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一株降解牛血液蛋白菌株的分离鉴定及其降解条件优化
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摘　 要　 为了解决屠宰场废弃血液造成的环境污染及其有效利用问题，取样自日喀则地区屠宰场的废弃血液

堆积土壤，梯度稀释涂布于血琼脂平板上进行分离，挑选有较大溶血环的菌落纯化，继而保藏菌种。 对保藏菌

株进行形态学、生理生化、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定并进行药敏试验、菌株生长条件的探究。 用福林酚法测定

保藏菌株的蛋白酶活力，初步优化血液培养基条件，提升保藏菌株血液降解效率。 结果表明，得到了一株高效

降解血液蛋白的菌株，编号为 ＮＷＭＣＣ００４７，经过形态学鉴定、生理生化鉴定和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定，表明

该菌株为乙酰微小杆菌（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌｉｃｕｍ）。 其蛋白酶活力可达 １９． ００ Ｕ ／ ｍＬ。 最适生长条件：碳源

为葡萄糖、氮源为牛肉膏、无机盐为磷酸氢二钠、ｐＨ 值为 ７、温度为 ２０ ℃ 。 通过菌株对牛血液蛋白降解条件的

初步优化，当血液添加量为 １０％ （体积分数）、麦麸添加 ２０ ｇ ／ Ｌ、不添加无机盐、３７ ℃培养 ８５ ｈ 时，其降解率可

达 ２１． ９７％ 。 实验为降解废弃血污提供了简单可参考的操作方法且为生产氨基酸肥料提供候选菌株。
关键词　 血液降解；分离鉴定；蛋白酶活力；乙酰微小杆菌；耐药性
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　 　 根据国际粮农组织 （ ＦＡＯ） 统计，在 ２０１９、
２０２０、２０２１ 年我国受疫情影响下肉类生产总量分

别达到了 ７． ７５９ × １０７、７． ７４８ × １０７、８． ８８７ × １０７ ｔ。
按家畜血液占其肉重的 ６％ ，蛋白质含量占血液

的 １８％计算，可获得的蛋白质分别达 ８． ３８ × １０５、
８． ３７ × １０５、９． ６０ × １０５ ｔ。 由于原料血液易被污

染、极难保存、血腥味浓、消化性和适口性差、色泽

感官极差、禁止作为饲料原料等因素严重制约了

畜禽血液的综合利用，致使大量宝贵的畜禽血资

源浪费，并造成环境污染［１］。 屠宰场产生的血污

是屠宰场污水最重要的组成部分，在众多污染物

中，血液污染的污染指数最大，因此衍生出了多种

处理方法［２］。 国内外常见的处理方法有化学水解

法、焚烧法、微生物水解等方法。 焚烧法不仅加剧

了环境污染，也造成了营养资源的浪费；化学水解

方法受工艺复杂、投资成本高、营养成分易被破坏

等诸多因素的限制。 而微生物法在微生物的发酵

过程中，将可再生碳水化合物转化为各种有用产

品，如氨基酸、维生素、抗生素、酶制剂、生物杀虫

剂、生物碱、类固醇等物质，适合生产氨基酸肥

料［３］。 微生物处理后的氨基酸水解液可经过浓缩

干燥处理直接制备成固体氨基酸粉末，该粉末可

直接以液体形式喷施于作物，也可以营养剂的形

式加入肥料中制备成氨基酸生态肥、氨基酸复合

肥、氨基酸水溶肥、氨基酸叶面肥等氨基酸肥

料［４］。 故畜禽血液进行微生物降解能解决血液污

染问题，其处理产物又可用于氨基酸肥料的制备，
且因其投入低、能耗省、氨基酸含量高而被公认为

血液综合利用的一个方向［５］。 近年来，研究发现

能够降解血液蛋白的菌株主要有黑曲霉、米曲霉、
毛霉等真菌以及蜡样芽胞杆菌、枯草芽胞杆菌、苏
云金芽胞杆菌等细菌［６⁃７］。 国内外对于乙酰微小

杆菌的研究不多，研究方向大致可分为菌株的分

离鉴定、降解作用、生物合成物质三个方面的研

究。 且其降解研究大多与虾壳废物的降解有

关［８⁃９］。 本研究于日喀则地区屠宰场血污堆积土

壤采集样品，分离筛选并首次研究了一株能高效

降解牛血的乙酰微小杆菌（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌ⁃
ｉｃｕｍ），并为探究菌株血液降解效率提供了简单可

参考的方法；同时为乙酰微小杆菌功能理论研究

以及用微生物法转化血污为有机氨基酸肥料，保
护生态环境做出可行性探索。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 样品采集　 土壤样品采自西藏日喀则市

江孜县英雄路 ６ 号屠宰场（Ｅ８９°６０′９２． １８″，Ｎ２８°
９１′７４． ００″），海拔 ４ ０００ ｍ 左右。
１． １． ２　 培养基　 ①ＬＢ（液体）培养基（ｇ ／ Ｌ）：胰化

蛋白胨 １０，酵母提取粉 ５，ＮａＣｌ １０；②ＬＢ 固体培养

基（ｇ ／ Ｌ）：胰化蛋白胨 １０，酵母提取粉 ５，ＮａＣｌ １０，
琼脂粉 ２０；③酪蛋白培养基 ａ （ ｇ ／ Ｌ）： ＫＨ２ＰＯ４

０． ３６，ＭｇＳＯ４ ０． ５，ＺｎＣｌ２ ０． ０１４，ＮａＣｌ ０． ６，Ｎａ２ＨＰＯ４·
７Ｈ２Ｏ １． ０７，ＣａＣｌ２ ０． ００２，ＦｅＳＯ４ ０． ００２，酪蛋白 ４，
胰蛋白胨 ０． ０５，琼脂 １５，ｐＨ 值 ７． ０；④酪蛋白培养

基 ｂ（ｇ ／ Ｌ）：酪素 １０，牛肉浸粉 ３，ＮａＣｌ ５，Ｋ２ＨＰＯ４

２，琼脂 ２０，ｐＨ 值 ７． ０；⑤血琼脂平板：哥伦比亚血

平板；⑥液体发酵培养基（ｇ ／ Ｌ）：牛肉膏 ０． ５，蛋白

胨 １０，葡萄糖 １５，酵母提取物 ５，Ｎａ２ＨＰＯ４ ４，ＮａＣｌ
５，发酵专用豆粕粉 ２，发酵专用玉米淀粉 ４；⑦探

究菌株生长条件所用培养基；⑧探究菌株血液降

解所用培养基。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备　 革兰染色试剂盒

（北京陆桥技术股份有限公司），细菌 ＤＮＡ 提取试
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剂盒（ＴａＫａＲａ⁃美谷生物科技（浙江有限公司）），
细菌生化试剂盒（杭州微生物试剂有限公司），蛋
白胨、牛肉膏、琼脂粉、福林酚试剂（博精索拉博科

技有限公司），ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２ （天津市大茂化学试剂

厂），酵母提取物、胰蛋白胨（北京双旋微生物培

养基制品厂），干酪素（上海阿拉丁生化科技股份

有限公司），ＮａＯＨ （国药集团化学试剂有限公

司），其他试剂大都购自北京索莱宝生物科技有限

公司，罐装牦牛血采集于西藏日喀则市江孜县英

雄路 ６ 号 屠 宰 场。 紫 外 可 见 分 光 光 度 计

（１８００ＰＣ，北京普析通用仪器有限责任公司）；ｐＨ
计（ＳＧ２⁃ＦＫ，梅特勒⁃托利多）；ＰＣＲ 扩增仪（８４６⁃
Ｘ⁃０７０⁃２８０，德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；蒸汽灭菌器（ＭＯＳＴ⁃Ｔ，
山东新华医疗器械股份有限公司）；电子天平

（ＡＲ２２４ＣＮ，奥豪斯仪器常州有限公司）；立式恒

温振荡器（ＩＳ⁃ＲＯＶ１，上海智城分析仪器制造有限

公司）；ＢＭＥ 显微镜 （１３３９５Ｈ２Ｘ，莱卡）；电泳仪

（ＤＹＹ⁃６Ｄ，北京六一仪器设备）；恒温水浴锅（ＤＫ⁃
Ｓ２４，上海精宏实验设备有限公司）；隔水式恒温培

养箱（ＧＮＰ⁃９２７０，上海精宏实验设备有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 菌株纯化及保存　 将采集的样品用无菌

水 １０ 倍递增稀释 １０３ ～ １０５，移液枪取 ５０ μＬ 稀释

液涂布于血琼脂平板，３７ ℃培养 ２４ ｈ。 挑选有溶

血环的菌落划线接种在血平板上，以相同条件培

养纯化。 纯化好的菌落划线接种于 ＬＢ 培养基，以
相同条件培养。 取 ８０ μＬ 菌液和 ８０ μＬ ５０％甘油

于冻存管混合均匀，在 － ８０ ℃微生物菌种保藏冰

箱中长久保存。
１． ２． ２　 形态学鉴定　 分离得到的菌株划线接种

于 ＬＢ 固体培养基、血平板、酪蛋白培养基 ａ、酪蛋

白培养基 ｂ，３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察菌落形状、大小、
颜色、边缘、透明等形态特征。 将菌落划线接种于

ＬＢ 固体培养基上，分别在 ３７ ℃、１２ ｈ 和 ３７ ℃、２４
ｈ 的条件下培养，轻挑少量菌落革兰染色后镜检，
光学显微镜下观察菌体细胞的形状、大小及染色

结果。
１． ２． ３　 生理生化鉴定　 取菌种冻存液 ２００ μＬ 于

ＬＢ 培养基中，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ、３７ ℃培养 ２４ ｈ。 取培养

菌液 ２ ｍＬ 于 ＬＢ 培养基中，以相同条件培养。 将

二代培养菌液 ５０ μＬ 接种于葡萄糖、麦芽糖、肌
醇、枸橼酸、尿素、硝酸盐、鸟氨酸、苯丙氨酸等生

化试管中按照生化试管所需条件进行培养，观察

并判定实验结果。
１． ２． ４　 药敏试验　 取二代菌液 ２００ μＬ 于 ＬＢ 固

体培养基中均匀涂布，在培养基上放置等间隔的

不同抗生素药片，３７ ℃培养 ２４ ｈ，记录实验结果。
１． ２． ５ 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定 　 取二代菌液

（第二代培养时间为 １２ ｈ）２ ｍＬ 于无菌离心管中，
ＤＮＡ 提取试剂盒提取目标菌株 ＤＮＡ。 使用引物

２７Ｆ： ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′， １４９２Ｒ：
５′⁃ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′进行 ＰＣＲ 扩

增。 ＰＣＲ 扩增产物测序由生物工程（上海）股份

有限公司完成，测序结果在 ＮＣＢＩ 的 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 数

据库中进行 ＢＬＡＳＴ 序列比对，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行同源性比较，并使用

ＭＥＧＡ ７． ０ 构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统发育树［１０］。
１． ２． ６　 菌株生长条件研究　 以二代培养液作为

后续实验的种子液，实验所用培养基均为 １００
ｍＬ，后续培养基接种 ２ ｍＬ 菌液，以 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、３７
℃培养 ２４ ｈ 为常规培养条件，每组实验设 ３ 个平

行并设对照，测定 ＯＤ 值时稀释菌液直至吸光度

在 ０． ２ ～ ０． ８ 之间。 ①不同碳源对菌株生长的影

响：将六种碳源（葡萄糖、麦芽糖、小麦、蔗糖、玉米

淀粉、乳糖）以 １０ ｇ ／ Ｌ 替换 ＬＢ 培养基中的酵母提

取物，常规培养条件培养后测定 ＯＤ６００。 ②不同氮

源对菌株生长的影响：将六种氮源（牛肉膏、蛋白

胨、酵母提取物、黄豆饼粉、胰蛋白胨、麦麸）以 １０
ｇ ／ Ｌ 替换 ＬＢ 培养基中的胰蛋白胨，常规培养条件

培养后测定 ＯＤ６００。 ③不同无机盐对菌株生长的

影响：将七种无机盐（ＮａＣｌ、ＺｎＣｌ２、ＫＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４、
ＭｇＳＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＣｌ２） 以 １０ ｇ ／ Ｌ 替换 ＬＢ 培养

基中的 ＮａＣｌ，常规培养条件培养后测定 ＯＤ６００。 ④
ｐＨ 值对菌株生长的影响：配置不同 ｐＨ 梯度的 ＬＢ
培养基常规培养条件培养后测定 ＯＤ６００。 对最适

ｐＨ、高 ｐＨ、低 ｐＨ 条件下菌液进行革兰染色并在

光学显微镜下观察。 ⑤不同温度对菌株生长的影

响：用含有最适碳源和氮源的 ＬＢ 培养基在不同温

度梯度于常规培养条件下培养，测定 ＯＤ６００。 对最

适温度、高温、低温条件下菌液进行革兰染色并在

光学显微镜下观察。
１． ２． ７　 蛋白酶活力的测定　 将二代菌液接种于

发酵培养基中，２７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４８ ｈ。 之后

４ ℃、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 收集上清液，作为
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蛋白酶测定的粗酶液［６］。 采用福林酚法测定蛋白

酶活性（ＧＢ ／ Ｔ２３５２７⁃２００９） ［１１］。
１． ２． ８　 菌株血液降解条件的探究　 ①最适碳源

的筛选：ＮａＣｌ（５ ｇ ／ Ｌ）为无机盐，１０ ｍＬ 搅拌机低

速搅拌 １ ｍｉｎ 的牦牛血为氮源，蔗糖、葡萄糖、麦
麸、麦芽糖、可溶性淀粉、乳糖为碳源，加入 ９０ ｍＬ
纯水制备成 １００ ｍＬ 培养基。 接种二代菌液 ２００
μＬ，３２ ℃培养 ７５ ｈ 后测定总氮和游离氮，计算降

解效率。 ②最适无机盐的筛选：以麦麸为碳源，１０
ｍＬ 搅拌机搅拌后的牦牛血为氮源，ＮａＣｌ、ＫＣｌ、
ＭｇＣｌ２、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮＨ４Ｃｌ、Ｋ２ＨＰＯ４ 为无机盐，分别

加入 ９０ ｍＬ 纯水制备成 １００ ｍＬ 培养基，只含牦牛

血的培养基作为对照组。 接种二代菌液 ２ ｍＬ，３７
℃培养 ８５ ｈ 后测定总氮和游离氮，计算降解效

率。 总氮采用 ＧＢ５００９． ５⁃２０１６《食品安全国家标

准食品中蛋白质的测定》 ［１２］ 中凯式定氮法测定。
氨基酸液态氮采用 ＧＢ５００９． ５⁃２０１６《食品安全国

家标准食品中蛋白质的测定》 ［１２］中甲醛滴定法测

定。 测底物所含总氮，然后根据公式计算发酵液

降解度。

ＤＨ ＝ Ａ
Ｎ × １００％

式中，ＤＨ 为发酵液降解度（％ ），Ａ 为发酵液

中氨基酸态氮含量（ｍｇ），Ｎ 为底物中所含总氮含

量（ｍｇ）。

２　 结果与分析

２． １　 菌落形态学鉴定

二代菌液接种于不同培养基上培养 ２４ ｈ，肉
眼可观察到菌落的不同形态（表 １）。

表 １　 分离菌株在不同培养基上形态特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

培养基　
形态特征

大小 ／ ｃｍ 颜色 形状 边缘 高度 透明度 光泽 质地

血平板 ０． ４５ 乳白色 圆形 整齐 隆起 不透明 黏稠易挑起 表面光滑

ＬＢ 固体培养基 ０． ５５ 乳白色 圆形 整齐 凸透镜状 不透明 黏稠易挑起 细粉粒状

酪蛋白培养基 ａ ０． ６０ 乳白色 圆形 整齐 扁平 不透明 黏稠易挑起 粉粒状

酪蛋白培养基 ｂ ０． ４０ 乳白色 圆形 整齐 隆起 不透明 黏稠易挑起 表面光滑

　 　 菌株革兰染色后在光学显微镜下观察可见两

端圆钝的链杆菌，成对或链状排列，菌体颜色为蓝

紫色，革兰染色阳性。 培养 １２ ｈ 时，菌体多呈对

或断链排列（图 １Ａ），培养 ２４ ｈ 时，菌体多呈长链

状（图 １Ｂ）。

图 １　 １２ ｈ（Ａ）、２４ ｈ（Ｂ）培养菌革兰染色结果

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｆｏｒ １２ ｈ（Ａ） ａｎｄ ２４ ｈ（Ｂ）

２． ２　 生理生化鉴定

对菌株进行糖类发酵、硝酸盐还原、氧化酶、
枸橼酸利用试验等生化特性的测定结果见表 ２。

表 ２　 分离菌株生化反应试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ

生化反应
试剂

菌株生化
试验结果

生化反应
试剂

菌株生化
试验结果

麦芽糖 ＋ 硝酸盐 ＋
葡萄糖 ＋ 枸橼酸 －
蔗糖 － 尿素 －
乳糖 － 硫化氢 －
肌醇 － 水杨素 －
山梨醇 － 氧化酶 －
木糖醇 － 苯丙氨酸 ＋
葡磷胨水 ＋ 鸟氨酸 －
蛋白胨水 － 赖氨酸 －

　 注：“ ＋ ”表示生化反应结果为阳性；“ － ”表示生化结果为阴性

２． ３　 药敏试验

实验结果（表 ３）表明，该分离菌株对磷霉素、
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头孢西丁、阿米卡星、环丙沙星高度敏感，对头孢

他啶、万古霉素敏感性较低，菌株对头孢噻吩、阿
莫西林、氨苄西林等抗生素不敏感。

表 ３　 菌株耐药性检验

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｒａｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ

抗生素
纸片含量 ／

（μｇ·片 － １）

判断标准

耐药
（Ｒ）

中介
（Ｉ）

敏感
（Ｓ）

抑菌圈直
径 ／ ｍｍ

耐
药
性

磷霉素 ５０ ≤１２ １３～１５ ≥１６ ３４． ５０ Ｓ
头孢噻吩 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ ７． ７５ Ｒ
多西环素 ３０ ≤１２ １３～１５ ≥１６ １２． ８３ Ｒ
磺胺甲基异恶唑 ２５ ≤１２ １３～１６ ≥１７ ０ Ｒ
四环素 ３０ ≤１４ １５～１８ ≥１９ １２． ５５ Ｒ
红霉素 １５ ≤１３ １４～２２ ≥２３ ８． １１ Ｒ
氨苄西林 １０ ≤１１ １２～１４ ≥１５ ６． １５ Ｒ
头孢西丁 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ ２０． ０１ Ｓ
阿米卡星 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７ ２１． ９２ Ｓ
头孢他啶 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ １５． ４５ Ｉ
阿莫西林 ３０ ≤１３ １４～１７ ≥１８ ７． ７３ Ｒ
氯霉素 ３０ ≤１２ １３～１７ ≥１８ １１． １４ Ｒ
万古霉素 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７ １５． ７９ Ｉ
环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１ ２１． １４ Ｓ
多黏菌素 Ｂ ３００ ≤８ ８～１１ ≥１２ ６． ２７ Ｒ

２． ４　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定

采用细菌通用引物对筛选的菌株全基因组

ＤＮＡ 序列进行 ＰＣＲ 扩增，菌株扩增产物大小约为

１ ４００ ｂｐ。 将该菌株送样拼接后得到的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列在 ＮＣＢＩ 上使用 ＢＬＡＳＴ 软件与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中已知的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行同源性

比较。 结果显示，该菌株与乙酰微小杆菌（Ｅｘｉｇ⁃
ｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌｉｃｕｍ） ＤＳＭ ２０４１６ 序列同源性高

达 ９９． ７２％ ，与 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌｉｃｕｍ ｓｔｒａｉｎ
ＮＢＲＣ １２１４６ 序列同源性高达 ９９． ５８％ ，与 Ｅｘｉｇ⁃
ｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ ｓｔｒａｉｎ ＨＨＳ ３１ 序列同源性高

达 ９９． ５１％ ，使用 ＭＥＧＡ７． ０ 将获得的菌株和

ＢＬＡＳＴ 结果中 １５ 条核酸序列进行多重比对并绘

制系统进化树（图 ２）。 该菌株与乙酰微小杆菌

（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌｉｃｕｍ）的同源性高达 ９９％
以上，遗传距离较近。 综合形态学、生理生化、１６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列鉴定结果，鉴定该菌株为微小杆

菌属（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的乙酰微小杆菌。 将测得

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列提交 ＮＣＢＩ 获得 ＧｅｎＢａｎｋ
登录号 ＭＺ１４８４８０，命名为 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｅｔｙｌｉ⁃
ｃｕｍ ｓｔｒａｉｎ ＮＷＭＣＣ００４７。

图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列建立的菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 系统进化树

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＮＷＭＣＣ００４７ ｓｔｒａｉｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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２． ５ 　 碳源、氮源、无机盐、ｐＨ 值、温度对菌株生

长的影响

菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 以葡萄糖作为碳源时

ＯＤ６００值高，而且明显优于其他碳源，表明葡萄糖

是该菌株生长的最佳碳源（图 ３Ａ）。 生化反应试

验结果显示菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 乳糖和蔗糖试验呈

阴性，麦芽糖和葡萄糖试验呈阳性。 各种碳源对

菌株生长的影响由大到小依次为葡萄糖、玉米淀

粉、蔗糖、乳糖、小麦、麦芽糖（图 ３Ａ），与生化反

应试验结果不一致，原因是由于菌株生长需要多

种营养条件所致。 菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 以牛肉膏作

为碳源时，ＯＤ６００值高，明显优于其他氮源，表明牛

肉膏是该菌株生长的最佳氮源（图 ３Ｂ）。 可能和

牛肉膏中含有多肽类、氨基酸类、核苷酸类、有机

酸类、矿物质类及维生素类的水溶性物质，为菌体

生长提供了丰富的营养物质有关。 菌株 ＮＷＭ⁃
ＣＣ００４７ 以 Ｎａ２ＨＰＯ４ 作为无机盐时，ＯＤ６００值最高，

优于其他无机盐，表明 Ｎａ２ＨＰＯ４ 是该菌株生长的

最佳无机盐（图 ３Ｃ）。 磷酸盐是许多细菌生长所

必须的营养物质，可作为基本营养成分添加到多

种培养基中，添加一定量的 Ｎａ２ＨＰＯ４ 对本菌株生

长有明显的促进作用。 菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ ＯＤ６００

值在 ｐＨ 值 ＜ ７． ０ 时呈上升趋势，在 ｐＨ 值 ＞ ７． ０
时呈下降趋势。 菌株在 ｐＨ 值为 ７． ０ 时，生长情

况好，因此，该菌株生长的最适生长 ｐＨ 值为 ７． ０
（图 ３Ｄ）。 革兰染色结果表明，细菌在不同 ｐＨ 环

境中有形态差异。 ｐＨ 值为 ５． ５ 时，菌体大部分单

个排列，部分菌体染色为淡紫色或粉红色 （图

４Ａ）；ｐＨ 值为 ７． ０ 时，菌体形态为两端圆钝的链

杆菌，成对或链状排列，菌体形态大致相似，染色

为蓝紫色（图 ４Ｂ）；ｐＨ 值为 ８． ５ 时，菌体单个或成

对排列，菌体染色偏深蓝，镜下可见部分半透明的

深蓝色物弥散分布，可能为菌体代谢产物 （图

４Ｃ）。

图 ３　 碳源（Ａ）、氮源（Ｂ）、无机盐（Ｃ）、ｐＨ 值（Ｄ）对菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 生长的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ（Ａ）， ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅ（Ｂ）， ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔ（Ｃ） ａｎｄ ｐＨ（Ｄ） ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＷＭＣＣ００４７
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图 ４　 ｐＨ 值为 ５． ５（Ａ）、７． ０（Ｂ）、８． ５（Ｃ）时菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 革兰染色结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐＨ ５． ５（Ａ），７． ０（Ｂ） ａｎｄ ８． ５（Ｃ）

　 　 菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ ＯＤ６００值在温度低于 ２０ ℃
时呈上升趋势，温度高于 ２０ ℃时呈下降趋势，菌
株在温度为 ２０ ℃生长情况好，因此 ２０ ℃是该菌

株生长的最适生长温度（图 ５）。 革兰染色结果表

明，细菌在不同温度环境中有形态上的差异。 温

度为 ３７ ℃时，菌体为两端圆钝的链杆菌，成对或

链状排列，菌体形态大致相似，染色呈蓝紫色（图
６Ａ）；温度为 ４２ ℃时，菌体单个或成对排列，视野

下可见菌体死亡后部分或全部萎缩的粉红色菌体

（图 ６Ｂ）；温度为 ２７ ℃时，菌体单个或成对排列，
长短不一形态不同（图 ６Ｃ）。

图 ５　 温度对菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 生长的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＷＭＣＣ００４７

图 ６　 ３７ ℃（Ａ）、４２ ℃（Ｂ）、２７ ℃（Ｃ）时培养菌革兰染色结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ３７ ℃ （Ａ）， ４２ ℃ （Ｂ） ａｎｄ ２７ ℃ （Ｃ）

　 　 通过对不同温度和 ｐＨ 条件下菌株的革兰染

色发现，菌株在不同条件下形态以及染色上有较

大差 异。 Ｌｅｅ 等［１３］ 研 究 了 青 霉 素 结 合 蛋 白

（ＰＢＰ）１Ａ 的非均相定位动力学，发现此蛋白可

在多水平的调控作用下，通过改变酶活性的方式

来控制肽聚糖的形成与延伸。 而肽聚糖在提供

机械支撑、保持细胞形态、抗渗透抵抗方面有着

重要作用［１４］ 。 革兰染色所观察到细菌个体的形

态染色变化可能由于不同的温度、ｐＨ 培养条件

影响了菌体肽聚糖的形成、延伸以及松紧度从而

造成细胞壁的形态异常。 肽聚糖的稳定结构被

破坏时，革兰染色第一步中的结晶紫燃料无法与

肽聚糖相对紧密结合［１５］ ，染色完成后易出现假

阴性现象，菌体死亡则染色极浅。 实验结果表

明，ｐＨ 主要影响细菌的连接以及细胞壁的松紧

程度，对少部分细菌的肽聚糖形成和延伸造成破

坏。 温度则对于细菌连接以及肽聚糖的延伸和

形成影响较大。 温度对于细菌存活的影响要比

ｐＨ 显著，在后续降解实验中应优先探究温度对

菌株血液降解的影响。
２． ６　 蛋白酶活力测定

由酪氨酸标准曲线 （图 ７） 得到的 Ｋ 值为

９８． ９７。 获得菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 粗酶液的蛋白酶

活力为 １９． ００ Ｕ ／ ｍＬ。
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图 ７　 酪氨酸标准曲线

Ｆｉｇ． ７　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｙｒｏｓｉｎｅ

２． ７　 血液降解条件优化

菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 以麦麸作为碳源时生长情

况较好，血液降解率可达 １２． ３３％ ，优于其他碳

源，表明麦麸是该菌株生长的最佳碳源（图 ８）。
麦麸是小麦制粉加工中的主要副产物，由种皮、糊
粉层、少量胚芽及胚乳组成，含有可溶和不可溶性

非淀粉多糖、水分、灰分、蛋白质、脂肪、微量元素

等营养成分，为菌株生长提供了较为全面的营养

条件［１６］。 麦麸中的各种微量内源微生物也可能

与菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 产生协作共生作用，一定程

度上提升了血液降解效率［１７］。 经过实验观察，添
加麦麸组的菌液中血液由深红色变为深绿色并伴

有浓烈的氨臭味，瓶中血液浓稠。 周涛等［１８］的研

究表明，细菌附着在载体上并达到一定的密度时，
就开始分泌胞外聚合物（ＥＰＳ）并形成固着在载体

表面的胞外聚合物基质团。 在生物膜中，ＥＰＳ 能

够为细菌提供一种天然的屏障，并在菌体代谢方

面发挥着重要作用。 推测麦麸的颗粒大小和溶解

性质使其在培养细菌中充当了微载体的作用，有
利于细菌附着与胞外聚合物的形成，进一步促进

了菌株的生长和代谢，从而提升了血液降解效率。
菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 经过降解条件的初步优

化后，血液降解率可达 ２１． ９７％ ，比未优化前

（５． ９２％ ）提升约 ３． ７ 倍。 虽然不添加无机盐组

降解效率略低于 Ｎａ２ＨＰＯ４ 组，但从后续工业化生

产的经济效益考虑，不添加无机盐的综合效果最

优（图 ９）。 菌株生物膜的生长是一个动力学过程

并且受外界环境的影响，主要包括膜内外渗透压

的作用、基质扩散的条件限制、液相主体之间的剪

切作用、膜内外温度以及 ｐＨ 值的影响等，而渗透

压是引起水和营养物质在生物体中运动和运输的

重要推动力，因此研究渗透压对细菌生物膜生长

的影响具有重要意义［１８］。 根据实验结果推测，菌
体生长所需渗透压与 １０％ （体积分数）牦牛血培

养基相近，加入 ５ ｇ ／ Ｌ ＮａＣｌ 时，带入周涛研究所得

公式［１８］，培养基中渗透压将大幅度提升，很可能

超出了菌体的适宜生长条件。

图 ８　 碳源对菌株降解效率的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ９　 无机盐对菌株降解效率的影响

Ｆｉｇ． ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 讨　 论

近年来，以动物的血污、毛发及蹄脚等作为原

料，采用微生物降解工艺生产氨基酸液体肥料具

有广阔的应用前景［１９］，而其上游环节备用菌株的

筛选是至关重要的一步。 本研究完成了对一株具

有降解血液能力的菌株的分离鉴定及其降解血液

条件的初步探索，获得一株具有高效降解潜力的
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乙酰微小杆菌，为初步筛选备用菌株提供了简单

可参考的实验方法。 菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 的初始血

液降解率为 ５． ９２％ ，初步优化后，血液降解效率

为 ２１． ９７％ ，比未优化前有显著提升。 实验中 ＬＢ
培养基为基础培养基得到的最适生长条件对血液

培养基成分的探究有参考意义，可作为血液降解

最适条件的备选条件。 且根据实验中温度对细菌

生长情况的研究，推测温度可能主要影响菌体细

胞壁合成酶以及细胞壁上受体等功能蛋白质的活

性和渗透压大小从而影响菌体生长，且其影响大

于 ｐＨ，故在后续试验中应先开展菌株最适温度条

件的探究。 而在血液降解实验中由于麦麸的营养

价值和经济价值的统一以及无机盐对与菌体生长

环境渗透压的影响，获得的最适碳源和无机盐的

血液降解条件对于用微生物法血液降解研究有重

要参考意义。
Ｙａｏ 等［２０］ 从屠宰场取样分离出一种可降解

血红蛋白的短小芽胞杆菌，优化后的蛋白酶活力

为 ３５． ４３７ Ｕ ／ ｍＬ，当血粉添加量为 ２． １％时，可在

３６ ｈ 内降解 ８５％ 的血红蛋白。 张滨［５］ 从长沙市

五里牌畜禽定点屠宰厂附近的土壤中分离出一株

可有效降解血红蛋白的蜡样芽胞杆菌亚种，酶活

力可达 ４８３． ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 当血红蛋白添加量为

１． ０５％ 时，血红蛋白降解率为 ４０． ２５％ 。 菌株

ＮＷＭＣＣ００４７ 比上述功能菌株蛋白酶活力偏低的

原因很可能是由于发酵培养基的选择不当从而限

制了其繁殖和蛋白酶的产生；也可能因蛋白酶未

及时释放到胞外或培养基中所致，有待通过细胞

破碎、优化培养基组分，对候选菌株进行基因改造

及诱变育种，从而提高菌株繁殖能力和产酶能

力［６］。 菌株 ＮＷＭＣＣ００４７ 的血液降解效率一方面

可以通过对金属离子、培养温度、添加血液浓度、
菌种添加量的探究来提升；另一方面可以通过紫

外诱变筛选菌株、多种菌株混合、菌株和产蛋白酶

或溶血素混合等方式进一步提升菌株降解血液的

能力。
氨基酸肥料作为一种新型的生态肥料，其使

用范围也将会越来越广［２１］。 刘娜等［２２］ 已经完成

了以废弃革屑为原料制备含氨基酸水溶肥料的工

艺，并取得了较好的结果，但因其在制备过程中使

用国家现已违禁添加的强酸而被禁止。 而微生物

法生产氨基酸水溶肥料的前景愈发广阔，氨基酸

水解液可经过浓缩干燥处理制备成固体氨基酸粉

末，直接加入肥料中制成氨基酸水溶肥［３］。 李廷

勋等［２３］发明了一种利用地衣芽孢杆菌和大豆来

源的蛋白酶降解家畜血液制成的一种液体氨基酸

肥料。 许丽娟等［２５］ 利用动物蛋白废弃物水解而

成的复合氨基酸以及微量元素锰、锌等为原料，制
备复合氨基酸微量元素螯合肥。 目前国内外在利

用微生物法制备氨基酸肥料的工艺研究总体不够

深入，相比之下我国的研究相对较多，可行性较

高。 但是由于工艺的复杂性和成本问题等诸多原

因，尚未探究出一条完整且经济的工业化生产道

路，采用微生物降解工艺生产氨基酸液体肥亟须

进一步研究。
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