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黑曲霉原生质体的制备、再生及转化条件
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摘!要!为了建立原生质体介导的黑曲霉转化系统!研究了菌龄"酶系统"渗透压稳定剂"酶解时间
对葡萄糖淀粉酶生产菌株黑曲霉474789$#.$原生质体形成与再生的影响#结果表明!培养#:
的幼嫩菌丝体最适于制备原生质体$综合考虑原生质体形成与再生的情况!作者选用.;()%<山
梨醇为最适渗透压稳定剂!.=%:<蜗牛酶>.=%:<纤维素酶>$*.=%:<溶壁酶为最适裂解酶组
合!/$?酶解!@"!/A!最适合的原生质体的再生培养基为含$@%;()%<8=BC#的6D培养基#
在E5F和4G4)!存在条件下!以潮霉素H为选择性标记!质粒IH40JK=L(转化原生质体!每微克

M+3可获得#!"个转化子#
关键词!黑曲霉$原生质体$制备$再生$转化
中图分类号!N&1% 文献标识码!3
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RP;TX(LRATLT)TGYT(XIL(R(I)GYR ĜY/$?GQ:!*"!/A*9(LRATLT=TQTLGRP(Q(XRATIL(R(I)GYR
ILTIGLT:XLTYA)K’RAT6D;T:P-;Z(QRGPQPQ=$*%;()(< 8=BC# ĜYRATWTYR*E5FGQ:4G4)!
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!!黑曲霉%!"#$%&’(()"*’&$%&不仅是重要的工业 生产菌株’而且作为外源基因的表达系统具有优于
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大肠杆菌!,"-.$%’-.’/+-0(’"和酿酒酵母!1/--./2
%034-$"-$%$5’"’/$"的特点#因此采用分子生物学手
段改造和利用黑曲霉具有十分重要的研究及应用

价值$其中#外源基因转化系统的建立是进行黑曲
霉基因工程改造最关键的步骤$目前研究的方法
主要有%原生质体>E5F法&醋酸锂转化法&农杆菌
介导的转化’.(&电转化法’!(等#其中原生质体>
E5F法是丝状真菌转化中普遍使用的方法#并且已
在若干实验菌株中成功实践$
丝状真菌原生质体的研究自5;TLY(Q’/(首次

报导得到粗糙脉孢菌的类原生质体结构以来#已经
取得了长足的进步$真菌原生质体广泛应用于原
生质体融合育种#质粒&线粒体等外源基因的原生
质体转化#细胞壁的重建以及生理生化研究等方
面$因而#无论在理论上还是应用上#原生质体的
研究均引起人们的浓厚兴趣$近年来#真菌原生质
体的研究对象已从实验室模式种逐渐转向具有工

业价值的生产菌株#以期获得更好的经济效益’#($
作者以葡萄糖淀粉酶生产菌株黑曲霉 47478
9$#.$为对象#研究了其原生质体制备#再生及转化
的条件#为进一步对其进行基因改造打下基础$

>!材料与方法

>?>!菌种和质粒
黑曲 霉 !!"#$%&’(()"*’&$%"47478 9$#.$

!F3$#$".&"为葡萄糖淀粉酶工业生产菌株#由江
南大学中国高校工业微生物资源和信息中心保藏$
用于遗传转化的质粒IH40JK=L(%由作者所在

实验室保藏#携带潮霉素H抗性基因!AIA"#限制性
酶6’*7"酶切线性化$

>?@!培养基

6D固体培养基%营养汁粉!日本制药株式会
社"$@1=):<#酵母提取物!C‘C7M"$@!=):<#蛋
白胨!C‘C7M"$@"=):<#氯化钠$@!=):<#淀粉.

=):<#琼脂.@&=):<#IJ"@1$

4M液体培养基%参照文献’"(配置$

4M固体培养基%在4M液体培养基中加入.@&
=):<的琼脂$

>?A!试剂
溶壁酶!<KYPQ=TQ[K;T"购自BP=;G公司*纤维

素酶&蜗牛酶购自华美生物工程公司$

>?B!原生质体制备
黑曲霉菌株在6D培养基上于/#?培养2%A#

挑选标准菌落划线4M固体培养基#/#?培养2%
A#从4M平板上取#Z;!左右琼脂块放入内含%$

;<4M液的三角瓶中#/#?培养&!!.##A#收集
菌丝体#.;())<山梨醇溶液洗一次#称取湿重#按
质量体积比.a.$加入裂解酶液#/$?#1$L);PQ
酶解$血球计数板监测原生质体的形成数量#确定
酶解时间$将原生质体液过滤#取滤液#/!$$L)

;PQ离心.$;PQ#弃上清液#分别用预冷的$@%
;())<V4)溶液&B)4溶液!.;())<山梨醇#"$
;;())<4G4)!"洗涤沉淀#离心$原生质体沉淀重
悬于适量B)4溶液#置冰浴备用’%($

>?C!原生质体再生
将新鲜制备的原生质体适当稀释#涂布添加

$@%;())<8=BC#作为渗透压稳定剂的6D固体培
养基#置/#?培养/!#:#对形成的菌落进行计数
!!"#为消除由未除尽的菌丝片段再生出的菌落所
造成的误差#同时将原生质体涂布于未添加渗透压
稳定剂的6D培养基#其再生菌落数作为对照!8"#
显微镜下观察的原生质体数#计为9#再生率用下式
计算%原生质体再生率b’!!>8")9(c.$$_
>?D!原生质体的转化
转化实验前#先将黑曲霉F3$#$".&的菌丝体

培养液稀释后分别涂布含有"$&1$&.$$&.!$&."$

#=);<潮霉素H的6D培养基上#/#?培养#以确
定潮霉素H对F3$#$".&生长的最小抑制浓度’&($
将制备好的原生质体离心#弃上清#洗涤#沉淀

重悬于预冷的B)4溶液#使菌体浓度达到.!/c
.$%个);<$取.$$#<原生质体悬液#加入约.!
.$#=的线性化质粒IH40JK=L(!.$#<体系"#用
枪头轻轻吹吸混匀#加入"$#<E5F溶液!!"_
E5F1$$$#"$ ;;())< 4G4)!#.$ ;;())< 6LPY0
J4)#IJ&@""#轻轻颠倒混匀#冰浴!$;PQ#取出后
缓缓加入.;<E5F缓冲液#室温放置";PQ后加
入!;<B)4溶液#轻轻颠倒混匀#将其与含有潮霉
素H!.$$#=);<"的再生培养基混匀后倒平板#/#
?培养"!%:$

@!结果与讨论

@?>!原生质体的形成

@?>?>!菌龄对原生质体形成的影响!分别取培养

/&#&"&%:的菌丝体制备原生质体#其中渗透压稳
定剂采用$@&;())<8=BC##裂解酶采用!=):<
纤维素酶d.=):<蜗牛酶$不同生长时期的菌丝
体对裂解酶的敏感程度有很大的差异#培养#:的
菌丝体酶解!@"A获得原生质体数最高#达到1@"c
.$"个);<#见图.$这表明幼嫩菌丝的细胞壁更易
被酶降解而释放出原生质体#但不是菌丝体的菌龄
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越小!原生质体得率越高!培养/:的菌丝体酶解

!@"A原生质体数仅.@"c.$"个";<!原因可能是
在菌的不同生长阶段!菌丝体细胞壁的结构组成有
所不同导致#1$%

图>!菌丝体培养时间对原生质体形成的影响

)-2E>!F((.,0"(93,.’-#9-%,#;&0-"%0-9."%01.5$.5&G

$&0-"%"(01.5$"0"5’&808

@?>?@!渗透压稳定剂对原生质体形成的影响!分
别以蔗糖&葡萄糖&山梨醇&V4)&8=BC#等作为原生
质体形成的渗透压稳定剂!采用.=":<蜗牛酶>
$@"=":<纤维素酶>$@.=":<溶壁酶的混合酶制
备原生质体!结果见表.%.@$;()"<山梨醇是菌
株释放原生质体最佳的渗透压稳定剂!原生质体数
达到&@"c.$"个";<!其次是.;()"<8=BC#!原
生质体数为/@$c.$" ;()"<’当浓度增加到.@!
;()"<山梨醇时!原生质体数仅为.@"c.$"个"

;<%这一结果说明!渗透压稳定剂的种类及其浓
度的选择对菌丝体原生质体的形成非常重要%
表>!不同渗透压稳定剂对菌株原生质体形成数量的影响

7&;E>!F((.,08"(*-((.$.%0"89"0-,80&;-’-H.$8"%01.$.’.&8.*

5$"0"5’&808"(01.80$&-%

渗透压稳定剂
原生质体数"
(个";<)

$@%;()"<蔗糖 !@$c.$"

$@%;()"<葡萄糖 >

.;()"<山梨醇 &@"c.$"

.@!;()"<山梨醇 .@"c.$"

$@%;()"<V4) !@$c.$"

$@&;()"<8=BC# .@"c.$"

.;()"<8=BC# /@$c.$"

裂解液(.;()"<+G4)!
$@#;()"<4G4)!) !@"c.$"

@?>?A!不同裂解酶及浓度对原生质体形成的影响

!由于丝状真菌细胞壁成分较为复杂!要获得较高
的原生质体得率!需要选择合适的裂解酶!使用微
生物产生的酶复合体或者商品酶的混合液比单独

使用一种酶效果好#2$%为此作者采用蜗牛酶&纤维

素酶和溶壁酶!将这/种酶进行了不同的组合及浓
度配比(渗透压稳定剂采用.;()"<山梨醇)!结果
发现!纤维素酶的作用比较明显!但由于酶液采用
直径$@#"#;的无机相膜进行过滤除菌!浓度不宜
过高!否则易造成膜孔堵塞!给过滤带来困难%.="

:<蜗牛酶>.=":<纤维素酶>$@.=":<溶壁酶的
浓度配比获得的原生质体数最高!达到.@"c.$%

个";<!见表!%
表@!不同酶组合对菌株原生质体形成数量的影响

7&;E@!I%(’#.%,."(*-((.$.%0,"99.$,-&’.%H39.,"9;-%&G

0-"%8

"%01.$.’.&8.*5$"0"5’&80"(01.80$&-%

酶
原生质体数"
(个";<)

._纤维素酶d._蜗牛酶 !@1c.$"

!_纤维素酶d._蜗牛酶 "c.$"

._溶菌酶.._蜗牛酶d
$@._纤维素酶d$@/_溶菌酶 !c.$"

._蜗牛酶d$@._纤维素酶d
$@._溶菌酶 /@1c.$"

._蜗牛酶d$@"_纤维素酶d
$@._溶菌酶 &c.$"

._蜗牛酶d._纤维素酶d
$@._溶菌酶 ."c.$"

@?>?B!酶作用时间对原生质形成的影响!选用培
养#:的菌丝体制备原生质体!酶解"A!定时取样%
结果表明!随着酶解时间的延长!原生质体数逐渐
增加!/A达到最高!为.@$c.$%个";<!见图!%延
长酶解时间!原生质体数没有继续增加!这可能是
由于裂解酶对一些早期释放的原生质体膜有破坏

作用!影响了原生质体膜的稳定性%因此!酶解时
间不宜超过/A!酶解完毕后!应尽快将酶液除去%

图@!裂解酶酶解时间对原生质体形成的影响

)-2E@!F((.,0"(.%H39.0-9."%01.5$.5&$&0-"%"(01.

5$"0"5’&808
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@?@!原生质体的再生

@?@?>!酶作用时间对原生质体再生率的影响!裂
解酶对质膜系统会有一定程度的破坏!因此酶解时
间的长短会严重影响原生质体的再生"将菌丝体
分别酶解.!.@"!!!!@"!/!/@"!#A后涂布再生培养
基!结果见图/"酶解!!/A原生质体再生率差别
不大!!@"A时最高!为."_!低于!A或高于/A均
有较大幅度降低"

图A!不同酶解时间对再生率的影响

)-2EA!F((.,08"(.%H39.0-9."%01.$.2.%.$&0-"%"(01.

5$"0"5’&808

@?@?@!不同渗透压稳定剂对原生质体再生率的影
响!渗透压稳定剂的种类和浓度是维持和控制原
生质体数量的关键因素!它不仅可以维持渗透压平
衡!同时对裂解酶的活性反应具有一定的促进效
应#.$$!但是要注意它可能会加重原生质体的损伤或
抑制细胞壁的合成#..$"以蔗糖%葡萄糖%山梨醇%

+G4)%8=BC#为渗透压稳定剂!分别加入 6D培养
基!终浓度除山梨醇为.;()&<外!其余#种均为

$@%;()&<!结果见图#"在以$@%;()&<8=BC#为
渗透压稳定剂的再生培养基上!原生质体的再生率
最高!其次是.;()&<山梨醇"

图B!不同渗透压稳定剂对原生质体再生的影响

)-2EB!F((.,08"(*-((.$.%0"89"0-,80&;-’-H.$8"%01.$.G

2.%.$&0-"%"(01.5$"0"5’&808

@?A!原生质体释放的形态学观察
在#$$倍光镜下!观察菌丝体释放原生质体的

过程!菌丝体在酶解/$;PQ时已经开始释放原生质
体’图"3("由菌丝顶端开始逐渐膨大!内容物由
此逸出并脱离菌丝!形成原生质体"酶解!A后!大
部分菌丝被酶解成为片段!周围释放出原生质体!
此时原生质体从菌丝顶端及侧面的细胞壁破口处

脱出形成!释放’图"H("最终酶解结束时!视野中
的菌丝体只剩下短小的片段!大量原生质体形成
’图"4("

图C!原生质体形成的过程

)-2EC!4$",.88"(01.$.’.&8."(01.5$"0"5’&808

@EB!原生质体转化
将菌丝培养液分别涂布含有不同浓度潮霉素H

的6D平板上!结果发现)1$#=&;<时仅有几个零
星菌落生长*.$$#=&;<时!未观察到菌落生长"
因此!确定潮霉素H对黑曲霉F3$#$".&生长的最
小抑制浓度为.$$#=&;<"

用带有潮霉素H抗性的质粒IH40J=L(转化黑
曲霉F3$#$".&!转化率为每微克质粒M+3#!"
个转化子"随机挑取.$个转化子转接含."$#=&

;<潮霉素H的 6D培养基!所有转化子均能良好
生长!出发菌株作对照不生长"
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A!讨!论

自:$)%0"#0%/-%/""/转化首次报道后的!$年
来!许多选择标记被应用于各种丝状真菌的转化系
统中!大致可将它们分为两类"营养互补选择标记
和抗性选择标记#./$%在营养互补选择标记中应用
最为广泛的有#4%F!/%&H!;%#M!*’/M和/37B
等%但工业丝状真菌常常难以找到相应的营养缺
陷型作为受体株#.#$!这样抗性标记就显示出其优
点!即不必知道菌株的基因型亦不必构建便可以直
接用作转化受体株%常见的药物抗性标记有"潮霉
素抗性基因&.4&H’!博来霉素抗性基因&<($’!F#.1
抗性基因&*$0’!腐草霉素抗性基因&#.$’等%对以
抗生素抗性为选择标记的真菌转化系统!受体菌本
身对 抗 生 素 的 敏 感 性 至 关 重 要!就 黑 曲 霉

F3$#$".&而言!潮霉素能产生较强的抑制效果!并
结合考虑到下一步研究中带有潮霉素H抗性的质

粒IH40J=L(的使用!故作者选择潮霉素作为转化
的选择标记%
制备丝状真菌原生质体一般采用刚萌发的孢

子或生长时间短的幼嫩菌丝!因为菌龄过长!菌丝
细胞壁会沉积不易被酶降解的物质!不利于原生质
体的形成和释放#."$!但对产孢量小的菌种不适于用
孢子萌发的方法!可采用玻璃纸培养法或液体培养
法%
与原核生物相比较!由于真菌细胞壁的复杂性

和没有适合应用的自主复制的质粒等原因!外源基
因进入丝状真菌并通过重组整合染色体的频率不

高!因此丝状真菌的转化效率一直很低%常用的转
化方法有原生质体0E5F法(电转化法(醋酸锂转化
法(农杆菌介导的转化和限制酶介导的转化等%作
者在进行黑曲霉F3$#$".&原生质体转化时!发现
电击转化的效率不及原生质体0E5F法!转化率的
提高还有待进一步的研究%
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