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高效絮凝菌的细胞融合及产絮特性研究
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摘要 :从含油废水处理曝气池活性污泥中分离到具有絮凝特性的絮凝菌株 F2、F6,絮凝率在 80%以上. 对絮凝菌 F2、F6的絮凝基因进行基因定

位. 首先对菌株 F2、F6进行药物抗性遗传标记选择 ,然后提取质粒 ,其中 F6无质粒 ,则絮凝基因在染色体上 ; F2有质粒 ,将具有絮凝特性的菌

株 F2的质粒转化到无絮凝特性的受体菌 DH5α细胞中 ,最后对转化菌进行絮凝特性检测. 结果表明 ,转化菌株的絮凝效果明显低于原始亲株

F2. 初步判断 F2、F6絮凝基因定位于染色体 DNA上 ,不在质粒上. 因此 ,为了提高絮凝菌的絮凝效果 ,利用高效产絮菌株 F2、F6作为亲本菌株 ,

进行原生质体融合 ,对融合条件进行优化 ,并对融合子进行絮凝测定. 实验结果确定了青霉素 GK的最适浓度 , F2为 0. 6 U·mL - 1、F6为 0. 1

U·mL - 1 ,得到了相应的原生质体及融合子 ;经絮凝试验对融合子的验证 ,结果表明 ,数株融合子表现出产絮特性 ,融合子絮凝效果与亲本菌株

F2、F6相当.
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Abstract: The strain F2、F6 with high flocculating activity was isolated from activated sludge of oil wastewater treatment system. The flocculation

efficiency is more than 80%. The flocculating gene of strain F2、F6 was located and then antim icrobial tolerance genetic markerwas selected. The p lasm id

extracted from F2 was transformed to recip ient DH5αwithout flocculating activity. The flocculation characteristics of transformants were detected. The

results showed that the flocculating activity of the transm itted isolates was obviously lower than that of parental strains F2. It could be concluded

p relim inarily that flocculant gene located on chromosomesDNA and not on p lasm id. In order to imp rove their flocculation efficiency, cell2fusion technique

is adop ted to investigate the capacity of flocculation p roducing bacteria. Protop last of the bacteria is the selection fusion target. The op timal operating

conditions for cell2fusion are investigated, as well as the detection of syncretized cell. The experiments results showed that the best concentration of

penicillin GK for strain F2 is 0. 6 U·mL - 1 and for strain F6 is 0. 1U·mL - 1. Correspondingly p rotop last and fusant are obtained. The syncretized cells has

the characteristics of flocculation p roduction and their flocculation capacities are sim ilar to strain F2、F6.

Keywords: flocculation; gene location ; p rotop last; fusant

1　引言 ( Introduction)

微生物絮凝剂具有安全无毒、高效、可降解和

无二次污染等特点 (马放等 , 2003) ,对一些工业废

水、河水、泥浆废水等具有良好的絮凝效果 ,且易于

实现产业化 ,因而微生物絮凝剂的开发应用前景广

阔 (杨延梅等 , 2001).

目前 ,我国微生物絮凝剂的开发大多数处于菌

种筛选阶段 ,本实验室马放教授率先提出了复合型

生物絮凝剂的概念 (马放等 , 2003). 该絮凝剂是以
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稻草、秸秆等廉价生物质材料为底物 ,利用纤维素

降解菌群和絮凝菌群组成的复合型微生物絮凝剂

产生菌菌群 ,进行两段式发酵后分离提取而获得

的 ,该技术实现了微生物絮凝剂产絮能力的高效和

稳定 ,同时降低了生产成本. 基于上述研究成果 ,培

育出高效的优良絮凝菌种 ,是今后的一个发展方

向 ,也是本研究的一个主要内容.

原生质体融合技术作为高频重组的有效方法

和遗传学研究工具 ,打破了不同物种间 (属间、甚至

门间 )进行基因重组的天然障碍. 原生质体融合重

组由于其基因重组频率较高 ,并有可能导致异源

DNA间的重组 ,而为遗传分析提供了一个有利手段

(王洪洲等 , 1982). 微生物原生质体可以经过溶菌

酶处理而制备 ,在高渗条件下通过 PEG促融 ,使具

有不同优良性状的 2株菌通过破壁、促融 ,将 2个优

良性状集中于一种微生物内 (韦革宏等 , 2001).

原生质体融合技术作为一种育种技术 ,不仅可

以大幅度提高产絮菌株的产絮产量 ,还可以获得新

的遗传特性. 并且能通过基因定位来确定絮凝的遗

传基因在质粒上还是在染色体 DNA上 ,从而可以有

效确定絮凝菌的代谢途径 ,为合成新的有经济价值

的代谢产物及分析代谢产物成分、研究絮凝机理提

供理论基础.

本实验以原生质体融合技术为手段 ,以复合型

微生物絮凝剂产生菌 F2和 F6为材料 ,进行原生质

体的融合研究. 以期对微生物絮凝菌进行改良 ,获

得更好的絮凝效果.

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　菌株

黑龙江省环境生物技术重点实验室开发的高

效絮凝菌 F2和 F6为芽孢杆菌属 (B acillus sp. ) ,菌

种生理及生化特征参见文献 (马放等 , 2003).

2. 2　培养基及试剂

LB培养基 :蛋白胨 10g,酵母膏 5g, NaCl 5g,

(固体培养基加琼脂 15g) , pH值 7. 0～7. 2,定容至

1L. 121℃条件下灭菌 20m in.

完全培养基 (1L ) :蛋白胨 10g,酵母粉 5g,牛肉

浸膏 5g,葡萄糖 5g, NaCl 5g,琼脂 15g, pH值 7. 0～

7. 2, 121℃条件下灭菌 20m in

基本培养基 ( 1L ) : 葡萄糖 5g, K2 HPO4 14g,

KH2 PO4 6g, (NH4 ) 2 SO4 2g,MgSO4·7H2O 012g,柠檬

酸钠 1g,琼脂 15g, pH值 7. 0～7. 2, 115℃条件下灭

菌 15m in.

再生培养基 (1L) :在完全培养基中加入甘露醇

(0. 02mol·L
- 1 )、MgCl2·6H2 O (0. 02mol·L

- 1 ).

高渗培养基 ( 1L ) :在 1L基本培养基中加入蔗

糖 ( 015mol·L - 1 ) ,顺丁烯二酸 ( 0. 02mol·L - 1 )、

MgCl2·6H2 O (0. 02 mol·L - 1 ) , pH值 7. 0, 115℃条件

下高压灭菌 15m in (刘伊强等 , 1994).

SMM高渗溶液 : 0. 5mol·L
- 1蔗糖 , 0. 02mol·L

- 1

顺丁烯二酸 , 0. 02mol·L
- 1

MgCl2·6H2 O, pH值 7. 0,

121℃高压灭菌 (张克旭等 , 1991).

聚乙二醇 (促融合剂 PEG) : SMM高渗溶液中加

入 30%的聚乙二醇 , pH值 7. 0, 121℃条件下高压灭

菌. 溶菌酶 (购于 Am resco公司 ) :用 SMM高渗溶液

配制 20mg·mL - 1 ,过滤除菌 , 20℃保存. 青霉素 GK:

青霉素 GK的单位为 1600 U·mg
- 1

, - 20℃保存. 新

生磷酸钙溶液 : KH2 PO4 0154g、CaCl2·H2 O 29. 4g分

别溶于 100mL 水中 , 灭菌后等体积混合. 0. 1

mol·L
- 1磷酸缓冲液 ( pH 值 710 ) : K2 HPO4与 KH2

PO4按体积比 61. 5∶38. 5混合 , 0. 1MPa灭菌 .

2. 3　方法

2. 3. 1　发酵条件 取 5g高岭土加至 1000mL的烧

杯中 ,然后依次加入自来水 1000mL, 10%的 CaCl2溶

液 1. 0mL 和 10mL 发酵液 ,并且调节溶液 pH 至

712;之后将烧杯放在搅拌仪上搅拌 (快搅 ,慢搅 )使

之充分混合 ,静置 20m in后于波长 550nm处测定吸

光度 (B ). 以蒸馏水代替培养液作对照空白 ,于波长

550nm处测定吸光度 (A ). 通过絮凝率 F来表示絮

凝活性 ,公式如下 (Nakamura et a l . , 1976) :

F = (B - A ) /B ×100% (1)

2. 3. 2　絮凝菌质粒提取 挑取 1个单菌落于液体

完全培养基中 , 30℃培养至对数晚期 (即 OD 值为

0. 6) ,从培养液中取 1～2mL 于干净的离心管中 ,

12000 r·m in
- 1离心 30 s收集菌体 ,弃上清. 然后将菌

体重悬于 100μL冰预冷的裂解液 Ⅰ中 ,剧烈振荡 ;

再加 200μL新鲜配制的裂解液 Ⅱ于细菌悬浮液中 ,

盖紧管口 ,快速颠倒离心管 5次以混合内容物 (切

勿振荡 ) ,将离心管放置于冰上 ;最后加 150μL用冰

预冷的裂解液 Ⅲ,盖紧管口反复颠倒数次 ,使溶液

Ⅲ在黏稠的细菌裂解物中分散均匀 ,将管置于冰上

3～5m in后 12000 r·m in
- 1离心 5m in. 将上清转移至

另一个离心管中 ,加等体积的酚、氯仿振荡混合有

机相 ,然后 12000 r·m in
- 1离心 2m in;将上清液转移

至另一个离心管中 ,用 2倍体积的乙醇于室温沉淀
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质粒 DNA,振荡混合 ,于室温放置 2m in,用 12000

r·m in
- 1离心 5m in,收集沉淀的质粒 DNA,加 70%乙

醇于沉淀中并将盖紧的试管颠倒数次 ,用 12000

r·m in - 1离心 2m in回收质粒 DNA. 用 50μL含有 RNA

酶 A的 TE缓冲液溶解质粒 DNA,温和振荡几秒钟 ,

于 - 20℃保存.参照文献 (J·萨姆布鲁克等 , 2002).

2. 3. 3　抗性遗传标记选择 为了筛选转化菌 ,选取

2种抗生素 (氨苄青霉素和卡那霉素 ) ,分别向 LB

培养剂中加入 20、30、40、50、60、70、80 mg·L - 1抗生

素 ,制成不同抗生素、不同浓度的培养基平板 ,将转

化菌接种于加入抗生素的培养基平板上 ,观察菌株

在平板上的生长情况 ,以确定其药物抗性遗传选择

标记.

2. 3. 4　絮凝菌质粒 DNA转化大肠杆菌 取感受态

细胞 DH5α 100mL于 1. 5mL预冷的无菌离心管中 ,

加入 10μL待转化的质粒 DNA混匀 ,冰浴 30 m in后

用无菌水代替质粒 DNA作阴性对照. 将离心管置于

42 ℃恒温水浴中热激 90 s,然后放回冰上 3 ～5

m in,加入 800μL无抗生素的 LB液体培养基至 37

℃震荡培养 ,预表达 45～60m in;最后将预表达菌液

涂布在含有氨苄青霉素的 LB培养基平板上 ,同时

涂无抗生素平板作为对照 , 37 ℃培养 , 12～16 h长

出单菌落.

2. 3. 5　青霉素 GK预处理对菌液活性的影响 在

F2、F6生长到对数生长中期时 ,向菌液中分别加入

最终浓度为 0. 08、0. 1、0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、8、80、

800U·mL
- 1青霉素 GK, 0U·mL

- 1为不加青霉素 GK

的对照 ,测定青霉素 GK处理对菌液活性的影响.

2. 3. 6　原生质体的形成 挑取单菌落于 10mL液

体完全培养基中 , 30℃、130 r·m in
- 1振荡培养 14～

15h后 ,从其中取 1mL菌液转接到 20mL新鲜的液

体完全培养基中 , 30℃、130 r·m in
- 1振荡再培养 1～

2h,然后按所需的最终浓度加入青霉素 GK预处理 ,

继续培养至所需要的时间. 取预处理过的菌液于

4500 r·m in - 1离心 10m in,弃上清液 ,收集菌体. 菌体

用磷酸缓冲液洗涤 2次 ,再用 SMM 高渗溶液洗 1

次 ,将菌体悬浮于 SMM高渗溶液中 ,在菌体悬浮液

中加入溶菌酶使终浓度为 1mg·mL
- 1

,混匀 , 37℃保

温 30m in;镜检 ,至 95%以上的细胞变成球状原生质

体后终止反应. 在 3500 r·m in - 1条件下离心 10m in,

收集原生质体 ,用 SMM 高渗溶液洗涤、悬浮 (林红

雨等 , 1999).

2. 3. 7　原生质体的融合 取等体积 F2和 F6的原

生质体悬浮液混合均匀. 3500 r·m in
- 1离心 10m in弃

上清液 ,加少许 SMM高渗溶液悬浮. 加入 30% PEG

溶液 4. 8mL和新生磷酸钙溶液 0. 2mL 轻轻混匀 ,

30℃恒温箱中保温处理 10m in形成融合子. 当 PEG

溶液处理之后 , 3500 r·m in
- 1离心 10m in收集融合

子. 用 SMM高渗溶液将融合子表面残存的 PEG溶

液洗去 ,并稀释融合子. 稀释液于 SMM高渗培养基

平板上培养 , 30℃恒温箱保温培养 48h培养融合子

细胞 ,利用透射电镜观察确定所培养的细胞为融合

细胞. 最后挑选稳定的融合子 ,在再生培养基上保

存融合子细胞.

3　结果 (Results)

3. 1　质粒提取结果

提取絮凝菌 F2、F6的质粒 ,将具有絮凝特性的

絮凝菌的质粒转化到无絮凝特性的受体菌 DH5α

中. 如果仍然产生絮凝现象 ,说明絮凝基因在质粒

DNA上 ,若不产生絮凝现象 ,则初步说明絮凝基因

在染色体 DNA上.

因此 , 本实验提取了絮凝菌 F2、F6 的质粒

DNA,并进行琼脂糖凝胶电泳 ,如图 1所示. 1泳道

为 DNA Marker, 3泳道为絮凝菌 F6的电泳结果 ,从

结果来看 F6不含质粒 ,则认为 F6的絮凝基因不在

质粒上 ,而在染色体 DNA上. 2泳道为絮凝菌 F2含

有的质粒 DNA,其结果无法证明絮凝基因的位置 ,

因此 ,需做质粒转化实验来验证. 所以 ,在 F2的絮

凝基因定位实验中 ,将絮凝菌 F2的质粒转化到无

絮凝特性的受体菌 DH5α中 ,通过絮凝试验判断转

化菌是否具有絮凝特性 ,从而判断絮凝特性是否表

现在质粒上 ,以确定 F2 的絮凝基因是由染色体

DNA控制还是由质粒 DNA控制.

图 1　质粒 D NA电泳图谱

Fig. 1　Electrophoresis p rofile of Plasm id DNA

3. 2　抗生素抗性遗传选择标记的测定

确定抗生素抗性遗传选择标记 ,可以作为转化

菌筛选的选择标记. 在选择过程中 ,由于受体菌
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DH5α无选择标记 ,而 F2的质粒对抗生素具有抗

性 ,所以 ,只有携带抗生素抗性遗传选择标记的转

化菌 ,才能在含有抗生素的培养基上生长 ,并以此

确定质粒转入到受体菌中. 结果见表 1.

表 1　絮凝菌株对抗生素的抗性测定

Table 1 　 Test of resistance of the flocculation p roducing strain to

the antibiotics

抗生素
絮凝菌浓度 / (mg·L - 1 )

20 30 40 50 60 70 80

氨苄青霉素 + + + + + + +

氯霉素 - - - - - - -

　　注 : + 表示具有抗生素抗性 ; - 表示不具有抗生素抗性

由表 1可知 ,含有质粒的絮凝菌对氨苄青霉素

具有抗性 ,对氯霉素无抗性. 因此 ,在质粒转化实验

中 ,利用氨苄青霉素作为抗性遗传选择标记.

3. 3　质粒转化大肠杆菌

将絮凝菌 F2的质粒转化到大肠杆菌 DH5α中 ,

由于该质粒具有氨苄青霉素抗性遗传选择标记 ,而

大肠杆菌 DH5α无氨苄青霉素抗性遗传选择标记.

所以 ,在含有氨苄青霉素、IPTG、X2gal的平板培养

皿上筛选得到的菌落 ,通过提取转化菌的质粒确定

为转化菌.

图 2　絮凝菌和转化子的絮凝率比较示意图

Fig. 2　Fusant for flocculation p roducing strain and transformants

3. 4　转化子絮凝测定

以转化菌作待测样 ,作 2组平行试验 ,每组选取

19个转化菌 ,另外将絮凝菌 F2作对照待测样 ,测絮

凝率. 如图 2所示 , 1为絮凝菌 F2,测定其絮凝率为

84% ; 2～20分别为不同菌落的转化菌. 由图可见 ,

转化菌的絮凝效果明显低于原菌 F2,且没有絮凝沉

淀产生. 说明转化菌不具有絮凝特性 ,即絮凝性状

不受质粒控制或主要遗传性状不受质粒控制 ,初步

可以判断絮凝基因在染色体 DNA上. 因此 ,下一步

对絮凝菌作细胞融合 ,期望融合子实现絮凝基因高

效重组.

3. 5　青霉素 GK处理对菌液活性的影响

由于 F2为革兰氏阴性细菌 , F6为革兰氏阳性

细菌 ,且革兰氏阳性细菌的细胞壁比较厚 ,由肽聚

糖和磷壁酸组成 ,因此 ,细胞壁的酶解难度大 ,单用

溶菌酶处理细胞难以形成原生质体. 青霉素会抑制

肽聚糖的合成 ,当其作用于细胞壁的某些部位能提

高细胞壁对溶菌酶的敏感性 ,溶菌酶容易发生作

用. 虽然革兰氏阴性菌细胞壁中的肽聚糖层远比革

兰氏阳性菌薄 ,但是革兰氏阴性菌的细胞壁结构复

杂 ,细胞壁有一层较厚的由脂类、多糖和蛋白质组

成的复杂外层 ,一般溶菌酶对它没有作用. 因此 ,用

溶菌酶直接处理制备的细胞不称为原生质体 ,而称

其为原生质球 ,其上面还残留部分细胞壁. 所以 ,利

用青霉素 GK作预处理 ,再用溶菌酶处理 ,可以在较

短的时间内得到原生质体. 而在青霉素 GK预处理

时 ,加入不同剂量的青霉素以及青霉素不同的作用

时间都对细胞形成原生质体有很大的影响. 因此 ,

需要确定青霉素 GK最适浓度及最佳作用时间. 结

果见图 3.

图 3　各种浓度的青霉素在不同时间对菌体生长的影响

Fig. 3　Effect of different concentration of penicillin on the growth

由图 3可知 ,随着青霉素 GK浓度的增大和作

用时间的延长 ,青霉素对菌液活性的抑制作用由逐

渐减小到逐渐增强 ,成一个峰值. 在 1h、2h处吸光度

变化一致 ,选最短时间作用为佳. 由图 3a所示 ,青霉

素 GK浓度在 0. 6U·mL
- 1时 , F2的菌液活性最强 ,

也就是青霉素 GK对菌液生长抑制作用最小 ,随着

青霉素浓度的增大 ,开始出现抑制作用 ,且抑制作
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用明显增强. 同样 ,由图 3b所示 ,青霉素 GK浓度在

0. 1U·mL
- 1时 , F6的菌液活性最强 ,即此时菌液细

胞浓度最大 ,随着青霉素浓度的增大 ,开始出现抑

制菌株生长的趋势. 因此 ,确定了青霉素 GK对 F2、

F6作用的最佳浓度为 0. 6U·mL
- 1和 0. 1U·mL

- 1
,最

佳作用时间为 1h.

3. 6　原生质体的形成

经过青霉素 GK的预处理以及溶菌酶处理 , F2

和 F6逐渐形成原生质体 (见图 4). 原菌株细胞为杆

状菌 (见图 5) ,当细胞完全破壁形成原生质体后 ,利

用光学显微镜观察 ,观察结果 :原生质体为球形 ,

无细胞壁存在. 又利用透射电镜观察 (见图 6) ,其观

图 4　光学显微镜下细胞原生质体

Fig. 4　Cell p rotop last under op tical m icroscope

图 5　菌株照片

Fig. 5　Strains p icture

图 6　菌株原生质体照片

Fig. 6　Picture of p rotop last for strains

察结果与光学显微镜观察的一致 ,并且由图 6b中

可知 , F6细胞带有鞭毛 ,尽管细胞脱壁 ,鞭毛仍然存

在细胞体上 ,因此 ,会致使 2个原生质体难于靠近 ,

为细胞融合带来了难度.

3. 7　原生质体融合

菌株 F2、F6被制成原生质体后 ,利用促融剂聚

乙二醇促融合 ,最后将融合处理后的菌液涂布在

SMM高渗培养基平板上 ,得到的融合菌通过透射电

镜观察 (见图 7)可初步认为是融合株.

图 7　F2、F6原生质体融合

Fig. 7　Picture of p rotop last fusant for strains of F6 and F2

图 8　F2、F6和融合细胞的絮凝率比较示意图

Fig. 8　Fusant for F6 、F2 and fusion Cell

3. 8　融合子的絮凝测定

F2、F6为原絮凝菌 , R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7

为不同菌落的融合子. 絮凝测定结果如图 8所示 ,原

菌 F2的絮凝率为 84% ,原菌 F6絮凝率为 83% ,融

合子絮凝率也都在 80%以上 ,有的絮凝率高达

8718%. 从产絮情况来看 ,融合子与 F2 、F6都产生

较大的矾花. 结果表明 ,融合子仍具备絮凝菌的絮

凝效果 ,而且融合子絮凝效果与亲本菌株 F2、F6相

当 ,可以推测融合子遗传了絮凝菌的絮凝基因. 因

此 ,原生质体融合技术不仅能使遗传基因高效重

组 ,而且可以集双亲优良遗传性状为一体. 影响融

合子絮凝效果的因素及条件将在后续的文章中报

道 ,并对融合子的遗传多样性作进一步的研究.
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4　结论 (Conclusions)

1)利用质粒转化技术对絮凝菌 F2、F6做基因

定位研究 , 确定了絮凝菌的絮凝基因在染色体

DNA上.

2)测定菌株 F2、F6对青霉素的敏感反应 ,确定

了青霉素对 F2、F6作用的最佳浓度为 0. 6U·mL
- 1

和 0. 1U·mL
- 1

,最佳作用时间为 1h.

3)利用透射电镜观察 ,絮凝菌 F2、F6已经融

合 ,通过絮凝测定验证融合子絮凝效果很好 ,絮凝

率高达 87. 8%.

4)融合子仍具备絮凝菌的絮凝效果 ,而且絮凝

效果与原菌相当 ,可以推测融合子遗传了絮凝菌的

絮凝基因.
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