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高产蛋白酶菌株等离子体诱变及其在提高豆粕发酵

效果中的应用 

 

曲文娟，张天，马海乐，何荣海 

（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江 212013） 

摘要：采用常压室温等离子体（ARTP）技术对 Bacillus amyloliquefaciens 10160 进行诱变处理。以致死率达到 80%作为 ARTP 诱

变(诱变时间为 10 s)的最佳剂量, 筛选得到了 C5 和 C12 两株遗传稳定的诱变菌株.。与初始菌株相比，诱变菌株的中性蛋白酶酶活分

别提高了 86.0%和 85.0%。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析显示，C5、C12 以及初始菌株提取的蛋白的组成

无明显的差异，然而诱变样品的蛋白浓度明显高于初始菌株。通过豆粕液态发酵发现，与初始菌株相比，菌株 C5 发酵后的多肽得率

和含量分别提高了 14.2%和 15.6%；菌株 C12 发酵后的多肽得率和含量分别提高了 13.2%和 11.8%。诱变后发酵液中中性蛋白酶的酶

活也大大提高，菌株 C5 和 C12 发酵后中性蛋白酶酶活分别增加了 26.0%和 29.8%。多肽分子量分布和 ACE 抑制率无显著差异。可

见，ARTP 处理 Bacillus amyloliquefaciens 10160 可以显著提高其豆粕液态发酵制备降血压肽的产率。 

关键词：常压室温等离子体（ARTP）；解淀粉芽胞杆菌 10160；豆粕；液态发酵；肽 

文章篇号：1673-9078(2018)10-133-140                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2018.10.019 

High-yield-of-protease Strain Treated by ARTP and Its Improvement of 

Fermentation of Soybean Meal 

QU Wen-juan, ZHANG Tian, MA Hai-le, HE Rong-hai 

(College of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 

Abstract: Bacillus amyloliquefaciens 10160 was treated by the technology of atmospheric and room temperature plasma (ARTP). Under 

the optimum dose of of lethality 80% for ARTP-induced mutagenesis (10 s), two stable mutant strains of C5 and C12 were succefully screened. 

Compared with the original strain, the neutral protease activities of C5 and C12 strains were increased by 86.0% and 85.0%, respectively. 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) observations indicated that, the composition of the proteins extracted 

from C5, C12, and the original strains was similar, while the treated samples exhibited higher protein concentrations. The liquid fermentation 

experiments of soybean meal showed that, as compared with the original strain, the yield and content of peptides in the fermentation broth of C5 

and C12 strains increased by 14.2% and 15.6%, and 13.2% and 11.8%, respectively. Neutral protease activities in the fermentation broths of C5 

and C12 strains increased by 26.00% and 29.84%, respectively. There was no significant difference in the molecular weight distribution and 

ACE inhibition rate between the strains. Therefore, ARTP treatment of Bacillus amyloliquefaciens 10160 can significantly increase the yield of 

peptides produced by liquid fermentation of soybean meal. 

Key words: Atmospheric and room temperature plasma (ARTP); Bacillus amyloliquefaciens 10160; soybean meal; liquid fermentation; 

peptides 

 

通过改变基因组来进行微生物的培育对于生物技

术研究和生物产业是非常重要的。在自然界中，突变

和自然选择结合是生命进化的关键驱动力[1]。但是自

然进化自发突变率低，造成进化效率不高并且需要很

长时间[2]，所以为了提高突变率和筛选出有益的变种， 
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很多人造的诱变技术已经被广泛研究和应用起来。迄

今为止，化学和物理诱变剂已经在工业菌株改造中发

挥着重要作用[3]，虽然化学诱变剂是有效的、经典的

诱变手段，但是化学诱变剂多为剧毒的致癌物质，所

以研究者目前也更倾向于利用物理法来进行诱变处

理。 

常压室温等离子体（ARTP）是一种新型的微生

物诱变工具，在常压常温下（25~40 ℃）能瞬间破坏

DNA 链，避免对热敏微生物的潜在热损伤[4]。与传统
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的诱变育种相比，ARTP 诱变育种有更强的 DNA 损

伤，较高的突变率，并且突变菌株由良好的遗传稳定

性[5,6]。大量的研究也证实了 ARTP 对微生物的诱变有

显著的正效应。MA
[7]利用 ARTP 成功诱变出了一株高

产淀粉酶的枯草芽孢杆菌 WB600 mut-12#，与未诱变

的菌株相比，淀粉酶的产量和产率分别增加了 35.0%

和 8.8%，胞外蛋白浓度增加了 37.9%，表现出良好的

遗传稳定性。 

ZHU 等[8]以产脂肽的枯草芽孢杆菌 723 作为亲

本，利用 ARTP 诱变技术以及高通量筛选方法，筛选

出了 27,000 个突变体，发现了 37 个高产菌株，其中

一株的产脂肽含量是亲本的 5.4 倍。FAN 等[9]用 ARTP

改善工程化枯草芽孢杆菌 TD12np 尿苷的生产量，通

过建立的高通量筛选方法筛选出了一株突变体 F126，

F126 菌用于摇瓶发酵 30 h 和分批补料发酵 48 h 后，

产生的尿苷含量比亲本分别提高了 4.4 倍和 8.7 倍。但

是目前没有关于 ARTP 处理产中性蛋白酶的解淀粉芽

胞杆菌 Bacillus amyloliquefaciens 10160 的任何报道，

所以本研究采用 ARTP 技术对产中性蛋白酶的

Bacillus amyloliquefaciens 10160 进行诱变改造，以提

高其产中性蛋白酶的能力，从而提高豆粕液态发酵制

备降血压肽的产率。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Bacillus amyloliquefaciens 10160，购自中国工业微

生物菌种保藏管理中心；豆粕（蛋白含量 48.48%），

购自中储粮镇江有限公司；三氯乙酸（TCA）、甲叉

丙烯酰胺、丙烯酰胺、过硫酸铵、十二烷基硫酸钠

（SDS）、乙二胺四乙酸（EDTA）、冰醋酸、乙腈和考

马斯亮蓝 R-250，购自上海国药集团；溶菌酶、三羟

甲基氨基甲烷（Tris）、甘氨酸和四甲基乙二胺

（TEMED），购自上海生工；血管紧张素转换酶（ACE）

和马尿酰-组氨酸-亮氨酸（HHL），购自 sigma。 

1.2  设备与仪器 

IS-RDD3 摇床，上海福玛试验设备有限公司；

YM30Z 灭菌锅，上海三申医疗器械有限公司；

SW-CJ-2FD 超净工作台，苏州净化设备有限公司；T6

新世纪紫外可见光分光光度计，北京普析通用仪器有

限责任公司；ARTP 诱变育种仪，无锡源清天木生物

科技有限公司；电泳仪，美国 BIO-RAD 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  培养基制备 

LB 培养基：蛋白胨 10 g/L、牛肉浸取物 5 g/L、

NaCl 10 g/L、琼脂 15 g/L、pH 7.0，121 ℃灭菌 20 min。 

酪素培养基：牛肉膏 3 g/L、酪素 8 g/L、琼脂 15 

g/L、pH 7.0~7.2，121 ℃灭菌 20 min。 

种子培养基[10]：酵母膏 1%（m/V）、玉米黄粉 1%

（m/V）、KH2PO4 1%（m/V），121 ℃灭菌 20 min。 

发酵培养基：豆粕 20% （m/V）、玉米黄粉 1%

（m/V）、KH2PO4 0.5%（m/V），121 ℃灭菌 20 min。 

1.3.2  菌体悬浮液制备 

将 Bacillus amyloliquefaciens 10160 接种到 LB 培

养基中 36 ℃培养至对数生长期，经过适当的稀释使菌

体浓度保持在 10
6
 CFU/mL，然后取 10 mL 稀释后的

菌体 4000 r/min、4 ℃条件下离心处理 10 min，取离心

后的沉淀物用 10 mL 无菌生理盐水悬浮，然后进行等

离子体诱变处理。 

1.3.3  等离子诱变处理 

将上述菌体悬浮液与10% (V/V)甘油按1:1的比例

混合，混合后取 20 μL 均匀涂在无菌载玻片上，在

ARTP 上进行诱变，处理结束后，用 1 mL 的无菌生理

盐水将载片上的菌体清洗后待测。 

ARTP 功率设定为 100 W，通气量设定为 10 

L/min，利用冷却水循环机，控制温度为 20 ℃，通过

改变诱变时间（2、4、6、8、10、12、14、16、18 和

20 s）来计算诱变致死率，以未诱变处理的菌体作为

对照，根据致死率（%）确定最终的诱变条件。 

%100
-


对照菌落数

诱变后菌落数对照菌落数
致死率  

1.3.4  初筛方法 

将诱变完的菌体稀释合适的浓度，涂于酪素培养

基上培养 48 h（36 ℃）后，记录培养基上菌落和水解

圈直径，根据公式计算 K 值[11]。初筛的标准为菌落直

径在 1.0~2.0 之间且 K 值较大。对初筛得到的菌落进

行斜面保存。 

菌落直径

透明圈直径
K  

1.3.5  复筛方法 

将初筛得到的菌株接种到 LB 培养基中进行摇瓶

培养（36 ℃）24 h，然后离心取上清液，按照国标 GB/T 

23527-2009
[12]测定其中性蛋白酶的酶活。 

1.3.6  诱变菌株产蛋白酶稳定性试验 

将筛选出的蛋白酶活显著提高的菌株进行遗传稳

定性试验，对突变菌株连续传代培养 10 代，选取第 1、

3、5、7 和 9 代的菌株摇瓶培养(36 ℃)24 h 后，测定

中性蛋白酶酶活，来确定筛选出的突变菌株的稳定性。 

http://www.china-cicc.org/
http://www.china-cicc.org/
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1.3.7  诱变机理试验 

1.3.7.1  菌体蛋白样品的制备 

参考石坡[13]的方法制备菌体蛋白样品。 

1.3.7.2  菌体蛋白浓度的测定 

采用 Bradford（1976）法[14]测定样品中蛋白浓度。 

1.3.7.3  SDS-PAGE 电泳 

（1）浓缩胶配方见表 1。 

（2）分离胶配方见表 2。 

表 1 浓缩胶配方 

Table 1 The formula of concentration gel 

组分名称 
2 mL 凝胶所对应的各组分的取样

量/mL 

H2O 1.4 

30%丙烯酰胺 0.33 

1.0 M Tris-HCl（pH 6.8） 0.25 

10% SDS 0.02 

10%过硫酸铵 0.02 

TEMED 0.002 

表 2 分离胶配方 

Table 2 The formula of separation gel 

组分名称 
5 mL 凝胶所对应的各组分的取样

量/mL 

H2O 1.9 

30%丙烯酰胺 1.7 

1.5 M Tris-HCl（pH 8.8） 1.3 

10% SDS 0.05 

10%过硫酸铵 0.05 

TEMED 0.002 

（3）电极缓冲液：称取 15.1 g Tris、94 g 甘氨酸，

加入 5.0 g SDS，用去离子水溶解并定容到 1 L，调至

pH 8.3。 

（4）脱色液配方：量取 100 mL 醋酸和 50 mL 乙

醇，加入去离子水定容到 1 L。 

（5）SDS-PAGE 操作步骤：将 20 μL 电泳菌体蛋

白样品与 5 μL 上样缓冲液混合，在沸水浴中煮 5 min，

根据样品的蛋白浓度计算出上样的体积，使上样蛋白

量达到 15 μg，然后缓慢的在梳孔中加样，浓缩胶稳

压 80 V，分离胶稳压 120 V，电泳时间 2 h。取下凝胶

后，加入考马斯亮蓝 R-250 染色 2 h。染色结束后，加

入脱色液脱色过夜。 

1.3.8  豆粕液态发酵试验 

将筛选出的蛋白酶活性高且稳定性好的两株突变

菌进行豆粕液态发酵试验，发酵结束后，5000 r/min

离心 15 min 取上清液用于测定各类指标，其结果与初

始菌株 Bacillus amyloliquefaciens 10160 发酵结果进行

比较。 

豆粕液态发酵的工艺条件为：豆粕添加量 20%

（m/V）、KH2PO4浓度 0.5%（m/V）、玉米黄粉（提供

碳源和氮源）添加量 1%（m/V）、温度 32 ℃、自然 pH

（5.8）、接种量 10%（V/V）、发酵时间 24 h。 

1.3.8.1  多肽含量的测定 

参照陈钧辉等[15]双缩脲法测定多肽浓度。多肽含

量（%）计算公式如下： 

%100



m

VC
多肽含量  

式中：C，发酵液的多肽浓度，mg/mL；V，发酵液的总

体积，mL；m，发酵液放入 105 ℃烘箱中烘干至恒重后的质量，

mg。 

1.3.8.2  多肽得率的测定 

样品的多肽得率（%）计算公式如下： 

%100



M

VC
多肽得率  

式中：M，豆粕和玉米粉总质量，mg。 

1.3.8.3  ACE 抑制率的测定 

取发酵上清液与 15%（m/V）TCA 按 1:1 的比例

混合均匀，30 ℃反应 30 min 后 10000 r/min 离心 10 

min，然后取上清液调节 pH 为中性，用去离子水将上

清液统一稀释到 10 mg/mL 后，参考 JIA
[16]的 ACE 抑

制率方法测定 ACE 抑制率（%）。 

1.3.8.4  发酵液分子量分布的测定 

参考 JIN
[17]的方法测定。采用高效凝胶过滤色谱

法测定多肽的分子量分布。色谱柱：TSK-gelG2000

（300 mm×7.8 mm）。 

将发酵上清液配置成浓度10 mg/mL的样品溶液，

依据上述方法进行分析计算出多肽的相对分子量及其

分布范围所占的质量分数（%）。 

1.3.8.5  发酵液上清液酶活的测定 

中 性 和 碱性 蛋 白 酶酶 活 参 考国 标 GB/T 

23527-2009
[12]进行测定。 

1.3.9  数据统计分析 

所有测量数据均重复测定三次，结果以平均值±

标准偏差表示。用 SPSS 16.0 软件进行统计学差异性

分析，以 p<0.05 表示具有统计学差异。 

2  结果与分析 

2.1  致死率曲线绘制结果 

采用平板计数法绘制 Bacillus amyloliquefaciens 

10160 的 ARTP 诱变致死率曲线，建立 ARTP 诱变时

间与致死率的关系曲线，结果见图 1。 
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图 1 ARTP处理时间与致死率的关系曲线 

Fig.1 Relation curve between ARTP treatment time and 

lethality 

由图 1 可知，在处理时间在 2~12 s 之间时，随着

处理时间的增加，致死率迅速的增加。研究报道显示
[18]，菌体突变率会随着诱变剂量的增加而增加，但是

当达到一定的诱变剂量，负突变率会增高，正突变率

有所下降，诱变剂量使致死率在 80%时[19]，正突变率

高，诱变效果较好。推测可能是因为 ARTP 产生的活

性粒子能够穿透细胞膜到达细胞内部，破坏 DNA、蛋

白键等，当能量适中时，细胞中 DNA 不完全修复引

起控制产生目标产物的遗传片段的改变，最终导致性

状发生改变；当能量过大时，对 DNA 键的破坏较大，

菌体自身很难修复，控制目标产物产生的基因没有得

到修复反而产生了负效应[20,21]。本研究结果显示在诱

变时间为 10 s 时，致死率达到 80.0%，因此 ARTP 诱

变处理时间 10 s 最适宜，并将其用于后续试验中。 

2.2  初筛结果 

将 ARTP 处理后的菌株在酪素筛选培养基中进行

初筛，从诱变后的菌落中得到 K 值较大的 12 株菌体，

结果见表 3。K 值在一定程度上反映了菌体分泌的蛋

白酶的酶活力大小，K 值越大表示菌体分泌的蛋白酶

分解酪素的能力越高，酶活力越高。从表中可以看出，

与初始菌株相比，诱变后 12 株菌 C1~C12 的 K 值分

别提高了 33.37%、32.00%、6.76%、18.48%、21.33%、

40.23%、10.24%、22.49%、12.04%、18.48%、33.37%

和 46.57%。在这 12 株诱变菌中，K 值增加较显著的

菌株为 C1、C2、C5、C6、C8、C11 和 C12，增加率

均大于 20%。根据邢新会等[22]对 ARTP 诱变出来的高

产色氨酸大肠杆菌，通过对其进行基因组重测序并进

行 COG 分类分析，发现 16 组基因与氨基酸的转运和

代谢相关，推测 ARTP 处理造成 K 值的增加可能是因

为 ARTP 通过发射等离子体射流，穿过细胞膜使控制

蛋白酶产生的遗传物质发生改变，引起代谢通路的改

变，从而导致分泌的胞外蛋白酶活性提高。舒冬梅等

[9]利用酪素培养基对 ARTP 诱变后的米曲酶进行初筛

时，也筛选出了与初始菌株 K 值（1.13）相比较大的

三株菌（2.00、1.88 和 2.14）。 

表 3 初筛菌株的水解圈直径、菌直径和 K值 

Table 3 Hydrolysis circle diameter, bacteria diameter, and K 

values of strains by initial screening 

菌株编号 水解圈直径/mm 菌直径/mm K 值 

对照 14.20±0.02 1.50±0.07 9.47 

C1 14.90±0.16 1.18±0.02 12.63 (↑33.37%) 

C2 22.50±0.08 1.80±0.06 12.50 (↑32.00%) 

C3 16.18±0.15 1.60±0.01 10.11 (↑6.76%) 

C4 20.20±0.02 1.80±0.10 11.22 (↑18.48%) 

C5 20.00±0.22 1.74±0.03 11.49 (↑21.33%) 

C6 17.26±0.01 1.30±0.10 13.28 (↑40.23%) 

C7 16.70±0.10 1.60±0.12 10.44 (↑10.24%) 

C8 17.40±0.12 1.50±0.05 11.60 (↑22.49%) 

C9 19.10±0.02 1.80±0.03 10.61 (↑12.04%) 

C10 20.20±0.05 1.80±0.02 11.22 (↑18.48%) 

C11 20.20±0.14 1.60±0.01 12.63 (↑33.37%) 

C12 22.20±0.23 1.60±0.03 13.88 (↑46.57%) 

注：括号里的数值为诱变菌株的 K 值与对照相比的增加

率。 

2.3  复筛结果 

表 4 复筛菌株中性蛋白酶酶活 

Table 4 Neutral protease enzyme activities of strains by 

secondary screening 

菌株编号 中性蛋白酶酶活/(U/mL) 酶活增加率/% 

对照 41.10±0.83 - 

C1 66.23±0.41 61.13 

C2 62.65±0.15 52.43 

C3 42.93±0.20 4.45 

C4 44.18±0.10 7.49 

C5 66.14±0.31 60.93 

C6 45.09±0.13 9.72 

C7 43.85±0.12 6.68 

C8 43.26±0.11 5.26 

C9 44.60±0.02 8.50 

C10 43.68±0.01 6.28 

C11 43.26±0.20 5.26 

C12 76.04±0.12 85.02 

虽然可以从酪素筛选平板上筛选出正突变的菌

株，但是其筛选的结果存在一定的误差，所以需要进

行复筛验证[23]，对表 3 中的 12 株菌进行摇瓶培养复

筛测定其中性蛋白酶酶活，中性蛋白酶酶活力结果见
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表 4。从表 4 中可以看出，与初始菌株相比，12 株菌

的中性蛋白酶酶活力都有不同程度的增加，其中 C1、

C2、C5 和 C12 四株菌的产酶活力增加较大，中性蛋

白酶酶活分别为 66.23、62.65、66.14 和 76.04 U/mL，

与初始菌株相比，酶活增加率都大于 50%，比舒冬梅

等[11]用ARTP诱变产蛋白酶的米曲酶筛选出的诱变菌

株的中性蛋白酶酶活提升（19.1%）效果好。ARTP 能

够使诱变菌株分泌的蛋白酶活力不同程度的提升，这

可能是因为 ARTP 产生的等离子射流中包含多种具有

化学活性的粒子，对胞内 DNA 损伤具有多样性，因

而获得的突变型也具有很大的多样性[24]。 

2.4  遗传稳定性结果 

 

图 2 诱变菌株遗传稳定性 

Fig.2 The hereditary stability of mutant strains 

注：不同小写字母表示各诱变菌株在不同传代次数之间存

在显著性差异（p<0.05）。 

对复筛筛选出的 C1、C2、C5 和 C12 四株诱变效

果较好的菌株进行遗传稳定性验证，结果见图 2。 

由图 2 看出，C1 诱变菌株中性蛋白酶酶活，在第

1 代到第 5 代的传代过程中逐渐增大，但在后续传代

过程中显著下降（p<0.05）；C2 菌株在传代过程中，

中性蛋白酶酶活力逐渐增加，从 62.73 U/mL（第 1 代）

上升到最大 67.22 U/mL（第 7 代），在后续传代过程

中趋于稳定；C5 菌株中性蛋白酶酶活力，从第 1 代到

第 5 代传代过程中显著提高（p<0.05），从 66.14 U/mL

（第 1 代）上升到最大 78.12 U/m（第 5 代），在后续

传代过程中趋于稳定。这可能是因为在诱变后，虽然

菌体的基因有所改变，但并不一定能立即表现出来，

在传代培养过程中表现型才逐渐显现出来[25]。舒冬梅

等 [11]在对米曲酶进行 ARTP 诱变过程中也发现了这

一现象，在对诱变后筛选出的 H15 菌株进行遗传稳定

性测定中，也得出中性蛋白酶酶活在传到第 9 代时蛋

白酶活力从 1792.8 U/g 上升到 1816.3 U/g。C12 诱变

菌株稳定性较好，中性蛋白酶酶活无显著性变化

（p>0.05）。综合考虑中性蛋白酶酶活和遗传稳定性两

个因素，选取 C5 和 C12 两种诱变菌株进行后续研究。 

2.5  SDS-PAGE 电泳分析结果 

 

图 3 诱变菌株和初始菌株菌体蛋白的 SDS-PAGE电泳图 

Fig.3 SDS-PAGE electrophoretograms of proteins from the 

mutant and original strains 

注：M: Marker（分子量范围 10~180 ku）。 

对诱变菌株 C5 、 C12 以及亲本 Bacillus 

amyloliquefaciens 10160 提取的菌体总蛋白进行

SDS-PAGE 电泳分析，经过凝胶成像分析系统分析并

拍照形成电泳图，结果见图 3。 

从图 3 可以看出，Bacillus amyloliquefaciens 10160

经过 ARTP 处理后，诱变菌株 C5 和 C12 与未处理的

菌株条带并没有明显的差异，仅在蛋白条带的深浅上

有差异，其中诱变处理的两株菌蛋白条带颜色加深，

说明诱变后蛋白浓度有所增加，推测可能是因为

ARTP 在此诱变条件下产生的化学活性粒子，不足以

引起菌体蛋白组成的改变，只是在某种程度上使菌体

蛋白的表达量增加。该结果与吴平等[26]报道的结论一

致，其利用 SDS-PAGE 电泳分析脉冲磁场处理对格式

李斯特菌蛋白层面的影响研究中，也发现蛋白条带未

发生改变，只是条带变深。 

2.6  豆粕液态发酵试验结果 

将诱变菌株 C5 和 C12 与初始菌株用于豆粕液态

发酵制备降血压肽试验中，对发酵液离心取上清液，

进行各项指标测定，结果见表 5 和表 6。 

由表 5 可以看出，诱变后的菌株 C5 和 C12 经过

发酵后，发酵上清液的多肽含量和得率与初始菌株发

酵液相比显著提高（p<0.05）。这是因为诱变后的菌株

生长代谢过程中产生的蛋白酶酶活性比初始菌株高，

所以在发酵过程中，分解豆粕蛋白产生的多肽含量和

得率都有所提高。与初始菌株发酵液相比，菌株 C5

发酵后多肽得率和含量分别提高了14.23%和15.56%；

菌株 C12 发酵后多肽得率和含量分别提高了 13.24%
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和 11.77%。FAN 等[9]用 ARTP 改善工程化枯草芽孢杆

菌 TD12np 尿苷的生产量，通过建立的高通量筛选方

法筛选出了一株突变体 F126，F126 菌用于摇瓶发酵

30 h 和分批补料发酵 48 h 后，产生的尿苷含量比亲本

分别提高了 4.4 倍和 8.7 倍。同样石琳等[27]通过传统

的紫外诱变红曲霉，将初筛得到的高产蛋白酶菌株用

于高温豆粕发酵，以发酵产生的多肽含量为指标，筛

选出了一株高产可溶性多肽的突变菌株，该菌株在同

等发酵条件下，产生的多肽含量是原始菌株的1.47倍。

此外，C5 和 C12 菌株发酵上清液的中性蛋白酶酶活

也显著提高（p<0.05），分别增加了 26.00%和 29.84%，

但是碱性蛋白酶酶活与初始菌株相比并没有显著性差

异（p>0.05）。从 ACE 抑制率看出，将 C5、C12 以及

初始菌株发酵液多肽浓度稀释到相同浓度（10 

mg/mL）后，ACE 抑制率无显著差异（p>0.05）。这

可能是因为 ACE 抑制肽活性与其氨基酸组成和氨基

酸序列有着重要的联系[28]，虽然诱变后菌体分泌的蛋

白酶酶活增大，发酵产生的多肽含量提高，但是产生

的多肽的氨基酸组成和序列及分子量分布并无明显的

差异。 

表 5 诱变菌株和初始菌株豆粕液态发酵结果 

Table 5 Results of soybean meal liquid fermentation from the mutant and original strains 

测定指标 对照 C5 C12 

多肽含量/% 56.26±0.16b 64.27±0.94a(↑14.23%) 63.71±1.04a (↑13.24%) 

多肽得率/% 12.15±0.35b 14.04±0.29a (↑15.56%) 13.58±0.24a (↑11.77%) 

中性蛋白酶酶活/(U/mL) 350.23±2.37c 441.29±4.99b (↑26.00%) 454.74±4.11a (↑29.84%) 

碱性蛋白酶酶活/(U/mL) 274.70±2.69a 267.98±3.23a 272.63±5.45a 

ACE 抑制率/% 57.52±0.023a 58.71±0.01a 59.82±0.01a 

注：同行不同小写字母表示同一测定指标下诱变菌株（C5、C12）与对照之间存在显著性差异（p<0.05）；括号里的数值为同一

测定指标下，诱变菌株（C5、C12）与对照相比的增加率。 

表 6 诱变菌株和初始菌株发酵上清液分子量分布 

Table 6 Molecular weight distribution of fermentation supernatants from the mutant and original strains 

分子量范围 对照/% C5/% C12/% 

>10000 1.51±0.02 2.12±0.01 (↑40.04%) 2.45±0.01 (↑62.25%) 

10000~5000 5.44±0.01 6.22±0.03 (↑14.34%) 5.22±0.02 

5000~3000 5.88±0.02 6.29±0.01 (↑6.97%) 5.50±0.01 

3000~1500 14.44±0.06 14.73±0.03 14.07±0.01 

1500~150 52.92±0.20 52.48±0.12 53.27±0.08 

<150 19.81±0.13 18.16±0.05 19.49±0.12 

注：括号里的数值为同一分子量范围下，诱变菌株（C5、C12）与对照相比的增加率。 

表 6 列出了经过 ARTP 诱变筛选得到的两株菌以

及初始菌株分别用于豆粕液态发酵后，发酵上清液的

分子量分布情况。由表 6 可以看出，C5 和 C12 两株

菌发酵上清液的分子量低于3000 u的小分子肽比例分

别为 85.37%和 86.83%，与初始菌株（87.17%）相比，

无明显差异。这可能是因为虽然诱变后的菌株酶活性

有所提升，但是所分泌的酶的种类并没有改变，酶切

位点未发生改变，致使酶解产生的小分子量段肽的肽

链长度未发生改变。虽然诱变菌株液态发酵后大分子

量段肽含量有所增加，尤其是 C5 株菌发酵液，但是

由于主要是低分子量多肽提供 ACE 抑制活性，且活

性更高[29]，所以该结果也为上述诱变后的菌株发酵上

清液 ACE 抑制率没有显著性提高提供了理论依据。 

3  结论 

3.1  本文采用 ARTP 对 Bacillus amyloliquefaciens 

10160 进行诱变处理，以致死率达到 80%为考察指标

优化获得 ARTP 诱变的最佳条件为：功率 100 W、通

气量 10 L/min、处理时间 10 s。经过进一步菌株初筛

和复筛，得到了 C5 和 C12 两株稳定遗传的突变菌株，

与初始菌株相比，中性蛋白酶酶活分别提高了 86.03%

和 85.02%。并对菌株 C5、C12 以及初始菌株提取的

菌体总蛋白进行 SDS-PAGE 电泳分析发现，诱变后蛋

白条带数并未发生变化，只是蛋白条带变深，表明诱

变对菌体蛋白组成并未产生显著影响，仅是提高了蛋

白浓度。 

3.2  豆粕液态发酵试验发现，与初始菌株相比，诱变

后发酵液中多肽含量和得率大大提高，菌株 C5 发酵

后多肽得率和含量分别提高了 14.23%和 15.56%；菌

株 C12 发酵后多肽得率和含量分别提高了 13.24%和
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11.77%。诱变后发酵液中中性蛋白酶酶活也大大提

高，菌株 C5 和 C12 发酵后中性蛋白酶酶活分别增加

了 26.00%和 29.84%，但是碱性蛋白酶酶活并没有明

显变化。菌株 C5 和 C12 发酵液分子量分布未发现改

变，ACE 抑制率未发生变化，由此得出 ARTP 处理

Bacillus amyloliquefaciens 10160 可以显著提高其豆粕

液态发酵制备降血压肽的产率。 
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