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  生物修复技术一直是处理污染土壤的重要方

法 而在生物修复中降解有机污染物的微生物起着

至关重要的作用 土壤是一种极其复杂的系统 对土

壤中污染物的降解清除需要多种微生物的参与 构

建有利于降解的耦合系统则有助于对降解过程的强

化和提高降解速率 本文以蒽为目标污染物 用蒽的

高效降解菌 !表面活性剂产生菌与土生优势菌通过

细胞融合技术得到 种融合子 传代后得到 种菌

株 它们具有降解蒽 !产表面活性剂又能在土壤中旺

盛生长的能力 将融合株接种到黄麻根际构成耦合

降解系统 以期取得良好降解效果 

在细胞融合技术方面传统上可分为 种 化学

诱导融合和物理诱导融合 前者经常用 °∞ 

⁄ ≥ ≤ 等作为诱导融合剂 后者则采用各种物

理因子如  温度 渗透条件 离心等促进融合≈ 

电融合技术是利用外电场诱导原生质体融合 它是

介于化学和物理方法之间或者两者兼而有之的融合

技术≈ 

本文主要研究了利用电融合技术 以三环芳烃

蒽为模式污染物 分别将由污染土壤中筛选的蒽的

高效降解菌和已经标记的产生表面活性剂的铜绿假

单胞菌≈ Πσευδοµονασ αερυγιοσα与从实验土壤中

分离出的土生优势菌融合得到 种新的融合子并对

融合子作筛选与检测 为今后将它们定殖到植物根

际构建蒽的降解微生物耦合系统奠定基础 

1  材料和方法

111  主要材料

土样来源  武汉染料厂的含有蒽等多环芳

烃有机物污染物染料污泥 

菌种  黄麻根际土生优势菌 ×∏2 由黄麻

根际筛选 经抗性标记并带有绿色荧光蛋白标记 蒽

的高效降解菌 2 由实验用的含蒽等多环芳烃的
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     武汉染料厂染料污泥中筛选出抗性标记 铜绿假单

胞菌 Πσευδοµ ονασ αερυγιοσα 表面活性剂产生菌

°2经诱变和抗性标记得来 由中国典型培养物

保藏中心提供 

培养基  °2完全培养基 葡萄糖 牛肉

膏 1 酵母膏 1 蛋白 胨  ≤1 

1 水  再生培养基 在完全培养基中添加

1的蔗糖 1 ≤# 2完

全培养基 蛋白胨  酵母膏 1 ≤  水

 加入溶于 1 2二甲基甲酰胺的蒽

1 再生培养基 在完全培养基中添加 1 

的蔗糖 1  ≤#  

溶菌酶  购自武汉华美生物有限公司 酶活

大于  Λ用渗透压稳定剂配制 过滤除菌 

终浓度分别为  和  

试剂  渗透压稳定剂≥    蔗糖 1

≤#  1  1 电极缓冲

液°   甘露醇 1 ≤≤ 1 

1 

仪器  电融合仪 ≤  ≠2型多功能细胞电

融合仪 购于宁波新芝科器研究所 倒置显微镜 

112 方法

原生质体的制备  将亲株 °2自新鲜斜面

接一环到  完全液体培养基的试管 置  ε 培

养过夜 按 Β的比例转入盛有  完全液体培

养基的试管中 培养  后 使细胞生长进入对数

期 上述培养物经离心收集菌体   ε 

  用稳定剂洗涤 次 弃上清液 加入  

溶菌酶溶液 终浓度为 置  ε 水浴保温

1 离心 收集原生质体 

亲株 2 ×∏2分别取培养至对数生长期前

期的细胞 在溶菌酶终浓度为 酶解时间在

1时制备的原生质体 具体方法同上 

原生质体电融合  将荧光蛋白标记的

×∏2和 °2原生质体悬液个等量混合 

用电击缓冲液洗涤 次 最后离心沉淀用缓冲液悬

浮 用无菌吸管将 亲本原生质体混合液取 注

入电融合小池≈ 将小池置于倒置显微镜的载物台

上 接通正弦信号电源 经电解质电泳使原生质体形

成稳定的串珠状 融合脉冲电压分别以 ∂ !

∂ !∂ 脉冲幅宽 Λ脉冲个数  脉冲间隔

进行电融合 室温放置 取出原生质体融

合液 用 ≥   液作适当稀释 取原液   ! 各

1涂布再生含红霉素和氯霉素平板  ε 倒置

培养 

将具有高效降蒽能力的 2制备的原生质体

用上述的同样方法与 ×∏2原生质体混合 经电融合

后取融合液 稀释涂布于含蒽 和卡那霉素

的高渗选择性平板上  ε 倒置培养 

用 ≤  ≠2型电融合仪进行原生质体融合 该仪

器的融合电压 !频率 !脉冲幅宽 !个数及间隔时间均

可调节 电极为相距 1 的 条银丝做融合试

验 

在倒置显微镜下观察融合过程 原生质体融合

率 融合原生质体数原生质体总数 ≅   

融合子检出及测定  对带有绿色荧光蛋白

标记的 ×∏2菌株和 2进行各种抗生素的检测

确定较好融合子抗性标记 选择再生平板上生长较

快且表现绿色荧光的菌落 同时把挑选出的抗性菌

落传 代 检测融合子遗传性状是否稳定 同时进行

细胞形态观察和体积大小的测定 

2  结果与分析

211  高频交流电场对原生质体电融合的影响

电融合过程分 步进行 原生质体首先在高频

交流电场中排列成串 然后在高压直流脉冲作用下 

部分彼此接触的原生质体发生融合 融合基本是同

步的 完成整个融合过程约需  ∗ 

交流频率  在交流电场强度 ∂ 

 脉冲强度 ∂  脉冲幅宽 Λ脉冲个数为

的情况下交流频率的影响见表  

表 1  交流频率对原生质体融合的影响

×  × ≤ ∏  ∏

交流频率



×∏2与 °2

融合率 

×∏2与 2

融合率 

  

 1 1

 1 1

 1 1

  从表 可知 交流电场的频率从 增加

到 交流频率对原生质体融合率影响不大 

但当交流频率低于 时 观察到部分原生质体

有旋转现象 说明交流频率太低会引起原生质体共

振旋转≈ 这种旋转妨碍了原生质膜之间的紧密相

接 导致原生质体的融合不能进行 而 的交

流频率就能完全阻止这种旋转 为此实验采用的交

流频率为 

交流电场强度∂   交流电场强度决定
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原生质体间膜接触程度 若电场强度太小 即使形成

原生质体串珠 经脉冲刺激后仍难于融合 而过高的

电场强度 促使原生质体过分拉长 导致质膜发生不

可逆化 甚至破裂 试验结果表明 在脉冲强度

∂  脉冲幅宽 Λ脉冲个数为 时 交流电场

强度在  ∗ ∂  总融合率较为稳定表  

表 2  交流电场强度对原生质体电融合的影响

×  × ≤  ∏

电场强度

∂# 

×∏2与 °2

融合率  

×∏2与 2

融合率  

  

 1 1

 1 1

 1 1

212  直流脉冲对原生质体电融合的影响

脉冲强度  如图 所示 当脉冲幅宽固定为

Λ脉冲个数固定为  起始脉冲强度  ∂ 时 

融合率随脉冲强度增加而上升 当脉冲强度为

∂  时 ×∏2 与 2 原生质体融合率为

1  随着脉冲强度进一步增加 融合率反而开始

下降 而 ×∏2与 °2原生质体融合液在脉冲强

度达到 ∂ 时 融合率为 1  此后随脉冲

强度的增加 融合率变化不大 

图 1  脉冲强度对原生质体电融合的影响

ƒ  ×∏ ∏

脉冲个数  当脉冲幅宽固定为 Λ从图 

中可以看出 种原生质体融合液脉冲个数超过 

个时 随着脉冲个数的增加 种原生质体融合液的

融合率稍有增加后开始下降 

213  原生质体电融合的观察

融合操作在倒置显微镜观察下进行 当原生质

体在融合小室中充分沉淀后 逐渐增大高频交变电

场强度至 ∂  原生质体在电场增强

过程中向电极方向移动 并彼此紧密接触 沿电场方

向形成/串珠0结构 使原生质体发生瞬间膜击穿融

合 观察结果表明绝大多数都是两两融合 有少数是

个以上融合成一个 个别较脆弱的原生质体在电

击后破裂消失 

图 2  脉冲个数对原生质体电融合的影响

ƒ  ×∏∏ ∏

214  融合子的筛选与性状测定

融合子选择平板的确定  ×∏2 和 2

在多种抗生素的高渗培养基上不生长 

而 2为卡那霉素敏感型 但在蒽高渗平板上生

长良好 所以用含卡那霉素的蒽高渗平板来筛选融

合子表  同时用绿色荧光来确证 

而 °2为红霉素抗性 氨苄青霉素敏感型 ×∏2

对红霉素敏感 对氨苄青霉素抗性 所以用红霉

素和氨苄青霉素的双抗平板来对融合子进行筛选 

同时用表达绿色荧光来进一步进行确证 结果见

表  

表 3  融合子选择平板的确定

×  ⁄∏

菌株
卡那霉素抗性

 Λ

蒽高渗平板

 

红霉素

 Λ

氨苄青霉素

 Λ

×∏2    

2  

°2  

  融合子的筛选与性状测定  ×∏2 与 °2

原生质体融合后在含有红霉素和氨苄青霉素双抗的

选择性平板得到一种融合子 菌落生长速度较慢 菌

落形态与 °2相似 在自然光下呈黄色 在紫外灯

下可见微弱的绿色荧光 但把这种融合子在含氨苄

青霉素的平板上进行点种 发现生长出的菌落在自

然光下表现较强的绿色 与亲株 ×∏2 颜色相似 

如图 所示 

而 ×∏2 与 2 原生质体融合后在含蒽

的高渗培养基上得到 种形态的菌落 一

种菌落较小直径约为 1 菌落为半透明的球
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图 3  在自然光下 Τυ21 Α与 Π7250融合子

ƒ  ƒ∏∏ ×∏2 °2

形 菌落形态与 2相似 在紫外灯下观察没有绿

色荧光 另一种菌落的颜色为乳白色 菌落较大 生

长较快 菌落形态与 ×∏2相似 紫外光下表现出微

弱绿色荧光 经重新点种于含蒽的完全培养基平板 

前者菌落颜色未呈绿色 而后者表现强烈绿色荧光 

因为 ×∏2在含蒽 的高渗培养基的对照

上不生长 所以可以肯定 这种表现绿色荧光且在含

蒽平板上生长的菌株为 株亲株的融合子 

把这 种融合子进行多次传代培养 挑选出几

株生长稳定 接入斜面保存 

3  小结

实验结果发现在 的交流频率 脉冲强

度 ∂脉冲幅宽为 Λ脉冲个数为  交流电

场强度在  ∗  ∂范围内 总融合率较稳定 

对绿色荧光蛋白标记好的 ×∏2 进行了各

       

种抗生素检测 发现其对红霉素敏感 同时由于增强

荧光蛋白质粒的转入使其带有氨苄青霉素抗性 而

°2为红霉素抗性 氨苄青霉素敏感型 所以选择红

霉素和氨苄青霉素的双抗平板来对融合子进行筛

选 同时用表达绿色荧光来进一步进行确证 

由于 ×∏2 为卡那霉素抗性并在含蒽

的高渗培养基上不生长 而 2χ为卡那

霉素敏感型 但在蒽高渗平板上生长良好 所以用含

卡那霉素的蒽高渗平板来筛选融合子 同时用绿色

荧光来确证 

本实验所得的 株融合子分别是强化型蒽

降解菌和强化型表面活性剂降解菌 它们与原先的

蒽降解菌和表面活性剂降解菌相比具有更强的存活

能力与适应能力 对它们在自然土壤环境中的存活

与降解特性将进一步研究与检验 
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