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龟裂链霉菌原生质体的形成和再生
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（安徽大学生物系，合肥）

周渝梅
（淮南第二制药厂，安徽淮南）

微生物原生质体形成、再生和融合技术已

广泛用于遗传学研究和工业微生物杂交育种。

1978年，BatlzF51进行了弗氏链霉菌和灰褐链霉

菌的原生质体融合，得到了稳定的重组体；1982

年Thoms pon等【10]通过原生质体转化，将载有
抗性及营养基因的重组 DNA片段在链霉菌

中进行了克隆。近年来，我国在这方面的研究

也取得了一些进展〔1,2]
无论是用链霉菌的原生质体作为克隆基因

的受体还是用原生质体融合技术来获得具有优

良性状的重组体，都必须制备足够量的纯净的

原生质体，并能使其高频再生成细胞。由于微

生物种间的生理特性差异很大，因而各不同种

链霉菌的原生质体形成及再生的条件也不尽相

同。本文对工业生产用土霉素产生菌龟裂链霉

菌的菌丝体培养、原生质体形成和再生条件等

进行了研究，结果如下。

材、料 和 方 法

（一）菌种 龟裂链霉菌 (Stre pt om yces
rimous)，由淮南第二制药厂提供。

（二）培养基和高渗溶液

1.抱子培养基 鼓皮7外，琼脂2％0

2.菌丝体培养基(PM) PMT一S培养

基(7]＋0.5呢甘氨酸；PM，一S十1％ 甘氨酸；

MP，二S＋2外甘氨酸；PM；一S＋4并 甘氨

酸。

3．平板分离培养基〔3]

4．再生培养基 （RM) 所有的再生全部

采用R尸o]培养基。双层法下层为 1.8务琼脂，

上层为0.6%的琼脂糖。再生对照培养基则不

加墟琅酸钠和硫酸镁。

5．高渗溶液 P少a用于洗涤悬浮菌丝

体及配制溶菌酶，PWP[lo]用于洗涤悬浮原生质

体。

（三）菌丝体培养 摇瓶培养法参照文

献[7］的方法，玻璃纸平板培养法参照文献[4]
的方法。

（四）原生质体的分离和纯化 将摇瓶

培养的菌丝体经离心沉淀后，用0.35M的蔗糖

溶液洗涤2-3次，再用P3缓冲液洗涤1次，洗

涤后的菌丝体用适量的P，缓冲液重悬后用于

酶解。对于玻璃纸培养的菌丝体，先用灭菌镊

子将玻璃纸轻轻揭起，放人盛有10毫升P3缓冲

液的培养皿中漂洗，每皿5张，尔后用灭菌吸管

将菌丝体悬液移人灭菌空三角瓶中。

根据菌丝体悬液的体积和镜检时菌丝体的

形态，加人新鲜配制并经抽滤除菌的溶菌酶贮

备液，使终浓度为2-4毫克／毫升，放人37℃培
养箱中进行酶解。在酶解过程中应间歇摇动以

使酶解充分，并定时取样，在相差显微镜下进行

原生质体的形态观察、计数及拍照。待大部分

菌丝体释放出原生质体后，可用低速离心［[91或

过滤法〔71除去残存的菌丝体，并用PWP缓冲液
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洗涤离心原生质体 3次，以除去溶菌酶。最后

用少量 PWP缓冲液重悬原生质体，并进行镜
检和血球计数。

（五）原生质体的再生 根据血球计数

值，用 PWP缓冲液将原生质体稀释至适当浓

度，用双层法或单层法进行再生培养。再生培

养基应提前24小时浇注平板，或浇注凝固后于

50-C烘干1小时后使用。 接种量为0.1毫升。

同时取 1毫升原生质体悬液加人到9毫升灭菌

蒸馏水中，37℃处理，小时后稀释至适当浓

度，涂布在除去渗透压稳定剂的R3培养基上作

为对照。上述接种平板于34℃培养2-5天后

用菌落计数器进行计数，并按下式计算再生率：

再生率（%)-A一-卫－x 100

图1 玻璃纸平板培养的菌丝体（PM�4小时）

式中A是高渗R，上长出的菌落数／毫升，

B是水处理后在低渗 R3上长出的菌落数／毫

升，R是原生质体的血球计数值／毫升。

（六）SDS处理抱子、菌丝体和原生质体

1．处理抱子 分别取1毫升新鲜斜面抱

子悬液（3X108／毫升），加人到不同浓度的9毫

升 SDS溶液中，37℃处理2--5小时，洗涤或

不洗涤稀释后涂布于分离培养基平板上，34OC

培养3-7天后计算菌落数。

2．处理菌丝体 将玻璃纸培养的菌丝体

洗下后，用0.1界的 SDS溶液37℃处理 5小

时，直接涂布于分离培养基上，370C培养3-7
天后计数。

3．处理原生质体 同再生中的水对照。

以上实验均同时用水作对照。

（二）甘氨酸对菌丝体生长的影响

据报道〔81，甘氨酸对一些链霉菌的菌丝体

生长具有一定的抑制作用。 在我们的实验中，

甘氨酸对龟裂链霉菌同样有抑制作用，随着甘

氨酸浓度的增加，受抑制的程度加剧，玻璃纸平

板悬滴中出现菌丝的时间推迟。

至于甘氨酸的作用，Hammes等〔‘，认为，至

少在某些细菌中，甘氨酸取代了细胞壁ylt多糖

中D-丙氨酸残基，因而千扰了交联。龟裂链霉

菌在分类上属于革兰氏阳性细菌，其细胞壁成

份主要是肤多糖，因而推测甘氨酸的作用也可

能是在细胞壁合成中替代了D一丙氨酸，影响了

细胞壁之间的交联和刚性，从而使菌丝体的生

结 果 和 讨 论

（一）菌丝体的玻璃纸平板培养

玻璃纸平板培养法已用于制备真菌‘们和卡

那链霉菌[2]的菌丝体，但培养时间一般都在

20-24小时。在我们的实验中，以108/毫升的

抱子浓度接种，则只需4-10小时即可得到幼

嫩的菌丝体（图 1)。时间长了，则会长成坚硬

的菌落，说明龟裂链霉菌在玻璃纸平板上生长

速度相当快。

图2 溶菌酶浓度对原生质体释放的影 响

口 1.8毫克1毫升溶菌酶； N 2.6毫克l毫升溶菌酶；
圈4.0毫克／毫升溶菌酶；圈5.6毫克了毫升溶菌酶；
．6.7毫克／毫升溶菌酶。
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长受到影响。

（三）溶菌酶的t对原生质体释放的影响

Okanishi等【”曾用溶菌酶和裂解酶的混合

酶液裂解摇瓶培养的菌丝体 1-2小时制备原

生质体；王洪洲等［[11单独使用溶菌酶达到同样

效果。 我们单独使用溶菌酶裂解 PM，玻璃纸

平板培养的菌丝体，并比较了溶菌酶的浓度、酶

解时间对原生质体释放的影响（图2)0

图2表明，以2.6毫克／毫升溶菌酶裂解1

小时可获得大量原生质体，延长到1.5小时，原

生质体的产量变化不大。 我们将2.6毫克／毫

升溶菌酶裂解1小时的样品经GZ滤斗过滤后

得到了纯净的原生质体（图3)0

培养基的表面要干燥，再生培养时温度要低

为此，我们均提前24小时制备再生平板，培A

度降低到340C0

（五）SDS对龟裂链霉菌抱子、菌丝伪

影响

据报道121，用0.1务的 SDS能完全裂知

那链霉菌的原生质膜，而对完整的菌丝细脆

有影响，对抱子也没有毒性，这样可以准确计

再生率。为了考察这一方法是否也适用于A

链霉菌，我们用0.1多的 SDS分别处理龟裂

霉菌的抱子和玻璃纸平板培养的菌丝体，发

对抱子的杀伤率在99外以上，而对菌丝体跳

伤率高达100务。 若将 SDS的浓度降侣

0.005务，对抱子的杀伤率也在90多以上。

述结果表明，SDS对龟裂链霉菌的抱子和a

体均有很强的毒性，故此不能用 SDS处34

裂链霉菌的原生质体制备物来计算非原生质

单位数。

参 考 文 献

图3 G：过滤纯化的原生质体 （800X)
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