
第45卷 第 1期 

2017年 1月 

河南师范大学学报(自然科学版) 

Journal ofHenan Normal Unive~iu(Natural Science Edition) 

If_45 No．1 

Jan．2017 

文章编号：1000—2367(2017)01—0039—08 DOI：10．16366／j．cnki．1000—2367．2017．01．007 

高山被孢霉高产 ARA的原生质体融合子筛选 

潘淼，孙立洁，陈祥松，袁丽霞，吴金勇，姚建铭 

(中国科学院 合肥物质科学研究院等离子体物理研究所，合肥 230031) 

摘 要：利用原生质体融合技术，对两株单一优良性状差异显著的高山被孢霉菌株F24和G12进行原生质体 

融合，再采用双灭活或流式细胞分选法筛选优良性状相结合的高产菌株，对双亲菌株原生质体的制备、融合和再生 

的相关条件进行了研究，并对双灭活和流式细胞分选的具体方法进行了研究．经研究发现，采用培养 16 h的高山被 

孢霉菌丝于混合酶液(蜗牛酶 15．0 mg·mL～、纤维素酶 6．0 mg·mL～、溶菌酶0．5 mg·mL 和几丁质酶 0．2 mg· 

mL )中3O℃酶解4 h为原生质体制备的最佳条件．并探究得出两种融合子筛选方法的最佳方案，成功筛选出融合 

子，进一步再生培养验证 ARA产量，最终挑选出一株 ARA产量达 6．32 g·I 的高产菌株．以前尚未发现此方法在 

高山被孢霉上的应用，为高山被孢霉育种提供了一种有效的手段． 
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花生四烯酸 (arachidonic acid，简称 AA或 ARA)，是一种二十碳不饱和脂肪酸，在人体许多生理过程中 

起着重要作用，具有酯化胆固醇、抑制血小板聚集、降低血液黏度、调节白细胞功能、提高免疫力和促进婴幼 

儿大脑发育等功能 I2 J．卫生部于 1994年正式批准，可在婴幼儿配方食品中添加 ARA，1999年正式批准 

ARA作为新型营养强化剂．随着人们对健康、美容、保健意识的增强，ARA作为一种重要的功能性油脂，在 

食品、药品和化妆品等领域的需求正逐步增长，市场前景广阔．近年来，利用高山被孢霉发酵法生产 ARA因 

其产品中ARA含量高且油脂组成合理等特点，一直作为工业生产的主要方式 J． 

菌种选育是提高花生四烯酸产量的首要关键因素之一 ，传统的育种方式中自然选育方法简单但很难得 

到优良菌株；诱变育种突变方向不定筛选工作量大；基因工程育种需了解亲本的详细遗传背景、操作复杂．而 

利用原生质体融合技术因突破了种属间的不亲和障碍，实现远源杂交，不需要了解双亲菌株详细的遗传背 

景，操作简单 ，可定向选育具备双亲优良性状的菌株等优势 而成为微生物菌种选育研究热点 J．1979年匈 

牙利的 Pesti首先发表了融合育种提高青霉素产量的报告 ，从而开创了原生质体融合在实际工作中的 

应用 ． 

本文采用双灭活法和流式细胞分选两种方法对融合子进行筛选．双灭活法原理是对双亲原生质体采用 

不同处理方式(如热、紫外、化学试剂等)使之失去再生能力，经细胞融合后致死伤的部位互补可以形成再生 

的融合体．其中热灭活和紫外灭活应用较多，关于热灭活的作用部位，有人认为是细胞质中的酶蛋白，还有人 

认为是细胞质中的核糖体及rRNA．紫外灭活的作用部位一般认为是DNA的损伤 。．此筛选方法简便、有效、 

很大程度减少了工作量 J．流式细胞术是一项集多种技术于一体的新型高科技细胞分析技术，通过激光光 

源激发细胞上所标记的荧光物质的强度和颜色以及散射光的强度可以得到细胞内部各种各样的生物信息并 

进行分选 J．本研究中首次采用了流式细胞用以筛选真菌原生质体融合子，分别采用不同荧光染料细胞膜 

红色荧光探针(DiL)和细胞膜绿色荧光探针(DiO)标记双亲原生质体，融合后利用流式细胞仪分选带两种荧 
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光信号的融合子，检测速度快、分选纯度高 ，为融合子的筛选提供了一种有效手段． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 菌种 

G12：油脂含量较高，但发酵生物量较低，产孢子能力较弱，不易于传代培养；F24：油脂含量较低，产孢子 

能力强，发酵生物量稳定，有利于传代培养．GI2和 F24均由本实验室分离获得，菌种以甘油管保存于 
一 8O℃冰箱内，每6个月转存一次． 

1．1．2 主要仪器及试剂 

蜗牛酶(BR)：上海源叶公司；纤维素酶(BR)：上海源叶公司；溶菌酶(AR)：上海源叶公司；几丁质酶 

(AR)：上海源叶公司；DiL(细胞膜红色荧光探针)：碧云天生物技术研究所；DiO(细胞膜绿色荧光探针)：碧 

云天生物技术研究所；台式离心机：Allegra X一30，BECKMAN；恒温恒润摇床：ZWY—A211D，上海智城；气相 

色谱仪：GC1690，岛津；流式细胞仪：FACSAria III，BD． 

1．1．3 培养基 

PDA固体培养基：马铃薯20％，葡萄糖 2％，琼脂2％，KH2PO4 0．05％，MgSO 0．025％，pH自然；PDA液 

体培养基：马铃薯 20％，葡萄糖 2％，KH：PO 0．05％，MgSO 0．025％，pH 自然；高渗再生培养基：以 

1 tool·L 山梨醇配制的 PDA培养基． 

种子培养基：葡萄糖 8％、酵母粉 2％、pH自然；发酵培养基：葡萄糖8％、酵母粉 2％、pH自然． 

1．2 方 法 

1．2．1 菌丝培养及收集 

将 PDA斜面上培养6 d生长良好的孢子刮下，用无菌水制备孢子悬液，稀释至10 mL～，取1 mL孢子悬 

液接入装液量为50 mL／250 mL的三角瓶中，于28 o【=、150 r·min 振荡培养，待培养结束 3000 r·min 离 

心收集菌丝，并依次使用无菌水与 1 tool·L 山梨醇渗透压稳定液各洗涤菌丝两次，供制备原生质体用． 

1．2．2 酶液的制备 

所有酶液均使用20 mmol·L～NaH：PO 一Na：HPO 缓冲液(pH 6．0)配制，经0．22 Ixm微孔滤膜过滤除 

菌后使用． 

1．2．3 原生质体制备 

于5 mL酶液中加入 1．2．1中所述湿菌体 1 g，摇匀，30℃下温育并轻轻振荡进行酶解．每隔 1 h取酶解 

液于显微镜下观察细胞酶解程度，待大量原生质体释放即停止酶解反应．用四层高级擦镜纸过滤除去菌丝体 

碎片，于4 Cc下5000 r·rain 离心 10 min，离心后沉淀用 1 tool·【 山梨醇渗透压稳定液悬浮，洗涤两次， 

血球板进行计数． 

原生质体再生率的计算  ̈l：将制得的原生质体浓度稀释到 10 mL～，涂布高渗培养基和 PDA固体培养 

基，28℃培养 5 d后菌落计数，计算原生质体再生率． 

原生质体再生率 =(在高渗培养基上的菌落数 一PDA固体培养基上的菌落数)／显微镜计数的原生质体 

数 ×100％． 

1．2．4 原生质体融合及筛选 

1．2．d．1 热灭活筛选融合子 

(1)热灭活：将装有原生质体悬液的离心管放入65℃水浴锅内加热，分别加热20 min、30 rain、40 rain、 

50 rain、60 min，并每隔5 rain轻轻摇匀，将不同加热时间处理后的原生质体稀释涂布再生平板，并以未进行 

加热灭活的原生质体涂布再生平板做对照．平板置于培养问28 倒置培养，计算不同处理时间下原生质体 

的致死率，选择致死率达 1 00％的最短处理时问的原生质体作为原生质体融合试验材料． 

(2)紫外灭活：将装有原生质体悬液的多个离心管置于 15 w、垂直距离为 5 em的紫外灯下，分别照射 

10 min、20 min、30 rain、40 rain，取不同处理时间的原生质体稀释后涂布再生平板，并以未经紫外灭活的原生 
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质体涂布再生平板做对照组．平板置于培养问28℃倒置培养，计算不同处理时间下原生质体的致死率，选择 

致死率达 100％的最短处理时间的原生质体作为原生质体融合试验材料． 

(3)原生质体融合：取经紫外灭活的G12原生质体悬液和热灭活的F24原生质体悬液，按照 1：1的比例 

混合后，于4℃，5000 r·rain 离心 10 rain后弃上清留沉淀，向沉淀中加2 mL 35％ PEG 6000，于 30℃静置 

保温 1 h，离心并用 1 mol·L 山梨醇渗透压稳定液洗涤2次并悬浮  ̈． 

(4)将原生质体融合液涂布再生平板，于28℃倒置培养，待再生平板上长出的菌落即初步认定为原生 

质体融合子． 

1．2．4．2 流式细胞分选融合子 

(1)配制荧光染料：分别称取 1 mg DiL(细胞膜红色荧光探针)和 DiO(细胞膜绿色荧光探针)，使用 

10 mL DMSO(二甲亚砜)进行溶解待用． 

(2)原生质体荧光染色：将两亲本原生质体分别悬浮于5 mL PB(20 mmo]·L～NaH：PO 一Na：HPO 

0．8 tool·L～NaC1，pH6．0)中，G12原生质体悬液中加入 1 IxL的 DiL荧光染色剂，F24原生质体悬液中加入 

1 IxL的DiO荧光染色剂，于 37℃避光温育 30 rain，离心去除染色剂，并用 PBS缓冲液洗涤 2次后悬浮． 

(3)取等量荧光染色的两种原生质体悬液(10。mL )于无菌离心管内，离心去上清，加入 35％ PEG 

6000于摇床震荡(30℃，80 r·rain )融合 1 h，离心去除融合剂并用高渗溶液及缓冲液 PBS各洗一次，最 

后悬浮于约500—700 的PBS中，并取等量未经染色的两株菌原生质体于同样条件融合作为对照组． 

(4)将样品用细胞过滤网过滤，去除大颗粒物质． 

(5)流式细胞仪选择激发荧光波长，确定分选范围进行分选 ，分选出同时带两种荧光信号的融合子，收 

集于装液量3 mL的 1 tool·L 山梨醇溶液的收集管中． 

(6)将分选出的融合子涂布再生培养基，于28％培养箱倒置培养． 

1．2．5 ARA高产菌的筛选 

挑取融合原生质体菌落，转接至另一再生平板培养，待长出菌丝后转接到 PDA固体培养基进行继续培 

养，待孢子大量萌发，制备孢子悬液，按照 8％ ～10％接种比例接种瓶，于 28％，40％ ～50％湿度，220 r· 

rain 条件下培养3 d，再以8％ ～10％接种量转接至摇瓶 100 mL／500 mL发酵培养基于28℃，40％ ～50％湿 

度，220 r·rain 培养 11 d，利用气相色谱仪检测 ARA产量．检测方法及步骤： 

1．2．5．1 发酵菌体生物量的测定 

(1)摇瓶发酵 11 d后，使用布氏漏斗对发酵液进行抽滤． 

(2)抽干得到的菌体放入烘箱 105℃烘干，计算干重 w即为生物量． 

1．2．5．2 菌体总油脂的提取和含量计算 

(1)使用研钵将烘干的菌体进行研磨至细小的粉末，称取上述研磨的粉末 1～2 g，取精确值 w ，用滤纸 

包住并系上棉绳，放人烘箱 105 cc烘至恒重，称得滤纸包重量 w ． 

(2)将上述的滤纸包放人索氏提取器内，用石油醚进行索氏提取8—10 h后取出，105℃烘干，称纸包重 

量 W2． 

菌体总油脂质量分数 =( 一 )／wo． 

1．2．5．3 油脂中ARA的含量测定和计算 

(1)样品处理(甲酯化) 

称取研磨菌渣0．1 g左右，加入 1 mL 0．5％氢氧化钾甲醇溶液，于 60℃水浴 30 rain，每五分钟摇匀一 

次，然后加入 1 mL三氟化硼甲醇溶液，于60℃水浴 30 rain，每 5 rain摇匀一次，之后加入2 mL正己烷混匀 

后加入 1 mL饱和氯化钠溶液摇匀，反应完毕后将反应液 4000 r·rain 离心5 rain，取上层液体进行气相 

检测． 

(2)气相色谱检测条件 

DB一23ms(30．0 nl x0．25 mm x 0．25 m)石英毛细管色谱柱，柱温程序：90 cc保持1 rain，之后以9cI=／ 

rain升至240℃，保持5 rain；载气：氮气；流速：2．0 mL·min～；进样口温度：250℃；进样模式：分流进样(分 

流比1：10)；进样量：1 IxL；检测器温度：280 qC． 
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(3)ARA含量计算方法 

ARA百分含量的计算使用的是面积归一法，即 ARA在气相检测图谱中的峰面积占总峰面积的百分比 

用以评估 ARA在总油脂含量中所占百分含量． 

2 结果和讨论 

2．1 原生质体制备过程中多因素的影响研究 

2．1．1 酶种类及浓度的选择 

在 R H Bahz发表的原生质体制备方法的基础上 对高山被孢霉的原生质体制备方法进行研究，对酶 

浓度加以改进，采用蜗牛酶 15．0 mg·mL～、纤维素酶 6．0 mg·mL～、溶菌酶 0．5 mg·mL～，并用 0．8 M 

NaC1渗透压稳定剂配制，但考虑高山被孢霉细胞壁中含有几丁质成分，尝试添加几丁质酶对混合酶进行 

优化． 

收集培养 12 h菌丝，分 2组进行实验：一组混合酶为蜗牛酶 15．0 mg·mL～、纤维素酶 6．0 mg·mL～、 

溶菌酶0．5 mg·mL～，另一组在第一组混合酶的基础上加入0．2 mg·mL 的几丁质酶，酶解 3 h观察计数． 

使用第一组配方获得的原生质体密度为 3 X 10 mL～，而添加几丁质酶的第二组实验获得原生质体密度为 

4 X 10 mL～，可见添加几丁质酶更有助于高山被孢霉原生质体的释放． 

2．1．2 菌丝培养的最佳时间 

菌龄是影响原生质体制备的重要因素之一，菌龄过长，菌丝细胞壁老化增厚，不易于原生质体释放，而对 

数生长期以前，菌丝细胞壁结构对降解酶不敏感，释放原生质体数量较少．有研究表明，对数生长期的细胞生 

长、代谢旺盛、细胞壁对酶解作用最为敏感，由这些细胞分离原生质体其形成率和再生率都较高  ̈． 

根据高山被孢霉的生长曲线，分别收集震荡培养 12 h、16 h、20 h、24 h菌丝，以蜗牛酶 15．0 mg·mL～、 

纤维素酶6．0 mg·mL～、溶菌酶 0．5 mg·mL 和几丁质酶0．2 mg·mL 为混合酶，30 cC条件下酶解菌丝 

3 h后进行计数，对所获得的原生质体计数后可知，培养 16 h的菌丝最适合原生质体的制备获得的原生质体 

数量最多(见图1)． 

2．1．3 酶解时间的选择 

为了解最佳酶解时间，以蜗牛酶 15．0 mg·mL～、纤维素酶 6．0 mg·mL～、溶菌酶 0．5 mg·mL 和几 

丁质酶 0．2 mg·mL 为最佳混合酶组合，收集震荡培养 16 h的菌丝于3O℃条件下酶解 1 h、2 h、3 h、4 h和 

5 h．对酶解后的原生质体计数发现，随着酶解时间的延长，原生质体数量呈逐渐增多趋势，但超过4 h酶解 

出现过度现象，部分原生质体破裂，数量迅速减少，因此，酶解 4 h为最佳酶解时间，收获原生质体数量达到 

最大值为7×10 mL～，时间过短或过长都会导致原生质体产量下降并影响其再生率  ̈． 

_ 
菌龄／h 

图l 菌龄对原生质体制备的影响 

2．1．4 酶解的最佳温度 

酶解时间／h 

图2 酶解时间对原生质体制各的影响 

不同菌株酶解时的最适温度不同，真菌最适的酶解温度一般在 28～35℃ ．以蜗牛酶 15．0 mg· 

mL～、纤维素酶6．0 mg·mL～、溶菌酶0．5 mg·mL 和几丁质酶 0．2 mg·mL 为最佳混合酶组合，收集震 
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2．2．1 蚁火 ． 筛选融 r 
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质体进{ 个火活后再进行融合实验 

2．2．1．2 火活的原生质休融合及冉 
分圳将紫外火活的G12原 质体f̈热火f,r,-iil~F24原牛质体涂 fI_』_牛半lfJ亘做对f!{({，确定是否 100％n，j火 
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2．2．2 流 H也分选融合 r 
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建 ● 选定流式细胞分选融合于方案，选择 1个细胞群，调节确定合适的放火 jI三 ·以未染乜九勺 合 

，ti J页怵作为对照，选定红色荧光信号强的 域 P2，再选定删时绿色荧比信 也 的区域 P3， HIT m~+l“t+I 一x+f， 

8．小疗法操作简单 ，准确牢岛，分选到的融 了i 分选细胞总数的3％ ～5％· 

2．2．2．2 融 的再生 
将分选收 的融合子悬液进行适、t1稀释 涂n 生平扳，28 oC f 濉培养 倒 培养·此力 法j 

融合 ⋯l̈  述瞍要比蚁灭活方法筛选的! i" fl Y + }I『牛速度快，5 ct llJ lJJ‘ ，} ， 舣灭活筛选的融 

7 l／J-'1->tA1-'；'J'：ll{f 菌丝， 可能址蚁火 力‘法他 原牛质体『J、J那细JJ也 邴分受 ，融合q 补恢复 {-／1 

嘤更K的}11』川 ， 经流式细【J包仪分选⋯的m 性并术受 ， 述瞍怏‘ 

2．3 融合子的产量验证 
娘彳 株 (；】2发酵油脂 较高， ，} 物jj 较低，产孢 于能 J较刺，不 了 f U 养，而 F24 株汕脂 

较低 ：他 r能力强，生物 稳定， r利1-传代培养．分圳利fH舣火活法 流式 胞分选融合子涂 

霰 选多个l 落进行发酵验 ，从-I 筛选f̈ J ：孢能力灶，生物 ，filltb),~ 也较高的融合成功l ： 
j f』 f 5代进f 验证，悱i状稳定的I 株即为 株．蚁火活法筛选到融合闲株2 摇瓶发酵 I I‘ J ； 

i 5．68 ．I ．⋯ 流 细眦分选得到的融合 株 1油甘{亍 r)“~J、Z。2 +i：J’43．28％．AA IIk'~46·25C／c，最终 AA ” 

lllJ‘i J 6．32 ．I． ．_[] 』眈illii)3~>2％,。 J 拽诤l，f々代．农 1结 为 绀 验 5 1＼、r} 的 均值· 

，  一 叮．二 

～ 』 
×  

●  

一 条 

匕  

一 择 一 选 

匕  

夫  

． 、 }  

． 

一 

嵌  』 
暇 

4  0  
4 — 0  



第 1期 潘森，等：高山被孢霉高产 ARA的原生质体融合子筛选 

表 l ( l2、1：24及融合成功菌株的产量对比 

3 讨 论 

小义何f究 J 高1ll破他礴原，li质体制帑、融合及融 

合子筛选r}I的一系列十Jl火条件，得到了原 质体体制 

衍、融合的 条件， 分圳川舣火活和流式细胞分选 

法进f 融合子筛选，两种方法均，Ir成功筛选融合子．双 

火 法操作简 ，fII筛选的融合子需要经历一个受 

拟 的恢复阶段，阿q 牦时稍长．流式细胞分选，操作 

较舣火活法复杂，成本较高，但筛选的准确牢高，再，Ii 

速度快．H小史通过流 细胞分选筛选到的商产蔺1=朱 

状 件，』 结合 r两康本菌株的优点， 使 ARA广： 
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选f 提供 f-一种仃效r段， 菌利t选育足提I岛花生【Ju 
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Screening of Protoplast Fusion of M ortierella Alpina with Highyield 

Arachidonic Acid 

Pan Miao，Sun Lijie，Chen Xiangsong，Yuan Lixia，Wu Jinyong，Yao Jianming 

(Institute of Plasma Physics Chinese Academy of Sciences，Hefei 230031，China) 

Abstract：In this study，F24 and G12，two Mortierella alpina strains which have obvious different characters were fused for the 

purpose of selecting advantages combining ARA high yield strains by using protoplast fusion technique combined with two efficient fusa 

nts screening methods．The parental protoplasts preparation，fusion，regeneration conditions and methods were studied．And the specific 

methods of double inactivation or flow eytometry were studied．Through the study，hydrolyzing 16 h-cultured mycelium in the mixture 

(15 mg／mL glusulase，6 mg／mL cellulose solution，0．5 mg／mL lysozyme and 0．2 mg／mL chitinase)for 4 h at 30℃ is the best condi— 

tion．Exploring the best conditions of the two fusant screening methods successfully screen out of the fusants．Finally，By further regener— 

ation cuhure to verify ARA vield．a high—yield strain was obtained which ARA’s production was 6．32 g／L．This method has not been 

used in the Mortierella alpina before．It provides an effective method for screening the high—yield ARA strains． 

Keywords：Mortierella alpina；arachidonic acid；protoplast fusion；dual inactivation method；flow cytometry method 
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