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高效降解游离棉酚菌株的鉴定、安全性评价及发酵工

艺研究 
 

亓秀晔，谢全喜，于佳民，赵倩，张志焱，徐海燕 

（山东宝来利来生物工程股份有限公司，山东泰安 271000） 

摘要：本实验利用芽孢杆菌发酵棉籽粕，研究对棉粕中游离棉酚降解率的影响，及对发酵前后饲料营养成分如活菌数、中性蛋

白酶酶活和酸溶蛋白等的影响，并对发酵效果较好的菌株进行菌株鉴定、安全性分析及发酵工艺探索。研究发现：可高效降解棉籽粕

中游离棉酚含量及改善营养品质的芽孢杆菌为 BLCC1-0039，游离棉酚的测定方法确定为高效液相色谱法；菌株形态观察和生理生化

鉴定并结合其 16S rDNA 序列，初步确定其为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)；枯草芽孢杆菌杆菌 BLCC1-0039 的体内安全性评价，发

现未对实验小鼠造成形态和活动异常，也未观察到脏器器官病变，初步确定了枯草芽孢杆菌杆菌 BLCC1-0039 的体内安全性；枯草芽

孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕提高发酵料的酸溶蛋白含量和中性蛋白酶活性并有效降低游离棉酚含量：发酵 48 h 时，发酵棉籽粕

酸溶蛋白为 26.96%，中性蛋白酶活性为 3897 U/g，游离棉酚降解率为 97.81%。 
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Abstract: The cottonseed meal fermented by Bacillus was used in this study to investigate the effects on the degradation rate of free 

gossypol in cottonseed meal, as well as the effects on the nutrient components before and after fermentation, such as viable count bacteria, 

neutral proteases activity and acid-soluble protein content.. In addition, the strains with better fermentation effects were used for identification, 

and safety analysis and fermentation technology were also performed. The results showed that the Bacillus subtilis, which could efficiently 

degrade the free gossypol and improve the nutritional quality of cottonseed meal, was BLCC1-0039, and the free gossypol was determined by 

high performance liquid chromatography. The BLCC1-0039 was preliminarily identified as the Bacillus subtilis by the morphology, and by the 

biochemical characteristics combined with 16S rDNA sequence. The in vivo safety evaluation of B.BLCC1-0039 showed that no morphological 

and activity abnormalities appeared for the mice used, and no organ lesions were observed, which preliminarily suggested the safety of 

B.BLCC1-0039. Also, the fermentation induced by B.BLCC1-0039 could effectively reduce the content of free gossypol in cottonseed meal and 

improve the neutral proteases activity and acid-soluble protein content, the acid soluble protein was 26.96%, the activity of neutral protease was 

3897 U/g and the degradation rate of free gossypol was 97.81% after fermentation for 48 h. 

Key words: Bacillus subtilis; free gossypol; identification; safety evaluation 

 
棉籽饼粕是一种优质的植物性蛋白饲料，粗蛋白

质含量约 20%~40%左右，粗纤维约 11%，此外，B 族

维生素硫胺素和有机磷也比较多[1,2]，是畜禽饲料中非

常有价值的一种原料。然而，棉籽饼中含有棉酚、环

丙稀脂肪酸、单宁等有毒物质，制约了其在畜牧业中

的应用，其中最主要的是棉酚。棉酚的存在形式有两 
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种，即结合棉酚和游离棉酚。结合棉酚在机体消化系

统中不被吸收，可很快随粪便排出体外，毒性很低。

游离棉酚分子结构中的活性基团（醛基和羧基）对动

物毒性很大，长期饲喂动物过多的未经脱毒的棉粕饲

料，棉酚含量会在动物体内蓄积，引发中毒，导致动

物出现急性呼吸窘迫临床症状，厌食乏力，甚至死亡

等[3]。目前研究最多的棉粕脱毒方法为微生物发酵脱

毒，该法不但能脱除棉籽饼粕中的游离棉酚，而且还

可以提高棉籽饼粕的蛋白质含量和中性蛋白酶活性，
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改善发酵风味，从而大大改善棉粕的营养价值和饲用

价值，提高棉粕利用率[4]。据报道，芽孢菌对棉酚具

有较高的降解活性[5,6]，而且芽孢菌发酵棉籽粕降解游

离棉酚的能力与其产生的中性蛋白酶活性的高低有很

大关系[7]。微生物制剂的广泛应用导致微生物安全性

越来越得到重视，而对菌株做出正确的鉴定是对微生

物安全评价的第一步。与传统的益生菌（双歧杆菌和

乳酸菌）相比，芽孢益生菌的制剂成份主要是芽孢体，

具有耐高温、耐干燥和稳定性高等特点，更有利于保

存和运输[8]。文献中对于益生乳酸菌的效果和安全性

评价研究较多，但对于益生芽孢菌的安全性研究报道

较少[9,10]。 
本研究通过选取降解棉酚效果较好的芽孢杆菌，

并对菌株进行鉴定和安全性评价及发酵工艺探索，为

菌株安全利用到实际生产中并改善饲料价值具有重要

意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  发酵原材料及菌株 

试验用棉籽粕由新疆泰昆生物集团提供，粉碎过

40 目筛。 
芽孢杆菌菌株 BLCC1-0039、BLCC1-0090、

BLCC1-0157 和 BLCC1-0169。均由山东宝来利来生物

工程股份有限公司研究院菌种保藏中心保存。 
1.1.2  培养基 

芽孢杆菌液体培养基：葡萄糖0.2%、蛋白胨1.0%、

氯化钠 0.5%、酵母膏 0.5%，均为质量百分数。pH 值

7.0，121 ℃灭菌 30 min 备用。 
芽孢杆菌平皿培养基：葡萄糖0.2%、蛋白胨1.0%、

氯化钠 0.5%、酵母膏 0.5%，琼脂 1.5%，均为质量百

分数。pH 值 7.0，121 ℃灭菌 30 min 备用。 
1.1.3  化学试剂 

葡萄糖：山东祥瑞药业有限公司；蛋白胨：北京

奥博星生物技术有限责任公司；氯化钠（分析纯）：天

津博迪化工股份有限公司；酵母膏：天津市英博生化

试剂有限公司；乙腈、丙酮、甲醇（均为色谱级）：天

津市永大化学试剂有限公司；磷酸（分析纯）：天津市

凯通化学试剂有限公司；微孔滤膜（直径 13 mm、孔

径 0.22 μm）：上海安谱有限公司；棉酚标准品[高效液

相色谱（HPLC 级）]：上海源叶生物科技有限公司；

细菌基因组 DNA 提取试剂盒：天根生化科技有限公

司。 
 

1.2  试验方法 

1.2.1  种子液制备 

取经过 2 次活化的芽孢杆菌斜面 1 环（约 0.05 g）
于装有100 mL芽孢杆菌液体培养基的500 mL三角瓶

中，于 37 ℃、180 r/min 摇床培养 24 h，待用。 
1.2.2  芽孢杆菌的筛选 

采用生料发酵。称取一定量的棉籽粕于 1000 mL
三角瓶中，料水比为 1.0:0.4(g:mL)，装料量为 100 g/
瓶，按 2%接种量分别接入培养好的芽孢杆菌种子液

中，每个样品设 3 个平行，以不接种任何菌株的空白

料为空白对照，均置于 37 ℃培养箱进行需氧发酵，分

别于发酵 24 h 和 48 h 后取样，测定发酵样的芽孢杆菌

活菌数、中性蛋白酶活性、酸溶蛋白及游离棉酚含量。 
1.2.3  菌株鉴定 
1.2.3.1  形态学鉴定 

挑取降解游离棉酚效果最好的菌株的纯培养物种

接于芽孢杆菌培养基平皿，37 ℃培养 20 h，观察菌落

形态。 
1.2.3.2  分子生物学鉴定 

将目的菌株接种于新鲜的芽孢杆菌液体培养基中

培养 20 h，采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌

体 DNA，并对其进行 16 S rDNA 序列扩增。所用引物

为通用引物： 
1492r：5’-ggttaccttgttacgactt-3’ 
27f：5’-agagttgatcctggctcag-3’ 
PCR 反应体系（50 μL）为：Mixture 25 μL（含

Taq DNA 聚合酶及 dNTP 等），上下游引物各 1 μL，
模板 DNA 2 μL，超纯水 21 μL。PCR 扩增程序为 94 ℃
预变性 5 min，94 ℃变性 1 min，52 ℃退火 1 min，72 ℃
延伸 2 min，25 个循环，72 ℃延伸 10 min。PCR 产物

送北京博尚生物技术有限公司进行序列测定。 
1.2.4  BLCC1-0039 安全性试验 
1.2.4.1  菌粉制备 

枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 中试试验后，发酵液

喷雾干燥，制备喷干菌粉。 
1.2.4.2  试验动物 

昆明系小白鼠（许可证号 SYXK（鲁）20130002），
体重 20±2 g，购自山东鲁抗医药股份有限公司。 
1.2.4.3  试验设计 

选择体重 20±2 g 健康昆明种小鼠 100 只，雌雄各

半。基础日粮预饲一周后随机分为 5 组，每组 20 只，

其中雌雄各 10 只，分笼喂养，其中一组为对照组，其

余四组为试验组，分别灌胃 1×108 CFU/mL、 
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10×108 CFU/mL 、 100×108 CFU/mL 和 1000×108 
CFU/mL。 
1.2.4.4  给药 

给药方式为灌胃，各组小鼠禁食 16 h 后，对照组

灌胃生理盐水，其余 4 个试验组分别灌胃生理盐水稀

释好的菌粉，按照 0.4 mL/20 g 体重的受试样品量进行

灌胃给样，连续灌胃 2 d，每次灌胃后密切观察 2 h，2 
h 后常规饮食，连续观察 14 d，每天定时观察记录。 
1.2.4.5  观察指标 

①肉眼观察：详细记录被毛和皮肤、眼睛和粘膜，

呼吸、循环、自主神经和中枢神经系统、肢体活动和

行为等改变。特别注意是否出现震颤、抽搐、流涎、

腹泻、嗜睡和昏迷等症状。应记录毒作用体征出现和

消失的时间和死亡时间。 
②小鼠体重：于试验开始时、7 d 和 14 d 分别对

每组雌雄小鼠进行称重，比较其体重情况。 
③病理学检查：14 d 时对各组小鼠随机取 5 只进

行尸检，观察脏器器官病变，对观察有变化的脏器需

进行组织病理学检查。 
1.2.5  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕

发酵工艺的探索 
采用生料发酵。称取一定量的棉籽粕于 1000 mL

三角瓶中，料水比为 1.0:0.4(g:mL)，装料量为 100 g/
瓶，按 2%接种量分别接入培养好的芽孢杆菌种子液

中，每个样品设 3 个平行，以不接种任何菌株的空白

料为空白对照，均置于 37 ℃培养箱进行需氧发酵 48 
h，前 12 h 每隔 6 h 取次样，之后每隔 4 h 取次样，测

定发酵样的中性蛋白酶活性、酸溶蛋白及游离棉酚含

量。 

1.3  测定指标及方法 

1.3.1  芽孢杆菌活菌数的测定 
准确称取发酵棉籽粕 10.0 g，用玻璃珠振荡打散

菌群，以便稀释计数。用生理盐水 10 倍递增稀释，取

适当稀释度的样品至芽孢杆菌平皿培养基中，37 ℃培

养 24 h，根据菌落数计算样品中芽孢杆菌活菌数，结

果用 CFU/g 表示。 
1.3.2  中 性 蛋 白 酶 活 性 的 测 定 （ SB/T 
10317-1999） 

准确称取发酵棉籽粕 1.0 g，加入 8 倍体积的磷酸

盐缓冲液（pH 7.5）溶解，充分混匀后离心取上清液，

采用福林-酚试剂法测定样品中中性蛋白酶活性。中性

蛋白酶酶活定义：1 g 固体酶粉（或 1 mL 液体酶），

在一定温度和 pH 条件下，1 min 水解酪素产生 1 μg
酪氨酸为 1 个活力单位，以 U/g 表示。 

1.3.3  酸溶蛋白的测定（GB/T 6432-1994） 
准确称取 2.00 g 发酵棉籽粕于 25 mL 具塞试管

中，加入 15%三氯乙酸溶液 10 mL，混合均匀，静止

5 min。定容至 25 mL，每隔 2 min 混匀 1 次，共计时

30 min。将溶液定量转移，抽滤，取滤液 10 mL，转

入消化管中，加入 3 g 混合催化剂（硫酸钾:无水硫酸

铜=15:1），与滤液混合均匀，再加入 7~8 mL 浓硫酸，

将消化管置于消化炉中 420 ℃消化，待消化液呈透亮

的蓝绿色时，继续消化 40 min，按照凯氏定氮法测定

上清液中可溶性蛋白质含量。 
酸溶蛋白含量（%）=（上清液中可溶性蛋白质含

量×25/10）/样品中粗蛋白质含量。 
1.3.4  游离棉酚含量的测定[11] 

棉酚标准溶液的配制：准确称取棉酚标准品，用

乙腈-0.2%磷酸（体积比为 85:15）溶解得 1.21 mg/mL
的标准品贮备液，标准贮备液再用乙腈-0.2%磷酸（体

积比为 85:15）稀释成 121 μg/mL 的标准品工作液。用

流动相将标准品工作液逐级稀释得到浓度分别为

61.50、20.17、5.04、2.52 和 1.21 μg/mL 的标准工作液，

浓度由低至高进样测定，以峰面积和浓度作图，得到

标准曲线回归方程，为：Y=0.00000545X+0.160525
（R2=0.9999652），线性范围为 1.21~121 μg/mL。 

待测样品游离棉酚的提取：准确称取待测样品

3.00 g，加入丙酮 30 mL，超声提取 30 min，25 ℃下

3000 r/min 离心 10 min，重复提取 3 次，合并上清液。

将上清液全部转移至蒸发瓶中，旋转蒸发至干，用乙

腈-0.2%磷酸（体积比为 85:15）溶液溶解，多次超声

清洗转移至 25 mL 容量瓶，定容，过 0.22 μm 滤膜后

供 HPLC 测定。 
HPLC 法测定游离棉酚含量：色谱条件为色谱柱

Intertsil® ODS-2（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为

乙腈-0.2%磷酸（体积比为 85:15）溶液，流速 1.0 
mL/min，紫外检测波长 235 nm，进样量 20 μL，柱温

25 ℃。 

1.4  数据分析 

试验数据用 Excel 2007 进行初步处理后，采用

SPSS 13.0 软件进行统计分析，采用单因素方差分析

（one-way ANOVA）程序进行方差分析，LSD 法进行

组间多重比较，结果以“平均值±标准差”表示，p<0.05
表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  棉酚标准曲线的绘制 
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图1 棉酚标准品的HPLC色谱图 

Fig.1 HPLC chromatogram of gossypol standard  

由棉酚标准品的 HPLC 色谱图（图 1，棉酚标准

品浓度 6.15 μg/mL），可以看出，在 5.686 min 左右出

棉酚色谱峰，且稳定性良好、分离效果好、峰型理想、

灵敏度高。 

 
图2 游离棉酚的标准曲线 

Fig.2 Standard curve of free gossypol 

由图 2 可以看出，游离棉酚标准曲线线性吻合良

好、定量范围广、定量限低、准确度和灵敏度高，该

方法可用于准确测定游离棉酚的含量。 

2.2  芽孢杆菌的筛选 

由表 1 可知，发酵 24 h 时，各芽孢杆菌菌株均能

够成功发酵棉籽粕，各组发酵棉籽粕中芽孢杆菌活菌

数均在几十亿水平，以 BLCC1-0039 和 BLCC1-0157
组较高，显著高于 BLCC1-0090 和 BLCC1-0157 组

(p<0.05)；发酵棉籽粕酸溶蛋白含量以 BLCC1-0039
组最高，其次是 BLCC1-0157 组，均显著高于空白对

照组(p<0.05)，其中 BLCC1-0039 组的酸溶蛋白含量较

空白对照组高出 54.80%。发酵棉籽粕中中性蛋白酶活

性以 BLCC1-0039 组最高，达到 4111.40 U/g，其次是

BLCC1-0157 组，二者均显著高于 BLCC1-0090 和

BLCC1-0169 组 (p<0.05) 。但二者间差异不显著

(p>0.05)。 
由表 1 可知，发酵 48 h 时，各组发酵棉籽粕中芽

孢杆菌活菌数均达到几十亿水平及以上，以

BLCC1-0039 组最高，BLCC1-0157 组次之。与空白对

照组相比，各菌株发酵均显著提高了发酵棉籽粕中酸

溶蛋白含量(p<0.05)，其中以菌株 BLCC1-0039 发酵时

最高，较空白对照组提高了 69.43%。发酵棉籽粕中中

性蛋白酶活性以 BLCC1-0039 组最高，达到 3983.24 
U/g，发酵料，其次是 BLCC1-0157 组，二者均显著高

于空白对照组以及 BLCC1-0090 和 BLCC1-0169 组

(p<0.05)，但两者间差异不显著(p>0.05)。综上可知，

芽孢杆菌各菌株发酵棉籽粕均可以提高酸溶蛋白含量

和中性蛋白酶活性，其中以菌株 BLCC1-0039 的效果

最好。由表 2 可知，发酵 24 h 时以 BLCC1-0039 组发

酵棉籽粕游离棉酚含量最低，显著低于其他各组

(p<0.05)，其游离棉酚降解率达到 93.89%，其次是

BLCC1-0157 组；BLCC1-0039 组发酵棉籽粕 48 h 时

发酵棉籽粕游离棉酚含量最低，显著高于其余 3 组发

酵时(p<0.05)，其游离棉酚降解率为 96.67%。综合可

知，4 株芽孢杆菌中以菌株 BLCC1-0039 发酵棉籽粕

降游离棉酚效果最好，后续试验选择芽孢杆菌菌株

BLCC1-0039 为研究对象。 
表1 芽孢杆菌发酵对发酵棉籽粕品质的影响 

Table 1 Effects of Bacillus on the quality of fermented cottonseed meal  

项目 

24 h 48 h 

酸溶蛋白/% 
活菌数 

/(×108 CFU/g) 

中性蛋白酶酶活

/(U/g) 
酸溶蛋白/%

活菌数 

t/(×108 CFU/g) 

中性蛋白酶酶活

/(U/g) 

CK 6.31±1.09a 0 0 6.45±1.34a 0 140.96±23.10a 

BLCC1-0090 8.28±0.82b 31.10±2.10a 1701.80±34.19a 15.77±2.01b 62.00±3.47a 1792.83±45.30b 

BLCC1-0039 13.96±1.11d 57.00±3.42b 4111.40±63.20c 21.10±1.98d 117.00±5.98c 3983.24±73.02c 

BLCC1-0157 10.72±0.87c 68.00±4.22b 3416.69±34.23c 18.78±2.34c 103.00±10.02b 3596.15±42.09c 
BLCC1-0169 9.83±0.34b 41.40±1.89a 2626.37±98.18b 16.73±2.01b 92.80±8.20b 2323.14±29.40b 

注：同行肩表不同小写字母表示差异显著(p<0.05)，下同。 
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表2 芽孢杆菌发酵对发酵棉籽粕游离棉酚含量的影响 

Table 2 Effects of Bacillus on the free gossypol content of fermented cottonseed meal 

项目 
24 h 48 h 

棉酚含量/(μg/g) 降解率/% 棉酚含量/(μg/g) 降解率/% 
CK 57.84±2.98c 0 54.62±3.01d 0 

BLCC1-0090 15.81±1.09b 72.67 12.02±0.67c 77.99 

BLCC1-0039 3.53±0.97a 93.89 1.82±0.52a 96.67 

BLCC1-0157 10.44±2.10b 81.95 6.19±1.29b 88.67 

BLCC1-0169 13.78±1.98b 76.18 9.64±1.79c 82.35 

注：棉酚降解率=[（对照样品棉酚含量-发酵样棉酚含量）/对照样品棉酚含量]×100%。 

2.3  菌株 BLCC1-0039 鉴定 

2.3.1  形态学鉴定 

 
图3 芽孢杆菌BLCC1-0039菌落形态图 

Fig.3 Colonial morphology of BLCC1-0039 

 
图4 芽孢杆菌BLCC1-0039革兰氏染色图 

Fig.4 Gram stain of BLCC1-0039 

菌株 BLCC1-0039 在 37 ℃培养 20 h，形成灰白色

菌落，不透明，表面较粗糙，似毛玻璃状或融蜡状（如

图 3）。光学显微镜下观察，革兰氏阳性，杆状（如图

4）。 
2.3.2  分子生物学鉴定 

菌株 BLCC1-0039 的 16S rDNA PCR 产物电泳结

果显示，在分子量大小为 1500 bp 左右得到一条特异

性好的条带，与预期结果一致，并进行测序，序列如

SEQ ID NO.1 所示。将测序序列与 NCBI 网站上已登

录的部分菌株的 16S rDNA 基因序列进行比对，结果

表明，菌株 BLCC1-0039 与已报道的 Bacillus subtilis
（EU346662.1、HQ317166.1 和 KF836543.1 等）的序

列同源性为 99%。鉴定 BLCC1-0039 菌株属于枯草芽

孢杆菌（Bacillus subtilis）。 

2.4  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 安全性试验 

2.4.1  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 菌粉对各组

小鼠（雌性和雄性）的生长和死亡情况的影响 

由表 3 可知，在 14 d 观察期内，雌性小鼠体态观

察正常，四肢活动正常，对体重无显著性影响，各组

均没有出现死亡情况。解剖仔细观察肝脏、肾脏和脾

脏，均无肉眼可见病变。 
由表 4 可知，在 14 d 观察期内，雄性小鼠体态观

察正常，四肢活动正常，对体重无显著性影响，各组

均没有出现死亡情况。解剖仔细观察肝脏、肾脏和脾

脏，均无肉眼可见病变。 
表3 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039菌粉对各组雌性小鼠生长和死亡情况的影响 

Table 3 Effects of B.BLCC1-0039 on the growth and mortality of female mice in each group 
雌性 Ⅰ-CK Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ 

初始体重/g 19.22±0.02 20.60±0.02 20.93±0.01 20.31±0.02 20.05±0.01 

7 d 平均末重/ g 23.90±0.02 25.90±0.02 25.00±0.02 24.00±0.02 24.70±0.02 

14 d 平均末重/ g 24.00±0.02 26.40±0.02 26.25±0.02 25.53±0.01 25.64±0.02 

行为、动作 
反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平整

顺滑 

反应敏捷、被毛平整

顺滑 

体态观察 正常 正常 正常 正常 正常 

     转下页
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接上页      

死亡记录 0 0 0 0 0 

肝脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

肾脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

脾脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

表4 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039菌粉对各组雄性小鼠生长和死亡情况的影响 

Table 4 Effects of B.BLCC1-0039 on the growth and mortality of male mice in each group 
雄性 Ⅰ-CK Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ 

初始平均体重/g 21.91±0.02 21.74±0.02 22.05±0.02 21.86±0.02 21.96±0.01 

7 d 平均末重/g 27.50±0.02 28.90±0.01 28.13±0.02 28.20±0.03 28.00±0.02 

14 d 平均末重/g 31.00±0.02 31.50±0.02 31.10±0.01 31.05±0.02 31.26±0.02 

行为、动作 
反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 

反应敏捷、被毛平

整顺滑 
体态观察 正常 正常 正常 正常 正常 
死亡记录 0 0 0 0 0 

肝脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

肾脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

脾脏病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 无肉眼可见病变 

2.4.2  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 菌粉对各组

小鼠的器官指数的影响 

由表 5 可知，BLCC1-0039 菌粉对各试验组小鼠

的脾脏指数和肝体比没有显著性影响。 

2.5  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕发

酵工艺研究 

2.5.1  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵对发酵

棉籽粕酸溶蛋白的影响 

由表 6 可知，枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉

籽粕的酸溶蛋白随发酵时间延长呈现增加趋势，发酵

48 h 时酸溶蛋白最高，达到 26.96%。 
2.5.2  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵对发酵

棉籽粕中性蛋白酶活性的影响 

枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕产中性蛋

白酶结果如表 7 及图 5 所示，发酵至 12 h 时，中性蛋

白酶活性低于 1000 U/g，之后随发酵时间的延长中性

蛋白酶活性增加，24 h 中性蛋白酶活性达到 3900 U/g，
之后中性蛋白酶活性维持一个相对稳定水平，32 h 中

性蛋白酶活性达到最高，为 4101 U/g，48 h 为 3897 
U/g。 

 
图5 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039发酵对发酵棉籽粕中性蛋白酶

活性的影响 

Fig.5 Effects of B.BLCC1-0039 on the acid-soluble protein 

content of fermented cottonseed meal 

2.5.3  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵对发酵

棉籽粕游离棉酚含量的影响 

枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕对游离棉

酚含量的影响如表 8 所示。发酵 12 h 时，游离棉酚降

解率达到 58.83%，随着发酵时间延长，游离棉酚降解

率呈现增加趋势，这与表 3 中的结论一致。具体为：

发酵 24 h 时游离棉酚含量仅为 2.87 μg/g，降解率达到

94.63%，发酵 48 h 时游离棉酚含量仅为 1.17 μg/g，降

解率为 97.81%。 
表5 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039菌粉对各组小鼠器官指数的影响 

Table 5 Effect of B.BLCC1-0039 on organ index of mice in each group 
项目 Ⅰ-CK Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ 

脾脏指数/(g/kg) 0.519±0.001b 0.552±0.059ab 0.554±0.048ab 0.565±0.034ab 0.529±0.049a 
肝体比 5.154±0.335 5.391±0.234 5.573±0.261 5.325±0.334 5.296±0.196 
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表6枯草芽孢杆菌BLCC1-0039发酵对发酵棉籽粕酸溶蛋白的影响 

Table 6 Effects of B.BLCC1-0039 on the acid-soluble protein content of fermented cottonseed meal 
 0 h 6 h 12 h 16 h 20 h 24 h 

酸溶蛋白/% 4.53±0.12 4.87±0.09 5.13±0.51 7.86±0.42 10.12±0.64 16.61±0.96 

 28 h 32 h 36 h 40 h 44 h 48 h 
酸溶蛋白/% 20.87±1.01 23.34±0.78 24.17±0.98 25.04±1.08 26.16±1.11 26.96±1.21 

表7 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039发酵对发酵棉籽粕中性蛋白酶活性的影响 

Table 7 Effect of B.BLCC1-0039 on the neutral protease activity of fermented cottonseed meal 
 0 h 6 h 12 h 16 h 20 h 24 h 

中性蛋白酶 

酶活/(U/g) 
0 10.19±1.82 801.01±40.51 2932.78±72.83 3587.36±106.63 3961.15±130.24

 28 h 32 h 36 h 40 h 44 h 48 h 

中性蛋白酶 

酶活/(U/g) 
4020.26±121.61 4101.43±119.27 4000.99±178.58 4082.61±151.67 3912.66±201.62 3897.72±101.90

表8 枯草芽孢杆菌BLCC1-0039发酵对发酵棉籽粕游离棉酚含量的影响 

Table 8 Effect of BacillusBLCC1-0039 on the gossypol content of fermented cottonseed meal 

 0 h 6 h 12 h 16 h 20 h 24 h 

棉酚含量/(μg/g) 53.44±2.78 38.94±2.09 22.00±1.85 8.69±0.56 5.07±0.34 2.87±0.12 
降解率/% 0 27.13 58.83 83.74 90.51 94.63 

 28 h 32 h 36 h 40 h 44 h 48 h 
棉酚含量/(μg/g) 2.64±0.29 2.32±0.45 2.07±0.29 1.87±0.14 1.46±0.23 1.17±0.65 

降解率/% 95.06 95.66 96.13 96.50 97.27 97.81 

3  讨论 

微生物发酵棉籽饼（粕）脱毒的关键是菌种的选

择，不同微生物菌种对棉酚的降解能力不同，筛选优

良的微生物菌种是影响棉籽饼（粕）脱毒效果的首要

条件。关于棉籽饼粕微生物发酵脱毒及脱毒工艺，国

内有许多文献报道，脱毒率为 60%~94.74%[12]。本实

验通过 4 株芽孢菌发酵筛选出的 BLCC1-0039 微生物

发酵棉籽粕游离棉酚的降解率达到 96.67%以上，高于

国内外发表的有关棉籽粕发酵脱毒的文献资料结果。

对 BLCC1-0039 进行了菌株形态观察和生理生化鉴定

并结合其 16S rDNA 序列，初步确定其为枯草芽孢杆

菌。枯草芽孢杆菌是美国食品药物管理局公布的安全

菌种[13]，是当今工业酶的主要生产菌种之一，也是工

业生产上应用最广泛的菌种之一，其中性蛋白酶活性

为枯草芽孢杆菌生长的主要考察指标[14]，酸溶蛋白含

量是主要的营养指标。因此，微生物发酵棉籽饼（粕），

不仅可以使其游离棉酚含量的安全性大大提高，同时

蛋白质含量及其他饲用品质也能得到大幅度的提高，

从而提高其在动物饲粮中的添加量，提高棉籽饼（粕）

的利用率[15]。枯草芽孢杆菌作为益生菌被广泛地应用

于医药、食品和饲料微生物添加剂中[16,17]。据报道，

利用枯草芽孢杆菌发酵棉籽粕，特别是加入木瓜蛋白

酶后可有效提高棉籽粕的营养价值[18]。在本研究中，

利用枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕的酸溶蛋

白含量随发酵时间延长呈现增加趋势，48 h 时最高，

达到 26.96%；中性蛋白酶活性逐渐升高，发酵 32 h
时达到最高，为 4101 U/g；游离棉酚的含量在短时间

内大大降低，发酵 24 h 时游离棉酚降解率达到

94.63%，发酵 48 h 时游离棉酚降解率为 97.81%。 
目前，益生菌的评价主要从安全性和有效性入手，

安全性和有效性评价又包括体内和体外的评价。本文

主要对益生菌的体内安全性评价。益生菌的体内安全

性评价主要涉及机体水平的病态学分析、急性和亚慢

性毒性分析、产肠毒素和呕吐毒素的分析（主要是芽

孢杆菌）、细菌易位和遗传毒性分析等。如 Gu 等[19]

采用 5×103、5×105、5×107和 5×109芽孢/kg 体重的饲

喂剂量，连续饲喂小鼠 72 h 观察每组小鼠的毒性和死

亡的临床症状，分析急性毒性；采用 1×106、1×108和

1×1010芽孢/kg 体重的饲喂剂量，饲喂小鼠 4 周，每天

观察每组小鼠的毒性和死亡的临床症状。Zhou 等[20]

按照 5×107、1×109或 5×1010 CFU/g 干饲料重的饲喂剂

量，饲喂小鼠 28 d，期间每天观察和记录动物的活跃

状态、皮毛色泽和有无死亡情况等，并在饲喂结束，

无菌采集血液样品，检测菌血症，检测待测菌是否发

生易位；Endres 等[21]采用 5.2×1011 CFU/kg 体重的饲喂
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剂量饲喂小鼠 14 d，观察皮毛、眼睛、黏膜、自主性、

循环系统和中枢神经系统、躯体行为、抽搐、流涎、

粪便稠度、嗜睡、步态姿势等，并在第 15 d 时乙醚处

死，检测器官的病理学。在本研究中，采用不同浓度

的枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 菌粉的稀释液饲料小鼠

14 d，观察和记录动物的活跃状态、皮毛色泽和有无

死亡情况等，结果为均正常无异常表现，14 d 小鼠尸

检，也未观察到脏器器官病变，初步确定了枯草芽孢

杆菌杆菌 BLCC1-0039 的体内安全性。 

4  结论 

4.1  可高效降解棉籽粕中游离棉酚含量的芽孢杆菌

为 BLCC1-0039。 
4.2  菌株形态观察和生理生化鉴定并结合其 16S 
rDNA 序列，初步确定其为枯草芽孢杆菌。 
4.3  枯草芽孢杆菌杆菌BLCC1-0039的体内安全性评

价，发现未对实验小鼠造成形态和活动异常，也未观

察到脏器器官病变，初步确定了枯草芽孢杆菌杆菌

BLCC1-0039 的体内安全性。 
4.4  枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 发酵棉籽粕 48 h 时，

酸溶蛋白为 26.96%，中性蛋白酶活性为 3897 U/g，游

离棉酚降解率为 97.81%。 
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