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鱼腥蓝细菌 PCC 7120 异形胞的分离

樊贵安　张巨源　陈雯莉　王　莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　鱼腥蓝细菌 PCC７１２０是一种光合自养型丝状蓝细菌.缺氮条件下,菌丝上５％ ~１０％的营养细胞

分化为异形胞,发挥固氮作用.异形胞是研究生物固氮和细胞分化的理想材料.为研究异形胞生理功能及其发

育过程中的基因表达变化,需要从菌丝中分离高质量的异形胞.用２mg/mL溶菌酶与０．１％ TritonXＧ１００同时

处理菌丝３０min,得到了完整性好、纯度高的异形胞.
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　　鱼腥蓝细菌 PCC７１２０(Anabaenasp．strain
PCC７１２０)是一种丝状细菌,具有所有蓝细菌光合

作用的共性,还有部分蓝细菌才有的生物固氮功

能[１].当环境中缺少化合态氮源时,菌丝上有５％~
１０％的营养细胞进入分化状态,在２４h内分化成一

种不同于其原始形态的细胞,称为异形胞[２].异形

胞比营养细胞体积更大,发育成熟后在其与两侧营

养细胞相连的两极会形成极点,而其外壁则形成多

糖层与糖脂层双层包被的结构.异形胞中的色素蛋

白会被降解[３],因此,在显微镜白色光源下颜色较

浅,比营养细胞更透明,在红色荧光下比营养细胞发

出的红色荧光要暗.
长期以来,人们对蓝细菌异形胞的特性及分化

机制进行了较深入的研究[４Ｇ８],但异形胞分化的机制

并没有得到充分的揭示.近年来,随着组学技术的

发展,有更多与分化过程相关的基因被鉴别出来[２].
但由于分析所用材料通常为菌丝体,而异形胞数量

仅占菌丝体细胞总数的５％~１０％,可能有很多与

异形胞分化相关、但表达丰度不高的基因被忽略.
为了更准确地鉴别与异形胞分化相关的基因,进一

步揭示异形胞分化的调控机制,有必要利用异形胞

作为分析材料,研究异形胞与营养细胞中基因的差

异表达.
在过去报道的异形胞分离方法中,有的为纯物

理法,如Stewart等[９]采用厌氧操作,用压榨及超声

波法破碎营养细胞,离心分离纯化到具有固氮酶活

性、但纯度较低的异形胞;有的物理法与化学法结

合,如路荣昭等[１０]用溶菌酶处理结合超声波破碎营

养细胞,低速离心分离异形胞,获得了较高固氮活性

的异形胞;也有纯生物化学法,如钟泽璞等[１１]用毛

地黄皂昔和甘露醇 TES缓冲液处理藻丝,破碎营养

细胞,并结合分级离心的方法获得纯度及完整性均

较好的异形胞.但上述方法或费时,或异形胞纯度

和活性较低,都可能导致分离到的异形胞在生理代

谢活性上与其自然状态存在很大差异.鉴于此,本
研究通过摸索,建立了一种简便快速分离高纯度异

形胞的方法.

1　材料与方法

1.1　主要试剂

TritonXＧ１００购自Biosharp公司;溶菌酶、EDＧ
TA均购于国药集团;PBS缓冲液由笔者所在实验

室自配.
1.2　菌株培养及缺氮处理

鱼腥 蓝 细 菌 PCC７１２０ 在 BG１１ 培 养 基 中

(３０℃,１５０r/min)培养至D７５０nm＝０．５,然后抽滤收

集藻体,清洗藻体,转移至等体积BG１１０培养基,缺
氮培养约３０h.
1.3　异形胞的分离

首先收集藻体,抽滤处理,每５０mL培养液中
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收集的藻体转移至２mL离心管(每管提前加１×
PBS缓冲液５４０μL),转移之前PBS用缓冲液清洗

藻体;接着向每支离心管加２mg/mL溶菌酶、适宜

浓度的 TritonXＧ１００、５mmol/LEDTA,冰浴处理

合适时间;然后将以上经过溶菌酶处理的藻细胞悬

浮液４℃ ５０００r/min离心５min,最后用６００μL
PBS缓冲液清洗２~３次,即得到分离的异形胞.
1.4　蛋白的抽提

首先收集菌体,抽滤处理,将５０mL菌体转移

至FastPrepＧ２４细胞破碎离心管中,离心管中先加

入适量陶瓷珠(０．１mm),再加入５００μL１×Protein
loadingbuffer;接着向离心管中加５μLPMSF,在
冰上预冷片刻,破碎细胞(６m/s,２０s×３次);然后

于４℃８０００r/min离心５min,小心吸取上清并转

移至新离心管,用 Bradford测定样品浓度;最后将

样品 于 沸 水 中 煮 １０ min,分 装 并 做 好 标 记,于

－２０℃冻存.异形胞总蛋白抽提与菌丝总蛋白抽

提方法类似.
1.5　WesternＧblotting 检测

用 NifH(异形胞特异性表达蛋白)抗体检测不

同浓度梯度菌丝与其异形胞总蛋白表达情况,验证

异形胞分离的效果.首先将蛋白样品用适当浓度

SDSＧPAGE凝胶电泳,电泳结束后,用半干转膜仪

转膜;然后按照封闭、洗膜、一抗(１∶１０００)杂交、洗
膜、二抗(１∶５０００)杂交、洗膜的流程进行操作;最
后化学发光仪检测硝酸纤维素膜上的杂交信号,曝
光适当时间观察结果.

2　结果与分析

2.1　Triton XＧ100 对鱼腥蓝细菌细胞破碎的影响

蓝细菌菌丝上营养细胞被溶菌酶裂解的效率与

溶菌酶的浓度、处理的温度和时间以及菌龄等因素

有关.溶菌酶的最适作用温度约为３５~５０℃,但本

研究为了抑制细胞内各种活性代谢,选择冰浴条件

下,采用 ２ mg/mL 溶菌酶处理细胞.同时由于

TritonXＧ１００能溶解细胞壁中的蛋白及质膜中的脂

质,我们也尝试在溶菌酶处理体系中加入 ０．１％
TritonXＧ１００.

溶菌酶处理前的菌体异形胞发育正常(图１A);

２mg/mL溶菌酶处理２h后,长菌丝大多断裂为含

３~５个细胞的短菌丝及单个细胞(图１B);当溶菌酶

处理体系中含０．１％ Triton时,３０min后长的菌丝即

大部分断裂为单个细胞(图１C).结果表明,Triton
XＧ１００对溶菌酶的溶菌效应有显著的促进作用.

　A．未处理的菌丝;B．溶菌酶处理菌丝２h时镜检结果;C．加入０．１％ TritonXＧ１００时处理３０min镜检结果.A．Untreatedfilaments;

B．Filamentstreatedwith２mg/mLlysozymefor２hours;C．Filamentstreatedwith２mg/mLlysozymeand０．１％ TritonXＧ１００for３０

minutes．

图１　TritonXＧ１００对溶菌酶破碎营养细胞效果的影响

Fig．１　EffectofTritonXＧ１００onlysozymeＧbasedcelllysis
2.2　Triton XＧ100 的浓度及处理时间对鱼腥藻细胞

破碎的影响

　　为了确定最适宜的 TritonXＧ１００处理条件,我
们设置了不同的浓度梯度及时间处理菌丝.结果显

示,当缓冲液中加入０．０５％ TritonXＧ１００时,随着

处理时间延长,菌丝基本断裂,但仍有少量含有３~
５个细胞的短菌丝存在;当加入０．１％ TritonXＧ１００
处理时,随着时间的延长,菌丝断裂层度增加,处理

６０min时,所有菌丝全部断裂为单个细胞,但仍可

观察到大量完整的营养细胞;当加入０．５％ Triton
XＧ１００处理约３０min时,视野内营养细胞很少,而
异形胞数量约占总细胞数的９０％左右,而处理６０
min时,虽然视野中几乎都是异形胞,但异形胞数量

相比处理３０min时更少(图２).因此,本研究认为

最合适的异形胞分离条件为:２mg/mL 溶菌酶与

０．５％ TritonXＧ１００同时处理菌丝３０min.

６２
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图２　不同浓度TritonXＧ１００及处理时间对丝状蓝细菌营养细胞破碎效果的影响

Fig．２　EffectofTritonXＧ１００concentrationandincubationtimeontheefficiencyofcelllysis

　A．菌丝总蛋白NifH 抗体检测结果;B．异形胞总蛋白NifH 抗体检测结果.蛋白上样量分别为２、４、６、８、１０mg/mL,上图为 WesternＧ

blotting检测结果,下图为总蛋白跑胶结果.A．NifHexpressioninthewholefilaments;B．NifHenrichmentintheisolatedheterocysts．

Theupperpanelsareresultsofimmunoblotting,andthelowerpanelsareofthecorrrespondingsamplesquantifiedusingSDSＧPAGE．

图３　WesternＧblotting检测异形胞分离效果

Fig．３　ThequalityandenrichmentofisolatedheterocystsexaminedbyWesternＧblottingwith
theantibodyagainstNifH,oneoftheheterocystＧspecificproteins

７２
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2.3　WesternＧblotting 检测分离的异形胞完整性及

浓度

　　为了确定分离的异形胞是否完整,以检测异形

胞收集的效果,分别抽提了菌丝总蛋白,以及经

２mg/mL溶菌酶与０．５％ TritonXＧ１００处理菌丝

３０min后分离获得的异形胞的总蛋白,通过凝胶电

泳,观察两者间是否存在蛋白表达的差异,并通过

Western杂交检测不同浓度梯度总蛋白中 NifH(异
形胞特异性表达蛋白)的表达情况(图３).凝胶电

泳结果显示,分离的异形胞总蛋白和菌丝总蛋白电

泳条带有显著差异,与王业勤等[１２]报道的异形胞与

营养细胞中的蛋白表达存在极大的差异结果吻合,
表明本研究分离到的细胞主要是异形胞.Western
杂交结果显示,异形胞特异性表达蛋白 NifH 在异

形胞中的丰度约为其在菌丝中的４~５倍,进一步表

明本研究分离获得的异形胞能够很好地应用于研究

异形胞与营养细胞的差异表达.

3　讨　论

蓝细菌是革兰氏阴性细菌,细胞壁由外膜和肽

聚糖层组成[１３].溶菌酶主要通过破坏细胞壁中的

NＧ乙酰胞壁酸和 NＧ乙酰氨基葡糖之间的βＧ１,４Ｇ糖

苷键,使细胞壁不溶性黏多糖分解成可溶性糖肽,导
致细胞壁破裂、内容物逸出,而使细菌溶解[１４].异

形胞具有额外的糖脂层及多糖层,这使得它对溶菌

酶的敏感性降低.因而可以通过溶菌酶处理,选择

性地裂解菌丝上的营养细胞以实现异形胞的分离.
单一的溶菌酶处理可以通过作用肽聚糖层以实现营

养细胞裂解,但作用时间较长.本研究发现体系中

加入非离子型表面活性剂 TritonXＧ１００后,溶菌酶

处理裂解营养细胞的效率大大增加.TritonXＧ１００
能溶解脂质和蛋白[１５],笔者推测其存在时,溶菌酶

能够更容易地接触肽聚糖底物.
本研究应用溶菌酶结合 TritonXＧ１００的处理

方法能快速、便捷地从丝状鱼腥蓝细菌中分离获得

异形胞.仅处理３０min,镜检结果即显示菌丝体全

裂解为单细胞,且约９０％为完整异形胞;用 SDSＧ
PAGE及 WesternＧblotting比较菌丝总蛋白与分离

异形胞总蛋白,发现二者蛋白带型明显不同,且异形

胞样品中 NifH 的含量显著增加,这显示出所得异

形胞纯度较高.与其他分离异形胞的方法[９Ｇ１１]相比

较,本方法能更简单、快速地获得大量异形胞,便于

后续研究的进行.
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IsolatingheterocystsfromAnabaenasp．strainPCC７１２０

FANGuian　ZHANGJuyuan　CHEN Wenli　WANGLi

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThefilamentouscyanobacteriumAnabaenasp．strainPCC７１２０isabletoundergocell
differentiation．Whenfacingnitrogendeficiency,５％~１０％ vegetativecellswilldevelopintoheterocysts
forfixingnitrogen．Thusthisstrainisanexcellentmaterialforstudyingnitrogenfixationandprokaryotic
celldifferentiation．IsolationofhighqualityheterocystsisaprerequisitetostudytheirphysiologicalchanＧ
gesandregulationofrelatedgene．However,currentlyavailablemethodsforisolatingheterocystareusuＧ
allytimeＧconsuming,lowyieldandlowpurity,unabletofullfilltherequirementsofmanyresearches．An
efficientmethodforisolatingheterocystwasdeveloped,inwhichvegetativecellswereeffectivelybroken
inthepresenceof２mg/mLlysozymeand０．１％ TritonXＧ１００,allowingheterocyststobeenrichedwith
highpurityandgoodintegrity．ThismethodwillgreatlyfacilitateheterocystＧrelatedstudies．

Keywords　Anabaenasp．strainPCC７１２０;heterocyst;isolation
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