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产骨胶原蛋白酶菌种的筛选与鉴定

刘丽莉，　杨协力
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摘　要：从堆积骨骼的土样中经初筛、复筛和牛骨粉发酵实验，筛选出高产骨胶原蛋白酶的菌种

ＭＢＬ１３（酶活３６．８０±１．９３Ｕ／ｍＬ）。经形态学观察、生理生化特性、１６ＳｒＤＮＡ序列分析和傅里叶

红外测定细胞结构，鉴定该菌株为蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ），并经牛骨胶原蛋白的酶解对比

实验表明，ＭＢＬ１３所产的酶酶解骨胶原蛋白的能力强于标准品骨胶原酶Ｉ型（美国）。由于酶解后

产生的多肽条带并不是连续的，说明发酵液中的胶原蛋白酶对牛骨胶原蛋白的酶解具有特定的酶

切位点。
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　　胶原蛋白酶的研究始于１９世纪末。胶原蛋白

酶（Ｃｏｌｌａｇｅｎｏｌｙｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ）定义为在适当的ｐＨ值

和温度下，只切割活性胶原螺旋区或明胶而不作用

于其他蛋白底物的酶类［１］。然而，只有为数有限的

蛋白酶具有独特的特点可以引起胶原蛋白的降解。
胶原蛋白酶 按 照 其 来 源 可 分 为 微 生 物 胶 原 蛋 白 酶

和动物胶 原 蛋 白 酶［２］。胶 原 蛋 白 酶 在 医 学 上 可 用

于治疗异常 增 生，如 腰 椎 间 盘 突 出 症 等 疾 病，也 可

在细胞研究中应用于分离胃肠细胞、胰岛和上皮细

胞等，还可应用于胶原结构、生物合成的研究等，具

有重要的 理 论 研 究 意 义 和 应 用 研 究 价 值［３］。细 菌

胶原酶可分 泌 到 胞 外，通 过 发 酵 可 大 量 获 得，微 生



物来源 的 胶 原 酶 在 应 用 方 面 具 有 更 广 的 应 用 范

围［４］。
随着我国养殖业迅猛发展，屠宰所产生的副产

物是不可忽视的。骨骼是丰富的蛋白质资源，主要

成份是胶原 蛋 白，骨 胶 原 蛋 白 是 胶 原 蛋 白 的 一 种。
现今利用高 新 技 术 如 酶 技 术 对 庞 大 的 骨 资 源 进 行

深加工，开发新型的功能性骨胶原多肽具有十分重

要的经济 价 值 成 为 研 究 的 热 点［５］。作 者 从 堆 积 骨

骼的土样中筛选出骨胶原蛋白酶的产生菌株，以探

讨应用工 业 化 发 酵 大 规 模 生 产 该 酶 的 可 能。在 国

内外产骨 骼 胶 原 蛋 白 酶 菌 株 的 筛 选 尚 属 空 白。本

文筛选到的一株高产骨胶原蛋白酶菌株 ＭＢＬ１３，对
其进行鉴定，为应用微生物生产骨胶原蛋白酶奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　样品　堆 积 骨 骼 处 的 土 样，共３０份，采 自

洛阳、湖南等地。骨明胶购自衡水晶宇明胶有限公

司。

１．１．２　仪 器　ＺＨＷＹ－２１０２Ｃ型 立 式 双 层 恒 温 摇

床：上 海 智 诚 有 限 公 司 产 品；ＳＷ－ＣＪ－２Ｄ型 双 人 单

面净化工作台：苏州净化设备有限公司生产；ＹＭ７５
（Ｚ）不锈钢 立 式 电 热 蒸 汽 消 毒 器：上 海 三 申 医 疗 器

械有限 公 司 生 产；ＵＶ－１８００型 紫 外 可 见 分 光 光 度

计：日 本 岛 津 生 产；ＤＹＣＺ－２４ＤＮ型 双 垂 直 电 泳 仪：
北京六 一 仪 器 厂 生 产；ＨＤ－３０００型 核 酸 检 测 仪、恒

流泵、收集 器：上 海 嘉 鹏 科 技 有 限 公 司 生 产；ＪＳＭ－
６３９０扫描电镜：日 本 电 子 株 式 会 社 生 产；真 空 冷 冻

干燥机：ＬＡＢＣＯＮＣＤ，ＵＳＡ产品；超速冷冻离心机：

Ａｖａｎｔｉ　Ｊ－Ｅ，Ｂｅｃｋｍａｎ　ｃｏｕｌｔｅｒ，ＵＳＡ产品。

１．１．３　试剂　可溶性Ｉ型胶原（Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｔｙｐｅ　Ｉ　ｃｏｌ－
ｌａｇｅｎ　ｆｒｏｍ　ｃａｌｆｂｏｎｅ）和骨胶原酶Ｉ型（酶活大于１２５
Ｕ／ｍｇ）均购自Ｓｉｇｍａ公 司；电 泳 所 需 的 生 化 试 剂

为超纯试剂，分别购自美国Ｓｉｇｍａ公司和Ｆｌｕｋａ公

司；低分子质量标准蛋白购自上海升正生物技术公

司；其他试剂均为分析纯。

１．１．４　培养基

１）种子 培 养 基 为 ＬＢ培 养 基（营 养 肉 汤 培 养

基）（１　０００ｍＬ）：牛肉 膏１０ｇ，蛋 白 胨１０ｇ，ＮａＣｌ　５

ｇ，ｐＨ７．２。

２）富集培养基（１　０００ｍＬ）：骨明胶５ｇ，ＮａＣｌ　５
ｇ，蛋白胨５ｇ，ｐＨ　７．２～７．５。

３）初筛培养基（１　０００ｍＬ）：骨明胶２０ｇ，ＮａＣｌ
０．１ｇ，葡萄糖５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，ｐＨ　７．２～７．５。

４）复筛培养基（１　０００ｍＬ）：葡萄糖２０ｇ，酵母

粉１．５ｇ，胰蛋白胨１０ｇ，ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ　０．５ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ　２．５ｇ，ＣａＣ１２０．０５ｇ，ｐＨ　７．０～
７．２［６］。

５）固 体 培 养 基：在 上 述 液 体 培 养 基 中 加 入

２．０％琼脂，即相应固体培养基。

１．２　实验方法

１．２．１　菌 种 分 离　采 集 土 样１．０ｇ，加 至１００ｍＬ
无菌水中制成悬浮 液，充 分 振 荡 后 取１ｍＬ悬 浮 液

加入装有富集培养基的三角瓶中，１８０ｒ／ｍｉｎ，３７℃
培养４８ｈ。然后在平板培养基上划线分离，于３７℃
培养２～３ｄ，长 出 菌 落 后，挑 单 一 菌 落 转 接 到 斜 面

培养基上。

１．２．２　菌种筛选

１）初筛：将富集培养液梯度稀释涂布于初筛培

养基的平板上，３７℃培养４８ｈ，滴加酸性汞试剂在

菌落周围，如 菌 落 周 围 出 现 透 明 圈 者 为 阳 性。（酸

性汞试剂：ＨｇＣｌ２１５ｇ，浓 ＨＣｌ　２０ｍＬ，加蒸馏水至

１００ｍＬ）。

２）复筛：选取透明圈直径与菌落直径之比较大

的菌株，接种于种子培养基中，摇瓶培养１２ｈ，按体

积分数６％的 接 种 量 转 入 复 筛 培 养 基，１８０ｒ／ｍｉｎ，

３７℃培养４８ｈ。４　０００×ｇ，１０ｍｉｎ离心，取上清液

测菌株产骨胶原蛋白酶的活力［７－８］。

３）牛骨粉发酵实验：新 鲜 牛 骨→修 整、破 碎→
加热熬煮去脂→去骨髓、骨油→高压蒸煮脱脂→风

干→超微粉碎→过筛，获取１００目骨粉颗粒

将８ｇ牛骨粉装入２５０ｍＬ三角瓶内（料液比为

１∶６（ｇ∶ｍＬ）），然后在１２１℃灭菌３０ｍｉｎ后，将筛

选菌株按体积分数６％的接种量接种于牛骨粉培养

液中，在３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下发酵培养５４ｈ。
测定骨粉溶 液 的 游 离 氨 基 态 氮 含 量 和 胶 原 蛋 白 降

解率；筛选出降解能力最强的菌株。

１．２．３　菌种鉴定

１）菌株的形态学与生理生化特 征 分 析：按《常

见细菌系统 鉴 定 手 册》与 微 生 物 实 验 手 册，进 行 培

养和生理生化特征的观察［９］。

２）１６ＳｒＤＮＡ序列测定与系统发育分析：细菌

总ＤＮＡ的抽提方法参照《精编 分 子 生 物 学 实 验 指

南》［１０］。上游 引 物 序 列（２７Ｆ）：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ－
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ，下 游 引 物 序 列（１４９２Ｒ）：ＴＡＣＧＧ
（Ｃ／Ｔ）ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ。ＰＣＲ 反 应 体 系

（２５μＬ）为：１０×ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，２５μｍｏｌ／Ｌ 的

ＭｇＣｌ２　０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　０．５μＬ，上游引
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物１μＬ，下游引 物１μＬ，ＤＮＡ　０．５μＬ，５ｕ／μＬ的

Ｔａｑ酶０．５μＬ，超 纯 水１７．５μＬ。１６ＳｒＤＮＡ 的

ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ，然后９４℃变

性３０ｓ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，总共３５
个循环。最后，７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃维持。得到的

ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳检测，条带回收

后 由 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 完 成。
对测序得到的核苷酸序列，在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进

行相似序列 检 索，用Ｃｌｕｓｔａｌｘ软 件 进 行 序 列 分 析，
应用Ｐｈｙｌｉｐ－３．６软件构建系统发育树［１１］。

３）细胞结 构 检 测：红 外 光 谱 法：在３００ｍＬ的

三角瓶装入１００ｍＬ培养液，接种经活化５代的测

定菌株３环。在１８０ｒ／ｍｉｎ摇床上３７℃培养，将培

养２ｄ的 种 子 发 酵 液 于１０　０００×ｇ，４ ℃离 心３０
ｍｉｎ，获得菌体，然后用０．９ｇ／ｄＬ的ＮａＣｌ溶液洗涤３
次。冷冻干燥后，取少量菌体掺入溴化钾压片测定４
０００～４００ｃｍ－１红外光谱，光谱分辨率为４ｃｍ－１，信号

扫描累加６４次，得到菌体的红外光谱［１２］。

１．２．４　牛 骨 胶 原 蛋 白 的 酶 解 实 验　筛 选 到 的

ＭＢＬ１３菌 接 种 于 种 子 培 养 基 中，３７℃培 养４８ｈ
后，４　０００×ｇ，１０ｍｉｎ离 心 取 上 清 液６ｍＬ，加 入 到

２．０ｇ经１２１℃灭菌２０ｍｉｎ的牛骨胶原蛋白中，室

温放置１～３ｄ，其间每隔６ｈ振荡１次，观察牛骨胶

原蛋白的酶解的情况，并对酶解后产生的多肽液进

行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。实验以 配 制 相 同 酶 活 的 购 自

美国的骨胶原酶Ｉ型标准品作对照试验。
牛骨胶原蛋白制备：商品牛长骨→清洗→剔除

肌肉、腱、软 骨、海 绵 骨、骨 膜 等→砸 碎（１ｃｍ×２
ｃｍ）→水 洗、沥 干→乙 醚 回 流 脱 脂→０．４８ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ脱矿物质→粗 骨 胶 原 蛋 白→酸 提→透 析→冷

冻真空干燥→牛骨胶原蛋白

１．２．５　骨胶原蛋白酶活性的测定方法　采用茚三

酮显色法［１３］。取０．０１ｍＬ酶 液，加 入２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　７．５）缓冲溶液溶解的１ｍｇ／ｍＬ可溶

性Ｉ型胶 原０．３ｍＬ，３７℃反 应３０ｍｉｎ，然 后 加 入

０．６ｍＬ　１０％三氯乙酸（ＴＣＡ）终止反应，以 先 加 终

止液的相同反应物为对照，反应物１０　０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，取上清液０．２ｍＬ加入０．５ｍＬ茚三酮显色

溶液，充分混合后，盖住试管口，在１００℃水浴中加

热１５ｍｉｎ，冰水冷却５ｍｉｎ后，加入２．５ｍＬ　６０％丙

醇稀释。充分混匀后，５７０ｎｍ处比色。
酶活力单位定义为：在３７℃，ｐＨ　７．５条件下，

每分钟水解胶原产生相当于１μｍｏｌ亮氨酸的酶量

为１个酶活力单位（Ｕ）。

１．２．６　牛骨粉的游离氨基态氮含量和牛骨胶原蛋

白降解率　游离氨基态氮含量的测定：双指示剂甲

醛电位滴定 法；总 氮 含 量 测 定：用 凯 氏 定 氮 法 测 定

发酵液中的总氮含量；可溶性氮测定：取发酵液１０
ｍＬ加入质量分数为１０％三氯 乙 酸 溶 液１０ｍＬ与

之混合，放置３０ｍｉｎ后在转速５　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０
ｍｉｎ，用凯 氏 定 氮 法 测 定 上 清 液 中 可 溶 性 氮 的 浓

度［１４］。
胶原蛋白降解率（％）＝可溶性氮／样品中的总

氮含量×１００％

２　结果与讨论

２．１　菌种的筛选

２．１．１　初筛　以骨胶原为唯一的氮源，筛选到１２０
株 能 利 用 骨 胶 原 蛋 白 的 菌 株，其 中 绝 大 部 分 为 细

菌。在产生水解圈的菌株中，水解圈直径与菌落直

径之比大于３．０的菌株有９株。在培养４８ｈ和６０
ｈ后，测得其水解圈直径、菌落直径及水解圈直径与

菌落直径比值见表１所示。
表１　初筛菌的菌落与水解圈的大小

Ｔａｂ．１　Ｄｉａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃｒｅｅｎｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｃｉｒｃｌｅｓ

菌株
编号

水解圈直径／ｍｍ
４８ｈ ６０ｈ

菌落直径／ｍｍ
４８ｈ ６０ｈ

水解圈直径／菌落直径（Ｄ）

４８ｈ ６０ｈ

ＭＢＬ１　 ７±０．５３ｄ　 １１±０．２１ｇ　 １±０．０３ｄ　 １．５±０．０２ｆ　 ７±０．０４ｃ　 ７．３３±０．０７ｂ

ＭＢＬ４　 １２±０．７８ｂ　 １９±０．２４ｄ　 ２±０．０４ｃ　 ３±０．０２ｄ　 ６±０．０４ｄ　 ６．３±０．０４ｄ

ＭＢＬ７　 １２±０．４５ｂ　 １７±０．３４ｅ ３±０．０１ｂ　 ５±０．０１ｂ　 ４±０．０２ｆ　 ３．４±０．０１ｇ

ＭＢＬ１３　 ２１±０．９６ａ ３０±１．０２ａ ２±０．０２ｃ　 ３±０．０３ｄ　 １０±０．２３ａ １０±０．２３ａ

ＭＢＬ１４　 ８±０．１２ｃｄ　 １５±０．６４ｆ　 １±０．０１ｄ　 ２±０．０１ｅ　 ８±０．１４ｂ　 ７．５±０．２１ｂ

ＭＢＬ１５　 ２１±０．７３ａ ２８±０．９３ｂ　 ３±０．０３ｂ　 ４±０．０２ｃ　 ７±０．１６ｃ　 ７±０．０６ｃ

ＭＢＬ１８　 ９±０．１４ｃ　 １７±０．３３ｅ　 ２±０．０２ｃ　 ４±０．０３ｃ　 ４．５±０．０３ｅ　 ４．２５±０．０３ｅ

ＭＢＬ１９　 ４±０．０５ｅ　 １０±０．４１ｈ　 １±０．０１ｄ　 ３±０．０１ｄ　 ４±０．０２ｆ　 ３．３±０．０１ｇ

ＭＢＬ３１　 ２０±０．８５ａ ２３±０．７６ｃ　 ５±０．０１ａ ６±０．０４ａ ４±０．０１ｆ　 ３．８３±０．０２ｆ

　注：不同的小写字母上标表示有显著水平差异（Ｐ＜０．０５）。
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　　经表１结果分析可知，这９个菌株之间不同程

度地在 统 计 学 分 析 上 存 在 着 显 著 性 的 差 异（Ｐ＜
０．０５），尤其是培养６０ｈ以后比值Ｄ，９个菌株之间

都 存 在 显 著 性 差 异（Ｐ＜０．０５）。其 中３株 细 菌

ＭＢＬ１、ＭＢＬ１３和 ＭＢＬ１４菌株产酶能力较强，培养

４８ｈ和６０ｈ后水解圈的直径与菌落直径之比大于

７．０。初筛出这３株菌进行下一步筛选试验。

２．１．２　菌株的复筛和牛骨粉发酵的筛选实验结果

　为便于筛选的菌株用于骨粉发酵，所以针对以上

筛选的３株 菌 进 行 了 产 胶 原 蛋 白 酶 的 酶 活 测 定 及

用于牛骨粉发酵，同时测定游离氨基酸态氮和胶原

蛋白降解率，从中最终确定用于牛骨粉发酵降解的

产胶原蛋白酶最强的自然菌株。

表２　降解牛骨胶原蛋白菌株的筛选

Ｔａｂ．２　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ｔｈａｔｄｅｇｒａｄｅｄ　ｂｏｖｉｎｅ　ｂｏｎｅ

ｃｏｌｌａｇｅｎ

菌株
编号

胶原蛋白酶
的酶活／
（Ｕ／ｍＬ）

游离氨基酸
态氮／
％

胶原蛋白
降解率／％

ＭＢＬ１　 ２８．２７±１．７８ｂ　 ２．６４±０．０９ｂ　 １３．９８±０．１４ｂ

ＭＢＬ１３　 ３６．８０±１．９３ａ ４．１２±０．１０ａ １６．３７±０．０９ａ

ＭＢＬ１５　 ２６．１２±１．９５ｂ　 ２．４５±０．０８ｂ　 １０．９５±０．１０ｃ

　注：不 同 的 小 写 字 母 上 标 表 示 有 显 著 水 平 差 异（Ｐ＜
０．０５）。

　　根据表２中３菌株对牛骨粉进行发酵实验结果

分析表明，３菌株在对骨 胶 原 蛋 白 降 解 率 指 标 上 存

在着显著性的差 异（Ｐ＜０．０５），而 对 于 酶 活 和 游 离

氨基酸态 氮 指 标，ＭＢＬ１和 ＭＢＬ１５之 间 没 有 显 著

性差异（Ｐ＞０．０５），而编号为 ＭＢＬ１３所测定的胶原

蛋白酶活力最强，达到（３６．８０±１．９３）Ｕ／ｍＬ；且游

离氨基酸态氮 和 胶 原 蛋 白 降 解 率 都 为３菌 株 中 的

最 大 值，分 别 为 （３．９２±０．１０）％ 和 （１５．９７±
０．０９）％。此结果表明菌株的降解骨粉的能力与产

胶原蛋白 酶 活 之 间 存 在 着 正 相 关 性。分 析 原 因 是

由于在发酵过程中菌株分泌胶原蛋白酶，将大分子

量胶原蛋白降解成氨基酸和小分子量的肽类，从而

导 致 胶 原 蛋 白 含 量 下 降，游 离 氨 基 酸 态 氮 含 量 上

升。因此，确定 ＭＢＬ１３作 为 筛 选 到 的 产 骨 胶 原 蛋

白酶菌株。

２．２　ＭＢＬ１３菌株鉴定及生理生化特性

２．２．１　形态特 征　在 复 筛 固 体 培 养 基 上，菌 株 的

菌落为圆型、隆 起、灰 白 色、不 透 明、大 蜡 滴 样 状 菌

落。光学显微镜和扫描电镜下观察，菌体呈单个杆

状，无荚膜，有 芽 孢，革 兰 氏 染 色 为 阳 性 菌；菌 株 菌

长２μｍ，宽０．５６μｍ（见图１）。

图１　光学显微镜下ＭＢＬ１３菌的Ｇ染色和扫描电镜图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　Ｇ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　ａｎｄ　ＳＥＭ　ｐｈｏ－
ｔｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ＭＢＬ１３

２．２．２　ＭＢＬ１３菌株的生理生化特征　以枯草杆菌

为对照，对 ＭＢＬ１３的部分生理生化特征进行实验，
结果见表３。

表３　ＭＢＬ１３菌株的部分生理生化特征

Ｔａｂ．３　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏ－ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ

ＭＢＬ１３ｓｔｒａｉｎ

项目 ＭＢＬ１３ 枯草芽孢杆菌

生
长
温
度

２５℃ ＋ ＋

３７℃ ＋ ＋

４６℃ ＋ ＋

革兰氏反应 ＋ ＋

抗溶菌酶 ＋ ＋

过氧化氢酶 ＋ ＋

Ｖ．Ｐ反应 ＋ ＋

Ｖ．Ｐ反应的ｐＨ值 ５．９２－６．４８　 ６．０－６．４

ｐＨ＝５．７营养肉汤的生长 ＋ ＋

还原ＮＯ３－ ＋ ＋

淀粉水解 ＋ ＋

明胶水解 ＋ ＋

干酪素分解 ＋ ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋

　
耐
盐
性

２ｇ／ｄＬ ＋ ＋

５ｇ／ｄＬ ＋ ＋

７ｇ／ｄＬ ＋ ＋

１０ｇ／ｄＬ － －

产
酸
产
气

碳
源
利
用

葡萄糖 ＋ ＋

麦芽糖 ＋ ＋

乳糖 ＋ ＋

蔗糖 ＋ ＋

Ｄ－木糖 － ＋

Ｄ－甘露醇 － －

阿拉伯糖 － －

　注：阳性：“＋”，阴性：“－”。
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　　根据以 上 ＭＢＬ１３菌 的 形 态、部 分 生 理 生 化 测

定，根据伯杰氏细菌鉴定手册（第八版）（ＲＥ布坎南

和Ｎ　Ｅ吉本斯，１９８４）可初步把 ＭＢＬ１３菌株定为芽

孢杆菌属。为进一步证明菌株分类地位的可靠性，
进行了分子鉴定。

２．２．３　１６Ｓ　ｒＤＮＡ序列与发育树分析　１６ＳｒＤＮＡ
序列是细菌分子鉴定的重要指标，是细菌现代分类

的基石。获得菌株部分长度１６ＳｒＤＮＡ序列（１　４３６
ｂｐ），向ＧｅｎＢａｎｋ递交该序列（登录号：ＤＱ１４８９１４），
通过Ｂｌａｓｔ程 序 与 ＧｅｎＢａｎｋ中 核 酸 数 据 进 行 对 比

分 析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ），利

用ＲＤＰⅡ数 据 库（ｈｔｔｐ：／／ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ）与 软

件Ｐｈｙｌｉｐ－３．６构建系统发育树，结果见图２。

　　分离菌株 ＭＢＬ１３与Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ和Ｂａｃｉｌ－
ｌｕｓ　ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ　ｓｔｒ．Ａｌ　Ｈａｋａｍ的１６ＳｒＤＮＡ 的

相似性水平达 到９８％以 上，但 结 合 菌 株 的 形 态 学

和生理学特性，可基本确定分离的菌株为蜡样芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）。

２．２．４　细胞结构检测　由于红外光谱素有分子指

纹之称，采用傅里叶变换红外光谱非破坏性分析筛

选到的菌株细胞结构，在４　０００～４００ｃｍ－１，信 号 扫

描累加６４次，获得完整细胞组分的红外光谱信息，
经ＯＭＮＩＣ５．１软件进行二阶导数转换处理，结果见

图３。

图２　系统进化发育树结构图

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＭＢＬ１３

Ｃ：荚膜；Ｅ：芽孢；Ｐ：多聚－β－羟基丁酸粒

图３　ＭＢＬ１３菌的二阶导数红外光谱图

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｃｏｎｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ＭＢＬ１３Ｓｔｒａｉｎ
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　　图３红 外 光 谱 图 同 时 表 达 了 多 聚－β－羟 基 丁 酸

粒（ＰＨＢ）、芽孢和荚膜的特征吸收峰。筛选到的菌

株分别在１　６０１ｃｍ－１和１　４０３ｃｍ－１附近显示出反对

称 和 对 称 的 羧 基 伸 缩 振 动 吸 收 峰，显 现 出 荚 膜 和

（或）芽孢的存在。这种具有多肽荚膜结构的 特 征

光谱在芽孢杆菌属，如：枯草芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌、凝结芽孢杆菌的光谱图中均同样存在。在１　７４０
ｃｍ－１附近有一个很明显的酯基吸收峰，是ＰＨＢ的主

要特征吸收峰［１５］。因此，从红外光谱图分析表明该

测定菌种完全符合蜡样芽孢杆菌的细胞结构特征。

２．３　牛骨胶原蛋白的酶解实验

将筛选 到 的 ＭＢＬ１３菌 进 行 液 体 培 养，将 其 发

酵液离心取上清液６ｍＬ，测定其酶活，然后对２．０ｇ
的牛骨胶 原 蛋 白 作 室 温 酶 解。同 时 以 相 同 酶 活 的

骨胶原酶Ｉ型标准品为对照组。实验表明该菌所产

的酶在１２ｈ开 始 酶 解 牛 骨 胶 原 蛋 白，２４ｈ酶 解 过

半，３６ｈ后 完 全 酶 解。标 准 对 照 组１６ｈ才 开 始 酶

解，且３６ｈ后酶解不完全。对酶解后的牛骨多肽液

进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（见图４）。

１．ＭＢＬ１３酶酶解３６ｈ的胶原多肽液；２．标准骨胶原酶酶解

３６ｈ的胶原多肽液；３．标准蛋白质

图４　酶解牛骨胶原蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｎｇ　ｃｏｌｌａｇｅｎ

ｏｆ　ｂｏｖｉｎｅ　ｂｏｎｅ

　　从图４可 知，在 ＭＢＬ１３的 酶 的 多 肽 液 中 大 部

分多肽条带 的 分 子 量 低 于 标 准 品 酶 骨 胶 原 酶Ｉ型

（对照组）。因 此，结 果 表 明 ＭＢＬ１３所 产 的 酶 酶 解

骨胶原蛋白的能力强于标准品骨胶原酶Ｉ型。由于

酶解后产生的多肽条带并不是连续的，说明发酵液

中的胶原蛋白酶对牛骨胶原蛋白的酶解是特异的，
具有特定的酶切位点。

３　结　语

胶原蛋白酶是一种经济价值较高的蛋白酶种，
国外胶原蛋 白 酶 的 产 生 菌 都 是 通 过 以 胶 原 或 重 组

胶原（ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｄｅ　ｃｏｌｌａｇｅｎ）为 底 物 筛 选 模 型 获 得

的，但这种方法涉及胶原的提取，操作复杂，胶原极

易变性，成本较高。本研究利用骨明胶为唯一氮源

的选择培养基，从堆积骨骼处筛选到一株高产胶原

蛋白酶的菌株 ＭＢＬ１３，通过形态、生理生化和分子

生 物 学 的 鉴 定，并 经 过 红 外 光 谱 对 其 细 胞 结 构 检

测，表明该菌株为蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ），
其产酶酶活为３６．８０Ｕ／ｍＬ。对牛骨胶原蛋白酶解

表明该菌所产的为骨胶原蛋白酶，其酶解能力强于

市场购买的标准骨胶原酶Ｉ型；且酶解具有特异性，
有特 定 的 酶 切 位 点。因 此，有 重 要 的 研 究 开 发

价值。
研究从堆 积 骨 骼 的 土 样 中 筛 选 到 的 降 解 专 用

菌株，为开发骨骼深加工提供新的思路。针对骨骼

的酶解研究，相 关 报 道 很 多，但 有 关 骨 专 用 的 胶 原

蛋白酶的 报 道 却 很 少。且 目 前 我 国 有 关 胶 原 蛋 白

酶的生产，成 本 高，产 量 有 限，限 制 了 该 酶 的 应 用。
本文的研究 为 解 决 工 业 化 生 产 胶 原 蛋 白 酶 提 供 了

新型的专用生产出发菌，对我国酶制剂工业的发展

有着积极的意义。
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