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常压室温等离子体诱变选育富硒纳豆芽孢杆菌

孙摇 博,摇 邵蕾娜,摇 殷摇 娴,摇 王凤寰*,摇 张摇 雨
(北京工商大学 轻工科学技术学院, 北京摇 100048)

摘摇 要: 纳豆芽孢杆菌可以转化亚硒酸钠为有机硒。 对一株纳豆芽孢杆菌的生长曲线进行测定,
确定了亚硒酸钠适宜的添加时间和添加量。 以纳豆芽孢杆菌 BSN424 为出发菌株,采用常压室温

等离子体诱变系统进行诱变,根据耐硒和富硒能力筛选,经连续传代培养后筛选出了富硒纳豆芽孢

杆菌。 结果表明,适宜加硒时间为培养后 3 h,培养时间为 24 h,培养基适宜硒质量浓度为6 滋g / mL,
常压室温等离子体诱变系统功率为 100 W,诱变时间为 25 s。 诱变后筛选得到一株具有较高富硒

能力的诱变菌株 BN-44,经摇瓶发酵后的富硒量为 1 136郾 43 滋g / g,相比出发菌株的 742郾 12 滋g / g 提

高了 53郾 13% 。 研究表明常压室温等离子体诱变育种能有效地对纳豆芽孢杆菌 BSN424 进行诱变,
旨在为有机硒生物转化法中寻找益生菌富硒载体及其诱变育种提供一定依据。
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摇 摇 硒元素是人体必需微量元素之一,是维持人体

正常生理功能的重要营养成分,具有保护组织和细

胞膜免受氧化应激反应,提高人体免疫力,保护肝脏

等的生理功能[1 - 3]。 由于硒在人体内的安全阈值很

低,硒摄取量连续低于 40 滋g / d 会出现缺硒症状,高
于 400 滋g / d 则可能产生硒中毒现象[4];因此,补硒

需慎重。 食品中硒的毒性和活性取决于硒的化学结

构,相比于无机硒,有机硒具有更高的生物利用度和

更低的毒性[5]。 由于人工合成有机硒成本高且技

术难度大,因此生物转化法是目前最常用的有机硒

合成方法,其中以微生物作为载体研究和运用最多

的是富硒酵母[6]。 纳豆是大豆经纳豆芽孢杆菌

(Bacillus natto)发酵而形成的一种豆制品,具有预

防中风、心脏病、骨质疏松、肥胖症及由病原菌引起

的消化道疾病等的作用[7]。 纳豆芽孢杆菌作为枯

草芽孢杆菌的亚种,其本身具有良好的耐硒能力,可

成为一种新型的有机硒微生物转化载体,具有非常

广阔的开发应用前景,而使用纳豆菌诱变选育富硒

载体的相关研究较少。
常压室温等离子体(atmospheric and room tem鄄

perature plasma,ARTP)诱变具有操作简单、诱变效

果好、成功率高、成本低等优点,是常用的微生物诱

变技术[8]。 研究旨在利用 ARTP 对纳豆芽孢杆菌

BSN424 进行诱变,以期建立 ARTP 诱变和筛选富硒

纳豆芽孢杆菌的方法,并对突变菌株进行遗传稳定

性实验,最终获得硒转化率较高、遗传稳定性较好的

菌株。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

1郾 1郾 1摇 实验菌种

诱变出发菌株为一株纳豆芽孢杆菌,编号为
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BSN424,由北京工商大学酶工程实验室从纳豆粉中

分离得到。
1郾 1郾 2摇 培养基

LB 固体培养基:酵母浸粉 5 g,蛋白胨 10 g,氯
化钠 10 g,去离子水 1 000 mL,琼脂粉 15 g / L,pH 值

7郾 0。 121 益灭菌 15 min。
改良大豆蛋白胨培养基:葡萄糖 10 g,大豆蛋白

胨 10 g,七水合硫酸镁 0郾 5 g,磷酸二氢钾 2郾 3 g,无水

氯化钙 0郾 1 g,十二水合磷酸氢二钠 1郾 26 g,去离子

水 1 000 mL,自然 pH 值。 115 益灭菌 15 min。
1郾 1郾 3摇 实验试剂

酵母浸粉,英国 Oxoid 公司;蛋白胨、大豆蛋白

胨,北京奥博星生物技术有限责任公司;琼脂粉,
北京康倍斯科技有限公司,以上均为生物试剂。
分析纯试剂葡萄糖、氯化钠、七水合硫酸镁、磷酸

二氢钾、无水氯化钙、十二水合磷酸氢二钠、亚硒

酸钠、氢氧化钠及优级纯试剂过氧化氢(体积分数

30% )、盐酸、硝酸、硼氢化钾,国药集团化学试剂

有限公司。
1郾 2摇 仪器与设备

ARTP 诱变系统,北京思清源生物科技有限公

司;LC-AFS6500 型液相色谱原子荧光联用仪,北京

海光仪器有限公司;Mars 6 型微波消解仪,美国

CEM 公司;EHD-40 型电热消解仪,北京东航科仪

仪器有限公司;Ecotron 型恒温震荡培养箱,瑞士

INFORS公司;Infinite M200 型酶联免疫检测仪,帝肯

(上海)贸易有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 菌种活化

从冻藏的 BSN424 菌株保藏管中蘸取一环菌

液,划线涂布于 LB 固体培养基。 37 益 恒温培养

12 h 后,挑取培养基上的单菌落接种于含 4 mL 改

良大豆蛋白胨液体培养基的摇菌管中, 37 益、
220 r / min条件下恒温培养 12 h。 取 400 滋L 菌液转

接到含 40 mL 改良大豆蛋白胨液体培养基的100 mL
三角瓶中,37 益、220 r / min 条件下恒温培养 12 h,得
到活化二代的种子液,备用。
1郾 3郾 2摇 纳豆芽孢杆菌生长曲线测定

通过测定纳豆芽孢杆菌生长曲线,确定适宜的

培养时间和加硒时间。 种子液以 1%的接种量接入

到改良大豆蛋白胨液体培养基中,250 mL 三角瓶中

装液量为 100 mL。 37 益、220 r / min 培养,每隔 2 h
取样,采用比浊法,测定纳豆芽孢杆菌的 OD600值,绘

制生长曲线。
1郾 3郾 3摇 适宜硒质量浓度的选择

将活化好的种子液以 1%的接种量分别接种于

硒质量浓度不同(0、2、4、6、8、10、12、14 滋g / mL)的

改良大豆蛋白胨液体培养基中,37 益、220 r / min 培

养 24 h,8 000 r / min 离心 5 min,观察菌体颜色变化,
确定最适加硒质量浓度[9]。
1郾 3郾 4摇 ARTP 诱变

将培养至对数中后期的纳豆芽孢杆菌菌液离心

收集,用生理盐水洗涤 2 次后,稀释成 OD600 值在

0郾 6 ~ 0郾 8 的菌悬液,取 10 滋L 菌悬液滴加在载片

上,涂布均匀后放入 ARTP 诱变系统中进行诱变,诱
变条件见表 1。

表 1摇 ARTP 诱变条件

Tab. 1摇 Mutagenic conditions of ARTP mutation

摇 摇 操作条件 参数

P(输出) / W 100

l(照射) / mm 2

载气 氦气

气体流量 / (L·min - 1) 10

t(照射) / s 0、15、20、25、30、45、60

V(样品) / 滋L 10

摇 摇 将经过诱变处理后的载片置于装有 1 mL 生理

盐水的 1郾 5 mL 离心管中,震荡洗脱 60 s 左右,将洗

脱后的菌悬液按 10 倍梯度稀释 6 次,分别记为

10 - 1 ~ 10 - 6。 将 10 - 4、10 - 5、10 - 6的稀释菌悬液涂布

在 LB 固体培养基上,37 益恒温培养 12 h,每个梯度

做 3 组平行实验,未经诱变的载片作对照组,在相同

条件下培养,进行平板菌落计数。 通过平板菌落数

来计算诱变致死率,并获得致死率曲线,致死率的计

算见式(1) [10]:

致死率 = T -M
T 伊 100% 。 (1)

式(1)中,T 为不经诱变处理的对照组平板菌落数,
CFU;M 为经诱变处理后的平板菌落数,CFU。
1郾 3郾 5摇 硒含量的测定

采用氢化物发生-原子荧光光谱仪(HG-AFS)
检测硒含量。 HG -AFS 是一种具有我国自主知识

产权的分析仪器,具有结构简单、分析成本低、气相

干扰少、灵敏度高等优点[11]。 检测条件见表 2。
1郾 3郾 5郾 1摇 标准曲线的绘制

1 mg / mL亚硒酸钠标准溶液(以硒元素含量
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表 2摇 HG-AFS 检测条件

Tab. 2摇 Measurement conditions of HG-AFS

操作条件 参数

U(负高压) / V 250

光源 硒高性能空心阴极灯

I(灯) / mA 80

载气 氩气

载气流量 / (mL·min - 1) 300

屏蔽气流量 / (mL·min - 1) 800

t(读数) / s 16

t(延迟) / s 6

载流 0郾 6 mol / L HCl 溶液

还原剂
体积分数 2% KBH4溶液

(含体积分数 0郾 5%NaOH)

计)配制:准确称取亚硒酸钠109郾 5 mg,用去离子水

定容至 50 mL,过滤除菌,现用现配。 取硒质量浓度

为 1 mg / mL 的亚硒酸钠标准溶液,依次用 1郾 2 mol / L
HCl 溶液稀释至硒质量浓度分别为 200、160、120、
80、40、20、10 ng / mL,用 HG-AFS 以表 2 条件测定标

准溶液及空白对照的荧光强度,绘制标准曲线。
1郾 3郾 5郾 2摇 培养基中初始硒含量测定

纳豆芽孢杆菌富硒培养过程中,向培养基中添

加亚硒酸钠溶液,迅速混匀,立即取样 1 mL,用

1郾 2 mol / L HCl 溶液稀释 10 倍后,测定硒含量,即为

培养过程中添加亚硒酸钠溶液时培养基中的初始硒

含量。
1郾 3郾 5郾 3摇 发酵上清液中残留硒含量测定

发酵结束后,将发酵液以 10 000 r / min 离心

10 min,并吸取 1 mL 上清液加入微波消解消化管

中,再加入 4 mL 硝酸和 1 mL 30%过氧化氢溶液,根
据 GB 14880—2012 以表 3 条件进行消化处理[12]。

表 3摇 微波消解条件

Tab. 3摇 Conditions of microwave digestion

阶段 P / W
升温时间 /

min
温度 / 益

保持时间 /
min

1 1 000 6 120 1

2 1 000 3 150 5

3 1 000 5 200 10

摇 摇 消解结束后,于赶酸仪上加热至管中液体体积

剩余 1 mL 左右,冷却后加入 4 mL 浓盐酸,再次加热

至管中液体体积剩余 1 mL 左右,将六价硒还原成四

价硒,冷却。 用 1郾 2 mol / L HCl 溶液转移至 50 mL 容

量瓶中定容,混匀,测定硒含量,即为发酵上清液中

残留硒含量。
1郾 3郾 5郾 4摇 菌体培养物中硒含量测定

发酵液以 10 000 r / min 离心 10 min,弃去上清

液,获得菌体培养物,用磷酸盐缓冲液反复洗涤 3
次,以去除附着于细胞表面的硒化合物,冷冻干燥

后,保存备用[13]。
准确称取 10 mg 菌体冻干粉末,加入微波消解

消化管中,消解后测定菌体培养物中的硒含量。
1郾 3郾 6摇 突变菌株耐硒能力测定

随机挑取经 ARTP 诱变后的 LB 固体培养基上

的单菌落于每孔含有 1 mL 改良大豆蛋白胨培养基

(硒质量浓度 6 滋g / mL)的 96 孔深孔板中,每块孔板

接种 93 株突变菌株,3 株出发菌株 BSN424,共 10
块板。 930 株突变菌株于振荡培养箱中 37 益、
220 r / min恒温培养 24 h 后,观察菌液颜色变化情

况,挑选颜色较浅菌株并使用酶标仪测定菌悬液

OD600值。
1郾 3郾 7摇 突变菌株复筛

将挑选出的耐硒能力较强的菌株接种于含适宜

硒质量浓度的改良大豆蛋白胨液体培养基中,250
mL 三角瓶中装液量为 100 mL,37 益、220 r / min 条

件下富硒培养 24 h 后,测定其硒转化率和富硒量,
计算见式(2)、式(3) [14]。

硒转化率 =
m0

m1
伊 100% =

籽0 - 籽1

籽0
伊 100% ; (2)

富硒量 =
m0

m2
摇 。 (3)

式(2)、式(3)中,m0为菌体细胞内硒质量,滋g;m1为

添加的总硒质量,滋g;m2 为菌体细胞干质量,滋g;籽0

为培养基初始硒质量浓度,滋g / mL;籽1为发酵上清液

硒质量浓度,滋g / mL。
1郾 3郾 8摇 突变菌株遗传稳定性测定

将复筛后富硒能力较高的突变株在 LB 固体培

养基上连续 7 代传代培养,并将各代分别进行相应

种子液的制备以及改良大豆蛋白胨液体培养基的发

酵培养,通过比较突变菌株的富硒量来测定突变菌

株的遗传稳定性。
1郾 4摇 数据处理

使用 Origin Pro 2019 软件对实验数据进行处

理,计算相对标准偏差并绘图。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 培养时间及加硒时间的确定

纳豆芽孢杆菌 BSN424 生长曲线如图 1。 培养

3 h 后,菌体开始进入对数期;培养 24 h 后,菌体开

始降解。 由于亚硒酸钠对菌体生长有抑制作用,加
硒时间不宜过早,而在对数期,菌体生长代谢旺盛,
硒转化率高。 Yin 等[15] 研究发现,在酿酒酵母对数

生长前期添加无机硒,所得酵母细胞生物量、总硒含

量及有机硒比例最高。 靳志强等[16] 研究也发现,在
对数生长初期添加亚硒酸钠得到的菌体,其总硒含

量及硒转化率均最大。 故从菌体生长及硒转化率方

面考虑,选择在纳豆芽孢杆菌对数生长初期添加无

机硒,即在培养 3 h 后添加亚硒酸钠溶液,培养24 h。

图 1摇 纳豆芽孢杆菌 BSN424 生长曲线

Fig. 1摇 Growth curve of Bacillus natto BSN424

2郾 2摇 培养基中适宜硒质量浓度的确定

纳豆芽孢杆菌在一定硒质量浓度条件下可将无

机硒转化为有机硒,但当环境中硒含量过高时,菌体

会把大量的无机硒还原为红色的单质硒,故使菌体

呈现出不同程度的红色[17]。 纳豆芽孢杆菌 BSN424
在不同硒质量浓度条件下的菌体颜色见表 4。 如表

4 所示,在设定的硒质量浓度范围内,菌体颜色变红

程度与培养基中硒质量浓度成正相关。 硒质量浓度

在 6 滋g / mL 时菌体颜色变化不明显,低于 6 滋g / mL
时颜色没有变化,说明培养基中硒质量浓度超过

6 滋g / mL时会使其在细胞内大量转化为红色的硒单

质。 为了减少单质硒的转化,使更多的无机硒在细

胞内转化为有机硒,选择 6 滋g / mL 作为培养基的适

宜硒质量浓度。
2郾 3摇 ARTP 诱变适宜照射时间的确定

诱变处理后根据纳豆芽孢杆菌致死率绘制致死

率曲线,如图 2。 由图 2 可知,诱变致死率随照射时

间增加而增大,照射 20 s 时可杀死 90% 的菌体;当
照射时间达到 60 s 时,诱变致死率已达到 100% 。
由现代育种理论可知,诱变致死率在 90% ~ 95% 时

正向突变率最高。 因此实验选择的适宜诱变时间为

25 s,致死率为 94郾 3% 。
2郾 4摇 突变菌株耐硒筛选结果

利用含亚硒酸钠抗性培养基的 96 孔深孔板培

养突变菌株,并通过菌悬液 OD600值和菌体颜色变化

筛选突变菌株。 通过对比诱变出发菌株与诱变菌株

摇 摇
表 4摇 纳豆芽孢杆菌 BSN424 在不同硒质量浓度下培养 24 h 后菌体颜色变化

Tab. 4摇 Color changes of Bacillus natto BSN424 cultured in medium with different concentrations of selenium for 24 h

籽(硒) / (滋g·mL - 1) 0 2 4 6 8 10 12 14

颜色 正常 正常 正常 微红 淡红 红 红 红

的菌体颜色,挑选出在 6 滋g / mL 硒质量浓度下转化

单质硒较少的菌株,同时再对比菌悬液的 OD600值,
以挑选出生长较好的突变菌株。 经对比,初筛共挑

选出 64 株耐硒诱变菌株。
2郾 5摇 突变菌株富硒筛选结果

2郾 5郾 1摇 硒标准曲线的绘制

HG-AFS 测定的硒质量浓度标准曲线见图 3,
标准曲线回归方程为 Y = 90郾 505 3X + 295郾 939 6,
R2 = 0郾 999 44。

2郾 5郾 2摇 突变菌株富硒能力分析

2郾 5郾 2郾 1摇 突变菌株的硒转化率

出发菌株 BSN424 及 64 株初筛得到的耐硒诱

变菌株经摇瓶富硒发酵后测定的硒转化率见图 4。
由图 4 可知,诱变出发菌株 BSN424 的硒转化

率为 21郾 8% ,共有 34 株突变菌株的硒转化率高于

出发菌株, 其中硒转化率最高的突变菌株编号为

BN-I214,硒转化率达到 37郾 8% ,比诱变出发菌株高

出了 16% 。
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图 2摇 不同照射时间下 ARTP 诱变致死率曲线

Fig. 2摇 ARTP mutagenic lethal rate curve
with different treatment time

图 3摇 硒标准曲线

Fig. 3摇 Standard curve of selenium

图 4摇 突变菌株摇瓶复筛后的硒转化率

Fig. 4摇 Selenium conversion rate of mutagenic strains after shake flask screening

2郾 5郾 2郾 2摇 突变菌株的富硒量

挑选突变菌株中硒转化率最高的 6 株突变菌

株:BN-I214、BN-41、BN-83、BN-I512、BN-44、BN
-1111 及诱变出发菌株 BSN424,分别测定其摇瓶富

硒发酵后的富硒量,见图 5。
由图 5 可知,诱变出发菌株 BSN424 的摇瓶发

酵富硒量为 742郾 12 滋g / g,6 株突变菌株的富硒量均

大于诱变出发菌株,说明以硒转化率作为筛选富硒

纳豆芽孢杆菌的依据是可行的,其中突变菌株 BN-
44 的富硒量最高,达 1 136郾 43 滋g / g,比出发菌株提

高了 53郾 13% 。
2郾 6摇 突变菌株遗传稳定性分析

用 LB 固体培养基分别将富硒量较高的突变菌

株(BN-I214、BN-41、BN-44)传代 7 代,将各代菌

株制成种子液后接种到改良大豆蛋白胨液体培养基

图 5摇 突变菌株摇瓶复筛后富硒量

Fig. 5摇 Selenium content of mutagenic strains after
shake flask screening

进行富硒摇瓶发酵,测定富硒量,结果见图 6。
由图 6 可知,经 ARTP 诱变的 3 株突变菌株经
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图 6摇 突变菌株遗传稳定性

Fig. 6摇 Genetic stability of mutagenic strains

传代 7 代后富硒量没有明显的下降,均具有较好的

遗传稳定性,其中 BN-44 富硒量最高。 因此,综合

考虑选择 BN-44 菌株作为最终筛选得到的纳豆芽

孢杆菌富硒诱变菌株。

3摇 结摇 论

实验通过对纳豆芽孢杆菌 BSN424 生长曲线的

测定,确定适宜加硒时间为培养后第 3 小时,培养时

间为 24 h;通过适宜硒质量浓度的选择,确定富硒培

养过程中,培养基中适宜硒质量浓度为 6 滋g / mL。
研究表明 ARTP 诱变育种方法能有效地对纳豆芽孢

杆菌 BSN424 进行诱变,适宜诱变时间为 25 s,经耐

硒能力、富硒能力及富硒量的测定,筛选出一株富硒

纳豆芽孢杆菌 BN-44,富硒量为 1 136郾 43 滋g / g,相
比出发菌株的 742郾 12 滋g / g 提高了 53郾 13% ,具有较

强的富硒能力。 本实验以期为有机硒生物转化法中

寻找益生菌富硒载体及其诱变育种提供一定依据,
但突变菌株 BN-44 富硒量提高的原理尚不清楚,有
待进一步的研究。
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Screening of Selenium鄄Enriching Bacillus natto by Atmospheric and
Room Temperature Plasma Mutation

SUN Bo,摇 SHAO Leina,摇 YIN Xian,摇 WANG Fenghuan*,摇 ZHANG Yu
(School of Light Industry, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China)

Abstract: Bacillus natto can convert sodium selenite into organic selenium. The growth curve of a strain
of Bacillus natto was measured, and the optimum time and addition amounts of sodium selenite were
determined. Using B. natto BSN424 as original strain, based on screening of Se鄄tolerance and Se鄄enri鄄
ching, a genetic stable mutant strain BN鄄 44 was obtained by atmospheric and room temperature plasma
mutagenesis system. The results showed that the optimum time for selenium addition was at the 3rd hour
in the culture period, and then the culture was continued to 24 hours. The optimum mass concentration of
selenium in culture medium was 6 滋g / mL. The power of atmospheric and room temperature plasma
mutagenesis system was 100 W and the mutagenic time was 25 s. After mutagenization, the BN鄄44 was
eventually selected as the best strain with a high selenium content. Compared to the original strain, the
selenium content after shaking and fermentation by BN-44 was increased from 742郾 12 滋g / g to 1 136郾 43
滋g / g, which was increased by 53郾 13% . The results had shown that the atmospheric and room
temperature plasma mutagenesis breeding method could mutagenize Bacillus natto BSN424 effectively,
which provided a basis for the search of Se鄄enriching probiotic vector and its mutation breeding in organic
selenium biotransformation.

Keywords: Bacillus natto; Se enrichment; atmospheric and room temperature plasma; mutation;
screening
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