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紫外诱变选育高活性蛋白酶枯草芽孢杆菌及其降解饲料能力评价 

王晓云, 王慧, 赵燕, 陈红菊, 季相山 

山东农业大学 动物科技学院, 山东 泰安 271018 

摘要: 以凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖池塘底泥中分离的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) BC2 为出发菌株, 

利用紫外诱变的方法培育蛋白酶活性高的枯草芽孢杆菌菌株, 并评价其降解饲料的能力。结果表明: (1) 经 6 次紫

外诱变, 突变菌株 B38 的透明圈直径(H)与菌落直径(C)之比(H/C 值)达到 6.42, 提高了 2.13 倍; (2) 福林酚法测得

B38 的蛋白酶活性为 86.82 U/mL, 是出发菌株 BC2 的 3.14 倍, 但紫外诱变对 B38 纤维素酶活性影响不显著; (3) 连

续传代培养 10 代后发现 B38 产蛋白酶和纤维素酶能力保持稳定, 证明诱变菌株具有较好的遗传稳定性; (4) 利用

凯氏定氮法评价 B38 降解饲料蛋白的能力, 发现与 BC2 相比, B38 降解饲料中可溶性蛋白的能力提高了 2.57 倍, 而

降解不溶性蛋白的能力变化不大。本研究诱变选育的枯草芽孢杆菌 B38 为开发优良的水产微生态制剂产品提供了

重要的前提和基础。 
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在水产养殖池塘中, 大量投饵会导致池底残

饵、粪便等含氮有机物难以完全被天然的微生物

氧化分解, 剩余的有机物在池底日积月累, 污染

了池塘的底质和水质。因此, 人为地施加能大量降

解残饵、粪便等的微生物菌种来加速池底和水体

中有机质的分解是非常必要的[1]。 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是美国食品药

物管理局(FDA)公布的安全菌种 [2], 也是当今工

业酶的主要生产菌种之一。该菌能够分泌各种酶

类, 尤其具有较强的蛋白酶活性[3]。利用其分泌各

种酶的能力, 在水产养殖中可应用于降解水产养

殖池塘中的残饵、粪便等有机污染物, 同时还可

以提高水产动物机体消化酶活性。该菌已被广泛

用来制备改水、营养类的微生态制剂[4–5]。例如, 

添加适当的枯草芽孢杆菌能够有效改善刺参养殖

水体水质, 提高机体消化酶和非特异性免疫活性, 

从而促进刺参生长[6]。因此, 筛选和培育产酶活性

高的枯草芽孢杆菌具有十分重要的意义。在自然

条件下, 微生物菌种发生突变的概率较低, 且突

变幅度不大, 单纯依赖微生物群体的自然突变来

选育高产蛋白酶菌株远不能满足生产和研究需

要。有研究表明, 紫外诱变选育具有操作安全简

便、诱变效率高等特点, 是提高菌株产酶活性的

常用方法[7–9]。近些年来, 关于这方面的研究已经

有很多, 如王静等[10]对枯草芽孢杆菌进行连续 2

次紫外诱变, 选育出了对西瓜枯萎病病菌具更强

抑制作用的新菌株; 郭晓军等[11]利用紫外诱变有

效提高了枯草芽孢杆菌产脂肪酶的能力, 诱变后

酶活力较原菌株提高了 40%; 蔡婉玲等[12]利用紫

外诱变使菌株的蛋白酶活提高了 15.6%。但目前得

到的诱变菌株的起始菌株多是从土壤中分离的, 对

水产养殖池塘中分离的菌株进行诱变选育的报道

很少, 这限制了优良水产微生态制剂产品的开发。 

本研究以从凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)
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养殖池塘底泥中分离的枯草芽孢杆菌 BC2 为出发

菌株 , 通过紫外诱变的方法对其进行连续诱变 , 

探讨了紫外诱变的最佳诱变次数和诱变剂量, 以

期获得能稳定遗传的高蛋白酶活性的突变株, 为

水产微生态制剂的研制和开发提供优良菌株。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及培养基 

出发菌株枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) BC2

为本实验室从凡纳滨对虾养殖池塘底泥中分离的

菌株, 经测定, BC2 的蛋白酶活性为 24.8 U/mL。

试验用虾饲料为广西粤海饲料有限公司出品的凡

纳滨对虾饲料。2%虾饲料培养基: 普通虾饲料 2 g, 

磷酸二氢钾 4.5 g, 氯化钠 5 g, 硫酸镁 0.2 g, 加水

定容至 100 mL后调节 pH至 6.0, 121℃灭菌 20 min。 

1.2  紫外诱变条件的筛选 

将划线培养的单菌落在发酵培养基中过夜培

养, 选择培养 18 h 处于对数生长期的菌悬液进行诱

变实验。取 10 mL 浓度为 108 CFU/mL 的菌悬液

移入直径为 9 cm 的无菌培养皿中, 培养皿置于磁

力搅拌器上, 培养皿与 30 W 紫外灯的距离调整

为 30 cm; 启动磁力搅拌器(200 r/min)30 s 后, 打

开皿盖, 立即计时, 于紫外灯下分别照射 0 s、15 s、

30 s、45 s、60 s、75 s。取未照射和照射过的菌悬

液各 0.1 mL, 10–4、10–5、10–6 浓度梯度稀释后, 取

0.1 mL 稀释液涂布于固体酪素培养基上, 于 25℃

避光恒温培养箱中培养 48 h, 对菌落计数并计算

致死率。致死率计算公式为: 1–(处理后菌液中的

活菌数/对照原菌液中的活菌数)×100%。以致死率

为纵坐标, 以照射时间为横坐标, 绘制致死率曲

线。对致死率曲线进行指数拟合, 选择 75%~80%

致死率所对应的诱变时间为最佳诱变时间。  

1.3  筛选蛋白酶活性高的诱变菌株  

根据筛选出的最佳诱变条件对 BC2 进行连续

6 次诱变, 每次诱变结束后, 将菌悬液适当稀释

取 0.1 mL 涂布于固体酪素培养基中, 25℃避光培

养 48 h 后记录水解圈直径 H (mm)和菌落直径 C 
(mm), 选取 H/C 值最高的 20 株菌株继续进行诱变。 

1.4  酶活性测定 

将菌液 OD600 值达到 1.0 的 BC2 和 B38 菌悬

液, 以体积比 5%的接种量接种到 100 mL 发酵培

养基中, 25℃, 200 r/min 振荡培养, 取 12 h、24 h、

48 h、72 h、96 h、120 h 各时间点的培养液各 1 mL, 

离心后取上清测其酶活。蛋白酶活性用福林酚法

测定, 纤维素酶活性用羧甲基纤维素 CMC 法测定。 

1.5  酶活遗传稳定性分析 

将选出的蛋白酶活性高的菌株 B38 接种于

LB 斜面培养基上连续传代培养 10 代后, 采用福

林酚法测定其蛋白酶活性, 评价连续传代对其蛋

白酶活性的影响。 

1.6  降解饲料蛋白能力测定 

将菌液 OD600 值达到 1.0 的 BC2 和 B38 菌悬

液, 以体积比 2%的接种量接种到 300 mL 2%虾饲

料培养基中, 37℃, 200 r/min 连续振荡培养 5 d, 

将所有培养物 5000 r/min 离心 10 min, 用凯氏定

氮仪分别测定上清和冷冻干燥后沉淀中的含氮

量。空白组不接种菌悬液, 其他操作与试验组完

全相同。蛋白质含量的计算公式为:  

N = (V1－V2)×C×0.0140×6.25/m 

式中, V1 为试验组滴定时消耗盐酸的量(mL); V2

为空白组滴定时消耗盐酸的量(mL); C 为盐酸标

准液浓度(mol/L); 6.25 为氮换算为蛋白质的平均

系数; m 为样品质量(g)。 

1.7  数据分析方法 

数据均用平均值±标准差( x ±SD)的形式表示, 

用 Excel 2016 和 SPSS 21.0 软件进行统计分析和

显著性检验(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  紫外诱变条件的筛选 

以紫外照射时间为横坐标, 菌体死亡率为纵

坐标, 绘制的诱变致死率曲线显示, 在致死率都

为 75%的情况下, 出发菌株 BC2 需要的照射时间

仅为 20 s。随着诱变次数的增加, 在相同致死率

的情况下需要的紫外照射时间逐渐延长, 第 5 次

诱变菌株需要的照射时间达到 75 s, 说明紫外诱

变使得菌株耐受紫外照射的能力逐渐增强(图 1)。

根据绘制的诱变致死率曲线, 首次诱变时选择的

最佳诱变时间为 25 s, 第 2~6次诱变时, 最佳诱变

时间分别是 25 s、39 s、45 s、60 s、75 s。 
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图 1  紫外照射下枯草芽孢杆菌出发菌株 BC2 及各次诱

变菌株的诱变致死率曲线 

Fig. 1  Lethal rate curve of strain BC2 and several mutated 
strains under UV radiation 

 

2.2  筛选蛋白酶活性高的诱变菌株 

每次诱变后选取 H/C值最高的前 20株菌株计

算其 H/C 的平均值(表 1), 第 1 次诱变后 H/C 平均

值为(3.567±0.11) mm, 以后逐渐增加, 至第 5 次

诱变后 H/C 平均值增加到(4.849±0.19) mm, 但第

5次和第 6次诱变后 H/C平均值几乎没有差异, 说

明诱变效果已达到了峰值。 
 
表 1  6 次诱变后 H/C 值最高的前 20 株菌株 

的 H/C 平均值 
Tab. 1  Average value of H/C of the highest 20  

strains after each UV mutation 
n=20; x ±SD 

诱变次数 
mutation frequency 

H/C 平均值 
average value of H/C 

第 1 次 the first mutation 3.567±0.11 

第 2 次 the second mutation 3.779±0.21 

第 3 次 the third mutation 4.057±0.18 

第 4 次 the fourth mutation 4.376±0.14 

第 5 次 the fifth mutation 4.849±0.19 

第 6 次 the sixth mutation 4.850±0.17 

第 6 次诱变后, 测定 H/C 值最高的前 9 株菌

株, 分别命名为 B2、B3、B12、B14、B15、B25、

B27、B38、B54(表 2)。从表中可知, 这 9 株突变

菌株的 H/C 值都明显高于出发菌株 BC2。尽管这

9 株菌株间 H/C 值已较接近, 但 B38 的 H/C 值仍

高于其他菌株, 达到 6.42。同时, 在第 6 次诱变后, 

我们也发现了一些菌株的 H/C 值与出发菌株 BC2

相比没有明显差异, 如菌株 B44。 
 

表 2  第 6 次诱变后较好的 9 株枯草芽孢杆菌 

菌株的 H/C 值 
Tab. 2  H/C value of 9 normal strains after 6 UV mutations 

菌株
strain

B2 B3 B12 B14 B15 B25 B27 B38 B54 B44 BC2

H/C 5.20 5.15 5.02 5.71 5.44 5.17 5.32 6.42 5.08 3.29 3.01

 

2.3  B38 蛋白酶和纤维素酶活性分析 

利用福林酚法分析了 B38 在不同发酵时间段

下的蛋白酶活性。结果显示, 在各个时间段下 B38

的蛋白酶活性都大于 BC2, 在 96 h 时两者差异最

大。至 120 h 时, B38 蛋白酶活性仍高于出发菌株

BC2, 但差异程度变小(图 2A)。 

采用羧甲基纤维素 CMC 法分析了 B38 在不

同发酵时间段下的纤维素酶活性。结果显示, 在

各个时间段下 B38 的纤维素酶活性与 BC2 的差异

都不显著(图 2B)。48 h 时, 出发菌株 BC2 和突变

菌株 B38 的纤维素活性均达到最高值, 分别为

0.85 U/mL、0.97 U/mL, 差异也不显著。说明通过

H/C 值作为标准选育蛋白酶活性高的菌株, 尽管

显著提高了其蛋白酶活性, 但对其纤维素酶活性

没有显著影响。 
 

 
 

图 2  枯草芽孢杆菌菌株 B38 和 BC2 蛋白酶(A)和纤维素酶(B)活性比较 

柱上标不同字母者表示两实验组在同一时间点差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Comparison of protease (A) and cellulase (B) activity between strains B38 and BC2 
Different small letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) at the same time of different treated groups. 
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2.4  B38 遗传稳定性分析 

将 B38 连续传代发酵培养 10 代后, 测定其蛋

白酶和纤维素酶活性。结果显示, 其蛋白酶活性

为 77.01 U/mL, 纤维素酶活性为 0.91 U/mL, 分别

是连续传代前的 88.70%和 93.81%, 证明连续传

代后 B38 蛋白酶和纤维素酶活性都有所降低, 但

降低不显著, 每代的降低水平控制在 1.2%以内, 

说明 B38 遗传稳定性较好, 为其应用开发提供了

前提和基础。 

2.5  B38 降解饲料蛋白能力评定 

将菌种接种到饲料培养基中培养 5 d, 采用凯

氏定氮法评定 B38 和 BC2 对饲料蛋白的降解能力, 

结果发现, B38 和 BC2 发酵物中可溶性的蛋白含

量分别为 0.42 g、1.08 g(图 3), B38 发酵培养物中

可溶性的蛋白含量明显低于 BC2, B38 对可溶性

蛋白的降解率为 BC2 的 2.57 倍, 说明紫外诱变显

著提高了 B38 对可溶性蛋白的降解能力。B38 和

BC2 发酵物中固体蛋白的量差异不大, 说明饲料

中的蛋白如果不溶解的话, B38 和 BC2 都很难将

其降解掉。 
 

 
 

图 3  枯草芽孢杆菌菌株 BC2 和 B38 降解饲料 

蛋白能力比较 

Fig. 3  The comparison of the feed protein degradation ability 
between strains B38 and BC2 

 

3  讨论 

3.1  最佳诱变时间的确定 

由于紫外诱变时菌株可发生正、负两个方向

的突变[13], 合适的诱变剂量能提高菌株的正突变

率, 因此选择适宜诱变剂量(时间)是非常重要的。

一般情况下当致死率为 70%~80%时菌株正向突

变率较高[14–16]。本研究对枯草芽孢杆菌 BC2 进行

了 6 次诱变, 首次诱变致死率为 80%时的紫外照

射时间为 25 s, 第 2~6 次诱变致死率为 80%时的

紫外照射时间分别变为 25 s、39 s、4 s 5、60 s、

75 s, 说明随着诱变次数的增加, 在相同的致死

率下需要的紫外照射时间越来越长, 这与其他研

究结果也基本一致, 如许向华等[17]采用紫外诱变

的方式提高菌株产葡萄糖-1-磷酸的能力, 诱变时间

确定为 12 s, 此时致死率为 79.17%。Afsharmanesh

等[18]用 γ 射线对枯草芽孢杆菌进行诱变研究时也

发现, 致死率在 90%时正向突变率最高。 

3.2  紫外诱变效果 

本研究中获得的突变菌株 B38, 相对于出发

菌株, 蛋白酶活性由 27.68 U/mL 提高到 86.82 

U/mL, 提高了 3.14 倍, 诱变效果较好, 这与他人

的研究结果基本一致。如张智等[19]利用紫外诱变

技术筛选出 1 株枯草芽孢杆菌, 其蛋白酶活性比

出发菌株提高了 10%左右; 郑鸿飞等[20]利用紫外诱

变技术获得了 1 株高产酯酶且性状稳定的菌株, 其

产酶活力由原来的 22.8 U/mL 提高到了 77.6 U/mL; 

顾瑾麟等[21]经初筛和复筛从开菲尔粒中筛选到 1

株蛋白酶活性高的菌株, 其酶活提高到了初始菌

株的 2 倍。 

水产精养模式以人工投饵为主, 养殖密度高, 

投饵量大, 在养殖过程中会产生大量的残饵、粪

便, 粪便和残饵中的蛋白等有机物逐渐溶解到水

中, 是造成池塘水质污染的主要原因, 将这些溶

解到水体中的有机物降解为藻类可利用的营养物

质如氨基酸、铵态氮等, 是改善池塘水质、防治

水产养殖动物病害发生的有效方法[22]。因蛋白酶

能催化蛋白质和多肽水解[23], 那么提高菌株的蛋

白酶活性是否能提高其降解水中可溶性蛋白、残

饵、粪便等的能力呢？在本研究中, 我们发现突

变菌株 B38 不仅蛋白酶活性得到提高, 其降解可

溶性蛋白(饲料)的能力也显著提高, 降解率达到

出发菌株的 2.57 倍, 这说明通过诱变选育提高其

蛋白酶活性是可以增强其分解水体中残饵、粪便

等的能力的, 这也为水产微生态优良菌株的开发
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提供了新的途径。关于为何 BC2 和 B38 都只能降

解可溶性蛋白, 无法降解不溶性蛋白, 这可能与

BC2 和 B38 所产蛋白酶的性质和饲料蛋白的来源

都有关。目前发现的蛋白酶种类众多, 蛋白酶分

类的方法也有很多种, 如根据催化中心参与催化

的氨基酸不同, 可将蛋白酶分为丝氨酸蛋白酶、

天冬氨酸蛋白酶、谷氨酸蛋白酶、苏氨酸蛋白酶

等 9 类[24]。下一步应对 B38 所产蛋白酶的性质进

行进一步研究, 同时如果利用定点突变的方式对

B38 部分蛋白酶基因进行改造[25], 将其改造成具

有分解更多类型蛋白质(如饲料中的不溶性蛋白

质)的能力, 会使其具有更广阔的应用前景。 

3.3  诱变菌株遗传稳定性问题 

在微生物遗传育种中, 传统的理化因子对微

生物的诱发突变作用强烈, 但诱变株的遗传稳定

性较差, 且易发生回复突变[26]。将 B38 连续传代

培养 10 代后其产蛋白酶和纤维素酶能力保持稳

定, 分别是传代前的 88.70%和 93.81%, 这与他人

的研究结果相似, 如宋霖霞等[27]研究发现连续传

代 5 次后, 菌株产蛋白酶活性基本不变; 艾冰花

等[28]发现菌株连续传代 8 次后酶活力变化范围不

超过 9.4%。诱变菌株 B38 较强的遗传稳定性为其

下一步的应用开发提供了保障。 
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UV-mutated breeding of Bacillus subtilis strain with high protease ac-
tivity and evaluation of its substrate degradation ability 

WANG Xiaoyun, WANG Hui, ZHAO Yan, CHEN Hongju, JI Xiangshan 

College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Taian 271018, China 

Abstract: Modern high-intensity aquaculture has seen a rapid increase in annual cultured production over recent 
decades, and it is essential to deal with the amount of waste produced. Aquaculture effluent is typically character-
ized by increased nitrogen species (ammonia, nitrites and nitrates), organic carbon, phosphates, suspended solids, 
and high biological oxygen demand and chemical oxygen demand. Probiotics are defined as live microbial or cul-
tured product feed supplements that beneficially affect water quality or the host. For example, some Bacillus sub-
tilis strains can degrade ammonia, nitrites or nitrates and are important for water manipulation in intensive aqua-
culture. As a result, the use of probiotics in aquaculture is gaining increasing scientific and commercial interest 
worldwide. A strain with high protease activity, which can degrade protein or nitrogen, is key to its commercial 
application in probiotics production. To breed a B. subtilis strain with high protease activity, an original strain (B. 
subtilis BC2) was mutated using different doses of ultraviolet (UV) radiation, and a preliminary study determined 
the optimal UV radiation conditions. The value of flat transparent circle to colony diameter (H/C) was used to 
estimate the UV mutation effect on B. subtilis. The results showed that the H/C value of mutated strain B38 in-
creased from 3.01 to 6.42. A spectrophotometry method with Forint phenol (Lowry) was used to measure the pro-
tease activity of the mutated strain. The protease activity of B38 was 86.82 U/mL, which was increased by 3.14 
times compared with the original strain. After ten successive generations, the protease activity of B38 was 77.01 
U/mL and did not change significantly, showing its good genetic stability. Cellulase activity analysis was used to 
determine whether the UV mutagenesis also affected other enzyme activity. The result showed that the cellulase 
activity of B38 was not significantly different from BC2. Subsequently, we evaluated the ability of mutated strain 
B38 to degrade feed protein. Protein content in the feed medium was assayed by the Kjeldahl method. The liquid 
protein degradation ability of B38 was an increase of 2.57 times compared with original strain BC2. However, the 
ability of B38 to degrade solid protein did not increase significantly. The UV-mutated high protease-producing 
B38 strain provides an important foundation for the development and application of aquatic probiotics. 
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