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摘  要: 利用单亲灭活原生质体技术对柠檬酸杆菌和奇球菌原生质体进行了融合, 考察了原生质

体制备条件与融合中的影响因素。试验表明, 随着溶菌酶浓度, 酶解时间的增加和温度的上升, 原

生质体的形成率呈上升趋势, 而再生率则逐渐下降。另外, 正交试验结果表明, 在 PEG (6000)浓度

40%、融合时间 10 min、融合温度 42°C、pH 值为 8 的条件下促融, 最大融合频率可达 2.74 × 10−7。

筛选出来的融合子传代 10 次, 性状稳定。进一步研究发现融合子在铀溶度为 85 mg/L 时, 比柠檬

酸杆菌耐受性好；融合子和亲本吸附比较试验中, 融合子总体吸附性能比柠檬酸杆菌略高。研究

结果为耐辐射基因工程菌的构建提供了基础。 
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Abstract: Single inactivated protoplast fusion technique was adopted in the fusion of Citrobacter 
freundii and Deinococcus radiodurans, the condition of protoplast preparation and influence factor of 
fusion process were examined in this paper. With the lysozyme concentration, enzymolysis time in-
creased and temperature rose, an upward trend of protoplast formation rate was showed, while regen-
eration rate was found gradually decreased in the test. In addition, the results of orthogonal experiment 
on fusion factors indicated that the optimal fusion condition was 40% PEG (6000) which induced pro-
toplast for 10 minutes at 42°C, pH 8, and the highest fusion rate reached to 2.74 × 10−7. The screened 
fusants had been stably transferred for ten generations. Furthermore, the tolerance to uranium for fusant 
was greater than that of Citrobacter freundii under the concentration of 85 mg/L, and biosorption capa-
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bility of fusant was better than that of parental strains appreciably in the comparison experiment. This 
works lay foundation for constructing radioresistant engineering strains. 

Keywords: Deinococcus radiodurans, Citrobacter freundii, Fusant  

原生质体融合(Protoplast fusion)亦称细胞融合, 

是将双亲株细胞分别通过酶解脱壁, 使之形成原生

质体, 然后在高渗的条件下混合, 利用物理、化学或

生物助融手段, 使双亲株的原生质体间发生相互凝

集, 使细胞质、核融合, 发生基因组间的交换重组, 

在适宜的条件下再生出细胞壁来, 从而获得带有双

亲性状、遗传性能稳定的融合子(Fusant )的过程[1−3]。

单亲灭活是将某一亲株灭活, 使其只能作为遗传物

质的供体, 从而可根据另一亲株的特性设计选择条

件, 从而选择融合子。 

奇球菌(Deinococcus radiodurans)是迄今为止发

现的最抗辐射的微生物之一, 对电离辐射、紫外线、

干燥、强氧化剂和一些化学诱变剂显示出惊人的抗

性, 其独特抗性主要归功于高效而准确的 DNA 修复

系统[4−5]。柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)是一种对

重金属 [6]等有高吸附性能的细菌, 死菌体对铀的最

大吸附量高达 9000 mg/g, 是同类细菌的几十倍, 可

以作为高效生物吸附剂。本研究通过原生质体的融

合 , 将上述双亲的基因组重组 , 得到融合子 , 为研

究耐辐射融合菌株的构建及其在重金属、核素污染

生物修复方面的应用提供技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 奇球菌(Deinococcus radiodurans, AS 

1.633)购自中国普通微生物菌种保藏管理中心。 
弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii, AS 1.1732)

购自中国工业微生物菌种保藏中心。 

1.1.2  培养基: 斜面培养基(g/L): 蛋白胨 10.0, 牛

肉提取物 3.0, NaCl 5.0, 琼脂 20.0, pH 7.0。 

完全液体培养基(g/L): 牛肉提取物 3.0, 蛋白胨

10.0, 葡萄糖 10.0, NaCl 5.0, pH 7.0。  

完 全 固 体 培 养 基 : 完 全 液 体 培 养 基 中 加 入

15.0 g/L 的琼脂。 

完全半固体培养基 : 完全液体培养基中加入

8.0 g/L 的琼脂。 

再生固体培养基(g/L): 牛肉提取物 3.0, 蛋白胨

10.0, 葡萄糖 10.0, NaCl 5.0, 琼脂 15.0, 蔗糖 171.5, 

MgCl2·6H2O 4.06, pH 7.2。 

再生半固体培养基: 再生固体培养基中的琼脂

改为 8.0 g/L。  

1.1.3  试剂: 高渗磷酸缓冲液(P 液): 0.2 mol/L 磷酸

缓冲液 , pH 6.2, 0.7 mol/L 甘露醇 , 1 × 105 Pa 灭菌

30 min, 备用。 

原 生 质 体 稳 定 液 (SMM): 0 .5 mol/L 蔗 糖 ,  

20 mmol/L MgC12, 0.02 mol/L 顺丁烯二酸, pH 6.5。 

1 × 105 Pa 灭菌 30 min, 备用。 

青霉素液: 浓度为 10 U/mL, 生理盐水配制, 过

滤除菌。 

EDTA 液 : 0.36 mol/L, 1 × 105 Pa 灭菌 30 min, 

备用。  

溶菌酶: 1.0、1.5、2.0 g/L, 用 SMM 液配制, 过

滤除菌, −20°C 保存。 

新生磷酸钙: 1 mol/L CaCl2, 0.02 mol/L K2HPO4 

(分开配制 , 使用前等体积混合 )1 × 105 Pa 灭菌

30 min, 备用。 

PEG 溶液 : PEG (6000)用 SMM 液配制 , 1 × 

105 Pa 灭菌 30 min, 备用。 

30% PEG: 3 g PEG 定 容 至 10 mL, pH 7.0、

pH 8.0、 pH 9.0 

40% PEG: 4 g PEG 定 容 至 10 mL, pH 7.0、

pH 8.0、 pH 9.0 

50% PEG: 5 g PEG 定 容 至 10 mL, pH 7.0、

pH 8.0、pH 9.0。 

1.2  试验设计与方法 
1.2.1  原生质体的制备: 将两菌种培养到对数增长

期(奇球菌为 30 h, 柠檬酸杆菌为 18 h), 奇球菌中加

入青霉素液至终浓度为 0.3 U/mL[7], 继续培养 2 h, 

分别取两菌液 10 mL, 4000 r/min 离心 15 min, P 液

洗涤 2 次 , 用 SMM 调整菌体浓度为 107 个 /mL。

取 4 mL 柠檬酸杆菌液加入 5 mL 3.0 g/L 的溶菌酶, 

37°C 酶解 10 min 后, 加入 1 mL 0.36 mol/L EDTA 溶

液, 继续酶解 90 min; 取 5 mL 奇球菌液加入 5 mL 
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4.0 g/L 的溶菌酶, 37°C 酶解 120 min。酶解后的两菌

种 4500 r/min 离心 20 min, 用 SMM 液洗涤 1 次, 

SMM 液悬浮。将原生质体分别用 SMM 和水稀释, 

涂布于再生双层培养基, 30°C 恒温培养, 测定原生

质体的再生率。 

再生率= 100%A B
C
−

×  

A:  SMM 稀释后再生菌落数; 

B: 水稀释后生长的菌落数; 
C: 血球计数法测得的总原生质体数。 

由于奇球菌在再生培养基上无法生长, 无需灭

活。将制备好的柠檬酸杆菌原生质体进行紫外灭活, 
取 5 mL 菌液于 9 cm 平皿中, 在紫外灯下灭活 2 h。 

1.2.2  原生质体的融合: 取 1 mL 奇球菌原生质体

和 1 mL 紫外灭活后的柠檬酸杆菌原生质体混合, 

5000 r/min 离心 20 min, 加入 0.2 mL 新生磷酸钙和

1.8 mL PEG (6000)溶液 , 混合均匀 , 一定温度下

作用一定时间后 , 立即用 SMM 液将其大量稀释, 

5500 r/min 离心 20 min, 收集融合子 , 用 SMM 液

悬浮 , 分别用 SMM 和水稀释 , 涂布于再生固体培

养基上 , 双层培养法 30°C 培养 , 计算原生质体的

融合率[7−8]。考察 PEG (6000)的浓度、pH 值、融合

温度、融合时间 4 个因素, 每个因素设立 4 个水平, 

通过正交试验, 以融合频率为控制目标, 确定最佳

融合条件。其因素水平设置见表 1。 

融合率= 2 100%F
D E

×
−

 

D: 两种菌体 SMM 稀释后再生菌落数之和; 

E: 两种菌体水稀释后再生菌落之和; 
F: 融合后再生培养基上亮白色菌落的个数。

 
表 1  因素水平表 

Table 1  Factors and levels of orthogonal experiment 

因素 Factor 
水平 Level 

温度 Temperature (°C) 时间 Time (min) pH PEG 浓度 Concentration of PEG (%)

1 34 5 7 30 

2 38 10 8 40 

3 42 15 9 50 

4 46 20 10 60 

 
1.2.3  融合子的检出与鉴定: 培养 36 h 后, 双层培

养基中开始出现亮白色菌落, 与柠檬酸杆菌的灰白

色明显不同 , 成熟的菌落比柠檬酸杆菌的菌落大 , 

初步判断为奇球菌与柠檬酸杆菌融合子。对此菌种

进行镜检, 用消毒牙签挑取此亮白色菌落反复传代, 
绘制生长曲线, 保存此菌种。 

1.2.4  融合子和亲本对铀的耐受性比较: 从培养了

12 h 的融合子、40 h 的奇球菌、24 h 的柠檬酸杆菌

液体培养基中吸取 1 mL 菌悬液分别接种到含 U(Ⅵ)
浓 度 为 85 mg/L 的 液 体 培 养 基 中 , 定 时 测 量 其

OD600, 比较它们的耐受性。 
1.2.5  融合子和亲本对铀的吸附性能比较: 用八氧

化三铀配制 1 g/L 的铀标准溶液。用移液管准确量取

一定量的新鲜菌悬液, 加入一定起始浓度的铀标准

溶液, 按不同的试验要求振荡(160 r/min)吸附一定

时间, 离心分离(8000 r/min、15 min), 上清液用微孔

滤膜过滤(孔径 0.45 µm)。用三氯化钛还原/钒酸铵氧

化滴定法测定滤液中残留的铀质量浓度[9]。分别计

算菌体对铀的吸附率和吸附量, 公式为 

吸附率 R (%) = (Ci−Cj)/Ci×100% (1) 
吸附量 q (mg/g) = (Ci−Cj)/Cb (2) 

式中 Ci 和 Cj 分别为铀离子的起始和最终质量

浓度, mg/L; Cb 为菌体质量浓度, g/L。 

2  结果与讨论 

2.1  原生质体制备条件与灭活 
选用溶菌酶的终浓度为 1.0、1.5、2.0 g/L, 酶解

时间为 60、90、120 min, 酶解温度为 32°C、37°C、

42°C。奇球菌在对数前期加入青霉素进行预处理 , 

可以降低细胞表面的肽聚糖结构之间的交联程度 , 
使细菌不能合成完整的具有空间网络结构的细胞

壁 , 细 胞 壁 结 构 疏 松 , 溶 菌 酶 易 发 生 作 用 , 增 加

脱壁效果 [10]。柠檬酸杆菌是 G−, 其细胞壁外侧有

由蛋白质、脂质肽聚糖组成的外膜 , 加入 EDTA, 

可以螯合细胞壁上稳定的 2 价阳离子 , 使溶菌酶

便于作用。  
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随着溶菌酶浓度、酶解时间和温度的上升, 原

生质体 的形成 率上升 , 但 细胞去 壁越 彻底 , 修复

受损的细胞壁就越难 , 以至难以再生细胞壁 , 再

生率显著下降 , 这点和相关文献报道相同。综合考

察形成率和再生率两个因素, 确定奇球菌原生质体

的最佳制备条件为: 溶菌酶浓度 2.0 mg/L, 酶解时

间 120 min, 酶解温度 37°C, 形成率为 86%, 形成的

原生质体为透明状球体见图 1。柠檬酸杆菌原生质

体的最佳制备条件是: 溶菌酶浓度 1.5 mg/L, 酶解

时间 90 min, 酶解温度 37°C, 形成率为 93%, 再生

率为 36%, 见图 2。紫外灭活 2 h 灭活率为 98%。 

2.2  原生质体的融合因素 
从表 2 看出, 对融合过程影响因素大小为 PEG

的浓度 > 作用时间 > 融合温度 > pH 值, 根据 K
值的大小 , 可以确定最佳的融合条件为 A3B2C2D2, 
即为 PEG 浓度 40%, 融合时间 10 min, 融合温度

42°C, pH 值 8.0, 在此条件下进行融合得到的融合

率为 2.74 × 10−7。 

 

图 1  D. radiodurans (A)与其原生质体(B)的结构形态

(× 400) 
Fig. 1  Configuration of D. radiodurans (A) and its proto-
plast (B) (× 400) 

 

图 2  Citrobacter freundii (A)与其原生质体(B)的结构形

态(× 400) 
Fig. 2  Configuration of Citrobacter freundii (A) and its 
protoplast (B) (× 400) 

 
表 2  原生质体融合因素正交试验结果与极差分析 

Table 2  Results of orthogonal experiment on fusion factors of protoplast and range analysis 

因素 Factor 
试验号 
Number 温度(A) 

Temperature (°C)  
浓度(B) 

Concentration (%)  
pH (C) 时间(D) 

Time (min) 
融合率 

Fusion rate (10−10)
1 1 1 1 1  10.400 

2 1 2 2 2 983.000 

3 1 3 3 3  54.100 

4 1 4 4 4   0.153 

5 2 1 2 3  40.800 

6 2 2 1 4 864.000 

7 2 3 4 1  30.600 

8 2 4 3 2   9.250 

9 3 1 3 4  59.200 

10 3 2 4 3 926.000 

11 3 3 1 2  67.800 

12 3 4 2 1   2.580 

13 4 1 4 2  68.500 

14 4 2 3 1 442.000 

15 4 3 2 4  38.700 

16 4 4 1 3  0.231 

K1 261.913  44.725 235.608 121.395  

K2 236.162 803.750 266.270 282.137  

K3 263.895  47.800 141.137 255.283  

K4 137.358   3.054 256.313 240.513  

R 126.537 800.696 125.133 160.742  

 

A B 

A B 
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结果表明, 当使用 40%的 PEG (6000)时, 融合

率较高; PEG 可以使原生质体的膜电位下降, 其脱

水作用扰乱了分散在膜表面的蛋白质和脂质的排

列, 提高了膜的流动性, 从而促进融合; PEG 在促进

细胞融合的过程中也会对细胞产生毒害, 一般不能

超过 15 min, 融合完毕需立即稀释菌液, 并尽快离

心洗涤。较高的温度可以加速细胞膜的流动性, pH

值能改变体系的电性状态, Ca2+和 PO4
3−形成不溶于

水的配合物, 成为细胞间的钙桥, 从而引起融合。在

较高的温度, 较高的 pH 值, Ca2+存在的情况下可以

达到最大融合频率。 
在融合过程中, 离心的时间、转速以及细菌的

培养时间也很重要。融合后的转速太低, 会造成原

生质体的流失, 转速过高可能导致刚融合后的原生

质体被打散, 造成融合率的显著下降。 

2.3  融合子的检出与鉴定 
本课题组在研究过程中, 多次试验发现奇球菌

在再生培养基上无法生长或长势极差, 所以在再生

培养基上生长的菌落只可能是融合子或极少量未灭

活的柠檬酸杆菌, 而奇球菌为橘红色, 很容易辨别, 

利用这一特点对融合子进行筛选。融合后培养 18 h, 

培养基上有灰白色菌落出现, 为柠檬酸杆菌, 见图

2, 呈杆状。36 h 后, 有亮白色菌落出现, 显微镜下

观察 , 亮白色菌落为一种新的菌种 , 呈球形 , 和柠

檬酸杆菌明显不同, 初步鉴定该菌种为融合子, 见

图 3。将亮白色菌落挑出传代 10 次, 发现融合子菌

落生长较为稳定, 繁殖速度较快, 培养 12 h 即可达

到对数增长期。 
 

 

图 3  融合中的原生质体(A)及融合子(B)结构形态(× 400) 
Fig. 3  Protoplasts in the process of fusion (A) and Con-
figuration of fusant (B) (× 400) 
 

2.4  融合子和亲本对铀的耐受性比较 
由图 4 可以看出, 在铀浓度 85 mg/L 的培养基

中, 柠檬酸杆菌已不能生长并逐渐死亡, 奇球菌在

经过 45 h 的适应期后开始生长, 融合子在经过 22 h

的适应期后开始生长, 并生长良好, 这有力地说明

融合子的耐受性有了一定的提高, 在较高的铀浓度

中还能生长。 

2.5  融合子与亲本吸附性能比较 
将融合子、柠檬酸杆菌、奇球菌分别培养 12、

18 和 40 h 后, 在 pH 值为 6, 铀起始浓度为 40 mg/L, 

不同的菌体浓度下, 吸附 1 h, 比较三者的吸附率和

吸附量。 

 

图 4  融合子与亲本耐受性比较(85 mg/L 的铀) 
Fig. 4  Comparison of tolerance of fusant and its parental 
strains (Uranium concentration 85 mg/L) 
 

 

图 5  融合子与亲本菌株吸附性能比较 
Fig. 5  Comparison of biosorption capability between 
fusant and parental strains  
 

由图 5 看出, 融合子在菌体浓度大于 2 g/L 时, 

吸附率和吸附量都比同期的奇球菌和柠檬酸杆菌略

高, 吸附率比柠檬酸杆菌高出近 0.9%, 吸附量高出

0.1 mg/g。但吸附率和吸附量并没有大幅度的增加, 

A B 
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可能是融合后基因重组引起引物结合位点改变的

结果 , 或者融合子从原菌株获得的遗传信息不完

全所致。 

3  结论 

本试验中得到的柠檬酸杆菌原生质体制备最佳

条件为: 溶菌酶浓度 1.5 mg/L, 酶解时间 90 min, 酶

解温度 37°C。此条件下的原生质体形成率为 93%, 

再生率为 36%; 奇球菌原生质体的最佳制备条件为: 

溶菌酶浓度 2.0 mg/L, 酶解时间 120 min, 酶解温度

37°C, 形成率为 86%。 

融合正交试验表明: 最佳融合条件为 PEG 浓度

40%, 融合时间 10 min, 融合温度 42°C, pH 值 8, 其

中 PEG 的浓度是主要影响因素, 在最佳融合条件下

的融合率为 2.74 × 10−7。 

融合子对铀具有明显的耐受性, 在同一条件下, 

相比亲本柠檬酸杆菌, 融合子的耐受性有了一定的

提高。 

在 pH 值为 6、铀起始浓度为 40 mg/L、吸附时

间 1 h 条件下, 融合子比亲本柠檬酸杆菌吸附率高

出 0.9%, 吸附量高出 0.1 mg/g。 

试验研究表明, 利用 PEG (6000)融合剂在高钙

环境下对单亲灭活的柠檬酸杆菌与奇球菌原生质体

进行融合是可行的, 为进一步研究融合子的耐辐射

性和高吸附性能提供基础方法, 为构建耐辐射超富

集核素基因工程菌的研究提供了技术基础。 
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