
粮油食品科技 第２４卷 ２０１６年 第１期 生物工程

８１　　　

棉酚脱除菌株的筛选及
棉粕混菌固态发酵研究
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摘　要：棉籽饼粕是一类重要的蛋白饲料资源，但棉粕中有毒物质游离棉酚的存在影响了其在畜牧
业中的使用。通过醋酸棉酚与菌株共培养的方法，筛选获得了一株在液体培养条件下棉酚脱除率

达９０％以上的菌株ＳＴ－１４１，通过１６ＳｒＤＮＡ序列比对分析和Ｂｉｏｌｏｇ微生物鉴定，确定该菌株为枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。利用该菌株与酿酒酵母Ｎ５对棉粕进行混菌固态发酵，３０℃发酵４８
ｈ后棉粕中游离棉酚脱除率达４８５％，同时粗蛋白含量增加１９％，氨基酸总量上升２２２％，必需氨
基酸含量增加２８４％，表现出良好的棉籽饼粕固态发酵应用潜力。
关键词：棉粕；游离棉酚；枯草芽孢杆菌；固态发酵
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　　我国是产棉大国，２０１４年全国棉花产量为６００
多万ｔ，所产棉粕４００万ｔ左右。棉粕含有丰富的蛋
白质，粗蛋白含量在３８％ ～５０％之间，与豆粕相当，
此外还富含维生素 Ｅ和维生素 Ｂ族中的硫胺素成
份，磷含量在１０％以上［１－２］。但到目前为止，棉粕

在饲料中的应用仍存在着添加比例低、适用范围窄

等问题，而造成这些问题的最主要原因就是棉粕中有

毒物质棉酚的存在。棉酚是一种存在于棉花中的多

酚萘衍生物，按其存在形式分为游离棉酚和结合棉

酚，一般认为游离棉酚是造成棉粕毒性的主要原因，

游离棉酚分子结构中含有活泼的醛基与羟基，能与蛋

白等物质发生某些反应，且被动物摄入后不能被完全

排出，会在动物体内累积，对动物的生长、发育、繁殖

具有一定毒害作用［３－７］。因此世界许多国家和地区

对使用棉粕作为饲料时的棉酚含量进行了限定。
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目前棉籽饼粕的脱毒方法主要有物理法、化学

法和微生物法，物理脱毒法包括热处理法、旋液分离

法等，化学脱毒法包括硫酸亚铁法、碱处理法、尿素

处理法、氧化法等，这些方法普遍存在着处理后棉粕

中某些氨基酸组分损失、后处理困难、能耗高、适口

性及色泽较差等问题［８－１０］。微生物发酵法脱除棉

酚是人们根据牛、羊等反刍动物对棉籽饼粕中的棉

酚有较强的耐受能力及霉变的棉籽饼中棉酚含量非

常低这些现象的基础上研究发展起来，具有脱毒率

高、发酵时间短、成本低、工艺简单等特点，发酵过程

还可以改善棉籽饼粕营养及适口性，降解棉粕中不

易被动物吸收的大分子蛋白质为活性肽［１１－１７］，如果

利用益生菌进行发酵，不仅具有上述优势，对于改善

动物肠道微生态也具有一定效果［１８］。目前国内利

用微生物脱除棉酚的研究主要集中在脱除棉酚菌株

的筛选、鉴定以及发酵工艺条件优化等方面，虽已取

得了一些成果，仍然存在发酵前后高温处理造成棉

粕营养被破坏、微生物脱毒机理不明等问题。

本研究利用醋酸棉酚与菌株９６孔板共培养的
方法进行高通量筛选，并将筛选获得的菌株与酵母

复配，对棉粕进行固态生料发酵，降低游离棉酚含

量，改善棉粕营养水平，为发酵棉粕的生产和应用提

供新菌株和研究基础。

１　材料与方法
１１　材料和试剂
１１１　原料和试剂

原料：棉粕，山东青岛，其干物质中游离棉酚含

量为１６００ｍｇ／ｋｇ，粗蛋白５０２ｇ／１００ｇ，氨基酸总量
４１８ｇ／１００ｇ；葡萄糖，市售；麸皮，市售。

主要试剂：牛肉膏、马铃薯浸出粉，北京奥博星

公司；色谱纯乙腈，Ｄｉｋｍａ公司；醋酸棉酚标准品，陕
西斯诺特生物公司；间苯三酚、ＰＣＲ产物纯化试剂
盒，上海生工生物工程有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
ｄＮＴＰ、ｐＭＤ１８－Ｔ质粒，ＴａＫａＲａ公司；引物 ２７Ｆ、
１４９５Ｒ，英潍捷基公司。
１１２　菌株

以本实验室保藏的，从山东、河南采集的棉籽油

厂、棉田土壤及棉花植株等样品中分离纯化的菌株，

以及中国农业大学食品科学与营养工程学院９８５平
台菌种保藏与应用中心菌株为对象进行筛选。枯草

芽孢杆菌ＳＴ－１４１是从中国农业大学食品科学与营
养工程学院９８５平台菌种保藏与应用中心筛选获得
的菌株；产朊假丝酵母 Ｙ１、酿酒酵母 Ｎ５、酿酒酵母
Ｎ３１是本实验室筛选保藏的适用于发酵饲料的菌株。
１１３　培养基

９６孔板筛选液体培养基：牛肉膏１ｇ／Ｌ，蛋白胨

１０ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ，ｐＨ７２～７４，１２１℃灭菌３０
ｍｉｎ。使用时加入一定量的醋酸棉酚丙酮溶液，使醋
酸棉酚终浓度为０５ｇ／Ｌ。

种子培养基１（培养芽孢杆菌，ＮＢ培养基）：牛
肉膏５ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ，ｐＨ７２－
７４，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

种子培养基２（培养酵母菌，ＰＤＡ培养基）：马铃
薯浸出粉６ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，自然 ｐＨ，１１５℃灭
菌３０ｍｉｎ。

棉粕固态发酵培养基：棉粕（粉碎过３０目筛）
９５％，葡萄糖２％，麦麸２％，硫酸铵１％。
１２　实验仪器与设备

高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓ５１５／７１７／４７４，美国
Ｗａｔｅｒｓ公司；控温控湿摇床：ＩＳＦ１－Ｘ，ＡｄｏｌｆＫｕｈｎｅｒ
公司；高速离心机：５８１０Ｒ，德国艾本德股份公司；
ＰＣＲ仪：２２３３１，德国艾本德股份公司；Ｂｉｏｌｏｇ微生物
鉴定仪、Ｂｉｏｌｏｇ鉴定板：美国 Ｂｉｏｌｏｇ公司；酶标仪：美
国ＢｉｏＴｅｋ公司；电热恒温培养箱、普通摇床：上海一
恒科技公司。

１３　实验方法
１３１　菌株筛选

从菌种平板上挑取单菌落接入５ｍＬ种子培养
基１中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养９ｈ。将加入
醋酸棉酚的筛选液体培养基按每孔４００μＬ分装到
９６孔深孔板中，然后以５％接种量接入上述种子培
养液，３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ、８５％湿度条件下培养４８ｈ，
利用ＨＰＬＣ检测棉酚含量，以未接种并含有相同浓
度棉酚的培养基为对照。

１３２　棉粕固态发酵
１３２１　固态发酵种子液制备

从菌种平板上挑取单菌落接入５ｍＬ种子培养
基１中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养６ｈ后以１５％
接种量接种到５０ｍＬ种子培养基１中，３７℃、２００ｒ／
ｍｉｎ条件下培养７ｈ后作为固态发酵种子液。
１３２２　单菌固态发酵

将活化后种子液以２０％接种量接种到棉粕固
态发酵培养基中，料水比１∶０５，ｐＨ自然，置于 ３０
℃恒温培养箱培养４８ｈ，每１２ｈ翻料一次，发酵结
束后于４５℃下烘干６ｈ粉碎分析测定。
１３２３　混菌固态发酵

同单菌发酵条件，两种或三种不同菌株按等比

例接种。

１３３　棉酚的提取和检测
１３３１　液体培养醋酸棉酚的提取和检测

提取：取待测样品，１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５
ｍｉｎ，弃上清，加入等体积丙酮，充分混合使其完全浸



粮油食品科技 第２４卷 ２０１６年 第１期 生物工程

８３　　　

提。１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，取其上清进行
ＨＰＬＣ检测，对照做同样处理。

检测：安捷伦 Ｃ１８柱（５０μｍ，１５０×４６ｍｍ）；
流动相，乙腈∶水 ＝８０∶２０，磷酸调至 ｐＨ３；流速１０
ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ；检测波长２３５ｎｍ。
１３３２　棉粕中游离棉酚的提取和检测

游离棉酚提取：美国油脂化学家协会明确定义

“凡能被７０％丙酮水溶液提取的棉酚及其衍生物统
称为游离棉酚”，因此选用７０％丙酮水溶液冰水浴
超声９０ｍｉｎ提取游离棉酚，料液比为１∶１５。

检测：采用间苯三酚法［１９］。

１３４　菌种鉴定
１３４１　菌株１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增和序列分析

ＰＣＲ采用细菌 １６ＳｒＤＮＡ通用引物 ２７Ｆ（５′－
ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和 １４９５Ｒ（５′－
ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′）。利用 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司的基因组 ＤＮＡ纯化试剂盒提取所筛选菌株的
基因组 ＤＮＡ，以基因组 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ，ＰＣＲ
扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，７２℃延伸１５ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增片段纯化后连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ载
体上，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α。重组质粒由英潍捷基（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）公司进行测序，所得序列分别于 ＮＣＢＩ和
ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ网站进行核苷酸比对分析。
１３４２　Ｂｉｏｌｏｇ菌株鉴定

采用ＢｉｏｌｏｇＧＥＮⅢ微生物鉴定板，根据 Ｂｉｏｌｏｇ
使用手册中步骤进行操作，分别在４～６ｈ、１６～２４ｈ
读板。

１３５　生长曲线测定
将活化好的菌株接种到 ＮＢ培养基中，使接种

后培养基ＯＤ６００＝００５（用未接种的 ＮＢ培养基做空
白对照），于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，每隔１ｈ取
样，６００ｎｍ波长（对细胞密度大的培养液适当稀释
后测定）进行光电比浊测定，同时进行菌落计数。

１３６　平板菌落计数
菌落总数的测定采用ＧＢ４７８９２—２０１０。

１３７　棉粕中营养物质的测定
粗蛋白测定采用 ＧＢ／Ｔ６４３２—１９９４；１８种氨基

酸测定采用ＧＢ／Ｔ１８２４６—２０００。

２　结果与分析
２１　棉酚脱毒菌株筛选及菌种鉴定

利用９６孔板棉酚与菌株共培养的方法，筛选具
有棉酚脱除能力的菌株，通过ＨＰＬＣ检测，发现一株
棉酚脱除能力较高的菌株 ＳＴ－１４１，该菌株液体培
养４８ｈ后培养基中的棉酚含量与对照相比下降了
９２％（图１）。

ａ发酵前ＨＰＬＣ检测图；ｂ发酵后ＨＰＬＣ检测图

图１　菌株ＳＴ－１４１与醋酸棉酚共培养前后ＨＰＬＣ检测图

对菌株ＳＴ－１４１进行菌种鉴定，利用细菌通用
引物扩增获得了该菌株的１６ＳｒＤＮＡ核苷酸片段，
大小为１５１６ｂｐ，通过ＢＬＡＳＴ核苷酸比对分析表明
其与一株枯草芽孢杆菌的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性为
９９％（Ｇｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．ＡＢ４８０７６０１）；ＥｚＴａｘｏｎ
比对发现其与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｕｂｓｐ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＮＣＩＢ
３６１０（ＡＢＱＬ０１０００００１）１６ＳｒＤＮＡ序列相似度为
９９８％。利用ＭＥＧＡ５０构建１６ＳｒＤＮＡ进化树，发
现ＳＴ－１４１与Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ位于同一分支，说明两
者亲缘关系较近（图２）。

图２　基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列采用临近法构建的

ＳＴ－１４１和相近菌株的系统发育进化树

利用ＢｉｏｌｏｇＧＥＮⅢ微生物鉴定板对该菌株进行
进一步鉴定。Ｂｉｏｌｏｇ自动微生物鉴定系统是基于９５
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种碳源或化学敏感物质的利用为原理进行菌种鉴

定，再利用独创的算法模型，用可能性（ｐｒｏｂａｌｉｔｉｔｙ，
ＰＲＯＢ）、相似性（ｓｉｍｉｒｉｔｙ，ＳＩＭ）和位距（ｄｉｓｔａｎｃｅ，
ＤＩＳＴ）三个参数判定鉴定结果，其中 ＳＩＭ值是判断
结果是否可信的重要参数。Ｂｉｏｌｏｇ系统规定，细菌
培养４～６ｈ，其ＳＩＭ≥０７５，或者培养１６～２４ｈ时，
ＳＩＭ≥０５时，系统自动给出鉴定结果为种名，当
ＳＩＭ值小于０５，但鉴定结果中属名相同的结果的
ＳＩＭ值之和大于０５时，自动给出的鉴定结果为属
名。将菌株ＳＴ－１４１培养１７ｈ时检测，Ｂｉｏｌｏｇ系统
显示ＳＩＭ为０５９，ＰＲＯＢ为８０％，ＤＩＳＴ为３６２４，鉴
定结果为枯草芽孢杆菌，由于此时ＳＩＭ值大于０５，
因此该种名可信。

综合分子鉴定和Ｂｉｏｌｏｇ鉴定结果，可确定 ＳＴ－
１４１为一株枯草芽孢杆菌。枯草芽孢杆菌繁殖迅
速，是一种益生菌，属于我国《饲料添加剂品种目录

（２０１３）》内可允许添加微生物，具有抑制有害微生
物生长、调节动物肠道微生态平衡等优点，在饲料、

制药、污水处理等方面有广泛应用。

２２　菌株ＳＴ－１４１的生长曲线
为了解枯草芽孢杆菌 ＳＴ－１４１的生长周期，为

后续棉粕发酵实验提供依据，绘制菌株 ＳＴ－１４１的
生长曲线并进行活菌计数。在ＮＢ培养基中，３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养，不同时间取样分别测定
ＯＤ６００值并进行活菌计数，绘制生长曲线。从图３生
长曲线可以看出，０～２ｈ时菌株处于延滞期，２～１４
ｈ为对数生长期，随着时间延长，ＯＤ值也不断增高，
１４～１６ｈ菌株生长进入稳定期，之后 ＯＤ值开始下
降，进入衰亡期。而根据活菌计数结果，２～７ｈ活菌
数处于对数增长期，７ｈ后进入稳定期，此时活菌数
最高，达到６１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，因此在后续的固态发
酵中种子液培养时间选择为７ｈ。

图３　枯草芽孢杆菌ＳＴ－１４１的生长曲线
２３　棉粕固态发酵

利用枯草芽孢杆菌ＳＴ－１４１对棉粕进行固态生

料发酵，结果表明经过４８ｈ的发酵后棉粕中游离棉
酚的含量降为 ９５０ｍｇ／ｋｇ，与发酵前相比下降了

３７％，说明该菌株在棉粕固态发酵时具有一定的棉

酚脱除能力。在以往的文献中，一些研究者报道固

态发酵时棉酚脱除率可达９０％以上［２０－２１］，主要是

由于这些研究中往往采用了高温高压灭菌熟料发酵

或发酵后高温烘干的方式，通过对棉粕进行高温处

理降低了棉酚的含量，而真正微生物发酵的作用较

小。本研究采用生料发酵，减少了操作工序，降低能

耗，同时也减少高温所造成的营养物质损失，具有一

定优势。

目前微生物发酵生产蛋白饲料的方式已从单菌

发酵趋向于复合菌株协同发酵，利用不同微生物之

间的协同性和互补性，从总体上发挥正组合效

应［２２－２４］。利用ＳＴ－１４１菌株对棉粕进行固态发酵，

虽然能在一定程度上降低棉酚含量，但仍存在棉酚

含量偏高、发酵后有异味等问题。为改善棉粕风味，

进一步降低棉酚含量，增加棉粕中益生菌含量，提高

其饲用品质，选用实验室保藏的产朊假丝酵母 Ｙ１、

酿酒酵母Ｎ５、酿酒酵母Ｎ３１与ＳＴ－１４１进行固态混

菌发酵（图４）。结果表明固态混菌发酵后游离棉酚

的脱除率与单菌发酵相比有不同幅度的提高，其中

ＳＴ－１４１与酿酒酵母 Ｎ５协同发酵时棉酚脱除率最

高，为４８５％，比 ＳＴ－１４１单菌发酵时棉酚脱除率

提高了１１５个百分点，同时发酵后棉粕气味酸香，

与枯草芽孢杆菌单独发酵相比有所改善。

图４　ＳＴ－１４１与不同酵母菌协同发酵时的棉酚脱除率

２４　发酵棉粕粗蛋白及氨基酸含量变化

以枯草芽孢杆菌ＳＴ－１４１与酿酒酵母 Ｎ５作为

实验菌株进行棉粕固态发酵，对发酵前后粗蛋白及

氨基酸含量进行检测。发酵后棉粕中粗蛋白含量为
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５９８ｇ／１００ｇ，与发酵前 ５０２ｇ／１００ｇ相比提高

１９％；氨基酸含量变化如图５所示，发酵后棉粕与发
酵前相比，１８种氨基酸含量皆有提高，氨基酸总量
由４０８ｇ／１００ｇ上升到５１１ｇ／１００ｇ，提高２２２％，
８种必需氨基酸总量由 １２４ｇ／１００ｇ增加到 １６６
ｇ／１００ｇ，提高２８４％。利用枯草芽孢杆菌和酿酒酵
母对棉粕进行固态发酵，不仅降低了游离棉酚含量，

而且提高了棉粕中粗蛋白和氨基酸的含量，改善了

棉粕的营养水平。

图５　棉粕固态发酵前后氨基酸含量变化

３　结论
本研究利用菌株与醋酸棉酚共培养的方法筛选

具有棉酚脱除能力的菌株，获得一株在液体培养条

件下棉酚脱除率可达到９２％的菌株 ＳＴ－１４１，通过
１６ＳｒＤＮＡ序列比对和 Ｂｉｏｌｏｇ自动微生物鉴定系统
分析，将该菌株鉴定为枯草芽孢杆菌。利用 ＳＴ－
１４１与一株酿酒酵母进行棉粕固态混菌发酵，４８ｈ
后棉粕中游离棉酚脱除率为４８５％，同时粗蛋白含
量增加１９％，氨基酸总量上升２２２％。本研究采用
生料发酵，并且发酵后４５℃烘干，避免了高温对棉
粕营养物质的破坏，通过微生物的作用降低游离棉

酚含量，减少其毒性，同时对棉粕的营养水平和适口

性有一定改善作用，为棉粕的固态发酵提供了新菌

株和研究基础。
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展［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１１，３８（６）：２５－３０．

［１６］李旋亮，吴长德，李建涛，等．微生物发酵饲料的研究与应用

［Ｊ］．饲料博览，２０１０，２（２）：２７－２９．

［１７］王子强．微生物发酵饲料研究进展［Ｊ］．畜牧与饲料科学，２０１０，

３１（４）：３４－３６．

［１８］李永凯，毛胜勇，朱伟云．益生菌发酵饲料研究及应用现状［Ｊ］．

畜牧与兽医，２００９，４１（３）：９０－９３．

［１９］郑清梅，温茹淑，韩春艳．间苯三酚法快速测定棉粕中游离棉酚

的方法研究［Ｊ］．饲料工业，２０１０，３１（３）：４２－４４．

［２０］魏二虹，张文举，刘东军，等．复合发酵对棉籽饼混合底物中 ＦＧ

和ＢＧ含量的影响［Ｊ］．饲料工业，２０１１，３２（２０）：３４－３８．

［２１］朱德伟，刘志鹏，蔡国林，等．高效降解棉酚菌种的筛选及棉粕

发酵脱毒工艺研究［Ｊ］．中国油脂，２０１０，３５（２）：２４－２８．

［２２］邱良伟，李爱科，程茂基，等．两种不同发酵工艺的棉籽粕营养

价值的研究［Ｊ］．饲料工业，２０１２，３３（１３）：３２－３６．

［２３］张庆华，赵新海，钟丽娟，等．三菌株协同固态发酵对棉粕脱毒

效果及其生物活性的影响［Ｊ］．饲料工业，２００７，２８（１８）：

３７－３８．　

［２４］诸葛斌，刘俊，方慧英．混菌发酵改良棉粕蛋白工艺及协同作用

研究［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０１１，３１（９）：６２－６８．●完


