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　　摘要：从长年堆积羊毛的土壤中筛选获得３株具有角蛋白降解功能的菌株，经形态观察和１６ＳｒＲＮＡ测序初步鉴
定，并分别命名为链霉菌ＮＪＵ－０５、金黄杆菌ＮＪＵ－０７、地衣芽孢杆菌 ＮＪＵ－１０。同时，进行液体发酵工艺优化，得到
ＮＪＵ－０５菌株实验室水平的最佳液体发酵条件：温度为４０℃，ｐＨ值为９．０，发酵周期为３ｄ；ＮＪＵ－０７菌株：温度为
３５℃，ｐＨ值为９．０，发酵周期为４ｄ；ＮＪＵ－１０菌株：温度为３５℃，ｐＨ值为９．０，发酵周期为４ｄ。
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　　近年来，随着养殖业的迅猛发展，和我国是革
制大国的基本国情，会产生大量的羊毛、皮革加工

废弃物。有统计显示，我国每年平均产生角蛋白类

废弃物的总量超过４００万ｔ［１］，这些废弃物由于难于
加工且不易降解，大部分未得到合理利用。这类废

弃物大量堆积不仅会造成环境的严重污染，同时也

是一种极大的资源浪费［２］。研究羊毛废弃物的再

生利用，不仅可以解决由它引发的环境污染问题，

而且可以缓解我国蛋白质饲料的供需矛盾，同时在

纺织、医用生物材料、包装等诸多领域都有广阔的

前景［３］。

国内外研究表明，微生物及其酶降解法是利用

动物角蛋白最经济有效的手段［４］，且对环境友好。

微生物通过合成角蛋白酶降解角蛋白，其降解角蛋

白过程大致可分为３个步骤：变性作用、水解作用和
转氨基作用［５］。目前，已发现３０多种微生物具有降
解角蛋白的功能，以细菌、真菌和放线菌为主，其中

细菌主要有地衣芽孢杆菌、嗜热菌、弧菌科细菌；放

线菌中大多是链霉菌属［６］；真菌主要有长囊头孢霉

菌和皮肤癣菌［７］。

本研究旨在从土壤中分离纯化出具有高效羊

毛角蛋白降解能力的菌株，并对其液体发酵条件进

行优化，为大量的废弃羊毛提供方便高效实用的微

生物利用途径。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　羊毛粉　未经酸碱处理的羊毛清水洗净后
在温度为６０℃条件下烘干至恒质量，粉碎机粉碎过
筛后备用。

１．１．２　培养基　ＢＭ基础培养基：１．５００ｇＫ２ＨＰＯ４、
００２５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．０２５ｇＣａＣｌ２、０．０１５ｇ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．００５ｇＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１０００ｍＬ蒸
馏水，ｐＨ值为７．８～８．０。

羊毛分解能力测试培养基（筛选培养基）：在

１５ｍＬＢＭ基础培养基中加入１０根完整羊毛。
液体发酵培养基：５０ｍＬＢＭ基础培养基与

０．５ｇ羊毛粉一同装入 ２５０ｍＬ锥形瓶中，灭菌
备用。

１．２　微生物的分离筛选
１．２．１　采集样品　在宿迁市泗阳县１６８乡道新袁
镇山羊养殖基地，从羊圈表层、长期堆积羊毛废弃

物处、放牧的农用荒地及羊群活动的地方采集的４
种土壤样品。

１．２．２　筛选分离　富集培养：在１５ｍＬＢＭ基础培
养基中加入 １ｇ土壤样品及适量羊毛，在温度为
３７℃ 条件下培养，观察羊毛的降解情况。试管中
的羊毛发生降解，且可溶性蛋白检测有蓝色反应，

反复转接，得到富集培养液。

初筛：取富集培养液分别在牛肉膏蛋白胨、高
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氏Ⅰ号及马铃薯葡萄糖（ＰＤＡ）培养基的平板上稀
释涂布分离，挑选单菌落进一步纯化后转接斜面。

３７℃ 活化后，将活化菌接入测试管验证其对羊毛
角蛋白的降解能力，选取有降解能力的菌株保藏

备用。

复筛：取 １ｍＬ初筛得到的活化菌液接种于
１００ｍＬＢＭ基础培养液中，于３７℃、１４０ｒ／ｍｉｎ摇床
培养５ｄ。测定降解率、可溶性蛋白含量及角蛋白酶
活性，分析各菌株对羊毛的降解能力。分析比对，

从中挑选３株降解率最高的菌株，命名为ＮＪＵ－０５、
ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０，接入斜面后保藏于４℃冰箱中，
备用。

１．３　菌种鉴定
分别对ＮＪＵ－０５、ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０的菌落进

行形态学观察、结合１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析进行
菌种鉴定。

１．４　液体发酵条件优化试验
于液体发酵培养基中分别接种，以培养温度及

培养基起始 ｐＨ值作为主要的参数研究 ＮＪＵ－０５、
ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０对羊毛的降解，其中培养温度分
别设置为２５、３０、３５、４０、４５℃；培养基起始 ｐＨ值分
别设置为６、７、８、９、１０。
１．５　发酵周期

在最适温度和最适 ｐＨ值条件下，１４０ｒ／ｍｉｎ摇
床培养，每２４ｈ取样１次，测定羊毛降解率、角蛋白
酶活性、可溶性蛋白含量［８］，确定最佳发酵时间。

２　结果与分析

２．１　羊毛降解菌的筛选分离
２．１．１　富集与初筛　采集的土样进行富集培养后，
通过初筛获得５０个生长良好的单菌落。将单菌落
转接入测试管，观察发现随着培养时间的延长，培

养基的颜色逐渐加深，并出现沉淀。说明羊毛逐渐

发生断裂、降解。据此，筛选得到具有该现象较为

明显的１８株菌，并根据所用培养基成分、菌落形态
及镜检结果，初步判断１８株菌株中有７株为放线
菌，９株为细菌，２株为真菌。
２．１．２　复筛　初筛获得的１８株菌进一步发酵后，
取发酵上清液测定可溶性蛋白含量，以及角蛋白酶

活性。同时取滤渣烘干、称质量，测定降解率。由

图１可知，编号为５、７、１０的菌株有相对较高的降解
率。编号为５的菌株降解率接近５０％；７、１０号降解
率分别为 ３７．５９％、３３．７％，超过其他菌株的降解

率。同时，可溶性蛋白含量和角蛋白酶活性测定结

果显示５、７、１０号菌株也表现出与降解率一致的结
果，可溶性蛋白含量及角蛋白酶活性均高于其他菌

株。５、７、１０号菌株的发酵液中可溶性蛋白含量较
高，均大于１２０μｇ／ｍＬ。因此本试验选取角蛋白降
解能力较高的３株菌５、７、１０号作进一步研究，并将
其命名为ＮＪＵ－０５、ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０。
２．２　菌种鉴定结果

由表１可知，ＮＪＵ－０５油镜下观察菌丝发达，产
孢子，为革兰氏阳性菌；ＮＪＵ－０７菌体呈杆状，无芽
孢，为革兰氏阴性菌；ＮＪＵ－１０菌体细胞呈短棒状或
杆状，两端为圆弧形，产椭圆形芽孢，革兰氏染色后

菌体呈紫色，为革兰氏阳性菌。

　　１６ＳｒＤＮＡ测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中发表
的序列进行相似性比对后发现，该序列与天蓝色链

霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ）Ａ３（２）染色体相似性高
达 ９７％。 ＮＪＵ － ０７ 与 黄 杆 菌 科 细 菌

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）３５１９－１０同源性达到
９６％，ＧｎｅｎＢａｎｋ登录号为 ＮＣ＿０１３０６２．１。１６ＳｒＤＮＡ
测序结果显示，ＮＪＵ－１０的 １６ＳｒＤＮＡ基因约
１．５ｋｂ，ＧｅｎＢａｎｋ的登录号为 ＮＣ００６３２２．１。序列比
较分析显示 ＮＪＵ１０与地衣芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）相似性达９９％。

结合菌落形态及 １６ｓｒＤＮＡ的鉴定结果，认定
ＮＪＵ－０５为链霉菌，ＮＪＵ－０７为金黄杆菌属菌株，
ＮＪＵ－１０为地衣芽孢杆菌。
２．３　液体发酵工艺优化
２．３．１　培养温度对液体发酵的影响　由图２可知，
与对照组相比，ＮＪＵ－０５、ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０菌株随
发酵温度升高角蛋白降解率逐渐上升，在温度为

３５℃ 时，ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０降解率达到最高；在
４０℃ 时，ＮＪＵ－０５降解率达到最高。可溶性蛋白
含量、角蛋白酶活性随着温度升高的变化趋势与降

解率一致。说明ＮＪＵ－０７和ＮＪＵ－１０于３５℃液体
发酵的最适温度为３５℃，ＮＪＵ－０５的最适温度为
４０℃。低于或高于最适温度，降解率、可溶性蛋白
含量及酶活性均有所降低。

　　ｐＨ值也是影响液体发酵的一个重要因素。由
图３可知，在一定的ｐＨ值范围内，随着培养基起始
ｐＨ值的升高，３株菌的降解率、可溶性蛋白含量及
酶活性逐渐增加，ｐＨ值为９．０时，对３株菌所测定
的３个指标均达到峰值，表明它们所产的角蛋白酶
是碱性蛋白酶，且较高的碱性条件还能抑制杂菌生
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表１　菌落形态学特征

菌株编号 形状 表面 边缘 颜色

ＮＪＵ－０５ 较大、有孢子 干燥致密 不整齐 菌丝白色，孢子褐色

ＮＪＵ－０７ 圆形凸起 湿润黏稠 整齐 金黄色

ＮＪｕ－１０ 圆形扁平 干燥 皱褶 白色

长。但过酸或过碱环境均会影响它们的角蛋白降

解能力。

２．３．２　发酵周期确定　由优化试验可知所筛选出
的３株菌在实验室水平下液体发酵的最优条件，其
中ＮＪＵ－０５的培养温度为 ４０℃，ｐＨ值为 ９．０；

ＮＪＵ－１０的培养温度为３５℃，ｐＨ值为９．０。在此
培养条件下，确定发酵周期。由图 ４－ａ可知，
ＮＪＵ－０５在发酵的前３ｄ内，角蛋白酶活性及可溶
性蛋白含量随着时间的推移逐渐增多，在发酵后３ｄ
均达到最大值，从发酵后４ｄ起两者又逐渐下降，这
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可能是由于细菌生长受到环境和资源的抑制。角

蛋白降解率从发酵后的 １～６ｄ呈持续上升趋势，在
发酵 ２～３ｄ时，增幅最大，而后的几天在此基础上
虽继续降解，但增幅有所减小。所以，发酵周期以

３ｄ为宜。
由图４－ｂ可知，随着发酵时间的延长，ＮＪＵ－０７

的各项指标均在增加，在发酵４ｄ时，角蛋白酶活性
出现峰值，而后下降明显。可溶性蛋白含量在发酵

４ｄ时达到峰值。羊毛降解率在发酵前４ｄ增幅均
较明显，而在发酵５、６ｄ时，增幅很小，所以，认为发
酵时间为４ｄ最合适。

由图４－ｃ可知，在接入ＮＪＵ－１０后，角蛋白酶

活性在发酵３ｄ时出现峰值，发酵４ｄ时略有下降，
发酵５、６ｄ下降明显。可溶性蛋白含量在发酵４ｄ
时增幅最大，且达到峰值。相应地，角蛋白降解率

在发酵前４ｄ增幅均较明显，而在发酵５、６ｄ时，增
幅均小于５％，此时再继续发酵已无多大意义。综
合各因素，认为发酵时间为４ｄ最合适。

３　结论与讨论

从混有羊毛的土样中，经富集培养和筛选分离

得到３株具有较强羊毛角蛋白降解能力的菌株
ＮＪＵ－０５、ＮＪＵ－０７、ＮＪＵ－１０。本研究考察液体发
酵温度和ｐＨ值对降解羊毛角蛋白的影响，以确定
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最优的发酵条件，获得较高的羊毛角蛋白降解率。

通过以上试验表明，培养温度为４０℃，培养基起始
ｐＨ值为９．０，发酵３ｄ时，ＮＪＵ－０５产酶能力最强，
降解羊毛角蛋白的效果最优；ＮＪＵ－０７实验室水平
的最佳液体发酵条件：温度为３５℃，ｐＨ值为９０，
发酵周期为４ｄ；最适宜ＮＪＵ－１０的液体发酵条件：
温度为３５℃，ｐＨ值为９．０，发酵周期为４ｄ，降解率
可达５２．８％，在此条件下降解羊毛角蛋白最经济有
效，且在液体发酵过程中也发现，角蛋白酶活性与

可溶性蛋白含量的变化及角蛋白的降解率变化有

一定的对应关系。

本研究为角蛋白废弃物的生物技术利用提供

了理论依据。微生物降解羊毛为工业化利用开拓

了更加经济的途径。如果将来能使微生物降解羊

毛角蛋白形成一套系统工艺，角蛋白的循坏使用将

实现，为此我们还需要对角蛋白酶进一步的纯化，

并对其理化性质进一步的研究，后续工作还有待于

进一步深入。
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