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① 高效降解胆固醇乳酸菌的融合子构建及其在食品中应用
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摘　要　应用原生质体融合技术构建、筛选出 2株高效降解胆固醇的融合子。比较 2株融合子 C2T 2428、S2T
13237及 3株亲本的胆固醇降解能力、凝乳能力、形状大小、抗生素抗性、生理生化等表观特征及 (G+ C) %含

量等遗传特征,证明它们确系区别于双亲本的乳酸菌融合子。C2T 2428和 S2T 13237对胆固醇的降解率约为

54%～ 78% ,可降低食品基质中胆固醇约 23%～ 45% ,这比亲本乳酸菌 ST 与C3有明显提高。
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Abstract　Fu sion hyb rids C2T 2428 and S2T 13237 w ere recon structed and screened u sing the

p ro top last fu sion techn ique. Comparing the ab ility of cho lestero l2b ioconversion and sk im

m ilk so lid ifying, size, physio logic character, b iochem ical character and (G + C ) % of DNA

and so on. It is cert if ied even tually that C2T 2428 and S2T 13237 are fu sion hyb rids of C3 and
T 1221, ST and T 1221. T heir ra tes of cho lestero l2degrading are 54%～ 78% , 23%～ 45% in

m edium of PY2Cho and food respect ively.

Key words　p ro top last fu sion; fu sion hyb rids; iden t if ica t ion; food app lica t ion

基因重组在工业微生物育种中占有重要地位,在降解胆固醇微生物的育种方面也有许多

有益的探索。Som ku ti[1, 2 ]将链霉菌 (S trep tom y ces spp. )的胆固醇氧化酶基因 (ChoA )克隆到嗜

热链球菌和干酪乳杆菌,其中嗜热链球菌转化子 ST 128,经 8 h 培养, 75%的胆固醇转化为胆

甾242烯232酮 (cho lest242en232one)。Ro ssi[3 ]将来源于 3 种细菌的胆固醇氧化酶基因 (ChoB )、

脂酶基因和 Α2perox idase 基因克隆到质粒DNA 上,重组质粒电转化到 5种常见双歧杆菌中,

并得以表达。

在当前转基因食品的潜在安全问题引起人们警觉的情况下,原生质体融合技术由于其遗

传基因重组频率高且自发产生、不需知其遗传系统、背景等优点,也引起很多人的兴趣。台湾
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L iu [4 ]将 2株节杆菌 (A . sim p lex )进行原生质体融合,融合子的胆固醇氧化酶活性提高了 20%

～ 60%。笔者课题组将分离、筛选出的 1株高效降解胆固醇的芽孢杆菌与食品发酵常用的嗜热

链球菌和嗜酸乳杆菌,利用原生质体融合技术进行远缘杂交,构建出高效降解胆固醇、产乳酸

的优势工程菌,并应用于食品发酵,获得较好效果。本研究重点报道了融合子的鉴定方法及融

合子在食品中的应用效果。

1　材料和方法

111　材料

11111　亲本菌株　嗜热链球菌 (S trep tococcus therm op h ilus) ST ,河北农业大学张柏林惠赠,来

源于波兰; 嗜酸乳杆菌 (L actobacillus acid lop h ilus)C3,轻工业部食品工业发酵研究所提供; 芽

孢杆菌 (B acillus sp. ) T 1221,从采集的样品中分离、筛选获得[5 ]。

11112　培养基　培养基 PY 及 PYG [6 ]; PY2胆固醇 (PY2Cho)培养液及选择培养基É 和Ê [7 ];

灭菌脱脂乳。

11113　主要试剂　聚乙二醇 PEG 6000; 对氟苯丙氨酸 (PFA ) ; 卡那霉素 (Kanam ycin) ; 氨苄

青霉素 (Amp icillin) ; DN ase和蛋清溶菌酶 (Sigm a 公司) ,均由北京鼎国生物技术公司提供。

112　方法

11211　原生质体的形成、再生、融合及融合子的检出　原生质体的形成、再生和融合方法参考

文献[8 ]进行; 通过正交实验设计 (L (94
3) )和极差分析,得到 T 1221、ST 和C3 原生质体形成和

再生的最佳条件; 以 35%的 PEG 为化学促融剂; 以卡那霉素、氨苄青霉素为抗生素双重标记

物,胆固醇为碳源和能源标记物;以 015 mo lõL - 1的甘露醇溶液作为融合介质。

经选择培养基夹层培养和连续传代,初筛出稳定遗传的融合子;比较融合子的胆固醇降解

能力、发酵葡萄糖产生乳酸能力、凝乳能力等表观特征,进而筛选高效降解胆固醇、产乳酸的融

合子。

11212　乳酸的测定　乳酸标准液甲酯化处理后[6 ] ,确定气相色谱仪 (GC)经程序升温测定乳

酸的条件。亲本 T 1221、ST、C3和融合子C2T 2428、S2T 13237的 PYG 培养上清液,经甲酯化处

理、离心,取管底氯仿层 2 ΛL 注入装有 F ID 1A 检测器的气相色谱仪中测定其乳酸含量,并以

PY 培养上清液作对照。

11213　DNA 的提取及 (G+ C) %　DNA 的提取采用苯酚氯仿混合提取法[6 ]; DNA 的 (G+

C) %测定,采用熔链温度测定法 (Tm ) [6 ]。

11214　食品基质胆固醇降解率的测定　将蛋黄、鸡肝和鲜猪肉绞碎,加适量水经超声波细胞

粉碎机 600 W 振荡乳化 20 m in,分装于试管灭菌。接种后培养 72 h,测定发酵前后胆固醇的

含量,计算降解率。胆固醇含量的测定采用邻苯二甲醛比色法[9 ]。

胆固醇降解率= 胆固醇降解量ö发酵前胆固醇含量×100%。

2　结果与分析

211　原生质体的融合及高效降解胆固醇融合子的筛选

ST 和 T 1221、C3和 T 1221融合后,初筛出稳定遗传的融合子 452 株,比较融合子的胆固

醇降解能力、凝乳能力等表观特征,进而筛选出高效降解胆固醇、产酸的 2株融合子C2T 2428

和 S2T 13237。
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212　高效降解胆固醇融合子C-T24-8、S-T13-37的初步鉴定

21211　融合子C2T 2428、S2T 13237与 3株亲本的胆固醇降解能力、凝乳能力和pH 值变化

从表 1的实验结果可以看出,在含胆固醇的 PY 培养液中,融合子 S2T 13237对胆固醇降解率

为 54% ; C2T 2428 对胆固醇降解率达 78% ,这比亲本 ST、C3 对胆固醇转化能力有明显的提

高,且C2T 2428、S2T 13237、ST 及C3都可使灭菌脱脂乳凝固良好, pH 值发生明显变化。

表 1　融合子和亲本降解胆固醇能力与产酸能力

项　目 融 合 子

C2T 2428 S2T 13237

亲　本

C3 ST T 1221
CK

胆固醇降解率
(PY2Cho) ö%

78 54 13 10 98 0
　

灭菌脱脂乳 凝乳良好 凝乳良好 凝乳良好 凝乳良好 未凝乳 未凝乳

乳的 pH 4. 3 4. 8 4. 0 4. 2 7. 2 6. 8

21212　产乳酸鉴定　乳酸标准液经甲酯化处理,试验确定气相色谱仪经程序升温测定乳酸的

条件是: 初始温度 100℃, 10 m in,然后以每分钟升高 2℃速度升至 120℃,保持 5 m in,气化室

温度 260℃,检测器温度 270℃,在此条件下 1012 s左右有较高的乳酸峰 (图 1)。

按照上述测定乳酸的条件,测定 5株菌的 PYG 培养上清液的乳酸含量。其结果是 T 1221

培养液未检测到乳酸; C3、ST、C2T 2428及 S2T 13237的 PYG 培养液都检测到较高含量的乳酸

(图 2)。

图 1　乳酸标准液气相色谱图 图 2　C-T24-8的 PY G培养上清液的气相色谱图

21213　个体形态和菌落特征　从表 2 可见,融合子C2T 2428、S2T 13237 的形状、大小和菌落

等特征均不完全同于亲本 T 1221、ST、C3,革兰氏染色表明均为革兰氏阳性菌。

21214　其他生理、生化特征　通过比较融合子和亲本的部分生理、生化特征 (表 3) ,发现融合

子C2T 2428、S2T 13237的许多特征都与双亲本不完全相同,而且又主要表现出亲本乳酸菌的

部分特征。如C2T 2428和 S2T 13237在利用胆固醇、15℃生长等情况均类似于 T 1221;而在发酵

海藻糖、鼠李糖、淀粉,及石蕊牛乳、过氧化氢酶活性、pH 4. 5生长情况等生理、生化特征更接

近于亲本C3和 ST。
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表 2　融合子和亲本菌体菌落特征比较

融合子和亲本 菌体形态 菌体大小öΛm 菌落特征 直径ömm

C2T 2428 短杆菌　　　 1. 8×0. 6 乳白色小型菌落　 1. 5

S2T 13237 稍弯曲短杆菌 2. 0×0. 8 乳黄色小型菌落　 1. 5

T 1221 粗短杆菌　　 3. 8×1. 2 灰色中型菌落　　 3～ 5

ST 椭圆链状排列 1. 2×0. 7 菌落细小　　　　 1

C3 细短杆菌　　 1. 6×0. 4 乳黄色圆形小菌落 1

表 3　融合子和亲本的部分生理、生化特征和 (G + C ) %

测定项目　　 S2T 13237 C2T 2428 T 1221 ST C3

胆固醇 + + + - -

棉籽糖 - - + - -

海藻糖 + + - + +

D 2木糖 + - - - -

鼠李糖 + - - + -

纤维二糖 + + + + +

甘露醇 - - - - -

蔗糖 + + + + +

淀粉 + - + + -

麦芽糖 + + - + +

丁二酸钠 + + + + +

石蕊牛乳 + + - + +

过氧化氢酶 - - + - -

45℃生长 - - - + -

15℃生长 + + + - -

pH 4. 5生长 - + - - +

pH 9. 0生长 - - + - -

(G+ C) % 38. 9% 41. 6% 45. 7% 37. 5% 39. 3%

　　注: + 表示呈阳性反应; - 表示呈阴性反应。

21215　遗传学的研究　遗传学的研究表明: C2T 2428和 S2T 13237确系区别于双亲的融合子,

C2T 2428和 S2T 13237基因型为原养型加双重抗性 (CO X
+ , K an

r, A m p
r) , 这明显区别于亲本

C3 (CO X
- , K an

r, A m p
s)、ST (CO X

- , K an
r, A m p

s)和 T 1221 (CO X
+ , K an

s, A m p
r)。C2T 2428和

S2T 13237的DNA 中 (G+ C) % 均介于双亲本的之间值 (表 3)。

213　融合子C-T24-8和 S-T13-37应用于食品基质的发酵实验

表 4各菌株的胆固醇降解能力和对食品风味的影响的结果表明,在降低食品中胆固醇的

能力上,融合子C2T 2428、S2T 13237 比亲本C3 与 ST 有明显提高,发酵出的食品风味与亲本

C3和 ST 相似,尤其是C2T 2428可降低食品基质中胆固醇约 39%～ 45%。亲本 T 1221虽然能

大大降低食品中的胆固醇,但发酵出的食品风味欠佳,这说明 T 1221 菌体直接应用于食品发

酵还有一定的问题,这也正是进行原生质体融合改良菌种目的之所在。
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表 4　融合子和亲本降解食品基质中胆固醇的效果

融合子
和亲本

蛋　黄　乳

胆固醇
降解率ö%

风味

鲜　肉　糜

胆固醇
降解率ö%

风味

鸡　肝　糜

胆固醇
降解率ö%

风味

S2T 13237 31 酸乳风味 28 酸、无异味 23 酸、无异味
C2T 2428 45 酸乳风味 42 酸、无异味 39 酸、无异味
ST 8 酸乳风味 8 酸、无异味 5 酸、无异味
C3 11 酸乳风味 10 酸、无异味 7 酸、无异味
T 1221 75 有异味 68 有异味 70 有异味

3　讨　论

经选择的合胞体杂种细胞还必须进行杂种的鉴定,以便验证其真实性,常用的方法有: 形

态特征分析 (革兰氏染色反应、菌体或孢子形态、大小的比较等) ; 染色体核型和DNA 含量分

析 (亲本与杂种染色体组形态、大小长短、数目、带型上的差异, (G+ C) % ) ; 同工酶谱分析 (包

括淀粉酶、过氧化物酶、酯酶、磷酸酯酶、天冬氨酸转氨酶及丙氨酸转肽酶等) ; 分子杂交分析

(DNA 探针、Sou thern 杂交) ;酶活性的测定。

本试验从C2T 2428和 S2T 13237胆固醇降解能力、凝乳能力、菌落特征、形状大小、抗生素

抗性、生理生化等表观特征,及 (G+ C) %含量等遗传特征均不完全同于亲本,说明C2T 2428和

S2T 13237确系区别于双亲的融合子。但由于目前还未知 T 1221的胆固醇氧化酶基因结构,对

融合子未能作分子生物学深入研究。

C2T 2428和 S2T 13237比亲本 ST 和C3具有更高的胆固醇降解能力,可降低食品基质中

胆固醇约 23%～ 45% ;并可发酵葡萄糖产生乳酸; 使灭菌脱脂乳凝固,发酵出的食品风味与亲

本 ST 和C3相似。这些都说明利用原生质体融合技术来选育发酵食品工业生产菌是完全可行

的,为远缘工业微生物育种展示了前景。但试验获得的融合子在食品安全性、发酵条件及产物

分析等方面还有待于深入研究。
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