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测到黄酮合成并且量略有提高。已知灯盏乙素是灯

盏花中的有效成分之一[1 3|，它是一个由黄酮苷元和

糖基配体组成的黄酮类化合物，在次生代谢中以终

产物的形式存在。在毛状根培养物中检测到大量黄

酮存在而灯盏乙素的量很低，这可能与毛状根中合

成灯盏乙素下游相关的代谢调控酶有关，笔者将在

已建立的短葶飞蓬毛状根转化体系的基础上进一步

开展灯盏乙素生物合成关键酶的研究。
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茯苓灭活原生质体融合育种研究

梁清乐，王秋颖。，曾念开，王怀凯

(中国医学科学院中国协和医科大学药用植物研究所，北京 100094)

原生质体融合是一项重要的生物工程技术，近

30年来发展迅速，该技术比基因工程法和原生质体

转化法简便易行，可以克服传统育种法中细胞壁和交

配系统对育种的障碍，实现种间、属间以至远缘的杂

交。由于原生质体融合是整套基因组连同细胞在内的

其他组分一起融人另一细胞，就为遗传物质的充足和

有效表达提供了更多的机会，且并不需要预先了解有

关基因组或单个基因太多的具体细节，就能改变物种

的生物学特性，获得新品种，甚至可以通过将几个优

良品种的融合而将多种优良性状组合到单个菌株中，

所以，这是一个有可能在较短时期内取得明显成效的

育种方法[1]，并被广泛应用于微生物遗传育种工作

中[2]。灭活原生质体融合是对原生质体融合技术的重

大发展。自1977年以来，人们开始了用灭活原生质体

进行微生物融合育种的尝试[3]。

茯苓Poria cocos(Fr．)wolf是传统名贵中药，

近年来，茯苓菌种退化严重，给生产带来巨大的损

失。笔者在对茯苓原生体制备与再生条件进行探索

的基础上H]，通过原生质体融合技术，得到了茯苓融

合重组子，并对融合子进行了初步的鉴定。

1材料和方法

1．1 出发菌株：Z，。一：为中国医学科学院中国协和医

科大学药用植物研究所真菌室保藏；Z。∽来自福建

三明真菌研究所。

1．2培养基

1．2．1斜面培养基：麦麸5％(水煮0．5 h，滤过，取

滤汁)，葡萄糖2％，磷酸二氢钾0．3％，硫酸镁

0．15％，VB 0．001％，琼脂1．5％，pH值6．5。

1．2．2发酵培养基：麦麸5％(水煮0．5 h，滤过，取

滤汁)，葡萄糖2％，磷酸二氢钾0．3％，硫酸镁

0．15％，VB 0．001％，琼脂1．5％，pH值6．5。

1．2．3 再生培养基：马铃薯10％(水煮0．5 h，滤

过，取滤汁)，酵母粉0．3％，蛋白胨0．5％，葡萄糖

2％，磷酸二氢钾0．2％，硫酸镁0．1％，硫酸铵

0．1％，VB 0．001％，琼脂条1．5％(煮溶)。

1．2．4 高渗再生培养基：再生培养基中加入0．5
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mol／l。甘露醇作为稳渗剂。

1．3试剂：0．1 mol／L Tris一0．1 mol／L EDTA，0．1

mol／L Tris一0．1 mol／L EDTA配制的0．2％巯基乙

醇；稳渗剂KCl，NaCl，甘露醇，蔗糖；50 mmol／L

CaCI。30％聚乙二醇(PEG6000)(北京欣经科试剂

公司)；溶壁酶(广东省微生物研究所)；蜗牛酶(北京

欣经科试剂公司)。

1．4原生质体的制备

1．4．1酶液制备：用灭菌的0．5 mol／L渗透压稳定

剂配制，酶溶解后5 000 r／rain离心10 min去掉沉

淀杂质，上清液用0．22”m微孔滤膜滤过除菌，4‘C

冰箱中保存备用。

1．4．2菌种培养：将菌株z，蚴、z，¨从试管斜面挑

取数小块，分别接种于150 mL麦麸液体培养基中，

28℃下摇床培养7 d，然后滤过收集菌丝，用无菌水

冲洗后，用研钵磨，取Z协：、Z协。各10 mL分别再接

入150 mL新培养基中培养，温度为28 C，做以下

处理。

1．4．3制备：分别取培养72 h的Z。㈣，培养56 h的

Z，∽菌丝，铜网滤过收集菌丝，用无菌水将菌丝冲洗

干净，用0．1 mol／I。Tris一0．1 mol／I。EDTA冲洗

后，0．2％巯基乙醇处理30 min，温度为28 C，振

荡，用铜网收集菌丝，用0．5 mol／l。甘露醇冲洗，将

收集的菌丝在1 500 r／rain下离心10 min，称取

0．25 g菌丝体加上1 mol 3％酶液，28℃振荡酶解2

h，铜网滤过，滤液离心500 r／min，5 min 2次，去掉

菌丝段，3 500 r／min下离心10 min，得到沉淀即为

原生质体，然后将沉淀用稳渗剂洗涤离心2次，并用

血球记数板计数。

1．5原生质体再生：采用0．5 mol／L甘露醇，作为

稳渗剂加入到完全培养基中，取制备好的原生质体

0。1 mI。涂皿，使每皿原生质体数目达到104个／

mL，28’C下培养，观察平皿中的再生菌落数，计算

再生率。

l，6原生质体灭活与融合嘲：取Z，呲原生质体悬浮

液10 mI。，58‘C水浴30 min，检测存活率为0；取

Z。∽原生质体悬浮液10 mI，倒入直径9 cm无菌平

皿中，在30 W紫外灯管正下方30 cm处，打开皿盖

照射灭活处理10 min，检测存活率为0。

将两亲株灭活的原生质体各取1 mL混合到无

菌带塞的离心管内，加入1 mL预热的聚乙二醇

2 000 r／rain离心20 min，28‘C温浴30 min，加入数

毫升稳渗剂，离心洗涤，25℃预培养24 h，取0．1

mL涂于高渗的融合再生培养基。

1．7融合株的分析

1．7．1形态学分析：将充分活化的融合株及亲株转

接于固体平板上，30℃恒温培养后，观察菌落形态。

1．7．2亲和性分析：将充分活化的融合株及亲株转

接于固体平板上，亲株接于平皿两旁，融合株接于中

间，相距2 cm；于30℃、黑暗条件下进行培养；至两

个菌株的菌丝长满培养皿，观察不同菌株菌落之间

菌丝交界处的反应类型。

1．7．3 酯酶同工酶的分析：参照文献方法进行[6]，

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分析融合株与双亲株酯酶

同工酶的差异。

2结果与分析

2．1 灭活原生质体融合频率：Z。。一：和Zm。原生质体分

别采用热灭活和紫外线灭活法处理，混合后在聚乙二

醇诱导下发生融合，融合后重组频率为4×10～。

2．2融合株的性状分析

2．2．1形态学分析：将充分活化的融合株及亲株转

接于固体平板上，30℃恒温培养后，对它们之间的

形态学特征进行了比较(图1)。

融合子的菌丝要比两亲本都要白，而且菌落菌

丝致密，气生菌丝浓密。其菌落性状、气生菌丝量要

优于两亲本，说明两亲本的基因在融合子中发生重

组，表现出了优于两亲本的性状。

A一亲率西株Zlo 2 B一融合菌株R C一亲本菌株Zlo_3

A-parent strain Z¨0 2 B一{usant R C—parent strain Zlo一3

围1融合子与两亲本菌株的菌落性状

Fig．1 Colony characteristics of fusant

and two parent strains

2．2．2亲和性分析：通过融合子与两亲本间的拮抗

反应，可以看到融合子与两亲本之间有明显的拮抗

线，说明融合株有新的基因产生，而与两亲本有明显

的不同，证实融合子为新的菌株。

2．2．3酯酶同工酶分析：从双亲株与融合子的酯酶

同工酶结果来看，融合株和双亲株的酶带有明显的

不同，融合子的酶带明显多于双亲；融合株与双亲株

的主要酶带相同，但其酶带加深明显，而且融合株出

现了两条新的酶带(图2)。

对融合菌株进行同工酶分析能直接反映出融合

  



中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第11期2006年11月 ·1735·

A一融合子R

B一亲本菌株Zlo-2

C一亲本菌株Z10一3

A—fusant R

B—parent strain Z10—2

C—parent strain Z,o一3

图2隧酶同工酶酶谱

Fig．2 Zymograms of esterase isozymes

菌株的遗传背景及双亲株的关系。从酶谱中发现，融合

株的同工酶谱中存在双亲株的特征性酶带并有新的酶

带产生，说明融合菌株同时具有来自双亲株的基因组，

而且融合过程中双亲株的基因发生重组，引起同工酶

基因间的抑制表达发生变化或有新酶基因的产生。

2．3 融合重组子分析：茯苓菌种采用灭活原生质体

融合技术可以获得理想的杂交新菌株。双亲灭活原

生质体融合的特点是可以省去遗传标记菌株的筛

选，还有利于排除双方亲本类型的再生菌株，便于选

择融合重组子[7]。原生质体灭活主要包括3种不同

的方式：热灭活、紫外线灭活以及化学灭活。热灭活

是目前采用最广泛的手段。但热灭活必须配合其他

灭活方式，温度对双亲菌株原生质体作用位点在不

同细胞中差异很小，灭活后致死损伤部位基本相同，

不能做到互补融合，而得不到融合子再生菌株。双亲

原生质体均用紫外线灭活处理。大剂量的UV处理

在不同位点上损伤DNA，因而有可能使融合子的某

些代谢途径受到干扰，最终影响生产中产量，但紫外

线灭活法的优点是可以刺激双亲菌株基因组间的交

换。因此，在试验过程中，Z。。一。选用原生质体热灭活，

z，∽选用原生质体紫外线灭活，融合后双亲原生质

体损伤部位得到互补，就很容易从再生平板上挑选

出融合子再生菌株。

利用该方法笔者已选出融合子再生菌株，并通

过形态学、亲和性、酯酶同工酶分析，确定该再生菌

株为双亲融合子；该菌株是否为优质高产菌株，还有

待于进一步生产中试验结果来证明。
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不同部位、不同产地南五味子中木脂素类成分的比较

徐丽华1‘2，梁春霞3，孙 萌2，李桂凤3，余伯阳H

(1．中国药科大学中药学院，江苏南京210009；2．苏州大学药学院，江苏 215007；

3。苏州市恩源医药科技有限公司，江苏苏州 215011)

南五味子为木兰科植物华中五味子Schisandra

sphenanthera Rehd。et Wils。的干燥成熟果实。性

味酸、甘、温，归肺、心、肾经，具有收敛固涩、益气生

津、补肾宁心的功效。用于久嗽虚喘、津伤口渴、短气

脉虚、心悸失眠等症[1]。南五味子主要分布于华中、

西南等地，其化学成分主要有挥发油、木脂素、三萜、

多糖、有机酸等[2“]。木脂素类成分是南五味子的主

要活性部位[6’7]，其中五味子甲素、乙素、酯甲、醇甲

具有降酶保肝活性，五味子乙素、醇甲具有安神作

用，本实验采用HPLC法检测了南五味子果肉、种

皮、种仁中五味子甲素、乙素、酯甲及醇甲的量，并用

紫外一可见分光光度法检测了总木脂素的量，同时检

测了5个不同产地南五味子中五味子甲素、乙素、酯

甲、醇甲及总木脂素的量。检测结果显示，检测部位
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