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产紫杉醇内生真菌 !"#$%&"’ ’$&%( 的

原生质体制备和再生

徐 峰，! 陶文沂!，! 程 龙，! 郭立佳
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "/4$1%）

摘! 要：通过正交设计等实验方法，详细的研究了培养基成分、酶系组成、菌龄、渗透压缓冲剂、

.8、酶解温度、时间和再生培养方式等多种因素对 !"#$%&"’ ’$&%( 原生质体制备和再生的影响。实

验结果表明：将 !"#$%&"’ ’$&%( 通过先静止 " 9 再以 /3$ : ; <=> 震摇 " 9 后，以 $? % <() ; @ 的 A7) 配

制的 .8 为 # 的复合酶（1 <B ; 9@ 溶壁酶、"? # <B ; 9@ 蜗牛酶、/ <B ; 9@ 溶菌酶和 $? # <B ; 9@ 纤维素

酶）中，1" C恒温酶解 4 D，原生质体制备产量达 1? " E /$0 个 ; <@；纯化后的原生质体在 "# C，以

$? % <() ; @ 的蔗糖配制的 F7G 再生培养基上单层培养，其再生率达 3? &H。为今后的通过原生质

体融合和诱变研究，构建紫杉醇工程菌奠定了基础。
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! ! 紫杉醇最早是于 /&0/ 年，OS>=［/］等从短枝红 豆杉（)$*"# +%(,&&-./&$）树皮中分离得到的单体二萜
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类生物碱化合物，被命名为紫杉醇（!"#$%）。随后，

&’()** 等证实紫杉醇具有独特的抗癌机制，!""# 年

被美国食品与药物管理局（$%&）批准作为抗晚期

癌症的新药上市。目前紫杉醇主要是从红豆杉的

树皮中提取，而红豆杉的生长缓慢，资源缺乏［#］。

从 !""’ 年 开 始，国 外 学 者 ()*+,-+ &［’］，(),./+-
0&［1］，2* 34［5］等均报道了从红豆杉树皮及其他植

物中分离到了多种可产紫杉醇的内生真菌。国内

学者周东坡［6］、邱德有［7］等也相续报道分离到产紫

杉醇及其类似物的报道，其产量由每升几十纳克到

上百微克。

#88’ 年，本实验室研究人员从南方红豆衫树皮

中分离到一株内生真菌 +,-".),/ /").0，产量约 #8
9 ’8!: ; 2。考虑到其良好的应用前景，首先对其进

行原生质体的制备和再生研究，为进一步的原生质

体诱变育种和融合创造条件。

!" 材料与方法

!# !" 材料

!# !# !" 菌株" 本文采用的一株红豆衫内生真菌 +,1
-".),/ /").0 编号 <!!!7，由作者所在实验室提供。

!# !# $" 培养基

斜面培养基（=%& 固体培养基）：马铃薯 #88 :
（去皮煮汁，过滤取液），葡萄糖 #8 :，琼脂 #8 :，水

! 2，>? 自然。

平板培养基：（&）@A 培养基：A:(B1 8C 5 :，

D?#=B1 8C 5 : ，D#?=B1 ! :，葡萄糖 #8 :，蛋白胨 #
:，酵母膏 # :，琼脂 #8 :，加水至 ! 2，>? 自然。（E）

再生固体培养基：相应的平板培养基中加入相应的

渗透压稳定剂。（@）再生半固体培养基：将再生固

体培养基中的琼脂浓度降至 7 : ; 2 即可。（%）(A4
再生固体培养基：蔗糖 !8 :，麦芽糖 !8 :，酵母膏 1
:，琼脂 #8 :，渗稳剂，加水至 ! 2，>? 自然。

液体培养基：（&）=%& 培养基：马铃薯 #88 :
（去皮煮汁，过滤取液），葡萄糖 #8 :，水 ! 2，>? 自

然。（E）酵母浸膏完全培养基（4@A）：在 @A 培养

基中把蛋白胨和酵母膏的量均提高至 5 : ; 2。（@）

A@A 培养基：在 @A 培养基中添加微量元素溶液 !8
F- ; 2，微量元素溶液每升中含 1 F: A:(B1，! F: @GH
(B1·5?#B，7 F: AI@-#·1?#B 和 !8 F: $+(B1 ·

7?#B 。（%）基础种子培养基（E(A）：葡萄糖 #8 :，

硝酸铵 ’ :，A:(B1 8C 5 :，D?# =B1 8C 5 :，加水至 !
2，>? 自然。

!# !# %" 酶试剂 " 溶壁酶（2<JK--L<F+），纤维素酶

（@+--G-KM+）；蜗牛酶（(IK*-KM+）；溶菌酶（2<M.L<F+）

称取所需质量浓度的酶，采用相应的渗透压稳

定缓冲液配制，经 8C 15 !F 微孔滤膜过滤除菌后备

用，现用现配。

!# !# &" 渗透压稳定剂" 8C 6 F.- ; 2 NK@-，8C 6 F.- ;
2 D@-，8C 6 F.- ; 2 甘露醇，8C 6 F.- ; 2 蔗糖。

!# $" 方法

!# $# !" 菌丝体的培养" 先在斜面培养基上活化出

发菌株一次，然后在 #5 O，装液量为 ’88 F2 三角

瓶中装入 58 F2，先静止 # P 再 !Q8 , ; F*I 振摇 # 9 ’
P 的方式培养。培养好的菌丝体以 5 888 , ; F*I，离

心 #8 F*I ，收集菌丝体，用渗透压稳定剂洗涤两次，

再转入平底试管。

!# $# $" 原生质体制备" 取 8C #5 : 湿菌体加入 ! F2
酶液在平底试管中震荡摇匀，在适宜的温度下酶

解，反应期间每隔一段时间吸取少量酶解液镜检观

察菌丝变化和原生质体制备情况，用血球计数板计

算原生质体数。酶解结束后，加入 8C 5 倍酶液体积

的渗透压稳定剂，涡旋混合后，用三层镜头纸过滤

除去残存的菌丝体及菌丝片段，滤液以1 888 , ; F*I
离心 !8 F*I，沉淀的原生质体用渗透压稳定剂洗涤

两次后重新悬浮于收集得纯化的原生质体。

!# $# %" 原生质体的再生" 在经过纯化后的原生质

体溶 液 中 加 入 5 FF.- ; 2 @K@-# ·?# B 作 为 保 护

剂［!#］，按下面 # 种方式涂平板：

!）单层平板培养法：将原生质体悬液用液体再

生培养基进行系列稀释，直接涂布在再生固体培养

基平皿中，#5 O培养 ’ 9 5 P。

#）双层平板培养法：将原生质体悬液稀释涂布后

再倒入 5 F2 半固体再生培养基，#5 O培养 ’ 95 P。

同时，为了消除残余菌丝所形成的再生菌落所

带来的误差，要用低渗溶液处理原生质体 ’8 F*I，

稀释涂布在 @A 培养基上作为对照。

原生质体再生率 ; R S
（再生平板菌落数 T 低渗平板菌落数）U 稀释倍数

涂布体积（F2）U 原生质体浓度（个 ; F2）
U !88

$" 结" 果

$# !" 原生质体形成研究

$# !# !" 原生质体的形成和释放过程 " 酶反应 ! V
左右菌丝开始发生变化，部分断裂见图 !K；反应 # 9
’ V 后，菌丝多呈易断的念珠状见图 !/，部分缠绕菌

丝呈葡萄串状见图 !W，此时原生质体开始大量释

放，释放形态以原位释放为主；反应 1 9 5 V 后，原生

质体浓度升至 !87 个 ; F2 以上，经过纯化后呈分散

的小球状，见图 ! P，直径约 #C 5 9 !8 !F。
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图 !" !"#$%&"’ ’$&%( 原生质体的分离

#$%& !" ’()*+,$)- ). !"#$%&"’ ’$&%( /0),)/*+(,

12 !2 1" 培养基组成的影响 " 培养基成分不同，会

引起细胞壁的成分发生某种程度的变化，从而使细

胞壁对酶的敏感性发生相应的变化，影响原生质体

的制备。研究了 !"#$%&"’ ’$&%( 在 !"# 培养基，基

础种子培养基，酵母浸膏完全培养基和 $%$ 培养

基培养后，制备原生质体时产量的变化（ 见表 &）。

发现经 !"# 培养基和基础种子培养基均能获得的

较好的原生质体产量。

表 !" 培养基组成的影响

3+4& !" 5..67, ). 869$+ )- /0),)/*+(, :$6*9

培养基种类 原生质体产量（ ’ &()个 * +,）

!"# 培养基 -. / -0 1

基础种子培养基（23$） -4 / -0 -

酵母浸膏完全培养基（5%$） 6 / (0 .

$%$ 培养基 &- / (0 )

12 !2 ;" 预处理的影响 " 根据文献报道，巯基乙醇

能够打断菌丝外分泌蛋白的二硫键，破坏细胞壁外

这一蛋白保护层，使菌体的细胞壁对酶的敏感性增

强［.，&-］。在酶解前用体积分数 (0 47 巯基乙醇对菌

丝进行了预处理 8( +9:，发现原生质体产量并未有

明显提高，这和孙剑秋等［&&］的研究结果一致。

12 !2 <" 酶系统浓度和组成的影响" 由真菌制备原

生质体采用单一酶的效果没有复合酶好，不同真菌

细胞壁的组成有差异，初步实验发现溶壁酶在制备

过程中起关键作用，溶壁酶浓度低于 - +; * <, 的复

合酶系统都较难成功制备原生质体。考虑到各种

酶的协同作用［.］，使用正交表 ,1（8= ）作四因素三

水平正交试验，比较了溶壁酶、纤维素酶、蜗牛酶和

溶菌酶的效果并做了优化。表 - 表明，= 种酶中影

响最大的是溶壁酶，其次为蜗牛酶。根据主要因素

取最好水平的原则，所以采用 8 +; * <, 溶壁酶、8

+; * <, 蜗牛酶、&0 4 +; * <, 溶菌酶和 (0 4 +; * <, 纤

维素酶组成的酶系统。经过实验，在同等条件下该

酶系统能够制备得最大的原生质体产量 80 6 ’ &(6

个 * +,。

表 1" 酶系的组成对原生质体制备的影响

3+4& 1 " 5..67, ). ,=6 7)84$-+,$)- ). >+0$)?( 6-@:86( )-
/0),)/*+(, :$6*9

序号
溶壁酶 *
（+; *
<,）

蜗牛酶 *
（+; *
<,）

溶菌酶 *
（+; *
<,）

纤维素酶 *
（+; *
<,）

原生质体
产量 *

（ ’ &()个 * +,）

& &（-） &（&0 4） &（&） &（(0 4） (0 -=
- &（-） -（-） -（&0 4） -（&） 80 8
8 &（-） 8（-0 4） 8（-） 8（&0 4） 40 )
= -（-0 4） &（&0 4） -（&0 4） 8（&0 4） &&
4 -（-0 4） -（-） 8（-） &（(0 4） &4
) -（-0 4） 8（-0 4） &（&） -（&） &.
6 8（8） &（&0 4） 8（-） -（&） &)
. 8（8） -（-） &（&） 8（&0 4） -&
1 8（8） 8（-0 4） -（&0 4） &（(0 4） -6
)& 10 &= -60 -= 810 -= =-0 -=
)- == 810 8 =&0 8 860 8
)8 )= 4(0 ) 8)0 ) 860 )
*& 80 (4 10 (. &80 (. &=0 (.
*- &=0 )6 &80 &( &80 66 &-0 =8
*8 -&0 88 &)0 .6 &-0 -( &-0 48
+ &.0 -1 60 61 &0 46 &0 )4

12 !2 A" 菌龄及培养方式的影响" 由于持续的摇瓶

培养容易导致菌丝密集缠绕甚至结球［1］，经过比较

采用先静止 - < 再 &.( > * +9: 摇 - ? 8 < 的培养方式

为最佳。在此培养方式基础上，研究了培养时间对

原生质体产量的影响（ 见表 8）。可以发现在静止

培养 - < 后再 &.( > * +9: 振摇 - <，原生质体产量

最大。

表 ;" 培养时间对原生质体制备的影响

3+4& ;" 5..67, ). $-7?4+,$-% ,$86 )- /0),)/*+(, :$6*9

静止 - < 后培养时间 * < 原生质体产量 *（ ’ &()个 * +,）

& -0 4 / (0 )

- 8- / 40 &

8 &. / 80 4

12 !2 B" 渗透压稳定剂的影响" 合适的渗透压稳定

剂对原生质体的释放非常重要。由于渗透压稳定

剂的存在，可以使原生质体内部的渗透压与环境渗

透压保持平衡，防止原生质体的破裂。在上述条件

下，我们比较了不同的渗透压稳定剂（(0 ) +@A * ,）

对原生质体制备的影响。图 - 表明，(0 )+@A * , 的
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!"# 是 !"#$%&"’ ’$&%( 较好的原生质体释放渗透压

稳定剂。

图 !" 渗透压稳定剂的影响

#$%& !" ’(()*+, -( -,.-+$* ,+/0$1$2)3, -4 53-+-51/,+ 6$)17

!8 98 :" $% 的影响 " 环境 $% 对酶的活性影响很

大，研究了在用复合酶制备原生质体时环境 $% 对

原生质体释放的影响。图 & 表明，在研究范围内

$% 值为 ’ 时，原生质体的产量为最大。

图 ;" 5< 的影响

#$%& ;" ’(()*+, -( 5< =/1>) -4 53-+-51/,+ 6$)17

!8 98 ?" 酶解温度的影响 " 温度对酶解有双重作

用。温度的升高一方面可以使反应速度加快，另一

方面也可以使酶变性失活。原生质体酶解温度一

般控制在 () * +) ,［-，.)］。作者比较了在 (’，(-，&(
和 &’ ,时原生质体的产量，表 + 表明，&( ,是该酶

系统的最佳作用温度。

表 @" 酶解温度对原生质体制备的影响

A/0& @" ’(()*+ -( 7$%),+$4% +).5)3/+>3) -4 53-+-51/,+ 6$)17

酶解温度 / , 原生质体产量 /（ 0 .)1个 / 23）

(’ .( 4 (5 )

(- (( 4 (5 6

&( &. 4 &5 &

&’ (1 4 (5 .

!8 98 B" 酶解时间的影响" 酶解时间和原生质体的

质量的密切相关的。时间过短，原生质体形成不完

全；时间过长，脱壁太完全，质膜易受损，从而影响

再生［-］。在以上条件下，我们发现随着酶解时间延

长，在 + * ’ 7 原生质体量达到最大，见表 ’，考虑到

对再生率的影响，酶解时间控制在 + 7 左右。

表 C" 酶解时间对原生质体制备的影响

A/0& C" ’(()*+ -( 7$%),+$4% +$.) -4 53-+-51/,+ 6$)17

酶解时间 / 7 原生质体产量 /（ 0 .)1个 / 23）

( & 4 .5 &

& ’ 4 (5 -

+ (- 4 &5 &

’ (’ 4 +5 .

1 (& 4 ’5 )

!8 !" 原生质体再生研究

原生质体再生的因素除了菌种本身的特性以

外主要是制备条件，再生培养基组成和再生培养条

件。另外酶浓度和酶解温度也有一定影响［-］。

!8 !8 9" 再生培养基组成的影响" 由于原生质体已

经失去细胞壁的保护，不再是一个正常的细胞，在

普通培养基平板上也不能正常生长繁殖。因此，本

实验研究了在 + 种固体再生培养基中原生质体的

再生情况，见表 1，发现 8"9 再生培养基的效果最

好，"9 再生培养基效果其次。

表 D" 培养基组成对再生的影响

A/0& D" ’(()*+, -( .)7$/ -4 +E) 3)%)4)3/+$-4 -( 53-+-51/,+

培养基种类 再生率 / :

;<= 再生培养基 15 . 4 (5 .

"9 再生培养基 65 ( 4 (5 (

8"9 再生培养基 65 - 4 .5 )

>98 再生培养基 ’5 ) 4 )5 1

!8 !8 !" 再生平板的渗透压稳定剂的影响" 原生质

体对渗透压很敏感，选择在上述条件下，比较了 )5 1
2?# / 3 !"#，@A"#，9B>C+，甘露醇和蔗糖 ’ 种渗透压

稳定剂对原生质体再生的影响。表 6 表明，蔗糖和

甘露醇对内生真菌 !"#$%&"’ ’$&%( 原生质体的再生

有较好的促进作用。

表 :" 渗透压稳定剂对再生的影响

A/0& : " ’(()*+, -( -,.-+$* ,+/0$1$2)3, -4 +E) 3)%)4)3/+$-4
3/+) -( 53-+-51/,+

渗透压稳定剂种类 再生率 / :

!"# 65 1 4 (5 +

@A"# ’5 ’ 4 .5 -

9B>C+ 65 ( 4 &5 )

>DEF?GH -5 + 4 .5 I

9AJJKL?# -5 . 4 .5 6

!8 !8 ;" 再生培养方式的影响" 双层平板培养法可
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以较单层培养更好的保护原生质体促进再生［!!］。

作者实验比较了单层与双层平板培养法对于内生

真菌 !"#$%&"’ ’$&%( 原生质体再生率的影响，表 "
表明无显著性差别，因此可采用简单方便的单层平

板培养法［!#］。

表 !" 培养层数对再生的影响

#$%& !" ’(()*+, -( .$/)0, -1 +2) 0)3)1)0$+4-1 0$+) -( 50-+-6
5.$,+

层数 原生质体再生率 $ %

! "& ’ ( ’& !

’ "& ) ( *& #

7" 讨" 论

在对产紫杉醇内生真菌 !"#$%&"’ ’$&%( 的原生

质体制备和再生研究过程中，吸收了前人的许多经

验规律，在尽可能不影响再生率的前提下探索出获

得较高原生质体产量的制备条件：将 !"#$%&"’ ’$&%(
通过先静止 ’ + 再以 !"# , $ -./ 震摇 ’ + 后，在以

#& 0 -12 $ 3 的 452 配制的 67 为 8 的复合酶（* -9 $
+3 溶壁酶、’& 8 -9 $ +3 蜗牛酶、! -9 $ +3 溶菌酶和

#& 8 -9 $ +3 纤维素酶）中，*’ : 恒温酶解 ; <，原生

质体产量达 *& ’ = !#> 个 $ -3；原生质体的再生条件

是：纯化后的原生质体加入 8 --12 $ 3 5?52’ ·7’ @
作为保护剂，在 ’8 :，以 #& 0 -12 $ 3 的蔗糖配制的

A5B 再生培养基上单层培养，其再生率达 "& )%。

在预处理过程中，加入 #& 8% 巯基乙醇未有明

显影响。原因可能是菌丝预处理后再酶解，在酶解

细胞壁的同时，也酶解了与细胞壁内层紧密相连的

细胞质膜，以致原生质体的产量反而较直接酶解更

低。另外，亦有可能是巯基乙醇浓度偏高或时间过

长，有待进一步研究。

同时，考虑到过高的酶浓度对原生质体的再生

不利，而正交实验的次要因素可以不取最好水平，

因此酶系统作了适当调整，选择 * -9 $ +3 溶壁酶、

’& 8 -9 $ +3 蜗牛酶、! -9 $ +3 溶菌酶和 #& 8 -9 $ +3 纤

维素酶。实验亦证明，采用该酶系统后原生质体产

量为 *& ’ = !#>个 $ -3。

其他因素方面，虽然有报道在丝状真菌制备原

生质体时 #& 0-12 $ 3 B9C@; 作为渗透压稳定剂有不

错表现［!’］，但实验中发现同浓度的 452 在制备时效

果更好，原因可能是不同种类的渗透压稳定剂对酶

系统与底物的促进作用不同［"］。

再生培养方面，A5B 和 5B 培养基对提高再生

率有较好作用，可能是培养基成分和浓度的不同对

原生质体细胞壁再生的促进作用不同所致。仅做

了固体培养方面的研究，有关原生质体在液体培养

基中再生的形态和再生率的内容将有待进一步研

究。
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