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血红蛋白降解菌的分离筛选与鉴定

陶艳华1，
(1．南京农业大

姚大伟1， 王政1， 郭士兵1， 李臻兴2， 杨德吉¨

学动物医学院，江苏南京210095；2．江西省种鸡场，江西南昌330220)

摘 要：为了从环境中筛选高效降解血红蛋白的菌株，采用鲜血琼脂平板，以产生溶血圈比值大小

为判定标准，从南京某屠宰场下水道中分离到一株具有较强降解血红蛋白能力的茵株NJM4。经

形态学观察、生理生化测定和16S rRNA基因分析(GenBank登陆号为EU234500)，初步认为该菌

株为短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)。该菌株在血红蛋白溶液中可将其逐渐降解为小分子的多

肽。在血红蛋白发酵培养基中于37℃、120 r／min培养24 h，降解率迭53．64％。
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Isolation and Identification of Hemoglobin Degradation Microorganism
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Abstract：To obtain high efficient degradation bacteria of hemoglobin，strain NJM4 from

slaughterhouse sewer in Nanjing was isolated by blood agar plate．The ability of degeneration

hemoglobin was assessed by hematolysis circle ratio．Initially，the strain was identified as

Bacillus pumitus based On morphology observation，physicochemical characteristics and 1 6S

rRNA sequence analysis(GenBank ID：EU234500)．The results showed that the hemoglobin

cOHld be degraded into small molecular multi—peptides，and after 24 h incubation under 37℃，120

r／min．the degradation rate of hemoglobin could reach tO 53，64％．
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畜禽血液是一种宝贵的蛋白质资源。一方面

由于其蛋白质含量很高，如猪血中蛋白质占鲜血的

17％～20％。联合国粮农组织农业部在推荐开发

利用血粉的第32号报告中，把血粉与骨粉、肉粉、

鱼粉、动物下脚料做了较详细的比较，结果表明，血

粉的蛋白质含量最高，而且必须氨基酸全部具备；

另一方面，血粉的特殊营养价值与含铁高有关，血

内含铁量比现有的所有其他产品都高，而且铁吸收

率很高‘1|。虽然血粉中粗蛋白达79．9％，不过其中

难以消化的血红蛋白占70％以上。另外血红蛋白

相对分子质量大，动物缺乏专业性消化血红蛋白的

酶类，使得血粉中大部分蛋白质难以消化。目前血
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粉的工业化生产工艺仅能部分改善血红蛋白的消

化率，但难以解决消化率低的问题。目前饲料蛋白

质资源开始出现严重的短缺，其中最重要的饲料蛋

白质——鱼粉的产量这些年来一直在持续下降，价

格一路飙升。因此开发新的饲料蛋白质作为鱼粉

的替代品迫在眉睫，而将产量巨大的畜禽屠宰血液

用高效菌株发酵后作为优质蛋白饲料源，不失为最

佳途径之一L2-4J。

1材料与方法

1．1样品的采集

从南京双环屠宰场的下水道环境中采样。

1．2培养基

鲜血琼脂培养基：蛋白胨10．0 g，牛肉浸膏3．0

g，氯化钠5．0 g，蒸馏水1 000 mL，琼脂粉15．0 g，

新鲜血液50 mL，PH 7．4～7．6。

种子培养基：葡萄糖10．0 g，酵母膏5．0 g，蛋

白胨5．09，KH2 PO。1．0 g，Na2 C03 1．0 g，蒸馏水

1 000 mL，pH 7．0。

血红蛋白发酵培养基：葡萄糖4．0 g，磷酸氢二

钾0．4 g，氯化钠0．5 g，磷酸二氢钾0．6 g，硫酸镁

0．1 g，硫酸铁0．02 g，新鲜羊血红蛋白10．0 g，蒸馏

水1 000 mL，PH 7．0。

1．3主要仪器设备

隔水式恒温培养箱，日立H一7650透射电子显

微镜，PTC一200 PCR仪，Tanon GIS-2500凝胶成像

系统，TGL一16G台式离心机，wH一2微型旋涡混合

仪，DYC2—30型电泳槽，手提式压力蒸汽灭菌器等。

1．4方法

1．4．1 菌株分离 将采集的样品2 g加入到10

mL营养肉汤中，振荡1 min，静置5 rain，吸取上清

液接种到营养肉汤培养基，在37℃下培养48 h。

将培养后的细菌连续10倍稀释涂鲜血琼脂培养基

平板，在37℃下培养24 h。从各单菌落中判断产

生溶血圈比值的大小，对溶血圈比值较大的细菌进

行分离培养，重复3～5次，经镜检纯化为止。

1．4．2 茵落形态观察 菌落形态特征观察采用平

板直接观察法。

1．4．3 菌体形态观察 光学显微镜和透射电子显

微镜观察菌体的大小、形状及其特殊构造。

1．4．4生理生化反应鉴定 按文献[5]进行细菌

生理生化特性的鉴定。

1．4．5 细菌16S rRNA基因分析 煮沸法提取细

菌总DNAE6]，采用16S rRNA基因的通用引物进行

PCR反应[7]。上游引物：5。AGAGTTTGATCCT—

GGCTCAG-3’；下游引物：5，-AAGGAGGTGATC—

CAGCCGCA一37。用1 g／dI。的琼脂糖凝胶电泳鉴定

PCR产物。PCR产物由南京基天生物技术有限公

司测序分析。

1．4．6 血红蛋白降解效果观察 取经48 h扩大

培养后的种子培养液10 pL，接种于装有200弘L 50

g／L羊血红蛋白溶液的96孔培养板中，37℃下培

养36 h。分别采集0、10、18、24、36 h的液体培养

物，12 000 r／min离心5 rain，得到的上清液进行

SDS—PAGE电泳。

1．4．7血红蛋白降解率测定在血红蛋白发酵培

养基分别添加1％、2％、3％、4％的经48 h扩大培

养后的种子培养液，并在37℃、转速为120 r／rain

的摇床中连续培养。采用凯氏定氮法测定血红蛋

白降解率(血红蛋白降解率一可溶性氮／样品中总

氮×loo％)。

1．4．8 急性毒性试验选取18～22 g小白鼠分3

组，每组6只。第一组灌服菌液1 mL／只(4×1011

CFU／mL)；第二组灌服菌液1 mL／只(4×1010

CFU／mL)；第三组灌服菌液1 mL／只(4×109

CFU／mL)，连续观察7 d。

2 结 果

2．1菌株的筛选

从鲜血琼脂平板上筛选到一株溶血圈比值最

大的细菌，编号为NJM4。

2．2菌落形态特征

NJM4菌落呈乳白色，圆形，边缘不整齐，表面

光滑，有微皱褶突起，有光泽，不透明。

2．3菌体形态特征

NJM4为革兰氏阳性芽孢杆菌，芽孢位于菌体

中央，见图l。NJM4大小约0．5肛m×2．0弘m，周

生鞭毛。

图1 NJM4透射电镜图片(×6 000)

Fig．1 NJM4 TEM picture(×6 000)
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2．4细菌生理生化特性 心5 min，取上清液测可溶性氮质量浓度，见表2。

NJM4的生理生化特性见表1。

表1菌株NJM4与短小芽孢杆菌ATCC 14884的比较

Tab．1 Comparisons of phenotypie features of NJM4 and

ATCC 14884

+：阳性；一：阴性

2．5细菌16S rRNA基因分析

NJM4 16S rRNA基因扩增电泳结果显示，该

菌16S rRNA基因约1 500 bp，GenBank登录号为

EU234500。序列比较分析显示该细菌与短小芽孢

杆菌相似性达99．9％，结合细菌形态学观察，生理

生化特性鉴定，初步认为该菌株可能为短小芽孢杆

菌(Bacillus pumilus)。

2．6 血红蛋白降解产物SDS—PAGE电泳结果

如图2所示，10 h后血红蛋白(13 500)被降解

成小分子的多肽(8 700，7 400，5 400，3 600等)，

且随时间的增加，13 500，8 700，7 400，5 400的电

泳条带的密度逐渐减小，甚至消失。

2．7血红蛋白降解率

凯氏定氮法(GB／T 5009．5—1985)钡4定，取连续培

养24 h的血红蛋白降解产物10 mL。加入10％三氯

乙酸溶液10 mL混匀。静置30 rain，4 000 r／rain离

1～5：血红蛋白未接种NJM4的对照组，采样时间分别为0，10、

18、24、36 h；M：蛋白质相对分子质量标准(66 000、45 000、35

000、27 000、20 000、14 400、9 500、6 500、4100)；7～11：血红蛋白

接种NJM4的试验组，采样时间分别为0、10、18、24、36 h

图2 血红蛋白降解产物SDs-PAGE

Fig．2 The SDS-PAGE picture of Hb degradation prod-

ucts

表2血红蛋白降解率

Tab．2 Hemoglobin degradation rate

2．8急性毒性试验

经过一周的试验，各试验组小白鼠均未观察到

发病或死亡。

3 结 语

作者从南京双环屠宰场的下水道中分离得到

一株血红蛋白降解高效菌株NJM4(CGMCC

No．2337)，该菌株为革兰氏阳性芽孢杆菌，大小约

0．5 umX 2．0弘m，周生鞭毛，经形态学观察、生理生

化测定和16S rRNA基因分析(GenBank登陆号为

EU234500)，该菌株与短小芽孢杆菌相似性达

99．9％，初步认定该菌株可能为短小芽孢杆菌(Ba—

cillus pumilus)。

通过血红蛋白降解能力测定，证明了NJM4降

解血红蛋白能力较强，采用凯氏定氮法测定血红蛋

白降解率，培养24 h后血红蛋白降解率可达

53．64％。

作者筛选出的血红蛋白降解高效菌株NJM4

可使血红蛋白降解成易被消化吸收的多肽和氨基

酸等产物，可用于畜禽屠宰废弃血液资源的开发利

用，利用产量巨大的畜禽屠宰血液在高效菌株发酵
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后作为优质蛋白饲料源，特别是将血液蛋白转化成 持续发展，且具有广阔的应用前景。

饲料，不仅可以变废为宝、保护环境，还可以促进可
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