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摘 要：从多年被畜禽血液污染的土样中分离筛选出一株降解Hb能力强的自然菌株，并对其进

行连续5代定向诱变。利用PCR扩增法和Neighbor-joining方法测定和分析了诱变菌种16S rD—

NA序列，对筛选出的自然菌株及诱变茵株进行了鉴定，为短小芽孢杆菌(B．pumilus)；二阶导数

红外光谱法探测到其分子结构具有短小芽孢杆茵(B．pumilus)典型分子结构特征；SDS_PAGE凝

胶电泳中发现短小芽孢杆菌(B．pumilus)产蛋白酶对Hb降解的断裂位点发生了变化。对Hb降

解产物及产蛋白酶活力的测定结果表明。经连续5代诱变的短小芽孢杆菌(B．pumilus)对Hb降

解能力比筛选出的自然菌株强，其蛋白酶活力比自然菌株提高了近3倍，Hb降解产物中的可溶性

蛋白质质量分数、游离氨基酸质量浓度分别从3．69％、14．4 mg／dL提高到4．12％、24．6 mg／dL。

关键词：短小芽孢杆菌；基因鉴定；血红蛋白(Hb)；蛋白酶；游离氨基酸

中图分类号：Q 789 文献标识码：A

Identification of Bacillus pumilus and Study on the Degradation of

．Poultry Hemoglobin(Hb)

ZHANG Binl，MA Mei—hu’1”。WAN Jia-ron91

(1．College of Food Science and Technology，Hunan Agricultural University，Changsha 410128，China；2．College

of Food Science and Technology Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China)

Abstract：In this manuscript，a kind of natural strain，which had more degraded ability of Hb，

was isolated from poultry blood polluted soil．The original strain was continuous mutated for five

generation．The strain was deter．mined to be Bacillus pumilus by 1 6SrRNA sequencing and

Neighbor-joining methods．The second derivative infrared spectrum result showed that the strain

had a typical molecular structure characteristic of B．pumilus．SDS-PAGE result illustrated that

the protease degradation location on Hb was changed．The final B．pumilus strain had a stronger

ability in degradation of Hb than its parent strain．The protease activity was improved about

three times than that of the parent strain．The content of soluble protein，free amino acids was

improved from 3．69％and 14．4 mg／dL to 4．12％and 24．6 mg／dL，respectively．
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根据国际粮农组织(FAO)统计，2004、2005、

2006年我国肉类生产总量分别为72．5×106，76．4

×106，80．1×106 t，按家畜血液占其肉重的6％计

算，可获得的血液量分别为43．5×106、45．84×

106、48．06×106 t；按蛋白质含量占血液的18％计

算，从血液中可获得蛋白质分别达13．1×106、

23．68×106、14．42×106 t[卜3|。由于原料血液极

难保存、易被污染、血腥味浓、消化性和适口性及色

泽感官极差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。随着现代生物技术和现代分离技术的迅猛

发展，曾经制约着血液利用的不利因素被打破，海

内外对血液利用的研究重新形成热点，血液食品已

成为国际市场上的热门货。畜禽血液微生物降解，

由于投入低、能耗省，蛋白质、肽和氨基酸含量高，

被公认为是血液综合利用的一个方向[4-6]。

国内外有关畜禽血Hb微生物发酵降解、菌种

选育的研究主要集中在霉菌(如米曲霉)等方

面L715|，有关细菌(如短小芽孢杆菌)在畜禽Hb方

面的系统研究尚不多见。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株短小芽孢杆菌(B．pumilus)：经分离

筛选、Hb降解测定、定向诱变获得。

1．1．2 主要原料新鲜猪血：湖南农业大学附近屠

宰场购买；血红蛋白(Hb)：新鲜猪血经离心分离获

得。

1．1．3试剂

1)种子培养基(组分g／L) 葡萄糖10．0，蛋

白胨5．0，酵母膏5．0，KH2PO。1-0，NazC03 1．0；

pH 7．0。

2)Hb发酵培养基(组分g／L) 葡萄糖10．0，

K2 HP04 0．4，NaCl 0．5，KH2 P04 0．6，MgS04

0．1，FeSO。0．02，Span20 1．0，血红蛋白(Hb)

10．0；pH 6．5。

3)16S rDNA的PCR扩增：

正向引物：5，-GAGCGGATAACAATTTCA—

CACAGG-3’

反向引物：5’一CGCCAGGGTTTTCCCAGT—

CACGA(、．3
7

1．1．4主要仪器设备LRH一250A型生化培养

箱；HD-925型超净工作台；SpeedCycler型PCR

仪；EPS-300型电泳仪；DSQ-600型DNA测序仪；

Nicolet Avatar-370型傅里叶变换红外光谱仪；

Fisher Bioteeh型凝胶电泳仪；TaKaRa细菌16S

rDNA PCR扩增试剂盒(Code NO．310)；TaKaRa

切胶试剂盒(Code NO．DV805A)。

1．2 方法
．

1．2．1红血蛋白(Hb)提取方法生猪一检验一屠

宰一收集血液一防凝一过滤去杂一冻结破壁一解

冻一离心一弃上清液一水洗一低温烘干一红血蛋

白(Hb)。

1．2．2定向诱变方法 菌自然菌株一种子培养液

(37℃，200 r／min离心48 h)一孢子悬浮液(109／

mL)一亚硝酸诱变(0．001％，2 min)一UV诱变(紫

外灯功率15 w，25 cm照射60 s)一Hb固体培养基

避光培养(37℃培养48 h)一挑菌划线分离培养一

酪蛋白／明胶平板培养(37℃培养48 h)一挑选出5

～10个蛋白质水解圈比值大的菌落一Hb降解性能

测定一获得一株诱变的菌株。

1．2．3蛋白酶活力测定方法参照Folin法。

1．2．4 Hb降解产物相对分子质量的测定 SDs-

PAGE凝胶电泳法。

1．2．5 Hb降解产物游离氨基酸的测定方法

HPLC测定法。
。

1．2．6 茵种16S rDNA的鉴定 PCR扩增法。

1．2．7 16S rDNA序列分析 Neighbor_joining

法。

1．2．8细胞结构检测红外光谱法。。

2结果与分析

2．1 16S rDNA序列测定及其鉴定

采用PCR扩增法测定筛选菌种16S rDNA的

序列，利用Neighbor-joining方法对其16S rDNA

序列分析，并鉴定菌株的种。

16S rDNA序列测定结果表明，扩增的DNA序

列全长1 462 bp。菌株全序列如下：

GCTGGCGGCGTGC∞A』钮ACArGCAA(爪：GAGCGGACAGAAGGGAGCrr(X：TCCCGGArGn陡GC()C觚ACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAAC

CGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGG

GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
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GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACG

GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGOCAAGCGTTGTCCGGAA

TTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCA

TTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTG

CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCC

TAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG

TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG

CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC

TACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGC

AGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC

GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAG

CCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGG

将所测序列与GenBank数据库中的相关种进

行比较，构建以16S rDNA全序列为基础的系统发

声树，见图1。

1196

图1菌株亲缘关系相近菌株16S rDNA序列的系统发

育树

Fig．1 Phylogenetic tree of the 16S rRNA sequence from

the isolated strain and closely related strains

该菌株的16S rDNA序列与GenBank中的短小

芽孢杆菌有很高的相似性(99．7％～99．9％)。因此，

鉴定该菌株为短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)。

2．2短小芽孢杆菌(B．pumilus)细胞结构探测

在500 ml，的三角瓶装入200 mL培养液，接种

经活化5代的短小芽孢杆菌3环。在往复式摇床上

培养，往复频率为200 r／min，培养温度为(37±1)

℃。将培养1 d的营养肉汤发酵液于5 000 r／min

离心5 min，获得菌体，然后用0．9 g／dL的NaCI溶

液洗涤3次。再取少量菌体掺入溴化钾压片测定红

外光谱。光谱测量范围为4 000～400 cm-1，光谱分辨

率为4 cm-1，信号扫描累加64次，得到菌体的红外光

谱，经()MNIC5．1软件进行二阶导数转换处理，见图

2。

波数，cm。

c：荚膜；E：芽孢；P：多聚廿羟基丁酸粒

图2短小芽孢杆菌二阶导数红外光谱图

Fig．2 Second derivative FTIR spectrum of Bacillus

pumilus

由图2看出，短小芽孢杆菌同时表达多聚—p羟

基丁酸粒(PHB)、芽孢和荚膜的特征吸收峰。在

1 740 cm。1附近有一个明显的酯基吸收峰，这是贮藏

结构多聚一伊羟基丁酸粒(PHB)的主要特征吸收峰；

在1 601 cml和l 403 cml附近有两个较强吸收峰，

表明荚膜和(或)芽孢的存在。其它特征吸收峰清

晰地表明吡啶二羧酸(DPA)的存在，但较微弱，这

说明多聚一伊羟基丁酸粒(PHB)和荚膜同时存在，多

聚廿羟基丁酸粒(PHB)的减少表明芽孢开始形成。

2．3短小芽孢杆菌降解Hb测定 ．

在Hb发酵培养液中添加体积分数0．2％的经

48 h扩大培养后的自然菌株及其短小芽孢杆菌

(B．pumilus)种子培养液，在37℃和转速为200 r／

min摇床中发酵72 h，测定蛋白酶活力、可溶性蛋白

质含量、游离氨基酸含量及Hb降解率，结果见表l。

从表1可知，自然菌株和短小芽孢杆菌对Hb
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降解程度不同。短小芽孢杆菌降解Hb的能力比自

然菌株强：蛋白酶活力比自然菌株提高了近3倍，

从自然菌株的483．81 U／mL提高到1 254．36 u／

mL；Hb降解产物即可溶性蛋白质、游离氨基酸含

量也分别从3．69％、14．4 mg／dL增加到4．12％、

24．6 mg／dL。

表1短小芽孢杆菌降解Hb产物测定

Tab．1 Measurement of Hb degradation products by B．

菌株赫鬟燃(mg／dL)魏rlb／U／mL)菌株 酶活力鼍嚣 质量浓度／ 降解
( ￡l盈亏o／ 率／％

2．4 Hb降解产物相对分子质量测定

将自然菌株(No 1)及短小芽孢杆菌(No 2)扩

大培养液分别接种体积分数0．2％到血红蛋白

(Hb)发酵液中，在37℃、200 r／min摇床发酵72 h

。然后分别取10 mL发酵液过滤，吸取2 mL滤液

与4 mL的Tirs HCl混合，并加入小量的溴酚蓝指

标剂，用微量注射器将样品加入到已灌制好的SDS-

PAGE凝胶电泳槽的样品孔中，用血红蛋白(M)作

标准样，进行电泳，结果见图3。

图3 Hb发酵产物的SDS-PAGE凝胶电泳图

Fig．3 The SDS-PAGE Gel Electrophoresis picture of Hb

Fermentation Product

从图3可知，在Hb降解的产物中，自然菌株

(No 1)处于标准样(M)水平线齐平的色带比短小

芽孢杆菌(No 2)宽，这说明在发酵过程中，有较多

的Hb没有被降解，这证实了诱变菌株即短小芽孢

杆菌降解Hb能力强；在No 2的电泳图中，比前者

(No 1)多一条明显的色带，由此可知，短小芽孢杆

菌(No 2)与自然菌株(No 1)降解Hb的断裂位点

不全相同，这进一步说明了短小芽孢杆菌的DNA

分子结构局部发生了基因突变，从而提高了对Hb

的降解能力。

2．5氨基酸的种类及含量测定

将体积分数0．2％的自然菌株和短小芽孢杆菌

扩大培养液分别接入到已灭菌的防凝新鲜猪血液

中，在37℃和200 r／min摇床中发酵72 h，发酵液

过滤，利用高效液相色谱仪(HPLC)测定游离氨基

酸含量，结果见表2。

表2游离氨基酸质量浓度测定结果

Tab．2 Determination of free amino acids content

氨基酸

种类

血液中游离氨基酸质量浓度／(mg／dL)

猪血液 发酵血液 发酵血液

注：以上数据由中科院亚热带农业生态研究所测试

由表2可知，在Hb发酵液中，短小芽孢杆菌所

降解的游离氨基酸总量较未发酵血液提高

191．08％，比自然菌株提高6．10％；从氨基酸种类

分析得出，人体所必需的8种氨基酸中的异亮氨

酸、亮氨酸、蛋氨酸、赖氨酸、缬氨酸含量增加，其中

蛋氨酸等含量增幅最大，提高率在90％以上。而苏

氨酸、谷氨酸、脯氨酸、精氨酸与未发酵血液中同类

氨基酸相比分别下降了360％、1．08％、340％和

485．71％。

3 结 语

1)从被畜禽血液污染的土样中分离筛选获得

的降解Hb能力最强的菌株，其菌株菌落特征为单

菌落，白色，圆形，不透明，表面光滑，潮湿，有光泽，

边缘整齐有规则，菌落向外凸出，生长在培养基表

面；其菌株个体形态特征：单菌落革兰氏染色后镜

检为G+，短杆菌，芽孢呈椭圆型，不明显膨大，芽孢
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中生或次中生，多为两端。诱变菌株菌落特征为单

菌落，乳白色，圆形，不透明，表厩光滑，潮湿，有光

泽，边缘整齐有规则，菌落向外凸出，生长在培养基

表面；诱变菌株菌体形态为单菌落，革兰氏染色后

镜检为G十，短杆菌，芽孢呈椭圆，不明显膨大，芽孢

中生或次中生，多为两端，菌体体积比自然菌株小。

2)采用PCR扩增法测定诱变菌种16S rDNA

的序列，利用Neighbor-joining方法对其16S rD-

NA序列分析，并鉴定诱变菌株为短小芽孢杆菌

(B．pumilus)，利用二阶导数红外光谱法探测到的

分子结构具有短小芽孢杆菌(B．pumilus)典型分子

结构特征。

3)通过测定H b发酵降解产物及产蛋白酶活
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