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家禽羽毛降解菌 ＷＹＭ３９的分离鉴定及其产酶特性
文冰洁，李晓霞，柯　欣，兰新慧，贾良辉，颜　华

（西北农林科技大学生命科学学院，陕西杨凌７１２１００）

　　摘要：为了丰富角蛋白降解的菌株资源，获得生长快速、产酶量高、具应用潜力的菌株，以鸡羽毛角蛋白为唯一碳
氮源配制分离培养基，从１处鸡圈采集土样，经过初筛和复筛获得１株能高效降解羽毛的优势菌株，经形态观察、生理
生化试验及１６ＳｒＤＮＡ分析，确定这株菌属于链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）。菌株粗酶液的酶学特性试验结果表明，当反应
体系中的Ｃａ２＋浓度达到５０μｍｏｌ／ｍＬ或蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ（ｐｈｅｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ）为１ｍｍｏｌ／ｍＬ时，粗酶液的活
性被明显抑制，表明该酶属于丝氨酸蛋白酶。该酶的最适反应温度为６０℃，且经６０℃处理３０ｍｉｎ后仍有８９％的残
留活性，表明其有在高温下应用的潜力。

　　关键词：家禽；羽毛；降解菌；链霉菌；分离鉴定；产酶角蛋白酶；残留活性
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）２３－０３３３－０５
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基金项目：陕西省农业科技创新与攻关项目（编号：２０１５ＮＹ０６６）。
作者简介：文冰洁（１９９４—），女，湖南桑植人，硕士，主要从事微生物
分离鉴定及微生物分子遗传研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｂｊｘｆｓｈ＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ。

通信作者：颜　华，博士，副教授，主要从事微生物资源开发与利用方
面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｈ９９＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　随着现代社会家禽消费量的不断增加，家禽加工厂的副
产品———羽毛也在快速积累［１］。羽毛占成熟家禽活体质量

的５％～７％［２］。一般家禽羽毛会被倾倒，被填埋或焚烧，造

成土壤、水和空气的巨大污染，羽毛的积累不仅导致环境污

染，也是羽毛资源的浪费［３］。羽毛的主要成分是角蛋白［４］，

角蛋白富含二硫键［５］和疏水侧链，使羽毛坚韧而耐化学腐

蚀［６］。传统的降解羽毛的方法，如碱水解法和蒸汽高温高压

水解法，不仅会破坏产物中的氨基酸［７］，同时消耗大量能量、

造成成本高等问题［８］。由于环保意识的增强，生物降解羽毛

的方法越来越受到人们的关注［９］。角蛋白不能被常见的蛋

白水解酶如胰蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶等降解，但很容

易被微生物产生的角蛋白酶水解［１０］。细菌、放线菌、真菌等

都可以产生角蛋白酶［１１］，以丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶为

主，在较宽的温度范围和 ｐＨ值范围内具有活性［１２］。角蛋白

酶作为特殊的酶，不仅可以用于饲料和肥料产业，还可扩展到

洗涤剂产业、皮革工业和医药行业［４］。此外，角蛋白酶能灭

活朊病毒，在此方面有应用潜力［１３］。为了丰富角蛋白降解的

菌株资源，提供生长快速、产酶量高、具应用潜力的菌株，同时

拓展角蛋白酶的获得来源，为发现更高效的角蛋白酶奠定基
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础，笔者采用以鸡羽毛为唯一碳氮源的分离培养基，对从１处
鸡圈采集的土样，经初筛和复筛，选择降解效果最为突出的１
株菌（编号为ＷＹＭ３９），并对其进行１６ＳｒＤＮＡ分析及产酶条
件和酶学特性的研究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　土壤样品　２０１６年８月采集湖南省桑植竹林养鸡场
羽毛堆积处地表５ｃｍ的土壤，室内风干后储存于４℃。试验
于２０１６年９月至２０１７年１２月在西北农林科技大学生命科
学学院放线菌分子生物学实验室进行。

１．１．２　培养基　羽毛粉培养基：羽毛粉 １０．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
１．０ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．４ｇ，琼脂 ２０．０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ；牛奶培养基：脱脂奶粉５．０ｇ，琼
脂２０．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ；液体羽毛培养
基：整根的羽毛１０．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
０．４ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。
１．２　羽毛降解放线菌的分离
１．２．１　土壤样品的处理　称取（１．０±０．００１）ｇ土样置于
８０℃ 干热消毒箱中处理 ２ｈ后，将其加入处理液［酵母膏
０．６ｇ，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）０．００５ｇ，生理盐水 １０ｍＬ，
１２１℃ 灭菌２５ｍｉｎ］，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ培养３０ｍｉｎ。
１．２．２　使用羽毛粉培养基进行分离及牛奶培养基初筛　将
“１．２．１”节中的处理液稀释为１０－２、１０－３、１０－４、１０－５４个梯
度，取稀释后的处理液１００μＬ分别涂布于羽毛粉培养基平板
上，每个梯度设３个重复。将样品于２８℃倒置培养，每天观
察１次，挑取单菌落于牛奶培养基上，通过观察有无水解圈进
行初筛。

１．２．３　使用液体羽毛培养基进行复筛　将初筛的菌株进行
传代、纯化，纯化后接种于具有整根羽毛的液体羽毛培养基，

将具有显著降解作用的菌株保藏于５０％甘油中。综合其生
长情况，挑选 １株生长快、降解效果好的菌株（编号为
ＷＹＭ３９）进行后续试验。
１．３　羽毛降解菌ＷＹＭ３９的鉴定
１．３．１　菌株形态特征扫描电镜观察　挑取菌株 ＷＹＭ３９的
孢子在羽毛粉培养基上划线接种，在划线处斜插入经过无菌

处理的盖玻片，２８℃恒温倒置培养，培养数天后用扫描电镜
观察。

１．３．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ测定　使用ＫｉｒｂｙＭｉｘ法［１４］提取菌株

ＷＹＭ３９的总ＤＮＡ，使用通用引物Ｆ２７／Ｒ１５２２（引物 Ｆ２７序列
５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，引物 Ｒ１５２２序列
５′－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）进行聚合酶链式反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称ＰＣＲ）扩增，回收ＰＣＲ产物连
接ｐＭＤ－１８Ｔ载体，并转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，
选择阳性克隆，委托生工生物工程（上海）股份有限公司进行

序列测定。将菌株 ＷＹＭ３９的１６ＳｒＤＮＡ序列在美国国立生
物 技 术 信 息 中 心 （ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称ＮＣＢＩ）网站中进行局部对比基本检索工具
（ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ，简称 ＢＬＡＳＴ）分析，通过
Ｍｅｇａ５．０，以Ｎｅｉｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建系统发育树。
１．３．３　菌株生理生化特征　菌株生长温度、最适 ｐＨ值、

ＮａＣｌ耐受性、唯一碳源、唯一氮源、明胶液化、脲酶、淀粉水
解、牛奶凝固与胨化、产 Ｈ２Ｓ和纤维素分解试验参照文献
［１５］。
１．４　羽毛降解菌ＷＹＭ３９产酶条件研究
１．４．１　酶活的测定　本试验使用酪蛋白［ｃａｓｅｉｎ（Ｓｉｇｍａ）］作
为底物进行菌株ＷＹＭ３９粗酶液的酶活测定，参照文献［１６］
进行酶活测定和酪氨酸标准曲线测定。定义４０℃下１ｍｉｎ
每释放１μｇ酪氨酸，升高１个酶活单位。
１．４．２　培养时间对菌株 ＷＹＭ３９产酶的影响　将菌株
ＷＹＭ３９接种于液体羽毛培养基中，于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件
下分别培养１２、２４、３６、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、１２０ｈ，以菌液上
清为粗酶液测定酶活。

１．４．３　培养温度对菌株ＷＹＭ３９产酶的影响　菌株 ＷＹＭ３９
接种于液体羽毛培养基中，培养温度分别为 ２０、２５、３０、３５、
４０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养９６ｈ，取粗酶液测定酶活。
１．４．４　初始 ｐＨ值对菌株 ＷＹＭ３９产酶的影响　将菌株
ＷＹＭ３９接种于初始ｐＨ值分别为５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５
的液体羽毛培养基中，于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养９６ｈ，
取粗酶液测定酶活。

１．４．５　初始ＮａＣｌ浓度对菌株ＷＹＭ３９产酶的影响　将菌株
ＷＹＭ３９接种于初始 ｐＨ值为７．０，初始 ＮａＣｌ浓度分别为０、
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｍｇ／ｍＬ的液体羽毛培养基中，于
３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养９６ｈ，取粗酶液测定酶活。
１．５　对菌株ＷＹＭ３９酶学特性的初步研究
１．５．１　反应温度对酶活的影响　粗酶液与底物反应时，分别
设置温度为３０、４０、５０、６０、７０℃，测定并记录不同反应温度下
的酶活。

１．５．２　反应ｐＨ值对酶活的影响　使用几种不同ｐＨ值的缓
冲液配制ｐＨ值分别为６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０的反
应底物，与粗酶液混合后于最适温度下反应，测定并记录不同

ｐＨ值对酶活的影响［１６］。

１．５．３　ＷＹＭ３９粗酶液的温度稳定性　将粗酶液于３０、４０、
５０、６０、７０℃条件下处理３０ｍｉｎ后，在最适温度及最适 ｐＨ值
条件下测定酶活。

１．５．４　金属离子对酶活的影响　在１ｍＬ粗酶液中分别加入
５、５０、５００、５０００μｍｏｌ的 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋，混合后在
３０℃ 放置３０ｍｉｎ后测定酶活。
１．５．５　化学试剂对酶活的影响　在１ｍＬ粗酶液中分别加入
１ｍｍｏｌ苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、１ｍｍｏｌ乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）、１０μＬβ－巯基乙醇、１０μｇ十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、
１０μＬ异丙醇、１０μｇ二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、１０μＬ二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ），混合后在３０℃放置３０ｍｉｎ后测定蛋白酶活。
１．５．６　测定底物特异性　分别以可溶底物偶氮酪蛋白、酪蛋
白；不可溶底物天青角蛋白、羽毛粉测定菌株ＷＹＭ３９粗酶液
的酶活，不同底物的酶活测量方法参照文献［１６］。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离筛选及菌株ＷＹＭ３９角蛋白降解效果观察
将采自鸡圈地表的土样处理后稀释浓度为１０－４倍涂布

于羽毛粉培养基平板上，挑取能在其上生长的单菌落接种在

牛奶培养基平板上，将能够在牛奶培养基上产生明显降解圈
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的菌株传代、纯化，接种于整根羽毛配制的液体羽毛培养基

中，选择１株具有生长快、降解效果好等特点的菌株进行后续
研究，将其编号为 ＷＹＭ３９。菌株 ＷＹＭ３９在接种量为 １％、
３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养４ｄ时，能将１００ｍＬ液体羽毛培养基中
的１ｇ完整羽毛完全降解（图１）。

２．２　菌株ＷＹＭ３９的形态特征
菌株ＷＹＭ３９在羽毛粉培养基上２８℃恒温培养９６ｈ，扫

描电镜观察结果如图２所示，基丝无隔不断裂，直径０．３～
０．６μｍ；孢子短杆状，大小０．７～１．２μｍ。在牛奶培养基上
２８℃恒温培养７２ｈ，能观察到明显降解圈，菌落呈圆形，有白
色孢子气丝，基丝黄褐色。

２．３　菌株ＷＹＭ３９的１６ＳｒＤＮＡ序列测定及系统发育树构建
提取菌株 ＷＹＭ３９基因组 ＤＮＡ后，使用通用引物 Ｆ２７／

Ｒ１５２２扩增得到菌株 ＷＹＭ３９的 １６ＳｒＤＮＡ，进行序列测定。
菌株ＷＹＭ３９的１６ＳｒＤＮＡ序列大小为１５１７ｂｐ，将其在ＮＣＢＩ
网站中进行ＢＬＡＳＴ分析，通过 Ｍｅｇａ５．０，以 Ｎｅｉｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ
方法构建系统发育树（图 ３）。该菌株与中间型链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ）的相似度最高，为９９％。

２．４　菌株ＷＹＭ３９的生理生化特征
菌株ＷＹＭ３９不仅能利用葡萄糖等多种碳源，还能利用

亮氨酸、甲硫氨酸等氮源，但不能利用天冬氨酸、谷氨酸。菌

株ＷＹＭ３９可在含有１５０ｍｇ／ｍＬＮａＣｌ的培养基中生长，且能
分解明胶、淀粉，还能使牛奶胨化，但不能降解纤维素，也不能

产生脲酶和Ｈ２Ｓ。其具体生理生化特征见表１。
２．５　菌株ＷＹＭ３９的产酶条件研究
２．５．１　培养时间对菌株ＷＹＭ３９产酶的影响　如图４所示，
在培养时间为９６ｈ时，酶活性出现峰值。发酵前期是菌体生
长的时间，后期由于营养物质（羽毛）被耗尽，酶活性降低，因

此９６ｈ是研究菌株ＷＹＭ３９产酶条件合适的培养时长。
２．５．２　培养温度对菌株ＷＹＭ３９产酶的影响　如图５所示，
在培养温度为３０℃时酶活性最高，培养温度低于２５℃或高
于３５℃时，酶活性很低，说明３０℃是研究菌株ＷＹＭ３９产酶
条件合适的培养温度。

表１　菌株ＷＹＭ３９的生理生化特征

碳源 结果 氮源 结果 生理特征 结果

葡萄糖 ＋＋＋ 甲硫氨酸 ＋＋ Ｈ２Ｓ产生 －
蔗糖 ＋ 酪氨酸 ＋＋ 明胶分解 ＋
木糖 ＋＋ 色氨酸 ＋ 牛奶胨化 ＋
甘油 ＋＋ 精氨酸 ＋ 淀粉分解 ＋
纤维二糖 ＋ 亮氨酸 ＋＋＋ 纤维素分解 －
乳糖 ＋＋ 苯丙氨酸 ＋＋＋ ３７℃ ＋
肌醇 ＋ 脯氨酸 ＋ ２８℃ ＋
乙酸钠 ＋ 赖氨酸 ＋ ４℃ －
甘露醇 ＋＋＋ 丝氨酸 ＋ 最适ｐＨ值 ８
柠檬酸钠 ＋ 缬氨酸 ＋ ＮａＣｌ浓度（ｍｇ／ｍＬ）０～１５０
草酸钠 ＋ 天冬氨酸 － 尿素分解 －
阿拉伯糖 ＋＋ 谷氨酸 －
鼠李糖 ＋
海藻糖 ＋＋＋

　　注：“－”表示阴性；“＋”表示阳性。
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２．５．３　初始ｐＨ值对菌株 ＷＹＭ３９产酶的影响　如图６所
示，初始ｐＨ值在５．５～７．０时，酶活性在较高水平，在初始ｐＨ
值为７．０时，酶活出现峰值，因此ｐＨ值为７．０是菌株ＷＹＭ３９
产酶条件研究的合适初始ｐＨ值。

２．５．４　初始ＮａＣｌ浓度对菌株 ＷＹＭ３９产酶的影响　如图７
所示，初始ＮａＣｌ浓度为０时酶活性最高，随着初始ＮａＣｌ浓度
的升高，酶活逐渐降低，当 ＮａＣｌ浓度高于３０ｍｇ／ｍＬ后酶活
降至极低水平，结合生理生化试验结果可知，菌株ＷＹＭ３９可
在含有０～１５０ｍｇ／ｍＬＮａＣｌ的培养基中生长，但初始ＮａＣｌ浓
度为０是菌株ＷＹＭ３９产酶条件研究的合适初始ＮａＣｌ浓度。
２．６　菌株ＷＹＭ３９粗酶液酶学特性研究
２．６．１　菌株 ＷＹＭ３９粗酶液最佳反应温度和温度稳定性测
定　如图８所示，该酶最适反应温度为６０℃；温度稳定性测
定试验结果如图 ９所示，该酶在 ６０℃下 ３０ｍｉｎ后仍保存
８９％的酶活性。
２．６．２　菌株ＷＹＭ３９粗酶液最佳反应ｐＨ值　如图１０所示，
粗酶液在反应ｐＨ值为８．０时酶活性最高，在 ｐＨ值为７．５～
９．０范围内能保持９３％的酶活性。

２．６．３　化学试剂和金属离子对菌株 ＷＹＭ３９粗酶液酶活的
影响　如表２所示，和粗酶液的酶活性相比，ＰＭＳＦ、ＥＤＴＡ对
粗酶液的酶活性具有抑制作用，而 ＤＴＴ、β－巯基乙醇、异丙
醇、ＳＤＳ、ＤＭＳＯ能够提高该酶的催化活性。
　　金属离子对菌株 ＷＹＭ３９粗酶液影响试验结果如图１１
所示，Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋在低浓度（５μｍｏｌ／ｍＬ）时对粗酶
液的酶活性几乎没有影响，但在高浓度（５０００μｍｏｌ／ｍＬ）时
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表２　化学试剂对粗酶液酶活力的影响

化学试剂 浓度 相对活性（％）
异丙醇 １０μＬ／ｍＬ １７３±３．２
十二烷基硫酸钠 １０μｇ／ｍＬ １８０±１．０
β－巯基乙醇 １０μＬ／ｍＬ ４０４±４．１
二甲基亚砜 １０μＬ／ｍＬ １７６±３．７
二硫苏糖醇 １０μｇ／ｍＬ ３９５±２．７
苯甲基磺酰氟 １ｍｍｏｌ／ｍＬ ２１±０．７
乙二胺四乙酸 １ｍｍｏｌ／ｍＬ ６４±２．２

对酶活有抑制作用，其中Ｃａ２＋的抑制作用最强。
２．６．４　菌株ＷＹＭ３９粗酶液的底物特异性　如表３所示，粗
酶液可以降解可溶的偶氮酪蛋白、酪蛋白，也可降解不可溶的

羽毛和天青角蛋白。

表３　不同底物对粗酶液酶活的影响

蛋白底物 酶活（Ｕ／ｍＬ） 相对活性（％）
酪蛋白 ５７．９５±０．６７１ １００
偶氮酪蛋白 １１６．７７±０．８０２ ２０１
羽毛粉 ４．９７±０．２０８ ９
天青角蛋白 ２．５７±０．３０５ ４

３　讨论与结论

在接种量为 １％、３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养时，菌株
ＷＹＭ３９能在４ｄ将１００ｍＬ以整根羽毛为唯一碳氮源的培养
基中的１ｇ羽毛完全降解，对鸡羽毛有较强的降解能力。结
合形态观察、生理生化特征、１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析、基于
１６ＳｒＤＮＡ基因序列构建的进化树，初步确定菌株 ＷＹＭ３９为
链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）的１个菌株。当反应体系中的 Ｃａ２＋

达到５０μｍｏｌ／ｍＬ或ＰＭＳＦ为１ｍｍｏｌ／ｍＬ时，粗酶液的活性被
抑制，表明该酶属于丝氨酸蛋白酶。菌株 ＷＹＭ３９的粗酶液
在反应温度为６０℃时酶活最高，并在经６０℃处理３０ｍｉｎ后
仍能保存８９％的酶活，有在高温下应用的潜力。在底物特异
性试验的补充试验中发现，反应体系添加１０μＬ／ｍＬ的β－巯
基乙醇后，降解羽毛粉和天青角蛋白时酶活分别从４．９７和
２．５７Ｕ／ｍＬ提升到１２．６和７．２Ｕ／ｍＬ，分别提高了１．５和１．８
倍，说明还原剂的存在对角蛋白降解有重要作用。此外，本试

验仅采用以羽毛为唯一碳氮源的液体培养基为发酵培养基，

培养基配方单一，有通过优化培养基配方提高产酶能力的

潜力。
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