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用改进的超声波 溶菌酶法制备钝顶螺旋藻原生质球

银红梅,张学成,王志刚

(中国海洋大学 生命科学与技术学部, 山东 青岛 266003)

摘要:用改进的超声波 溶菌酶法制备钝顶螺旋藻原生质球。钝顶螺旋藻( Sp irulina p laten

sis )经超声波破碎后,用 1. 5 mol/ L NaCl的 Zarr ouk 培养基洗去细胞外壁的胶质鞘,然后进

行酶解。酶解条件为: pH7. 2 的 0. 2 mo l/ L 磷酸钾缓冲液, 0. 8 mo l/ L KCl, 0. 5% 溶菌酶,

28~ 30 水浴震荡酶解 5~ 7 h,获得 40%以上有活力的钝顶螺旋藻原生质球。
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钝顶螺旋藻( S p irulina p latensis )又名钝顶节旋

藻(A r thr osp ire p latens is)属蓝藻门, 颤藻科, 是一种

具有重要应用价值的蓝藻[ 1] , 并已经得到了开发应

用[2]。原生质球是生理研究和遗传育种的良好材

料[3] ,其制备在螺旋藻基因工程中是不可缺少的实

验手段。螺旋藻细胞外被有内壁、外壁和胶质鞘多层

结构,其中内层的肽聚糖是溶菌酶作用的对象, 而外

壁含有的脂蛋白和脂多糖以及胶质鞘, 是溶菌酶不

能起作用的结构[4, 5] , 因此, 在制备螺旋藻的原生质

球时常常是用改进了的酶法。

周金鑫等[6]用 NaCl等处理螺旋藻后转入酶解

液中得到原生质球并再生成功, 但未报道球形体得

率。彭国宏等[7]采用机械法和酸性缓冲液去鞘,在混

合酶液中获得原生质球。秦松等[ 8]用超声波制得螺

旋藻单细胞和部分原生质球。郭厚良等[ 9]将螺旋藻

经青霉素和超声处理后作静止酶处理得到了原生质

球。上述方法,或是未报道得率,或是操作方法较为

繁琐,延时较长。作者对制备钝顶螺旋藻原生质球的

方法进行了改进,将超声波法、离子法和酶法相结合,

经溶菌酶酶解后,得到大量有活性的原生质球, 为螺

旋藻遗传转化体系的建立和其他相关研究奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

藻种为本实验室纯培养的钝顶螺旋藻 ( S p iruli

na p latens is ) FACHB341, 培养基为 Zarr ouk [1] , 培养

条件: 温度为 25  1 , 光照强度为 2 000 ~

2 500 lx ,光暗周期 12 h! 12 h。

1. 2 方法

1. 2. 1 螺旋藻胶质鞘的去除

取对数期 ( A 560 = 0. 6 ~ 0. 8) 的钝顶螺旋藻

FACH B341 培养液, 置于离心管中进行超声波处理,

能量为 3~ 5W , 超声处理 1. 0 s, 间歇 0. 5 s, 处理 2

min。3 000r/ min 离心 10 min, 收集沉淀, 置于含 1. 5

mo l/ L NaCl的 Zar rouk 培养基中洗涤 5 min。3 000

r / min 离心10 min,收集沉淀 ,用无菌 Zar rouk 培养基

洗涤 2~ 3 遍, 3 000r / min 离心 10 min,收集沉淀。

1. 2. 2 酶解

沉淀转入酶解液中。酶液组成为: 0. 2 mo l/ L 磷

酸钾缓冲液 pH 7. 2, 渗透稳定剂 KCl 0. 8 mol/ L ,

0. 5%溶菌酶。在 28~ 30 水浴低速震荡下酶解 5~

7 h, 低渗爆破法检测原生质球, 显微镜下计数细胞总

数, 经伊文思蓝染色液活体染色每隔 1. 5 h 计数原生

质球数目, 得出活体原生质球得率。

2 结果和讨论

根据以上实验方法,用超声波处理后,再用较高浓

度的盐洗掉螺旋藻表面的胶质鞘,可获得大量细胞数目

小于10 的螺旋藻小片段和部分单细胞(图 1a) ,然后转

入酶解缓冲液中, 经过 6 h,即可获得数量较多、有活力

的原生质球(图1b) ,随着酶解时间的延长,到 7. 5 h 部分

原生质球开始变黄死亡(图1c)。
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图 1 不同酶解时间螺旋藻原生质球的情况

Fig. 1 S pheroplast s of Sp i rul ina plat ensis under dif feren t t imes of enzym at ic t reatment

a. 经超声波和 NaCl处理后螺旋藻片段; b. 酶解 6h 后出现大量原生质球; c. 酶解7. 5 h 出现死亡细胞

a. Fragments o f Sp irulina disposed by ult rasonic and NaCl; b. L ot s o f spheroplasts appeared aft er being digest ed by lyso

zyme fo r 6 hours; c. T he dead cells appeared after being digested by ly sozyme fo r 7. 5 hours

2. 1 不同去鞘方法对钝顶螺旋藻FACHB341

原生质球得率的影响
在酶解前经超声波打断藻丝, 再用高浓度盐洗

掉细胞壁外的胶质鞘后酶解, 溶菌酶可以很有效地

作用于螺旋藻细胞壁,原生质球得率为 42. 5% ; 而不

经过高浓度盐的处理, 溶菌酶就很难发挥作用, 酶解

4. 5 h 原生质球得率仅为 20% , 之后得率逐渐下降

(图 2)。这表明, 超声波并不能有效地去除细胞外壁

的胶质鞘,而经高浓度盐洗脱, 胶质鞘会逐渐脱去,暴

露出细胞壁。

图 2 两种去鞘方法的比较

Fig. 2 Comparat ion of two methods of removing sheathes

2. 2 不同渗透稳定剂对钝顶螺旋藻FACHB341

原生质球得率的影响
其它酶解条件不变, 改变酶解液的渗透稳定剂。

4 种不同的渗透稳定剂分别为: 0. 8 mol/ L KCl, 0. 8

mo l/ L 甘露醇, 0. 8 mo l/ L 山梨醇, 复合渗透稳定剂

各 0. 05 mo l/ L 的 NaCl、KNO 3、( NH4 ) 2SO 4。4 种渗

透稳定剂分别溶于含 0. 5%溶菌酶的 0. 2 mo l/ L 磷

酸钾缓冲液中。

如图 3所示, 以甘露醇和山梨醇为渗透稳定剂的

酶解缓冲液中, 原生质球得率在 1. 5 h 内没有变化,

1. 5 h 后细胞便开始死亡; 在多盐复合渗透稳定剂的

酶解液中, 原生质球数目在 4. 5 h 内成直线上升趋

势, 得率达到 27% 之后, 原生质球数目便开始下降,

原生质球逐渐变黄,趋向死亡;而以 KCl作渗透稳定

剂, 螺旋藻原生质球在 6 h 都具有较高的活性, 得率

可达到 40%以上,可见作为酶解液的渗透稳定剂 0. 8

mo l/ L KCl明显优于其他 3 种。

海藻细胞分离可用甘露醇、山梨醇、KCl、NaCl等

作渗透稳定剂[10, 11]。甘露醇、KCl及多盐复合渗透

稳定剂均曾应用于螺旋藻原生质球的制备。甘露醇

引起细胞的死亡,可能是甘露醇对蓝藻细胞的毒害作

用[ 12] , 山梨醇作为有机渗透稳定剂引起螺旋藻细胞

死亡的原因可能是与甘露醇相似。郭厚良等使用多

盐复合渗透稳定剂[ 8, 13] 制备螺旋藻原生质球效果较

好, 而对于螺旋藻 FACH B341 多盐复合渗透稳定剂
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的渗透压偏低,造成原生质球后期死亡, 这可能是品

系之间的差异。因此,本实验仍然采用彭国宏等使用

的 0. 8 mol/ L KCl作为分离钝顶螺旋藻 FACHB341

原生质球的渗透稳定剂。

图 3 不同渗透稳定剂对原生质球得率的影响

Fig. 3 Ef fcet s of dif f erent osmosis s tabiliz ers on the

rate of sph eroplast s

2. 3 磷酸钾缓冲液的 pH 值对钝顶螺旋藻

FACH B341原生质球得率的影响

在其他条件不变的前提下, 改变磷酸钾缓冲液

的 pH 值, pH 梯度设置为 6. 0, 6. 4, 6. 8, 7. 2, 7. 6,

8. 0。结果如图 4,当 pH 值为 7. 2时,原生质球得率在

6 h 可以达到 51. 5% ,明显优于其它 pH 值的得率。

彭国宏[6]曾采用 pH8. 0 的磷酸缓冲液获得钝顶

螺旋藻原生质球, 而在本实验中, 发现原生质球在

pH 7. 2 的磷酸钾缓冲液中得率较高(图 4)。钝顶螺

旋藻生活在高碱环境中( pH 8. 5~ 10. 5) , pH 值较低

不利于藻细胞的存活, pH 值较高又不利于溶菌酶的

作用(溶菌酶的最适作用 pH = 6 ~ 7) , 因此, 作者选

择 pH7. 2 为缓冲液最佳 pH 值。

图 4 缓冲液 pH 值对原生质球得率的影响

Fig. 4 Effect s of bu ffer∀s pH on the rate of spherop

las t s

2. 4 溶菌酶浓度对钝顶螺旋藻 FACHB341

原生质球得率的影响
设置溶菌酶浓度梯度为 0, 0. 25% , 0. 5% ,

0. 75% , 1. 0% , 1. 25%。结果如图 5, 溶菌酶浓度为

0. 5%能获得最高得率的螺旋藻原生质球, 低于此浓

度不能有效地去壁, 当溶菌酶浓度在 1. 0% 以上时,

原生质球在 6 h 后就开始部分死亡, 到 7. 5 h, 原生质

球和单细胞逐渐变黄死亡。因此,作者在原生质球的

分离上采用浓度为 0. 5%的溶菌酶。

图 5 溶菌酶浓度对原生质球得率的影响

F ig . 5 Effects of lyso zyme∀ s concent rations on the

rate o f spheroplast s

2. 5 溶菌酶和果胶酶及单独溶菌酶对钝顶螺

旋藻原生质球FACHB341得率的影响

分别使用 0. 5%溶菌酶和 0. 5%溶菌酶与 0. 1%

果胶酶( Y 23)的组合酶酶解已去鞘的螺旋藻细胞。

结果如图 6, 果胶酶的加入并没有有效地提高原生质

球得率。果胶酶的加入是为了去胶质鞘, 而在酶解

前, 已用高盐溶液洗掉了大部分胶质鞘;更为重要的

是, 果胶酶的最适作用 pH 值介于 3. 5~ 4. 0 之间, 在

pH 值为 7. 2 的磷酸钾缓冲液中果胶酶也难以发挥

作用。从试验结果来看(图 6) , 单独溶菌酶处理完全

可以获得较多有活力的原生质球。

图 6 不同酶处理对原生质球得率的影响

Fig. 6 Effect s of diff erent enzym es on the rate of

spheroplast s
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如图 6 所示, 螺旋藻原生质球最佳酶解时间是 6

h, 6 h 后部分原生质球和单细胞开始死亡。

作者探索了更为适合制备钝顶螺旋藻原生质球

的方法和条件, 采用了改进的制备螺旋藻原生质球

的方法 # # # 超声波 溶菌酶法: 螺旋藻培养液经超声

破碎 2 min, 用 1. 5 mo l/ L NaCl的 Zar rouk 培养基洗

去细胞外壁的胶质鞘,然后溶菌酶酶解 6 h, 可获得

40%以上有活力的钝顶螺旋藻原生质球,为螺旋藻的

进一步遗传转化以及基因工程研究提供了实验基

础。
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Preparation of spheroplasts from Sp irulina p latensis by

ultrasonic lysozyme method
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Abstract: The obtainment o f spheroplast s o f Sp irulina p latensis by the improved ultrasonic lysozyme

met hod w as dealt with in t he paper . S. p l atensis w as broken by ultrasonic, and the gelatinous sheath of the

cells w as rinsed with Zar rouk medium containing 1. 5 mo l/ L NaCl. Then the cells w ere dig ested by lyso zyme at

28~ 30 for 5~ 7 hours, the enzyme so lution w as composed of 0. 8 mol/ L KCl, 0. 5% ly sozyme and 7. 2 pH ,

0. 2 mol/ L buffer of K2H PO 4 and KH 2PO4 . R esults showed that spher oplasts rate could be obtained above

40% .
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