
` 九八三年

( 第一期 )

无 锡 轻 工 业 学 院 学 才良
J O RN A L UO F E T HW X I I UN S TI T T UE O F L万 G壬I I TN D US TR Y (

,

么第二期 )

蛋白酶产生菌种间原生质体的转化

诸葛健 秦 武

摘

以地衣形 芽抱杆菌 ( B a e i l l u s l i e h e n i f o r m i s ) A S 1
.
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A d e 一

S t r r

R i f
,

) 的原生质体为 受体
,

枯草 芽抱杆菌 ( B
. s u b t i l i s ) A S I

.
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一
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iR fr st
。 ,

)带 为供体菌
,

添加聚乙二醇 (分子量 60 00 ) 至终 浓度为 30 %
,

经过一 定时

间的保温处理
,

成功地获得 了芽抱杆菌的种间转化子
。

转化子有的是原养型
; 有的

在含利福平 ( 10 单位 /毫升 ) 和链霉素 ( 2 0 0单位 /毫升 )的培养基上能生长
; 也有的兼

而有之
。

上述标记的转化频率在 1丁 “一 I J 5 之间
。

转化子的产芽袍性能和在含荀萄

糖的完全培养基上分泌红 色色素的性能亦各有差异
,
而 受体 菌是典型产芽抱和分泌

红 色色素的
,

供体 菌是寡 芽胞产株
,

亦不分泌红 色色素
。

浓菌酶处理时间不 同致使

原生质体 再生率有改变或供体 D N A 添加量不 同都会影响转化频 率
。

转化子的次代

回 变率约 大于 6 0%
。

原生质体转化可 以是转化育种的一种新途径
,

原生质体也可能

是经体外重组 D N A 的植入受体
。

自 1 9 4 4年 A ve yr 证实了肺炎双球菌 S 型与 R 型之间转化作用的物质基础是 D N A 以来
,

微生物转化的研究工作开展甚为广泛
。

细菌中已经报导具有转化作用的属有
: 芽 袍 杆 菌 属

( B a e i l l u s )
, I嗜血杆菌属 ( H a e m o p h i l u s )

,

奈氏球菌属 ( N e i s s e r i a )
,

葡萄 球 菌 属 ( S t a -

P h y l o e o e e u s )
,

链球菌属 ( S t r e p t o e o e e u s ) 和根瘤细菌属 ( R h i z o b i u m ) 等 〔̀ l
。

但其中 目前

具有工业价值 的细菌主要为芽袍杆菌属
,

转化的研究 也集中在枯草芽抱杆菌中的某些菌株 121
。

实用性菌株的基因重组希望在亲缘关系较远的种间能实现
,

原生质体间的融合是一条较为有

效的途经 tzI
。

原生质体转化也是很有潜力的一种方法 zIJ
,

但工业微生物间原生质体转化的研

究尚少见
。

本试检选用了产蛋 白酶的地衣形芽抱杆菌和枯草芽抱杆菌作为两亲株
,

继原生质

休融合的成功试验后 l4[ 又进行了原生质体转化研究
。

结果证实该二亲株可以实现种间的原生

体转化
,

其基因重组频率较原生质体融合有了提高
,

可以作为工业微生物育种的一种有效手

段
。
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材 杆 和 方 法

一
、

菌 种

( 一 )受体菌
:
地衣形芽抱杆菌 ( B

。

l ie h e n i f o fm is
) A S i
.

s o7一9一 9 ( h T r一

Ad e一

S t r·

R i f
,

)

抗链霉素 ( 20 0 单位 /毫升 )
,

产芽抱
。

原始亲本为野生型
,

系碱性蛋白酶产生菌
,

由无锡酶

制剂厂提供 , 标记变异株由本院菌种保藏室提供
。

(二 ) 供体菌
:

枯草芽抱杆菌 ( B
. s o b t i l i s ) A S I

.

3 , s一 2 8一 6 ( A r g
一

L e u 一 R i f
r

s t r ·

)
,

抗

利福平 ( 10 单位 /毫升 )
,

不产或寡产芽抱
。

原始亲本为野生型
,

系中性蛋白酶产生菌
,

由本院

发酵厂提供
;
标记变异株由本院菌种保藏室提供

。

二
、

培 养 基

(一 ) 完全培养基 ( C M )
:

肉汤培养基 l5[
。

(二 ) 基本培养基 (M M )
:

S p i z i z e n
培养基 ￡5 ]

(三 ) 高渗完全培养基
:
完全培养基中加 O

。

SM 蔗糖和 20 m M M g 1C
2 。

( 四 ) 高渗基本培养基
:

基本培养基中加入 。
。

SM 蔗糖和 20 m M M g CI
: ; 或 。

.

S M N a
CI

;

或 O
。

SM 蔗糖 ; 或 0
。
SM蔗糖和单独灭菌的 20 m M M g cl

: 。

上述培养基中加入 1
.

5% 琼脂则成固体培养基
。

三
、

缓 冲 液 和 二 苯 胺 试 剂

(一 ) 高渗 S M M
: o

。

SM 蔗糖加入 S M M 〔4 1中
。

(二 ) 二苯胺试剂侧
。

四
、

专 用 试 剂

(一 ) 溶菌酶
:

B R 级
,

上海禽蛋品公司禽蛋二厂出品
。

〔二 ) 聚乙二醇 ( P E G )
:

分子量 6 0 0 0 ,

日本产品
。

(三 ) 脱氧核糖核酸 ( D N A )
:

B R 级
,

上海牛奶公司综合厂产品
,

含量 > 8 5%
。

( 四 ) 利福平
: 医用

, 9 00 毫升 /毫克
,

无锡第一制药厂产品
。

(五 ) 链霉素
:

医用
, 100 万单位 /瓶

,

华北制药厂出品
。

(六 ) 脱氧核糖核酸酶 ( D N A as e l )
:

美国 S电m a
化学公司产品

,

每毫克固体含 42 9单

位
。

五
、

供体菌的 D N A 提取及 D N A 含量的测定

(一 ) D N A 的提取基本按 M ar m ur 的方法 5t] 进行
。

(二 ) D N A 的含量测定按改良二苯胺法 5[] 进行
。

六
、

受体菌的原生质体制备

按参考文献 l4[ 方法进行
。



七
、

受休菌
“
感受态” 的培养

按参考文献] [ 6方法进行
。

J、
、

转 化 操 作

( 一 )体细胞转化
:

将受体菌在 肉汤培养基中培养至对数生
一

长后期
,

离心 去 上 清 液
,

用

o
。

55 M N a
CI 液洗涤二次

,

将菌体悬浮于适量的 S M M 高渗 液 中
。

添 加 P E G 至 终 浓 度 为

30 %
,

加入供体 D N A 至终含量为 20 微克 /毫升左右
,

混合均匀
,

置 30 ℃ 恒温水浴
,

定时取

样涂布高渗基本培养基平板
,

培养 3一 5天
,

观察结果
。

(二 ) 原生后体转化
:

受体菌在 肉汤培养基中培养至对数生长 后期
,

用 o
.

55 M N a
CI 液

洗涤二次
,

悬浮于高渗 S M M 液中
,

使菌体数浓缩 5 倍
。

添加溶菌酶液至终浓度为 50 0微克 /

毫升
,

置 40 ℃水浴中处理 50 分钟
。

用高渗 S M M 洗涤离心二次
,

原生质体以适 当密度悬 浮

于高渗 S M M 中
,

添加 P E G 至终浓度为 30 %
,

供体 D N A 终浓度为 20 微克 /毫 升 左右
。

混

合均匀
,

置 30 ℃水浴
,

定时取样涂布于高渗基本培养基平板
,

培养 3 ~ 5 天察观结果
。

结 果 和 讨 论

一
、

供体菌与受体菌遗传标记 的稳定性

每次进行转化试检前都进行菌株遗传标记稳定性的测定
。

测试结果表明它们的遗传标记

是稳定的
。

营养缺陷和抗性标记的回复突变频率 (表一 )是很低的
,

可 以用于转化试检
。

表一

菌 株
!

A S I
。

8 0 7一 9一 9

A S I
。

3 9 8一 2 8一 6
!

供 体 和 受 体

遗 传 标 记

T h r 一 A d e 一 S t r r

R i f
,

A r g
一

L e u 一
R i f

,

S t r ’

细 胞 的 回 变 须 率

营养缺陷回变频率 { 抗性回变频率

< 5
。

< 1
。

7 6 x 1 0
一 9

2 8 又 1 0
一 ,

< 5
。

7 6 X 1 0一 9

< 1
。

2 8 X 1 0
一 9

二
、

供体菌与受体菌的体细胞转化

在我们的试验条件下
,

该二株变异株能实现体细胞转化
,

这在以往文献中尚未见报导
,

但转化频率仅在 1 0
一 :
左右

。

从图 l 可以看到受体细胞于对数生长期的后期
,

转化处理 时 间

以 6 0 分钟较好
,

此时转化频率较高 (6
。

0 x 10
一 、 )

。

处理时间过短过长
,

转化频率 都 低
,

体

细胞似存在一个
“
敏感期

”
逐渐产生与消失的过程

。

在该试验中
,

若添加 P E G 对转化作用有影响
。

从图 2 的二次实验可观察到
,

转化 频 率

虽增加但不很大
,

而 P E G 却能促进
“

敏感期
”
的提前到来

,

因此 P E G 不仅在原生质体融合中

是一种有效的促进剂
,

在体细胞转化中也可考虑予以使用
。

三
、

供体菌与受体菌的原生质体转化

(一 ) 对应于添加 P E G 休细胞转化的原生质体转化的部分条件
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彩化时向咖
图 2 添加 P E G 时体 菌细胞转化

时间与转化须率的关 系

转 化 的

J.上图
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一l表

一

丽滋 {
’ .

靛
浓度 (
朴毫升 )

陋摹爵万菇 再生率 (% )…供体 D N A (微克 /毫升 )

5
。

0 6义 1 0 8

6
。

9 5 x 1 0 .

9 9
。

8 0

9 9
.

0 9

1
。

0 2

3
。

5 8

} 1 4

{ 2 7

AB

(二 ) 原生质体转化条件对转化频率的影响

在 P E G存在下
,

A 和 B 的实验结果如图 3
。

可以看到
,

在开始阶段转化频率随转 化 处

理时间的延长而增加
。

以 B 而言转化频率在 1 10 分钟达到了 9
。

33 又 10
一 ” ,

与同样 转 化 条 件

下的体细胞转化频率 ( 10 分钟时 )的 l
.

90 x l 。
’ 6相比

,

竞高出 5 0 0 0 倍
。

原生质体转化 在 高 峰

前后也存在转化频率上升与下降的情况
,

可能是 D N A 的转入数在前期有一逐步累加的过程
,

而后期则可能可转化的 D N A 量大大减小
,

与此同时 P E G 对原生质体的损伤则逐 渐 显 著
。

但若将此转化系统 30 ℃ 转化处理 切。 分钟
,

将其置于 4℃ 保藏 2 天后
,

再行涂布至高 渗 基

本培养基上
,

培养 3 ~ 5 天
,

可以发现转化子数与转化处理几十分钟的结果比较似差不多 (表

三 )
。

在试验中我们还注意了转化处理时间到达后残留的供体 D N A 对转化频率的影响
,

在转

化处理 70 分钟后即加入 D N A as e 亚 ,

结果表明对转化频率无甚影响
。

从而 估 计 供 体 D N A

转入主要作用于前期
,

后期的影响主要依赖于原生质体的损伤情况
。



表三 长期转化处理时转化频率 的影响

转化时间 (分 ) 40 52 8 8 0 (2天 )

一转
.

妙
二

粗一:
.

州
。

少
·

整
.

1。一 !
. :

4
·

”一
从图 3的 A和 B二次试验中

,

还可以得到转化条件对转

化频率有较大的影响
。

由于转化条件的不同
,

在我们的多次

试验中转化频率在 10
一 2~ 10

“ “ 之间波动
。

影响较大的是再生

率和供体 D N A 的加量
。

转化频率随再生率的增加而增加
,

在一定范围内随供体 D N A 加量的增加而上升
。

与添加 P E G 的体细胞转化比较
,

不仅转化频率大 幅 度

提高
,

而且转化频率高峰的出现时间也延迟
。

看来由于细胞

壁消除后
,

在高渗介质中转化过程显得也有差别了
。

(三 ) 在各种高渗培养基上转化子的检出

表四结果表明高渗基本培养基中所用的高渗稳定剂对转

化子的检出是有影响的
。

以 N a
CI 为高渗稳定剂转化子几乎检

不出 , 对蔗搪而言
,

M g CI
:
是否添加

,

如何添加对菌落形成

及生长速度有关
,

但对转化频率影响不很大
。

不添加 M g 1C
2

的生长速度最快
,

培养 2 天就能看 到再 生菌落 , 单独添加

M g CI
: 的次之 , M g CI

:
加入后与蔗搪一起蒸汽灭菌的生长极

慢
,

达七天之久
。

原因可能是产生磷酸盐沉淀
,

致使缺少磷源
,

入蔗搪即可
。

r

各东舞

/
10

·
今

{
礼

一 _ _ . _ , , ,
/

` 、 、 、

行
’

飞
, · ,

-畜一矿有喃
一
亩节产
翩峋切

图 3 P E G存在下的原

生质体转化

因此高渗基本培养基只需加

表四 高 渗 稳 定 剂 时 转 化 频 率 的 影 响

细胞浓度

(个 /毫升 )
笠嚣犷…凳贡贡

高 渗 稳 定 剂

M g C IZ
+

蔗糖 蔗 搪 }馨瞥黔蓄
2

I
N · C ,

4
·
。 , x l .o

{
, 9

·

7 6

{
。

·

2 8

{
`

.

1̀ x l “一
3

。
8 6 x 1 0

一 s } 3
。
5 4 x 1 0一 5 } 0

(四 ) 转化子次代培养的稳定性

将初步认为的转化子再在选择性的培养基平板上划线
,

发现相当一部分转化子仍不稳定
。

表五的几次试验数据说明次代培养的不稳定数要超过 60 %
。

表五

实 验 序 号

转 化 子 次 代 培 养 的 德 定 性

第一代长出转化子数 }第二代长出转化子数 } 稳 定 率 (% )

2 9
。
4

4 2
。

3

3 8
。
5

0产O厅̀
ùb
一
吕AI

2

17 0

2 0 1

5 6 4

, .几

23

(五 ) 转化子性状的改变

转化子细胞形态是多样的
,

有长
、

较长及较短的杆状
。

产芽抱性能变化亦大
。

受体菌是



盛产芽抱的
,

供体菌少产或不产芽抱
,

而转化子则肴的仍然盛产
,

但有的改变为少产或不产
。

在含葡萄搪的完全培养基上
, 受体菌能分泌红色色素

,

供体菌是不分泌的
,

而转化子则有的

分泌
,

有的不分泌
。

这说明原生质体在转化性状上是较为有效的
,

具有一定的定向性
。

由于

几种性状能同时转化
,

说明可能转入原生质的 D N A 片段长些
,

机率也较多
。

因此原生质体

转化不仅是转化育种的一种新形式
,

而且有可能作为遗传工程体外重组 D N A 植入的一种受

体形式气

部分转化子和两直接亲株的细胞形态及色素分泌
、

芽抱形成
、

M M 上生长情况和对利福

平及链霉素抗性的特性见 电镜照片
。

直接亲本形态电镜照片
:

受体菌 A S I
。

8 0 7
~
9
一
9

P i g 干
S P O

十

M M
一

( R i f + S t r
)

s

又 1 0 0 0 0

供体菌 A S I
.

3 9 8
一 2 8一 6

P 19 +
S P O

+

M M
一
( R i f + S t r

)
t

X 1 0 0 0 0

部分转化子形态电镜照片
:

P T g
。

P i g
一
S P O

十

M M
一
( R i f + S t r )

r

X 1 0 0 0 0

P T 7 7
。

P i g +
S P O

+

M M
十
( R i f + S t r )

r

X 1 0 0 0 0

. 英国约翰伊奈研 究所的 F
。

K
。

柴塔博士研 究小组通过研究提 出把基因组 入放线 菌 时
,

使放线菌呈现裸露状态
,

(即原生质体 ) 然后将核糖体作为基因的运载体
,

是利用基因工程改

造放线菌的一种极有用的技术
。
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