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摘   要：【目的】筛选海洋环境产角蛋白酶菌株，研究其发酵条件及酶学性质，为后续开发和利

用海洋微生物降解废弃羽毛提供菌种资源和理论依据。【方法】采集广西北部湾某海鸭养殖场淤

泥，用酪蛋白平板初筛和角蛋白酶活复筛获得羽毛降解效果好的菌株，并进行形态学和分子生物

学鉴定；利用单因素和正交试验对菌株产酶条件进行优化，最后对酶学性质及羽毛降解产物的游

离氨基酸组成进行研究。【结果】筛选到 1 株可高效降解羽毛的菌株，经鉴定为铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa Gxun-7)。最佳产酶条件为：羽毛 25 g/L，Zn2+ 0.10 g/L、初始 pH 8.0、发

酵温度 32.5 °C、发酵时间 48 h，酶活力达 124.03 U/mL，较优化前提高了 2.3 倍；酶学性质分析表

明，该角蛋白酶最适作用温度和 pH 分别为 70 °C 和 8.0，化学试剂巯基乙醇可使酶活提高 6.16 倍，



 

 

 

杨梦莹等 | 微生物学报, 2022, 62(3) 969 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

而苯甲基磺酰氟 (PMSF)使相对酶活降至 15.00%，该酶耐盐性较好(20% NaCl 中相对酶活为

74.29%)；羽毛降解产物中检测到 16 种氨基酸，7 种为必需氨基酸，总的游离氨基酸含量高达      

2 329.80 mg/L，其中缬氨酸含量最高为 575.89 mg/L。【结论】海洋来源的 P. aeruginosa Gxun-7 具

有高效降解羽毛角蛋白能力，所产碱性角蛋白酶具有耐温、耐盐等特性，具有潜在的应用价值。 

关键词：羽毛降解；角蛋白酶；铜绿假单胞菌；酶活  

Isolation, identification, optimization of enzyme-producing 
conditions and enzymatic activity of a feather-degradable 
Pseudomonas aeruginosa strain 

YANG Mengying, PANG Kunrong, PAN Jiangxin, ZHANG Hongyan*, WANG Yibing,  
JIANG Mingguo, SHEN Naikun* 
Guangxi Key Laboratory for Polysaccharide Materials and Modifications, Guangxi Key Laboratory of Microbial 
Plant Resources and Utilization, School of Marine Sciences and Biotechnology, Guangxi University for Nationalities, 
Nanning 530006, Guangxi, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen keratinase-producing strains from marine 

environment, investigate fermentation conditions and enzymatic properties, so as to provide strain 

resources and theoretical basis for the subsequent development and utilization of marine microbes to 

degrade feather waste. [Methods] The sludge from a marine duck farm in Beibu Gulf, Guangxi was 

used for bacterial isolation, and the strain with efficiently feather degradation ability was obtained by 

casein plate preliminary screening and keratinase activity re-screening. The strain was identified by 

morphology and molecular biology, and the enzyme-producing conditions were optimized by 

single-factor and orthogonal experiment. Finally, amino acid composition of feather degradation 

products and enzymatic properties were also studied. [Results] A strain of efficiently degrading feather 

was selected and identified as Pseudomonas aeruginosa Gxun-7. The optimum enzyme-producing 

conditions: feather 25 g/L, Zn2+ 0.10 g/L, initial pH 8.0, fermentation temperature 32.5 °C, fermentation 

time 48 h, and the keratinase activity was 124.03 U/mL which was 2.3 times as high as before 

optimization. The analysis of enzyme properties showed that the optimum temperature was 70 °C and 

the optimum pH was 8.0. In the chemical reagent, mercaptoethanol could enhance enzymatic activity by 

6.16 times, while phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) decreased its relative activity to 15.00%. And 

it had excellent salt resistance (the relative activity in 20% NaCl retained 74.29%). There were 16 kinds 

of amino acids in the feather degradation products, including 7 kinds of essential amino acids. The total 

free amino acids content was as high as 2 329.80 mg/L, and the highest valine content was 575.89 mg/L. 

[Conclusion] P. aeruginosa Gxun-7 from marine environment had the ability to degrade feather keratin 

efficiently. The alkaline keratinase had excellent temperature and salt resistances, which had potential 

application value. 

Keywords: feather degradation; keratinase; Pseudomonas aeruginosa; enzymatic activity 
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家禽产业作为我国畜牧业领域中增长较快

的领域，年增速可达 8%–10%。随之，每年产

生的羽毛量也超过了 100 万 t[1]。除少量羽毛被

服装、体育等行业利用外，大部分羽毛均被丢

弃或填埋，不但会引发健康问题，加剧环境污

染[2]，而且会造成蛋白质资源的浪费。羽毛蛋

白质含量丰富，主要以角蛋白为主，占羽毛总

蛋白的 90%[3]。由于角蛋白是一类不溶或微溶

于水的硬性蛋白，分子间通过大量的二硫键、

氢键和疏水作用形成稳定的三维结构，很难被

常见的蛋白酶水解[4]。传统羽毛处理方法是采

用高温、强酸强碱等进行降解，存在耗能高、

污染大、氨基酸破坏严重、释放有毒气体等问

题[5]。目前最有前途的替代方式是利用微生物

进行降解，具有成本低、处理条件温和、不会

破坏氨基酸等优点，是一种环境友好型的废弃

物资源利用方式。 

自然环境中存在着多种能够降解羽毛的

微生物。1899 年，Ward 等 [6]最早发现，真菌

中 Onygena equina 能够降解羽毛，近年来分离

到的 Chrysosporium[7] 、 Aspergillus niger[8] 、

Trichophyton rubrum[9]等真菌对羽毛具有较好

降解能力，但大多为皮肤致病菌，不宜投入实

际生产使用。而 Streptomyces minutiscleroticus[10]、

S. albidoflavus[11]、Thermoactinomycetes[12]等可

降解羽毛的放线菌，培养周期过长，也不适宜

应用。因此，细菌成为羽毛降解菌的研究热点

之一，革兰氏阳性菌中 Bacillus licheniformis[13]、

B. subtilis[14]和 B. cereus[15]等芽孢杆菌对羽毛具

有较好降解能力；革兰氏阴性菌中 Vibrio[16]、

Pseudomonas[17]和 Stenotrophomonas 属[18]等也

具有较好降解能力，如 Grazziotin 等[16]从养鸡

场鸡毛中分离到一株具有生产高角蛋白酶活性

的 Vibrio sp. kr2；Chaturvedi 等从被污染的池塘

中筛选到 P. aeruginosa SDS3，经 5 d 的发酵，

角蛋白酶活为 15.4 U/mL[17]；Wu 等筛选到的   

S. maltophilia DHHJ 在 40 °C 培养 5 d 后酶活为

10.0 U/mL[18]。总之，尽管目前已筛选出大量可

降解羽毛菌株，但仍存在降解周期长、酶活低

等系列问题，导致目前废弃羽毛工业化生产受

到影响。菌株是发酵工业的灵魂，筛选羽毛降

解效果好、抗逆性强的优良菌株是废弃羽毛工

业化应用的当务之急。 

与陆地微生物相比，海洋微生物适应了高

盐、寡营养等特殊环境，具有活性高、抗逆性

强等优点；产生的蛋白酶往往耐受温度、pH 范

围广，且具有一定的耐盐性。然而，有关从海

洋环境分离羽毛降解菌的研究较少。广西北部

湾蕴含丰富的微生物资源，是我国生物多样性

最为丰富的区域之一，也是研究海洋微生物的

热点区域之一[19]。本研究旨在从广西北部湾海

鸭养殖场淤泥筛选出高效降解羽毛的菌株，并

对菌株产酶条件、酶学性质及降解产物氨基酸

组成进行研究，以期寻找新的角蛋白酶资源，

为今后废弃羽毛的降解及相关饲料、肥料产品

的开发奠定基础，并为海洋环境菌种资源利用

提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
样品采自广西北部湾某海鸭养殖场淤泥，

羽毛来自屠宰场鸡、鸭羽毛，蒸馏水清洗干净，

烘箱烘干，剪成 2 cm 左右片段备用。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：NaCl 10.0，蛋白胨 10.0，

酵母粉 5.0，pH 7.0。  

初筛培养基(g/L)[20]：酪蛋白 30.0，K2HPO4 

1.4，KH2PO4 0.7，NaCl 5.0，MgSO4 0.1，琼脂

20.0，pH 7.0。 

复筛培养基(g/L)[20]：羽毛 10.0，K2HPO4 
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1.4，KH2PO4 0.7，NaCl 5.0，MgSO4 0.1，pH 7.0。 

1.3  主要试剂和仪器 
干酪素，购自上海源叶生物科技有限公司；

其他均为国产分析纯。 

Multiskan Go 全波长酶标仪，美国 Thermo 

Scientific 公司；HNYC-1102 智能恒温培养振

荡器，天津欧诺仪器股份有限公司；L-8900 全

自动氨基酸分析仪，日立高新技术公司；

Regulus 8100 场发射扫描电子显微镜，日立高

新技术公司。 

1.4  菌株的筛选 
1.4.1  初筛 

称取 10 g 样品加入 50 mL 无菌水，30 °C、

200 r/min 培养 30 min，充分混匀，涂布于初筛

培养基进行培养。挑选透明圈大的菌株进行纯

化，同时甘油保藏菌株。 

1.4.2  复筛 

将上述单菌落接种到 LB 培养基，30 °C、

200 r/min 过夜培养，按照 1% (V/V)的接种量接

种到复筛培养基，35 °C、200 r/min 发酵 48 h，

根据羽毛降解情况及酶活大小进行复筛。 

1.5  菌株 Gxun-7 的鉴定 
1.5.1  形态与生理生化特征的鉴定 

挑取单菌落划线于初筛培养基，观察菌落

的形态特征。采用革兰氏染色法，在光学显微

镜下观察菌体结构。通过扫描电子显微镜观察

菌体形态及大小。部分生理生化鉴定方法参照

《常见细菌系统鉴定手册》[21]。 

1.5.2  16S rRNA 基因鉴定 

以细菌基因组提取试剂盒提取的 DNA 为模

板，利用16S rRNA基因的通用引物(27F和1492R)

进行 PCR 扩增。利用 1%琼脂糖凝胶对 PCR 产

物进行电泳检测，并送往上海生工生物工程股份

有限公司测序。测得的基因序列提交至 NCBI

进行 BLAST 比对，利用 MEGA 5.0 软件的 N-J

法构建菌株系统发育树，确定菌株的分类地位。 

1.6  菌株 Gxun-7 的产酶条件 
1.6.1  角蛋白酶活测定 

测定方法参考文献 [20]的方法进行。在

50 °C 下 1 min 催化酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸所需

要的酶量，定义为 1 个酶活性单位。 

1.6.2  单因素试验优化产酶条件 

初始发酵培养基及培养条件为羽毛 10 g/L，

NaCl 5 g/L，K2HPO4 1.4 g/L，MgSO4 0.1 g/L，

KH2PO4 0.7 g/L，初始 pH 7.0，35 °C，200 r/min，

接种量 1%，装液量 50/250 mL，发酵 48 h。改

变以下单一条件，研究不同单因素对菌株产角

蛋白酶的影响。每组设 3 个平行，结果取平均

值(下同)。 

(1) 羽毛浓度(g/L)：5.0、10.0、15.0、20.0、

25.0； 

(2) 发酵温度(°C)：30.0、32.5、35.0、37.5、

40.0； 

(3) 初始 pH：6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0； 

(4) 碳源：分别添加浓度为 10 g/L 的葡萄

糖、蔗糖、果糖、麦芽糖、玉米粉、淀粉，根

据酶活大小确定最适碳源； 

(5) 氮源：分别添加浓度为 2 g/L 的酪蛋

白、酵母粉、牛肉膏、蛋白胨、玉米浆、硝酸

铵、硫酸铵，根据酶活大小确定最适氮源； 

(6) 金属离子及浓度：先分别添加浓度为

0.10 g/L 的 Mn2+、Mg2+、Cu2+、Fe2+、Zn2+、Al3+、

Ca2+，根据酶活大小确定最适金属离子种类，

进一步考察金属离子浓度(0.00、0.05、0.10、

0.15、0.20、0.25 g/L)对酶活的影响。 

1.6.3  正交试验确定最佳产酶条件 

根据单因素试验结果，选择对菌株 Gxun-7

产酶影响大的 4 个因素，进行四因素、三水平

L9(3
4)的正交试验优化，从而确定最优的产酶

条件。 
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1.7  粗酶液的酶学性质 
粗酶液的制备：按 1.6.3 方法获得的最佳产

酶条件制备发酵液，4 °C、12 000 r/min 离心   

20 min，上清液即为粗酶液。 

(1) 最适作用温度：分别在不同温度(30、

40、50、60、70、80、90、100 °C)反应，测定

角蛋白酶活性。以最高酶活为 100%，计算不同

温度下的相对酶活。每组试验设置 3 个平行，

结果取平均值(下同)。 

(2) 最适作用 pH：分别用不同 pH (6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5、10.0)的缓冲液配

制角蛋白底物，测定角蛋白酶活性。以最高酶

活为 100%，计算不同 pH 下的相对酶活。 

(3) NaCl 浓度对酶活的影响：分别添加

不同浓度 (1%、 5%、 10%、 15%、 20%)的

NaCl，测定角蛋白酶活性。以未添加 NaCl 的

酶活为 100%，计算各浓度 NaCl 处理下的相对

酶活。  

(4) 化学试剂对酶活的影响：分别添加相

同浓度的化学试剂(乙二胺四乙酸(EDTA)、十二

烷基硫酸钠(SDS)、PMSF、巯基乙醇、二甲基

亚砜(DMSO)、异丙醇，测定角蛋白酶活性。以

未添加化学试剂的酶活为 100%，计算各化学试

剂处理下的相对酶活。 

1.8  羽毛降解产物的游离氨基酸分析 
羽毛降解液以 1:5的比例用 5%的磺基水杨

酸沉淀 2 h，4 °C、12 000 r/min 离心 20 min，

收集上清液并通过 0.2 μm 的膜滤器，采用

L-8900 全自动氨基酸分析仪进行检测。 

1.9  数据处理与分析 
试验数据用 SPSS 21.0 和 GraphPad Prism 8

软件进行处理，运用 MEGA 5.0 软件构建系统

发育树。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选 
经过初筛及复筛，编号为 7 的菌株透明

圈最大(图 1A)，经过 48 h 的发酵，可将培养

基中 1% (M/V)的羽毛几乎降解完全，降解率大

于 80% (图 1B)，酶活达 53.88 U/mL，命名为

Gxun-7。 

2.2  菌株 Gxun-7 的鉴定 
2.2.1  形态及生理生化特征 

菌株 Gxun-7 在酪蛋白平板上呈现微微的黄

绿色，菌落凸起，表面光滑，可渗入培养基生长，

能够溶解琼脂；革兰氏染色为阴性，扫描电子显

微镜显示菌体呈杆状，大小约为 1.5 μm×0.5 μm，

无芽孢(图 2)。菌株 Gxun-7 可以利用葡萄糖和 

 

 
 

图 1  菌株的筛选 
Figure 1  Screening of strains. A: transparent hydrolytic zones of different strains on the casein plate; B: 
degradation of feather by strain Gxun-7. 
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图 2  菌株 Gxun-7 的形态特征 
Figure 2  Morphological characteristics of strain Gxun-7. A: colony morphology; B: optical microscope 
image (100×); C: electron microscope image (3.0×104×). 

 
 

果糖，但不能利用甘露醇、木糖、鼠李糖、麦芽

糖和七叶苷等碳源。氧化酶、明胶和硝酸盐还原

试验结果呈阳性，其他试验结果均为阴性(表 1)。 

2.2.2  16S rRNA 基因序列分析 

将测序所得序列进行 BLAST 比对发现，菌

株 Gxun-7 与铜绿假单胞菌的 16S rRNA 基因序

列同源性最高，为 99.8%。利用 MEGA 5.0 软件

的 N-J 法构建系统发育树(图 3)，得知菌株 Gxun-7  

 
表 1  菌株 Gxun-7 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 
of strain Gxun-7 

Test items Results 

Glucose + 

Fructose + 

Mannitol  

Xylose  

Rhamnose  

Maltose  

Aesculin  

Tween-80  

VP  

Methyl red  

Gelatin + 

Nitrate reduction + 

Urease  

Oxidase + 

Benzazole  

+ : positive; : negative. 

(MW579860.1) 和 铜 绿 假 单 胞 菌 JCM5962T 

(BAMA01000316)亲缘关系最近。综合菌株

Gxun-7 的形态特征、革兰氏染色、生理生化特

征及 16S rRNA 基因序列，最终鉴定为铜绿假

单胞菌(P. aeruginosa)。 

2.3  菌株 P. aeruginosa Gxun-7 的产酶条件 
2.3.1  羽毛浓度对菌株产酶的影响 

由图 4A 可知，在 5–20 g/L 的羽毛浓度之

间，角蛋白酶活不断增加；羽毛浓度超过 20 g/L，

酶活随浓度升高而降低。因此，菌株产酶的最

佳羽毛浓度为 20 g/L。 

2.3.2  发酵温度和初始 pH 对菌株产酶的影响 

如图 4B、4C 所示，菌株产酶的最佳发酵

温度为 32.5 °C，酶活为 69.69 U/mL；最佳初始

pH 为 8.0，酶活为 80.69 U/mL。 

2.3.3  碳源对菌株产酶的影响 

如图 4D 所示，添加淀粉、玉米粉、麦芽

糖和蔗糖为碳源时，对菌株产酶影响较小，且

差异不显著；但当添加葡萄糖和果糖为碳源时，

酶活显著性降低。因此，菌株产酶发酵培养基

中无需外源添加碳源。 

2.3.4  氮源对菌株产酶的影响 

由图 4E 可知，在有机氮中，酪蛋白和酵母

粉对菌株产酶影响较小，且差异不显著，而牛 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 Gxun-7 系统发育树 
Figure 3  Strain Gxun-7 phylogenetic tree constructed based on the 16S rRNA gene sequence. Numbers in 
parentheses represent the sequences accession number in GenBank; numbers at the nodes indicate the 
bootstrap values on N-J analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.005 represent sequence divergence.  
 
肉膏、蛋白胨和玉米浆对产酶起不同程度的抑

制作用；在无机氮中，硝酸铵和硫酸铵均对菌

株产酶有抑制作用。因此，该菌株产酶发酵培

养基中无需外源添加氮源。 

2.3.5  金属离子对菌株产酶的影响 

图 4F 显示，与对照组相比，Cu2+、Mg2+、

Ca2+对菌株产酶起抑制作用，Mn2+、Fe2+、Zn2+、

Al3+对产酶起促进作用，特别是 Zn2+对菌株产

酶促进作用最大。进一步对 Zn2+的浓度优化结果

如图 4G 所示，Zn2+的最佳添加浓度为 0.05 g/L，

角蛋白酶活最高为 64.08 U/mL。 

2.3.6  正交试验优化 P. aeruginosa Gxun-7 的

最佳产酶条件 

根据单因素试验结果，选择对菌株产酶影

响大的发酵温度(A)、羽毛浓度(B)、初始 pH (C)

及 Zn2+浓度(D)这 4 个因素进行正交试验优化

(表 2)，进一步确定各因素的最佳条件。 

由正交试验和方差分析的结果(表 3、表 4)

可知，发酵温度和 Zn2+浓度对菌株产酶具有极

显著影响(P<0.01)，而羽毛浓度和 pH 对菌株产

酶的影响不显著(P>0.05)，4 个因素对菌株产酶

的影响为：Zn2+浓度>温度>pH>羽毛浓度，且最

优组合为 A1B3C1D3，即温度 32.5 °C、羽毛    

25 g/L、pH 8.0、Zn2+ 0.10 g/L。由于最优组合

没有出现在正交试验表中，需要进行 3 组平行

验证试验酶活为(124.03±2.65) U/mL，较优化前

提高了 2.3 倍。 

2.4  粗酶液的酶学性质 
2.4.1  最适作用温度 

如图 5A 所示，该酶在 30–80 °C 之间，能

够保持较高的酶活性；70 °C 时，酶活最高为

64.75 U/mL；反应温度超过 80 °C，酶活有所降 
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图 4  P. aeruginosa Gxun-7 产酶条件的优化 
Figure 4  Optimization of enzyme-producing conditions of P. aeruginosa Gxun-7. A: effect of feather 
concentration on enzyme production; B: effect of temperature on enzyme production; C: effect of initial pH 
on enzyme production; D: effect of carbon source on enzyme production; E: effect of nitrogen source on 
enzyme production; F: effect of metal ions on enzyme production; G: effect of Zn2+ concentration on enzyme 
production. Error bars in figure represent standard deviation, and different letters indicate significant 
difference (P<0.05). 
 
表 2  正交试验因素水平设计 
Table 2  Factor and level table designed of orthogonal 
experiment 

Levels 

Factors 

A 

T/°C 

B 

Feather/(g/L) 

C 

pH 

D 

Zn2+/(g/L)

1 32.5 20 8.0 0.05 

2 35.0 15 8.5 0.00 

3 37.5 25 9.0 0.10 

低，但相对酶活仍维持在 60%以上。由此可见，

该酶作用温度范围较广，最适作用温度为

70 °C。 

2.4.2  最适作用 pH 

如图 5B 所示，该酶在 pH 等于 8.0 时，角

蛋白酶活性最高为 77.63 U/mL；pH 大于或低于

8.0，酶活均降低；当 pH 为 8.5 时，粗酶液 
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表 3  正交试验结果 
Table 3  Results of orthogonal experiment 

Number A B C D 
Keratinase 

activity/(U/mL) 

1 1 1 1 1 119.60±1.70 

2 1 2 2 2 97.85±4.06 

3 1 3 3 3 118.57±8.87 

4 2 1 2 3 113.36±15.14 

5 2 2 3 1 111.20±3.14 

6 2 3 1 2 98.11±13.75 

7 3 1 3 2 64.56±11.28 

8 3 2 1 3 105.89±10.46 

9 3 3 2 1 101.20±8.35 

k1 112.00±12.26 99.17±30.14 107.87±10.88 110.67±9.21  

k2 107.56±8.25 104.98±6.72 104.14±8.16 86.84±19.29  

k3 90.55±22.63 105.96±11.03 98.11±29.29 112.61±6.37  

R 21.45±12.26 6.79±11.03 9.76±10.88 25.77±6.37  

Primary and secondary orders D＞A＞C＞B  

Optimal combination A1 B3 C1 D3  

 
表 4  正交试验方差分析 
Table 4  Variance analysis of orthogonal experiment 

Source of variation  Square sum Degree of freedom Average of variance F-value P-value 

Calibration model 6 692.29a 8 836.54 9.04 0.00 

Intercept 245 744.49 1 245 744.49 2 656.81 0.00 

A 1 925.39 2 962.70 10.41 0.00** 

B 189.84 2 94.92 1.03 0.38 

C 428.53 2 214.26 2.32 0.13 

D 3 705.95 2 1 852.97 20.03 0.00** 

Error 1 664.93 18 92.50   

Total 296 862.13 27    

Corrected total 8 357.21 26    
**: extremely significant level of 1% (P<0.01). 
 

在 Tris-HCl 中的酶活性高于 Gly-NaOH；当 pH

为 10.0 时，仍保持 82.74%的酶活性。由此可见，

该酶的最适作用 pH 为 8.0。 

2.4.3  NaCl 浓度对酶活的影响 

如图 5C 所示，当 NaCl 浓度为 1%时，该

酶的酶活最高为 77.90 U/mL；NaCl 浓度大于

1%，酶活逐渐下降；粗酶液在 20%的 NaCl 浓

度中，相对酶活仍达到 74.29%。由此可见，该

酶的耐盐性较好。 

2.4.4  化学试剂对酶活的影响 

如图 5D 所示，该酶对 DMSO 和异丙醇不

敏感，对巯基乙醇极其敏感，酶活性能够提高

6.16 倍，达到 360.09 U/mL。SDS 对酶活的影

响不显著，EDTA 有显著的激活作用，相对酶

活达到 137.33%。而 PMSF 有显著的抑制作用，

相对酶活仅为 15.00%。 
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图 5  粗酶液的酶学性质 
Figure 5  The enzymatic properties of crude enzyme. A: optimal temperature; B: optimal pH; C: effect of 
NaCl concentration on the enzyme activity; D: effect of chemical reagent on the enzyme activity. Error bars 
in figure represent standard deviation, and different letters indicate significant difference (P<0.05).  

 
2.5  羽毛降解产物的游离氨基酸分析 

由表 5结果可以看出，P. aeruginosa Gxun-7

羽毛降解液中共检测到 16 种游离氨基酸，总含量

达到 2 329.80 mg/L，远高于目前文献报道[22–23]。

而对照组总游离氨基酸含量仅有 16.56 mg/L。

16 种氨基酸中有 7 种为必需氨基酸(缬氨酸、苯

丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苏氨酸、甲硫氨

酸和赖氨酸)，含量占总的游离氨基酸含量的

67.88%，其中缬氨酸含量最高为 575.89 mg/L。

因此，菌株 P. aeruginosa Gxun-7 羽毛降解液

氨基酸含量丰富，且多为必需氨基酸，在氨基

酸有机肥和动物饲料蛋白产品开发方面有巨

大潜力。 

3  讨论 

目前文献报道降解羽毛的菌株主要为真

菌、放线菌及细菌，真菌主要为黄曲霉、环藓

菌等人类致病菌，放线菌主要是链霉菌类，由

于真菌和放线菌不易实现大规模培养，使其在

生产中受到一定限制。而细菌具有易培养、代

谢繁殖较快等优点，受到研究者广泛关注。但

目前已研究和鉴定的微生物大多来源于陆地环

境，海洋微生物还不到总量的 5%[24]。海洋微生

物长期处在极端环境，逐渐形成了多种独特的

代谢机制，其产物更加新颖，生产的蛋白酶对

环境适应性更强，如 Chellappan 等从海洋环境 
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表 5  羽毛降解产物游离氨基酸成分 
Table 5  Free amino acid composition of feather 
degradation products 

Free 
amino 
acid 

Content (mg/L) 

Not 
inoculated 
with 
bacteria 

P. aeruginosa 
Gxun-7 (48 h) 

B. licheniformis 
BBE11-1 
S. maltophilia 
BBE11-1 (48 h)[22]

B. pumilus
GRK  
(48 h)[23]

Val 0.98 575.89 207.51 2.31 

Phe 0.45 361.37 183.73 0.00 

Leu 0.00 257.93 126.61 0.00 

Ile 0.00 232.88 72.96 15.00 

Ser 1.04 134.43 14.61 9.84 

Gly 0.59 114.36 14.34 7.61 

Asp 0.40 107.13 15.55 1.46 

Glu 1.50 88.01 20.19 2.23 

Hypro 8.50 87.57 0.00 0.00 

Thr 0.00 78.58 15.74 0.00 

Cys 0.00 67.46 0.00 0.00 

Arg 0.00 66.53 22.13 3.55 

Ala 1.12 61.50 10.05 0.69 

Met 0.00 54.07 0.00 7.24 

His 0.00 21.30 0.00 0.00 

Lys 0.00 20.79 20.94 10.81 

Tyr 0.00 0.00 171.53 0.00 

Pro 0.52 0.00 0.00 0.00 

Total 16.56 2 329.80 895.89 60.74 

 
中分离到 Engyodontium album BTMFS10，该菌

株产生的丝氨酸蛋白酶具有广泛的温度和 pH

耐受性[25]。本研究从海洋环境分离到一株高效

降解羽毛的 P. aeruginosa Gxun-7，经过对发酵

条件优化发现，羽毛降解过程中无需外源添加

碳源及氮源，可大大节约发酵成本，优化后酶

活可达 124.03 U/mL，比优化前提高了 2.3 倍。

P. aeruginosa 广泛存在自然界的各种环境，如

土壤、水体和植物体内。但由于铜绿假单胞菌是

动物和人类的条件性致病菌，常会引起肺部及尿

道感染，具有固有和获得性的多重耐药性[26]，

因此对该菌的研究主要集中在条件致病性和耐

药机制[27]，其中分离自医院环境的铜绿假单胞

菌株 PAO1、LESB58 和 UCBPP-PA14 研究得较

为深入[28]。近年来，铜绿假单胞菌生防及降解

活性引起了研究者们极大的关注，一系列具有良

好生防潜力[29]、石油降解[30]、羽毛降解[3]等活性

的铜绿假单胞菌陆续被分离和鉴定。黄妙容等从

鸡毛土壤中分离到一株 P. aeruginosa B1-2，菌

株降解 48 h 后角蛋白酶活性为 60.3 U/mL，羽

毛 降 解 率 为 85.7%[31] ； Chaturvedi 等 对 P. 

aeruginosa SDS3 的碳源、氮源及羽毛浓度进行

优化，优化后角蛋白酶活为 15.40 U/mL[17]。本

研究获得的铜绿假单胞菌酶活远高于目前文献

关于该菌株的报道，但考虑到其潜在的致病性，

今后还应注意使用活菌对环境安全性的影响。

可通过比较基因组学及代谢工程的方法，对该

菌株中的致病相关基因进行敲除，降低其致病

性和细胞毒性；或通过基因工程手段异源表达

其角蛋白酶的基因或基因簇，通过酶分子改造

进一步提高角蛋白降解能力，为废弃羽毛产业

化降解提供安全保障。 

目前报道角蛋白酶的最适温度为 40–70 °C，

最适 pH 为 7.0–9.0[5,13,32]，本研究 P. aeruginosa 

Gxun-7 所产角蛋白酶最适温度为 70 °C，最适

pH 为 8.0，与目前文献报道类似。但该角蛋白

酶具有较好的耐盐性，在 20%的 NaCl 中相对酶

活仍保持 74.29%，高于钟泓波等报道的 SWJS33

产生的角蛋白酶(47.53%)[24]，可能由于该菌株

来源海洋环境，所分泌的角蛋白酶在长期进化

过程中适应了海洋的高盐环境。化学试剂 PMSF

为丝氨酸蛋白酶类抑制剂，该角蛋白酶可被其

强烈抑制，相对酶活仅剩 15.00%，说明该酶属

于丝氨酸蛋白酶，这和 Tatineni 等的研究结果[33]

一致。大多数角蛋白酶可被 EDTA 抑制，如

Zhang 等报道的 Brevibacillus parabrevis CGMCC 

10798 角蛋白酶几乎不耐受 EDTA[34]，而本研究

结果正与之相反，EDTA 对酶活有激活作用，
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相对酶活提高至 137.33%，说明该酶的活性中

心可能无金属离子，具体原因需要进一步研究。

还原剂 β-巯基乙醇对该角蛋白酶活性具有明显

促进作用，可使酶活性提高 6.16 倍，这与大多

数的报道相似，因为 β-巯基乙醇能够破坏角蛋

白酶的二硫键，帮助亚硫酸盐分解，从而增强

酶的水解活性[35]。此外，该角蛋白酶在阴离子

表面活性剂 SDS 存在下具有较好的稳定性，酶

活可提高至 110.02%，这表现出了该酶在洗涤

剂领域具有良好的应用前景。 

羽毛被微生物降解后的产物中含有大量游

离的氨基酸。彭政报道，利用 B. licheniformis 

BBE11-1 和 S. maltophilia BBE11-1 混合发酵降解

羽毛，降解产物中总氨基酸含量为 895.89 mg/L，

主要氨基酸为缬氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸[22]。

Ramakrishna 等利用 B. pumilus GRK 降解羽毛，

其产物中氨基酸含量为 60.74 mg/L，主要氨基

酸为赖氨酸、甲硫氨酸和丝氨酸 [23]。本研究    

P. aeruginosa Gxun-7 羽毛降解产物中总游离氨

基酸含量为 2329.80 mg/L，高于目前文献报道，

降解产物中共检测到 16 种游离氨基酸，包括  

7 种必需氨基酸，主要氨基酸为缬氨酸、亮氨

酸、苯丙氨酸和异亮氨酸，与文献报道结果大

不相同，这说明不同的微生物产生的角蛋白酶

性质不同，对底物作用位点不同，从而导致游离

氨基的组成和含量不同[36]。因此，P. aeruginosa 

Gxun-7 羽毛降解产物氨基酸种类丰富、含量高，

在开发饲料添加剂和氨基酸生产方面具有巨大

潜力。 

4  结论 

本研究从广西北部湾某海鸭养殖场淤泥筛

选出一株高效羽毛降解菌，经形态、生理生化及

分子生物学鉴定为 P. aeruginosa Gxun-7。该菌株

的最佳产酶条件为：羽毛 25 g/L、Zn2+ 0.10 g/L、

初始 pH 8.0、发酵温度 32.5 °C、发酵时间 48 h，

角蛋白酶活高达 124.03 U/mL，较优化前提高了

2.3 倍；所产角蛋白酶为丝氨酸蛋白酶，具有耐

温、耐盐、耐碱等特性；该菌株的羽毛降解产

物氨基酸种类丰富，含量高。本研究为今后废

弃羽毛的降解及相关饲料、肥料产品的开发奠

定基础，并为海洋环境菌种资源利用提供理论

依据。 
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