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纤维素酶Celluclast 1．5 L在酵母菌原生质体
制备及再生中的应用
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摘 要：比较了在不同的酶浓度、处理时间、渗透剂和pH值下纤维素酶Celluclast 1．5 L和蜗牛

酶在酵母茵原生质体的形成和再生中的应用．在最佳条件下，单独使用纤维素酶的原生质体的形

成率可达60％左右，原生质体的再生率可达10％以上，与蜗牛酶类似．

关键词：纤维素酶Celluclast 1．5 L；酵母茵；原生质体；再生

中图分类号：Q 55 文献标识码：A

The Use of Enzyme Ceiluclast 1．5 L in Production and

Regeneration of Yeast Protoplast
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Abstract：This paper indicated the use of enzyme Celluclast 1．5 L(a liquid eellulase preparation)

in production and regeneration of protoplast of yeast．Under the optimum conditions，the

production yield of yeast protoplast is about 60 0A and the regeneration yield of yeast protoplast is

above 10％．
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在酵母菌原生质体的形成与再生中使用的工

具酶通常是从玛瑙螺胃液中提取的蜗牛酶．这种酶

虽然对酵母菌的细胞壁具有良好的水解作用，但因

为它实际上是含有纤维素酶、甘露聚糖酶、葡糖酸

酶、几丁质酶、脂酶等30多种酶的混合物，因此难

以通过原生质体形成与再生时的动力学研究来了

解酵母菌细胞壁的构建方式和过程．纤维素酶Cel—

luclast 1．5 L是一种专门作用于伊葡聚糖的商品化
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纤维素分解酶，而维持酵母菌细胞壁强度的主要物

质是位于细胞壁内层的葡聚糖．因此用Celluclast

1．5 L酶取代蜗牛酶来实施酵母菌原生质体的制备

与再生，不仅为酵母菌原生质体的制备提供了一种

新的方法，而且可以通过酵母菌原生质体形成与再

生的动力学研究来了解酵母菌细胞壁的构建方式

和构建过程。作者研究了Celluclast 1．5 L酶在酵

母菌原生质体形成和再生中的几个主要条件．
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—————————————————————————————————————————————————————————————————一

1材料与方法

1．1 菌种

酿酒酵母(S．cerevisia)1023由江南大学生物

工程学院微生物教研室提供．

1．2培养基

1．2．1 完全培养基 蛋白胨2 g／dL，牛肉膏1．0

g／dL，葡萄糖2 g／dL．如果固体培养，则另加入2

g／dL琼脂．自然pH，0．08 MPa灭菌20 rain．

1．2．2 高渗再生培养基在上述固体培养基中加

入0．6 mol／L蔗糖或按需要加入0．6 mol／L其它

物质．

1．3主要试剂

1．3．1 工具酶蜗牛酶(Snailase)：购自上海化学

试剂公司；纤维素酶(Celluclast 1．5 L)：由广州诺

维信公司提供．蜗牛酶(固体)在使用前用磷酸缓冲

液配成1％酶液．Celluclast 1．5 L(液体)在使用前

以磷酸缓冲液配成40％的酶液，均以0．22弘m的微

孔滤膜过滤除菌．

1．3．2 高渗稳定剂0．2 mol／L的磷酸缓冲液中

分别加人0．6 rnol／L的蔗糖、甘露醇、山梨醇、NaCl

而成．

1．3．3原生质体的制备将酵母菌从斜面上接入

装有30 mL完全培养基的150 mL三角烧瓶中，在

摇床上以120 r／min、30℃振荡培养20 h；吸取此

培养菌液1．5 mL接人另一个装有30 mL完全培养

基的150 mL三角烧瓶中，继续振荡培养6 h．吸取

10 mL菌液于离心管中，I 500 r／min离心15 rain，

弃上清液，沉淀以生理盐水洗涤2次，最后一次洗

涤后定容到10 mL．吸取1 mL菌液以生理盐水做

稀释度，以10～，10川倍的菌液在完全固体培养基

上涂布培养，记数，得到的数据为每毫升原始菌液

中的菌数A．另吸取2 mL菌液置于一个100 mL的

三角烧瓶中，加入2 mL高渗稳定液和1 mL酶液

后，置于摇床上以30℃、120 r／min振荡培养1 h．

从三角烧瓶中吸取1 mL混合液于离心管中，1 500

r／rain离心10 min，用高渗稳定液洗涤2次后定容

到2 mL．吸取0．5 mL菌液用无菌水稀释，以

10～，10～，10．8倍在高渗再生培养基上涂布培养，

记数，余液待用．得到的数据经计算后为每毫升原

始菌液中残留的菌数B．从A—B可以得到每毫升

菌液中产生的原生质体数．从(A—B)／A可得到原

生质体的产生率．

1．3．4 原生质体的再生 从待用的离心管中吸

0．5 mL菌液，以高渗培养液做稀释，以10一，lO_。，

10-8倍在高渗再生培养基上涂布培养，记数．得到

的数据经计算后，为经再生处理后每毫升原始菌液

中的菌数C．从C—B可得到每毫升酶处理后经再

生的菌液中的再生原生质体数．所以，从(C—B)／

(A—B)可得到原生质体的再生率．

2 结 果

2．1酶液对原生质体形成与再生的影响

采用3种不同的酶液组成来研究不同的酶液

组成对原生质体形成和再生的影响．第一种是用

1％的蜗牛酶1 mL，第二种用40％的Celluclast

1．5 L l mL，第三种是上述两种酶的混合液(每种

酶各占0．5 mL)．原始菌液为3．2×108 CFU，酶处

理时间为1 h，缓冲液pH值为5．8，再生培养基中

加入0．6 mol／L的蔗糖，结果见表1．

表1酶液组成对原生质体形成和再生的影响

Tab．1 Influence of different enzyme preparations on the

production and regeneration of yeast protoplast

从表1可见，Celluclast 1．5 L酶对原生质体的

形成与再生的作用与蜗牛酶基本相似，而且再生率

还略高于蜗牛酶．因此用Celluclast 1．5 L来替代蜗

牛酶进行酵母菌原生质体制备和再生的方法是可

行的．由于Celluclast 1．5 L酶对伊葡聚糖的专一水

解作用，可以进一步通过酵母菌原生质体形成和再

生的动力学研究来了解酵母菌细胞壁的构建．

2．2酶处理时间的影响

研究了酶处理时间对酵母菌原生质体形成和

再生的影响，发现酶处理时间的增加，虽然可以增

加原生质体的产生率，但原生质体的再生率反而下

降了．这可能是随着作用时间的增加，酶对酵母细

胞造成的损伤也随之增加的缘故，结果见表2．

表2酶处理时间的影响

Tab．2 Effect of enzyme treatment time
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2．3渗透稳定剂的影响

分别用0．6 mol／L的蔗糖j甘露醇、山梨醇和

NaCl来配制高渗缓冲液和高渗再生培养基，以研究

不同的渗透稳定剂对原生质体形成和再生的影响．

原始菌液为7．0×108 CFU，缓冲液pH值为5．8，

工具酶为Ceiluclast 1．5 L，结果见表3．

表3渗透稳定剂的影响

Tab．3 Effect of osmotic stabilizers

从表3可见，本实验结果与其他研究者报道的

结果“在真菌原生质体形成和再生中有机稳定剂的

效果好于无机稳定剂，有机稳定剂中蔗糖的效果最

好，甘露醇的效果次之”是一致的．

2．4 pH值的影响

为研究不同的pH值对酵母菌原生质体形成和

再生的影响，作者用0．6 mol／L的蔗糖配制高渗缓

冲液和高渗再生培养基，研究缓冲液pH值分别为

5．8，6．8，7．2时酵母菌原生质体的产生率和再生

率，原始菌液为5．6×108 CFU．工具酶用Celluclast

1．5 L，酶处理时间为1 h，结果见表4．
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以Celluclast 1．5 L为工具酶时，在酸性条件

下，原生质体的产生率和形成率均比较高，其中pH
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3 结 论

纤维素酶Celluelast 1．5 L可以作为酵母菌原

生质体的形成和再生中使用的工具酶，最佳条件

是：以pH 5．8的磷酸缓冲液配制的0．6 mol／L蔗

糖液为高渗稳定剂，质量分数8％的酶液处理1 h，

菌龄6 h，酶处理后在加0．6 mol／L蔗糖的完全培

养基上再生24 h．在这样的条件下，原生质体产生

率与再生率与用蜗牛酶做工具酶类似．
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