
!" 卷 # 期
!$$#年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-.,/0,1 !$$#

2,3,45,6：789 :，!$$#；;33,-.,6：<=(9 #，!$$#)

>?4@ A’1B A8@ @=--’1.,6 09 .?, C18D.@ E1’/ .?, *8.4’D8( *8.=18( +34,D3, E’=D68.4’D ’E F?4D8，.?, G4E.,,D H/-’1.8D. H.,/ ’E I,4(’DCJ48DC（*’)K;$!F"$"）8D6

L/-?8@4@ H.,/ ’E I8104D（*’)$""M!""!N）)

"F’11,@-’D64DC 8=.?’1 ) >,(：:NOM#"O::"%MP%:；LO/84(：Q?’=6-!$$RS98?’’) 3’/) 3D
国家自然科学基金（*’)），黑龙江省“十五”重大攻关项目（*’)K;$!F"$"）和哈尔滨市重点项目（*’)$""M!""!N）资助。

产紫杉醇菌株原生质体诱变育种的研究
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摘 要 对紫杉醇产生菌 *FLWO"的原生质体进行了紫外线和氯化锂复合诱变，筛选制霉菌素抗性突变株，共筛选出了 M株正突
变株。经发酵筛选试验，获得了一株遗传性状稳定、高产紫杉醇的原生质体诱变菌株———W\$M ] #，其紫杉醇产量从出发菌株的

R"M^$P!C_\提高至 M":^!M!C_\。
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紫杉醇（.8a’(）最早是由美国的 Z8D4等（"%P"）［"］分离自短

叶红豆杉（?+@)& :*%9#-(,#+），是一种复杂的具有抗癌活性的二

萜类化合物。在临床上，用于治疗乳腺癌、卵巢癌、绒毛膜癌、

子宫癌等人体多种恶性肿瘤［!，R、M］。A(4),#&B(*#)> &2,9#-(*>% 是

周东坡等（!$$"）［#，N］在 "%%R年从东北红豆杉（?+@)& 0)&B#4+/+）

韧皮部分离到的一种内生真菌，为中国一新记录属———多节

孢属，紫杉醇产量最初经高效液相色谱（IY\F）测定为 #"^$N b

"!#^P$!C_\，后经一系列诱变选育，获得了产量达到 R"M^$P!C_\

的诱变株 *FLWO"，较此前报道的其它菌种发酵单位高，是一

种很有前途的紫杉醇产生菌。

工业微生物菌种质量的优劣对发酵工业有极其重要的影

响。目前微生物诱变育种在发酵工业的菌种选育中独占鳌

头，国内外发酵工业中采用的各种生产菌种品系绝大多数是

诱变菌株。诱变育种除能提高代谢产物外，还可达到改进产



品质量、扩大品种和简化生产工艺等。本研究旨在通过原生

质体诱变，进一步选育紫杉醇高产菌株，充分发挥菌株的遗传

潜力，大幅度提高菌株的紫杉醇产量，为通过微生物发酵法生

产紫杉醇早日实现工业化生产奠定坚实的基础，从根本上解

决紫杉醇药源不足问题。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：!"#$$系自东北红豆杉（!"#$% &$%’()"*"）分离到

的内生真菌———树状多节孢（+,)$-(%’,.($/ %0-1(2,./3）［%，&］，其

孢子经 ’(、)*+、&, -.、/01等一系列的诱变，筛选获得的突变

衍生株 /-)’23（其紫杉醇产量为 $345,6!789）做为出发菌株。

!"!"# 培养基：

（3）:#;液体培养基［6］；

（<）:#;固体培养基：向上述 :#;液体培养基配方中加入

<=的琼脂后灭菌；

（$）再生培养基：向 :#;固体培养基配方中加入氯化钠，

使其终浓度为 ,56>.?89后灭菌；

（4）改良的 +26培养基［6］：在原 +26基础上将苯丙氨酸增

至终浓度 %5,>789，新增酪氨酸至 35%>789，新增亚油酸至

35%>789。

!"!"$ 主要试剂：溶壁酶（?@AB??C@>D）（购自广东微生物研究

所）、蜗牛酶（EFBG?BED）（购自北京百泰生化技术公司）、纤维素

酶（HD??I?BED）（购自上海丽珠东风生物技术有限公司）和溶菌

酶（?@E.C@>D）（中国科学院上海生物化学研究所）等。

!"# 方法

!"#"! 菌丝体培养和收集：首先，在 :#;斜面培养基上活化

出发菌株 /-)’23一次，再在 :#;液体培养基中再活化一次

（%,>98<%,>9锥形瓶）；然后，以 $=接种量接种至 :#;液体培

养基，<JK静止培养 $L（<,,>98%,,>9锥形瓶），培养好的菌丝

体以 $,,,M8>GF 离心 3,>GF，收集菌丝体，用渗透压稳定剂

（,56>.?89氯化钠）洗涤 <次，再转入平底试管，每管湿菌体重

37。

!"#"# 原生质体制备［J］：将用 N!%5% O &5,、,56>.?89氯化钠渗

透压稳定剂配制的 $=溶壁酶 P 3=蜗牛酶 P 3=的溶菌酶 P

$=纤维素酶的混合酶制剂，以 3>98<%,>7湿菌体加入平底试

管；然后在 $,K恒温水浴中酶解，酶解时间 &Q，取酶解液用 $
层无菌镜头纸过滤以除去残存的菌丝体及菌丝片段，滤液以

$,,,M8>GF离心 3,>GF，收集原生质体，之后用 ,56>.?89的氯化

钠洗涤 <次后重新悬浮于 ,56>.?89的氯化钠中，在显微镜下

观察原生质体的形成，并通过血球计数板计数。

!"#"$ 原生质体再生：采用双层平板培养法进行［J］。将上述

原生质体悬液用渗透压稳定剂（,56>.?89氯化钠）按 3,倍稀释

法，吸取不同稀释度的原生质体悬液 ,5%>9加入 45%>9 :#;
半固体试管中，搓匀后倒入 :#;固体平板，在 <JK下培养 $ O

%L；同时，再吸取 ,5%>9原生质体悬液注入 45%>9蒸馏水中裂

解 <,>GF，稀释后涂 :#;平板。最后，根据菌落数计算再生率。

!"#"% 制霉菌素最小抑制浓度的筛选：配制含不同终浓度制

霉菌素的平板（6,!78>9、6%!78>9、J,!78>9、J%!78>9、R,!78>9、

R%!78>9、3,,!78>9），将出发菌株 /-)’23在 :#;固体培养基

上继代培养，获得的新鲜孢子稀释至 3,4 O 3,&（HSI8>9）。取上

述孢子悬液 ,53>9直接涂布于含制霉菌素的平板。将涂菌平

板置 <JK恒温培养，$L后观察结果，选择完全抑制紫杉醇产

生菌生长的最小制霉菌素浓度。

!"#"& 原生质体诱变：首先，将制备到的原生质体用 ,56

>.?89氯化钠调整，使其终浓度为 3,& HSI8>9。照射前，先打开

紫外灯预热 $,>GF，使光波趋于稳定；然后将稀释的原生质体

悬液 %>9放入直径 &H>盛有无菌转子的平皿中。分别用不同

的时间（3,E、<,E、$,E、4,E、%,E、&,E）进行紫外线照射处理（$,T，

照射距离 $,H>）；同时设立未照射处理对照组。另一组在含

,5&= 9G-?（485）的平板中作紫外照射（复合诱变）。

采用双层平板培养法于再生培养基再生突变株，在 <JK
恒温培养箱中暗培养 &L后，获得原生质体再生突变株。同

时，以未经诱变的原生质体同样操作作为对照，进行致死率的

测定。

!"#"’ 突变株的抗性筛选：

预筛：将得到的再生诱变株继代培养，然后接种至含

R%!78>9制霉菌素平板，<JK恒温培养，$L后挑取在抗性平板

里生长良好的菌落作为预筛得到的抗性菌株。

将预筛得到的再生诱变株继代培养，然后分别接种至含

3,%!78>9、33%!78>9、3<%!78>9、3$%!78>9制霉菌素平板，<JK恒

温培养，$L后经初筛、复筛挑取在抗性平板里生长良好的菌

落作为抗性菌株。

初筛：将诱变处理后的原生质体悬液适当稀释，采用双层

平板培养法在 :#;再生培养基上培养，<JK恒温培养 $ O %L，

观察菌落生长并统计菌落数。选择再生平板上生长速度快、

菌落直径大的单菌落，用其来筛选紫杉醇高产菌株；同时，淘

汰菌落明显偏小、生长速度慢、菌丝稀薄、易老化的菌落。

复筛：用改良的 +26培养基，于 <%K，3<,M8>GF的恒温摇床

上避光培养初筛中得到的菌株，%,,>9三角瓶培养基装量为

<%,>9，培养 3<L后，过滤发酵液，萃取紫杉醇；然后通过薄层

层析与高效液相色谱法分别对紫杉醇进行定性和定量分析。

同时，以出发菌株 /-)’23为对照，进一步筛选高产菌株。

!"#"( 遗传稳定性的测定：对获得的正突变株连续培养 %代，

以出发菌株作对照，选择遗传稳定性较好，紫杉醇产量稳定提

高的突变株作为正突变株予以保留。

!"#") 紫杉醇提取方法：参照文献［6］。

!"#"* 紫杉醇定性及半定量方法：用诱变后获得的抗性菌株

作三角瓶固体发酵，同时以原始出发菌株作对照。参照文献

［6］。用 +G7>B公司产的紫杉醇标准品作对照。

!"#"!+ 紫杉醇定量方法：参照文献［6］。用 +G7>B公司产的

紫杉醇标准品作对照。

R4J赵 凯等：产紫杉醇菌株原生质体诱变育种的研究



! 结果与讨论

!"# 原生质体的制备和再生

本试验制备原生质体的目的是为了除去紫杉醇产生菌细

胞壁对紫外线的阻碍作用。因此，原生质体形成率越高，诱变

的机率越大。但在原生质体制备过程中，随原生质体形成率

提高，再生率反而下降，而过低的再生又对诱变选育优良菌株

产生不利影响。本试验研究发现，紫杉醇产生菌的原生质体

形成率在 !"#左右时形成率与再生率达到最优配比，这时较

有利于原生质体的诱变；此时，原生质体制备率为最大值 "$"%

& ’(!（)*+,-.）。

!"! 原生质体诱变育种

!"!"# 最小抑制浓度实验：从表 ’可以看出，在制霉菌素浓度

为 !(!/,-.和 !0!/,-.时，培养基中菌体生长情况及状态与对

照组基本相同；制霉菌素浓度大于 1(!/,-.时，孢子生长受到

明显抑制；而当其浓度大于 20!/,-.时，菌体则不生长。因此

选定 20!/,-.为最小抑制浓度。

表 # 制霉菌素浓度对紫杉醇产生菌的抑制效果

$%&’( # $)( (**(+, -* ./).&.,.-/ -* /01,%,./ +-/+(/,2%,.-/

,- ,%3-’452-67+./8 *7/8.

34567689 ):9);96<768:9

,（!/,-.）
=-:+96 :* )>:98;5
（?>76; ’）

=-:+96 :* )>:98;5
（?>76; "）

=-:+96 :* )>:98;5
（?>76; %）

( 0@ 0A 0!
!( 0% 0( 0"
!0 0’ A2 0(
1( %A %% %A
10 ’@ "’ ’2
2( ’ ’ %
20 ( ( (
’(( ( ( (

!"!"! 紫外线照射适宜剂量的选择：各种诱变剂有不同的
剂量表示方式，剂量一般指强度与作用时间的乘积。化学诱

变常以一定温度下诱变剂的浓度和处理时间来表示。在育

种实践中，还常以杀菌率来作诱变剂的相对剂量。本试验以

紫外线照射时间作诱变剂量。适宜剂量则以对紫杉醇产生

菌原生质体的致死率为指标进行选择。紫外线照射剂量与

紫杉醇产生菌原生质体的致死率关系如图 ’所示。
由图 ’可看出，紫外线对紫杉醇产生菌的原生质体致死

作用明显。在诱变育种工作中，过去在用紫外线作诱变剂

时，常采用致死率为 2(#、22#或 22$2#的相对剂量，而目前
大家则比较倾向采用较低的剂量，常采用致死率为 !(# B
!0#，以利于微生物正向突变的进行。本试验应用紫外线对
紫杉醇产生菌的原生质体进行处理，当照射 @(5时，紫杉醇
产生菌的原生质体基本上完全致死（致死率为 21$0A#）。因
此，本试验选定紫外线照射时间 A(5作为适宜诱变剂量（致
死率为 !"$0’#），对紫杉醇产生菌的原生质体进行紫外线C
氯化锂复合诱变。

图 ’ 原生质体致死率与诱变剂量的关系

D8/E’ FG; <;>768:95G8? :* H;6I;;9 >;6G7> <76; :*

?<:6:?>756 79J -+67/;9 J:5;

!"!"9 紫外线C .8K>复合诱变及制霉素抗性突变株的筛选：
氯化锂本身并无诱变作用，但在抗生素产生菌的诱变育种中

表明，其与一些诱变因子具有协同作用［2］。据报道，采用氯

化锂前处理的诱变效果较好，.8K>在一定浓度范围内，有利
于菌体突变的发生。因此，本试验采用向原生质体悬液中加

入 ($@# .8K>（!,"）后，立即在紫外光下照射 A(5，以对紫杉
醇产生菌的原生质体进行复合诱变。同时，以紫外线单独照

射 A(5作为对照。本试验通过对紫杉醇产生菌的原生质体
进行多次复合诱变后，涂布 ’"(个制霉菌素平板（含制霉菌
素 20!/,-.），共获得 "2株在制霉菌素平板上生长良好的抗
性突变菌株。

!"!": 高产菌株的筛选：将上述获得的 "2株抗性突变菌株
分别接种至含 ’(0!/,-.、’’0!/,-.、’"0!/,-.、’%0!/,-.制霉
菌素平板，经初筛后共获得 %@个生长良好的单菌落；之后，
将再通过复筛获得的菌株发酵，经 LM.K定量分析后，紫杉
醇产量凡高于出发菌株 3KNOC’（其紫杉醇产量为 %’A$(!

!/,.）的突变株即为正变株（试验结果见表 "）。最后选出了
A株紫杉醇产量有所提高的菌株（正变率为 ’%$1#），其中在
制霉菌素含量为 ’%0!/,.的抗性平皿中筛选出的 O.(AC0诱变

株的紫杉醇产量较出发菌株有明显提高，以 P8/-7公司生产
的紫杉醇标准品图谱为对照，经 LM.K定量分析后，计算该
诱变株发酵液中紫杉醇含量为 A’1$"A!/,.。每次试验测定
发酵液中紫杉醇含量都采用 %个平行组，测试结果为各重复
样的平均值。对菌株 O.(AC0连续传代培养，结果发现该突变

株遗传稳定性较好，传代两次产紫杉醇量稳定。试验经 0次
重复均得出了一致的结果，证明该突变株紫杉醇产量具有十

分可靠的稳定性。

表 ! 制霉菌素抗性与紫杉醇产量间的关系

$%&’( ! $)( 2(’%,.-/1).5 -* &(,;((/ /01,%,./ 2(1.1,%/+(

%/6 ,)( 0.(’6 -* ,%3-’

34567689 ):9);96<768:9

,（!/,-.）
=-:+96 :*
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本试验对制霉菌素抗性与紫杉醇产量间的关系进行了

探讨，研究结果表明突变菌株获得制霉菌素抗性的同时也提

高了紫杉醇产生菌产生紫杉醇的能力，即随着制霉菌素抗性

的提高，其紫杉醇产量也随着相应地提高。目前，制霉菌素

抗性与紫杉醇产量之间的相关性机理尚不能做出确切的理

论解释，推测可能是制霉菌素抗性基因与紫杉醇产量某一相

关基因紧密连锁；或者是二者处于同一操纵子调控之下；或

处于相同正调控基因的影响之下发挥其生物学功能。

近来紫外线诱变原生质体已成功应用于多种微生物，本

文首次研究了紫杉醇产生菌原生质体的制备与再生并确定

了其最佳条件。采用紫外线和氯化锂复合诱变紫杉醇产生

菌原生质体的方法筛选紫杉醇高产菌株，为树状多节孢

（!"#$%&’(")&$* ’+%,&-")*.）菌种诱变提供了可靠的途径；同时，
在紫杉醇高产菌株的选育中，以制霉菌素抗性作为相关选择

性状能够推进此类微生物的快速育种，并为发酵法生产抗癌

药物紫杉醇提供了有应用前景的高产菌株。
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