶液置于不同
温度（５０、６０、７０、８０、９０、１００℃）中水浴处理，每２０ｍｉｎ测定蛋
白酶活性，研究不同温度对蛋白酶稳定性的影响。

１．８．４　酶的最适作用ｐＨ值　采用不同ｐＨ值６．５、７．０、７．５、
８．０、８．５、９．０的 Ｔｒｉｓ－盐酸缓冲液和 ｐＨ值 ９．４、１０．０的硼
砂－氢氧化钠缓冲液配制２％酪蛋白底物，测定粗酶液的最
适作用ｐＨ值。
１．８．５　激活剂、抑制剂等不同试剂对酶活性的影响　为研究
激活剂、抑制剂对酶活性的影响，向酶液中加入不同的抑制

剂、激活剂、表面活性剂、还原剂，如乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、
十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｔｗｅｅｎ－８０、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、异丙醇、甘油和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）等，使各种
试剂终浓度为５％，６０℃下作用３０ｍｉｎ，分析残余酶活性。以
去离子水代替修饰剂，在相同条件下测定酶活性，将此酶活性

视为１００％。
１．８．６　金属离子对酶活性的影响　分别将含有０．１ｍｏｌ／Ｌ
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｂａ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋的２００μＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ、
ｐＨ值７．５的Ｔｉｒｓ－ＨＣｌ缓冲液与１．８ｍＬ粗酶液混合，使反应
体系中金属离子的浓度达到１０ｍｍｏｌ／Ｌ，６０℃作用３０ｍｉｎ，分
析残余酶活性。以去离子水代替代替修饰剂，在相同条件下

测定酶活性，将此酶活性视为１００％。

２　结果与分析

２．１　菌株筛选
在以羽毛为唯一碳源和氮源的培养基上，经过多次传代，

分离到纯的菌株，命名为Ｙ６。
２．２　菌体、菌落形态特征

Ｙ６为革兰氏阳性芽孢杆菌（图 １），大小约（０．５～
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２．５）μｍ×（１．２～１０．０）μｍ，电子显微镜测量其大小为
０．５μｍ×２．０μｍ（图 ２）。Ｙ６在普通营养琼脂平板上，于
５５℃ 恒温培养１２ｈ，菌落呈乳白色，圆盘状，边缘整齐或不
整齐，表面光滑，有微皱褶突起，不透明（图３）。

２．３　生长温度范围及生长ｐＨ值范围
将菌株置于不同温度、ｐＨ值下培养，１２ｈ后使用分光光

度计测定菌液的Ｄ６００ｎｍ，以空白营养培养基作为对照。如图４
所示，培养温度对Ｙ６菌株的生长有着明显的影响，在所选温
度范围内，菌体密度随温度的差异而变化，当培养温度低于

３７℃时，菌体生长缓慢；当培养温度在４５～６０℃之间时，菌
体生长情况较好，且菌体的最适培养温度为５５℃，属于嗜热
菌。如图５所示，在ｐＨ值７．０～９．０时，菌体生物量较大，最
适生长ｐＨ值为７．５。本试验结果与晏爱芬等分离的嗜热地
衣性芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）ＮＨＨ４最适生长温度一
致［１１］，同时两者都具有较宽的反应温度范围。

２．４　Ｙ６菌株的生理生化特性
由表１可见，Ｙ６菌株甲基红试验呈阳性，伏－普（Ｖ－Ｐ）

试验呈阳性，吲哚试验呈阴性；能利用丙二酸盐、柠檬酸盐；能

水解酪蛋白、淀粉，不能水解明胶；葡萄糖产气呈阴性，能利用

麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、甘露醇；不能利用山梨醇、纤维二糖、半

乳糖；反硝化作用呈阴性；硝酸盐还原作用呈阳性；亚硝酸盐

还原作用呈阳性。由形态观察及生理生化特征结果可以初步

确定该菌株为芽孢杆菌属。

表１　Ｙ６菌株生理生化特性

ｐＨ值范围 温度范围

（℃） 甲基红试验 Ｖ－Ｐ试验 吲哚试验 丙二酸盐利用 柠檬酸盐利用

６．０～９．０ ３５～６５ ＋ ＋ － ＋ ＋
酪蛋白水解 淀粉水解 明胶水解 硝酸盐（还原） 亚硝酸盐（还原） 反硝化作用 葡萄糖产气

＋ ＋ － ＋ ＋ － －
山梨醇产酸 纤维二糖产酸 半乳糖产酸 麦芽糖产酸 蔗糖产酸 甘露醇产酸 葡萄糖产酸

－ － － ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示阳性结果；“－”表示阴性结果。

２．５　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因分析
本研究分离的Ｙ６菌株１６ＳｒＲＮＡ基因扩增电泳结果显

示，该菌基因约为１４００ｂｐ（图６）。该基因的 ＧｅｎＢａｎｋ登录

号为ＫＹ０８２７６６。使用美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的
ＢＬＡＳＴ进行１６ＳｒＲＮＡ的相似性比对，结果显示，该基因与地
衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）ｓｔｒａｉｎＸｍｂ０４７（ＧｅｎＢａｎｋ登
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录号：ＫＴ９８６１７３）的同源性９９％。利用 Ｍｅｇａ５．０软件进行多
重序列比对，并绘制系统进化树。如图７所示，Ｙ６菌株与地
衣芽孢杆菌属地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）ＰＦ１－３．１
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＴ７２００２０）的亲缘关系最近，同源性较高。
结合细菌形态学及生理生化特性鉴定，初步认定该菌株为地

衣芽孢杆菌，命名为Ｙ６。
２．６　羽毛降解效果

如图８所示，与对照组相比，３６ｈ时试验组小羽开始掉
落；随着时间的推移，试验组羽毛上的小羽逐渐降解，大约

７２ｈ时，小羽完全降解，仅剩下羽柄，而对照组的羽毛基本没
有变化。由此可知，Ｙ６有较强的羽毛降解能力。

２．７　硫酸铵饱和度对酶提取的影响
由图９可以看出，随着硫酸铵浓度的不断增加，沉淀的蛋

白酶活性也不断增强（呈线性正相关），当硫酸铵浓度达７０％
时，沉淀中的蛋白酶活性占总蛋白酶活性的１００％。为获得
较大的回收率，本试验采用７０％的硫酸铵盐析沉淀蛋白酶。

２．８　温度对蛋白酶活性的影响
如图１０所示，该蛋白酶在４０～７０℃之间随温度升高，酶

活性逐渐增大，且温度高达８０℃时酶活性为３８．３８Ｕ／ｍＬ，最
适温度为６０～８０℃；７０℃时，酶活性最高，为５０．５２Ｕ／ｍＬ；
高于９０℃时，酶活性降低迅速。结果表明，该蛋白酶为一种
高温型蛋白酶，该酶的最适反应温度（７０℃）高于 Ｓｕｎｔｏｒｎｓｕｋ
等报道的由Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＦＫ１４生产的热稳定性角蛋白酶
的最适温度６０℃，同时，两者都具有较宽反应温度范围，在
４０～９０℃ 范围内均能保持较高的酶反应活性［１２］。

　　如图１１所示所示，将粗酶液置于不同温度中处理不同时
间，用福林－酚法测定酶活性，粗酶在６０～８０℃之间，热稳定
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性较好，可见温度相对低的情况对粗酶破坏较轻；在高温条件

下，酶活性下降迅速，１００℃作用２０ｍｉｎ，粗酶活性完全丧失。
结果表明，该蛋白酶具有一定的耐热性，属于耐热性蛋白酶。

２．９　ｐＨ值对蛋白酶活性的影响
由图１２可知，角蛋白粗酶在不同 ｐＨ值缓冲体系中，

６０℃ 下用福林－酚法测定角蛋白酶活性，该酶的最适ｐＨ值
为７．５～８．５，当 ｐＨ值为 ８．０时，酶活性达到最大值
５０．２４Ｕ／ｍＬ，表明该角蛋白酶为碱性蛋白酶。Ｃｈｅｎｇ等从地
衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）ＰＷＤ－１中提取了１种蛋
白酶，最适 ｐＨ值为 ８．５［１３］，比本试验提取的蛋白酶稍微
耐碱。

２．１０　不同试剂对酶活性的影响
如图１３所示，ＥＤＴＡ、ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ－８０、ＰＭＳＦ和ＴｒｉｔｏｎＸ－

１００抑制了蛋白酶的活性，其中 ＥＤＴＡ、ＳＤＳ对蛋白酶有很强
的抑制作用，其处理分别只能达到总酶活性的３４％、４９％；异
丙醇、甘油和ＤＭＳＯ对蛋白酶活性几乎没有影响。
２．１１　金属离子对酶活性的影响

如图１４所示，在金属离子中，Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋对蛋白酶抑制作

用最强，其处理的酶活性分别仅为酶总活性的 ２１％、１８％；
Ｍｎ２＋能大幅度增强蛋白酶的活性，为总酶活性的１．９５倍；其
余离子如Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｂａ２＋、Ｆｅ２＋对蛋白酶活性影响不大。

３　讨论

微生物降解羽毛角蛋白和产角蛋白酶的过程中，目前地

衣芽孢杆菌是被研究最多的，也是被认为具有较强降解能力

的芽孢杆菌属。以美国北卡罗莱纳州立大学的 Ｗｉｌｌｉａｍ等为
代表，对地衣芽孢杆菌 ＰＷＤ－１（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＰＷＤ－
１）的降解能力、产酶特性、降解机制及分子生物学进行深入
全面的研究［１４－１６］，也将地衣芽孢杆菌ＰＷＤ－１的角蛋白酶基
因ＫｅｒＡ转入枯草芽孢杆菌进行基因工程方面的研究［１７－１８］。

国内外很少有嗜热性菌株降解羽毛粉的研究，傅伟从土壤中

分离出地衣芽孢杆菌 ＺＪＵＱＨ（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＺＪＵＱＨ），
并研究得出其最适发酵温度为３７℃［１９］。本研究的菌株分离

于云南腾冲热海，是一种嗜热性地衣芽孢杆菌。根据菌落形

态、菌体形态特征、细菌生理生化特性、细菌１６ＳｒＲＮＡ基因
分析，初步认为Ｙ６为地衣芽孢杆菌属。Ｙ６最适生长温度为
５５℃，此温度下发酵羽毛粉能抑制环境中大部分杂菌的生
长，大大提高了发酵效率。

角蛋白酶是一种十分重要的工业酶，广泛应用于饲料、肥

料、洗涤剂、皮革和制药行业。但是在我国，角蛋白酶的品种

和生产菌株都很单一。笔者分离的蛋白酶来源于嗜热细菌地

衣芽孢杆菌Ｙ６（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＹ６），是一种嗜热耐碱蛋
白酶，在较高的温度范围（４０～９０℃）和较宽泛的 ｐＨ值范围
（６．５～１０．０）中均能发挥作用。ＥＤＴＡ、ＳＤＳ强烈抑制该蛋白
酶活性，说明该酶可能是一种金属蛋白酶。抑制剂 ＰＭＳＦ对
该蛋白酶活性影响较小，ＰＭＳＦ为丝氨酸酶抑制剂，可能是由
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于丝氨酸不是该淀粉酶的活性中心。本研究以酪蛋白为底

物，测定Ｙ６所产蛋白酶的活性，酪蛋白水解活性测定是评测
蛋白酶活性的标准方法，与使用不溶性的角蛋白或羽毛粉角

质溶解活性测定相比，能够提供准确的结果。菌株蛋白酶生

产力由酪蛋白水解活性估计测定结果与角质溶解活性测定结

果具有很好的相关性［２０］。

角蛋白降解菌筛选的标准通常为产透明圈大小和观察降

解完整羽毛的能力［２１］。由于Ｙ６菌株最适生长温度为５５℃，
该温度下羽毛琼脂培养基水分蒸发较快，透明圈还没有完全

形成，培养基已被蒸干，严重干扰试验结果。因此，本试验采

用观察降解完整羽毛的标准进行定性分析其降解能力，７２ｈ
后完整羽毛仅剩下羽轴，该菌无法彻底降解羽轴，其发酵条件

的优化须进一步研究。

４　结论

从云南腾冲热泉水中取样，经过富集培养，以羽毛粉为唯

一碳源和氮源的培养基筛选，最终获得１株嗜热性羽毛降解
菌，进一步通过１６ＳｒＲＮＡ测序，初步鉴定菌株 Ｙ６为地衣芽
孢杆菌，暂时命名为地衣芽孢杆菌 Ｙ６（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
Ｙ６）。在完整羽毛降解的试验中发现，３６ｈ时试验组小羽开
始掉落，大约７２ｈ时，小羽完全降解，仅剩下羽柄，具有较强
的降解羽毛的能力。

ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＹ６所产蛋白酶是一种嗜热耐碱蛋白
酶，该酶的最适反应温度、最适反应ｐＨ值分别为７０℃、８．０。
在测定金属离子对蛋白酶活性的影响时，结果显示，２价金属
离子Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋没有增强其蛋白酶的活性，说明
该酶在催化反应过程中不需要Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋金属离
子的参与，Ｆｅ３＋、Ｚｎ２＋对蛋白酶活性有较强的抑制作用。阴离
子表面活性剂ＳＤＳ对蛋白酶有较强的抑制作用，金属蛋白酶
抑制剂ＥＤＴＡ能较强地抑制蛋白酶的活性，表明该蛋白酶可
能属于金属蛋白酶。３种有机溶剂 ＤＭＳＯ、异丙醇、甘油对蛋
白酶活性几乎没有影响，表明该蛋白酶在耐有机溶剂生物催

化剂方面有潜在的应用前景，在洗涤工业生产中也有较大的

应用价值。
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