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摘 要 利用双灭活原生质休融合技术获得j苏云金杆菌新菌株。着重对原生质休制备、再 

生、灭活及融合的实验条件进行了报道。 

关键词、蒸至垒堑萤；垦圭堕竺苎全 兰． 
分类号Q343．1 5 f勃￡ 象 刮 
苏云金杆菌(简称 Bt)是一种昆虫病原苗，其制剂是目前世界上产量最大的微生物杀虫剂。由于该 

制剂对人畜无害，不污染环境，难以产生抗药性，且效果不亚于化学农药等优点，近年来得以迅速发展。 

Bt作为杀虫剂应用方面主要不足之处是杀虫谱较窄，具有种的特异性。本文的工作是利用原生质体融 

合技术，使不同杀虫谱的Bt变种杂交，选育广谱高效的Bt新菌株。 

微生物原生质体融合技术已有多年的实际应用，但有关在 Bt菌种选育上应用的报道还很少．尤其 

是本文所采用的对Bt亲本菌株的原生质体进行双灭活后再融合的途径，尚未见报道。 

所谓 双灭活 就是将两种菌株的原生质体用不同的理化手段进行处理，相应地使其某一小部位的 

生理结构被损伤而失去活性，但决不是衡底杀死。灭活后的原生质体不能再生，而由损伤部位不同的原 

生质体相结合形成的融合子，因损伤部位互补则可以再生。由于灭活原生质体融合减少了寻找稳定遗传 

标记的繁琐工作及由此可能带来的亲株优良性状的丢失，而且使融合子的检出变得直观，提高了筛选效 

率，因此它是杂交育种的一条有效途径“ 。本文着重报道Bt原生质体双灭活后再融合过程中各项实验 

条件的选择。 

1 材料和方法 

1．1 菌 株 

1 ，2 菌株均为本实验室收藏的生产用菌株。 

1．2 培养基及试剂 

(1)普通培养基：牛肉膏 1 }蛋白胨 0．3 ；KH：PO。0．1 }pH7．O～7．2。 

(2)高渗缓冲液 SMK(按 100 mL计)：蔗糖 17．1 g} 顺丁烯二酸 2．3 g。 

(3)高渗培养基：SMK代替蒸馏水按普通培养基配制。 

(4)向上述培养基配方中加入 2 或 0．8 的琼脂，可得固体培养基或上层培养基。 

(5)酶液：溶菌酶(华美生物工程公司20 000 u／mg)用SMK液配制，细菌过滤器过滤。 

(6)融合剂：PEG(M．W．6 ooo)，SMK液配制。 

1．3 实验方法 

取活化好的1 ，2 菌株各0．2 mL分别加入40 mL高渗培养液中，振荡培养数小时后加入青霉素 
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再培养数小时终止培养，离心收集苗体。用 SMK缓冲液洗涤两遍后，加入酶液后于 42"C水浴保温，不时 

摇动。根据镜检情况终止水浴，离心洗涤除去酶液获得原生质体。将其浓度调整在 1O 个／mL左右。各 

取 4 mL～5 mL．分别置于 15W 紫外灯下和热水浴中灭活。将灭活后的原生质体等量混合，离心去上清 

液，加入预热的融合荆 42"C保温数分钟后，离心去除融合剂。加入 SMK溶液，稀释涂布于双层高渗平板 

中，30"C培养 3 d～4 d。 

1．4 计算公式 

(1)原生质体形成率P= ×1O0 | 

cz 原生质体再生率 = 爵 委鲁 毳舂鬃 l； 陬X100~； 
(3)原生质体灭活率 D 1一 

(4)融合频率 F= 

2 实验结果与讨论 

2·1 青霉素对原生质体形成宰(P)的影响 

裹 1 青霉素浓度对破璧效果的影响 

Tab．1 The Effect of the Concentration 

of Penicillin on Removing the Cell W all 

× 100 。 

× 100 

裹2 青霉素加人时间对破壁效果的影响 

Tab·2 The Effect of the Time of Adding 

Penicillin on Removing the Ce ll W all 

注：①时间从菌种接人培养基算起I 

@因青霉素的抑制，菌体未生长。 

由表1，表2的结果可知，青霉紊对Bt的原生质体形成有明显的促进作用，且加入时间以5 h时为 

好。此时刚刚进入对数期，细胞处于生长繁殖最旺盛的时期，大量细胞壁物质被合成，这时加入青霉紊可 

在对数期后期获得大量的细胞壁有缺陷但仍具活力的细胞，增加了苗体对溶菌酶的敏感性，可获得较高 

的原生质体形成率。由结果可知，青霉紊浓度以0．8 u／mL，加入时间以5 h时为最佳。 

2．2 菌龄对原生质体形成宰 )及再生宰( )的影响 

表3 菌龄对原生质体形成宰 )及再生宰( ，)的影响 

Tab·3 The Effect of Call Ago on the Formation and Regeneration of Protoplasts 

表3显示 1 ，2 的对数期苗体比稳定期的易于破壁，这是因为稳定期产生大量芽孢，其胞壁结构要 

比营养体结实，也较复杂 ，因此释放原生质体较困难。另外稳定期的原生质体存在着很大比例的非活 

性个体，因而再生率也很小。我们选择对数期中后期的苗体来制备原生质体，是因为这一时期的原生质 

体再生率高。 

2．3 高渗缓冲液(SMK)浓度对原生质体再生的影响(见表 4) 

高渗液浓度在原生质体再生过程中是最主要的条件，它起稳定渗透压的作用。据表 4以0．5 m。I的 
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SMK效果最佳 。 

2．4 灭活条件(见表 5) 

表 4 SMK浓度对原生质体再生的影响 表 5 l#，2 原生质体灭活的方法、条件比较 

Tab．4 The Effeet of the 

Concentration of SM K on the 

Regeneration of Protoplasts 

Tab．5 Th e Comparison of M ethods and Conditions 

of Inactivating Protoplasts of Strain 1 and Strain 2 

{主 (!)不生长 

由于1 对热敏感，我们采用1 热灭活，2 紫外灭活。结果表明，热灭活高温短时易达到 100 金灭 

活，这样为摆脱遗传标记钳制而进行的融合子筛选提供了可靠性。紫外处理时，不易达到100 金灭活， 

但操作方便，短时致死率高，并可把诱变与杂交结合起来，仍不失为有效的方法。实验结果以1 100'C水 

浴 8rain和 2 紫外照射 10min为佳。 

2．5 融合条件 

表6 融合时间对F的影响 

Tab．6 TheEffect ofthe113me of 

Fusion on Fusion Frequency 

融合时间／mln FIX 10 

2．1 

4．2 

1．9 

表 7 PEG浓度对 F的影响 

Tab．7 The Efleet of the Coneentration 

of PEG on Fusion Frequency 

PEG浓度／ F／X10 

30 

40 

50 

1 8 

4．7 

2．9 

影响融合频率 )的因紊很多，本文主要研究了融合时间及PEG浓度对F的影响。由表6，表7可 

知，融合时间以 10 rain，PEG浓度以4O 为佳，时间过长或PEG浓度过高都将因PEG对原生质体的毒 

性。 而使F降低。时间过短，原生质体虽融合但不稳定，而PEG浓度低则其提供的渗透压也低，不利于 

融合，因此相应的F较低。 

关于双灭活原生质体获得活的重组体的机制Hopwood及Wright等认为是细胞致死损伤经过融 

合得以互补的结果“ 。 

3 结 论 

在1 ，2 菌株的双灭活原生质体融合过程中，主要实验条件为：在培养至5 h时加入0．8 u／mE的 

青霉紊{原生质体再生时SMK浓度为0．5 moI}融合时PEG浓度为4O ，融合时间为10 min；灭活条件 

为1 100℃水浴8 rain，2 紫外照射10 mla。 
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—-------— — Studies on Conditlons of Protoplast Fusion 
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Abstract The inactivated protoplast fusion method was carried Out to select new Bacillus 

thuringiensis strains． The experimental conditions of this method including protoplast formation， 

inactivation，fusion and regeneration are emphatically reported here． 
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