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利用细胞融合技术获得高产乳酸菌的研究
!

黄明深，胡尚勤

（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 C###CD）

摘! 要：利用细胞融合技术将有芽孢的整肠生菌株（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）与无芽孢的保加利亚乳酸杆菌（/"#0,1"#$%2
%&’ 1&%3"-$#&’）作为亲本，进行细胞融合，并对融合子产乳酸、丁二醇能力以及酸奶发酵能力进行了研究。结果表明，

在 EE 培养基内，融合子乳酸产量为 F#) F#C !5 G 9H、丁二醇产量为 C$) F* !5 G 9H，乳酸和丁二醇产量高于两亲本菌

株。在 3E 培养基内，融合子乳酸产量为 F") IJ !5 G 9H，其产量高于两亲本；丁二醇产量为 $%) F% !5 G 9H，其产量高于

保加利亚乳酸杆菌。在细胞形态上，融合子也与亲本存在一定的差异。在酸奶发酵的过程中，乳酸产量和 (K 值与

亲本保加利亚乳酸杆菌发酵的结果一致。经过 F# 次传代培养后，其遗传稳定性保持在 %%L 以上。
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! ! 酸奶是目前较为流行的保健品，它不仅营养丰

富，而且有多种保健功能，发展前景十分广阔，研究

表明，食用含有大量乳酸菌的乳制品可以降低动物

和人体的血清胆固醇［F］，但制作酸奶的保加利亚乳

杆菌（/"#0,1"#$%%&’ 1&%3"-$#&’）和嗜热链球菌（:0-)<0,2
#,##&’ 0(-).,<($%&’）不能耐受胃酸及胆汁酸的作用，

也不能在肠道内定殖，其有益作用受到很大限制。

整肠生菌（!"#$%%&’ /$#()*$+,-.$’）是 "# 世纪 %#
年代后用做微生态活菌制剂的地衣芽孢杆菌。它的

特点是以菌制菌，产生抗菌活性物质以及生物夺氧

功能等独特机制达到消灭致病菌，调整肠道微生态

环境，达到防病治病的目的。它形成芽孢后，存活能

力可以长达几年到几十年之久［"］，能延长该菌剂的

保存期。

本研究旨在采用细胞融合技术，将保加利亚乳

酸杆菌和地衣芽孢杆菌两株不同的杆菌进行细胞融

合，用融合子进行发酵，测定其发酵产物，选育出既

能作为高产乳酸又能作为肠道微生态制剂的融合子

菌株，以供市场使用。

F! 材料与方法

F) F! 菌种和培养基

F) F) F! 菌种! 整肠生菌、保加利亚乳酸杆菌、嗜热

链球菌均为重庆师范大学应用微生物研究所保存菌

种。

F) F) "! 培养基与缓冲液! EE 培养基，3E 培养基，
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!"# 培 养 基，!## 培 养 基，$## 缓 冲 液：%! &
’( )［*］。

+, +, * - 溶菌酶- 用 $## 缓冲液配制为 .// 0 1//
单位 2 34 ，本实验配制浓度为 .+/ 单位 2 34。

+, +, 1- 聚乙二醇 - 用 $## 配成质量分数为 */5
的溶液，++67灭菌 ./ 389。

+, .- 方法

+, ., +- 乳酸标准曲线的绘制- 用分光光度法测定

/ 0 +. !: 2 34 的标准乳酸溶液的 !" 值，计算出标

准乳酸溶液在 6’/ 93 下的回归直线方程为：#; &
++$ ’66 < *$ =’’ )%（ 其中 % 为 !" 值，# 为乳酸含

量）［1］。

+, ., . - 菌种活化培养 - 根据整肠生对数生长曲

线［6］，将整肠生菌株接种在 "# 培养基上，*)7下培

养 +’ >；将保加利亚乳酸杆菌接种在 "# 培养基上，

*)7下培养 +? >。

+, ., *- 原生质体的制备与筛选- 将整肠生菌株、保

加利亚乳酸杆菌分别接种到 "# 液体培养基中，

*)7下振荡培养 +’ >，于 1 /// @ 2 389 离心 +6 389，

用 ?65生理盐水洗涤两次，再于 1 /// @ 2 389 离心

+6 389 收集菌体，用 ./ 34 $## 洗涤下来，加入溶

菌酶 ?/ 34，1.7下水浴脱壁 = >，当大部分菌体形

成球形原生质后，于 1 /// @ 2 389 离心 +6 389 得原生

质体［’，)］。由于原生质体在高渗液体中稳定，在低

渗溶液中会缓慢破裂在一般固体培养上无法形成菌

落。同时，原生质体为圆形可在显微镜下鉴别，所以

可用酶解前后的菌落数、血球计数器计算细胞数和

平板计数法求得原生质体的形成率［?］。

+, ., 1- 原生质体再生数及未脱壁细胞数检测- 分

别取整肠生菌株、保加利亚乳酸杆菌的原生质体亲

本至无菌水中，稀释至 +/ <6，取 /, + 34 样于 !"#、

"# 培养基中混匀倒平板，*)7 下培养 .1 >。根据

公式：原生质体再生率 &（ 再生平板上总菌数 < 未

脱壁的菌数）2（ 酶解前总菌数 < 未脱壁的菌数）A
+//5。

结果表明，整肠生菌株原生质体形成率为 ==,
65，再生率为 ==, 65；保加利亚乳酸杆菌原生质体

形成率为 )., )5，再生率为 ’., 65。

+, ., 6- 原生质体的融合- 取等量的整肠生菌株、保

加利亚乳酸杆菌的原生质体加入 $## 溶液混合，

1 /// @ 2 389条件下离心 +6 389，弃去上清液，用1 34
*/5聚乙二醇 $## 缓冲液洗涤菌体，1.7下水浴保

温 * 389 后加入 ? 34 $## 溶液，取 /, + 34 于 !##
培养基上倒平板，*)7 培养 .1 > 后记数菌落，计算

融合率。

+, ., ’- 融合子的生理生化分析- 采用对羟基联苯

分光光度计法测定产物乳酸含量［6］；使用碘量法测

定 .，*B丁二醇含量；用融合子与两亲本按照工厂生

产酸奶的方法，分别将保加利亚乳酸杆菌、整肠生

菌、融合子与等量的嗜热链球菌混合后，以 65 的接

种量接种至含糖量为 ?5 的市购蒙牛盒装鲜奶中，

1.7发酵 1 > 然后于 17冷却 1 > 后，依据食品检验

技术［=］测定酸奶的理化指标。

+, ., )- 融合子的筛选与遗传稳定性分析- 用“热变

性温度测定法”随机抽样测定原生质体融合后的

!## 平板上各个菌落的（C D "）5，以筛选融合子；

将两亲本与融合子进行 +/ 次传代培养，以其主要代

谢产物检测其遗传稳定性［+/］。

.- 结果与讨论

., +- 原生质体融合子的筛选

., +, +- 原生质体融合子的形态鉴定- 融合子的鉴

定根据伯杰细菌鉴定手册（ 第八版），在显微镜下进

行细胞形态鉴定见图 +、图 .、图 *。

图 +- 整肠生菌 图 .- 保加利亚乳酸杆菌 图 *- 融合子

- - 从图 + 中可以看出，亲本整肠生菌有一个明显

的芽孢；从图 . 中可以看出亲本保加利亚乳酸杆菌

没有芽孢，且菌体细长为椭圆形；从图 * 中的融合子

看不出有芽孢，与两亲本形态上都有明显的不同。

., +, .- 原生质体融合子与两亲本的（C D "）5 测定

- 用“ 热 变 性 温 度 测 定 法”测 定 两 亲 本 的（C D
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!）"，并用随机抽样法测定原生质体融合后的 #$$
平板上不同菌落的（% & !）"，以筛选融合子，结果见

表 ’。

表 ’( 融合子与两亲本的（% & !）"比较

测定项目
遗传分析

保加利亚乳酸杆菌 整肠生菌 融合子

（% & !）) " *’+ , -.+ / -/+ ’

由表 ’ 可 见，在 随 机 抽 样 的 菌 株 中，融 合 子

012 的（% & !）"为 -/+ ’"，位于两亲本（*’+ ," 3
-.4 /"）之 间，分 别 与 两 亲 本 的 差 值 为 5+ ,"、

’+ 5"，由此说明该融合子与两亲本在遗传性上有一

定的区别，是两亲本融合的结果。

6+ 6( 原生质体融合率的计算

统计所有原生质体融合后的 #$$ 平板菌落，

菌落总数为 ’7’ 个，根据公式初步计算融合率为

84 8// *"。根据随机抽样检测 012 的（% & !）"
结果的概率，计算出实际融合率为 84 8.7 7"。

6+ 5( 融合子的生理生化分析

分别将两亲本与融合子接种到 $$、!$ 液体培

养基中振荡培养 6- 9，测定其主要发酵代谢产物及

其含量。结果见表 6。

从表 6 可以看出，融合子在 $$ 培养基内产生

的乳酸是保加利亚乳酸杆菌的 ’6.+ 5 倍，整肠生菌

在 $$ 培养内乳酸含量无法检测出。融合子在 $$
培养基内产生的丁二醇是整肠生菌的 ’+ 55 倍，而保

加利亚乳酸杆菌在 $$ 培养基内未产丁二醇。

( ( 融合子在 !$ 培养基内产生的乳酸是保加利亚

乳酸杆菌的 ’+ 6- 倍，是整肠生菌株的 ’+ 58 倍。融

合子在 !$ 培养基内产生的丁二醇虽然比整肠生菌

株低，但相当于保加利亚乳酸杆菌的 ’+ * 倍，丁二醇

的含量介于两亲本之间。

表 6( 融合子与亲本主要代谢产物测定结果

测定

项目
融合子

保加利亚

乳酸杆菌

整肠生

菌株

$$ 乳( 酸（!:·;< =’） ’8+ ’8- 8+ 8/8 —

培养基 丁二醇（!:·;< =’） -.+ ’5 — 5-+ *7

!$ 乳( 酸（!:·;< =’） ’6+ /*8 ’8+ 5/6 7+ /7.

培养基 丁二醇（!:·;< =’） .7+ ’7 -.+ ’5 76+ 6*

革兰氏染色 % & % & % &

芽孢染色 — — &

( ( 注：“—”表示无，“ & ”表示有

6+ -( 融合子与亲本发酵的酸奶理化指标分析

分别将混合菌种接种至盒装鲜奶中于 -6> 发

酵 - 9，然后于 ->冷却 - 9 后检测酸奶的理化指标，

结果见表 5。

从表 5 中可以看出，从感官上看，用融合子发酵

出来的酸奶和市售酸奶的口感上甜度略高而酸度略

低；从化学分析上来看，融合子发酵出来的酸奶虽然

暂时没有达到市售酸奶的条件，但从乳酸含量和 ?#
值上与亲本保加利亚乳酸杆菌发酵的结果一致。

6+ *( 遗传稳定性检测

两亲本及融合子进行 ’8 次传代培养后的遗传

稳定性结果见表 -。

表 5( 酸奶感官鉴定及化学分析结果

组别 外观 浓稠度 口感酸度 口感甜度 乳酸含量 ) " ?# 值

空白对照组 — — — — — .+ *6

保加利亚乳酸杆菌 & 嗜热链球菌发酵液 乳白 & & & 微酸 微甜 8+ -/. *+ ’8

整肠生菌株 & 嗜热链球菌发酵液 乳白 & & & 微酸 微甜 8+ 6-5 *+ .8

融合子 & 嗜热链球菌发酵液 乳白 & & & 微酸 微甜 8+ -/. *+ 87

表 -( 两株融合子遗传稳定性检测

菌株
传代次数

’ 6 5 - * . , / 7 ’8

保加利亚乳酸杆菌 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88

整肠生菌 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88

融合子 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 ’88 77+ 8’

( ( 从表 - 可以看出，经过 ’8 次传代后，两亲本的

遗传稳定性保持不变，其融合子的主要代谢产物仍

然具有较高的遗传稳定性，分别保持在 77+ 8’"。

本实验通过保加利亚乳酸杆菌和整肠生菌进行

细胞融合产生的菌株，在酸奶发酵工艺上，乳酸产量

与亲本保加利亚乳酸杆菌相同，而丁二醇含量却是

保加利亚乳酸杆菌的’+ *倍，融合子既作为保健饮
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品又作为肠道微生态制剂的前景将十分广阔。

致谢：本文得到胡尚勤教授的悉心指导，特此表

示感谢。
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