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农抗 1 52 0产生菌与径阳链霉菌 54 0 6

融合的初步研究

张 修

(湖北农学院植保系

军

荆州市 4 34 1 03)

周 启

(华中农业大学农抗研究室 )

摘 要

本文报道农抗 1 52 0产生菌衍生菌株 9 0
一
11 和 wl〕一 1 与径阳链祥菌 4 5肠 之间融合研究的前期结果

。

研

究表明
,

二级生长培养基中蔗糖浓度增加至 17 % 及匀浆打散菌丝团
,

均能提离 540 6 , 株的原生质体释放 t
。

农抗 51 02 产生菌与径阳链霉菌原生质体制备的适宜条件差异较大
。

菌株卯 一 n 和 w H一 1较易醉解
,

适宜条

件为
:

32 ℃ ,

溶菌酶盆 2 一 4吨 /目
,

1一 1
.

hs ;而 54 06 菌株据相对较离的醉 t 和较长的醉解时间
:

32 ℃
,

溶菌醉 t

6 一 8叫 / mI ; 1
.

5 一 Zh
。

各菌株原生质休在
一
20 ℃ 下冻存

,

一个月内可维持 70 % 以上相对再生率
。

以 50 %

PE G 10 0() 诱导融合
,

利用抗性标记检出融合子
,

侧定农抗 5 102 产生菌与径阳链祥菌 5 406 的种间融合频率为

10闷
。

关健词 农抗 5 1 02 产生菌 ; 径阳链霉菌 5 4 06 ; 原生质体胜合

吸水链霉菌应城变种 ( st
:

.

句梦似勿疵公 二
:
万
月
圳谕邵猫。 Y a。 。 t R ua n

)l[ ]

一
农抗

51 02产生菌产生 3 种不同的抗生素
,

其中 5 102 一 I号素与有效霉素和井冈霉素相似
,

对水稻

纹枯病
、

棉花立枯病等具有良好的防治效果 ; 5 1 02一 n 号素是一种多肚类物质
,

对玉米小斑病

菌
、

棉花炭疽病菌等有效 ; 班号素结构未明
,

对棉花枯萎病菌具有抑制作用 〔̀
,

2 〕。 1 992 年
,

覃重

军等采用 DN A 重组技术
,

获得了一株农抗 5 102 产生菌的基因工程菌株 W H 一 1
,

它能超量表

达 5102一 I
、

n
、

班号抗生素
,

并产生一种新的对水稻纹枯病菌及红酵母有抑菌圈活性的物质

— 51 02 一W号素①。

然而
,

该菌株存在着严重的遗传不稳定性
,

使它的开发应用受到限制
。

径阳链霉菌 ( tS :
.

lj’ 护29 归刀罗愁众 T ao ) 5 4 0 6 产生多种具有防病增产作用的生理活性物质
,

其抗

生菌菌肥在多种作物上有广泛的使用 31[
,

为构建综合农抗 5 102 产生菌优良的抗菌性能和径阳

链霉菌 54 06 的防病增产性能的遗传重组菌株
,

19 94 年以来
,

我们开展 了二菌间原生质体融合

研究
。

本文报道前期部分试验结果
。

1 材料与方法

1
.

1 菌株来源

遗传标记菌株 90 一 n ( st 产T et “ )
,

由w N凡 一 1 一 90 一 n .1[ 经诱导并筛选获得的抗链霉素

8 00拜g / m l及四环素 10 0拌g / lnI 的突变性
,

以下称 90 一 11
。

① 草重军
.

吸水链霉菌应城变种载体宿主系统的发展及其抗生素生物合成的遗传操作
。

华中农业大学博士学位论

文
,

199 .2
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菌株 WH一 1 (T i h oR )
,

具有硫链丝菌素抗性的基因工程菌株
,

覃重军博士提供
。

标记菌株 54 ()6 ( iR f R )由径阳链霉菌 (武汉大学陶天申教授赠 )诱导并筛选获得的抗利福平

5 0 0拼g / m l 的突变株
,

以下称 5 40 6
。

1
.

2 培养基

菌丝体生长一级培养采用 Z c m 液体培养基仁
’ 〕

,

二级培养采用有机 A 培养基〔’ ]
,

添加 10
.

3 % 蔗搪
,

用于菌株 90 一 11 和 w H 一 1 的培养 ; 添加 17 % 蔗糖用于菌株 5 4 0 6 的培养
。

再生培

养基 R Z

YE 及高渗 P 培养液参考文献 [’ ]
,

再生培养上层培养基为 P 培养液 + 0
.

6% 琼脂
。

1
.

3 试剂

溶菌酶为中国科学院上海生物化学研究所产品
,

用 P 培养液配制
,

过滤除菌
。

硫酸链霉

素和利福平分别为华北制药厂和东北制药总厂产品
,

四环素和硫链丝菌素均为 iS g m a 公司产

p 口 O

1
.

4 原生质体的制备

实验采用在二级培养基 中生长 20 h 的菌丝体制备原生质体
,

制备方法参见文献 v[]
。

菌株

5 4 0 6 因生长结团
,

先以匀浆器研磨打散后酶解
。

用不完的原生质体可置于 一 70 ℃或一 20 ℃下

冰冻保存
。

1
.

5 原生质体的再生

采用双层平板法再生
,

下层培养基为 凡YE
,

上层为 0
.

6 % 的 P 液培养基
。

再生率的计算

方法参照文献〔“ 〕
。

1
.

6 原生质体融合及融合子的检出

以 50% P E G 1 0 0 0 为助融剂诱导融合
,

融合方法参照文献v[]
。

融合液涂于 凡 Y E 平板后
,

采用双层法再生
。

28 ℃ 培养 20 h 后
,

在各融合组合中
,

分别以下列浓度抗生素混合液 I iln 涂

皿 : 90 一 1 1 X 5 4 06
:
10 0 0拼g / m l S t r + 1 0 0 0拜g /司 R i f ; W H 一 1 x 5 4 0 6 : 30 0拜g / iln T h i o + 1 00 0拜g /

耐 ifR
,

继续培养 d7
,

参照文献〔’ 〕的方法计算融合频率
。

2 结果与分析
2

.

1 原生质体的制备和再生

以各菌株菌丝体制备原生质体发现
,

菌株 90 一 n 和 w H 一 1 在常规条件下较易溶菌
,

菌

株 5 4 0 6 则较为困难
。

在二级培养基中添加 0
.

2 一 1%甘氨酸
,

则严重抑制菌丝体的生长
,

24 小

时湿重分别由 3
.

9 19 降至 2
.

15 9 和 0
.

4 8 9
,

因而难以用于原生质体的制备
。

将二级培养基中

的蔗糖浓度提高至 17 %
,

可使菌丝团较为松散
,

原生质体释放量明显增加 (表 1 )
。

如果在酶解

前
,

将菌丝团用匀浆器研磨数次
,

使菌丝体分散
,

则更能促进原生质体的释放 (表 2 )
。

表 1 二级培养基中蔗糖浓度对 540 6 表 2 匀浆对 540 6 原生质体释放的影响
’

原生质体释放的影响
’

(原生质体如司 )

蔗糖浓度 (% ) 1 0
.

3 1 7 酶解时间 ( h ) 0
.

菌丝体生长状态 颗粒状 颗拉状

原生质体释放量 (个 /而 ) 7
.

2 x l o` 1
.

5 x z 0 ,

.

酶解条件
:
3 2℃

,

溶菌酶且 6 m g / m l
,

Z h
。

细颐拉状

1
.

2 x 1 0.

不匀浆

匀 浆

一 7
.

7 x 10 5

3
.

2 x 10 ` 1
.

4 x 10 7

4 x 10 6

8 x 10 6

2
.

3 X

3
.

6 x 1 0 .

,

在 32 ℃ 、

溶菌醉 t 6 n

喇司 下酶解
。
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研究不同溶菌酶浓度
、

不同酶解时间对原生质体释放的影响表明
,

各菌株在 32 ℃ 时的适

宜酶解条件为
:

90 一 1 1
:

溶菌酶量 2 一 4m g / inl
,

酶解时间 1 一 1
.

s ;h w H 一 1
:

溶菌酶量 Zm g /耐
,

酶解时间 1 一 l
.

s h ; 5 4 0 6
:

溶菌酶量 6 一 S lgn /而
,

酶解时间 1
.

5 一 Zh
。

在上述条件下
,

各菌株的

原生质体释放量均可达 10 “ / iln 以上
。

同时
,

菌株 90 一 n 的再生率可达 20 %
,

菌株 w H 一 1 和

菌株 5 4 0 6 的再生率则分别达 15 % 以上
。

原生质体释放量和再生率均受溶菌酶浓度和酶解时

间的影响
。

超出上述适宜条件
,

随着溶菌酶量的加大及酶解时间的延长
,

各菌株的原生质体释

放量不再增加
,

甚至会下降
。

相应再生率则呈下降趋势
。

2
.

2 原生质体保存条件对再生的影响

将各菌株原生质体制备液在一 20 ℃下冻存
,

于不同时间取 出
,

在 30 ℃水浴中迅速解冻后

测定再生率 (表 3)
,

发现贮存 2 一 3 月时间内的原生质体再生率均呈下降趋势
。

菌株 90 一 1 1
、

w H 一 1 和 5 4 0 6 的原生质体的相对再生率为
:

保存一个月时
,

82
.

3%
、

78
.

8% 和 73
.

2 % ;保存

两个月时
,

69
.

3%
、

67
.

9 %和 61
.

3 %
。

原生质体保存三个月则相对再生率下降幅度转大
,

菌株

90 一 n 和 W H 一 1 的相对再生率分别为 44
.

2 %和 32
.

7%
。

表 3 一 2 0℃冷藏对原生质体再生的影响

保存时间

(天 )

9 0一 11 W H一 1

再生率% 相对再生率% 再生率% 相对再生率% 再生率% 相对再生率%

10.9D.87.731 5
.

6

1 3
.

7

1 3
.

8

1 2
.

3

1 0
.

6

14
.

2

12
.

4

12

10

10.86”

1 8
.

5

1 6
.

6

17
.

7

14
.

9 6 1
.

3

00叮曰O几ùO87887867

,̀八咭QU
,

b

07143060

9 0 9
.

5 4 4
.

2 5
.

1 3 2
.

7 N T
.

N T

`
N T

:

未侧

2
·

3 不同组合的原生质体融合

融合试验结果见表 4
。

在融合液涂皿再生 2h0 后
,

添加混合抗生素液涂皿
,

直接检出具有

双抗特性的融合子
,

表明菌株 90 一 n 和 w H 一 1 与径阳链霉菌 5 4 0 6 的融合频率均为 1 0一
。

表 4 不同组合原生质体融合的比较

融合组合 选择性平板
选择性平板

(菌落到园 )

非选择性平板

(菌落数/园 )

9 0 一 1 1 x 5 4 0 6

W H 一 1 X 5 4 06

S tr + 凡 f

T h i o + R if

2
.

5 4 x l沪

2
.

3 5 x l护

融合频率

1
.

3 D x 1 0刁

2
.

5 5 x 1 0月

原生质体融合和常规诱变育种一样
,

只有获得大量的融合子
,

才能从中筛选到所期望的优

秀融合后代
。

一定数量的融合子需要靠多次的融合实验获得
。

每次实验制备新鲜的原生质

体
,

会浪费大量药品
,

并使实验过程拉得很长
。

本实验证明
,

将用不完的原生质体立 即在
一 2 0℃ 冰柜中速冻保存

,

可 以延长它的使用期
,

至少在 1 一 2月内使用仍可保持较高的再生

率
。

这样
,

制备一次原生质体
,

即可用于多次融合
,

既节约药品又可以缩短获得大量融合子所

需的时间
。

(下转第 325 贫)
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型
。

因为同样的实验数据可以用不同的模型拟合
,

所得拟合结果也不尽相同
。

机理正确的模

型可能由于过程噪声和观测噪声的干扰而拟合不佳
。

若是想得到一个经验公式
,

当然选取相

关系数最大的模型 (包括参数 ) ;若是建立一个机理模型
,

相关系数即使不是最大
,

但已达到较

高的显著水平
,

仍应考虑接受
。

3
.

3 数据的数里和分布的要求

关于参数估计的数据数量的要求
,

原则上有效数据越多越好
。

但是在一定的实验条件下
,

所得到的实验数据总是有限的
,

并且当数据的个数超过一定数量时
,

再增加数据对提高数据的

统计意义并不大
。

一般地说
,

当数据的准确度较高时
,

数据可以少一些 ;反之
,

数据则要求多一

些
。

此外
,

实验数据应在曲线的各段都有分布
。

在曲线的斜率变化较大的线段
,

数据点不宜稀

疏
,

以便较好地反映曲线的特征
。
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