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细菌原生质体技术研究的进展

诸葛健

(发醉工程系 )

细菌原生质体技术是指通过细菌细胞原生质体的形成
,

并以此为对象进行育种操作的系

列技术
。

包括两亲株以上的原生质体间的融合 ; 以一亲株原生质体为受体的
_

D N A 转化 , 以

一亲株原生质体为受体
,

噬菌体为媒介的转染 , 以及以原生质体为处理对象的诱变等
。

不同

的菌种
,

不同的条件下进行这些系列的操作
,

已在工业微生物界引起强烈的兴趣
。

在工业微生物育种方面究竟原生质体技术的采用能获得多大程度的突破
,

目前尚无明确

的评价
。

即使在某一研究中取得较大效果
,

但是否具有普遍意义仍难肯定
。

亲株间 如 D N A

同源性的差异
,

限制性修饰系统的作用以及某些生理原因等
,

往往使得亲缘关系较远的菌种

间仍难以形成稳定的重组体
。

但对于发展中国家
,

条件中等的研究单位或企业
,

无疑是一种

值得一试
、

甚至在某种情况下
,

有可能获得良好结果的有效途径之一
。

本文主要就原生质体技术本身的发展和改进
,

如细胞的原生质体化
、

重组 过 程 和 再生

等
,

着重于芽抱杆菌
、

梭菌和棒杆菌等工业用菌进行综述
,

同时也介绍我国应用领域的研究

现状
。

1 原生质体的制备和形成

获得有活力
,

脱壁较为完全的原生质体是原生质体育种技术的关键步骤之一
。

细菌细胞

原生质体化的基本步骤是类似的
,

但在实际工作中
,

各种细菌菌种甚至菌株间原生质体化的

条件并不相同
,

有时差异很大
。

其差别主要是细胞壁组成和结构的差异引起细胞壁对溶菌酶

的敏感性不同
。

为了达到同样程度的脱壁水平
,

可以采用不同的处理方法
。 .

( l) 待原生质体化细胞的培养过程中添加有关化学物质如甘氨酸
、

青霉素 [” 2 1和 D一环

丝氨酸山
5 ]等

,

使壁对溶菌酶的敏感性增加
。

细菌细胞壁都具有由肤聚糖组成的 骨架
,

溶菌酶

能切断 N 一 乙酞葡萄糖胺 与 N 一 乙酞胞壁酸之间的卜 1 ,
4键分子联接

。

甘氨酸的 作用主要是它

取代细胞壁中肤聚糖中的 L 一丙氨酸和 D 一 丙氨酸残基 , 取代了 D 一 丙氨酸
,

干扰了正常的交

叉键合
。

青霉素能干扰甘氨酸交联桥与回肤侧链上的 D 一 丙氨酸之间的联结
,

使细 菌不能合成

完整的具有空间网络结构的细胞壁
,

使细胞壁结构疏松
,

便于溶菌酶处理
。

由于只有 G
+

细菌有

L 一 甘氨酸联桥
,

G
一

细菌无
,

所以在培养基中加入青霉素只对 G
斗

细菌形成原 生 质体有效
。

D 一环丝氨酸的结构与 D 一丙氨酸相似
,

可竞争性抑制丙氨酸消旋酶的作用
。

使 L 一 丙氨酸不

本文 19 8 9 年 2 月 2 0 日收到
。
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能转化成 D ` 丙氨酸
。

细菌因无D 一 丙氨酸而不能完成 N 一 乙酞胞壁酸五肤的合成
,

组建不了

细胞壁
,

故使用 D , 环丝氨酸时加入一定渗透压的稳定剂有助于原生质体制备
。

作者 t` l在用

各种方法处理谷氨酸产生菌棒杆菌时
,

若原生质体率都达到 99 %时
,

单用溶菌酶处理细胞形

成原生质休较困难
,

需经 36 小时处理方达要求
。

而 加 2%甘 氨酸和 0
.

67 U / m l青霉素G予处

理
,

再用溶菌酶处理
,

10 小时就达到要求
,

效果明显
。

I s a o
K ar ub

e
等也发 现甘 氨酸的予

处理对赖氨酸产生菌黄色短杆菌的原生质体制备有利 〔2 1
。

(幻 下列因素对原生质体化亦有影响
,

苏云金杆菌在不含葡萄糖的培养基中培养比在含
.

葡萄糖的培荞基中生长对溶菌酶更为敏感
“ ’ , 又发现在快速生长培养基中生长的细胞远较在

慢生长培养基中对溶菌酶敏感
,

而葡萄糖存在与否并不影响对酶敏感性 t31
。

收获细胞时
,

在

E D T A N
a 犷或蒸馏水中反复洗涤会降低细胞对溶菌酶的敏感性

,

冷冻细胞又会进一步降低敏

感性
,

处于对数生长早期的细胞而又未洗涤就直接悬浮于溶菌酶中的迅速生长细胞对溶菌酶

表现出最高的敏感性 【3 ’ 。 此外
,

所用的缓冲液
,

离子强度及种类及一些化学物 质 的 影 响也

是可观的 「2 5
’ 6 , : 1

。

:(3 > 自声酶的应用 制备细菌原生质体时
,

主要采用溶菌酶
,

这种酶对G
`
细 菌 较 为有

效
,

但对于 G
`

细菌和部分 G
+

细菌的细胞壁消化效果有时不佳
。

虽然此时可作用 类似 E D T A

的表面活性剂
,

或多种酶的组合
,

但总有部分细菌对溶菌酶具有抗性 l8[ “ 1,

其抗性机制尚不

倩
,

但一般多与细菌细胞壁的特殊结构有关
。

肤聚糖的修饰和限制肤聚糖接触性的可亲和细

胞壁组分的存在如磷壁酸和糖醛酸磷壁酸或壁表面蛋 白质组分是引起细菌溶菌酶抗性的主要

因素
。

T e m e y o r 31[ 在制备苏云金杆菌原生质体时发现
,

纯化的苏云金杆菌的细胞壁 对 溶 菌

酶
、

溶葡萄菌素
、

几丁酶
、

胰蛋白酶和枯草芽胞杆菌酶具有抗性
。

解决对溶菌酶抗性的途

径
,

除了探幸最佳生长条件和酶处理条件外
,

可对细菌自溶酶的开发应用展开研究许多细菌能

分泌自落酶
。

当将这些细菌培养一段时间后
,

细菌就会自引分泌一些胞外蛋白酶
,

能破坏自身

的细胞结构
,

在低渗条件下引起自溶
。

若控制培养基的渗透压就可用来制备原生质体
。

特别是

对溶菌酶抗性的菌株已有一些成功的例子 ’ “ , “ , `” , 3 ,

川
。

在苏云金芽抱杆菌研究中
,

一

这种自我消

化细胞壁的条件是 37 ℃于” 毫克分子 T
r is H CI

, p H 7
.

5 ,

含 10 毫克分子 M g C I:
,

l毫克分子

C
a
C I:

, i毫克分子 M n
C 12

, 0
.

1毫克分子 C
o C 12

, i 毫克分子二硫苏糖醇
,

B S A ( i 毫克 /毫升 )

和 35 。~ 50 0毫克分子蔗糖
,

加入苏云金杆菌自溶酶的外源制备物
。

此时原生质体形成速度和

形成率都增加
。

另外在高浓度溶菌酶处理细胞时若影响 了再生率
,

采用自溶酶也是合适的
。

杆菌细菌的原生质体释放一般是从杆菌的一端进行的
,

但棒杆菌的
“
八

”
字形排列的细

胞的原生质体释放是从棒状细胞裂殖断裂的一端开始
,

释放的原生质体融合成球状而释放
,

作者根据显微摄影的详细观察 [’ 2 1提出了原细胞鞘与融合的原生质体一起 构 成了
“
海鸥

”
状

的释放模式川
。

2 原生质体的重组技术

了 原生质体的重组技术目前最常见的是融合
,

其次为转化
。

它们的特点是都加入了重组促
’

进剂
。

_

最初 F
o d of 等 [̀ 3 1报道初生态的磷酸钙可用于诱导原生质体融合

,

后来 才 为 聚乙二醇

( P E G )所代替
。

作为植物原生质体融合的促进剂
。
K a 。

等 I’ 4 , ’ 5 , , “ 〕发现分子量 1 0 0 0与 6 0 0 0之间

的系列聚合度的 P E G都有效
,

而且较高浓度 ( 50 % w / v) 较之低浓度 ( 25 % ) 更 为有效
。

聚合
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度工 54 D和 4 0 0 0的护 E G在相同重量浓度时是等效的
。

在融合过程中适 当的钙离 子浓度 是必要

的万
,

当一加入夕E G
,

原生质体间就发生强烈的粘聚
: ,

融合就能较长时间发生
,

所以 P E G 的

实际处理时间很短
。

`

…
`

一 几 :
1 `

公 除 P E G本身的
一

因素外
,

它还受各种离子浓度的影响 17[ ]
。

二价和一价阳离子对 P E尽诱导

触合作用的影响较大
,

已确定融合时钙离子的浓度以 0
.

01 克分子为最佳
,

而钾
、

钠离子会降

低融合频度
,

这可解是 由于 I仁
干 、

N a 千

优先结合到质膜上
,

从而降低了 C a + 十

的刺激作用
。

-

一

; 一之近年来已成功地将电融合技术应用于动
、

植物和真核微生物的原生质体融合 [ t̀
, ` ’ 樱

,

231
。

兔融合的理论基础首先是通过电泳使两细胞膜紧紧靠近
,

由于 电场的作用
、

蛋 白质移动产生

先蛋
一

白质脂层区
,

在紧紧靠近的膜区域电击穿导致壁孔形成
,

两个相对的脂层间形成脂分子

桥云之后胞囊形成
,

两细胞间胞质相通
,

融合细胞形成 1201
。

电融合技术用于细菌原 生质体

融合已有成功报道 [ 2` ] : 将乳酸菌原生质体先悬于乳合浓度的 P E G ( < 20 % )中
,

然后通以直

流龟二
` .

在试验中发现 P E G具有保护直流电场对原生质体的裂解作用
。

`

直流 电 场 的高强度电

压达 72 千伏 /厘米
。

丙酮丁醇梭状芽抱杆菌原生质体电融合也十分有前途
。

价
`

有关融合亲本的选择也异常重要
。

一般亲缘关系越近
,

融合频度越高歹 稳定性越好
。

所

以最初的研究工作多集中在种内
,

但种内融合远不能满足工业菌种改 良的 目的
,

现在的研究

已发展到种间
:

属间甚至科间 :1, 24
,

36]
。

就工业菌种而言
,

所选亲本希望具有相似或相同的生

物合成某一产物的途径或者融合后相互修饰产生一种新的生物合成途 径 sz[ 1,
一

或者融合 亲本

带有一些特殊的性质如改变对底物的利用
、

改变对环境的耐受性
、

耐高温
、

高渗压
、

耐毒性
,

糟加凝聚性犷增大细胞体
,

赋予杀伤性质以及提高生长速度等 21[
, 2日, 2 , ,

301 川
。

厂 G
斗

和G
一

细菌的原生质体质粒转化有不少成功的报道
。 一

在枯草芽抱杆菌转化系 统
’

中
,

用

召0%尸E G七0 0 0短时处理可得到很高的转化频度
。

2 0% 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少 ” ,
一

最适 p N A浓度为

久一 2微克 /毫升
,

作者 [“ 4 1以枯草芽抱杆菌为供体转化地衣形芽抱杆菌的原生质 体
,

转化频度

达 1 0冲一 1 -0 2 ,
一

大于它们的原生质体融合频度 1
.

00 一 1 0 0 0 0倍
,

且多种特性实现 转移
。

由于培

养受体细胞的要求较低
,

受体细胞易处于感妥态
,

所以作者认为原生质体转化较原生质体融

洽
一

技术更适于工业微生物的育种
。 ` 一 . ,

“ “
,

:
-

丫
`

再生一
一 `

”
。 ,

“
- .

一
…
一

;
.

原生质体融合或转化后的重组子要成为一个无性繁殖系
,

首先必须再生
,

所以它是原生

质体技术最后的关键一步
。

影响再生的因素很多
,

但原生质体化时酶处理的浓度
、

温度和
`

时

伺影响颇大
,

才占草芽抱杆菌原生质体再生试验中 t”火觉现细胞生长和溶菌酶处理 时 的温度间

差异会增加细菌的再生数
,

P E G处理 5 分钟以上可明显降低再生率
。

由 于 在 利 于 早
`

期
。

生

长的完全或丰富培养基上再生
,

二倍体原生质体被诱导产生一个细胞壁
,

二倍体细胞于两 条

染色体复制之前分裂
,

使得遗传重组机会下降
,

因此 G a b o r
等 32[ ) 建议选择性地调节融合重

组子的再生环境
,

如在 M M而不在 C M上
,

可稳定二倍体的形成和增加下一步的重组频度
。

对

二子像质粒等染色体外的遗传物质的交换则不希望有核的融合
,

`

这可在 C M或丰富培养基上再

二生
。

苏云金芽抱杆菌等分泌自溶酶的细菌原生质体再生是较为困难的
,

这与它能分秘自:溶酶

有关
,

.

若在高渗缓冲液中加入苯甲 基碳酞氯可利子原生质体再生 132 }
。

B S A
,

明 胶 可诱导原

注质体的再生
` 34

,

争铆。 在一种外加了 3%聚乙烯毗咯烷酮的高渗半合成培养基上
,

枯草芽弛杆
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菌的原生质体再生率达到了 2 9一卿 %〔3 , ’ 。 而琼脂含量越高
,
再生率越低 t

牲
’ 。 另夹早法

二比

涂布法的再生频率也高得多
〔̀ )`

。

4 我国原生质体技术的砂究概况 一
’ ` ,

…
:

.

:-’

就微生物范畴而言
,

我国的原生质体伎术的研究起步是早的
。

’

据不完全统计
,

从 1 9 8上年

起至 1 9 8 8年全国主要学术刊物上这类研究报告约 50 篇
,

其中以细菌为研究对象的最多
。

在这

些研究中
,

真正属于工业微生物育种
.

范围的约占三分之一
,

」

就产品来分有抗生素
,

酶制剂
,

氨基酸
,

农药与农抗等
。

可以说
,

我国几乎在微生物及工业微生物的许多领域都开展了研究

在工业用细菌采用原生质体技术育种方面已有几项成果引起人们的注 意
。

王
、

宪
、

范 云

六 t Z“ l用苏云金杆菌 以色列变种和苏云金杆菌库斯塔基变种进行了 P E G诱导的原生质体融合
,

用抗药性标记对融合子进行了选择
,

在 1 98 株融合子中
,

有 17 株稳定传代 I Q次以上
,

它们具

有两个亲
`

本菌株所具有的一些特性
,

用 5 D S一聚丙烯酞胺凝胶电泳研究了稳定融合子的晶体

毒素蛋白的带
。

杀虫试验表明
,

融合形成的杂种株具有杀蚊子孑不和鳞翅目幼虫的能力` 这

为通过原生质体
4

技术选育具有广谱杀 虫剂的微生物农药开辟了一条新的可能
_

途径
`
周 东 坡

等 〔361 关于北京棒杆菌与枯草芽抱杆菌科间原生质体融合的研究结果也颇使
’

人
、

兴奋
,

.

其结果

之一是得到了既能产淀粉酶又能产谷氨酸的融合子
,

这在简化淀粉水解工艺土将会走出新的

途径
。

其结果之二是从融合子中筛选出了几株在摇瓶产酸水平上几乎提高 “ 倍的高产株
,

为

工业用菌缘杂交作出了榜样
。

·

作者和同事自
`

19 79 年 以来即对蛋白酶产生菌地衣形芽抱杆菌和

枯草芽抱杆菌进行种间的原生质体技术育种的系列研究
。

包括原生质体融合 [` J
、

原生质体转

化 〔’ 吸l
、

融合子的细胞和原生质体诱变 t 3: ]及显微镜和电镜的系统观察 .1[ 2 1。 首次获得具有工业

价值的融合子
、

转化子和突变株
,

,

对推动我国的原生质体技术研究的开展起了一定的作用
。

中国微生物学会分子生物学及生物工程专业委员会基于原生质体技术研究在我国广泛开

展这一情况
,

于 1 9 8 5年召开全国原生质体融合学术讨论会
, 1 9 8 8年又召开了全国分子育种学术

讨论会
,

集中全国的有关学者进行了交流和讨论
`
我国近年来在有关生物

、 :

发酵
、

生物化工

等专业的教学上
,

也注意了将这项新技术列入教学内容`
一

有的学会还举办了学习班拼无锡轻

工业学院自 1 9 8 3年开始即在研究生和本科高年级举办以原生质体技术为主要内容的工业微生

物育种技术的学位课程和选修课
。

在 1 9 8 5年发酵专业第户期工程师学习班上也将此课程作为
工程师知识更新的内容之一 39[ l

。 : 、

丫
’ . : ’

.
、

二
:

二
5 原生质体技术的发属前景

t

二
。

.

、 】
卜

一
任何一项新技术都不是完美无缺的

,

原生质体技术在育种上的应用也是如此
。

在国际上

刚兴起这股热潮时
,

人们期望过大
,

有些不切实际的想法石 日本学者将其归入遗传工程可能

也是将其估计过高
。

近年来国内外已获得不少可喜的成就
一

,

但毕竟未达到理想的境界
,

人们
,

还在不断完善这项技术
。 ’

一
:

-
、

由于原生质律育种
:

技术在设备与试剂方面要求不太高
·

,

实验技术:又低于遗传工程
,

所以

应该说这项 技术是符合我国国情的
。

只要坚持不懈
,

’

用科学态度正确对待这项技术言
`

相信会

有更丰硕的成果涌现
。 ’

_
一

`
_

】 ’

。
.

: :
’

戈
.

-
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