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*目的+筛选具有高效角蛋白水解活性的微生物(为提高废弃羽毛中角蛋白资源的利用奠定基础)

*方法+采用梯度稀释法(以羽毛作为惟一碳氮源对土样中的产角蛋白酶菌株进行筛选(筛选可高效降解羽毛的细菌)

通过菌株的形态,生理生化特性以及
%"=*D/5

序列分析(对菌株进行分类鉴定(并探讨其最适发酵条件)利用硫酸

二乙酯!

D?=

"和亚硝基胍!

/UW

"对目的菌株进行诱变(确定最适诱变条件(并进行原生质体融合(通过基因组改组选

育角蛋白酶高产菌株)*结果+分离筛选到
%

株具有较强羽毛降解能力的菌株
'̀U$%

(该菌落圆形凸出(革兰氏染色

呈阳性(酪素水解,硝酸盐利用,柠檬酸利用等生理生化试验均呈阳性)结合菌株
%"=*D/5

同源序列比对分析(初步

鉴定其为节杆菌!

"46=4&E0-6(44
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")菌株
'̀U$%

产角蛋白酶的最适发酵温度和时间分别为
G#e

和
H#1

)其
D?=

最

适用量为
L

$

V

$

KV

(诱变时间为
#$K9+

'

/UW

的最适合质量浓度是
$<"K

P

$

KV

(处理时间为
%[K9+

)原生质体制备

的最佳条件为#溶菌酶终质量浓度
%$K

P

$

KV

(酶解温度
GH e

(酶解
$<[1

)经过硫酸二乙酯!

D?=

"和亚硝基胍

!

/UW

"分别诱变处理(获得角蛋白酶活性提高的菌株
D?=C#

和
/UWC#

'对其进行
G

轮基因组改组后(筛选到
#

株角蛋

白酶活性比亲本菌株
'̀U$%

提高了
[<!&

倍的重组菌株(且其产酶活性可稳定遗传)*结论+通过基因组改组技术获

得了
#

株角蛋白酶活性大幅提高的菌株
7GC[

和
7GC"

(这
#

株菌对羽毛的降解效果较亲本菌株
'̀U$%

明显提高(具有

较好的应用前景)
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角蛋白是一类具有结缔和保护功能的纤维状蛋

白质(主要存在于动物皮,毛,鳞,羽,甲,蹄,角,爪,

喙,丝及其他表皮结构中%

%C#

&

)羽毛的主要成分是角

蛋白(其蛋白质含量高达
L$c

(且富含丝氨酸,脯氨

酸,赖氨酸,色氨酸,胱氨酸等多种氨基酸%

G

&

)由于

角蛋白含有丰富的二硫键(不溶于水且极难降解(很

难被一般的蛋白酶!如胃蛋白酶,胰蛋白酶,木瓜蛋

白酶等"分解(因此随着现代家禽养殖业的规模化发

展(羽毛废弃物带来的环境污染问题日益突出(其资

源化利用显得越发重要%

!C[

&

)

传统的羽毛降解方法极易造成二次环境污染且

效率不高(因此寻找高效清洁的生物降解法迫在眉

睫)目前(很多能够降解角蛋白的微生物已经被报

道(包括芽孢杆菌%

"CH

&

,放线菌%

&CL

&和真菌%

%$C%%

&

(这些

微生物通过分泌角蛋白酶来完成角蛋白的降解)由

于野生型菌株的角蛋白酶产量比较低(随着国内外

化妆品行业和饲料食品市场对角蛋白酶需求量的逐

渐增加(传统的生产方法已不能满足市场要求(而利

用基因组改组技术选育角蛋白酶高产菌株正可弥补

这一短板)基因组改组技术是对菌株进行定向改造

从而获得有价值表型的有效方法(其原理是通过多

母本递进式融合随机重组(从而快速选育表型改进

较大的杂交菌种%

%#C%G

&

)该技术已经成功地用于工业

微生物多基因控制表型的改良(如通过基因组改组

技术提高了阿维链霉菌
/?58%$"L

!

!64(

K

6&5

@

-(/

03(45,6,',//?58%$"L

"产多拉菌素的产量%

%!

&

(提

高了酿酒酵母!

!0--=04&5

@

-(/-(4(3,/,0(

"的酒精产

量和对酒精的耐受性等%

%[

&

)但利用基因组改组技

术获得角蛋白酶高产菌株的研究尚未见报道)

本试验通过对养鸡场羽毛堆砌处土壤进行分离

筛选(获得可高效降解羽毛的细菌(对其进行鉴定分

类(再利用基因组改组技术进行选育(以期获得高产

角蛋白酶菌株(为高效清洁地生物降解羽毛角蛋白(

完成其资源化利用奠定基础)

%
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材料与方法

%<%

!

材
!

料

%<%<%

!

土样采集
!

供试土样采自陕西省杨凌区养

鸡场长期堆积羽毛废弃物处的土壤)

%<%<#

!

培养基
!

!

%

"种子培养基)蛋白胨
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(牛
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(
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P

(
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#

SQE

!

%

P

(
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QE

!

$<!

P

(

蒸馏水
%$$$KV

(

B

S

值
H<!

%

H<"

)

!

#

"选择培养基)羽毛粉
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SQE
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dS

#

QE
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P

(蒸馏水
%$$$KV

(
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S

值
H<!

%
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)

!

G

"发酵培养基)羽毛粉
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P

(蒸馏水
%$$$KV

(

B

S

值
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%
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)
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"

VM

培养基)胰蛋白胨
%$

P

(酵母浸粉
[

P

(

/,R-%$
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(蒸馏水
%$$$KV

(
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S

值
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"再生培养基)蔗糖
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P
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P
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#
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(
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#
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E$<!

(酵母提取物
G

P

(胰蛋白

胨
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P

(葡萄糖
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SQE
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P

(琼

脂
#$

P

(蒸馏水
%$$$KV

)

!

"

"牛奶培养基)脱脂奶粉
[

P

(溶于蒸馏水后

定容至
[$$KV

(

%%[e

灭菌
#[K9+

'琼脂粉
#$

P

(溶

于蒸馏水后定容至
[$$KV

(

%#%e

灭菌
G$K9+

)使

用时将两者混合均匀)
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蒸馏水
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S

值
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"营养盐缓冲液)
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(蒸馏水
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!

方
!

法
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微生物的分离筛选
!

称取
%

P

土样加入装

有
%$KV

无菌生理盐水的锥形瓶中(

G$ e

,

%[$

*

$

K9+

振荡
G$K9+

(再用无菌水梯度稀释成
%$

N!

(

%$

N[

(

%$

N"

)取不同稀释梯度溶液均匀涂布在以羽

毛粉为惟一碳氮源的选择培养基上(筛选出能降解

羽毛的单菌落)将其接入发酵培养基中扩大培养(

观察羽毛降解情况(选取羽毛降解最彻底的菌株!命

名为
'̀U$%

"划线分离纯化)

%<#<#

!

菌株
'̀U$%

的生理生化特性测定
!

将菌株

'̀U$%

接种到
VM

固体培养基上(

GHe

恒温培养
%#

1

(通过电镜扫描观察菌株的形态特征(并参照文献

%

%"C%H

&进行菌株
'̀U$%

生理生化特性的测定)

%<#<G

!

%"=*D/5

序列测定与系统发育分析
!

挑

取
%<#<%

节中获得的菌株
'̀U$%

单菌落于
%$KV

VM

液体培养基(于
GHe

,

%&$*

$

K9+

振荡培养
#!1

(

提取总
D/5

(

QRT

扩增
%"=*D/5

(通用引物是
#H7

!

[fC5W5WUUUW5URRUWWRUR5WCGf
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!

[fC

55WW5WWUW5URR5WRRWR5CGf
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QRT

扩 增

反应体系
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$

V
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P
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V

(

#<[

KK(-

$

V@/UQ!

$

V

(上下游引物!

#H7

,

%[##T

"各
%

$

V

(

D/5

模板
%

$

V

(

#<[8

$

$

VG0

T

酶
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$

V

(

@@S

#

EGH<[

$

V

)

QRT

反应程序#

L[ e

预变性
[

K9+

'

L[e

变性
G$4

(

[[ e

复性
G$4

(

H# e

延伸
#

K9+

(

GG

个循环'

H#e

延伸
%$K9+

)

QRT

扩增产物

胶回收后 克 隆 至
B

ZD%&CU

载 体(转 化
2Q-&',

DS[

)

(阳性克隆委托生工生物工程!上海"股份有限

公司测序)获得其
%"=*D/5

序列后(在
W3+M,+J

数据库中运用
MV5=U

进行比对分析(通过
Z3

P

,

[<$

以
/39

P

1Y()*C'(9+9+

P

方法构建系统进化树)
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!

菌株
'̀U$%

生长曲线的测定
!

挑取
'̀U$%

单菌落接种于
VM

液态培养基中(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
%#1

后(按培养基体积
[c

的接种量再接

种于
VM

液态培养基中(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养(

每隔
#1

取
[KV

菌液(以未接种的
VM

液态培养基

作为空白对照(进行光密度!

ED

"$$+K

"测定(以时间

为横坐标(

ED

值为纵坐标(绘制生长曲线)

%<#<[

!

角蛋白酶活性的测定
!

!

%

"粗酶液的制备)

挑取菌株
'̀U$%

单菌落接种于种子培养基中(

GH

e

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
#!1

)按培养基体积
[c

的

接种量接种于发酵培养基中(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡

培养
H#1

(离心收集发酵液并用
$<##

$

K

滤膜过滤

其上清液(除去全部菌体(得到上清液即粗酶液)

!

#

"角蛋白酶活性)取
%KV

粗酶液(置于
!$

e

水浴锅中预热
#K9+

(加入
%KV

酪蛋白!提前预

热"(水浴保温
%$K9+

后(加入
$<!K(-

$

KV

三氯乙

酸
#KV

(终止反应(将试管置于水浴中继续保温
#$

K9+

(

&$$$*

$

K9+

离心
%$K9+

收集上清液'取上清

液
%KV

(加
$<!K(-

$

KV

碳酸钠
[KV

(福林试剂
%

KV

(振荡
%K9+

(继续置于水浴中保温
#$K9+

(然后

进行光密度!

ED

""$+K

"测定)以不加酶作为空白对

照(在上述反应条件下(将每分钟产生
%

$

P

酪氨酸

定义为
%

个酶活性单位)

%<G

!

菌株
'̀U$%

发酵和反应条件的优化

%<G<%

!

降解羽毛的最适发酵温度和时间
!

挑取菌

株
'̀U$%

单菌落接种于种子培养液中(

GH e

,

%[$

*

$

K9+

振荡培养
#!1

)按培养基体积
[c

的接种量

接种于发酵培养基中(分别于
#&

(

G$

(

G#

(

GH e

下(

%[$*

$

K9+

振荡培养(发酵过程中每间隔
%#1

取样
%

次(重复
G

次测定角蛋白酶活性(分析发酵温度和时

间对菌株
'̀U$%

降解羽毛的影响)

%<G<#

!

粗酶液的最适反应
B

S

!

将
%<#<!

粗酶液与

不同
B

S

!

!

(

[

(

"

(

H

(

&

(

L

(

%$

(

%%

"缓冲液混合(

!$e

保

温
G$K9+

后(测定其剩余的角蛋白酶活性(分析粗

酶液的最适反应
B

S

)不同
B

S

缓冲液的配制方法

为#用
[$KK(-

$

V

柠檬酸
C

柠檬酸钠配制
B

S!<$

%

"<$

的缓冲液(

[$KK(-

$

VU*94CSR-

配制
B

SH<$

%

&<$

的缓冲液(

[$KK(-

$

V

甘氨酸
C/,ES

配制
B

S

L<$

%

%%<$

的缓冲液)

%<G<G

!

粗酶液的最适作用温度
!

将
%<#<!

粗酶液

分别置于不同温度!

G$

(

G[

(

!$

(

![

(

[$

(

[[e

"下保温

G$K9+

后(测定其剩余的角蛋白酶活性(分析粗酶

液的最适作用温度)

%<!

!

菌株
'̀U$%

的诱变

%<!<%

!

菌悬液的制备
!

将菌株
'̀U$%

接种于
VM

液体培养基中(培养至对数期(将菌液于
!e

放置
%

1

(再于
GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
G$K9+

(使其同

步生长)菌液离心弃上清(用营养盐洗
#

次(最后使

菌体重新悬浮于营养盐中(将其加入盛有无菌玻璃

珠的三角瓶(

G$e

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
G$K9+

(用

营养盐将菌体配成约
%$

&

R78

$

KV

)

%<!<#

!

硫酸二乙酯"

D?=

#诱变
!

取菌悬液
[KV

(

分别加入
%[

(

G$

(

![

$

VD?=

(使其用量分别为
G

(

"

(

L

$

V

$

KV

(于
G$ e

,

%[$*

$

K9+

分别处理
[

(

%$

(

#$

>8@
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K9+

)诱变处理结束后(在每支试管中加入质量分

数
#c

的硫代硫酸钠
$<[KV

终止反应(离心弃上

清(用营养盐洗
#

次(最后梯度稀释至
%$

N!

(

%$

N[

(

%$

N"

(取不同稀释梯度涂布在选择培养基上)于
GH

e

培养
H@

后(对平板上的菌落进行计数)计算致

死率(选择最佳诱变条件)将每个菌落接种到牛奶

培养基上(于
GHe

培养箱中培养(根据水解圈检测

其角蛋白酶活性)

致死率
h

!对照组菌落数
N

诱变组菌落数"$对

照组菌落数
g%$$c

)

%<!<G

!

亚硝基胍"

/UW

#诱变
!

取菌悬液
[KV

(加

入一定量的
/UW

(使其终质量浓度分别为
$<#

(

$<!

(

$<"K

P

$

KV

(于
G$e

,

%[$*

$

K9+

分别处理
%[

(

#$

(

#[K9+

)诱变处理结束后(加入
G$KV

营养盐(

离心弃上清后用营养盐洗
#

次(最后梯度稀释至

%$

N!

(

%$

N[

(

%$

N"

(取不同稀释梯度涂布在选择培养

基上)菌落处理及角蛋白酶活性测定方法与
%<!<#

同)

%<[

!

原生质体的制备与基因组改组

%<[<%

!

制备条件优化
!

将经过
D?=

和
/UW

诱变

筛选得到的优秀菌株作为出发菌株(按培养基体积

[c

的接种量分别接种到
VM

液体培养基中(

G$e

,

%[$*

$

K9+

培养至对数期(将菌液于
!e

放置
%1

(再

于
GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
G$K9+

(使其同步生

长)菌液离心弃上清(用
Q7M

洗
#

次(最后使菌体

重新悬浮于
Q7M

中(将其加入装有无菌玻璃珠的三

角瓶中(

G$e

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
G$K9+

(用
Q7M

将菌体配成约
%$

&

R78

$

KV

)取
[KV

菌悬液加入

溶菌酶(酶解后离心收集菌体除去酶(用
Q7M

洗
#

次(最后梯度稀释至
%$

N!

(

%$

N[

(

%$

N"

(取不同稀释

梯度涂布在再生培养基上)于
GHe

培养
!@

后对

平板上的菌落进行计数(通过计算原生质体形成率(

选择最合适的处理条件)

原生质体形成率
h

!酶解前菌落数
N

酶解后菌

落数"$酶解前菌落数
g%$$c

)

!

%

"溶菌酶质量浓度)于
GHe

,酶解
%1

的条

件下(对菌株在溶菌酶终质量浓度为
&

(

%$

(

#$

(

G$

K

P

$

KV

的原生质体形成率进行分析)

!

#

"酶解温度)在溶菌酶终质量浓度为
%$

K

P

$

KV

(酶解时间
%1

条件下(对菌株在
#G

(

G$

(

GG

(

GHe

时的原生质体形成率进行分析)

!

G

"酶解时间)于
GHe

(溶菌酶终质量浓度为

%$K

P

$

KV

的条件下(对菌株酶解到
$<[

(

%<$

(

%<[

(

#<$1

时的原生质体形成率进行分析)

%<[<#

!

原生质体的灭活和基因组改组
!

将
D?=

和

/UW

突变株原生质体按照
%\%

混合(平均分成
#

份(一份在紫外下照射
G$K9+

(另一份在
"$e

水浴

锅中处理
G$K9+

进行灭活(各取
#

种灭活的原生质

体
[$$

$

V

混合(

&$$$*

$

K9+

离心
%$K9+

富集原生

质体(将菌体重新悬浮在
%$$

$

VQ7M

中(加入
L$$

$

V

质量分数
!$c

的
Q?W"$$$

(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振

荡处理
%$K9+

(加入
[KVQ7M

(

&$$$*

$

K9+

离心收

集菌体(用
Q7M

洗涤
#

次(最后梯度稀释至
%$

N!

(

%$

N[

(

%$

N"

(取不同稀释梯度涂布在再生培养基上(

平板上长出的单菌落即为重组子)

%<[<G

!

突变株的筛选
!

将筛选到的突变株重组子

接种于牛奶培养基上进行初筛(由于可以产生角蛋

白酶的菌落会水解培养基中的酪蛋白(从而出现水

解圈(而水解圈直径与酶活性呈正相关(因此水解圈

直径比出发菌株大的即为正突变菌株)将筛选的正

突变重组子和出发菌株分别接种于
VM

液体培养基

中(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养至对数生长期(按培

养基体积
[c

的接种量将菌液接种于发酵培养基

中(

GHe

,

%[$*

$

K9+

振荡培养
H#1

(测定角蛋白酶

活性(进行复筛)

%<[<!

!

重组菌株遗传稳定性的检测
!

以出发菌株

作为对照(将通过
G

轮基因组改组筛选得到的角蛋

白酶活性增加的重组菌株(连续传代
[

次后发酵培

养(检测角蛋白酶活力(确定其遗传稳定性)

#

!

结果与分析

#<%

!

菌株的筛选及鉴定

#<%<%

!

菌落形态特征
!

从羽毛废弃物处的土壤中

分离得到
H

株可降解羽毛的菌株(通过发酵观察(发

现
%

株能够将羽毛完全降解的菌株(其余
"

株只能

降解羽毛小枝(而不能降解羽毛梗(因此选择该菌株

进行后续研究(并将该菌株命名为
'̀U$%

)

将菌株
'̀U$%

接种于发酵培养基中(

G#e

,

%[$

*

$

K9+

下培养
H@

左右(可观察到菌株基本能将羽毛

完全降解!图
%

")菌株
'̀U$%

在
VM

培养基平板上

GHe

恒温培养
%#1

(通过扫描电镜观察发现(细胞

呈现不规则的杆状和棒状(棒状细胞呈现-

A

.字形

态!图
#

")整个生命周期中出现球状和杆状型细

胞)球状细胞直径为
$<"

%

$<&

$

K

(杆状细胞宽为

$<[

%

$<&

$

K

(长为
%<$

%

#<$

$

K

)菌株在生命周期

中未形成孢子(菌落为黄色(圆形凸出(不透明)

?9@
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,<

接菌株
'̀U$%

'

Y<

未接菌对照

,<R)-0)*3 '̀U$%

'

Y<8+>)-0)*3@>(+0*(-

图
%

!

菌株
'̀U$%

对
G#e

下培养
H@

羽毛的降解效果

79

P

<%

!

73,013*@3

P

*,@,09(+Y

;

40*,9+ '̀U$%,.03*H@,0G#e

,<

杆状细胞'

Y<

-

A

.字形态'

><

球状细胞

,<R-)Y>3--

'

Y<AC.(*K441,

B

3

'

><R(>>9>3--

图
#

!

菌株
'̀U$%

的扫描电镜观察

79

P

<#

!

=>,++9+

P

3-3>0*(+K9>*(

P

*,

B

14(.40*,9+ '̀U$%

#<%<#

!

菌株
'̀U$%

的生理生化特征
!

菌株
'̀U$%

生长不需要添加额外的生长因子(为革兰氏阳性好

氧菌(菌株能在
!

%

GHe

下生长(最佳生长温度为

#$

%

GHe

(能够在
B

S

值为
"

%

L

的环境中生长(只

能在质量分数小于
"c

的
/,R-

中生长(耐盐能力较

差(能利用葡萄糖,蔗糖,阿拉伯糖和甘露醇!表
%

")

表
%

!

菌株
'̀U$%

的生理生化特性

U,Y-3%

!

Q1

;

49(-(

P

9>,->1,*,>03*9409>4(.40*,9+ '̀U$%

试验项目

U340903K

结果

T34)-0

试验项目

U340903K

结果

T34)-0

DC

甘露醇
DCZ,++90(- i

吲哚
F+@(-3 i

VC

阿拉伯糖
VC5*,Y9+(43 i

硝酸盐利用
809-9a,09(+(.+90*,03 i

乳糖
V,>0(43 N

柠檬酸盐利用
809-9a,09(+(.4(@9)K>90*,03 i

蔗糖
=)>*(43 i S

#

=

试验
S

#

=

B

*(@)>09(+ N

鼠李糖
VCT1,K+(43 N

卵磷脂酶
V3>9019+,43 N

革兰氏染色
W*,K40,9+ i

甲基红测试
Z<T<0340 N

石蕊牛奶
V90K)4K9-J

还原
T3@)>09:3 A<Q

测试
A<Q0340 N

淀粉水解
=0,*>11

;

@*(-

;

494 i /,R-

耐受性$
c /,R-0(-3*,+>3 $

%

"

纤维素水解
R3--)-(431

;

@*(-

;

494 N

生长
B

SW*(201

B

S "

%

L

酪素水解
R,439+1

;

@*(-

;

494 i

生长温度
W*(20103K

B

3*,0)*3

!

#$

%

GHe

明胶水解
W3-,09+-9

O

)3.,>09(+4 N

!!

注#-

i

.表示阳性反应'-

N

.表示阴性反应)

/(03

#-

i

.

K3,+4

B

(4909:3

'-

N

.

K3,+4+3

P

,09:3<

@9@
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#<%<G

!

菌株
'̀U$%%"=*T/5

序列分析及系统发

育树构建
!

菌株
'̀U$%

的
%"=*D/5

序列全长为

%[%[Y

B

(对
%"=*D/5

序列在
W3+M,+J

数据库中

进行
M-,40

比对分析发现(菌株
'̀U$%

与金黄色节

杆菌
UR%

!

"46=4&E0-6(4094(/-(./UR%

"和节杆菌

T)3"%,

!

"46=4&E0-6(44

B

<T)3"%,

"的序列具有很高

的相似性(达到
LL<Lc

!图
G

")综合菌株
'̀U$%

的

形态特征和生理生化特性(初步鉴定菌株
'̀U$%

为

节杆菌!

"46=4&E0-6(44

B

<

")

图
G

!

基于
%"=*D/5

序列构建的菌株
'̀U$%

的系统进化树

79

P

<G

!

Q1

;

-(

P

3+309>,+,-

;

494(.40*,9+ '̀U$%Y,43@(+%"=*D/5

#<%<!

!

菌株
'̀U$%

的生长曲线
!

菌株
'̀U$%

的生

长曲线如图
!

所示)图
!

显示(该菌株生长的前
!1

属于延缓期(菌株生长速率最慢'

!

%

%&1

属于对数

生长期(生长速率较快)

#<#

!

菌株
'̀U$%

产角蛋白酶的发酵及反应条件

优化

#<#<%

!

降解羽毛的最适发酵条件
!

由图
[

可知(当

温度逐渐上升到
G#e

时(菌株
'̀U$%

产角蛋白酶

活性达到最高!

%$<G8

$

KV

"'温度高于
G#e

时(角

蛋白酶活性降低(因此最佳发酵温度为
G#e

)发酵

H#1

时(菌 株 角 蛋 白 酶 活 性 达 到 最 大 !

%G<"

8

$

KV

"(之后随时间延长(角蛋白酶活性逐渐降低(

因此最佳发酵时间为
H#1

)

图
!

!

菌株
'̀U$%

在
VM

培养基中的生长曲线

79

P

<!

!

W*(201>)*:3(.40*,9+ '̀U$%9+VMK3@9)K

图
[

!

发酵温度和时间对菌株
'̀U$%

产角蛋白酶活性的影响

79

P

<[

!

?..3>0(..3*K3+0,09(+03K

B

3*,0)*3,+@09K3(+J3*,09+,43,>09:90

;

(.40*,9+ '̀U$%

79@
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#<#<#

!

粗酶液的最适反应
B

S

和温度
!

由图
"

可

知(当缓冲液
B

S

为
&

时(酶活性最大(表明该角蛋

白酶为碱性蛋白酶'

B

S

为
H

%

&

时酶活性比较稳

定)当粗酶液反应温度为
G[e

时(酶活性最大(温

度低于
G[e

时(酶活性急剧下降(因此确定该酶最

适反应温度为
G[e

)

图
"

!B

S

和温度对菌株
'̀U$%

产角蛋白酶活性的影响

79

P

<"

!

?..3>0(.

B

S,+@03K

B

3*,0)*3(+J3*,09+,43,>09:90

;

(.40*,9+ '̀U$%

#<G

!

菌株
'̀U$%

的
D?=

和
/UW

突变及筛选

#<G<%

!

D?=

和
/UW

突变
!

通过向菌悬液中加入

不同梯度的
D?=

和
/UW

进行诱变(获得角蛋白酶

酶活提高的菌株)加入的
D?=

和
/UW

梯度与致死

率的关系见图
H

)图
H

表明(随着诱变剂剂量的不

断增加(致死率也逐渐增大'随着处理时间的延长(

致死率也不断增大)根据施巧琴等%

%&

&的研究结论(

在菌种选育过程中(致死率达
&$c

左右时有利于正

突变的产生)由图
H

可知(在
[KV

菌液中添加
![

$

VD?=

(诱 变时 间为
#$ K9+

时(致 死 率 达 到

&L<[c

(有利于产生正突变(故最佳诱变条件为加入

L

$

V

$

KVD?=

(处理
#$K9+

)在
[KV

菌液中加入

终质量浓度为
$<"K

P

$

KV

的
/UW

(诱变时间为
%[

K9+

时(致死率为
&[<&c

(有利于产生正突变(故最

佳诱变条件为加入质量浓度
$<"K

P

$

KV

的
/UW

(

处理
%[K9+

)

图
H

!

菌株
'̀U$%

的
D?=

和
/UW

突变条件筛选

79

P

<H

!

D?=,+@/UWK)0,09(+(.40*,9+ '̀U$%

#<G<#

!

诱变菌株筛选
!

选择
D?=

和
/UW

最佳诱

变条件处理菌株
'̀U$%

(分别对其诱变)初筛时(筛

选出水解圈直径比亲本增大的突变株(并将筛到的

正突变菌株进行发酵复筛)结果!图
&

"表明(用

D?=

和
/UW

分别通过
G

轮诱变后(获得了
[

个角

蛋白酶活性增大的突变株(分别是
D?=C%

,

D?=C#

,

/UWC%

,

/UWC#

,

/UWCG

(其中
D?=C#

突变株角蛋白

酶活性最高(为
%[<H8

$

KV

(与亲本!

%$<"8

$

KV

"

相比酶活性提高了
!&c

'

/UWC#

居次)

#<!

!

菌株
'̀U$%

原生质体制备酶解条件的优化

溶菌酶对原生质体制备的影响主要由溶菌酶质

量浓度,酶解时间和酶解温度决定)菌株
D?=C#

原

89@

第
!

期 舒伟学(等#基于基因组改组技术的角蛋白酶高产菌株选育研究



生质体的酶解条件见表
#

)由表
#

可知(向菌悬液

中加入终质量浓度为
%$K

P

$

KV

的溶菌酶时(原生

质体形成率最高!

&$<#c

"(故溶菌酶最佳终质量浓

度为
%$K

P

$

KV

)随着温度升高(原生质体形成率

也不断增大(当温度为
GHe

时(达到最高值
L$<Gc

(

故
GHe

是原生质体形成的最适酶解温度)随着酶

解时间延长(原生质体形成率下降(酶解时间为
$<[

1

时(原生质体形成率最高!

L#<"c

"(故最适酶解时

间为
$<[1

)

XU<

野生型菌株'

D?=<D?=

突变株'

/UW</UW

突变株

XU<X9-@C0

;B

3

'

D?=<D?=K)0,+040*,9+4

'

/UW</UWK)0,+040*,9+4

图
&

!

菌株
'̀U$%D?=

和
/UW

突变株的角蛋白酶活性

79

P

<&

!

d3*,09+,43,>09:90

;

(.40*,9+ '̀U$%Y

;

D?=(*/UWK)0,

P

3+3494

表
#

!

菌株
'̀U$%

原生质体的酶解条件

U,Y-3#

!

?+a

;

K,09>>(+@909(+4(. '̀U$%

B

*(0(

B

-,40

指标

F+@3b

处理

U*3,0K3+0

原生质体形成率$
c

Q*(0(

B

-,40

.(*K,09(+*,03

Rd $

& "G<H

溶菌酶终质量浓度$

!

K

P

1

KV

N%

"

V

;

4(a

;

K3

>(+>3+0*,09(+

%$ &$<#

#$ #!<&

G$ G"<H

Rd $

#G H#<L水解温度$
e

S

;

@*(-

;

494

03K

B

3*,0)*3

G$ &"<#

GG &&<"

GH L$<G

Rd $

$<[ L#<"

水解时间$
1

S

;

@*(-

;

49409K3

%<$ HG<#

%<[ !#<!

#<$ [#<&

#<[

!

菌株
'̀U$%

的基因组改组

对亲本
D?=C#

和
/UWC#

原生质体分别按照

#<!

节优化条件进行原生质体制备,灭活和融合(再

生菌落为
7%

代融合菌株)通过
G

轮递归原生质体

融合,再生(不同融合子代标记为
7%

,

7#

,

7G

)将各

代融合子接种至牛奶平板上(筛选水解圈直径增加

的菌株(进行发酵复筛(检测角蛋酶活性(结果见图

L

)图
L

显示(从
7G

代中筛选出了
##

个菌株(发现

有
"

个角蛋白酶活性提高的菌株(其中角蛋白酶活

性最高的为
7GC[

(达
"&<H8

$

KV

(与亲本菌株!

%$<"

8

$

KV

"相比提高了
[<!&

倍)

XU<

野生型菌株'

7%C<

第
%

轮基因组改组的突变株'

7#C<

第
#

轮基因组改组的突变株'

7GC<

第
G

轮基因组改组的突变株

XU<X9-@C0

;B

3

'

7%C<U13.9*40*()+@(.

P

3+(K341)..-9+

P

K)0,+040*,9+4

'

7#C<U1343>(+@*()+@(.

P

3+(K341)..-9+

P

K)0,+040*,9+4

'

7GC<U13019*@*()+@(.

P

3+(K341)..-9+

P

K)0,+040*,9+4

图
L

!

菌株
'̀U$%

通过基因组改组后的角蛋白酶活性变化

79

P

<L

!

R1,+

P

3(.J3*,09+,43,>09:90

;

(.40*,9+ '̀U$%Y

;P

3+(K341)..-9+

P

#<"

!

改良菌株
'̀U$%

的遗传稳定性

将酶活性较高的突变株
7GC[

和
7GC"

进行传代

培养(结果见图
%$

)从图
%$

可以看出(菌株生长速

度无明显变化(菌株传代
[

代后角蛋白酶产量没有

99@
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差别(证明经基因组改组获得的突变菌株性状稳定)

!

5

"菌株培养
!&1

'!

M

"菌株培养
H#1

'

XU<

野生型菌株'

7GC[

(

7GC"<

突变株

!

5

"

=0*,9+4>)-09:,03@.(*!&1

'!

M

"

=0*,9+4>)-09:,03@.(*H#1

'

XU<X9-@C0

;B

3

'

7GC[

(

7GC"<Z)0,+040*,9+4

图
%$

!

菌株
'̀U$%

突变株和野生菌株在牛奶平板上的产角蛋白酶量

79

P

<%$

!

d3*,09+,43

B

*(@)>09(+(.K)0,+0,+@29-@C0

;B

340*,9+4(. '̀U$%(+K9-J

B

-,03

G

!

讨
!

论

每年全世界会产生
&$$

万
0

的羽毛废弃物(这

些羽毛废弃物往往被倾倒掩埋或者焚烧成灰烬(导

致了严重的环境污染问题%

%LC#$

&

)利用微生物分泌的

角蛋白酶来高效降解角蛋白(可以使羽毛中的角蛋

白废弃物重新得以利用(因此引起人们越来越多的

关注%

#%C##

&

)本研究分离的菌株
'̀U$%

具有很强的

羽毛降解能力(通过
%"=*D/5

分子鉴定(构建系统

进化树以及生理生化特性试验(初步鉴定
'̀U$%

为

节杆菌属(并命名为节杆菌!

"46=4&E0-6(44

B

<

"

'̀U$%

)与菌株
'̀U$%

亲缘关系最近的为金黄色节

杆菌
UR%

!

"46=4&E0-6(4094(/-(./UR%

"

%

#G

&和节杆

菌
T)3"%,

!

"46=4&E0-6(44

B

<T)3"%,

"

%

#!

&

(但均未见

与这
#

个菌株降解角蛋白有关的报道)节杆菌属目

前已有的
&H

个有效种中(也未见相关报道)

本研究结果表明(菌株
'̀U$%

在
VM

固体培养

基上于
#$

%

GHe

下生长状态良好(与
R,9

等%

H

&在研

究芽孢杆菌时得出的结论相似)菌株
'̀U$%

最适

发酵时间为
H#1

(最适发酵温度为
G#e

)粗酶液在

B

S

为
H

%

&

时酶活性比较稳定(而在
B

S

为
&<$

时

活性最高(该结论与
U(*J

等%

#[

&在短小芽孢杆菌

/TR#%

!

#0-,''9/

K

95,'9//TR#%

"上的研究结果一

致)

本研究利用
D?=

和
/UW

诱变
'̀U$%

(获得突

变体库(然后通过基因组改组技术使菌株
'̀U$%

的

角蛋白酶活性提高)结果显示(菌株
'̀U$%

通过

D?=

和
/UW

突变(其角蛋白酶活性与亲本相比只

增加了
!&c

(但通过
G

轮基因组改组后(其角蛋白

酶活性增加了
[<!&

倍(并可稳定遗传(说明基因组

改组技术是有效的菌种改良策略)

综上所述(本研究通过基因组改组技术(成功选

育出
#

株角蛋白酶高产菌株!

GC[

和
7GC"

"(这
#

株

菌对羽毛降解能力较强(具有一定的开发潜力)
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