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细 菌 的原 生质体融合
,

诸葛健

(发醉工程系 )

原生质体融合作为一种新的基因重组手段是在 1 9 7 8年第三届国际工业微生物遗传 学 讨

论会首先提出来的 l1[
。

作为生物工程学中改造生物本性的遗传改良手段
,

它具有基因工程需

做的某些内容
,

而在手法上比基因工程容易
,

因此国内外微生物学家正在开展基础研究和应

用研究
。

下面试作一个概括的叙述
。

一
、

原生质体融合的几个特点

1
.

杂交频度高

由于原生质体是将微生物细胞之间进行遗传物质交换的主要屏障之一的细胞壁消化掉的

类似球形的活体
,

在融合时又加入了融合促进剂
,

所以频度明显高于常规的杂交方法
。

细菌

种内融合频度已达 1 0 ~ 6一 1 0
~ ” ; 种间也达 1 0 ’ “

一 1 0
~ ` 。

2
.

受接合型或致育性的限制较少

二亲株中任何一株都可能起受体或供体的作用
,

因此有利于不同种属间细菌的杂交
。

已

报道 [2
, 3 , 4 , “ 0 ] , 在 B a e i l l u s (枯草芽抱杆菌 )

,

S t r e p t o e o e e u s (链球 菌 )
,

B r e v i b a e t e r i u m (

短杆菌 )
,

S t a p h y l o e o e e u s (葡萄球菌 )等革氏阳性菌和 E
,

e o l i (大肠杆菌 )
,

P
r o v id e n e e ( 天

命菌 )
,

M y e o b a e t e r i u m (分枝杆菌 )
,

Z y m o m o n a s
(发酵单抱菌 )等革 氏阴性菌中广泛进 行

了原生质体融合的研究
。

其中研究得最多的是 B a 。
ill su

。

种间融合成功的报 道 有
: B a 。

ill
u s

a m y l o l i q u e f a e i e n s
(解淀粉芽抱杆菌 ) x B

.

s u b t i l i s
,
B

.

l s Ch e n i f o r m i s (地衣形芽 抱杆菌 ) x

B
·

s u b t i l i s
,

B
.

m e g a t e r i u m ( 巨大芽抱杆菌 ) x B
.

s u b t s l i s ,
B

.

p u m i l u s (短 \J/ 芽抱 杆菌 ) x B
.

S u b t i l i s
,

S t a p h y l o e o e e u s a u r e u s (金黄色葡萄球菌 ) x s
.

e p sd e r m id i s (表皮葡 萄球菌 )等
。

3
.

遗传物质的传递较完整

原生质体的融合是二亲株细胞和细胞核进行类似合二而一的过程
。

既有质配又有核配或

基因交换
。

这样就具有将二个或更多个完整的基因组组合到一起的机会
,

在工业微生物中代

谢产物的产量往往随产物的的结构基因的拷贝数的增加而增加
,

通过融合增加拷贝数也是一

条 可以考虑的途径
。

图 1是表示二株具芽抱的杆菌原生质体
,

通过融合达到质配将二个芽抱

合并到一个细胞内的过程
。

4
.

存在着二株以上亲株 同时参与融合形成融合子的可能性
-

由于加入了融合促进剂
,

使众多的原生质体聚集粘合成簇
,

大大增加多个原生质体融合

的可能性
。

图 2
、
3是采用电镜拍摄的照片

,

可以清楚地看到原生质体的簇状聚集及一个原生质

·
本文是 1 9 8 4年全国原生质体融合学术讨论会的大会邀请报告

,

发表时由作者稍加修改
。

本文 1 9 84 年 1 月 2 5 日收到
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A
.

细胞膜吻合消失 B
.

二个 芽抱 已在一个细 胞内

图 1 具有芽抱杆菌的原生质体融合迁程 5I]

体与其它二个原生质体形成二条融合沟的状况
。

这种融合就有可能将几株菌的特 性 汇 集一

起
,

而这正是工业微生物育种求之不得的
。

图 2 原生质体的成簇 聚集拈合 11[ l 图 3 三个原生质体的同时融合 ll[ I

5
。

提高菌株产量的潜力较大

由于影响菌株产量的因素是多方面的
,

涉及的基因位点显然较多
,

它不仅涉及到有关代

谢途经上的有关结构基因
,

调节基因
,

还涉及到提供初级代谢产物或辅助因子的基因
,

控制

代谢途径的基因
,

渗透障壁控制基因等
。

但诱变育种时
,

一次或数次诱变是不能同时引起这

些基因
,

都起正突变的
,

甚至会起抵消作用
,

这就限制 了诱变育种产量提高的速度
。

若能如图

10 2召基因型

( 2 气。 )

{

图 5 经多次诱 变结合原生质体

融合提高菌株生产性能的图解 11[

4 所示
,

将各经 5 次诱变的二变株进行种内 原 生 质 体融

合
,

就有 可能将各次诱变所积累的提高产量的潜力有效发

挥出来
。

该法 可获 1 0 2 4种基因型融合子
。

这种通过对多样

化的基因型筛选获得高产株的机率较之单 纯 诱 变 育种要

高
。

6
.

有助于建立工业微生物的转化体系

由于原生质体已经去除了细胞壁
,

采用氯化钙和温度

的刺激方法可以大大提高细胞对 D N A 的通透性
,

而且采

用聚 乙二醇 (P E G )处理可大大提高转化频度
。

作 者 以此

进行蛋白酶产生菌种间原生质体的转化时其重组频度较融

合 要 高 10 0一 1 0 0 0 倍 61[
。

此外 C h a n g 等还发 现 以 原生

质体作为受体转化高峰与受体的感受态没有关系 71[
。

由于

至今一些有重要工业价值的微生物的转化体系尚未完善建
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立
,

所以采用原生质体技术
,

将这些菌株改造作为 基因工程的受体菌
,

就会推动工业微生物

的育种的发展
。

除转化外
,

原生质体的感染技术也是一个值得注意的领域 z[, “ ,g1

以芽抱杆菌为例图解如下

保藏斜面

杏
肉汤试管

二
、

融合步骤的要点

[1 0 1:

芽抱杆菌 A

原生质体 l 毫升
芽抱杆菌 B

原生质体 l 毫升

{
隔夜培养 3 0℃

仁 」

工
混合并于 6 0 0 0转 /分钟

离心 10 分钟期
汤数对肉至鲜

稀释涂布完全
培养基平皿测
定酶处理前菌数

工

新养\

P E G处理

原生质体制备 悬浮在含有 1 00 ~
{ 2 5 0 m g /m l溶菌酶
{ 的高渗缓 冲液中

工

4 0% P E G

3 0 0 0~ 6 0 0 0

O℃或 30 ℃

处理 1分钟

八ó

l山,
,

尸

l
击甲

3 5~ 4 2 ℃
,
3 0 ee 9 0

分钟 8 0 0 0

转 /分钟 10 分钟

用高渗缓冲液

稀释离
』

合去除
P E G

告
离心洗涤 工

;

一一 l
用血球计 蒸馏水稀 释

数板计数
原生质

,

体
数 告

稀释
、

涂布于高渗再生培养基上
(选择性或非选择性 )

用高渗缓
冲液稀释

咨
工

融合子的验证
涂布于高渗
完全培养基
上计数得再
生数

三
、

原生质体的制备

1
.

革氏阳性菌

枯草芽抱杆菌和巨大芽饱杆菌广泛被用于原生质体的融合研究
,

其中枯草芽抱杆菌在发

酵工业中具有广泛用途
。

这二种阳性菌的细胞壁能为单一的溶菌酶消化
。

图 6 为正常的芽抱

杆菌形态
,

图 7为其原生质体
。

原生质体的释放往往是从杆菌的一端开始
,

这是溶菌酶最先消化的位点
,

然后原生质从

图 6 正常的芽胞杆菌细胞 l1[ l 图 7 芽胞杆菌的原生质体 l1[ 1
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该处释出 ( 图 8 )
。

由于各种阳性菌的细胞壁成分和结构并不完全相

同
,

因此它们对溶酶的敏感度 不 同
。

例 如 S t r
eP t 。 -

e o e e u s l a e t i s (乳链球菌 )
,

仅用溶菌酶不 能 充分 消

化细胞壁
,

它的原生质体需用溶菌酶和 细菌
a 一

淀 粉

酶在含有 3毫 克分 子 氧 化镁和 20 % 蔗 糖 的 T ir s -

H CI 缓冲液中处理才能得到
。

此时低 渗压 抗性 细胞

已少于 g x z o 一 : 。

对 于 B r e v i b a e t e r i u m f l a v u m (黄

色短杆菌 )[ ’ ” 1, 在对数生长相中期
,

此时细胞密度近 1 05/ 毫升
,

加入 0
.

3 单位 /毫 升的 青 霉

素 G
,

生长不受抑制
。

经振荡培养 l
。
5 小 时后

,

将细胞离心并悬浮于溶菌酶 液中
,

再 静置

30 ℃
,

培养 16 小时
,

就能获得原生质体
。

显然 青霉素能抑制细胞壁的完整合成而有利于溶

菌酶的作用
。

若将细胞培养在一种含有颇高 浓 度 (各种菌不同 )甘氨酸的培养液中 t8I
,

也能

引起细胞壁的损伤
。

这是因为肤聚 糖中的 D
一

丙 氨酸残基为甘氨酸代替所致
。

除了酶的因素外
,

菌体生理状态也是重要原因
。

对于芽抱杆菌多数为对数增殖期
。

作者

认为沿用对数后期为好
。

2
。

革氏阴性菌

革氏阴性菌与阳性菌细胞壁的结构是不同的
,

消化前者的细胞壁困难些
。

由于单溶菌酶

的作用不足 以完全脱壁
,

所以开始用原生质球 ( S p h e r o p las )t 来称呼革氏阴性菌的部分脱壁

的这种细胞
。

由于这个原因
,

阴性菌车原生质体融合方面的研究远落后 于 阳性 菌
。

但 目前

已能制备得到真正的原生质体
,

只是制备条件必须强化
。

W e i s s 〔’ ` , ` 5 ,采用包括溶菌酶和 E D

T A 处理大肠杆菌细胞
,

可使大多数细胞的外壁消化
。

另外采用甘氨酸一溶菌酶一 E D T A法

也制备到天命菌的原生质体
。

也有用含抗生素 F os f o r m c
in 或青霉素的培养基来培养细 胞以

制备原生质体的方法
。

原生质体得率的估量主要是根据原生质体和细胞对低渗压溶液敏感性的不同
,

再生前先

以蒸馏水处理
,

然后用平皿计数而获得
。

四
、

原生质体融合最适条件

F o d o r
等 L工“ l曾报导了初生态的磷酸钙可用于诱导原生质体融合

。

但后来由于 P E G 的发

现
,

该法才被替代了
。

K ao 等 [’ “
, :̀ , ’ ” l可能是最早用 P E G 作为植物原生质体融合的促进剂的

。

他得到如下的一些重要结果
:

① 分子量在 10 0 0 与 6 0 0 0 之间一系列聚合度的 P E G都是有效

的
。

② 较高浓度 ( 50 % W /V ) 较之 较 稀浓 度 ( 25 % ) 的 溶 液更为 有 效
。

③ 不同分子重 量

( 1 5 40 和 4 0 0 0) 的 P E G 溶液在相同重量浓度是同效的
。

④适当浓度的钙离子的 存在是必要的
。

⑥ P E G溶液一加入
,

原生质体间的粘着即强烈地发生
,

融合就能较长时间地有效 进 行
,

所

以 P E G的处理时间很短就足够了
。

在研究中还发现 15 % 的二 甲亚讽 ( D M S O ) 能增强 41 一 47 % P E G浓度的诱导融合能 力

l2[
,

所 以提出 42 % P E G 1 0 00
,

在 15 % DM SO 存在 下的处理方法
。

在二项最早的芽抱杆菌原生质体融合研究中都采用 36 % P E G 6 0 0 0 的 条 件 [` , ,20 l, 得 到

含有重组体菌落的频率大于 0
.

5%
。

在这类菌中还未发现采用其它类似条件的报道
。

在 L型金黄色葡萄球菌的融合中
,

50 % 浓度的 P E G 最好
,

依次为 40 %
,

30 %
。

其分子
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量 6 0 0 0 的较 4 0 0 0 和 10 0 0 为好
。

在这方面
,

对革氏阴性菌还未很好研究
。

除了 P E G 本身的因素外
,

它还受各种 阳离子浓度的影响
。

已确定融合时钙离子的 浓度

以 。
。

01 M 为最佳
,

而钾
、

钠离子是会降低融合频度的
。

融合培养基的 p H 也很重要
,

有 C a + 丰

存在下
,

碱性条件 (最高为 p H g) 可得最佳的融合频度 , 缺乏 C a + “ ,

低 p H
,

融合频度也较

高
,

这可能涉及膜中氢键的键合
。

K
干

和 N
a +

降低融合效果
,

可能是由于 K
+ 、

N
a 十

优先结合

到质膜上
,

从而降低了 C
a 斗

的刺激作用 22[ 1
。

具有重要工业意义的枯草芽抱杆菌和地衣形芽抱杆菌已进行较广泛的研究
,

各菌种株间

能进行融合 (表 1 )
,

从表中可 以看到不同菌株间的再生率并不相同
,

其融合频度也有差异
。

表 1 B
.

s u b t i l i s 和 B
.

l i c h e u i f o r m i s 的种内融合 t`3 1

{ … } 细菌融合频度

菌 株 } 选择标记 } 再生频度 卜一万两石飞
.

石万一下万开万了弃花玉丽; 反 i二二丢一

} l 一 } 鱿人 J/ 目 / \ “ , } 怜 ` 甲才匀二叱人夕
目 J

刀

_
_

_

} 1 } 细菌数计 ! 的亲株的再鱼邀让
_

B
.

l i e h e n i f o r m i s

1 0 1 0 7 T t h
r

F D 0 1 2 0 m e t P e P A

F D 02 5 0 h i s p e p A

〔1 2 1 0 7 T x F D 0 12 0〕

〔 F D 0 1 2 0 x F D 0 2 5 0〕

[ 1 2 1 0 7 x F D 0 2 5 0〕

B
. s u b t i l i s

1一 1 8 h i s 日

1 6 8 5 t r p e s t r
A

1 6 8 A t r P e s t r A

[ 1一 1 8 x 1 6 8 5〕

[ 1一 1 8 x 1 6 8 s A ]

2
。

2 X 1 0
一 3

9
。

9 x 1 0
一 4

1
。

8 x 1 0
一 3

T h
r 小 M e t +

M e t + H i s
+

H i s
+
T h

r +

2
。

5 x 1 0
一 5

6
。
6 x 1 0 一 6

8
。

8 x 1 0 一 6

9
。

9 x 1 0
一 2

1
。

1 x 1 0
一 2

2
。

9 x 1 0
一 2

2
。

5 x 1 0
一 2

3
。

4 x 10
一 ,

1
。
8 X 1 0

一 3

H 15
咋
T r p +

H i s
+
A d e +

2
。
4 x 10 一 5

1
。
1 X 1 0一 5

4
。
5 x 1 0一 3

1
。

2 x 1 0 一 2

原生质体融合
,

并非二亲株原生质体必须都要活的
,

其中另一株原生质体可 以 是 死 的

(表 2 )
。

这样
,

只需对活的一株作标记就 可以了
。

以巨大芽抱杆菌进行的不同处理的融合结果见表 2

表 2 B
.

m e g a t e r i u m原生质体不同处理的融合结果 t 24 1

再生的菌落类型
落 数

融合 B 融合 D

B
.

m e g a t e r i u m T H T

B
.

m e g a t e r i u m A L T i

原 养 型

每 1沪 T H T 融合得到的
.

…
原养裂熬

二

… …

融合 A

3 x 1 08

1 x 1 0 8

2
。
6 4 x 1 05

1 1 4
,
7 8 0

2
。
3 x 1 0 8

9
。
0 x 1 0 1

7
。
6 0 x 1 0 3

3 , 3 0 0

(每 毫 升 )

融合 C

3
。
0 x 1 0 1

1
。
1 x 1 08

8
。

1 x 1 03

3 , 5 3 0

3
。
0 x 1 0 1

9
。

0 X 1 0 1

0

0

菌一lù

…



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第 4卷

融合A :
T H T原生质体 x A L T i原生质体

融合 B: T H T原生质体 x 加过热的A L T i原生质体

融合 C
:

加过热的 T H T原生质体 又 A L Ti 原生质体

融合 D
:

加过热的 T H T 原生质体 x 加过热的A L T i原生质体

可以清楚地看到亲株一方的原生质体虽被加热失活
,

但仍能与另一活的原生质体融合
,

但融合频度明显低于两亲株原生质体皆活的情况
。

当然二株原生质体都被加热
,

则无融合现

象可言
,

因为连再生也不可能
。

关于革氏阴性菌的融合
,

最近对工业上颇有应用前途的发酵单抱菌进行了 原 生 质 体融

合
,

结果得到了高频度的发酵鼠李糖的融合子
,

呈现
“
返祖现象

” ,

其它性能也 出 现 互 补

(表 3 )
。

表 3 Z y m o m o n a s的融合 〔25 1

菌

型
{ 色

_

匹
_

竺
_ _

_

F
r u

S
u e R a f

出发株 Z
一 6 +

、

+ +

直接亲本变株 Z
}
6 一 C ` r 。 -

Z十6
一
C s u e -

融 合 子
,

! ( + ) 士 + +

f r u A : 果糖的拚送
,

f r u B
:

果糖的矛
,

!用

s u c A
:

蔗糖渗途酶
, s ur B

:

转化酶

通过枯草杆菌多}重营养缺陷型原生质体融合 0z[ l可以达到营养互补
,

结果获得不 稳 定 的

双倍体
,

而稳定的融合产物仅仅是单倍体
。

选择的重组子中
,

非选择性标记发生了分离
。

在

选择性培养基上生长的原养型形成的频度依赖于所用的缺陷型标记的数量和在染色体上的位

点
。

近来 81[ 发 现 自枯草芽抱杆菌多重缺陷型得到的融合产物中百分之几是双亲型 的
,

即融

合子中含有未改变的各自独立的双亲基因组
。

有趣的是
,

很大一部分这类双亲细胞可以无性

繁殖许多代
,

在这种 “
双倍

” 相期
,

它们的表型是表现这一个或那一个亲本缺陷型的特征
,

为非原养型
,

因此可以假设这类特殊的染色体可以复制
,

但不表达
。

对多重缺陷的大肠杆菌进行融合研究后
,

初步认为原养型菌落绝大多数是不稳定的
,

其

标记的分离将继续许多代
。

根据分离的模式和形成菌落的营养要求
,

可以大体分成 181
:
包含

稳定重组体和亲株缺陷型的混合菌落
;
不稳定原养型和少许不稳定重组体的混合菌落

; 仅 由

稳定的原养型细胞组成的菌落
。

革 氏阳性和阴性细菌种内融合成功的报道已经很多
,

主要的列表如下
。
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表 4 细菌种内融合研 究概况 [2
, 3 , ` , , 2` , 2 3 ]

菌 株

B
.

m e g a t e r i u m

再生率 (% ) 融合条件 测定融合方法 融 合 频 度

1一 1 0

B
.

s u b t i l i s 1一 1 0

3 6 % P E G

6 0 0 0

3 6 % P E G

6 0 0 0

3 6 % P E G

6 0 0 0

1 4 5 0或4 0 0 0

3 6 % P E G

6 0 0 0或 1 5 0 0

再生培养基上直
接筛选重组体

非选择性再生平皿

1 0一 ”
一 5 x 1 0

一 “
/涂布的

原生质体

一。一 5
一 1 0一 盛/涂布的原

影印法选择重组体 } 生质体

B
.

s u b t i l i s 1 0一 7 5 非选择性再生平皿

影印法选择重组体

1 0一 `
一 5 x 1 0 一 2

/涂布的
原生质体

B
.

s u b t i l i s
1 0一 7 5 分析非选择性再生

单菌落中的重组体

B
.

s u b t i l i s
未说明 3 6 % P E G 电镜超薄切片观 察

B
.

s u b t i l i s 不确切 3 6 % P E G

B r e v i b a e t e r i u m

f l a v u m

S t a p h y l o e o e e u s

e P id e r m i d i s

S t a Ph y l o e o e e u s

a U r e U S

E
.

e o l i

3 0 % P E G

6 0 0 0

未说明 4 0%
」

P E G

6 0 0 0

4 0% P E G

6 0 0 0

毛 4 0% P E G

6 0 0 0

3 0一 3 5%
P E G 6 0 0 0 +

15 % D M S O

高于含有特殊 的重组体
群单菌落的 1%

。

10 %是

双亲型 ( b i P a r e n t s
)

高于 3 0 %的单位含有二
种或更多个原生质体
( 多于 6 0% 的原生质体
处于融合 中)

高于原生质体总数的
10 %

5 x 1 0
一“

/涂布的原生质

体

1
.

5 x 10
一

4/ 再生 菌落数

未说明

根据原噬 菌体互
补的感染中心

在选择 性培养
基上直接筛迭

选择性培养基
上直接筛选

选择性培养基
上直接筛选

在再生培养基上直
接 筛选融合子

1
.

7 x 10
一 ”

/再生 菌落数

0
。

1一 1 1-0 ”
/再生菌落数

P r o v id e n e i a

a l e a l i f a e i e n s

0
。
1 从非选择性再生平

皿上影印法选择融
合子

3 x 1 0 ~ 5
/再生 菌落数

与真菌相反
,

〔2 3 , 1 0 ]

细菌种间质体融合主要对芽抱杆菌 (表 5 )进行 了研究
,

其他的报道还不多

表 s 芽抱杆菌属种间原生质体的融合和质粒的转移侧23j

株

用于
!

触合

的细 菌数

(个 /毫升 )

再 生 率 融 合 频 度

(% )

以 加入 的细 菌数
计 A d e 十

C m
r

融

以 较少再生亲株
再生数计 A d e 十

合子数 ` C m
『

融合子数
d.八土匕11丹b1

.

B
.

a m y l o l i g u e f a e i e n s F

2
。

B
.

s u b t i l i s L M H A ( P T P
一 4 ) 辛寄

〔1 x Z〕

3
。

B
.

l i e h e n i f o r m i s F D 0 1 2 O

4
.

B
.

s u b t i l i s L M H A ( P T P
一 4 )

[ 3 x 4 〕

。

7 x 1 08

。

5 x 1 0 8

。

2 x 10
一 1

。

9 x 1 0一 l

4
。

5 x 1 0
- 2

。

3 x 1 0一 3

8 x 1 08

3 x 1 08

。

1 X 10 一 1

。

1 x 1 0一 1

卜巨
.

阳||
1

10

1
。

5 x 1 0一 5 1
。

9 x 10
一 2
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续 表 5

`温蕊益
`

赢
别

’

~ ’

!
“ .

弓
.

xil 葫
一

i’’’’:;i’ 瑞
:了
厂

~
’
~

`

” ’
·

’

一 ~
.

~ 一

i’’
” ”

` ’

一
’
们

” ” 一
’ . ll

B
·

s“ b “ “ s LM H A ( F T尸
一 ` , …

2
·

3 x `。`

…
3 2

·

“ 0 , `

{
.

_

…
〔 S X “ 」 … } { “

·

6 “ ` o
一”

{
“

·

8 “ o
一 `

, 3
·

m e g a ` e“ u m A
_ _

{
2

·

2 义 ` 0? …2
·

6 “ 0一 3

… }
B一 b t i“ 5 L M H A `” T F

一` , J
Z

·

s x ` 0“

J
`

·

5“ “ 一 `

J
一

j
[ 7 “ ” 〕 … 1

_

{
`

·

o “ 0
一 ”

} 5
·

o “ ’ 0
一 `

B
·

p u m ` , u , ` F D ` 2“ 0

{
”

·

“ ’ O“

{
3

·

2 “ ` O
一`

{
’

}
B一 b t i ,` 5 L M H A ( P T F

一 ` , {
3

·

` X ` “ 8

}
3

·
3“ “ 一 ’

{
一

}
〔” “ 0

、

」
. : 二

}
r .

_

l
_

…

l
”

·

“ x 1 0一 “ 卜

}
4

·

4 “

JO一

带
H C P琼脂培养基繁 殖菌落

,
以含 C

M 的培养基影印法来鉴定

“ P T P
一
4为杭性质拉

作者采用生产中性蛋 白酶的 A SI
.

3 98 菌株
,

经诱 变 获得 A S I
.

3 9 8一 28 一 6
,

具有 A gr
-

L e u 一 R if sr tr
,

标记
。

另一株为生产碱性蛋 白酶的 A S I
.

s o 7
,

经诱变得 A S I
.

8 0 7一 9一 9
,

具有

T h
r 一 A d e 一

S t r r

R i f
,

标记
。

表 6 为它们的融合结果
。

B a e i l l u s种间原生质体融合 I` 0 1

稳 定的融合
子率 (% )二引下须一蛤

一

表 6

菌 株 i己带
原生质体率

}
“ “

”
.

1 ( % ) !

再 生 率
(% )

B
.

s u b t i l i s

A S 1
.

3 9 8一 2 8一 6

X

B
.

l i e h e n i f o r m i s

A S I
。
8 0 7一 9一 9

A r g 一 L e u -

R i f
r

S t r s

9 9
。

9

3
。

3 0 2 8 x
`

1 0 一 5 1 8
。

9 9
乃乙

1
.

1
1
.

1

…J
T h r 一 A d e -

S t r r

R i f
s

9 9
。

9

. A r g 一 精氛酸缺陷型
,

L eu
一

亮氛酸缺陷型
,

T hr
一

苏氛酸缺陷型

A de
一

腺嘿吟缺陷 型
,

st r r ’

链霉素杭性或敏感 ( 2 0 0单位 /毫升 )

R if
` ,

利福平抗性或敏感 ( 5 单位 /毫升)

” 连续移接四代分离验证 已查明上述实验里形成的菌落形态差异甚大
。

从表观

上 A S I
。

39 8一 2 8 一 6 菌落有很多深皱折
,

色泽较 白 ; A S I
.

80 7

一 9一 g菌落皱折少而呈奶黄
,

周围不规则
,

生长较迟缓 , 融

合子菌落大而平坦
,

色泽灰 白
,

生长较快
。

测定了 3 00 株

融合子
,

若以 A SI
.

3 98 的中性蛋白酶的正 常生 产水平为

10 0%
,

则融合子的产酶水平在 10 一 13 0%之间 (图 9 )
。

已

获得产酶水平提高幅度达 30 %具有生产潜力的融合子
。

用次í冷如翻

中性蛋白酶产且%

图 9 融合子中性蛋白酶

产量 的变化及相应比率 t “̀ l

五
、

原生质体转化

革氏阴性菌和阳性菌原生质体粒转化都有报道 二 ”“ ,

27 1
。

在枯草杆菌的转化系 统中
,

用 30 % P E G 6 0 0 o 短 时处
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理可以得到很高的转化频度
,

但在巨大芽抱杆菌中使用同样的方 法转化频度比较低
。

近来报

道 20 % P E G 存在下染色体 D N A 可使原生质体转化产生重 组体
,

每个标记最高转化频度大

约为再生原生质体的 5 x l -0 5 ,

最 适 D N A 浓度 为 1一 2 微 克 /毫升
。

在作者 61[ 以原生质体融合及转化的系列研究中
,

以枯草芽抱杆菌为供体转化地衣形芽抱

杆菌原的生质体
,

发现转化频度达 10
~ 5
一 1 0 “ 2 ,

大大高于它们的原生质体融合频度
。

除营养标

记和抗性标记能互补外
,

产芽抱性能和分泌红色色素性能亦能转移
。

可以认为转化性能及转

入 D N A 片断大小差异较大
,

而且对受体细胞培养的要求较低
,

因为原生质体转化与感受 态关

系不大
。

根据上述理 由
,

作者认为原生质体转化是较原生质体融合更适于工业微生物的育种
。

图 10 是在 P EG 存在下以细胞或原生质体为受体细胞转化频度与转化时间的关系
。

甘
2

·

粉、

\

80 1 2 0

车专丁匕!付间 (分 )

洲媛亥妞
\ \\

日日UUn““日“““””

冉Uó切U

xà洲氛习毕供

\、、、
二

转 }匕日
、

犷1:1] 《份
·

、

图 1 0 P E G存在下 以 B
.

s ut iil
s 为供体转化

B
.

li e h e n i f o m i s 细胞和原生质体 [6 1

受体标记
:

.

T h r 一 A d e 一 S t r 『

R i f
’

供体标记
:

A r g一 L e n 一
R i f

r

s t r ,

二亲株营养缺陷和杭性回复须率 皆小 于 1 0 一 ,

六
、

再
.

生

任何一项新的原生质体技术
,

再生是最大的障碍
。

虽然能看到某些有价值的规律
,

但对

最适的再生条件即便是亲缘关系非常密切的菌侏
,

营养和其它条件的差异也是明显的
。

一般

再生率为 l %~ 2 % 再生率可用几种形式估量
,

例如在再生平皿上的菌落数
,

同制备原生质体
·

的培养物中细菌数的比率
,

或者用血球计数板计算原生质体数
。

芽抱杆菌原生质体融合的早期研究
,

建立了立种再生方法
。

巨大芽抱杆菌是将原生质体

涂布于高渗培养基的软琼脂层中
,

而枯草杆菌则直接涂布于培养基的表面
。

这二种菌的再生率

为 1~ 10 %
。

最近对枯草杆菌的最适再生条件已经进行 了系统的探索 21[
,

并达到 100 %再生
。

推荐的方法包括稳定剂的应用 (血清 白蛋白加到悬液中
,

明胶加到再生平皿中 ) 和温度的选择
。

除了选择最佳培养基的成分外
,

物理条件也很重要
,

如再生平皿的严重脱水
,

会增加再

生率
; 增加再生培养基的渗透压 (蔗糖浓度高于通常的 。

.

3M )
,

对某些菌株的再生也有 利 ;

不同的缓冲液和高渗稳定剂也有不同的影响 (表 7 )[
’ “ l

。

此外
,

再生率还与制备原生质体 时
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的条件有关
,

如酶解条件控制不好
,

会使再生率大大下降
。

还有如溶菌酶的 浓 度
,

反 应 时

间
,

反应温度
,

对原生质体再生率和细菌融合频度也有明显的影响 (图 1 1) 嘟 l
。

在以枯草芽

抱杆菌为试验对象的情况下
,

采用 25 0微克 /毫升溶菌酶
,

42 ℃进行原生质体制备
,

15 分钟后就

成球状
,

再生率随处理时间延长而下降
,

但融合频度却在 45 分钟时为最高
。

表 了 不同缓冲液和高渗稳剂对 已a ic ” 。 s 原生质体再生产的影响 〔̀ ” ,

配` },酶` ! ,“ “的缓之中液
}

一

卜
高稳稳定剂 再 生 率

0
.

5 蔗 糖

N a
C I

蔗 糖

N a
C I

555
。

000

222
。

111

111
。

777

(.匀
(,0é言

、

嘴、

0
.

▲ : B
.

s u
b t i l i s Y S l l ,

B
.

s u b t i l i s

L M H A 浓布 于 H C P 十 腺嘿吟

再生培养基时再生数

甲
,

,
:

Y lS l ,
L M H A 的渗透压耐性菌

数

.
:

Y lS l ,
L M H A 的 腺嘿吟互补

个数 (融合子数 )

口 : 相衬于再生个数的融合子数

(细融胞合频度 )

l 0

J 05

\ \
:

_
1
1

:
。

石{二」
, 。 _ ,

馨
/ 一 }

` “

蔓

(
-

一卜脚\令à彭型层八御六\令à睐粼州(切东\令à燕如罐

10 , 10
一
月

15 3 0 4 5 6 0

处理时间 (分 )

图 1 1 4 2℃ 时溶菌晦 ( 2 5 0微 克 /毫升 ) 处理

B
.

s u b t i l i s 时
,

再 生率和细胞融合频度 的动 力学 [2 , ]
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