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双亲灭活制备粘质沙雷氏菌和红曲霉的跨界产色素融合子 *
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摘要 目的：采用双亲灭活原生质体技术制备粘质沙雷氏菌和红曲霉的跨界产色素融合子，并测定其抑菌活性。方法：经 0.2%溶

菌酶处理获得粘质沙雷氏菌的原生质体并热灭活；经混合酶（0.8%溶菌酶 +1.2%蜗牛酶 +1.6%纤维素酶）处理获得红曲霉的原生

质体并紫外灭活；用含 25% PEG 的原生质体融合剂进行促融合与再生。观察融合子的菌落形态和色素合成能力，测定融合子色

素提取物对金黄色葡萄球菌的抑制活性。结果：在优化条件下，粘质沙雷氏菌原生质体的形成率为 92.58%，红曲霉原生质体形成

数约为 106 个 /mL，两菌原生质体灭活率均为 100%。共获得 13 个融合子，9 个能产红色素，融合率为 1×10-5%。其中 8 个融合子的

95%乙醇提取物对金黄色葡萄球菌表现出不同程度的抑制。结论：采用双亲灭活原生质体技术，能够制备具有抑菌活性的粘质沙

雷氏菌和红曲霉的跨界产色素融合子。
关键词：跨界原生质体融合；粘质沙雷氏菌；红曲霉；色素

中图分类号：Q939.9 R915 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2011）08-1436-04

Preparation of Cross-border Integration of Sub-pigment in Serratia
Marcescens and Monascus by Parents Inactivated Protoplast Technology*

ZHOU Lin△, ZHU Shuang, PAN Min-fen, CAI Ze-jia, XU Yao-bin
(Guangdong Pharmaceutical University, School of Life Science and Biopharmacology,510006,Guangzhou China)

ABSTRACT Objective : To prepare inter-kingdom pigmented fusant from Serratia marcescens and Monascus by double parents
inactivated protoplasts method and determine the inhibition activity of the pigmented fusants. Methods:The protoplast of Serratia
marcescens was obtained by 0.2% lysozyme treatment and then inactivated by heat treatment, while the protoplast of Monascus was
obtained by enzyme mixture with 0.8% lysozyme, 1.2% snail enzyme and 1.6% cellulase, then inactivated by ultraoviolet treatment. The
protoplast fusion of double inactivated parents was carried out using fusion solution with 25% polyethylene glycol. The morphology and
pigment produced ability of the fusants were observed, while the inhibition activity of the pigment extrative on Staphylococcus aureu was
tested. Results: Under the optimal conditions, the protoplast formation rate of Serratia marcescens and Monascus was 92.58% and 106/
mL, respectively. The protoplast inactivated rate of both microbes was 100%. Thirteen protoplast fusants was prepared while nine of
them can produce pigment with 1×10-5% fusion rate. Pigment extractive with 95% ethanol from eight protoplast fusants showed
inhibiton on Staphylococcus aureus of varing degree. Conclusion:Inter-kingdom protoplast fusants of Serratia marcescens and Monascus
with antimicrobial activity can be prepared by double parents inactivated protoplasts method.

Key Words: inter-kingdom protoplast fusion; Serratia marcescens; Monascus; pigment
Chinese Library Classification(CLC):Q939.9, R915 Document code:A
Article ID:1673-6273（2011）08-1436-04

* 基金项目：广东药学院博士启动基金（2006SMK01）；广东省高等学校大学生创新实验项目（1057310036）

作者简介：周林（1977-），男，博士，讲师，主要从事生物活性物质的发酵和生物转化研究。
△通讯作者 周林，电话：020- 39352151，Email: bio_zhoulin@163.com

（收稿日期：2010- 12- 21 接受日期：2011- 01- 15）

前言

原生质体融合能将遗传形状不同的细胞经过基因重组融

合为一个新的细胞，是一种重要的细胞工程技术。原生质体融

合在提高菌种的产酶活力[1,2]、代谢产物的含量[3,4]、降解污染物

的能力[5,6]，以及对环境的耐受性[7,8]等微生物育种方面的应用已

有报道。目前，原生质体融合在食品、医药领域的应用限于种或

属间融合，跨界融合的报道很少。我们认为，与属种间的融合相

比，跨界融合更有可能产生结构和功能新颖的分子，因而在药

物或前体分子产生方面，提供了不同于常规的“组合化学合成

或高通量筛选”的新的途径。本文尝试应用原生质体融合技术，

制备具有抑菌活性的跨界产色素融合子。

粘质沙雷氏菌（Serratia marcescens）属于革兰氏阴性细菌，

能够产生一类具有吡咯环结构的紫红色素 -灵菌红素 (Prodigiosin)。
研究表明，灵菌红素及其衍生物具有抗细菌[9]、抗真菌[10]、抗疟

疾[11]、免疫抑制[12]和抗肿瘤[13]等活性。灵菌红素类似物或衍生物

正成为药物研究的热点。而红曲霉是一种重要的药用真菌，能

够产生多种具有抑菌活性的色素，也是产生降脂药物 - 诺伐他

汀（Monacolin K）类化合物的主要来源[14,15]。本研究尝试将能产

生灵菌红素的粘质沙雷氏菌和产生多种色素的红曲霉进行跨

界融合，为获得新型结构的色素活性物质提供实验基础。粘质

沙雷氏菌与红曲霉的跨界融合在国内外未见报道。

1 实验材料
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1.1 菌株

粘质沙雷氏菌菌株 Serratia marcescens ZL3，从焦化废水中

分离鉴定并保存[16]；红曲霉菌株 Monascus ruber 5031，购自中国

工业微生物菌种保藏中心，广东药学院生科院李浩明教授慧

赠。
1.2 试剂

溶菌酶、纤维素酶（上海伯奥生物科技有限公司，生化试

剂）；蜗牛酶（南京百泰生化技术公司，生化试剂）；PD 培养基

（自制）；琼脂粉、蛋白胨、酵母提取物（广东环凯微生物科技有

限公司，生化试剂）；其余试剂均为国产分析纯。PBS 缓冲液：用

0.2 mol/L pH5.8 磷酸缓冲液配制。原生质体稳定液：含 0.6 mol
·L－1NaCl 的 PBS 缓冲液。原生质体融合剂：25% PEG，用 0.05
mol·L－1CaCl2 配制，另加 0.05 mol·L－1甘氨酸。
1.3 培养基

1.3.1 生长培养基

LB 培养基（g·L－1）：蛋白胨 10、酵母提取物 5、NaCl 10，

蒸馏水定容至 1 L。
PD 培养基：200 g 土豆去皮，切块，加水煮沸 30 min，双层

纱布过滤后加入 20 g 葡萄糖，搅拌溶解，加水至 1 L。固体培养

基中均加入 2%的琼脂粉，121℃高压灭菌 20 min。
1.3.2 再生培养基

在 LB 培养基或 PD 培养基中加入终浓度为 0.6 mol·L－1

的 NaCl 获得相应的再生培养基。
1.4 仪器

SHZ-82 气浴恒温振荡器 （江苏金坛市宏华仪器厂）；

H1650-W 台式高速离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；

HH-1 数显恒温水浴锅 （江苏金坛市宏华仪器厂）；B104 生物

显微镜（重庆奥特光学仪器有限公司，）；SPX 智能型生化培养

箱（宁波江南仪器厂）；TP-402 电子天平（北京赛多利斯仪器

系 统 有 限 公 司）；Ultrospec 1100pro 紫 外 可 见 分 光 光 度 计

（Biochrom 公司生产）；HVE-50 高压灭菌锅（华粤行仪器有限

公司）等。

2 实验方法

2.1 粘质沙雷氏菌原生质体制备

粘质沙雷氏菌甘油种活化过夜，按 5%接种量接入 30 mL
LB 培养基，30℃，200 r·min-1 培养 3.5 h。取 10 mL 菌液 4000 r·
min-1 离心 10 min，用 PBS 洗涤两遍并重悬于 5 mL PBS 中，取

100 μL 用无菌水稀释并涂布于 LB 平板 (血球计数板计数并调

整稀释倍数)，控制菌落数为 108-109 个 /mL，28℃培养 2 d 后记

录菌落数，计算酶解前的总菌数。取 50μL 菌悬液，分别加入

0.2%溶菌酶 2、4、6 μL，35℃水浴 40 min，4000 r·min－1 离心 10
min，弃上清液。用含盐 PBS 缓冲液洗涤两遍，4000 r·min－1 离

心 10 min，最后重悬于 1 mL 原生质体稳定液。各取 100μL 用

无菌水梯度稀释并分别涂布于 LB 培养基，每个平板做 3 个平

行，28℃培养 2 d 后记录菌落数，活菌计数法计算原生质体形

成率。原生质体再生率的计算类似以上过程，不同的是用 100
μL 0.6 mol·L－1 NaCl 替换无菌水稀释并涂布于 LB 再生平板

培养基。
原生质体形成率 （%）=（酶解前菌数 - 酶解后剩余菌数）/

酶解前菌数×100。

原生质体再生率（%）=（再生平板的菌落数 - 普通平板的

菌落数）/（酶解前菌落数 - 酶解后菌落数）×100
2.2 红曲霉原生质体制备

红曲霉接种于 PDA 斜面培养基，32℃培养 7 d。用 5 mL 无

菌水洗下斜面孢子，制成孢子悬液，参考文献[17]的方法制备红

曲霉原生质体，血球板计数法计算原生质体形成率（个 /mL）。
调整混合酶液的浓度为 0.8%溶菌酶 +1.2%蜗牛酶 +1.6%纤维

素酶。
2.3 粘质沙雷氏菌原生质体的热灭活

取 1 mL 粘质沙雷氏菌原生质体 （浓度约 106 个 /mL）于

60℃水浴，在 20、30、40、50、60 min 各取 100 μL 涂布于 LB 再

生培养平板上。30℃培养 3 d，观察菌落数并计算不同处理时间

的致死率。原生质体致死率（%）=（灭活前的原生质体再生率 -
灭活后的原生质体再生率）/ 灭活前的原生质体再生率×100。
2.4 红曲霉原生质体的紫外灭活

取 1 mL 红曲霉原生质体（浓度为 106 个 /mL）在 20 W 的

紫外灯下，距离 10 cm 照射，在 2、3、4 min 各取 100 μL 用锡纸

包裹避光 20 min 后涂布于 PDA 再生培养平板上。32℃培养 3
d，观察菌落数并计算不同处理时间的致死率。
2.5 原生质体的融合与再生

各取 1 mL 灭活的粘质沙雷氏菌和红曲霉原生质体，混合

后 2000 r·min－1 离心 5 min，收集原生质体，加入 1.5 mL 原生

质体融合剂，30℃水浴 20 min，1000 r·min－1 离心 5 min。弃上

层清液，用 1.0 mol·L－1 山梨醇溶液洗涤 2 次，稀释并涂布于

LB 和 PDA 再生培养平板上，30℃培养 4 d，计算融合率[18]。
2.6 融合子的筛选与生长特性

观察融合子再生平板，若再生平板上有菌落长出，而灭活

后未发生融合的原生质体的再生培养平板上未有菌落长出，

表明灭活率达 100%，则所得到的菌落是粘质沙雷氏菌和红曲

霉的跨界融合子。将能产生色素的融合子在 LB 培养基上连

续传代 10 次，观察融合子的菌落形态、细胞形态和色素合成

能力。
2.7 融合子色素的提取与对金黄色葡萄球菌的抑制

挑取产色素融合子的菌落到 3 mL LB 液体培养基活化过

夜。按 5%的接种量接入 50 mL LB 培养基，30℃ 170 r·min－1 的

条件下培养 72 h。5000 r·min－1 离心 10 min 收菌，用蒸馏水洗

涤 1-2 次，湿菌体放到 80℃烘箱干燥 24 h，将菌体研磨成粉末。
称取各融合子菌粉 0.4 g，加入 8 mL 95%乙醇，振荡约 10 min
后静置 2 h，于 8000 r·min－1 离心 10 min，转移上清并用 95%乙

醇稀释，使各融合子色素提取液的 OD485 值一致 （0.300±
0.005）。然后以 LB 培养基：色素提取液 =14：1（V/V）的比例倒

制各融合子色素提取液的平板，每个样品做 3 个平行，空白对

照仅含等量 95%乙醇。
金黄色葡萄球菌在 LB 培养基上 37℃活化过夜，用无菌

水稀释 107 后取 100 μL 涂布到含色素提取液的平板以及空白

对照平板。将各平板置于 37℃培养箱培养 24 h，观察菌落生长

情况，计算菌落数量和抑菌率。其中抑菌率（%）=（空白对照皿

菌落数 - 试验皿菌落数）/ 空白对照皿菌落数×100。

3 结果和讨论

3.1 原生质体的制备
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参考文献[15]方法制备的红曲霉 5031 的原生质体形成数为

105 个 /mL，远低于文献中报道的 4.2×108 个 /mL 的原生质体形

成数。这也说明即使相同属的不同菌株，其原生质体制备的最

优条件也不尽相同。这一方面反映了不同属种微生物细胞壁结

构的差异，同时反映了实验用酶以及实验操作对实验结果的影

响。通过调整混合酶的用量，实验条件下红曲霉原生质体形成

数达到 106 个 /mL，再生率为 5.47%。可以满足原生质体融合的

要求。

3.2 原生质体的灭活

双亲灭活原生质体是利用理化因素对双亲原生质体进行

处理，使其失去细胞壁的再生能力，经过不同处理的原生质体

融合后，又可恢复细胞壁的再生能力。因此，灭活的条件控制对

原生质体细胞的再生尤为关键，过度灭活将造成原生质体细胞

的死亡而导致无法再生。即使在确定的灭活条件下，仍然要留

样培养以监测实际的灭活效果。

由表 2 可知，浓度约 106 个 /mL 的粘质沙雷氏菌 ZL3 在

60℃水浴下保持 50 min 可以达到 100%的致死率，故粘质沙雷

氏菌 ZL3 的热灭活时间确定为 50 min。红曲霉 5031 在实验条

件下，用紫外光处理 3 min 即可以达到 100%的致死率（表 3），

故红曲霉 5031 的紫外光灭活时间定为 3 min。

由表 1 可知，粘质沙雷氏菌 ZL3 原生质体形成率随着溶

菌酶用量的增加而增加，其中加入 6 μL 0.2%溶菌酶（酶液终浓

度为 0.021%），原生质体形成率为 92.58%，再生率为 26.83%。

制备的粘质沙雷氏菌原生质体具有较高的活性。

表 1 溶菌酶的浓度对粘质沙雷氏菌 ZL3 原生质体形成率和再生率的影响（35℃水浴 40min）
Table 1 Effect of the concentration of lysozyme on the protoplast formation and regenaration rate of Serratia marcescens ZL3

（water bath at 35℃ for 40min）

concentration of lysozyme (wt%) formation rate of protoplast（%） regenaration rate of protoplast（%）

0.007% 67.64% 9.52%

0.014% 80.65% 16.00%

0.021% 92.58% 26.83%

3.3 融合子的检出

目标融合子的检出是原生质体融合技术的关键。抗性标

记选择和营养陷型互补选择等经典方法时间长、工作量大，而

且在筛选营养陷型或抗性菌株时，可能丢失亲本的优良性状。
而采用双亲灭活原生质体方法，只有融合子才能在再生平板

上生长，结合目标产物的性状或生物活性，就可以较容易的获

到目标融合子。在 LB 和 PDA 的再生平板上均有融合子长

出，共获得 13 个融合子，融合率为 1×10-5%。融合率低的原因

可能是两亲本分属不同的界，亲缘关系较远，融合相对困难。
通过优化化学融合的条件，如细胞密度、PEG 浓度、Ca2+ 浓度

等参数，或者尝试电融合、磁场融合[19]、微流控芯片[20]等手段提

高融合率。
3.4 融合子的培养特性

根据 13 个融合子在 LB 固体培养基上的菌落特点，可分

为四类：①1#-9# 融合子，能产色素，生长 24 h 可观察到菌落，

呈粉红色，圆形、光滑、半湿润、容易挑起。②10# 融合子，生长

24 h 可观察到菌落，呈灰白色，圆形、光滑、半湿润，容易挑起。
③11#、12# 融合子，在融合子中生长最快，24 h 能观察到较大

的菌落，呈白色，圆形、光滑、湿润、容易挑起。④13# 融合子，生

长最慢，72 h 能观察到菌落，呈米白色，3- 6 d 菌落光滑，第 7 d

菌落边缘见绒毛状细丝，菌落较干燥，不易挑起。1#-9# 能产色

素的9个融合子在LB培养基上连续传 10 代，菌落形态无

显著差异，均能稳定的合成色素。实验中还发现，进行液体培养

时，7#-9# 融合子以及粘质沙雷氏菌色素的产生并不稳定 （图

1-c，7-10 号试管均呈淡黄色），可能是在液态培养条件下，色素

的合成更容易受到环境条件，如溶氧水平、培养时间等的影响，

具体原因还有待研究。
将试管中的培养液静置 2 h 后进行观察，1#-9# 融合子发

表 2 不同热灭活时间下粘质沙雷氏菌 ZL3 的致死率

Table2 Death rate of Serratia marcescens ZL3 during different heat inactivation time

Time（min） 20 30 40 50 60

Death rate（%） 99.98% 99.99% 99.99% 100% 100%

表 3 不同紫外灭活时间下红曲霉 5031 的致死率

Table3 Death rate of Monascus ruber 5031 during different ultraviolet inactivation time

Time（min） 2 3 4

Death rate（%） 95.83% 100% 100%
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生明显的沉降现象，而粘质沙雷氏菌菌液却保持浑浊 （图

1-c）。在油镜下进行观察，融合子的细胞呈圆球形，和粘质沙

雷氏菌相似，但细胞体积明显比粘质沙雷氏菌大，细胞壁也更

厚。
3.5 融合子色素的提取与抑菌活性

将各种色素的乙醇提取液在 200-700 nm 进行紫外和可见

光区扫描。融合子色素的最大吸收波长约 485 nm，而粘质沙雷

氏菌和红曲霉色素的最大吸收波长分别为 535 nm 和 505 nm，

说明融合子产生的醇溶性色素和双亲产生的醇溶性色素明显

不同。另外，我们用 RAPD 分子鉴定的方法也证实了 1#-9# 融

合子不同于双亲（结果未呈）。
由表 4，培养 24 h 时，除了 9# 融合子，1#-8# 融合子色素的

提取液对金黄色葡萄球菌均表现出一定的抑菌活性。特别是 1
号融合子（命名为跨界融合子 SYM）在实验条件下表现出很高

的抑菌活性。

粘质沙雷氏菌和红曲霉跨界产色素融合子的制备，为筛选

具有生物活性的新型色素分子提供了实验依据。但实验条件下

双亲的原生质体融合率较低，融合条件仍可以进一步优化以产

生尽可能多样的色素分子。融合子的生物学特性、融合子色素

的结构和功能还有待研究。
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