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摘 要 通过初筛、单倍体分离、诱变及酵母菌种间原生质体融合技术构建了(株麦角固醇
产量明显提高的优良菌株+,-#(’和+,-#(!。并对+,-#(’的培养优化条件进行了研究。
结果表明在优化的实验条件下+,-#(’的生物量及麦角固醇含量的综合值分别为原始亲株

+,(()和+,’*%的’./0和’.//倍。经遗传稳定性分析，没有发现标记基因的分离现象，从
而证明获得的融合菌株是遗传稳定的，是具有一定实际应用价值的麦角固醇高产菌株。
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目前麦角固醇的生产菌种主要是酵母菌，国外对麦角固醇产生菌及其合成代谢途径

等进行了比较深入的研究［’!&］。国内从五、六十年代开始研究从酵母菌中提取麦角固

醇，但普遍存在的问题是菌种麦角固醇含量低，提取率也较低。近年来有关单位对麦角固

醇高产菌株选育及其发酵条件进行了研究［0!*］。本文是在原有工作基础上利用原生质

体融合技术，将细胞生物量高的酵母菌单倍体与麦角固醇含量高的单倍体融合构建麦角

固醇产量和细胞生物量均有所提高的高产菌株，并对其发酵条件进行了研究。

! 材料和方法

!"! 实验菌株
以本实验室收集保藏的(&’株不同种属的醇母菌为试验出发菌株，统一编号为+,’

至+,(&’。3&"0（4）及56#(’（"）为本实验室保藏的标准交配型菌株。

!"# 培养基及培养条件

+,78培养基，9:$;4<=生孢培养基，+>?培养基及+>?选择培养基［!］。发酵培养
基组成由摇瓶试验确定。将待测菌株在+,78斜面上活化，接一环于+,78液体培养
基，(*@、(%%<／ABC培养’"D作为种子，以’%E接种量接于发酵培养基，(*@摇床培养，转
速为(%%<／ABC，培养&%D。

!"$ 原生质体融合
按常规方法分离单倍体；8,F诱变；原生质体的制备、融合、再生及融合子的鉴定［!］。

!"% 麦角固醇含量标准曲线的绘制
用上海制药二厂的麦角固醇样品精确配制浓度为’%%#G／AH，稀释成系列溶液，在
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!"#$%&分光光度计上测定’()*+吸收值，绘制吸收值对麦角固醇含量标准曲线。

!"# 细胞生物量的测定
培养至一定时间的菌液，&))),／+-*离心%+-*，收集菌体，蒸馏水洗一次，离心，控干

水分后，称重，换算成.))+/菌液的菌体量，即为细胞生物量（湿重，含水量约为()0）。

!"$ 细胞麦角固醇含量的测定
在.))+/磨口三角瓶中，按.1湿菌体加.)+/醇碱溶液（%)02345无水乙醇6’5

7）；在(%!8)9水浴中皂化7:；室温下冷却；加入等体积正庚烷进行萃取；静置7)+-*分
层后，取上层萃取液进行稀释，分别测定’7)*+、’()*+吸收值，并按下述公式计算.))1
干菌体细胞中的麦角固醇含量。

麦角固醇含量（0）6!;";
稀释倍数

# ;.))0

!：根据样品’()*+的吸收值，从标准曲线获得萃取样品中麦角固醇的浓度（"1／+/）

"：萃取液的体积（+/） #：菌体干重（1）

!"% 生物量及麦角固醇含量综合值的计算

.))+/培养液中所含的细胞生物量（1）;.))1干菌体细胞中的麦角固醇含量（1）即
为生物量及麦角固醇含量综合值。

!"& 融合子的遗传稳定性测定
参照文献［.)］。

’ 结果与讨论

’"! 麦角固醇含量标准曲线
鉴于麦角固醇在’()*+处的吸收值与在’(.<%*+处的吸收值很接近，为了简便可

行，我们在本研究中均在’()*+处测定吸收值，麦角固醇含量标准曲线见图.。

’"’ 初筛结果
对’7.株不同种属酵母菌进行初筛，分别测定细胞生物量和细胞麦角固醇含量，初筛

获得.%株细胞生物量较高的菌株和=株麦角固醇含量较高的菌株。部分结果见表.。

表! 不同菌株细胞生物量及麦角固醇含量的比较

()*+,! -./0)123.4.5*2./)33)467.48,48.5,19.38,1.+)/.496255,1,48:,)38381)243

>?,@-*A BC.$8 BC.() BC.8. BC.87 BC’.8 BC’’& BC’’= BC’’$

D-E+@AA／0 (F7= =F(’ =F$7 $F&( ’F’7 .F() .F=7 .F(&

C,1EA?G,EH／0 )F$) .F)& )F$) .F&% ’F7. ’F.. ’F7’ 7F)$

’"; 原生质体融合构建高产菌
从测定的酵母菌中选出生物量较高的二倍体菌株BC.()（$%!&’&"()(*&）及麦角固醇

含量较高的二倍体菌株BC’’$（$%+,-."&’(），按常规方法进行单孢分离，获得相应的单倍
体菌株；通过对单倍体交配型、细胞生物量及麦角固醇含量的测定，选出生物量较高的单

倍体BC.()#’=（@）及麦角固醇含量较高的单倍体BC’’$#&.（@）；IC>诱变上述@单倍体
菌株，筛选出带有不同氨基酸缺陷标记的融合亲株BC.()#’=#.)（@，,.)J.）及BC’’$#&.#(
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（!，!"#"）。按文献［#］所述进行原生质体融合，共获得$%个融合子，通过细胞生物量及麦
固醇含量的测定，从中选出&株产量性状优于亲株的融合菌株’()*&+及’()*&#。结果
见表&，’()*&+及’()*&#具有双亲株的优良性状，&菌株的生物量及麦角固醇含量的综
合值分别是原始亲株’(&&,的+-.倍和+-,倍，是’(+./的+-0倍和+-1倍。对融合菌
株的遗传稳定性进行分析，没有发现标记基因的分离现象，也没有发现产量性状的明显差

异，从而证明获得的融合菌株是遗传稳定的。进一步对融合菌株’()*&+的发酵条件进
行了研究。

表! 亲株及融合菌株的遗传特性、营养要求及产量性状的比较

"#$%&! ’()*#+,-(.(/0&.&1,223#+#21&+,-1,2-、#45(1+(*3#.67,&%6

#)(.0/4-#.1#.6*#+&.1-1+#,.

234!567 89:5;< =!356>*3<?@ 2?:4A9!35:6 BAC:34:?D E5:F!77／G (4>:73@4:9／G

’(&&, &6 H +I%, &I#.

’(+./ &6 H %I&/ +I/0

’(&&,*0+ 6 ! " +I1& &I/%

’(+./*&% 6 ! " $I,/ /I.,

’(&&,*0+*. 6 ! " 9@A +I,& +I$0

’(+./*&%*+/ 6 ! " 9<7 0I%0 /I#.

’()*&+ &6 !6 " &I0% 1I/%

’()*&# &6 !! " &I,% &I$&

!89 发酵培养条件的优化
鉴于微生物发酵培养受多种因素影响，获得的试验数据有所变化，本研究在进行发酵

培养条件的优化试验时，均重复试验1次，计算平均值。

!898: 不同碳源及浓度的确定：采用’(8J培养基配方，碳源分别为食糖、蔗糖及葡萄
糖，发酵&0D，分别测定细胞生物量及麦角固醇含量。从实验结果可以看出，不同碳源对
细胞生物量没有明显的影响，但麦角固醇含量差异则较大，以葡萄糖为最佳碳源。进一步

测定了葡萄糖浓度对’()*&+产量性状的影响，结果（图&）表明，不同葡萄糖浓度下，细胞
生物量及麦角固醇含量有一定差异，.G浓度时，细胞生物量达最高，以后随着糖浓度的提
高，细胞生长受到一定的抑制，而麦角固醇含量则在+%G糖浓度时最高，在一定程度上与
生物量的降低有关。综合考虑细胞生物量及麦角固醇含量，.G葡萄糖应为最适糖浓度，
因为此时生物量及麦角固醇含量的综合值最高，达,-%G。

!898! 不同氮源及浓度对麦角固醇含量的影响：以’(8J培养基为基础，采用.G葡萄
糖为碳源，添加不同浓度的硫酸铵或尿素进行发酵培养，图1表明，不同氮源的添加对菌
体产量性状有很大的影响，随着氮源的添加及浓度的提高，细胞生物量和麦角固醇含量均

明显降低，尤其尿素的影响更加突出。因此本实验确定’()*&+的发酵培养基不添加任
何额外氮源。

!898; 接种量的确定：在上述研究基础上，进行了不同接种量（种量和发酵液体积比）下
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图! 麦角固醇含量标准曲线

"#$%! &’()*+,-+.-/0.1(23(.$2)*(.24

图5 葡萄糖浓度对细胞生物量及
麦角固醇含量的影响

"#$%5 633(/*23$40/2)(/2,/(,*.+*#2,2,*’(
7#28+))+,-(.$2)*(.24/2,*(,*)

图9 不同氮源对细胞生物量及麦角固醇含量的影响

"#$%9 633(/*23*’(-#33(.(,*)20./()23,#*.2$(,2,*’(7#28+))+,-(.$2)*(.24/2,*(,*)

:6";5!的发酵实验，发现在5<’内，随接种量的增大，细胞生物量略有增加，在!=>接种
量时麦角固醇含量达最高，以后随接种量的增加略有降低，与生物量的变化呈相反的趋势

（图<?）。因此，确定:6";5!的最适接种量为!=>。

!"#"# 初始@A的影响：采用不同初始@A的发酵培养基进行研究，发现当培养基初始

@A为BC=时，:6";5!的麦角固醇含量最高（图<D），虽然细胞生物量在@A为BCE时达最
高，但综合考虑，确定BC=为最佳发酵液起始@A。

!"#"$ 摇瓶装液量：在5E=8F的摇瓶中，测定不同装液量对:6";5!发酵生产麦角固
醇的影响。研究发现，随着装液量的增加，细胞生物量呈现逐渐降低的趋势，麦角固醇含

量在装液量为!5>时为最高，以后略有降低。尽管生物量及麦角固醇含量的综合值在

!5>装液量时最高，但考虑到设备利用率，确定适宜的装液量为5<>。

!"#"% 培养时间：采用前述的适宜发酵条件，分别测定:6";5!在不同时间的细胞生物
量和麦角固醇含量，发现生物量和麦角固醇含量随时间的延长，呈现基本相似的变化趋

势，所不同的是细胞生物量在BE’达最高，而麦角固醇含量在发酵9=’时为最高（图<G），
在研究中优先考虑麦角固醇含量，同时兼顾设备的利用率，因此选择的发酵时间为9=’。
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图! 不同发酵条件对细胞生物量及麦角固醇含量的影响

"#$%! &’’()*+’*,(’(-.(/*0*#+/)+/1#*#+/2+/*,(3#+.0220/1(-$+2*(-+4)+/*(/*2

!"#"$ 亲株及融合菌株在优化发酵条件下的产量比较：在上述确定的优化发酵条件下，
分别测定了亲株及融合菌株5&"678的细胞生物量及麦角固醇含量。结果（表9）表明，在
优化条件下，融合菌株5&"678的生物量及麦角固醇含量的综合值分别是亲株5&77:及

5&8;<的8=>!倍和8=>>倍。

表% 优化条件下亲株及融合菌株的产量比较

&’()*% +,-.’/01,2,340*)5’-,26371’28’25.’/*2818/’021
725*/89*,.80-’):,25080,2

?*-0#/2 5&77: 5&77:6!8 5&77:6!86; 5&8;< 5&8;<67@ 5&8;<67@68< 5&"678

A#+.022／B 8%@7 8%8> 8%9> !%<8 9%9! 7%C> 7%!>

&-$+2*(-+4／B 9%<8 7%7! 7%@9 8%78 8%<9 8%<@ 9%<:

% 讨 论
在野生型菌株中，细胞生物量和细胞麦角固醇含量常存在矛盾。原生质体融合技术

则可以将亲株的优良性状结合在一起。本文利用原生质体融合技术，成功地构建了具有

双亲株5&77:和5&8;<优良性状的融合菌株，并对其中的5&"678融合株进行了发酵条
件的优化。研究结果表明，获得的融合株5&"678遗传性状稳定，是具有实际应用价值的
麦角固醇高产菌。
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