
 

第 36 卷第 1 期                       湖南农业大学学报(自然科学版)                         Vol.36 No.1 

2010 年 2 月              Journal of Hunan Agricultural University (Natural Sciences)                Feb．2010 

 

肠型点状气单胞菌和鱼害粘球菌融合子的构建 
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摘  要：为探索鱼类病原菌融合疫苗制备的可行性，以肠型点状气单细胞菌 58-20-9 菌株和鱼害粘球菌 G4 菌株
作为初发菌株进行原生质体融合，构建融合子．在酶解温度 37 ℃下，筛选出 适酶解时间为 40 min， 适溶菌
酶质量浓度为 4 mg/mL．以 PEG 为促融剂的条件下，58-20-9 菌株与 G4 菌株的原生质体进行了融合，58-20-9 菌
株的原生质体形成率为 54.7%，原生质体再生率为 18.2%，G4 菌株的原生质体形成率为 50.8%，原生质体再生率
为 12.2%，初筛的原生质体融合率为 4‰．点种 500 个初筛融合子菌落在双抗培养基上连续传代 12 次，得到 1 个
稳定的融合子菌落，其稳定率为 0.2%． 
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Establishment of fusants of Aeromonas punctta f. intestinalis 

and Myxococcs piscicola 

ZHONG Leia, XIAO Ke-yua*, DAI Liang-yingb* 

(a.College of Animal Science and Technology; b.College of Bio-Safety Science and Technology, HNAU, Changsha 
410128, China) 

 

Abstract：In order to grope for feasibility and basic theory of preparing fusants bacterins of fish pathogeny, strains, 

Aerornonas punctta f.intestinalis 58-20-9 and Myxococcs piscicola G4 were employed as arch-strains to conduct 

protoplast fusion and establish fusants．When the temperature of enzymolysis was 37 ℃, the best enzymolysis time was 

singled out to be 40 minutes and the best lysozyme density to be 4 mg/mL．Under the condition of operating PEG as 

agent of accelerating fusion,Aeromonas punctta f.intestinalis 58-20-9 strains and Myxococcs piscicola G4 strains 

performed a protoplast fusion, and their protoplast formation rates were 54.7%, 50.8% respectively and their protoplast 

regenerative rates of 58-20-9 strains were 18.2% and 12.2% respectively. Arch-screening protoplast fusion rates were 

4‰．After dibbling seeds of 500 fusants colony from arch-screening on duplex repelling selected culture medium and 

generating continuously 12 times, a steady fusant colony could be derived, whose steady rates were 0.2%. 
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草鱼(Ctenopharyngodon idellus)肠炎病、烂鳃病
是对草鱼危害 大的细菌性疾病，目前主要依赖抗
菌类药物进行治疗．烂鳃病菌苗和多联佐剂疫苗对
草鱼肠炎病、烂鳃病的防治效果较好，但存在效果
不稳定和制造成本高等问题．将微生物原生质体融
合方法应用于动物致病微生物方面的研究[1-4]较多，

这为发展细菌原生质体融合技术，研制细菌多联弱
毒菌苗探索出了一条新的途径．笔者采用原生质体
融合技术将草鱼烂鳃病和肠炎病的病原菌进行融
合，选育遗传性稳定的融合子，旨在为制备病原菌
融合疫苗提供依据． 
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1  材料与方法 

1.1  材  料 

(1) 供试菌种．肠型点状产气单胞菌 58-20-9

菌株，鱼害粘球菌 G4 菌株，均由中国科学院水生
生物研究所提供． 

(2) 培养基．完全培养基：蛋白胨 11%，牛肉
膏 0.5%，氯化钠 0.5%，葡萄糖 0.5%，pH 值 7.0～
7.2，121 ℃灭菌 20 min (固体培养基加琼脂 2%)．再
生培养基：完全培养基中加入 0.5 mol/L 甘露醇，
0.02 mol/L 六水氯化镁，0.02 mol/L 顺丁烯二酸，pH

值 6.7，115 ℃灭菌 20 min (固体培养基加琼脂
2%)．双抗选择培养基：在再生培养基中加入庆大
霉素 3 000 IU/mL 和红霉素 50 IU/mL． 

(3) 主要试剂．EDTA 溶液：0.1 mol/L 乙二胺四
乙酸钠，pH 值 8.0．SMM 缓冲溶液：蔗糖 0.5 mol/L，
MgCl2 0.02 mol/L，顺丁烯二酸 0.02 mol/L，pH 值
7.5，121 ℃灭菌 20 min 后备用．SMMD 溶液：SMM

缓冲液中加 DNA 酶 5 μg/mL，即配即用．PEG 溶
液：在 SMMD 高渗液中加入 40%的 PEG6000，pH

值 7.0．新生磷酸钙溶液：K2HPO4 0.54 g，CaCl2 H2O 

29.4 g 分别溶于 100 mL 水中，灭菌，使用时等体积
混合，促进原生质体的融合．高渗美蓝染液：0.5 g

美蓝溶解于 100 mL 0.5 mol/L 的蔗糖溶液中． 

1.2  方  法 

1.2.1  菌种培养 

将原始菌种接种至斜面完全培养基，活化后立
即转接至 30 mL 液体完全培养基，于 28 ℃恒温培
养 24 h 备用． 

1.2.2  耐药性遗传标记选择及耐药菌株培育与稳定 

耐药性遗传标记的选择参见文献[5]．耐药菌株
的进一步培育与稳定采用逐步提高药物浓度诱导
培养法[6]，将已耐受红霉素和庆大霉素的双亲菌株，
在完全培养基和选择培养基上交替培养，提高其耐
药性，并稳定至选择融合子的应用浓度． 

1.2.3  生长曲线的绘制[7-8] 

供试菌株分别在液体完全培养基中 28 ℃振荡
培养，用分光光度计分别测定不同培养时间(1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10 h)的吸光度(OD600)，以
OD600 值为纵坐标，以培养时间为横坐标，绘制两

亲本菌株的生长曲线． 

1.2.4  原生质体的制备、融合及再生 

原生质体的制备、融合方法见文献[10]． 

融合子的检出：用影印法[10]，将长出的菌落移
植在含红霉素和庆大霉素的双抗选择培养基上，48 h

后再次影印在双抗平板上，使融合株充分分离，在第
2 次双抗平板上长出的菌株，可初步认为是融合株． 

  原生质体形成率=(未经酶处理菌数－经酶处理
后剩余菌数)/未经处理的总菌数．原生质体再生率
=(再生培养基上总菌数－经酶处理后剩余菌数)/原
生质体数．融合率=融合子数/平均两亲本再生原生
质体数． 

检出融合菌株后，在双抗选择培养基上用影印
法连续传代 12 次，每代在 28 ℃恒温箱培养 2～3 d，

后长出的菌落可视为稳定的融合菌株． 

1.2.5  亲本及融合菌株的 DNA 检测 

按文献[11]方法提取亲本菌株和融合菌株的
DNA，并测定其含量，取 1 000 bp DNA Ladder 

Marker 及各 DNA 样 10 μL 进行 0.7%琼脂糖凝胶电
泳检测，拍照．采用 F 检验法对 DNA 含量进行差
异显著性检验，用新复极差法进行多重比较． 

2  结果与分析 

2.1  58-20-9 菌株和 G4菌株的对数生长期的选择 

由图 1 可知，58-20-9 菌株的对数生长中后期为
5～6 h，G4 菌株的对数生长中后期为 6～7 h． 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  58-20-9 菌株与 G4菌株生长曲线                   
Fig.1  Curves describing the growth of strains 58-20-9 and G4  

2.2  溶菌酶质量浓度和酶解时间对两亲株原生质

体形成率和再生率的影响 

从图 2、图 3 可以看出，原生质体形成率随溶
菌酶质量浓度增加而提高，但再生率呈下降趋
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势．同时，原生质体形成率随酶解时间延长而增加，
再生率则下降，因此，将 58-20-9 菌株和 G4 菌株的酶
解质量浓度确定为 4 mg/mL，酶解时间确定为 40 

min．此时在较高的原生质体形成率下原生质体再
生率也相对较高(图 3)．试验结果表明，58-20-9 菌
株的细胞壁比 G4 菌株的对溶菌酶更敏感． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a1、a2、a3 分别为 58-20-9 菌株酶解 20、40、60 min；b1、b2、b3

分别为 G4 菌株酶解 20、40、60 min． 

图 2  溶菌酶质量浓度对原生质体形成率的影响 

Fig.2  The effect of concentration on formation rate of protoplast  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A1、A2、A3 分别为 58-20-9 菌株酶解 20、40、60 min；B1、B2、

B3 分别为 G4 菌株酶解 20、40、60 min． 

图 3  溶菌酶质量浓度对原生质体再生率的影响 

Fig.3  The effect of concentration on protoplast regeneration rate 
 

2.3  原生质体融合及融合子的检出 

2.3.1  原生质体融合 

经 EDTA 和溶菌酶脱壁后的 58-20-9 菌株和 G4

菌株的原生质体呈球状，与亲本菌的短杆状有明显
区别．当两者的原生质体混合后，在 40% PEG6000

与新生磷酸钙液的促融下，在显微镜下可看到凝聚
现象．当把出发菌株 58-20-9 和 G4 分别涂布在双抗
选择培养基平板上，均不长出菌落．将融合的原生
质体涂布在高渗再生培养基平板上，细胞壁恢
复．48 h 后待菌落长出再连续 2 次影印在含红霉素
和庆大霉素的双抗选择培养基平板上，28 ℃恒温培
养 48 h 后长出较小菌落，即为两亲株的原生质体融
合体的再生菌．为了计算融合率，从高渗再生培养
基上随机挑取 5 000 个菌落，用灭菌牙签点种于双
抗选择平板上，培养 48 h 后于显微镜下观察，发现
仅有 16 个小菌落生长良好，视为融合子，融合率
达 4‰． 

2.3.2  融合子稳定性鉴定 

点种 500 个融合子菌落在双抗平板上，连续影
印传代，随着传代次数的增加，能在双抗平板上生
长的融合子数目逐渐减少，待传代 12 代时，仅有 1

个融合子菌落仍生长良好，且能稳定传代，说明此
融合子遗传性稳定．因在试验中用 DNAase 排除了
外源 DNA 的转化，说明此融合株是由两亲本菌株
原生质体融合的结果，将该菌株定名为 AM-l 菌株． 

2.4  亲本菌株及融合菌株的 DNA 含量 

3 次测量的亲本菌及融合菌株的 DNA 含量见
表 1．由表 1 可知，OD260/OD280 主要介于 1.7～1.9，
说明纯度可靠，融合菌株 AM-l 的 DNA 含量均高于
58-20-9 菌株和 G4 菌株的 DNA 含量，经检验，差
异均达到了极显著水平(P＜0.01)． 

表 1  亲本菌株及融合菌株的 DNA 含量 

                    Table 1  The DNA contents of the syncretic and parents fungus strains                μg/mL 

菌株 
DNA 含量 

平均含量 
Ⅰ OD260/OD280 Ⅱ OD260/OD280 Ⅲ OD260/OD280 

58-20-9  934 1.17 938 1.72 940 1.74 (937.33±3.06)aA 
G4  780 1.87 786 1.90 790 1.91 (785.33±5.03)bA 

AM-l 1 404 1.76 1 406 1.75 1 409 1.79 (1 406.33±2.52)B 
 

亲本菌株与融合子 DNA 琼脂糖凝胶电泳结果
见图 4．融合子 AM-l 菌株离点样孔的距离明显小

于任一亲本菌株离点样孔的距离，说明融合子 DNA

的相对分子质量比其亲本的要大，初步证实了以上
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DNA 含量测定结果． 

 

 

 

 

 

 

 

 
M  Marker；1  G4 菌株；2  融合子菌株；3  58-2-09 菌株 

图 4  菌株 DNA 琼脂糖凝胶电泳结果 

Fig.4  Electrophoresis of agrose gel of DNA  
3  讨  论 

细胞的生理状态对原生质体的形成及融合频
率有较大影响．处于对数生长期的细菌细胞壁中肽
聚糖的含量 低，细胞壁对酶的作用 敏感，在同
等条件下原生质体制备率较高，但对数生长早期的
细胞相对较为脆弱，受酶的过度作用会影响原生质
体的再生率[12]．鉴于此，本试验中两亲本原生质体
的制备均选用对数生长中后期的菌液，即 58-20-9 菌
株培养 5～6 h，G4 菌株培养 6～7 h，这样不仅可获
得较多菌体，而且原生质体的再生率也可得到保障． 

在原生质体制备过程中，菌体的预处理、酶解浓
度和时间、渗透压稳定剂是 3 个制约性的因素[13]．笔
者采用 EDTA 加溶菌酶处理，对溶菌酶的浓度和酶
解时间进行了优选．试验证明，58-20-9 菌株和 G4

菌株的酶解浓度为 4 mg/mL，酶解时间为 40 min，
此时在较高的原生质体形成率下原生质体再生率
也相对较高．在维持原生质体活力的条件下，一般
以较低渗的介质有利于融合[12]．笔者在原生质体制
备中加入氯化镁、顺丁烯二酸、甘露醇等渗透压稳
定剂，以防止原生质体破裂，同时也促进酶与底物
的结合．2 种原生质体等量混合后，加入 PEG 处理
后原生质体仍呈球状． 

原生质体融合后，融合子为抗性互补的双耐药
菌株．笔者 初采用通常的直接法，即将融合后的
原生质体直接涂布于双抗再生培养基上，但未得到
融合子．后将融合后的原生质体先涂在不含药的再

生培养基上培养 48 h，再用影印法转到含红霉素和
庆大霉素的双抗选择培养基上继续培养才得到融
合株．究其原因，可能是双耐药融合子的检出需要
有 48 h 的表型延迟期．Szxoboda[14]在研究小单胞菌
原生质体融合时也发现表型延迟现象．出发菌的原
生质体在双抗选择培养基上亦能生长，这一特殊选
择主要是鉴别杂菌．杂菌在含 2 种抗生素的培养基
上不能生长．若亲本不生长，融合子生长，则说明
该融合子未继承原有特性．在原代融合平板上加入
2 种抗生素，可以保证生长的菌或者是形成杂合双
倍体或单倍重组体的真正融合，因此，对这些菌连
续传代 10 次后仍不回复的可以认为是真正的融合
子[15]．对融合子及其亲本的 DNA 含量进行测定及
琼脂糖凝胶电泳分析，证实了融合子的 DNA 含量
高于任一亲本，其运动位置明显靠后，这也与刘玲
等[16]的研究结果类似，但这些还不能完全从遗传学
上阐明融合子的遗传规律，下一步在运用融合子开
展规模化疫苗生产之前，仍有待于应用 16srDNA 等
技术鉴定融合子 AM-1 菌株与亲本的异同，并对融
合子携带的隐性或显性表达的遗传信息及其可能
影响融合疫苗免疫效果的相关性状予以检测． 
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