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利用基因工程技术改良抗生素生产菌有着广阔的应用前景［+］。值得尝试的是将抗生素生物合成基

因片段随机或定向组合导入生产菌中，通过同源重组方式提高生物合成途径中限速步骤相关基因的剂

量，以达到提高生产菌发酵单位的目的。此战略被作者称为“基因回转化技术”，并在林可霉素生产菌林

可链霉菌（!"#$%&"’()*$+,%-*’,-$-+%+）’.1++的基因工程改良中得到尝试。

基因回转化技术应用首先碰到的问题是抗生素生产菌转化系统的建立，包括原生质体制备、再生、

转化的最优化条件。本文报道林可链霉菌转化系统的最优化条件。

! 材料和方法

!#! 菌株和质粒

林可链霉菌’.1++为抗噬菌体的林可霉素生产菌，本实验室收藏。

234’-$系德国乌帕塔尔大学5672789:78;教授馈赠。

!#" 培养基和试剂

培养基配方见文献［$］。培养基组份如蛋白胨，酵母粉为<="6>产品；?@A为B6CD"产品；溶菌酶、

?E@、硫链丝菌素（?F6"9G872G"H）为@6;IJ产品；其他化学试剂为国产分析纯。

!## 原生质体制备及转化

链霉菌原生质体制备、再生及转化参照K"2L"">等人［)］的方法。

" 结果

"#! 培养基组成对林可链霉菌原生质体再生及转化的影响

表+ 培养基对林可链霉菌’.,++原生质体再生的影响J

培养基 原生质体制备量: 再生率D／M

@N +#-O+-( +$
@NP)&M蔗糖 +#)O+-+- +*
?@A $#-O+-( +#-
?A@P)&M蔗糖 .#.O+-% -#’
QENE (#-O+-( -#$
QENEP)&M蔗糖 +#)O+-% +#*
@& $#*O+-’ -#)

J#稳定期的菌丝体制备原生质体；:#含-#*M甘氨酸的$*IR培养液；D#原生质体在S$QE培养基上再生。
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四种常规的链霉菌液体培养基对林可链霉菌原生质体制备及再生的影响较大（见表!）。用"#培

养基培养的林可链霉菌其原生质体具有最高的再生率，含有$%&蔗糖的"#培养基对再生率影响不大，

但对原生质体的制备极为有利，这在其它培养基中也有类似的趋势。

高浓度蔗糖的存在使链霉菌在整个生长过程中保持精细颗粒，有利于原生质体的制备，从表’中可

以看出：作为培养基组份之一的蔗糖对原生质体制备及转化影响较为显著，蔗糖浓度越高，转化率也越

高，但各种蔗糖浓度对原生质体的再生率影响不大。

表! "#培养基中蔗糖浓度对原生质体再生和转化的影响

蔗糖浓度／（!／&） 原生质体制备量( 再生率)／& 转化率／"*+,-

. $/!0!.1 !/% ／

!. 2/’0!.1 ./1 2/!0!.$

!3 !/’0!.!. !/$ $/40!.%

’5 !/$0!.!. ’/4 !/20!.5

$% 3/$0!.!. !/! !/20!.5

(/来自’567含有$%&蔗糖浓度的培养液，甘氨酸浓度为./5&，菌体处于稳定期；)/原生质体在8’9:培养基

上再生；;/’5<*=>?3.’转化!.1个原生质体。

!/! 菌龄对林可链霉菌原生质体再生及转化的影响

林可链霉菌在三种培养基中生长的菌龄与原生质体制备、再生及转化的对应结果列在表$中。最

佳的再生率和转化率往往在处于稳定期菌龄的菌体中得到，但菌龄对两者的影响并非同步，换句话说，

菌龄并不是简单地通过影响再生率而影响转化率。值得注意的是，就转化率而言，"#培养基培养出的

林可链霉菌总要比9:#:培养的高’@5倍。

表$ 林可链霉菌%&@’’的转化(

培养基 生长期)
原生质体制备量;

,AB AB
再生率C／& 转化率／"*+,-

"# # $/50!.5 5/’0!.1 ./4 4/.0!.$

$ 3/.0!.% $/10!.!. !/4 !/20!.%

% 5/.0!.% %/50!.!. 3/. !/10!.5

& !/$0!.2 !/$0!.!. !5/. !/%0!.5

9:#: # !/.0!.% $/’0!.1 !/’ %/.0!.$

$ ’/.0!.% %/10!.1 !/’ %/40!.$

% ’/20!.% %/40!.1 !/! !/’0!.%

& $/.0!.% $/$0!.1 %/1 $/%0!.%

"# # !/.0!.$ $/!0!.4 $/3 ／

$ ’/$0!.% !/$0!.!. !/’ $/40!.%

(/所有的培养基均含有./5&的甘氨酸和$%&蔗糖；)/#：对数生长中期，$：对数生长后期，%：稳定期，&：稳

定期；;/,AB：未原生质体化的细胞，AB：原生质体；C/’5<*=>?3.’转化!.1个原生质体。

!/$ 原生质体制备对林可链霉菌原生质体再生的影响

原生质体制备条件（如溶菌酶浓度、溶解时间等）对原生质体制备、再生和转化均有影响。表%所列

数据表明，用’6*／67浓度的溶菌酶处理菌体!’!/5D，可得到最高再生率和转化率，较高的溶菌酶浓

度及较长的酶处理时间均使原生质体难以转化，这一结果与EF=GFFC等人推荐的变铅青链霉菌原生质

体制备条件一致。
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表! 原生质体制备条件对转化率的影响

溶菌酶浓度／（!"／!#） 保温时间／$
原生质体制备%

&’( ’(
再生率)／* 转化率／!"+&,

- ./0 1/.2-.3 4/52-.6 7/8 ./32-.3

- -/. 4/.2-.3 6/-2-.7 3/4 -/.2-.3

- -/0 4/.2-.3 0/42-.6 3/3 -/32-.3

8 ./0 5/.2-.7 0/62-.6 7/5 ./02-.3

8 -/. 5/.2-.3 5/42-.6 -3 -/.2-.5

8 -/0 5/.2-.3 5/42-.6 -7 -/52-.3

0 ./0 8/.2-.3 5/52-.6 1/1 -/-2-.3

0 -/. !5/.2-.3 ./12-.6 8/5 -/.2-.8

0 -/0 !-/.2-.3 ./82-.1 5/7 !1

%/原生质体从-.!#培养液的菌丝体中制备； )/7/72-.1原生质体用809":;<4.8转化。

"/! 原生质体制备对林可链霉菌原生质体转化的影响

除了培养基组成、菌龄以及原生质体制备方法对原生质体转化率有直接影响外，原生质体再生率与

转化率毫无疑问有对应关系，因而通过优化原生质体再生条件提高转化率也是转化系统建立的一个重

要方面。作者分别对林可链霉菌原生质体诸多再生条件（如再生培养基组份、再生温度与时间、再生平

板含水量等）进行系统研究，结果表明：上述条件对林可链霉菌和变铅青链霉菌原生质体再生的影响是

一致的，唯独在=8>?再生培养基中的(%8@和 A"8@离子浓度对两种链霉菌原生质体的影响较大（表

0）。对于变铅青链霉菌而言，8.!!BC／#的(%(C8和0.!!BC／#的A"(C8是最佳的组合，但林可链霉菌原

生质体在此组合条件下的再生率只为其最佳再生率的8.*，原生质体在高浓度（-..!!BC／#）的(%(C8
存在下再生率最高，在此情况下似乎与A"(C8的存在与否无关。

表# $%$&"和’($&"的浓度对原生体再生率的影响

!（(%(C8）／（!!BC／#）
!（A"(C8）／（!!BC／#）

. 8. 0. 1. -..

. !./.- !./.- !./.- !./.- !./.-
8. ./0 5/4 5/. ./5 ./8
0. 1/0 3D5 4/0 7/5 5/1
1. 5/4 -0/. -8/- 1/6 --/.
-.. -5/8 -3/. -0/- -3/3 --/5

综上所述，林可链霉菌原生质体制备、再生及转化有其自身特点，其最优化结果是：用于制备原生质

体的菌丝体培养采用添加53*蔗糖和./0*甘氨酸的EA培养基；菌龄是培养到稳定期；制备时溶菌酶

浓度为8!"／!#，于58F保温-/0$，该制备条件下原生质体制备量可达1/6-2-.-.／!#；原生质体再生

培养基采用=8>?，其中的(%(C8浓度为-..!!BC／#，此时不用添加A"(C8（这一点与变铅青链霉菌显著

不同），再生温度为81F，再生率达到-7*；原生质体转化率为0/62-.0／!"（:;<4.8+&,）。

) 讨论

林可链霉菌转化系统的建立是利用常规遗传手段（如原生质体融合和诱变）及基因回转化战略改良

林可霉素生产菌的基础性工作。优良的转化系统使得高产菌的大规模筛选成为可能。与常规的变铅青

链霉菌转化系统相比，林可链霉菌也表现出自身的特征。在最佳条件下，用:;<4.8和:GA1.转化林可

链霉菌原生质体，转化率分别高达0/62-.0／!"+&,和8/12-.0／!"+&,，这在整个链霉菌系统中是比

较高的。而且，利用常规方法也能方便地从林可链霉菌转化子中抽取纯化重组质粒。所有这些结果都
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为利用基因工程技术改良林可霉素生产菌创造了有利条件。
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重 要 声 明

凡本刊刊出的稿件，除在本刊出版使用外，还要以《光盘版》等多种形式出版使

用，作者如不同意，敬请来稿时声明。

《发酵法生产甘油》获部科技进步一等奖

无锡轻工大学诸葛健教授持续.S年研究的“发酵法生产甘油”最近荣获中国轻工总

会!,,<年科技进步一等奖，并获申报国家亿利达科学技术奖提名。该课题组进行了从菌

种选育、发酵工艺到产物提取和精制的全系列的研究和设计，并于近几年创建了我国独特

的发酵甘油工业和创建了行业协会———中国发酵工业协会发酵甘油专业委员会，主持制

定了中华人民共和国发酵甘油的行业标准。!,,Y年还将该技术输出到美国，并在美国建厂。

（方慧英）
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