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摘要:综述了原生质体的制备与再生因素 、原生质体融合的促融方法 、选择性遗传标记方法以及原

生质体融合技术在遗传育种中的应用 ,并且展望了原生质体融合育种的发展前景 。
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　　原生质体融合育种(pro toplast fusion)是 20世

纪 60年代发展起来的基因重组技术 。通过 2个遗

传性状不同的亲株原生质体融合从而达到杂交的目

的 。1960年 ,法国的 Barsi研究小组在进行 2种不

同动物细胞混合时发现了自发融合现象 ,同时日本

的 Dkada 发现仙台病毒可诱发内艾氏腹水病细胞

彼此融合 ,从而开始了细胞融合的探索 。1974 年 ,

匈牙利的 Fereczy 等
[ 1]
采用离心力诱导的方法实现

了白地霉(Creotrichum candidum)营养缺陷型突变

株原生质体的融合;随后人们相继用 NaC l、KCl和

Ca(NO 3)2 等作为诱变剂进行融合 ,但融合率比较

低 。1978年 ,国际工业微生物遗传学讨论会提出了

原生质体的融合问题 ,使这一技术迅速扩展到了育

种领域 。1979年 ,匈牙利的 Pesti 等
[ 2]
首先提出了

运用融合育种技术提高青霉素产量的报告 ,从而开

创了原生质体融合技术在遗传育种中的应用 ,综述

如下。

1　原生质体的制备与再生技术

微生物细胞一般是有细胞壁的 ,进行该项技术

的第一步就是制备原生质体 。当前去除细胞壁的方

法主要有机械法 、非酶法和酶法 。采用前 2种方法

制备的原生质体效果差 ,活性低 ,仅适用于某些特定

菌株 ,因此 ,并未得到推广 。在实际工作中 ,最有效

和最常用的是酶法。该法时间短 ,效果好 。使用的

酶主要为蜗牛酶或溶菌酶 ,具体根据所用微生物的

种类而定 。彭智华等
[ 3]
在对野生大杯蕈(Cli tocybe

ma xima)进行原生质体制备的过程中 ,将 2种以上

的酶液混合使用能提高去壁效果。陈海昌等[ 4] 证

明 ,在一定范围内 ,酶作用的时间 、浓度都与原生质

体的形成率呈正相关 ,而与再生率呈负相关。林红

雨等[ 5] 采用酶解 10min后补加 EDTA 的方法 ,改变

酶解环境中的离子强度和渗透压 ,可以提高原生质

体形成率 。Costeron等
[ 6]
报道 ,在高渗 Tris溶液中

添加 115%聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)等原生质体扩

张剂 ,有助于制备原生质体;添加 0.02mo l/L 镁离

子 ,有利于原生质体的稳定。

2　原生质体融合的促融方法

由于在自然条件下 ,原生质体发生融合的频率

非常低 ,所以在实际育种过程中要采用一定的方法

进行人为地促融合。

2.1　化学法

用化学融合剂促进原生质体融合。化学试剂中

最常用的是 PEG 结合高 Ca
2+
、pH 诱导法 。优点:

不需要特别的仪器设备 ,操作简便 。缺点:原生质体

聚集成团的大小不易控制 ,且 PEG 本身对原生质体

具有一定的毒性 ,可能影响原生质体的再生 ,另外融

合率不高 。

2.2　物理法

用物理的手段(如电场 、激光 、超声波 、磁声等)

使亲本的原生质体发生融合。最常用的主要有电处

理融合法 、激光诱导融合法以及在电融合技术上改

进的方法等 。优点:电融合条件可控 ,融合率高 ,无

毒。缺点:设备条件要求高 ,费用较高。
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2.3　生物法

紫外灭活的病毒膜片能使细胞间产生凝聚和融

合 。病毒制备困难 ,操作复杂 ,试验重复性差 ,融合

率很低 ,适用于动物细胞融合。

3　遗传标记的选择与融合子的检出

遗传标记的选择实际上是融合子检出的重要环

节 ,也是融合子检出的标记 。

3.1　营养缺陷型标记

营养缺陷型标记是传统有效的标记方法。融合

的双亲株带有不同缺陷型标记 ,融合后采用基本培

养基可以很容易检出融合子 。DA IMH 等
[ 7]
以大肠

杆菌(E scherichia coli)菌株 W4183(A rg-)与菌株

Fu20-1(Leu-)为亲本进行融合 ,在不加 A rg 、Leu

的 M9培养基上得到融合子 ,融合率达到 0.05%～

0.7%。

3.2　抗药性标记

抗药性是由细菌遗传物质决定的重要特性 ,不

同种类的细菌或细菌的不同菌株对某种药物的抗性

存在差异 ,利用这种差异即可对融合子进行选择。

金玉娟等
[ 8]
采用原生质体融合技术对带有链霉素抗

性标记的芽孢杆菌(Baci llus sp.)B12-13-2和带

有红霉素抗性标记的欧文氏菌(Erwinia sp.)E26

-2-3 进行融合 ,得到了稳定融合菌株。

3.3　灭活标记

灭活原生质体融合是细菌原生质体融合技术的

重大发展。在原生质体融合前 ,对单亲或双亲原生

质体进行灭活标记 ,使其丧失再生的能力 ,与另一亲

株融合后 ,融合子损伤互补存活 。在这个系统中 ,被

灭活的原生质体实际上起遗传物质的载体作用 。常

用灭活方法如热灭活 、紫外灭活以及化学药剂灭活

等 。陈五岭等
[ 9]
将双亲株分别进行紫外灭活和热灭

活标记 ,对选育广谱高效的苏云金芽孢杆菌(Bacil-

lus thuring iensis)灭活原生质体融合条件做了比较

深入的研究。

3.4　荧光染色标记

荧光标记是使双亲株带有不同的荧光色素 ,融

合后在荧光显微镜下观察 、操作 ,直接挑选出带有 2

种荧光色素的融合细胞 。黎永学等
[ 10]
将培养至对

数生长期的双歧杆菌(B i f idobacterium bi f id um)、

酿酒酵母(S accharomyces cerev isiae)融合后对融合

子进行荧光原位杂交法检测 ,表明此种方法便于筛

选出融合子。

3.5　碳源利用标记

利用亲株对各种碳源利用的差异 ,结合其他特

性分离筛选融合子。对于大肠杆菌和枯草芽孢杆菌

来说 ,前者为 G - ,不产芽孢 ,不能利用淀粉;后者则

为G + ,产芽孢 ,能利用淀粉 ,可以利用这些特性进

行融合细胞的筛选
[ 11]
。

3.6　特殊生理特征标记

圆褐固氮菌(Azotobeeter chroococcum)可以在

无氮培养基上生长 ,将这一特性与另外一种细菌的

抗药性或缺陷型等标记联合使用 ,在含药的无氮培

养基上可以筛选到融合子。王怡平等[ 12] 在研究球

形红假单胞菌(Rhodopseudomonas sphaeroides)与

荚膜红假单胞菌(Rhodopseudomonas capsulate)的

原生质体融合时 ,以双亲株碳源利用的差异作为选

择标记 ,成功筛选到利用硫化物能力较强的融合菌

株 F-A33。

3.7　分子标记

融合子是双亲株融合的产物 ,必然带有双亲的

分子标记 ,因此 , DNA 水平上的分子标记是鉴别融

合子最可靠的指标 。1987 年 , Chenw 等
[ 13]
在变形

梭杆菌(Fusobacterium varium)与粪肠球菌(En-

terococcus f aecium)的融合中 , 用 2 个亲株的总

DNA 酶切片段经32P 标记后做成2个探针 ,将亲株

和融合子间及亲株间的DNA进行Southern斑点杂

交 ,证明 2个亲株与融合子有明显的同源性 ,而 2个

亲株之间则没有同源性。

3.8　其他遗传标记

除上面几种方法可以比较准确地筛选出融合子

外 ,还有一些辅助性方法用于融合子的检测。(1)通

过一些生化指标来选择融合子 ,通常测定的生化项

目有 DNA 含量 、氨基酸含量 、酸性磷酸酶 、同工酶

等。(2)利用形态差异选择融合子 ,这一方法要求所

采用的菌株具有可供肉眼直接观察的形态学差异 。

4　原生质体融合技术在遗传育种中的应用

4.1　抗菌物质产生菌的选育

蒋文泓等[ 14] 以禽多杀性巴氏杆菌(Pasteurel la

multocida)5∶A弱毒菌株与禽大肠杆菌 O2 弱毒菌

株作亲本进行原生质体融合 ,成功获得 3株具有双

亲耐药性和双亲菌体血清型的融合菌株 ,为进一步

研制细菌多联高效弱毒菌苗开辟了新途径。石海波

等
[ 15]
将副干酪乳杆菌(Lactobaci l lus paracasei

HD1.7)与小白链霉菌(Streptomyces albulus)进行

原生质体融合 ,获得了产生广谱高效肽类天然防腐
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剂的融合菌株 。

4.2　益生菌的选育

王成涛等
[ 16]
将芽孢杆菌(Baci llus sp.)T12-1

与嗜热链球菌(S treptococcus the rmophi lus)ST 及

嗜酸乳杆菌(Lac-tobaci llus acid lophi lus)C3 进行

原生质体融合 ,获得 2 株高效降解胆固醇的乳酸菌

融合子 S-T13-37和 C-T24-8 ,可明显降低蛋

黄乳 、鲜肉糜和鲜鸡肝糜中的胆固醇含量 ,且具有乳

酸菌发酵食品的风味特征 。张莉滟等
[ 17]
通过原生

质体融合技术能改良双歧杆菌的严格厌氧特性 ,有

利于对双歧杆菌的开发和应用 。吕兵等[ 18] 利用原

生质体融合技术将专性厌 氧的短双歧杆菌

(B i f idobacterium breve)和典型的上面发酵的啤酒

酵母进行原生质体细胞融合 ,成功筛选出兼具两亲

本生物学性状 、较稳定的融合子 BSF1和 BSF2 ,改

善了双歧杆菌的耐氧性 。

4.3　脱胶工程菌的选育

金玉娟等[ 19] 采用原生质体融合技术对 G +的链

霉素抗性红霉素敏感的芽孢杆菌 B12 -13 -2 和

G
-
的红霉素抗性链霉素敏感的欧文氏菌 E26-2-

3进行多批次原生质体融合 ,从稳定的 284 株融合

子筛选到 6株脱胶能力强的融合菌株 ,降低了脱胶

成本 ,使生物脱胶实现产业化 ,避免了由化学脱胶工

艺而引起的严重环境污染。

4.4　解磷 、固氮工程菌的选育

韦革宏等[ 20] 利用原生质体融合技术 ,成功地获

得了豌豆根瘤菌(Rhizobium leguminosoum)US-

DA2370 和新疆中华根瘤菌(Sinorhizobium xin-

j iangnesis)CCBAU110的属间融合菌株 ,可分别在

双亲寄主植物上结瘤 。张广志等[ 21] 利用原生质体

融合技术将具有较高固氮活性的褐球固氮菌(Azo-

tobacter Chrococcum)A41与具有解磷 、抑病活性荧

光假单胞菌(Psedomonas f luorescens)P32 融合获

得同时具备固氮 、解磷 、抑病等活性的多功能菌株。

4.5　在污水工程菌构建上的应用

许燕滨等
[ 22]
采用原生质体融合技术 ,将 2株具

有含氯有机化合物降解特性的假单胞菌 T21和诺

卡氏菌 RB21融合构建成一株高效降解含氯有机化

合物工程菌 , 应用于造纸漂白废水 , 融合菌去除

CODCr 和 TCL 的能力比混合菌分别提高了

72.05%和 190%。周德明[ 23] 采用原生原体融合技

术将球形红假单胞菌和酿酒酵母构建成高效降解工

程菌 ,工程菌用于废水处理的比降解率明显提高。

程树培等[ 24] 将光合细菌与酵母菌进行原生质体融

合 ,用于连续发酵豆制品废水处理 。

4.6　在其他微生物育种方面的应用

裘娟萍等
[ 25]
以原生质体融合技术构建广谱抗

噬菌体菌株。肖在勤等[ 26] 将热灭活的凤尾菇原生

质体与金针菇原生质体融合 ,选出双亲细胞质和细

胞核都融合的无锁状联合菌株 ,经融合核分裂技术

处理后 ,融合核分裂成为具有锁状联合的双核菌株 。

通过原生质体融合技术还可对耐热机制进行研究 。

如有一株耐高温酵母一旦经 EB 诱变失去线粒体变

为小菌落后 ,即失去耐高温特性 ,说明耐热性与线粒

体有关系 ,因而应用原生质体技术对耐热性的转移

和对耐热机制进行研究将是一条可行的途径 。

5　展望

原生质体融合技术能把亲缘关系比较远 ,甚至

毫无关系的生物体细胞融合在一起 ,为远缘杂交架

起了桥梁 ,是改造细胞遗传物质的有力手段 ,它不仅

打破了有性杂交重组基因创造新种的界限 ,更重要

的是扩大了遗传物质的重组范围 ,已经成为遗传育

种的重要手段 ,寻找具有更高融合效率的方法有着

重要意义 。如灭活原生质体融合 、离子束细胞融合 、

非对称细胞融合以及基因重排分子育种等新方法相

继提出并应用于微生物育种中 ,这是原生质体融合技

术的新发展。相信随着科技的不断发展 ,原生质体融

合技术在遗传育种中会占有越来越重要的地位。
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