
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
养基分别适宜红心脆、早皇后不定芽伸长；生根培养基均是

１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ。

参考文献：

［１］耿守东，张　辉，廖新福，等．早熟厚皮甜瓜早皇后的选育［Ｊ］．
中国蔬菜，２００４（４）：２８－２９．

［２］陶兴林，黄永红，赵长增，等．厚皮甜瓜品种离体培养再生植株能
力的基因型差异研究［Ｊ］．果树学报，２００５，２２（３）：２５２－２５５．

［３］陆　璐，赵长增，陆　婷．甜瓜‘黄蛋子’子叶再生完整植株研究
［Ｊ］．西北农林科技大学学报：自然科学版，２００５，３３（８）：８１－８５．

［４］王爱玲，廖新福，张　敏．早皇后甜瓜无菌系的初步建立［Ｊ］．中
国瓜菜，２０１２，２５（５）：４０－４１．

［５］王爱玲，张敏，廖新福，等．甜瓜“黄醉仙”下胚轴再生体系的初步
建立［Ｊ］．北方园艺，２０１３（１２）：１００－１０３．

［６］王爱玲，张敏，赵荣华，等．甜瓜黄醉仙子叶再生体系的初步建立
［Ｊ］．安徽农业科学，２０１３，４１（５）：１９０８－１９１０．

［７］孔祥生，张妙霞．甜柿组织培养中玻璃化现象的发生与防治［Ｊ］．
北方园艺，１９９９（４）：１５－１６．

［８］陶兴林，黄永红，陆　璐，等．２个甜瓜品种高效再生体系的建立
［Ｊ］．西北植物学报，２００５，２５（４）：８０６－８１１．

［９］乔永旭．甜瓜再生体系的建立［Ｊ］．北方园艺，２０１０（１３）：
１６６－１６８．　

［１０］付秋实，曹芸运，谭明明，等．薄皮甜瓜离体再生体系的优化
［Ｊ］．中国瓜菜，２０１４，２７（２）：１６－１９．

［１１］于喜艳，何启伟，孔庆国．甜瓜子叶组织培养的研究［Ｊ］．山东
农业科学，２００２（２）：２２－２３．

［１２］葛屹松，赵晓琴，李　冠．新疆甜瓜组培体系的优化及抗病转基
因研究［Ｊ］．新疆大学学报：自然科学版，２００３，２０（１）：５５－５８．

［１３］肖守华，赵善仓，王崇启，等．厚皮甜瓜高效再生体系的建立
［Ｊ］．山东农业科学，２００７（４）：３５－３９．

［１４］骆开明．甜瓜再生体系的建立［Ｊ］．安徽农业科学，２００８，３６
（１１）：４４１９－４４２３．

［１５］孙天国，沙　伟，金忠民．薄皮甜瓜子叶组织培养的研究［Ｊ］．
北方园艺，２００５（２）：６４－６５．

［１６］马国斌，王　鸣，郑学勤．甜瓜组织培养再生体系的比较研究
［Ｊ］．中国西瓜甜瓜，１９９９（２）：２－６．

张方方，刘海元，张晓琼，等．４株石杉碱甲生产菌原生质体制备与再生条件的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１１）：８５－８９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１１．０２５

４株石杉碱甲生产菌原生质体制备与再生条件的研究
张方方１，刘海元２，张晓琼１，郑雅萅１，谌赛男１，黄小强１，吴水生

（１．福建中医药大学，福建福州３５０１２２；２．上海医药工业研究院，上海２００４３７）

　　摘要：为高效获得内生真菌Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１石杉碱甲生产菌株的原生质体和为原生质体融合及基因组改组选
育高产石杉碱甲菌株提供参考，研究了溶解酶的浓度、加酶量、酶解温度、稳定剂等因子对４株菌原生质体制备的影
响。通过研究获得了菌株原生质体制备的优化条件：溶壁酶浓度为３．０％、加酶量为２．０ｍＬ／１００ｍｇ、菌龄为５ｄ、酶解
时间为２．５ｈ、酶解温度为３０℃、０．６ｍｏｌ／ｍＬ氯化钠为稳定剂、ＣＹＭ培养基为再生培养基。在此优化条件下，４株菌
的原生质体的产量均大于７．０×１０７个／ｍＬ，再生率可达２０％以上。
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　　石杉碱甲 （ｈｕｐｅｒｚｉｎｅＡ，ＨｕｐＡ）是２０世纪８０年代，我国
学者从药用植物蛇足石杉［Ｈｕｐｅｒｚｉａｓｅｒｒａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｔｒｅｖ．］
中分离到的一种石松类倍半萜生物碱，具有高效、低毒、可逆

性的乙酰胆碱酯酶抑制作用，目前已成为治疗阿尔茨海默病

最有效的药物之一［１－３］。

内生真菌长期生活在植物体内能够产生与宿主植物相同

或相似的化学成分［４］。自从１９９６年Ｓｔｒｏｂｅｌ等［５］从短叶红豆

杉中分离到１株产紫杉醇的内生真菌，利用内生真菌生产化

合物被人们广泛接受［６］。笔者从闽泽马尾杉中分离到１株产
石杉碱甲的内生真菌炭团菌 ＮＸ９，但产量仅为１．１２μｇ／Ｌ，经
紫外诱变得到 ４株产量较高的石杉碱甲生产菌 Ｕ２９、Ｕ３２、
Ｕ５０、Ｕ５１，产量分别为１７．１０、１７．４６、１９．８９、１６．８５μｇ／Ｌ，但该
产量仍较低无法实现工业化生产。通过菌种选育获得产量

高、遗传稳定性好的菌种是实现利用内生真菌发酵生产石杉

碱甲的首要前提。

原生质体育种能够快速、有效地提高菌株中代谢产物的

产量，包括原生质体再生育种、原生质体诱变育种、原生质体

融合育种等方法［７］。Ｊｉｎ等以１０株产量较高的多杀菌素产生
菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）为出发菌株，进行原生质体融合
后获得的融合菌株 Ｓ．ｓｐｉｎｏｓａ４～７，其多杀菌素产量比出发
菌株提高了２００．５５％以上［８］。２００２年出现的基因组改组技
术则是在原生质体融合的基础上通过对正向突变株库进行多

亲本的原生质体递推式融合而实现高效的定向育种，极大地

加快了获得高产、稳产的菌株的速度［９］。制备大量有活性的
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原生质体是原生质体融合及基因组改组育种的前提［７］。有

效的原生质体制备和再生方法是保证原主质体产量和活性的

主要途径，原生质体的制备和再生主要受酶的种类与浓度、酶

解时间与温度、菌龄、渗透压稳定剂、培养基成分等因素［１０－１１］

的影响，且由于菌株间存在的差异性，导致原生质体制备和再

生的方法存在差异［１２］。优化原生质体制备及再生的最优条

件是原生质体育种的重要方法。为此，本试验研究了溶解酶

的浓度、加酶量、酶解温度、稳定剂、再生条件等对内生真菌

Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１石杉碱甲生产菌株的原生质体制备效率
的影响，旨在筛选出适合产石杉碱甲内生真菌的原生质体制

备与再生的最优条件，为原生质体育种及基因组改组育种奠

定基础，最终为微生物发酵法生产石杉碱甲且早日实现工业

化生产奠定基础，从根本上解决石杉碱甲药源不足的问题。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　石杉碱甲产生菌 Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１：由石杉
碱甲产生菌ＮＸ９诱变所得，实验室保藏。
１．１．２　培养基的配制　（１）ＰＤＡ液体培养基：马铃薯
２００ｇ／Ｌ；葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ。（２）ＰＤＡ固体培养基：马铃薯
２００ｇ／Ｌ；葡萄糖２０ｇ／Ｌ；琼脂１５～２０ｇ／Ｌ。（３）查氏培养基：
蔗糖 ３０ｇ／Ｌ；硝酸钠 ３ｇ／Ｌ；磷酸二氢钾 １ｇ／Ｌ；氯化钾
０．５ｇ／Ｌ；硫酸镁０．５ｇ／Ｌ；硫酸亚铁０．００１ｇ／Ｌ；琼脂１６ｇ／Ｌ。
（４）ＣＹＭ培养基：蛋白胨２ｇ／Ｌ；葡萄糖２０ｇ／Ｌ；酵母膏２ｇ／Ｌ；
硫酸镁５ｇ／Ｌ；磷酸二氢钾０．４６ｇ／Ｌ；磷酸氢二钾１ｇ／Ｌ；琼脂
１６ｇ／Ｌ。（５）ＭＹＧ培养基：麦芽糖５ｇ／Ｌ；酵母膏５ｇ／Ｌ；葡萄
糖１０ｇ／Ｌ。（６）酵母膏培养基：酵母膏５ｇ／Ｌ；蔗糖 １０ｇ／Ｌ。
（７）再生固体培养基：以０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ配制的ＰＤＡ培养基、
马丁培养基、查氏培养基、ＣＹＭ培养基和酵母膏培养基。（８）
再生半固体培养基：再生培养基中琼脂减半。所有培养基均

以１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．３　试剂　溶壁酶（美国ｓｉｇｍａ公司）；氯化钠、蔗糖、磷酸
二氢钾、磷酸氢二钾、氯化钾、硫酸镁、硫酸亚铁、硝酸钠（国

药集团化学试剂有限公司）；酵母膏 （广东江门生物技术开发

中心有限公司）；蛋白胨 （广西环凯微生物科技有限公司）。

渗透压稳定剂：采用０．６ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液。ＨｕｐＡ标
准品（纯度 ＞９８％，长沙中仁生物技术有限公司，批号：
２０１２１２０３０１）。

１．１．４　仪器与设备　ＭＪＰ－２５０型霉菌培养箱（上海精宏实
验设备有限公司），ＢＳＣ－１３６０ⅡＡ２超净工作台（北京东联哈
尔仪器制造有限公司），超高效液相质谱仪（Ｗａｔｅｒｓ，Ｍｉｌｆｏｒｄ，
ＭＡ，ＵＳＡ），ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８反 相 柱 （Ｗａｔｅｒｓ，
１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．７μｍ）。
１．２　方法
１．２．１　菌丝体培养　将菌株 Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１孢子液以
１０％（体积比）的接种量接种于含８０ｍＬＰＤＡ液体培养基的
２５０ｍＬ三角摇瓶中，于２８℃恒温箱中静置培养５ｄ，６层高级
擦镜纸过滤，０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液淋洗３次，将菌丝体转移到
直径为６ｃｍ培养皿中，称质量待用。
１．２．２　原生质体的制备、纯化与再生　每１００ｍｇ菌丝体加
２ｍＬ酶解液，于适宜温度的恒温摇床中振荡酶解。每３０ｍｉｎ
吸取一定量的酶解液观察，计算原生质体数。酶解完毕后，酶

解液用无菌棉花过滤，于３７００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉上清
液，用渗透压稳定剂离心洗涤２次，收集原生质体重悬于渗透
压稳定剂中，血球计数板计数。用渗透压稳定剂稀释原生质

体，使之达到一定浓度，然后吸取０．３ｍＬ加入含有４．７ｍＬ再
生半固体培养基的具塞试管中，摇匀后倒入再生固体培养基

平板内，于２８℃下培养７ｄ；同时，再吸取０．３ｍＬ原生质体悬
液加入已含有４．７ｍＬ低渗半固体培养基的具塞试管中，摇匀
后倒入 ＰＤＡ固体培养基平板，作为对照。观察菌落生长情
况，用以下公式计算再生率：再生率 ＝（再生固体培养基上菌
落数－低渗固体培养基上菌落数）／原生质体数 ×１００％。分
别考察不同的溶解酶浓度、加酶量、菌龄、酶解时间、酶解温

度、渗透压稳定剂及浓度、再生培养基对原生质体制备与再生

的影响。每个影响因素均平行考察３份，结果取平均值，获得
石杉碱甲生产菌原生质体形成和再生的最佳条件。

２　结果与分析

２．１　酶浓度的选择
分别采用２．０％、２．５％、３．０％、３．５％的溶壁酶酶解菌株

Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１的菌丝体，在其他条件一致的情况下通过
计算其原生质体的产量与再生率，考察原生质体制备与再生的

最适酶浓度。发现溶壁酶浓度由２．０％至３．０％时石杉碱甲生
产菌的原生质体产量及再生率均增大，虽然溶解酶浓度为

３５％时４株菌的原生质体产量均较大，但是原生质体的再生
率却比３．０％时低，因此确定溶解酶的浓度为３．０％（表１）。

表１　溶壁酶浓度对菌株Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量及再生率的影响

溶解酶浓度

（％）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
２．０ ２．００ １．８０ １．９０ ２．２０ ６．００ ５．５６ ５．７９ ６．３６
２．５ ３．４０ ２．８０ ３．７０ ３．６０ ７．１２ ７．４６ ７．１４ ７．３３
３．０ ６．２０ ６．００ ６．５０ ６．６０ １７．１０ １６．３３ １６．６２ １６．９７
３．５ ６．８０ ６．００ ６．５０ ６．２０ ７．４１ ７．６０ ７．３８ ７．５５
４．０ ４．７０ ４．００ ３．８０ ４．３０ ４．４７ ４．７５ ４．４７ ４．６５

２．２　加酶量的选择
分别将 １００ｍｇ新鲜菌丝体加入 １．０、２．０、３．０、３．５、

４．０ｍＬ的酶液，溶解酶浓度为３．０％，研究加酶量对４株菌的
原生质体产量及再生率的影响。加入的酶液过多或过少都难

以得到最大量的原生质体，当加酶量为２．０ｍＬ／１００ｍｇ时，４

株菌的原生质体产量及再生率均达到最大（表２），因此确定
最适宜的加酶量为２．０ｍＬ／１００ｍｇ。
２．３　菌龄的选择

将３．０％溶壁酶分别加入静止培养３、４、５、６、７ｄ的 Ｕ２９、
Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１菌丝体，加酶量２．０ｍＬ／１００ｍｇ，考察菌龄对原
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表２　加酶量对菌Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量及再生率的影响

加酶量

（ｍＬ／１００ｍｇ）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
１．０ ２．３０ ２．５０ １．９０ ２．９０ ８．７０ ８．４０ ８．９５ ８．６２
２．０ ６．５０ ６．４０ ６．２０ ６．７０ １８．４６ １８．２８ １８．３９ １６．５７
３．０ ６．２０ ６．００ ５．９０ ６．２０ ９．６８ ９．６７ ９．６６ ９．６８
３．５ ４．７０ ４．３０ ４．１０ ４．４０ ８．６６ ８．９５ ９．３９ ８．２５
４．０ ３．６０ ４．１０ ３．９０ ４．００ ６．１１ ５．９０ ５．９２ ５．５０

生质体产量和再生率的影响。发现随着菌龄的增加，４株菌
的原生质体产量及再生率均增大，但培养时间过长原生质体

产量及再生率均下降。当培养时间为５ｄ时，原生质体的产
量及再生率均最大（表３），因此确定最佳菌龄为５ｄ。

表３　菌龄对Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体制备和再生的影响

菌龄

（ｄ）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
３ ３．４０ ３．８０ ３．００ ２．９０ ６．４７ ６．５８ ６．６７ ６．２１
４ ５．７０ ５．４０ ５．５０ ５．２０ ９．０７ ９．１７ ９．６０ ８．４６
５ ６．７０ ６．９０ ７．００ ６．６０ １８．８１ １７．３９ １６．５７ １６．９７
６ ６．４０ ６．２０ ６．００ ５．８０ ７．９７ ８．０６ ７．８３ ７．２４
７ ５．６０ ５．２０ ５．００ ４．９０ ７．１４ ７．３１ ７．２０ ６．７３

２．４　酶解时间的研究
在确定的最佳酶浓度、加酶量及菌龄条件下，分别研究了

酶解１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ｈ后的原生质体产量及再生情
况。发现酶解时间过短会导致细胞壁水解不充分，原生质体不

能充分释放，产量较低，但原生质体活性较高，再生率较高；而

酶解时间过长导致了原生质体皱缩，损害细胞质膜导致再生率

急剧下降［１３］。其中酶解２．５ｈ时４株菌的原生质体产量及再
生率均达最大（表４）。因此，确定２．５ｈ为最佳酶解时间。

表４　酶解时间对Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量及再生率的影响

酶解时间

（ｈ）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
１．５ ２．８０ ２．３０ ２．７０ ３．００ ８．２１ ８．２６ ８．１５ ７．６７
２．０ ５．５０ ５．８０ ６．００ ５．３０ １３．６４ １３．１９ １３．００ １２．４５
２．５ ６．９０ ７．００ ７．２０ ６．９０ １７．９７ １８．００ １７．７８ １９．１３
３．０ ６．３０ ６．００ ６．２０ ６．４０ ９．７８ ９．５３ ９．４０ ９．８０
３．５ ５．７０ ５．３０ ５．２０ ５．６０ ７．７２ ８．１１ ７．６９ ７．５０

２．５　酶解温度的选择
在上述最佳条件下，分别将 Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１菌丝体

置于２６、２８、３０、３２、３４℃的恒温摇床中，在７０ｒ／ｍｉｎ条件下酶
解２．５ｈ后对原生质体产量和再生率进行分析。发现当酶解

温度为２８～３０℃时，原生质体产量与再生率随温度升高而增
大，温度高于３０℃后，４株菌的原生质体产量与再生率均明
显下降（表５）。因此，确定酶解温度为３０℃。

表５　酶解温度对Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量和再生率的影响

酶解温度

（℃）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
２６ ４．２０ ４．５０ ４．８０ ５．００ ８．１０ ８．００ ８．３３ ８．２０
２８ ５．７０ ６．００ ６．２０ ６．４０ ９．４６ ９．７２ ９．９４ １０．１４
３０ ７．１０ ７．００ ７．２０ ７．２０ １８．４６ １８．５７ １８．６１ １９．１７
３２ ５．４０ ５．７０ ６．００ ５．９０ １０．８９ １０．５３ ９．８０ ９．５６
３４ ３．５０ ３．８０ ４．００ ４．３０ ８．４９ ８．３９ ８．２５ ７．９３

２．６　渗透压缓冲剂的选择
在上述最佳条件下，分别研究了氯化钾、氯化钠、蔗糖、甘

露醇、硫酸镁、氯化钙等渗透压缓冲剂对菌 Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、
Ｕ５１原生质体产量及再生率的影响。发现当酶浓度为
３０％、菌龄为５ｄ、酶解时间为２．５ｈ、酶解温度为３０℃时，以
氯化钠作为渗透压稳定剂制备４株菌的原生质体时，原生质

体产量及再生率均最大，故选用氯化钠为最佳的渗透压稳定

剂（表６）。此外，研究了不同浓度氯化钠对菌 Ｕ２９、Ｕ３２、
Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量与再生率的影响，发现氯化钠浓度在
０．４～０．６ｍｏｌ／Ｌ时，４株菌的原生质体产量及再生率随浓度
的增大而增大，当浓度大于０．６ｍｏｌ／Ｌ时，产量及再生率均下
降（表７）。因此，最佳氯化钠浓度为０．６ｍｏｌ／Ｌ。
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表６　渗透压稳定剂对Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量及再生率的影响

渗透压缓冲剂
原生质体产量 （１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
氯化钾 ５．８０ ５．５０ ５．８０ ５．００ ７．２４ ７．８２ ７．５９ ７．４０
氯化钠 ６．９０ ６．８０ ７．００ ６．８０ １９．１３ １８．２４ １９．４３ １７．９４
蔗糖 ３．４０ ３．２０ ２．９０ ４．００ ８．５３ ８．４４ ８．２８ ７．５０
甘露醇 ３．１０ ３．６０ ２．８０ ３．６０ ９．２９ ７．６７ ８．５７ １１．００
硫酸镁 ３．８０ ４．００ ４．１０ ４．５０ １６．３２ １６．００ １４．６３ １４．６７
氯化钙 ６．９０ ７．００ ７．１０ ６．９０ ９．２５ ９．７４ ９．６１ ８．９３

表７　不同浓度ＮａＣｌ渗透压缓冲液对Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体产量和再生率的影响

氯化钠浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
原生质体产量（１０７个／ｍＬ） 原生质体再生率（％）

Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１ Ｕ２９ Ｕ３２ Ｕ５０ Ｕ５１
０．４ ５．２０ ５．３０ ５．６０ ５．００ ８．８５ ８．６８ ７．５０ ８．００
０．５ ６．５０ ６．３０ ６．１０ ６．００ １０．４９ １０．４８ １０．１０ ９．５３
０．６ ７．３０ ７．２０ ７．５０ ７．２０ １９．４５ ２０．００ １９．２０ １９．７２
０．８ ６．５０ ６．１０ ６．００ ５．８０ １０．４０ １０．６６ ９．７５ ９．６４
１．０ ４．６０ ４．６０ ４．００ ４．８０ ８．０４ ７．８３ ７．５０ ７．２９

２．７　再生培养基的选择
采用上面研究所得最优条件制备４株菌的原生质体，然

后分别将其接种到 ＰＤＡ、ＣＹＭ、ＭＹＧ、沙氏、酵母膏等再生培
养基进行培养。发现不同培养基其再生率明显不同，以 ＣＹＭ
再生培养基培养 Ｕ２９、Ｕ３２、Ｕ５０、Ｕ５１原生质体时，再生率最
高（图１）。因此，确定最佳的再生培养基为ＣＹＭ培养基。
２．８　原生质体的观察

４株菌菌丝体经溶壁酶在３０℃作用下，恒温振荡处理约
３０ｍｉｎ后开始释放出原生质体，原生质体形状基本一致，多呈
球形、透亮，同时可观察到大量菌丝片段（图２）。酶解 １．５～
２．０ｈ后，菌丝体几乎全被酶解，只剩下一些细小分散的残余

物，并有大量的原生质体形成。

３　讨论

３．１　酶浓度及加酶量对原生质体产量及再生率的影响
真菌细胞壁组分复杂，不同培养条件和不同菌龄细胞壁

的结构和成分差异很大，而且酶解真菌细胞壁的过程还涉及

到多个影响因素，本研究通过研究溶壁酶浓度、加酶量、菌龄、

培养时间等因子对４株石杉碱甲生产菌原生质体制备的影
响，获得了制备４株菌原生质体的最优条件。

真菌细胞壁的主要成分包括几丁质、糖原、蛋白质、半纤
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维素等。在形成原生质体的过程中，细胞壁被溶解酶酶解出

孔洞，原生质体从这些孔洞中溢到周围的稳渗剂中。因此，细

胞壁溶解酶在真菌制备原生质体的反应系统中起直接作

用［１４］。吴正钢等研究发现采用单一酶制备原生质体，消除细

胞壁不完全只能形成少量的原生质体［１５］，但本研究通过考察

单一溶壁酶不同浓度对４株菌原生质体形成与再生的影响，
研究发现溶壁酶的浓度应适当，过低或过高的酶浓度都不利

于原生质体的形成与再生。低浓度的溶壁酶酶解作用不彻

底，不利于原生质体的生成，过高浓度降低了原生质体的数量

和活性，致使形成量与再生率都有明显下降。当酶浓度为

３０％时，原生质体的产量均大于６．０×１０７个／ｍＬ，再生率均
大于１６％，比采用复合酶系制备原生质体的产量及再生率
高［１４－１５］，不仅简化了试验步骤而且节约成本。

加酶量对提高原生质体的产量及再生率的影响也较大，

过大或过小都难以得到最大量的原生质体。加酶量过少酶解

不彻底，菌丝中的原生质体无法得到充分的释放，且影响原生

质体的活性，降低再生率。

３．２　菌龄对原生质体制备及再生率的影响
真菌生理状态是决定原生质体产量及再生率的主要因素

之一，不同的生长时期，真菌生理状态不同，细胞壁的结构、菌

体活力及代谢水平也不相同。因此，菌龄是明显影响原生质

体释放频率的主要因素。丝状真菌以年轻的菌丝用来分离原

生质体最佳，尤其是生长对数期的菌体。本研究通过绘制４
株菌的生长曲线，发现４株菌的对数生长期均为３～７ｄ，幼龄
菌丝和老龄菌丝均不利于酶解。菌龄过长，细胞壁发生老化

增厚，不易释放原生质体，菌龄过短则菌丝体易破裂［１６］。研

究还发现３～５ｄ的菌体随着培养时间的增加，原生质体产量
及再生率均提高，当菌龄为５ｄ时，原生质体产量及再生率均
达最大值，随后逐渐降低。

３．３　酶解温度对原生质体制备及再生率的影响
不同的酶具有不同的最适温度，酶解温度直接影响酶的

活性。只有在最适的酶解温度下，酶的活性才最高，酶促反应

速率才最大。此外，酶解温度还影响真菌的生理状态、菌丝体

细胞壁结构性疏散及原生质体的活力。通常，真菌的最适酶

解温度为２５～３５℃，当温度在３０℃时，４株菌原生质体的产
量及再生率均达最大值，表明３０℃为溶壁酶作用４株菌细胞
壁的最适温度。

３．４　不同渗透压稳定剂对原生质体制备及再生的影响
渗透压稳定剂既能维持原生质体内外渗透压的平衡，维持

原生质体的形态，防止破裂或皱缩，影响原生质体活力，对酶的

活性也有一定的促进作用，是影响原生质体制备与再生的重要

因素。研究发现６种常用稳定剂中，以０．６ｍｏｌ／Ｌ氯化钠为渗
透压稳定剂时，４株菌的原生质体制备效果最好，可能由于氯
化钠等有助于酶与底物结合，对酶反应起促进作用［１７］。

３．５　不同再生培养基对原生质体再生的影响
再生培养基的选择直接影响原生质体的再生率。本研究

比较了ＰＤＡ、ＣＹＭ、ＭＹＧ、酵母等５种再生培养基对４株菌原
生质体再生率的影响，发现ＣＹＭ再生培养基效果最好。可能
由于酵母膏、蛋白质、氨基酸、糖类等营养物质可能是细胞壁

合成的前体物质，或经过代谢转化成细胞壁的前体物质，或促

进细胞代谢，参与细胞壁的加速合成。ＣＹＭ培养基中同时含

有酵母膏、蛋白质、氨基酸、糖类，丰富的营养物质更有利于细

胞壁再生。

４　结论

本试验研究了４株石杉碱甲生产菌原生质体制备及再生
的条件，获得了原生质体制备及再生的最优体系：溶壁酶浓度

为３．０％、加酶量为２．０ｍＬ／１００ｍｇ、菌龄为５ｄ、酶解时间为
２．５ｈ、酶解温度为３０℃、０．６ｍｏｌ／Ｌ氯化钠为稳定剂、ＣＹＭ培
养基为再生培养基。在此体系下，４株菌原生质体的产量均大
于７．０×１０７个／ｍＬ，再生率均超过２０％。本研究为原生质体
融合及基因组改组选育高产石杉碱甲菌株奠定了重要基础。
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