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摘 要：为获得产角蛋白酶活性较高的菌株，以 1 942 株动物粪便源芽孢杆菌为对象，在角蛋白酶筛选培养基中进

行初筛，以菌株生长的透明圈与菌落直径比值较大的菌株在种子培养基中进行复筛，并进行菌株鉴定。结果表明：

复筛得到的菌株 50‐3 在鸡毛粉作为角蛋白酶诱导底物的培养基上，37 ℃ 发酵 36 h，角蛋白酶活力可以达到（694±
15）U/mL。通过形态观察、生理生化分析、全细胞蛋白电泳和 16S rDNA序列分析，初步鉴定菌株 50‐3为枯草芽孢杆

菌进化分支中的一个种，命名为 Bacillus sp. 50‐3。
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Abstract：A total of 1 942 strains of Bacillus from animal feces were cultured for the preliminary screening of
the strains with high keratinase activity. The strains with large ratios of hydrolysis zone diameter to colony di‐
ameter were re‐screened in seed media and identified. The results showed that strain 50‐3 fermented at 37 ℃
for 36 h in the medium with only chicken hair powder for inducing keratinase production reached the keratin‐
ase activity of（694±15）U/mL. According to morphological characteristics，physiological and biochemical
properties，whole‐cell protein electrophoresis，and 16S rDNA sequencing，strain 50‐3 was preliminarily iden‐
tified as a species in the clade of Bacillus subtilis in the phylogenetic tree and named Bacillus sp. 50‐3.
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角蛋白（keratin）是一种具有极强抗性、难生物降

解的硬蛋白，主要来自动物的羽毛、羊毛和指甲中，具

有不溶于水和抗分解的性质，其结构稳定，不易降解。

我国家禽养殖规模化会产生大量角蛋白类废物，如不

及时处理，将造成局部环境的严重污染和较大的蛋白

质资源浪费[1‐ 2]。自然界中某些微生物可利用自身分

泌的角蛋白酶（keratinase）将角蛋白特异性地分解利

用，转化为一种良好的饲料蛋白来源，从而使角蛋白酶

在饲料工业、医药工业、食品工业及环境治理等方面具

有广阔的应用前景，因此，角蛋白的微生物降解与利用

引起了人们的广泛关注[3‐ 4]。
国内外报道中大多数能降解角蛋白的真菌是具有

致病性的皮肤性真菌，如 Sharif等[5]和 Mini等[6]在鸡羽

毛粉培养基中分离出的黄曲霉可分泌角蛋白水解酶。
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许多放线菌也可以降解角蛋白，主要见于链霉菌属

（Streptomyces）。权金盼等[7]发现链霉菌 B221 可产角

蛋白酶，发酵降解羊毛中的角蛋白。Gong 等[8]以羊毛

作为唯一碳源，分离出的金色链霉菌 K13对降解角蛋

白效果同样显著。可降解角蛋白的细菌大多是革兰氏

阳性细菌，El‐Refai 等[9]发现短小芽孢杆菌（Bacillus
pumilus FH9）在 37 ℃条件下培养 48 h 可获得较高的

角蛋白酶活性。黄妙容等[10]发现铜绿假单胞菌对降解

角蛋白具有良好的作用。不同来源的角蛋白酶有着不

同的性质和应用范围，目前还存在着微生物产角蛋白

酶活力不高、降解效果不理想等情况。因此，分离筛选

具备抗逆性强、稳定效果好、产高活性特性的角蛋白酶

芽孢杆菌，对进一步发掘微生物降解角蛋白的特性，探

讨工业生产中的应用前景具有重要的意义。本试验利

用 1 942 株动物粪便源芽孢杆菌，进行产高活性角蛋

白酶菌株的筛选分离和初步鉴定，以期为后续发掘酶

的性质和用途奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

供试菌株：河南牧业经济学院食品与生物工程学

院微生物实验室保存的动物粪便源的 1 942 株芽孢

杆 菌 ；参 比 菌 株 [枯 草 芽 孢 杆 菌（Bacillus subtilis
ATCC6633]：中国普通微生物菌种保藏管理中心；鸡毛

粉：取自河南田中禾农牧有限公司的鸡毛，清洗干净自

然风干，用粉碎机粉碎后过 60目筛备用。

丙酸、乙酸：郑州派尼化学试剂厂；苯甲酸、丁二

酸：天津市永大化学试剂有限公司；尿素：南京化学试

剂股份有限公司；葡萄糖、NaCl：北京化工集团有限责

任公司；细菌 DNAout革兰氏阳性菌试剂盒：青岛天泽

生物技术有限公司；考马斯亮蓝 G‐250：天津市光复精

细化工研究所；吐温‐80：河北百灵威超精细材料有限

公司；蛋白胨、酵母浸粉：北京陆桥技术股份有限公司；

淀粉、琼脂：天津市致远化学试剂有限公司；赖氨酸：上

海麦克林生化科技有限公司；精氨酸、几丁质、明胶、酪

素、木聚糖、纤维素、锇酸：国药集团化学试剂有限公司；

十二烷基硫酸钠、聚丙烯酰胺、溶菌酶（100 mg/mL）：北

京索莱宝科技有限公司；以上试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

电热恒温培养箱（SKP‐02）：湖北黄石医疗仪器厂；

超净工作台（DL‐CJ‐1N）、全温振荡器（HZQ‐Q）：哈尔滨

市东联电子技术开发设备有限公司；显微摄像系统

（Motic B Series）：日本 Panasonic 公司；高速离心机

（TGL‐16E）：北京京立离心机有限公司；电热式压力蒸

汽消毒器（BXM‐30R）：上海博迅实业有限公司医疗设

备厂；离心机（TGL‐16C）：上海安亭科学仪器厂；电泳

仪（DYC 23B）：北京六一仪器厂；粉碎机（HY‐04B）：北

京环亚天元机械技术有限公司；二氧化碳临界点干燥

仪（CPD 030）：北京裕隆时代科技有限公司；离子溅射

仪（Eiko IB5）：日本 Eiko 公司；扫描电子显微镜（S‐
570）：日本 Hitachi公司；透射电镜（JEOL JEM‐F200）：

日本电子株式会社；凝胶成像系统（Biosens SC810）：上

海山富科学仪器有限公司；聚合酶链式反应（poly‐
merase chain reaction，PCR）仪（Primus 96 Advanced）：

德国 Peqlab公司；紫外可见分光光度计（UV759CRT）：

上海佑科仪器仪表有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 培养基

角蛋白酶筛选培养基：鸡毛粉 1 g，NaCl 0.05 g，
K2HPO4 0.03 g，KH2PO4 0.04 g，琼脂 1.5~2.0 g，蒸馏水

100 mL，pH7.2，121 ℃灭菌 20 min。种子液培养基：牛

肉膏 0.3 g，蛋白胨 1 g，NaCl 0.5 g，蒸馏水 100 mL，
pH7.0~7.2，121℃灭菌 20 min。角蛋白酶发酵培养基：

鸡毛粉 1 g，NaCl 0.05 g，K2HPO4 0.03 g，KH2PO4 0.04 g，
蒸馏水 100 mL，pH7.2，121 ℃灭菌 20 min。液体培养

基：0.5 g葡萄糖，0.5 g蛋白胨，0.5 g酵母浸粉，1 g氯化

钠，100 mL 水，121 ℃灭菌 20 min；保藏培养基为液体

培养基中添加 2%琼脂粉制得。

1.3.2 产角蛋白酶菌株初筛

将供试 1 942株芽孢杆菌采用灭菌竹签点种于角

蛋白酶筛选培养基平皿中，置于 37 ℃培养箱中培养

24 h，观察菌株生长状况和透明圈大小。并记录透明

圈与菌落直径之比，挑取比值较大的单个菌落，划线接

种于角蛋白酶筛选培养基平皿，37 ℃培养 22~24 h，传
代培养 2次，保存备用。

1.3.3 产角蛋白酶芽孢杆菌复筛

将初筛得到的菌株接种于种子液培养基中，培养

至菌落数为 106 CFU/mL左右，按 2%的接种量接种于

100 mL 角蛋白酶发酵培养基，37 ℃摇瓶发酵 72 h，每
12 h取一次样。发酵液于 4 ℃、12 000 r/min条件下离

心 15 min后取上清液，测定角蛋白酶的活性。复筛得

到的菌株接种于保藏培养基上，保存备用。

1.3.4 生理生化测定

将复筛获得的菌株划线接种于保藏培养基平皿

上，37 ℃培养 24 h，观察细胞和菌落形态，同时进行生

理生化试验：碳水化合物产酸试验、淀粉水解试验、酪

素水解试验、明胶水解试验、吐温‐80降解试验、几丁质

降解试验、木聚糖降解试验、纤维素降解试验、赖氨酸

脱羧酶试验、精氨酸水解酶试验、NaCl适应性试验、温

度生长试验、V.P.试验、柠檬酸盐试验、有机酸利用试

验、0.1%刚果红耐受试验、硝酸盐还原试验、过氧化氢

酶试验、氧化酶试验、核糖核酸酶试验、尿素降解试验、

石蕊牛奶试验、吲哚试验[11‐14]。
1.3.5 电镜观察

1.3.5.1 扫描电镜观察

样品固定：从保藏培养基上选取复筛获得的单菌
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落切下，用 2.5%戊二醛固定 4 h，磷酸缓冲液（pH值为

7.0~7.4）清洗 3 次，每次 15~20 min；再用 1% 锇酸

（OsO4）固定 2~4 h，磷酸缓冲液清洗 3次，每次 15 min。
乙醇脱水：依次用 30%、50%、70%、85%、95% 的乙醇

溶液各脱水 1次，每次 15~20 min，再用无水乙醇脱水

2 次，每次 15~20 min。用乙酸异戊酯置换 2 次，每次

15 min。二氧化碳临界点干燥，使用离子溅射仪喷金

镀膜，扫描电镜观察照相。

1.3.5.2 透射电镜观察

复筛后获得的菌株接种于液体培养基，37 ℃培养

48 h 后，6 000 r/min 条件下离心 20 min 收集菌体，参

照 Nam 等[15]方法制备透射电镜样品。样品制备完毕

后，用透射电镜观察照相。

1.3.6 全细胞蛋白十二烷基硫酸钠‐聚丙烯酰胺凝胶

电泳（sodium dodecyl sulfate‐polyacrylamide gel slectro‐
phoresis，SDS‐PAGE）
1.3.6.1 细胞蛋白提取液的制备

复筛获得的菌株按 1% 接种量接种于液体培养

基，37 ℃、140 r/min 振荡培养 18 h。7 000 r/min 离心

15 min得到菌体，加入 10 mg/mL溶菌酶溶液 2 mL，振
荡使菌体悬浮，37 ℃温育 2 h。加入 10% SDS 溶液

0.3 mL，剧烈振荡，12 000 r/min、4 ℃下离心 15 min 得

上清液。取 1 mL上清液到 1.5 mL离心管，加入 100%
三氯乙酸溶液 0.1 mL，混合均匀，4 ℃下 11 000 r/min
离心 20 min，弃上清液，沉淀用 0.1 mL 0.1 mol/L 的

NaOH 溶液溶解后为细胞蛋白提取液。以 B. subtilis
ATCC6633菌株作为参比菌株。

1.3.6.2 十二烷基磺酸钠‐聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS‐
PAGE）

采用 10%的分离胶和 5%的浓缩胶制作凝胶，在

加样孔上样后，设定电压为 70 V 进行电泳，结束后将

凝胶取出，用考马斯亮蓝 G‐250进行染色，弃去染液用

脱色液脱色[16]。
1.3.7 细菌 16S rDNA鉴定及系统发育树

将复筛获得的菌株按 1%接种量接种于液体培养

基，37 ℃、140 r/min 振荡培养 16~18 h。使用 DNAout
革兰氏阳性菌试剂盒提取基因组 DNA。DNA 产物保

存于-20 ℃。PCR 扩增引物为 27F（5′ ‐GAGAGTTT‐
GATCCTGGCTCAG ‐ 3′）和 1541R（5′ ‐ AAGGAGGT‐
GATCCAGCCGCA‐3′），由六合华大基因科技有限公司

合成。PCR 扩增体系：10×buffer 5 μL，Taq DNA 聚合

酶 0.5 μL，引物 27F 0.5 μL，引物 1541R 0.5 μL，DNA
模板 1 μL，dNTPs 1 μL，用 ddH2O将体系补至 50 μL。
PCR 扩增程序：开始 94 ℃预变性 5 min，94 ℃ 变性

1 min，50 ℃ 退火 1 min，72 ℃延伸 1 min。完成 30个

循环后，72 ℃延伸 10 min。
经过 PCR 扩增得到的目的基因片段送六合华大

基因科技有限公司进行测序。将得到的序列在美国国

家生物技术信息中心（National Center for Biotechnology
Information，NCBI）数据库使用 Blast进行同源性比对，

并用 MEGA 7.0软件构建系统发育树[17‐18]。
1.3.8 角蛋白酶活力的测定

角蛋白酶的活力采用 Riffel等[19]以偶氮角蛋白作

为底物的方法进行测定。首先配制 10 g/L偶氮角蛋白

溶液，然后将 200 μL的角蛋白酶溶液（1.3.3方法中的

上清液）加入到 1.6 mL 10 g/L偶氮角蛋白的 Tris溶液

中充分振荡使其混匀，将混合液置于 60 ℃的水浴中反

应 15 min；向反应体系中加入三氯乙酸至 100 g/L时终

止反应。10 000 r/min 离心 15 min 得反应上清液，在

440 nm 测其吸光值。一个酶活单位即为 60 ℃ 反应

15 min后，吸光值在 440 nm改变 0.01所需要的酶量。

1.4 数据处理

试验数据均以平均数±标准差表示。采用 SPSS
22和 Origin 2018软件进行数据处理和绘图。

2 结果与讨论

2.1 产角蛋白酶芽孢杆菌的初筛

从分离自动物粪便的 1 942 株芽孢杆菌中，初步

分离到在角蛋白酶筛选培养基上能产生透明圈的菌株

196株，经过 3次平行试验，其中活力透明圈直径与菌

落直径比值大于 5.0的有 18株，结果见表 1，其中 3株

菌株的透明圈情况见图 1。

菌株
编号

39‐6
50‐3
53‐1
54‐5
56‐5
124‐6
134‐2
54‐10
156‐1
117‐4
112‐4
127‐3
122‐4
78
110
113
83
87

透明圈直径/
mm

17.00±0.03
19.00±0.26
15.00±0.08
20.50±0.34
16.00±0.07
15.00±0.16
11.00±0.48
15.80±0.21
15.00±0.16
14.00±0.22
18.20±0.03
14.00±0.07
14.00±0.13
14.00±0.35
16.00±0.61
16.00±0.28
14.60±0.33
18.20±0.04

菌落直径/
mm

3.00±0.07
2.00±0.03
2.00±0.05
3.20±0.16
3.00±0.22
3.00±0.17
2.00±0.08
2.50±0.05
3.00±0.13
2.60±0.04
3.40±0.11
2.50±0.14
2.20±0.06
2.50±0.09
2.50±0.23
3.00±0.07
2.40±0.04
2.60±0.12

比值 a

5.7
9.5
7.5
6.4
5.3
5.0
5.5
6.3
5.0
5.4
5.4
5.6
6.4
5.6
6.4
5.3
6.1
7.0

动物粪便来源

黑猩猩

变色树蜥

双峭冠蜥

金黄领蜥

红头石龙子

雪豹

鹌鹑

金黄领蜥

蓝马鸡

朝鲜豹

青狼

小朝鲜豹

朝鲜豹

赤狐

骆驼

美洲虎

羚牛

羚牛

表 1 产较高活性角蛋白酶的分离菌株

Table 1 Isolates with high keratin⁃degrading activity

注：a为透明圈直径与菌落直径的比值。
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2.2 产角蛋白酶芽孢杆菌的复筛

将初筛得到的 18株酶活力较高的芽孢杆菌，经传

代培养后得到遗传特性较稳定的 5株芽孢杆菌，菌株

编号为 50‐3、53‐6、124‐6、113和 87。5株菌分别经摇

瓶发酵 72 h，每 12 h 测定一次角蛋白酶活力，其产酶

情况见图 2。

由图 2 可知，活力较高的菌株为 50‐3，其在 36 h
产生的角蛋白酶活力可达（694±15）U/mL。因此将对

菌株 50‐3 作进一步研究。结合表 1 可知，菌株 50‐3
分离自杂食类动物变色树蜥的粪便。变色树蜥的主要

食物为昆虫类（如蟋蟀、甲壳虫、蜘蛛等），这些昆虫的

鳞翅主要是由角蛋白构成。因此，在变色树蜥的消化

道中可能存在着大量能分泌角蛋白酶的菌株来帮助消

化食物[20‐21]。
菌株 50‐3 在只有鸡毛粉作为角蛋白酶诱导底物

的培养基上，37 ℃发酵 36 h 角蛋白酶活力可以达到

（694±15）U/mL。Lin 等[22]分离的 Bacillus licheniformis
在发酵 60 h 时的角蛋白酶活力为 11.1 U/mL；Riffel
等[19]的研究发现的菌株 Chryseobacterium sp. strain kr6
在发酵 48 h 时所产的角蛋白酶活力为 70 U/mL；San‐
gali等[23]的研究发现菌株 Vibrio sp. kr2发酵 30 h产的

角蛋白酶的活力为 50 U/mL。与国内外报道相比，本

试验中的菌株 50 ‐3 产生的角蛋白酶具有较高酶

活力。

2.3 菌株 50‐3的初步鉴定

2.3.1 菌株细胞形态特征

菌株 50‐3的细胞形态特征见图 3。

由图 3 可知，菌株 50‐3 革兰氏染色为阳性，芽孢

中生膨大，菌体个体较小，短杆状，大小一般在（0.8~
1.5）μm×（0.2~0.8）μm。由图 3b可以看出，菌株细胞

黏连在一起，呈矩阵排列。

2.3.2 菌株的生理生化试验测定

对 50‐3 菌株进行部分生理生化特征测定，结果

见表 2。

由表 2可知，菌株 50‐3不能耐受 10%的 NaCl，能
在 10~55 ℃下生长，并且能降解木聚糖，但是不能利用

纤维素和几丁质。参照《常见细菌系统鉴定手册》，初

步推断 50‐3菌株为芽孢杆菌，暂时命名为 Bacillus sp.
50‐3。经生理生化试验结果比较发现，菌株 Bacillus
sp. 50‐3与枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）进化分支中

的越南芽孢杆菌（Bacillus velezensis）[24]和死亡谷芽孢杆

图 1 产生透明圈的部分菌株

Fig.1 Strains with hydrolysis zones

图 2 不同菌株的产酶情况比较

Fig.2 Keratinase activities of different isolates

cba

a.菌株的革兰氏染色（1 000×）；b.菌落的扫描电镜；c.菌株细胞的透

射电镜。

图 3 菌株 50⁃3 的形态

Fig.3 Morphology of the strain 50⁃3

表 2 菌株 50⁃3 的部分生理生化特性

Table 2 Physiological and biochemical properties of strain 50⁃3

试验项目

D‐木糖产酸

半乳糖产酸

D‐果糖产酸

甘露糖产酸

甘露醇产酸

纤维二糖产酸

麦芽糖产酸

棉子糖产酸

D‐海藻糖产酸

蔗糖产酸

5% NaCl
7% NaCl
10% NaCl
H2O2酶试验

氧化酶试验

硝酸盐还原试验

刚果红耐受试验

10 ℃生长

55 ℃生长

试验结果

+
+
+
+
+
+
+
‐
+
+
+
+
‐
+
+
+
+
+
+

试验项目

V.P.试验

柠檬酸盐试验

丙酸利用

乙酸利用

苯甲酸利用

丁二酸利用

明胶水解试验

淀粉水解试验

酪素水解试验

Tween‐80降解试验

赖氨酸脱羧酶

精氨酸水解酶

几丁质降解试验

木聚糖降解试验

纤维降解试验

石蕊牛奶试验

尿素降解试验

RNA酶试验

吲哚试验

试验结果

+
‐
+
+
‐
+
+
+
+
+
+
+
‐
+
‐
+
+
+
+

注：+为阳性；‐为阴性。
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菌（Bacillus vallismortis）[25]相似度相对较高。

2.3.3 全细胞蛋白电泳

同种的不同菌株的全细胞蛋白电泳图谱相似性较

高，如果两个菌株的电泳图谱差异较大，则可断定不是

同种[26]。图 4为 Bacillus sp.50‐3与枯草芽孢杆菌标准

菌株 B. subtilis ATCC6633的电泳图谱。

由图 4电泳条带可见，菌株 50‐3的全细胞蛋白电

泳条带与枯草芽孢杆菌 B. subtilis ATCC6633的条带略

有不同，B. subtilis ATCC6633 的全细胞蛋白电泳条带

在大分子量区间的条带比菌株 50‐3的多，说明 Bacil⁃
lus sp. 50‐3区别于枯草芽孢杆菌。

2.3.4 16s rDNA序列分析

扩增后 Bacillus sp. 50‐3的 16s rDNA 的片段长度

为 1 477 bp，在 GenBank 中经 Blast 比较后，发现其与

枯草芽孢杆菌进化分支的菌株同源性较高，在 Gen‐
Bank中申请序列号为 EU365432。选取同源性相近的

菌株作系统发育树，见图 5。

1. B. subtilis ATCC6633；2. B. sp 50‐3。
图 4 B. subtilis ATCC6633 和 B. sp 50⁃3 全细胞蛋白电泳条带比较

Fig.4 Comparison of whole⁃cell protein SDS⁃PAGE of B. subtilis
ATCC6633 and B. sp 50⁃3

1 2

0.02

B. brevis AJ831420
P. favisporus AY208751

P. azotofixans ATCC35681T
B. megaterium AB190040

B. simplex DSM1321T
B. mycoides ATCC6462

B. pumilus ATCC27142
B. pumilus ATCC7061
B. vallismortis DQ007527
B. velezensis CR‐502 AY603658
B. amyloliquefaciens ATCC15841
B. subtilis DSM3258

B. velezensis CR‐14b AY608741
50‐3

B. vallismortis AB021198
B. subtilis DSN618

图 5 菌株 50⁃3 的系统发育树

Fig.5 Phylogenetic tree of strain 50⁃3

由图 5 可知，菌株 50 ‐ 3 与越南芽孢杆菌（B.
velezensis）、死亡谷芽孢杆菌（B. vallismortis）、枯草芽孢

杆菌（B. subtilis）和解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefa⁃
ciens）的相似度均在 99%以上，超过了相似度为 98.7%
的能鉴定到种的范围[27]。越南芽孢杆菌（B. velezensis）、

死亡谷芽孢杆菌（B. vallismortis）、枯草芽孢杆菌（B.
subtilis）、解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefaciens）、萎缩

芽孢杆菌（B. atrophaeus）、莫哈韦芽孢杆菌（B. mojaven⁃
sis）、马拉加芽孢杆菌（B. malacitensis）、埃卡萨昆芽孢杆

菌（B. axarquiensis）、杀线虫芽孢杆菌（B. nematocida）均

是枯草芽孢杆菌进化分支中的种，其 16S rDNA相似度均

在 98%以上，通过 16S rDNA序列难以准确鉴定[26，28‐29]。

对菌株 50‐3的准确鉴定，还需要做如 DNA杂交、细胞

脂肪酸分析等研究，因此将菌株 50‐3初步鉴定为枯草

芽孢杆菌群中的一个种，命名为 Bacillus sp. 50‐3。

3 结论

从动物粪便源分离的 1 942株芽孢杆菌中通过初

筛得到产角蛋白酶的菌株 196株，对其中活力较高的

18 株，又通过传代培养和液体发酵复筛获得菌株 50‐
3，其 36 h产角蛋白酶活力可达（694±15）U/mL，具有较

高酶活力。通过形态观察、生理生化分析、全细胞蛋白

电泳和 16S rDNA 序列分析，初步鉴定菌株 50‐3 为枯

草芽孢杆菌进化分支中的一个种，将其命名为 Bacil⁃
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lus sp. 50‐3。它与越南芽孢杆菌（B. velezensis）、死亡谷

芽孢杆菌（B. vallismortis）、枯草芽孢杆菌（B. subtilis）和

解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefaciens）的相似度均大于

99%，对菌株 50‐3 的准确鉴定还需做进一步的研究，

如 DNA杂交、细胞脂肪酸分析等。
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