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① 洛伐他汀产生菌土曲霉原生质体的制备与再生

蔡晶晶①　李季伦
(中国农业大学生物学院)

摘　要　报道了产生降血脂药物洛伐他汀 ( lovasta t in)的土曲霉 (A sp erg illus terreus)原生质体的制备与再生

条件及原生质体形成过程。结果表明用溶壁酶 5 m gõmL - 1、Zymo lyase 20T 2. 5 m gõmL - 1和蜗牛酶 2. 5 m gõ

mL - 1配制的混合酶液, 可制备出土曲霉原生质体; 其最佳酶解温度为 34℃, 作用 5 h, 原生质体再生率达

17%以上。
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Abstract　 T he p rocess of fo rm at ion and regenera t ion of m ycelia l p ro top lasts from the

lovasta t in2p roducing fungu s, A sp erg illus terreus, has been invest iga ted. By u sing com b ined

lyt ic enzym e system con ta in ing comm ercia l L yw allzym e, Zymo lyase 20T and Snailase,

p ro top lasts p repara t ion w ere ob ta ined after 5 hou rs t rea tm en t under 34℃, the regenera t ion

frequency is above 17%.
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洛伐他汀 ( lovasta t in)是一种有重要医用价值的降胆固醇类药物,开发于 1987年,与其同

系物普伐他汀 (p ravasta t in )和新伐他汀 ( sim vasta t in ) , 在该类药物中占主导地位。土曲霉

(A sp erg illus terreus)是洛伐他汀的主要产生菌。已有很多研究深入到该菌产生洛伐他汀的代

谢过程[1 ]、发酵[2 ]、检测[3 ]及提取方法,但在基因水平上研究洛伐他汀生物合成的报道还不多。

1993 年, N ara 等建立了产生洛伐他汀类似物 compact in 的橘青霉 (P en icillium citrinum )的转

化系统[4 ] ,为从分子水平改造菌种奠定了基础。

由于物理或化学的诱变育种工作量大、盲目性大、偶然性大,人们已经把注意力转向定向

的基因改造。探索工业菌株原生质体制备与再生条件是建立各种霉菌转化系统或原生质体融

合系统的基础。虽然有关丝状真菌原生质体的研究已进行了 20多年,并在许多主要真菌中都

制备了原生质体并进行了再生。但是由于丝状真菌的细胞壁成分复杂,不同属甚至不同种真菌

细胞壁成分都不相同,使得制备原生质体的条件也各不相同。为在土曲霉中建立起有效的遗传

操作体系,首先需探索该菌种原生质体制备与再生的条件。
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本实验采用商品溶壁酶、Zymo lyase 20T 及蜗牛酶配制的混合酶液,成功地制备出土曲霉

原生质体,确定了最佳酶解温度、时间和再生条件,并观察了原生质体形成的过程。为在此基础

上建立该菌种的转化系统做了准备。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株　土曲霉A sp erg illus terrues F28为洛伐他汀产生菌,本室保藏。

1. 1. 2　培养基和溶液　斜面培养基,麦芽膏琼脂[5 ]; 菌丝生长培养基,参照 K irm u ra K 方法配

制[6 ];再生培养基为察氏培养基[5 ] ,用N aC l 0. 6 mo lõL - 1配制; 渗透压稳定剂[7 ] , N aC l 0. 6 mo lõ

L - 1,由pH 5. 8柠檬酸2磷酸缓冲液配制。再生培养基用 0. 06 M Pa 20 m in 灭菌,其余 0. 1 M pa

30 m in 灭菌。

1. 1. 3　酶　溶壁酶,广东省微生物所出品; Zymo lyase 20T ,日本生化学株氏会社出品; 蜗牛

酶,中科院生物物理所出品;纤维素酶,上海丽珠东风生物技术有限公司出品。各酶用渗透压稳

定剂溶解,过滤除菌后混合成一定浓度的酶液。

1. 2　方法

1. 2. 1　菌丝的培养　取生长 7 d 产孢良好的斜面,用无菌水洗下孢子,制成 107～ 108õmL - 1

孢子悬液,按 1%接入菌丝生长培养基, 28℃,培养 2 d,菌丝体成浅粉色小球状。

1. 2. 2　原生质体制备　用无菌网筛 (200目)过滤收集菌丝体球,用渗透压稳定剂洗一遍,控

干 1 m in,转入无菌小瓶中,按 10 mLõg- 1湿菌丝体加入酶液,缓慢震摇以分散菌丝体球,在适

当温度下作用至菌丝体球完全酶解,经 4 层无菌显微镜擦镜纸过滤,去除菌丝片断, 500 g 离

心 10 m in 收集原生质体,用渗透压稳定剂洗 2次,重悬于渗透压稳定剂中。

1. 2. 3　原生质体再生　将原生质体适当稀释,涂于再生培养基上, 28℃,培养 7 d。再生率=

(B - C) öA×100%。其中: A 为镜检原生质体数; B 为用渗透压稳定剂稀释原生质体在再生培

养基上的再生菌落数; C 为无菌水稀释原生质体在低渗培养基上的再生菌落数。

2　结果

2. 1　酶系统的选择　

比较溶壁酶、Zymo lyase 20T、蜗牛酶和纤维素酶对酶解土曲霉细胞壁的效果,在单酶作用

下释放原生质体的能力依次为溶壁酶> 蜗牛酶 = Zymo lyase 20T > 纤维素酶。其中溶壁酶效率

最高,蜗牛酶其次, Zymo lyase 20T 的作用为将长菌丝断裂为小片断后再释放原生质体,纤维素

酶则效果不佳。但是即使使用高浓度的单酶,原生质体的形成数也低于 106õg- 1 (湿菌丝体) ,不如

混合酶液的效果好。比较不同浓度的混合酶液 28℃酶解菌丝 3 h 原生质体形成与再生情况,以

溶壁酶 5 m gõmL - 1+ Zymo lyase 20T 2. 5 m gõmL - 1+ 蜗牛酶 2. 5 m gõmL - 1的混合酶液处理的

效果较好,原生质体形成数达到 3. 9×107õg - 1 (湿菌丝体) ,再生率达 18. 4% (表 1)。
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表 1　不同酶系统条件下原生质体的形成数与再生率

酶 系 统 Θöm gõmL - 1

溶壁酶 Zymo lyase 20T 蜗牛酶

原生质体形成数
个õg- 1 (湿菌丝体)

再 生 率
Υö%

0 5 5 4. 6×106 14. 5

5 5 0 9. 7×106 15. 9

5 2. 5 0 1. 3×107 15. 7

5 2. 5 2. 5 3. 9×107 18. 4

2. 2　最佳酶解温度及时间的确定

土曲霉A . terreus F28在 25～ 40℃均能酶解释放原生质体,在酶解 3 h 的条件下,以 34℃

释放原生质体数最高,达 5. 2×107 个õg- 1 (湿菌丝体) ,而且再生率也最高,达 17. 4% ; 40℃时

原生质体的释放数锐减,而且不易再生 (表 2)。在同一温度条件下 (34℃) ,随酶解时间的延长,

原生质体释放数逐渐增加,延长至 12 h,仍能保持一定的数量,但是时间延长会使再生效率大

大下降,以 5 h 酶解效果最佳 (表 3)。

表 2　酶解温度对原生质体形成

与再生的影响 3 h

温度

Ηö℃

原生质体形成数

ö个õg- 1 (湿菌丝体)

再生率

Υö%

28 2. 8×107 16. 9

32 2. 9×107 15. 7

34 5. 2×107 17. 4

40 1. 5×106 7. 5

表 3　酶解时间对原生质体形成

与再生的影响 34℃

时间
töh

原生质体形成数
ö个õg- 1 (湿菌丝体)

再生率
Υö%

1 2. 8×106 15. 1

2 1. 2×107 14. 3

3 6. 3×107 17. 2

4 8. 8×107 17. 8

5 1. 5×108 17. 5

6 1. 6×108 15. 2

7 1. 4×108 9. 2

8 9. 2×107 6. 7

2. 3　原生质体形成的过程

土曲霉在液体培养过程中会由于孢子萌发后菌丝的互相缠绕而形成菌丝球,在酶解过程

中,最初 1 h,菌丝球基本完整,只有外围菌丝在酶的作用下断裂并释放原生质体 (图 12a) ; 2 h

以后,酶已深入作用到菌球内部菌丝中,菌丝球呈溶解状态,原生质体释放量增大 (图 12b) ; 4

～ 5 h 后,菌丝球全部裂解,原生质体释放量达到最大,但仍有菌丝片断存在 (图 12c)。去除菌

丝碎片后,可得到纯化的原生质体 (图 12d)。由于原生质体刚释放时体积较小,以后逐渐增大,

内部出现液泡,胞质被挤到一侧,因此在显微镜下可观察到原生质体大小并不均一。
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图 1　原生质体的形成过程 (34℃)

a. 1 h 的酶解液:菌丝体球比较完整,只有外围菌丝被酶解释放原生质体,×40;

b. 2 h 的酶解液:菌丝体球开始裂解,×40;

c. 5 h 的酶解液:菌丝体球完全裂解,大量原生质体释放,仍可见菌丝碎片,×225;

d. 纯化的原生质体,×225。

3　讨论

曲霉属中有许多重要的工业菌株,因此受到广泛的关注。K irim u ra 等建立了 2株工业曲

霉A . terreus和A . usam ii原生质体融合系统[6 ] ,其中报道了对一株衣康酸产生菌土曲霉的原

生质体制备与再生的条件,他采用N ovozym e234, Yata lase 和少量 Zymo lyase 20T 组成的混

合酶液处理菌丝,最终获得 3. 9×106õmL - 1个原生质体,原养型菌株的再生率为 15%～ 16% ,

蛋氨酸缺陷型突变株的再生率高达 43%。与之相比,本试验采用了不同的混合酶系统,并以国

产溶壁酶为主,成功地制备了土曲霉的原生质体,原生质体数达到 108 个õg- 1 (湿菌丝体) ,纯

化后的原生质体浓度也在 107 个õmL - 1以上,略优于 K irim u ra 的结果,再生率达到 17%以上,

与 K irim u ra 原养型的结果基本一致。原生质体制备后可直接进行转化或融合实验,也可在

- 70℃保存 1周而再生效率不会降低。

N ielsen 研究发现[8 ] ,丝状真菌与放线菌在液体培养时会有 3种成球方式,即菌丝球来源

于单个孢子的萌发或多个孢子聚集萌发或幼嫩菌丝的缠结。土曲霉A . terreus在液体培养过

程中以上述第二种方式形成菌丝球,酶只能作用于菌丝体球的表面,释放原生质体的速度较

慢,通常酶解制备丝状真菌原生质体的时间都低于 3 h,而本实验中要进行 4～ 5 h。酶解过程

中轻微的震摇有利于菌丝体球的裂解与原生质体的释放。如果土曲霉在液体培养时能形成开

放菌丝状态,则可能缩短酶解时间。我们曾试图在液体培养时加入无菌玻璃珠以打散菌丝球,
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但得到的培养物为很小的菌丝片断,无法进行原生质体的制备。

本系李秀玉教授为本实验提供了有益的指导,李颖副教授赠送 Zymo lyase 20T , 特致谢

意。
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