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摘要： 旨在优化菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ􀆰 ５０－３ 产角蛋白酶的发酵工艺及纯化。 研究不同发酵条件对菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ􀆰 ５０－３ 产角蛋白酶的影响， 采用硫酸铵

沉淀和阴离子交换柱层析对酶进行分离纯化。 结果： 角蛋白酶最佳发酵条件为 ６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ、 ｐＨ＝ ８􀆰 ０、 种龄 １２ ｈ、 接种量 ２％、 温度 ３７ ℃、 １４０
ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ３６ ｈ； ４０％～８０％的硫酸铵沉淀可以去除发酵酶液中的大部分杂蛋白， 通过 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析， 经 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ， 考马斯亮蓝染色得到一条电泳条带， 分子量约为 ３０ ｋＤａ， 经酶活性电泳检测具有角蛋白酶活力。 综上， 该研究结果对角蛋白酶在工业生

产中的推广应用具有重要的参考价值。

关键词： 芽胞杆菌； 角蛋白酶； 发酵条件； 纯化

中图分类号： Ｓ８１６　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）１２－００２７－０７

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｒａｔａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ􀆰 ５０－３

ＹＵＥ Ｘｉａｏｙｕ１， ＣＵＩ Ｌｉｗｅｉ１， ＣＨＡＮＧ Ｗｅｉｄａｎ１， ＬＩ Ｃｈａｎｇｂｉｎ１， ＬＩ Ｘｉｎ１， ＸＵ Ｗｅｎｔａｏ２

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｅｃｏｎｏｍｙ，
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ；

２􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｏ ｐｕｒｉｆｙ
ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３． Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｒｅ⁃
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｉｏｎ－ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｙ ｔｈｅ ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ， ｐＨ＝ ８􀆰 ０， ｓｅｅｄ ａｇｅ １２ ｈ， ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ２％， ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３７ ℃， ａｎｄ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ ｓｈａｋｅｒ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ３６ ｈ． Ｔｈｅ ｋｅｒａｔｉａｎｓｅ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ４０％－８０％ ｏｆ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｏｌ⁃
ｕｍｎ． Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏ－ｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ Ｒ－２５０ ｓｔａｉｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｏｎｅ ｂａｎｄ ｗｉｔｈ ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ． Ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ３０ ｋＤａ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ ｉｎ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｂａｃｉｌｌｕｓ； ｋｅｒａｔｉｎａｓｅ； ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 我国畜禽养殖量大， 其屠宰后会产生大量的羽

毛、 皮革边角料等废弃物， 造成环境污染和巨大浪

费， 这些废弃物的主要成分为不易被环境降解的角蛋

白［１］。 虽然物理化学法是处理角蛋白废物的有效策

略， 但有高能耗和营养损失的缺点， 尤其是必需氨基

酸如赖氨酸、 蛋氨酸和色氨酸在处理过程中会被破

坏， 微生物源角蛋白酶作为一种高效、 环保的生物降

解手段受到广泛关注， 其能够将角蛋白水解成多肽和

　
收稿日期： ２０２４－１０－１８； 修回日期： ２０２５－１１－０４
基金项目： 河南省科技发展计划项目 （２３２１０２１１１０６８）； 河南省

高等学校重点科研项目计划项目 （２２Ａ５５００１２）
第一作者： 岳晓禹， 博士， 教授， 研究方向为畜产品资源开发与

安全， Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｕｅｒａｉｎ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

氨基酸等产物［２］。 研究发现， 角蛋白酶在皮革、 纺

织和洗涤剂行业、 医疗、 化妆品、 杀虫剂、 可生物降

解薄膜生产， 以及农业工业废物降解等多个领域有着

广泛应用前景， 如角蛋白酶水解羽毛， 可用作饲料、
肥料、 胶水和薄膜制备的成分之一， 在皮革加工业

中， 利用角蛋白酶进行山羊皮脱毛的环保应用也有广

泛关注， 因此， 寻找合适的微生物并获得优化的工艺

以充分利用角蛋白废物受到了广泛的关注［１－５］。 角蛋

白酶的微生物来源有多种， 据报道， 细菌如假单胞

菌、 微杆菌、 芽胞杆菌、 微杆菌、 金黄杆菌等具有产

角蛋白酶的潜力， 真菌如曲霉、 拟青霉、 木霉、 小孢

子属、 镰刀菌等是角蛋白基质的天然溶解菌， 放线菌

如链霉菌、 节杆菌等也分泌角蛋白酶［３－１１］。 微生物产

·７２·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １２ 期



角蛋白酶的研究主要集中在产角蛋白酶菌株的筛选鉴

定、 发酵、 酶学性质［４－５，７－１１］ 以及酶的分离纯化［１２］

等。 由于工业应用对角蛋白酶的需求不断增长， 相关

研究关注度高， 但不同来源角蛋白酶的特性及应用存

在很大的差异， 角蛋白降解仍存在降解周期长、 酶活

力低等系列问题， 导致目前废弃羽毛等工业化处理受

到影响。 因此， 提升角蛋白酶降解效率仍然是一项重

要任务。 本文以筛选到的一株高酶活菌株 ５０－３ 为研

究对象， 开展角蛋白酶的发酵条件及分离纯化研究，
为其工业化应用提供借鉴。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

菌株： 河南牧业经济学院食品与生物工程学院微

生物实验室保存的菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３［７］。 鸡毛粉：
取自河南田中禾农牧有限公司的鸡毛， 清洗干净后自

然风干， 用粉碎机粉碎后过 ６０ 目筛备用。 头发： 取

自实验室成员收集的不同人群的头发。 牛蹄筋： 购自

郑州永和时光里欧德福超市。
种子液培养基 （１００ ｍＬ）： 牛肉膏 ０􀆰 ３ ｇ， 蛋白

胨 １ ｇ， ＮａＣｌ ０􀆰 ５ ｇ， 蒸馏水补足配制， ｐＨ 值为 ７􀆰 ０～
７􀆰 ２， １２１ ℃蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ。 角蛋白酶发酵基础培

养基 （１００ ｍＬ）： 鸡毛粉 １ ｇ； ＮａＣｌ ０􀆰 ０５ ｇ； Ｋ２ＨＰＯ４

０􀆰 ０３ ｇ； ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ０４ ｇ， 蒸馏水补足配制， ｐＨ ＝
８􀆰 ０， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

偶氮角蛋白 （自制）； 丙烯酰胺， 甲叉双丙烯酰

胺， 过硫酸铵， Ｔｒｉｓ， 考马斯亮蓝 Ｇ２５０， ＳＤＳ 均为分

析纯， 购自天津光复精细化工研究所； 低分子量标准

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （ Ｓｉｇｍａ） 购自北京拜耳迪生物有限公

司； 牛血清白蛋白购自北京鼎国生物技术有限公司；
透析袋 （ Ｓｉｇｍａ） 购自北京舒伯伟化工仪器有限公

司； 其他试剂均为分析纯或化学纯， 购自北京蓝弋生

化试剂公司。
１􀆰 ２　 偶氮角蛋白的制备

准备溶液： １００ ｇ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３ 溶液， ０􀆰 １２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 溶液， ５􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 溶液， ５􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ
溶液。 Ａ 液配制： 首先将 １５ ｇ 鸡毛角蛋白粉 （鸡毛

粉碎过 １００ 目筛） 加入到 １ Ｌ 蒸馏水中， 再一边搅拌

一边加入 １００ ｍＬ １００ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＨＣＯ３ 溶液， 继续搅

拌。 Ｂ 液配制： 首先将 ８􀆰 ６５ ｇ 对氨基苯磺酸溶于

２００ ｍＬ ０􀆰 １２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液中， 然后加入 １􀆰 ７ ｇ
ＮａＮＯ２ 搅拌使其溶解； 边搅拌边加入 １０ ｍＬ ５􀆰 ０
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣｌ 溶液； 最后将 １０ ｍＬ ５􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ
溶液加入其中， 搅拌使其充分混合［１３］。

偶氮角蛋白的获得： 混合 Ａ 液和 Ｂ 液， 搅拌 ５ ～
１０ ｍｉｎ， 使其充分混合， 然后将其置于 ４ ℃蒸馏水中

透析 ２４ ｈ 后， 将透析溶液冷冻干燥得到橘红色的偶

氮角蛋白粉末， 最大吸收波长在 ４４０～４５０ ｎｍ 之间。
１􀆰 ３　 角蛋白酶活力的测定

角蛋白酶的活力测定采用 Ｒｉｆｆｅｌ 等［１３］以偶氮角蛋

白作为底物的方法。 首先配制 １０ ｇ ／ Ｌ 偶氮角蛋白溶

液 （用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘氨酸 ／ ＮａＯＨ， ｐＨ ＝ １０􀆰 ０ 缓冲液

配制）； 将 ２００ μＬ 的角蛋白酶溶液加入到 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 （ＴＣＡ） 至 １００ ｇ ／ Ｌ 时终止反应。
离心后的反应上清液， 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　 胞外酶和胞内酶的活力测定

角蛋白酶发酵培养基 （１ ／ ５ 装液量） 按 ２％的接

种量接种 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的种子液， 在 ３７ ℃， １４０
ｒ ／ ｍｉｎ条件下发酵 ７２ ｈ， 每 １２ ｈ 取发酵液， ０～４ ℃下

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 冷冻离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液测定角蛋白

酶活为胞外酶， 收集菌体。 用相同体积的 ｐＨ＝ ８􀆰 ０ 的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液稀释收集的菌体， 在冰浴下超声破碎

菌体 （功率 ４００ Ｗ， １００ 次， 每次 ５ ｓ， 间隙 ５ ｓ）， 然

后在 ０～４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 冷冻离心 １０ ｍｉｎ， 取该上

清液测角蛋白酶活为胞内酶。
１􀆰 ５　 菌株生长曲线的测定

将菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０ － ３ 接种于种子液培养基

中， 于 ３７ ℃下摇瓶生长， 每隔 ４ ｈ 取样测定其单位

菌落个数值 （ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 连续测定 ４８ ｈ， 绘制生长

曲线图。
１􀆰 ６　 最适发酵底物的选择

选用不同的发酵底物 （鸡毛、 头发、 牛蹄筋）
替代鸡毛粉， 添加 １％， 三角瓶装液 ６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ，
种子液培养 １２ ｈ， 接种量 ２％， 控制培养温度在

３７ ℃， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 摇床转速 １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 发酵 ７２ ｈ，
每 １２ ｈ 测发酵液中酶活。
１􀆰 ７　 最适底物浓度的选择

选择发酵基础培养基， 将鸡毛粉按 ０􀆰 ５０％、
１􀆰 ００％、 １􀆰 ５０％、 ２􀆰 ００％添加， 接种量 ２％， 控制培

养温度 ３７ ℃， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 摇床转速 １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 发酵

７２ ｈ， 每 １２ ｈ 测发酵液中酶活。
１􀆰 ８　 发酵生长条件的选择

以起始 ｐＨ＝ ８􀆰 ０， 装液量 ６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ 三角瓶，
接种量 ２％， 考察培养温度分别为 ２５、 ３７、 ５０、 ７０ ℃
时对菌株生长的影响； 以温度 ３７ ℃， 装液量 ６０ ｍＬ ／
３００ ｍＬ 三角瓶， 接种量 ２％， 考察初始 ｐＨ 值分别为

４􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 ７􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １１􀆰 ０ 时对菌株生长的影响；
以装液量 ６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ 三角瓶， 培养温度 ３７ ℃， 初
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始 ｐＨ＝ ８􀆰 ０， 考察接种量分别为 １％、 ２％、 ４％、 ６％
时对菌株生长的影响； 以接种量 ２％， 培养温度

３７ ℃， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 考察每 ３００ ｍＬ 装液量分别为 ２５、
５０、 ６０、 ７５、 １００ ｍＬ 时对菌株生长的影响。 培养时

摇床转速 １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 发酵 ７２ ｈ， 每 １２ ｈ 测发酵液中

酶活。
１􀆰 ９　 粗酶液的获得

角蛋白酶发酵培养基 （１ ／ ５ 装液量） 按 ２％的接

种量接种 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的种子液， 在 ３７ ℃， １４０

ｒ ／ ｍｉｎ 条件下发酵 ３６ ｈ， ０ ～ ４ ℃下 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 冷冻

离心１０ ｍｉｎ 取上清液即为粗酶液。
１􀆰 １０　 蛋白质含量的测定

根据 Ｂｒａｄｆｏｒｄ［１４］ 的方法测定发酵液的蛋白质

含量。
蛋白质标准曲线的制作： 取 ７ 支试管， 按表 １ 配

制 ０～８０ μｇ ／ ｍＬ 牛血清白蛋白溶液。 加入 ５ ｍＬ 考马

斯亮蓝 Ｇ２５０ 试剂， 混匀， 放置 ２ ｍｉｎ 后， 用 １０ ｍｍ
光径的比色杯， 在 ５９５ ｎｍ 下比色， 绘制标准曲线。

表 １　 蛋白标准曲线的制作

试剂 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

１００ μｇ ／ ｍＬ 牛血清白蛋白 ／ ｍＬ ０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ３ ０􀆰 ４ ０􀆰 ６ ０􀆰 ８

蒸馏水 ／ ｍＬ １􀆰 ０ ０􀆰 ９ ０􀆰 ８ ０􀆰 ７ ０􀆰 ６ ０􀆰 ４ ０􀆰 ２

牛血清白蛋白 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ０ １０ ２０ ３０ ４０ ６０ ８０

１􀆰 １１　 硫酸铵饱和度的确定

０～３０％、 ３０％～４０％、 ４０％～８０％和 ８０％ ～９０％这

４ 个硫酸铵饱和区间被用来确定沉淀角蛋白酶的最佳

硫酸铵添加量。 首先在冰浴条件下， 将 ３０％饱和度

的硫酸铵粉末边搅拌边加入到粗酶液中， 静止 １２ ｈ，
０～４ ℃条件下 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 将沉淀和上

清液分离； 同样条件下， 上清液继续添加硫酸铵至饱

和浓度为 ４０％， 静止沉淀 １２ ｈ 后， 同样条件离心分

离沉淀和上清液； 上清液继续添加硫酸铵至饱和浓度

为 ８０％， 静止沉淀 １２ ｈ 后， 离心分离沉淀和上清液；
最后上清液继续添加硫酸铵至饱和浓度为 ９０％， 静

止后离心收集沉淀。 将收集的 ４ 次沉淀分别溶解于相

同体积的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液

中， 分别透析， 最后测定各个饱和度沉淀蛋白的比酶

活力。
１􀆰 １２　 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析

在 ０～４ ℃条件下， 将透析好的硫酸铵沉淀蛋白

液加入到 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ －Ａ５０ （１􀆰 ０ ｃｍ × ２０ ｃｍ）
阴离子交换柱中， 按照 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速用 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ＝ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液洗脱， 当粗酶溶

液完全进入阴离子柱中时， 自动收集器开始收集流出

的洗脱液， 每管收集 ３ ｍＬ， 收集 ２５ 管后， 改用 ０ ～
１􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ
缓冲液溶解） 盐溶液以相同的流速进行梯度洗脱。
收集的洗脱液分别测定其蛋白质含量和角蛋白酶活

力。 具有角蛋白酶活力的蛋白吸收峰经蒸馏水透析

后， 冷冻干燥后储存于－２０ ℃的冰箱中备用。
１􀆰 １３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

１ ｍｍ 厚的凝胶， １４􀆰 ５％的分离胶， ４􀆰 ０％的堆积

胶， 配置方法参照文献 ［１５］。 经阴离子交换柱分离

后的角蛋白酶冻干粉溶解于 ６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ６􀆰 ８ 的

Ｔｒｉｓ 缓冲液， 然后加入 ２％ ＳＤＳ， １０％甘油和 ５％ β－
巯基乙醇， １００ ℃下煮沸 ５ ｍｉｎ。 ７０ Ｖ 稳压电泳后，
凝胶用考马斯亮蓝染色， 甲醇冰醋酸溶液脱色。
１􀆰 １４　 酶活性电泳

酶活性电泳按照 Ｒｉｆｆｅｌ 等［１６］方法进行改进。 不经

加热煮沸的纯化后的角蛋白酶样品液， ４ ℃环境下在

分离胶为 ９􀆰 ０％的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 中进行分析， 其中分离

胶中包含 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的明胶， 并且不加还原剂。 电泳

完毕后， 凝胶用 ５０ ｍｍｏＬ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓
冲液洗涤 ２ 次， 然后将其放入 ２􀆰 ５％的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００
冷水溶液中浸泡 ３０ ｍｉｎ； 然后将凝胶浸入 ６０ ℃，
５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ １０􀆰 ０ 的 甘 氨 酸 ／ ＮａＯＨ 缓 冲 液 中

（含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２）， 反应 ６０ ｍｉｎ 后用 ０􀆰 ５％的考马

斯亮蓝 Ｇ２５０ 染色， 用甲醇 ∶ 冰醋酸 ∶ 水 （３０ ∶ １０ ∶
６０） 脱色后， 在蓝色背景上将显现角蛋白酶的活性

电泳条带。
１􀆰 １５　 数据统计与分析

用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行单因素方差分析， 采用

Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 法对平均值进行多重比较， 试验设 ３ 次重

复， 结果以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株生长曲线

菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 的生长曲线如图 １ 所示，
０～８ ｈ 是菌体生长的迟滞期， ８ ～ １２ ｈ 是菌体的对数

生长期， １２ ｈ 后进入稳定期， ２４ ｈ 时后进入衰退期，
因此一般选择对数生长末期时为种子液发酵结束时

期， 此时菌落个数约为 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
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图 １　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 的生长曲线

２􀆰 ２　 胞外酶和胞内酶

对菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 所产的角蛋白酶进行了

胞内酶和胞外酶的确定， 结果如图 ２ 可知， 菌株 Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 所产的角蛋白酶主要为胞外酶。

图 ２　 胞内酶和胞外酶的比较

２􀆰 ３　 最适底物

由图 ３ 可知， 用鸡毛作为底物时， 酶活力相对较

高， 且影响极显著， 随着鸡毛的降解， ７２ ｈ 内角蛋

白酶活力逐渐升高， 当以头发和牛蹄筋作为底物时，
７２ ｈ 内酶活力差别不大， 且相对较低。 因此菌株

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 在以鸡毛作为培养基时， 产酶活力

较高。
２􀆰 ４　 底物最适浓度

由图 ４ 可知， ４ 种不同底物浓度对 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．
５０－３ 产角蛋白酶的活力影响不显著。 在不同的时间

阶段， ４ 种浓度的产酶活力相差不大， 相比较而言

１􀆰 ０％的底物添加量时， 角蛋白酶的活力相对较高，
因此选择 １􀆰 ０％的底物添加量。
２􀆰 ５　 确定最佳发酵温度

由图 ５ 可知， 不同发酵温度对菌株产角蛋白酶影

响显著， 当处于 ３７ ℃的发酵温度时， 菌株产生的角

蛋白酶活力较高， 其次是 ２５ ℃。 当发酵温度在 ５０ ℃
和 ７０ ℃时， 角蛋白酶的活力较低。 因此 ３７ ℃是菌株

比较适宜的发酵温度， 代谢比较旺盛， 产角蛋白酶的

活力较高。

图 ３　 不同底物对菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产角蛋白酶的影响

图 ４　 底物浓度对产酶的影响

图 ５　 发酵温度对菌株产角蛋白酶的影响

２􀆰 ６　 初始 ｐＨ 值的选择

如图 ６ 所示， 不同初始 ｐＨ 值对菌株产角蛋白酶

的活力影响显著， ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 时酶活力较高， 在

３６ ｈ 时达到最大值。 ｐＨ 值为 ４􀆰 ０ 时， ３６ ｈ 后产酶量
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逐渐上升， 酶活力逐渐升高， 测其发酵液 ｐＨ 值已升

至 ８􀆰 ０ 左右， 此时更有利于菌株生长， 所以酶活力逐

渐升高， ｐＨ 值为 １１􀆰 ０ 时， 菌株的生长受到了抑制，
产生的角蛋白酶活力相对较低。 因此， 初始 ｐＨ 值为

８􀆰 ０ 时更有利于菌株生长和产生角蛋白酶。

图 ６　 初始 ｐＨ 值对菌株产酶的影响

２􀆰 ７　 最佳接种量

如图 ７ 所示， １％～ ６％的接种添加量对菌株产角

蛋白酶影响不显著， 当接种量大于 ２％时分析各个测

定时间段的酶活力有下降趋势， 而 ２％的接种量酶活

力相对较高， 因此选择 ２％的接种量。

图 ７　 不同接种量对产酶的影响

２􀆰 ８　 装液量

如图 ８ 所示， 当 ３００ ｍＬ 的三角瓶装液量为 ５０、
６０ 和 ７５ ｍＬ 时， ７２ ｈ 内菌株产生的角蛋白酶活力差

异不显著， 但与装液量 ２５ 和 １００ ｍＬ 相比， 产酶影响

显著， 且酶活力较高， 因此 ３００ ｍＬ 三角瓶的装液量

应为 ５０～ ７５ ｍＬ， 即体积比为 １ ／ ６ ～ １ ／ ４。 由图可知，
装液量 ６０ ｍＬ 时相对酶活力较高， 因此选择装液量为

６０ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ。

图 ８　 装液量对产酶的影响

２􀆰 ９　 蛋白质含量标准曲线

测定酶液中牛血清蛋白的蛋白质含量作标准曲

线， 如图 ９ 所示， 其相关系数 Ｒ２为 ０􀆰 ９９０ ９， 待测样

品中蛋白质浓度可根据吸光度从图中方程得出。

图 ９　 蛋白质含量标准曲线

２􀆰 １０　 硫酸铵饱和度

从表 ２ 中可知， 当添加的硫酸铵的量在 ４０％ ～
８０％的饱和度区间时， 沉淀得到蛋白的角蛋白酶比酶

活力最大， 角蛋白酶活力较高， 杂蛋白含量低。 ０ ～
３０％和 ３０％～４０％饱和区间， 蛋白的比酶活力相对较

低， 可见 ０～４０％硫酸铵饱和度沉淀的杂蛋白含量较

高， 酶活力较低， 因此选择 ４０％ ～８０％饱和度的硫酸

铵添加量。

表 ２　 硫酸铵饱和度对角蛋白酶去杂

硫酸铵

饱和度 ／ ％

角蛋白酶活力 ／

（Ｕ·ｍＬ－１）

蛋白浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

比酶活力 ／

（Ｕ·ｍｇ－１）

０～３０ ２６０ ０􀆰 ３４４ ７５５􀆰 ８

３０～４０ ５５ ０􀆰 １０５ ５２３􀆰 ８

４０～８０ ６７９ ０􀆰 １４１ ４ ８１５􀆰 ６

８０～９０ ０ ０ ０
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２􀆰 １１　 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析

饱和度硫酸铵沉淀后的角蛋白酶粗蛋白经

ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析， 结果如图

１０ 所示。 在 ＮａＣｌ 溶液洗脱前有 ２ 个较小的蛋白吸收

峰， 出现在 ２～１２ 管和 １３ ～ ２５ 管， 当用 ＮａＣｌ 溶液洗

脱后， ３０～ ６０ 管有一个较大的蛋白吸收峰。 通过测

定每个收集管洗脱液的角蛋白酶活力， 可知只有 ２ ～
１２ 管的蛋白吸收峰有角蛋白酶活力。

图 １０　 角蛋白酶的 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 柱层析

２􀆰 １２　 酶的电泳和活性电泳图谱

如图 １１ 所示， 硫酸铵沉淀后的角蛋白酶粗酶样

品经 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析后得到

的活性蛋白峰经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后出现唯一电泳条带；
图 １１ 中通道 ４ 所示的角蛋白酶的活性电泳图也显示

了唯一的电泳条带， 菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 所产的角

蛋白酶的分子量约 ３０ ｋＤａ。

１􀆰 低分子量标准蛋白； ２􀆰 纯化后角蛋白酶； ３􀆰 粗酶； ４􀆰 纯化后

活性角蛋白酶。

图 １１　 纯化后角蛋白酶的电泳和活性电泳

３　 讨论

微生物源角蛋白酶对羽毛等废弃物中角蛋白的利

用具有重要作用， Ｎａｍ 等［１７］ 报道的 Ｆｅｒｖｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｉｓｌａｎｄｉｃｕｍ ＡＷ－１ 产角蛋白酶为胞内蛋白酶， Ｓａｎｇａｌｉ
等［１８］报道的 Ｖｉｂｒｉｏ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ｋｒ２ 产角蛋白酶为胞外

酶， Ｅｌ－Ｒｅｆａｉ 等［６］报道的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 产角蛋白酶

也为胞外蛋白酶。 本研究发现， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产

角蛋白酶为胞外酶， 其生长 １２ ｈ 后进入稳定期， 如

需要提升对数生长末期菌落数， 可通过菌株诱变、 发

酵条件探索等途径来实现。
角蛋白分为 α－角蛋白和 β－角蛋白， α－角蛋白

是羊毛、 毛发、 爪子、 蹄子和角等的主要成分［２，５］。
β－角蛋白则主要存在于鸟类的羽毛、 喙、 爪子， 以

及爬行动物的鳞片和爪子等［４，１９］， 许多研究通过在培

养基中使用羽毛粉确证了角蛋白酶阳性菌［３－５］。 本研

究结 果 显 示， 当 鸡 毛 角 蛋 白 作 为 发 酵 底 物 时，
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产生角蛋白酶活力较高， ３６ ｈ 时羽

毛已被降解掉， 并且当鸡毛添加量为 １％时， ３６ ｈ 时

产生的角蛋白酶活力达到最高。
角蛋白酶的产生取决于角蛋白的存在及其浓度。

在较高浓度的羽毛粉存在下， 酶的产量可能会下降，
表明分解代谢受到抑制， Ｂａｒｍａｎ 等［３］报道在 １％羽毛

粉存在的情况下是获得最高角蛋白酶产量的良好底

物， 有的报道其角蛋白酶产生的最佳底物浓度为

０􀆰 ５％或 ０􀆰 ８％［４－５］。 当培养基中保持合适的 ｐＨ 值时，
蛋白酶产量会达到最大。 Ｂａｒｍａｎ 等［３］ 和 Ｓｈａｒｍａ 等［４］

报道菌株产酶最佳初始 ｐＨ＝ ７􀆰 ０， 有的文献报道菌株

产酶最佳初始 ｐＨ＝ ８􀆰 ０［６， １３］。 不同研究人员测试了不

同接种量下对角蛋白酶产生的影响， 发现酶产量随着

接种量的增加而增加， 但当接种量进一步增加时酶产

量出现了大幅下降， 可能是过大接种量会引起底物的

大量消耗， 易造成产物合成阶段营养物质供应不足所

致。 许多文献报道的接种量大多处于 ２％ ～ ５％［３－４， ６］。
发酵温度对菌株产角蛋白酶的影响较大， Ｂａｒｍａｎ
等［３］和 Ｅｌ －Ｒｅｆａｉ 等［６］ 报道产角蛋白酶最佳温度为

３７ ℃， Ｓｈａｒｍａ 等［４］报道在 ４０ ℃时产角蛋白酶最佳。
本研究发现， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产生角蛋白酶的最佳

培养条件为： ３００ ｍＬ 三角瓶装 ６０ ｍＬ 液体培养基，
调节 ｐＨ＝ ８􀆰 ０， 种龄 １２ ｈ， 接种量 ２􀆰 ０％， 培养温度

３７ ℃， １４０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ３６ ｈ。
通过硫酸铵饱和度 （ ７０％） 和凝胶色谱分析，

Ｓｈａｄ 等［２０］ 报道 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｋ－５ 蛋白酶的比活性

分别为 １２４􀆰 ７２ Ｕ ／ ｍｇ 和 １４３􀆰 ６５ Ｕ ／ ｍｇ。 Ｋｈａｎ 等［２１］ 对

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＡＭＡ 的角蛋白酶通过硫酸铵沉淀

（８０％） 和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ－７５ 凝胶过滤进行纯化， 得到

的最高蛋白质浓度为 ６􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ。 Ｒｅｖａｎｋａｒ 等［２２］报道

也用 ８０％硫酸铵从菌发酵液中开展分离纯化角蛋白

酶研究。 本研究结果显示， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产生角

蛋白酶发酵液中添加饱和浓度为 ４０％ ～８０％的硫酸铵
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固体粉末时， 所沉淀蛋白的角蛋白酶比酶活力较高为

４ ８１５􀆰 ６ Ｕ ／ ｍｇ， 并可以去除大部分杂蛋白， 经过

ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ａ５０ 阴离子交换柱层析， 纯化得到

了具有角蛋白酶活性的一个蛋白吸收峰。
许多报道发现角蛋白酶分子量有所不同， Ａｌ －

ｋａｄｍｙ 等［２３］ 报道来自 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ 的纯化

角蛋白酶分子量约为 ３５ ｋＤａ。 Ｇｅｇｅｃｋａｓ 等［２４］ 报道

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ 产角蛋白酶 ＢｔＫＥＲ 分子量为

３９ ｋＤａ， Ｒｅｖａｎｋａｒ 等［２２］ 报道 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ
ＺＢＥ１ 产角蛋白酶分子量也是 ３９ ｋＤａ。 本研究发现，
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ５０－３ 产角蛋白酶纯化后经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检

验为一条电泳条带， 分子量约为 ３０ ｋＤａ， 经酶活性

电泳检测具有角蛋白酶活力。 综上， 本研究为今后的

羽毛等废弃物处理和角蛋白资源的高值化利用提供了

一定的理论依据和研究借鉴。
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