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摘要：研究原生质体融合技术选育洛伐他汀高产菌株的方法。土曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ）和

红曲霉（Ｍｏｎａｓｃｕｓ　ａｎｋａ）用混合酶液（体积分数０．５％溶菌酶，０．３％纤维素酶，０．３％蜗牛酶）分

别酶解５．０ｈ和３．５ｈ制备原生质体，土曲霉原生质体和红曲霉原生 质 体 在 紫 外 线（２０Ｗ，３０
ｃｍ）下分别照射５ｍｉｎ和４ｍｉｎ灭活，灭 活 后 混 合 并 用ＰＥＧ（体 积 分 数３０％ ＰＥＧ，０．０５ｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２，０．０５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸）介导融合。在１８７株融合子中筛选得到２７株洛伐他汀产量高于红

曲霉出发菌株的融合子，其中有７株的洛伐他汀产量是出发菌的２倍以上。双灭活原生质体融

合方法成功选育出红曲霉洛伐他汀高产菌株。
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剂［１］，用于治疗高胆固醇症，能阻止动脉硬化发展，
减少心肌 梗 塞 等 发 病 的 危 险。洛 伐 他 汀 的 主 要 产

生 菌 为 土 曲 霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ）和 红 曲 霉

（Ｍｏｎａｓｃｕｓ　ｓｐｐ．）。红曲霉不仅产生洛伐他汀，还产

生 Ｍｏｎａｃｏｌｉｎ　Ｊ、Ｌ、Ｘ，这些物质都是 ＨＭＧ－ＣｏＡ还

原酶抑制剂，具有很强的降低胆固醇功能［２］。红曲

霉产生的红曲色素（包括红曲）作为一种天然色素，
在我国广泛 应 用 于 黄 酒、酱 油、腐 乳、豆 酱、鱼、肉、
糕点等食品的着色［３］。土曲霉是洛伐他汀生产菌，
它具有优良的发酵性能、较高的洛伐他汀产生能力

和成熟的发酵工艺。
原生质体融合技术是现代微生物 育 种 技 术 之

一，且与一般基因重组方法不同，不需遗传标记，对

改良生产 菌 株 性 能 可 能 更 有 效［４］。作 者 通 过 土 曲

霉和红曲霉灭活原生质体融合技术，将土曲霉生产

菌优 良 的 发 酵 性 能、较 高 的 洛 伐 他 汀 产 生 能 力、成

熟的发酵工 艺 和 红 曲 霉 他 汀 类 化 合 物 的 结 构 多 样

性、色素产生能力以及长期实践证明的安全性结合

起来，选育洛伐他汀高产菌株。

１．１　菌株

土曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｕｓ）ＣＣＴＣＣ　ＡＦ９３２０８：
中国典型培养物保藏中心；安卡红曲 霉（Ｍｏｎａｓｃｕｓ
ａｎｋａ）ＣＩＣＣ　５０３１：中国工业微生物菌种保藏中心。

１．２　培养基与培养条件

１．２．１　土曲霉培养基　斜面培养和平板培养用马

铃薯葡萄糖琼 脂（ＰＤＡ）培 养 基；摇 瓶 培 养 基：葡 萄

糖５０ｇ／Ｌ，酵母膏１０ｇ／Ｌ，番茄酱２０ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３１

ｇ／Ｌ，ｐＨ　７．２～７．５；再 生 培 养 基：用 ０．６ ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ渗透压稳定剂配制ＰＤＡ培养基。

１．２．２　红曲霉培养基　斜面培养和平板培养用马

铃薯葡萄糖琼 脂（ＰＤＡ）培 养 基；摇 瓶 培 养 基：葡 萄

糖１００ｇ／Ｌ，牛肉浸膏５ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２．５ｇ／Ｌ，

番茄酱５ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　１ｇ／

Ｌ，ｐＨ　６．５；再生培养基：用０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ渗透压

稳定剂配制ＰＤＡ培养基。

１．２．３　融合子培养基　 与红曲霉培养基相同。

１．２．４　平板培养　将在４℃冰箱保存的斜面种子

接种于平板培 养 基 里 培 养３ｄ，直 至 长 出 良 好 的 单

菌落。

１．２．５　摇瓶培 养　分 别 取 土 曲 霉、红 曲 霉 或 融 合

子在平板培养基上生 长 良 好 的 单 菌 落 接 种 到 含４０
ｍＬ培养基的２５０ｍＬ锥形瓶，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇

瓶培养。

１．３　ＨＰＬＣ法测定洛伐他汀含量

洛伐他汀标准品：中国药品生物制品检定所提

供；甲 醇，磷 酸：色 谱 纯。Ｗａｔｅｒｓ２６９５／２９９６液 相 色

谱仪：ｗａｔｅｒｓ２６９５分 离 单 元，ｗａｔｅｒｓ２９９６检 测 器，

Ｅｍｐｏｗｅｒ工 作 站。色 谱 柱：Ｄｉｋｍａ　Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ；５ｍ），流 动 相：１８ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ３ＰＯ４－甲醇混合溶液（ＶＨ３ＰＯ４∶Ｖ甲 醇＝２０∶８０），检

测波长：２３７ｎｍ，进样量：１０μＬ，柱温：３０℃，流量：

１．０ｍＬ／ｍｉｎ。取１．０ｍＬ发酵液，加４．０ｍＬ无 水

甲醇，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡提取３ｈ，５　０００　ｇ离心

１５ｍｉｎ，取 上 清，用０．２２μｍ的 有 机 滤 膜 过 滤 后 进

行 ＨＰＬＣ测定［５，６］。

１．４　红曲霉色价测定

发酵液５　０００ｇ离 心１０ｍｉｎ，上 清 以 体 积 分 数

７０％乙醇稀释，测其Ａ５０５ｎｍ；菌体称重、磨碎，加体积

分数７０％乙 醇 室 温 振 荡２ｈ，离 心 取 上 清，测 其

Ａ５０５ｎｍ；根据公式计算［７］：
色价＝（发酵液上清Ａ５０５ｎｍ＋菌体Ａ５０５ｎｍ）×稀

释倍数／菌体湿重（ｇ）

１．５　原生质体的制备、灭活与再生

１．５．１　试剂　渗透压稳定剂：０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，用

０．２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　５．８磷 酸 缓 冲 液 配 制；原 生 质 体 制

备用酶：蜗牛酶，上海源聚生物科技有限公司提供；
纤维素酶Ｒ－１０：广 州 威 佳 科 技 有 限 公 司 提 供；溶 菌

酶：ＭＢＣＨＥＭ 公 司 产 品；混 合 酶 比 例：质 量 分 数

０．５％溶菌酶＋０．３％纤 维 素 酶＋０．３％蜗 牛 酶，用

ＰＢＳ缓 冲 液 配 制。体 积 分 数３０％ＰＥＧ　６　０００：用

０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２ 配制，另加甘氨酸至０．０５ｍｏｌ／Ｌ。

１．５．２　原生质体形成与再生条件的确定　不同酶

解时间对原生质体形成与再生的影响：分别取等量

菌龄为３ｄ的菌丝体，加混合酶液于３０℃，酶解不

同时间，显微计数原生质体形成数。取重悬于渗透

压稳定剂的原生质体，作适当稀释后分别涂布于再

生培养基和普通培养基。３０℃培养３ｄ，观察菌落

数并计算再生率（％）＝（再生平板上菌落数－普通

平板上菌落数）×１００／显微计数原生质体数［８］。

１．５．３　原生质体紫外线灭活时间的确定　取１ｍＬ
一定浓度的原生质体，置于２０Ｗ 紫外灯下，距离３０
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ｃｍ，照 射 时 间 设 为１、２、３、４、５ｍｉｎ，稀 释 后 分 别 取

１００μＬ涂布于原生质体再生培养平板上。３０℃培

养５ｄ，观察菌落数并计算不同处理时间的致死率。

１．６　双灭活原生质体融合

取２ｍＬ 红 曲 霉 原 生 质 体（浓 度 为１０６个／

ｍＬ），置于２０Ｗ 紫外灯下，距离３０ｃｍ，照射４ｍｉｎ
灭活。取２ｍＬ等浓度土曲霉原生质体（浓度为１０６

个／ｍＬ），置于２０Ｗ 紫外灯下，距离３０ｃｍ，照 射５
ｍｉｎ灭活。将灭活红曲霉原生质体与土曲霉原生质

体混合，２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集原生质体，加

入１．５ｍＬ融合剂（体积分数３０％ＰＥＧ６　０００，０．０５
ｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２，０．０５ｍｏｌ／Ｌ甘 氨 酸），３０℃保 温１５
ｍｉｎ，用渗透压稳定剂作适当稀释后取１００μＬ涂布

在再生培养基上，３０℃培养５ｄ。

１．７　融合子筛选

挑取融 合 平 板 上 的 融 合 子，摇 瓶１５ｄ，测 定 发

酵液洛伐他汀含量，筛选洛伐他汀产量高于红曲霉

出发菌株的 融 合 子，进 行 生 长 特 性、色 素 产 生 情 况

及洛伐他汀产生曲线等研究。

２．１　红曲霉／土曲霉原生质体制备与再生条件

选择对数 生 长 期 或 生 长 中 后 期 的 菌 体 进 行 酶

处理，对数生 长 期 的 细 菌 壁 中 肽 聚 糖 含 量 低，细 胞

壁对酶的作用最敏感，对数生长早期的菌相对较为

脆弱，受酶的过度作用会影响原生质体的再生。
表１　酶解时间对红曲霉和土曲霉原生质体形成和再生的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ　ｆｒｏｍ　Ｍｏｎａｓｃｕｓ　ａｎｋａ　ａｎｄ　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ

红 曲 霉 土 曲 霉

酶解
时间／ｈ

形成数／
（个／ｍＬ）

再生率／％
酶解

时间／ｈ
形成数／
（个／ｍＬ）

再生率／％

２．５　 １．０４×１０６　 １．８３　 ３　 ２．５×１０５１．７６

３．０　 １．２８×１０６　 １．６３　 ４　 ６．０×１０５１．８３

３．５　 １．３６×１０６　 １．５１　 ５　 ７．５×１０６１．６２

４．０　 １．８８×１０６　 １．１５　 ６　 ６．５×１０６１．５３

　　从 表１可 以 看 出，随 着 酶 解 时 间 的 延 长，土 曲

霉的原生 质 体 形 成 数 明 显 上 升，最 高 是５ｈ后 为

７．５×１０６ 个／ｍＬ。红 曲 霉 的 原 生 质 体 形 成 数 也 随

酶解时间的延长逐渐上升，但再生率逐渐降低。综

合考虑原生质体的形成与再生，红曲霉原生质体制

备酶解时间选 用３．５ｈ，土 曲 霉 原 生 质 体 制 备 酶 解

时间选用５．０ｈ。
影响原生质体制备的因素主要有菌龄、酶系和

酶浓度、酶 解 时 间、温 度 等。作 者 采 用 对 数 生 长 后

期的细胞进行原生质体制备。结果表明，酶解时间

越长，原 生 质 体 形 成 数 增 多，但 酶 解 时 间 过 长 会 影

响原生质体的再生，有研究表明，在一定范围内，酶

作用的时间，酶的浓度都与原生质体的形成率呈正

相关，而与再 生 率 呈 负 相 关［９］，通 常 取 再 生 率 与 形

成数乘积最大的时间点作为最佳酶解时间。

　　图１表 明，酶 解１．５ｈ，红 曲 霉 菌 丝 球 已 经 解

体，被 裂 解 为 菌 丝 片 段，开 始 释 放 出 较 少 量 的 原 生

质体。酶解２．５ｈ，原 生 质 体 数 量 明 显 增 加。酶 解

３．５ｈ后，菌丝 已 基 本 裂 解，过 滤 去 除 菌 丝 片 段、纯

化原生质体。

ａ．酶解１．５ｈ；ｂ．酶解２．５ｈ；ｃ．酶解３．５ｈ；ｄ．纯化后

图１　红曲霉原生质体形成过程（４０×）
Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　Ｍｏｎａｓｃｕｓ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ
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Ｆｕｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ　ｆｒｏｍ　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ　ａｎｄ　Ｍｏｎａｓｃｕｓ　ａｎｋａ

ａ．酶解１ｈ；ｂ．酶解３ｈ；ｃ．酶解５ｈ；ｄ．纯化后

图２　土曲霉原生质体形成过程（４０×）
Ｆｉｇ．２　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

　　从图２可以看出，土曲霉酶解的１ｈ，仅有极少

量的原生质体形成。酶解３ｈ后，菌丝开始裂解，原
生质体形成 数 量 增 加。酶 解５ｈ，菌 丝 基 本 裂 解 完

全，原生质体比较分散。纯化后的原生质体未见有

菌丝片段。

２．２　红曲霉／土曲霉原生质体灭活条件

原生质体灭活的方法有热灭活、紫外线灭活和

化学药剂灭活等。选用紫外线灭活方法，既能灭活

原生质体，也可对土曲霉和红曲霉的原生质体起到

诱变作用。
由表２可以看出，红曲霉照射４ｍｉｎ，土曲霉照

射５ｍｉｎ，其灭活率达１００％，满足灭活原生质体法

筛选融合子的要求。
紫外灭活的土曲霉和红曲霉原生质体，分别于

再生培养基上培养时不能再生，而灭活的红曲霉和

土曲霉的原生质体在体积分数３０％ＰＥＧ融合剂下

融合１５ｍｉｎ，稀释涂板在再生培养基平板上有菌落

长出，从这些再生菌落中筛选融合子。

表２　紫外线照射时间与致死率的关系

Ｔａｂ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｎｄ　ｆａｔａｌｉｔｙ

时间／

ｍｉｎ

致死率／％
红曲霉 土曲霉

１　 ９９．７７　 ９７．４４
２　 ９９．９３　 ９８．５１
３　 ９９．９９　 ９９．３２
４　 １００　 ９９．７３
５　 １００　 １００

２．３　灭活原生质体融合与融合子筛选

原生质体制 备、灭 活 后，仅 将 原 生 质 体 混 合 在

一起 融 合 频 率 并 不 高，一 般 可 通 过 ＰＥＧ 结 合 高

Ｃａ２＋ 诱导 法，电 融 合 或 激 光 诱 导 融 合，作 者 选 取

ＰＥＧ法诱导融合。
挑取了１８７个融合子（编号Ｆ０１－Ｆ１８７），通过摇

瓶初筛得到３４株洛伐他汀产量超过出发菌株红曲

霉的融合子，经传代３代后仍有２７株洛伐他汀产量

超过出发菌株红曲霉，其中有７株产量升高一倍以

上。结果如表３所示。
表３　融合子洛伐他汀产量及色价

Ｔａｂ．３　Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｌｏｕｒ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｆｕｓａｎｔｓ

编号
洛伐他汀／

（ｍｇ／Ｌ）
相对红曲霉

提高／％
总色价 编号

洛伐他汀／

（ｍｇ／Ｌ）
相对红曲霉

提高／％
总色价

Ｆ３６　 ６６５．１６　 １８０．２３　 ４．２５ Ｆ７３　 ３１３．１８　 ３１．９４　 ７．５９

Ｆ７５　 ６５１．６２　 １７４．５３　 ４．５３ Ｆ１６　 ３０１．４４　 ２７．００　 ９．７４

Ｆ５８　 ６３５．３８　 １６７．６９　 ４．１０ Ｆ０７　 ２９９．６４　 ２６．２４　 ７．７７

Ｆ２８　 ５９４．７７　 １５０．５８　 ３．９５ Ｆ５５　 ２９４．２２　 ２３．９６　 ７．３４

Ｆ５２　 ５６４．９８　 １３８．０３　 ４．２６ Ｆ０１　 ２８９．７１　 ２２．０６　 ９．９１

Ｆ３７　 ５２３．４７　 １２０．５４　 ３．４９ Ｆ１７　 ２８４．３０　 １９．７８　 ６．７５
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续表３

编号
洛伐他汀／

（ｍｇ／Ｌ）
相对红曲霉

提高／％
总色价 编号

洛伐他汀／

（ｍｇ／Ｌ）
相对红曲霉

提高／％
总色价

Ｆ２０　 ４９４．５８　 １０８．３７　 ４．８２ Ｆ２７　 ２８２．４９　 １９．０１　 ８．７６

Ｆ３１　 ３７９．０６　 ５９．７０　 ６．３２ Ｆ３４　 ２７８．８８　 １７．４９　 ７．２０

Ｆ４１　 ３６１．９１　 ５２．４７　 １２．９３ Ｆ０２　 ２７７．０８　 １６．７３　 ７．３０

Ｆ８２　 ３５３．７９　 ４９．０５　 ７．００ Ｆ２６　 ２７４．３７　 １５．５９　 ８．０７

Ｆ２３　 ３４４．７７　 ４５．２５　 ５．７５ Ｆ４５　 ２７３．４７　 １５．２１　 １１．３８

Ｆ１２　 ３２１．３０　 ３５．３６　 １１．２９ Ｆ１４　 ２６４．２５　 １１．３３　 ５．０７

Ｆ５９　 ３２１．３０　 ３５．３６　 ８．４０ Ｆ０８　 ２５３．５４　 ６．８２　 ６．９９

Ｆ６１　 ３１９．４９　 ３４．６０　 ８．３１ 红曲霉 ２３７．３６ － １９．８６

Ｆ６４　 ３１４．９８　 ３２．７０　 ８．４９ 土曲霉 ８３０．１４ － －

２．４　融合子的洛伐他汀和色素产生

为研究融合子生长特性，选取一株洛伐他汀产

量升高不明显（提高幅度为１５．５９％）的融合子Ｆ２６
和一株产量 升 高 明 显（提 高 幅 度 为１５０．５８％）的 融

合子Ｆ２８与出发菌株红曲霉进行比较。
从图３、图４可以看出，融合子Ｆ２６与Ｆ２８色素

产生比红曲霉少，尤其是Ｆ２８；而洛伐他汀的产生则

正好相反，Ｆ２８的产量始终高于红曲霉与Ｆ２６。

图３　红曲霉与融合子Ｆ２６、Ｆ２８色素产生量的比较

Ｆｉｇ．３　Ｐｉｇｍｅｎｔ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｎａｓｃｕｓ，Ｆ２６，ａｎｄ　Ｆ２８

　　试验中 观 察 到 洛 伐 他 汀 产 量 高 的 菌 株 则 色 价

相对较低，这与高 嘉 安 等 得 出 的 结 论 相 同［９，１０］。这

可能是红曲 霉 洛 伐 他 汀 的 生 物 合 成 路 线 与 色 素 的

生物合成在 起 始 部 分 有 相 当 一 段 处 于 同 一 代 谢 途

径，与两者共 同 竞 争 反 应 底 物 有 关（两 者 生 物 合 成

的起始底物均为乙酰辅酶Ａ和丙二酰辅酶Ａ）。另

外，也有与上述现象相悖的情况，如融 合 子Ｆ４１，其

洛伐他汀产 量 较 之 出 发 菌 株 提 高５２．４７％，色 价 亦

提高了１５％；而色 价 仅 为５．０７的Ｆ１４其 洛 伐 他 汀

产量才提高 了１１．３３％，这 可 能 是 这 些 融 合 子 因 基

因重组、或突 变，影 响 了 洛 伐 他 汀 和 色 素 的 生 物 合

成及其调控，这也说明洛伐他汀的生物合成及其调

控的复杂性，其机理有待进一步的研究。

图４　红曲霉与融合子Ｆ２６、Ｆ２８洛伐他汀产生量的比较

Ｆｉｇ．４　Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｎａｓｃｕｓ，Ｆ２６，ａｎｄ　Ｆ２８

　　作者采用灭活原生质体融合法进行育种，筛选

出７株洛伐他汀产量提高一倍以上的融合子，融合

子在ＰＤＡ平 板 培 养 基 上 生 长 良 好，但 进 行 摇 瓶 筛

选时，菌丝成 球 情 况 不 佳，菌 丝 球 远 比 出 发 菌 株 红

曲霉的小，可 能 原 因 有：细 胞 制 备 成 原 生 质 体 过 程

中，细胞壁被 破 坏；融 合 过 程 中ＰＥＧ的 毒 性 作 用；
原有发酵 条 件 不 适 用 于 融 合 子 生 长 等。今 后 将 优

化发酵条件或改用固态发酵方式等，以便形成有应

用价值的生产工艺。
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