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潜在的水体修复菌 Bacillus subtilis H001的筛选

及其高密度培养 
 

刘冬梅，罗彤晖，李昕睿，吴晖，李理，肖性龙，袁琨，赖富饶 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：在水产养殖规模日益扩大和集约化程度不断提高时，带来了养殖水体富营养化、亚硝酸盐超标、致病微生物等问题，在

其中引入益生菌，可起到预防和控制的作用。从 10株枯草芽孢杆菌中，筛选出菌株H001 具有较高淀粉酶和蛋白酶酶活，分别为 36.7 

U/mL 和 35.6 U/mL。当麸皮浸汁为 40 g/L，玉米浸汁为 15 g/L，豆粕为 20 g/L，H001 菌落总数（TCN）对数值分别为 12.1，12.1和

14.0。当玉米浸汁与豆粕粉质量比为 2：1 时，麸皮浸汁与豆粕粉的质量比为 2:1 时，H001 的TCN 对数值都约为 15.0。在模拟水体中，

当亚硝酸盐含量分别为 5.0 mg/L、10.0 mg/L、20.0 mg/L、30.0 mg/L、40.0 mg/L 和 50.0 mg/L 时，菌株H001 对其降解率分别为 95.0%、

95.0%、84.1%、68.6%、48.5%和 44.4%。综上所述，具有较高淀粉酶和蛋白酶酶活的枯草芽孢杆菌 H001，其培养基经优化后TCN

提高到 1.6×1015 CFU/mL，优化后培养基组合经济且适合于 H001的高密度培养，H001是一种潜在的养殖水体修复菌。 
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Abstract: The increase in scale and degree of intensification of aquaculture has led to several environmental issues, such as eutrophication, 

excessive nitrite content, and presence of pathogenic microorganisms, in the water bodies used for aquaculture. Introduction of probiotics into 

such water bodies can help prevent and control these critical issues. Bacillus subtilis strain H001 was selected from among ten screened strains 

as it showed higher amylase (36.7 U/mL) and protease (35.6 U/mL) activities. The medium components were varied in order to optimize the 

medium for H001 growth, and the effect was investigated in terms of the logarithm of total colony number [log(TCN)]. Highest log(TCN) 

values for H001 were obtained for 40 g/L bran-based broth, 15g/L corn-based broth, and 20 g/L soybean meal, at 12.1, 12.1, and 14.0, 

respectively. The log(TCN) was approximately 15 when the mass ratio of corn-based broth (or bran-based broth) to soybean meal was 2:1. The 

rate of nitrite degradation by H001 in the simulated water body was 94.5%, 95.0%, 84.1%, 68.6%, 48.5%, and 44.4% when the initial nitrite 

concentration was 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, and 50.0 mg/L, respectively. In summary, the TCN of Bacillus subtilis H001 with higher amylase 

and protease activities increased to 1.6 × 1015 CFU/mL after the medium was optimized. This optimized medium was economical and suitable 

for high-density culture of H001. Strain H001 is presented as a potential aquatic bioremediation agent for water bodies used in aquaculture. 
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水产养殖水体污染是食品安全要解决的重要课题

之一。我国水产养殖业因大量投放人工饵料引起水质 
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恶化已成为制约水产养殖业可持续发展的关键。现行

集约化的水产养殖系统中，通常投放大量人工配制饲

料为满足水产品生长需要，大量剩余饲料（约占总投

放量 1020%）与水产品排泄物残存在养殖水体中[1]。

水体中的异养菌无法很好处理如此大量的“营养物”，

从而导致养殖水体积累各种有机物和有毒有害物质，

因此，在水产养殖规模日益扩大和集约化养殖程度不

断提高时，随之而来的养殖水体富营养化、亚硝酸盐

超标、致病微生物及有害藻类大量滋生等问题突出[2]，
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目前用于养殖水体修复的微生物主要有芽孢杆菌、光

合细菌、硝化细菌复合菌、酵母菌和乳酸菌等，其中

枯草芽孢杆菌是对人畜无毒无害的细菌，在自然界分

布广泛，是美国 FDA 规定可作为微生态制剂的菌株

之一，中国饲料工业协会也规定枯草芽孢杆菌、地衣

芽孢杆菌、腊样芽孢杆菌等 12种有益微生物可以作为

饲料级微生物添加剂[3]。枯草芽孢杆菌产生的许多胞

外酶（淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶）不仅能分解饲料残

饵和底泥中的淀粉、蛋白质和脂肪等有机质，以达到

降低养殖水体富营养化和减少底泥生成的作用，还可

以拮抗多种肠道致病菌，达到防病治病的效果[4]。除

此外，枯草芽孢杆菌还能降解水体中的亚硝酸盐和氨

氮的含量，减少其对水体的污染[5]。现有商品中水体

修复菌的活力普遍存在低下，降亚硝酸盐的活力低，

活菌数低（10
5
10

6
 CFU/g）等问题。本研究以淀粉酶

和蛋白酶两种酶的酶活作为筛选指标，从 10 株

（H001-H010）枯草芽孢杆菌中筛选作为水质改良的

菌株，优化了该菌的高密度培养条件，以期得到最适

合该菌株生长经济的培养基，并研究了该菌在模拟水

体中降解亚硝酸盐的效果，为今后工业化生产和应用

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

枯草芽孢杆菌 H001-H006 株由华南理工大学轻

工与食品学院食品质量与安全教研室提供，其余

H007-H010 菌株均系从湖北省荆州市不同养殖水体中

采集的水样和底泥中分离、筛选、纯化得到。 

1.2  仪器设备 

LRH-250 A-Ⅱ型生化培养箱，韶关市泰宏医疗器

械有限公司；pHS-3 C 型精密 pH 计，上海日岛科学

仪器有限公司；SW-CJ-1R 型超净工作台，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂；5804 R 台式高速冷冻离心

机，Eppendorf AG 22331 Hamburg Germany；高压灭

菌锅，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；分光光度

计。 

1.3  实验材料与试剂 

葡萄糖、硫酸铵（分析纯），天津市福晨化学试剂

厂；氯化钠（分析纯），广州化学试剂厂；磷酸氢二钾、

硫酸铵、柠檬酸（分析纯），广州市化学试剂厂；硫酸

镁（分析纯），天津市北联精细化学品开发有限公司；

营养琼脂、营养肉汤，广东环凯微生物科技有限公司；

酵母粉浸汁等 

1.4  培养基及其它营养成分 

1.4.1  种子培养基 

按照配方蛋白胨 10 g/L，牛肉膏粉3 g/L，氯化钠

5 g/L，最终pH 7.40.2，灭菌冷却后备用。 

1.4.2  麸皮浸汁的制备 

麸皮浸汁为将干麸皮与浓盐酸和水按比例干麸

皮：水：浓盐酸＝4.6:26:1（质量比）混合后，于 0.070.08 

MPa 的压力下水解 7080 min，离心过滤得到上清液

待用。 

1.4.3  玉米浸汁的制备 

玉米浸汁为将玉米粉与浓盐酸和水按比例玉米粉:

水:浓盐酸＝4.6:26:1（质量比）混合后，于 0.070.08 

MPa 的压力下水解 7080 min，离心过滤得到上清液

待用。 

1.4.4  豆粕粉的制备 

取适量豆粕，于粉碎机中粉碎约 3 min 后，过 80

目筛备用。 

1.4.5  模拟水体的制备 

按照氯化钠浓度为10.0 g/L，葡萄糖浓度为1.0 g/L

的配方，用蒸馏水定容后灭菌，冷却后备用。 

1.5  酶活力测定 

1.5.1  淀粉酶活力测定 
本文采用 Yoo 改良法[6]，取 5 mL的 0.5%可溶性

淀粉溶液，在 37 ℃水浴中预热 10 min，加入适度稀

释后粗酶液 0.5 mL，37 ℃水浴震荡，准确反应5 min

后，加入 5 mL的0.l moL/L H2SO4 终止反应。取0.5 mL

反应液与 5 mL稀碘液显色，在620 nm处测光密度。

以 0.5 mL水代替0.5 mL反应液为空白，以不加酶液

（加同体积的缓冲液）的管为对照。酶活力根据以下

公式计算：酶活力（U）=(Ro-R)×50×D /Ro. 

1.5.2  蛋白酶活力测定 

根据参考文献[7]的方法测定菌株蛋白酶的酶活，

略有修改，具体如下：取15×100 mm试管 3 支，编号

1、2、3，每管内加入样品稀释液 1 mL，置于 40 C

水浴中预热 2 min，再各加入经同样预热的酪蛋白溶

液 1 mL，精确保温 10 min，时间到后，立即再各加入

0.4 mol/L三氯乙酸2 mL，以终止反应，继续置于水

浴中保温 20 min，使残余蛋白质沉淀后离心或过滤，

然后另取 15×150 mm试管 3 支，编号 1、2、3，每管

内加入滤液 1 mL，再加 0.4 mol/L碳酸钠5 mL，已稀

释的福林试剂 1 mL，摇匀，40 C 保温发色 20 min，

冷却后，用紫外可见光分光光度计于 660 nm 波长处
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测定样品光密度。空白实验方法同上，只是在添加酪

蛋白前先加三氯乙酸溶液使酶失活。酶活力根据以下

公式计算：蛋白酶活力（U/mL）=△ OD660nmK4/t，

上式中△ OD660nm 表示样品测定与空白试验光密度值

之差；K 表示吸光常数，即每 1 个 OD660nm值相当的

酪氨酸量（μg），本实验中 K 是根据国标方法配制酪

氨酸标准溶液，绘制标准曲线，据标准曲线查得结果

为 100；4 表示本实验参加福林试剂反应的实际的酪氨

酸的量仅是水解产生酪氨酸量的 1/4，故计算酶活时

应乘以 4；t 表示反应时间（min），本实验为 10 min。 

1.6  培养基的优化研究 

从碳源、氮源和无机盐 3 方面分别优化枯草芽孢

杆菌的培养基配方。单因素实验确定最佳碳源、氮源

后，通过碳氮源组合实验确定最佳碳氮源配比；根据

文献资料，选择对枯草芽孢杆菌生长影响最大的 4 种

无机盐，通过正交实验确定最终组合。 

1.6.1  种子液制备 

于新鲜的培养斜面挑取少许菌落，接种于装有 50 

mL 种子培养基的 250 mL 锥形瓶内，于 30 ℃、150 

r/min 的摇床速度下培养 24 h，菌浓度约为 10
9
 

CFU/mL，为种子液。 

1.6.2  菌落总数的测定 

按配方称取各培养基成分置于250 mL锥形瓶中，

加入蒸馏水定容至 50 mL，调整 pH 7.2，在0.1 MPa

压力下灭菌 20 min 后冷却成培养基，以体积百分比

2%（V/V）将1.6.1的种子液接种于培养基中，于 30 ℃

下，以 150 r/min 摇床速度培养 24 h 后，为培养液，

用平板计数法测定其中的菌落总数（Total Colonies 

Number，简称 TCN），单位为 CFU/mL，分别做 3 个

平行，取平均值。 

1.6.3  碳源的筛选 

在酵母粉 10 g/L，MgSO4 0.5 g/L，K2HPO4 0.3 g/L，

NaCl 0.5 g/L，柠檬酸三钠 2.5 g/L中，分别加入 20 g/L

的葡萄糖、麸皮浸汁和玉米浸汁等3种碳源，按照1.6.2

的方法测定 3 种碳源的菌液的TCN；葡萄糖15 g/L，

麸皮浸汁分别为 20 g/L、30 g/L、40 g/L、50 g/L和 60 

g/L等 5 个浓度，按照 1.6.2的方法测定菌液的TCN；

葡萄糖 15 g/L，玉米浸汁分别为 5 g/L、10 g/L、15 g/L、

20 g/L和 25 g/L等 5 个浓度，按照1.6.2的方法测定菌

液的 TCN； 

1.6.4  氮源的筛选 

在葡萄糖 15 g/L，MgSO4 0.5 g/L，K2HPO4 0.3 g/L，

NaCl 0.5 g/L，柠檬酸三钠 2.5 g/L中，分别加入 10 g/L

的酵母粉、豆粕和硫酸铵等 3 种氮源，按照1.6.2的方

法测定 3 种氮源的菌液的TCN；酵母粉10 g/L，豆粕

分别为 10 g/L、15 g/L、20 g/L、25 g/L、30 g/L等 5

个浓度，按照 1.6.2 的方法测定菌液的 TCN；酵母粉

10 g/L，硫酸铵分别为 2.5 g/L、5.0 g/L、7.5 g/L、10 g/L、

12.5 g/L 等 5 个浓度，按照 1.6.2 的方法测定菌液的

TCN。 

1.6.5  最佳碳氮比的确定 

确定最佳碳源、氮源后，采用 4 种无机盐的含量

分别为 MgSO4.7H2O 0.1 g/L，K2HPO4.3H2O 0.1 g/L，

NaCl 0.3 g/L，二水合柠檬酸三钠（Na3C6H5O7）1.0 g/L，

选取不同水平筛选最佳碳氮比，按照 1.6.2 的方法测定

菌液的TCN，由此确定枯草芽孢杆菌的最佳培养基配

方。 

1.7  在模拟水体中枯草芽孢杆菌 H001 降解亚

硝酸盐 

1.7.1  亚硝酸盐的检测 

参考国标 GB/T5009.33-2010《食品中亚硝酸盐与

硝酸盐的测定》中盐酸萘乙二胺法测定亚硝酸盐的含

量的方法进行测定，稍有修改，为不经过沉淀蛋白质

的步骤，直接加 2 mL 对氨基苯磺酸溶液，混匀，静

置 3~5 min 后各加入1 mL盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L），

加水至刻度，混匀，静置 15 min 测定反应液的吸光度。 

1.7.2  在模拟水体中 H001 降解亚硝酸盐的能
力 

将按 1.4（5）配好的模拟水体分装于50 mL的宽

口锥形瓶中，分别添加100 L、200 L、100 L、400 

L、600 L、800 L、1000 L的 1.00 g/L的亚硝酸

钠溶液，使模拟水体的亚硝酸盐浓度分别约为 5 

mg/L、10 mg/L、20 mg/L、30 mg/L、40 mg/L、50 mg/L。

按照最佳的培养基配方，将枯草芽孢杆菌 H001 进行

高密度培养，培养后的菌液 TCN 达 10
14
10

15
 

CFU/mL，稀释菌液至合适浓度，再将稀释后菌液按

体积百分比为 1.05.0%接入至20 mL模拟水体中，使

其中的 H001的细胞数量为 10
10

 CFU/mL，于30 C 下，

以 150 r/min 速度培养 24 h 后，按照 1.7.1 的方法测定

亚硝酸盐含量，不加菌的组为空白对照组。亚硝酸盐

降解率=（实验组亚硝酸盐含量/空白对照组亚硝酸盐

含量）100%。每个组做 3个平行，并分析显著性。 

1.8  数据分析 

实验数据和绘图均采用 Origin 8.0数据分析软件。 

2  结果与讨论 
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2.1  蛋白酶和淀粉酶活力测定 

 
图 1 各菌株淀粉酶和蛋白酶活力 

Fig.1 Amylase and protease activity of different strains 

screened 

菌株 H001-H010 的淀粉酶酶活和蛋白酶酶活见

图 1 所示，从图中可以看出，H001 菌株产的淀粉酶酶

活最高为 36.7 U/mL，与其它菌株相比，存在显著性

差异（p0.01），而其余菌株相差不大，较优的有 H002、

H008、H005 菌株，它们的酶活分别为 12.3 U/mL、9.6 

U/mL、6.7 U/mL。枯草芽孢杆菌是常见的淀粉酶产生

菌，产生的淀粉酶的最适pH迥异
[8]
。由于养殖水体的

pH为中性偏弱碱性[8]，温度为常温，因此本研究中筛

选得到的菌株应符合这个要求。由图还可以得知，

H001-H010 中各菌株产 蛋白酶活力相差不 大

（p0.05），以 H008 菌株产蛋白酶酶活最高，为 39.4 

U/mL，其余菌株中相对较优的还有 H010、H001、H006

菌株，它们的酶活分别为39.2 U/mL、35.6 U/mL、33.0 

U/mL。综合考虑淀粉酶和蛋白酶酶活，选择淀粉酶活

力最高的 H001 作为目标菌株进行后续的研究。利用

DNSA 的方法，枯草芽孢杆菌 WBS 的淀粉酶酶活为

18.7 U/mL
[9]；采用二硝基酸的方法，枯草芽孢杆菌 IP 

5832 最适条件下产淀粉酶的酶活为 2.5 IU/mL
[10]
；上

述淀粉酶的酶活均比 H001 稍低，是由于酶活测定方

法和培养条件不同所造成。孙妍等人筛选出了蛋白酶

高产菌株 NB1，其蛋白酶酶活为 19.41 U/mL
[11]；

Rakesh 等人用载体固定枯草芽孢杆菌细胞以生产蛋

白酶，其蛋白酶酶活最高为 10.8 U/mL
[12]。枯草芽孢

杆菌由于具有生长条件简单，能同时产生淀粉酶和蛋

白酶的特点，在水产养殖等方面得到了应用。但是，

目前市场中流通的以枯草芽孢杆菌为主的水体净化菌

普遍存在活菌数低，淀粉酶和蛋白酶的酶活不足，降

亚硝酸盐的活力低等问题，使其应用范围受到了限制。 

2.2  碳源的确定 

 
图 2 碳源对枯草芽孢杆菌生长的影响 

Fig.2 Effect of the varying carbon source on the growth of 

Bacillus subtilis H001 

 

图 3 麸皮浸汁含量对枯草芽孢杆菌生长的影响 

Fig.3 Effect of bran-based broth concentration on the growth of 

Bacillus subtilis H001 

 

图 4 玉米浸汁含量对枯草芽孢杆菌生长的影响 

Fig.4 Effect of corn-based broth concentration on the growth of 

Bacillus subtilis H001 

H001 利用葡萄糖、麸皮浸汁和玉米浸汁的情况见

图 2，从图中可以看出 3 种碳源以20 g/L的相同含量

进行培养，得到不同的培养结果，麸皮浸汁与玉米浸

汁结果相近，H001 的 TCN 对数值分别 11.3 和12.0，

而以葡萄糖为碳源 H001 的 TCN 对数值为 9.3，可知

麸皮浸汁、玉米浸汁为碳源其 TCN 均比葡萄糖高出 2

个数量级，并存在显著性差异（p0.01）。可见，菌

株 H001 能利用单糖和多糖等碳源，玉米粉和麸皮中 
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含有丰富的淀粉，从2.1的结果知H001能产生淀粉酶，

所以可利用淀粉获得碳源，除碳源外玉米浸汁和麸皮

浸汁中还含有蛋白质、生长因子等营养成分，因此比

营养成分单一的葡萄糖更优，为菌株 H001 提供了更

丰富的营养要素。当葡萄糖浓度为 45 g/L 其的 TCN

对数值仅为 8.5
[13]。图 3为 H001 利用麸皮浸汁的情况，

当麸皮浸汁含量为 2040 g/L 时，H001 的 TCN 对数

值不断升高，之后逐步下降，因此，麸皮浸汁含量为

40 g/L时，H001 的TCN 对数值达到12.1，与麸皮浸

汁含量 40 g/L 以外的点相比，存在显著性差异

（p0.05），还比郝林华等人的研究（6×10
9
 CFU/mL）

高 9 倍多
[14]
，这个较大的差异可能与菌株不同和麸皮

浸汁的制作工艺不同有关。图 4 为 H001 利用玉米浸

汁的情况，当玉米浸汁含量为 515 g/L 时，H001 的

TCN 对数值不断升高，之后逐步下降，，与玉米浸汁

含量 15 g/L以外的点相比，存在显著性差异（p0.05），

因此，当玉米浸汁含量为 15 g/L时，H001 的 TCN 对

数值为 12.1。综上所述，菌株 H001 能较好地利用麸

皮浸汁和玉米浸汁中营养物质进行生长繁殖，所得菌

落总数均远高于文献中的结果。 

2.3  氮源的确定 

H001 利用酵母粉、豆粕合硫酸铵的情况见图 5，

从图中可看出 3种氮源以相同含量为 10 g/L进行培养

后，H001 的 TCN 对数值分别为 10.7、11.4、10.6，从

中还可知，以豆粕为氮源培养 H001 更合适，其 TCN

分别比酵母粉和硫酸铵的高 1 个数量级，并存在显著

性差异（p0.05）。硫酸铵是一种无机氮源，若作为

唯一氮源可能会导致细胞渗透压不适的问题[15]，因而

对细胞生长不利，其用量非常关键。图 6 为豆粕含量

对H001生长的影响规律，当豆粕含量为10 g/L20 g/L

时，H001 的 TCN 对数值不断升高，之后逐步下降，

因此，豆粕含量为20 g/L时，H001 的TCN 对数值达

到 14.0，与豆粕含量 20 g/L以外的点相比，存在显著

性差异（p0.01），H001 能产生蛋白酶，可以降解豆

粕中的蛋白质为较小分子量的蛋白肽[16~17]以满足自

身生长繁殖的需要，这比文献[17~18]的结果高 36个数

量级。图 7 为硫酸铵含量对 H001 生长的影响规律，

当硫酸铵含量为 2.5 g/L时，H001 的 TCN 对数值最高

为 11.7，之后急剧下降，直至平稳，与硫酸铵 2.5 g/L

以外的点相比，存在显著性差异（p0.01），硫酸铵

是一种无机氮源，当其含量较低时，H001 可较好利用，

但当硫酸铵含量进一步升高，H001 无法更好利用。与

豆粕用量为 20 g/L的结果差 2 个数量级。综上所述，

经济价廉的豆粕最适合于 H001 的生长繁殖，可替代

昂贵的酵母粉，为进一步降低成本，可将豆粕和硫酸

铵进行优化组合加以利用。 

 

图 5 氮源对枯草芽孢杆菌 H001 生长的影响 

Fig.5 Effect of the varying nitrogen source on the growth of 

Bacillus subtilis H001 

 

图 6 豆粕含量对枯草芽孢杆菌生长的影响 

Fig.6 Effect of soybean meal concentration on the growth of 

Bacillus subtilis H001 

 

图 7 硫酸铵含量对枯草芽孢杆菌生长的影响 

Fig.7 Effect of ammonium sulfate concentration on the growth 

of Bacillus subtilis H001 

2.4  最佳碳氮比的确定 

碳源单因素结果表明麸皮浸汁与玉米浸汁均能显

著提高菌体生长量，且两者对枯草芽孢杆菌生长的影

响效果相近，无法通过单因素实验明确区分二者的差

异。以麸皮浸汁与玉米浸汁为碳源均可得到较好的培

养效果，现分别考虑两者与豆粕作用的效果。麸皮浸



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.3 

156 

汁，玉米浸汁与豆粕质量比均分别为 1.0，1.5，2.0，

2.5 和 3.0。经不同碳氮比的培养基培养后枯草芽孢杆

菌生长情况见图 8，麸皮浸汁与玉米浸汁分别与豆粕

按不同比例混合后菌株的生长趋势相同，在质量比为

1.02.0 时，其菌体量逐渐增大，在质量比为2.0时菌

体得率最大，H001 的TCN对数值分别为15.1和 15.0，

与质量比 2.0 以外的点相比，存在显著性差异

（p0.01），在质量比为 2.03.0 时，H001 的 TCN 对

数值逐渐降低。总之，麸皮浸汁还是玉米浸汁与豆粕

混合，H001 的 TCN 对数值相差很小，差异不明显

（p0.05），但因麸皮与玉米粉相比，成本更低，故

选择麸皮浸汁为枯草芽孢杆菌 H001 培养基中碳源。

通过单因素及正交实验，确定了 H001 最佳培养基分

别为葡萄糖 15 g/L，麸皮浸汁 40 g/L，豆粕粉 20 g/L，

使用该培养基培养枯草芽孢杆菌 H001的 TCN 对数值

为 15.2（TCN 为 1.6×10
15

 CFU/mL）。 

 
图 8 麸皮浸汁和玉米浸汁分别与豆粕组合对枯草芽孢杆菌生

长的影响 

Fig.8 Effect of the mass ratio of bran- or corn-based broth to 

soybean meal on the growth of Bacillus subtilis H001 

2.5  亚硝酸钠浓度对降解效果的影响 

在模拟水体中，调节其中亚硝酸盐含量分别为 5.0 

mg/L、10.0 mg/L、20.0 mg/L、30.0 mg/L、40.0 mg/L

和 50.0 mg/L，在其中接入 H001 菌液进行降解，降解

效果见图 9，从图中可以看出，在亚硝酸钠初始浓度

为 5.0 mg/L、10.0 mg/L时，H001 对亚硝酸盐降解率

均为 95.0%。亚硝酸钠浓度为 5.0 mg/L、10.0 mg/L与

浓度 20.0 mg/L、30.0 mg/L、40.0 mg/L、50.0 mg/L分

别相比较，亚硝酸盐降解率存在显著性差异（p<0.01）。

从图 9 中还可知，当亚硝酸钠初始浓度在 10.0 mg/L

到 50.0 mg/L 这一范围内时，其对亚硝酸盐降解率随

亚硝酸钠浓度增加而显著性降低（p<0.01），模拟水

体中亚硝酸钠浓度过高对枯草芽孢杆菌的生长存在着

抑制作用。高密度养殖水体中亚硝酸盐的含量一般为

0.52.0 mg/L
[19~20]，这远比本研究设定的浓度低，本

研究中当亚硝酸盐浓度为 5.010.0 mg/L时，枯草芽孢

杆菌 H001 对亚硝酸盐的降解率达到 95.0%，可见枯

草芽孢杆菌 H001 完全有能力将水体中亚硝酸盐含量

降解到最低，这个与专利的结果吻合[21]。 

 

图 9 不同亚硝酸盐浓度对枯草芽孢杆菌降解亚硝酸盐的影响 

Fig.9 Effect of nitrite concentration on the rate of nitrite 

degradation by Bacillus subtilis H001 

3  结论 

本研究通过测定淀粉酶和蛋白酶的活力，从 10

株菌种中筛选出一株高淀粉酶和高蛋白酶活力的菌株

H001，并通过单因素确定了 H001 的最佳培养基为葡

萄糖 15 g/L，麸皮浸汁 40 g/L，豆粕粉 20 g/L，该培

养基配方价格低廉，适合枯草芽孢杆菌的大规模工业

化生产，使用该培养基后枯草芽孢杆菌 H001 的 TCN

提高到 1.6×10
15

 CFU/mL，为枯草芽孢杆菌的高密度

培养提供了一个切实可行的方法。在模拟水体中，

H001 能很好降解其中 5.0 mg/L10.0 mg/L 的亚硝酸

盐。利用枯草芽孢杆菌菌株中在养殖水体中增殖后产

生的大量胞外酶（淀粉酶、蛋白酶）不仅能将饲料残

饵和底泥中的淀粉、蛋白质等有机质分解，以达到降

低养殖水体中富营养化作用，还可以拮抗多种肠道致

病菌，达到防病治病的效果，此外枯草芽孢杆菌还能

降解水体中的亚硝酸盐和氨氮的含量，进一步减少其

对水体的污染。笔者研究组还发现模拟水体中亚硝酸

盐的降解是源于枯草芽孢杆菌 H001 中的亚硝酸盐还

原酶的作用，已经从该菌株中分离纯化到具有降解亚

硝酸盐降解能力的酶（数据未展出），还需要对该酶

性质进行表征。因此，筛选出来的枯草芽孢杆菌 H001

可作为一种潜在的养殖水体修复菌。 
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