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摘 要：以紫杉醇产生菌 /29F63 为出发菌株，分别采用紫外线和紫外线与氯化锂复合诱变方法对其原生质体进行

诱变，获得了两株高产紫杉醇的突变株———F’!% D 37 和 FG"% D &，其紫杉醇产量从出发菌株的 #3!H%8!IJG 分别提高至

#8&H#5!IJG 和 #7$H&#!IJG；同时，又采用 K1LM 和同工酶技术对出发菌株 /29F63 与两高产株 F’!% D 37和 FG"% D &间的遗

传差异进行了研究。结果表明，出发菌株与诱变菌株之间以及两诱变菌株之间都存在明显差异，为进一步研究与

紫杉醇合成相关基因及诱变株产量提高的分子机制奠定了基础。
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紫杉醇（4;O()）是一种复杂的具有抗癌活性的

二萜生物碱，最早是由美国的 P;-< 等（3783）［3］分离

自短叶红豆杉（!"#$% &’()*+,-*"）。在体内，紫杉醇作

用机理是抑制微管蛋白的解聚，破坏细胞微管的功

能，从而影响纺锤体的形成，抑制肿瘤细胞的有丝分

裂［$］；在临床上，用于治疗乳腺癌、卵巢癌、绒毛膜

癌、子宫癌等人体多种恶性肿瘤［# Q "］。树状多节孢

（.,/$-*%0,’*$1 %2-)*+,’1(）是 周 东 坡 等（$%%3）［&，8］在

377# 年从东北红豆杉（ !"#$% 3$%0*/"4"）韧皮部分离

到的一种内生真菌，为中国一新记录属———多节孢

属，紫杉醇产量最初为 "3H%& Q 3$"H8%!IJG，后经一

系列诱变选育，获得了产量达到 #3!H%8!IJG 的诱变

株 /29F63。

本研究旨在通过原生质体诱变，进一步提高紫

杉醇产量，并对高产菌株和出发菌株间的遗传差异

进行分析，找出变异菌株与出发菌株间的分子差异，

以期获得标志原生质体诱变后的特征性变异的分子

信息，为下一步研究紫杉醇生物合成相关基因和分

子育种提供基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：菌株 RNM## 系自东北红豆杉（ !"#$%

3$%0*/"4"）分离到的内生真菌———树状多节孢（.,/5

$-*%0,’*$1 %2-)*+,’1(）［&，8］，其 孢 子 经 F’、9ST、&% 2(、
/40 等一系列诱变获得的突变株 /29F63（其紫杉醇

产量为 #3!H%8!IJG），以此作为本研究的出发菌株；

!"!"# 培养基：LM1 液体培养基［5］；再生培养基：向

LM1固 体 培 养 基 中 加 入 氯 化 钠，使 其 终 浓 度 为

%H8:()JG 后灭菌；改良的 T68 培养基［7］：在原 T68 基

础上 将 苯 丙 氨 酸 增 至 "H%:IJG，新 增 酪 氨 酸 至

3H":IJG，新增亚油酸至 3H":IJG。

!"!"$ 主要试剂：6%4"、4! 连接酶、?/4L、!"7 M/1
聚合酶、F/UN63% 柱式 M/1 胶回收试剂盒均购自

4;V;K; 公司；@09S64 ’.CW(X 购自 LX(:.I; 公司；溶

壁酶（ )BY;))=B:.）购自广东微生物研究所；蜗牛酶

（Z-;<);Z.）购自北京百泰生化技术公司；纤维素酶

（C.)),);Z.）购自上海丽珠东风生物技术有限公司）；

溶菌酶（)BZ(=B:.）购自中国科学院生物化学研究所；

其它的各种生化试剂等均为国产分析纯。

!"# 菌丝体培养和收集

经 LM1 斜面培养基活化的出发菌株 /29F63，

在 LM1 液体培养基中再活化 3 次（"%:GJ$"%:G 锥形

瓶）。然后，以 #[接种量接种至 LM1 液体培养基，

$5\静止培养 #?（$%%:GJ"%%:G 锥形瓶），培养好的

菌丝体以 #%%%XJ:<- 离心 3%:<-，收集菌丝体，用渗透

压稳定剂（%H8:()JG 氯化钠）洗涤两次，再转入平底

试管，每管湿菌体重 3I。



!"# 原生质体制备和再生

参照文献［!"］进行。

!"$ 原生质体诱变［!!］

将制备的原生质体用 "#$%&’() 氯化钠调整，使

其终浓度为 !"* 个(%)。照射前，先打开紫外灯预热

+"%,-，使光波趋于稳定，然后将稀释好的原生质体

悬液 .%) 放入直径 */% 盛有无菌转子的平皿中。

紫外线照射条件为：灯管距离培养皿 +"/%，+"0 紫外

灯，照射过程用磁力搅拌器搅拌，照射一定时间后，

在红灯照明下，系列稀释原生质体悬液；另一组悬浮

在含 *%1(%) ),2’ 的溶液中作紫外照射（复合诱变）

后，再做系列稀释。采用双层平板培养法分别于再

生培养基再生［!"］，在 345恒温培养箱中暗培养 *6，

获得原生质体再生株。同时，以未经诱变的原生质

体同样操作作为对照，进行致死率的测定。原生质

体诱变致死率的计算公式如下：

原生质体诱变致死率（7,8’）9［! : 诱变处理后原生质体再生

率（7,8;）<诱变处理前原生质体再生率（78;）］= !"">

!"% 基因组 &’( 提取

参照文献［!3］提取。

!") 同工酶的提取

培养出发菌株 ?2@AB! 和突变株，收集菌体，加

入 C;,DB柠檬酸提取液（C;,D *#31，柠檬酸 !#*1，加蒸

馏水定溶至 !"""%)，调 8E 值至 4#"）在冰浴中研磨

后，置超低温高速冷冻离心机中离心提取酶液。将

所提取的酶液进行凝胶电泳，用过氧化物酶同工酶、

酯酶同工酶、淀粉酶同工酶、过氧化氢酶同工酶、可

溶性蛋白和游离组蛋白对凝胶进行染色［!+］。

!"* +(,& 扩增

以紫 杉 醇 产 生 菌 基 因 组 F?G 为 模 板，进 行

7GHF 扩增。引物：引物 I! J I!3. 购自上海生物工

程有限公司，引物 I4* 序列：.KBLCL22CGG22B+K，引

物 I!3! 序列：.KBG2LLGC22CLB+K。反应体系：模板

F?G 3""-1，引物 .-1，6?CH "#3%%&’()，!" = @M CN1
OPQQR;（S13 T ），@M !"# F?G 聚合酶 "#.A。反应条

件：UV5 .%,-；UV5 !%,-，+*5 !%,-，$35 3%,-，3 J
V" 个循环；$35 $%,-。

- 结果和讨论

-"! 紫杉醇高产菌株的诱变

-"!"! 原生质体的诱变：用 "#$%&’() ?N2’ 洗涤菌

丝体后，再按照 !%) 酶液(3."%1 湿菌体的比例用复

合酶系（8E.#. J *#" 的 "#$%&’() ?N2’ 配 制 的，由

+>溶壁酶 T +>蜗牛酶 T !>的溶菌酶 T +>纤维素

酶组成）悬浮菌体，+"5酶解 *W。原生质体最大产

量为 3#3+ = !"$ 个(%)。将获得的原生质体过滤洗

涤、系列稀释后，在含 "#$%&’() ?N2’ 的 HFG 再生培

养基上，采用双层平板培养法再生制备到的原生质

体，测得原生质体再生率最高达 $3>。

向原生质体悬液中加入 "#*>),2’ 后，立即在紫

外光下照射 !"D、3"D、+"D、V"D、."D、*"D，分别取样进

行系列稀释，在 HFG 高渗再生培养基上避光培养。

同时，以紫外线单独诱变作为对照。从致死率与诱

变剂量的关系（图 !）中可以看出，随着诱变剂量的

增加，致死率也增加，但并不呈现明显的正比关系。

图 ! 原生质体致死率

X,1Y! CWR ’RZWN’ ;NZR &Q 8;&Z&8’NDZ

-"!"- 高产菌株的筛选：为降低工作量提高筛选效

率，首先摸索了获得高正变率的原生质体致死率范

围。每个剂量都采用五次重复，测试结果为各重复

样的平均值，共获得 $4* 个再生株，初筛了 .V3 个再

生株（其中经紫外线单独诱变获得的再生株为 3!.
个，紫外 线 和 ),2’ 复 合 处 理 获 得 的 再 生 株 为 +3$
个），将初筛获得的再生株再经复筛，然后将复筛获

得的菌株发酵，经 EH)2 定量分析后，紫杉醇产量凡

高于出发菌株 ?2@AB!（紫杉醇产量为 +!V#"$!1()）

的突变株即为正变株。试验结果表明（表 !），A[ 单

独处理照射 ."D 时紫杉醇产生菌的正变率较高；A[
和 ),2’ 复合处理 V"D 时正变率较高。

表 ! 正变率与诱变剂量的关系

CN\’R ! CWR ;R’NZ,&-DW,8 &Q \RZ0RR- 8&D,Z,]R %PZNZ,&-

;NZR N-6 %PZN1R- 6&DR

7RDP’Z
A[ A[ T "#*>),2’

V"D ."D *"D V"D ."D *"D
H&D,Z,]R %PZNZ,&-

;NZR(> *#. V3#4 V"#" !3#4 V.#+ +4#.

CWR -P%\R;
（8&D,Z,]R %PZN-ZD
< ZRDZR6 %PZN-ZD）

!V(3!. U3(3!. 4*(3!. V3(+3$ !V4(+3$ !3*(+3$

根据上述试验结果，本试验采用紫外线单独处

理 ."D 和紫外线和 ),2’ 复合处理 V"D 处理原生质

体，共获得 3$V 个再生株，初筛了 3." 株，复筛了 !*.
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株，终筛了 !" 株，最后选出了 #$ 株紫杉醇产量有所

提高的菌株，其中 %&’"(#)、%*+"(,两个诱变株的紫杉醇

产量较出发菌株有明显提高，以 -./01 公司生产的

紫杉醇标准品图谱为对照，经 23*4 定量分析后，计

算两诱变株发酵液中紫杉醇含量分别为 !5,6!7!/8*
和 !)$6,!!/8*。每次试验测定发酵液中紫杉醇含量

都采用 ! 个平行组，测试结果为各重复样的平均值。

试验经五次重复均得出了一致的结果，证明此两株

诱变株紫杉醇产量具有十分可靠的稳定性。

原生质体诱变正变率的计算公式如下：

原生质体诱变正变率9（:;0）< 正变株数（=;0）>测试的突

变株总数（?0）@ #""9

图 ! 淀粉酶同工酶酶谱

A./B$ ?CD 1E1FGH.H IDHJFKH LM 10GF1HD .HLNG0D

# 1EO ’：31IDEK HKI1.E =4P%(#；$ 1EO +：QJK1EK %*+"(,；! 1EO ,：QJK1EK

%&’"(#)；Q：:JFDI B

!"! #$%&’()和 #*+&’,的遗传变异分析

!"!"( 同工酶分析：（#）各菌株间淀粉酶的差异：由

图 $ 可见，淀粉酶同工酶数量少，酶谱带宽，其中大

部分淀粉酶同工酶集中在凝胶柱的上部。在 :M 值

"6", R "65" 之间，出发菌株 =4P%(# 有 ! 条谱带；诱

变株 %*+"(,、%&’"(#) 只有 $ 条谱带，且酶谱完全不一

致，菌 株 %*+"(, 丢 失 了 :M 值 为 "65" 的 谱 带；菌 株

%&’"(#)丢失了 :M 值为 "6#, 的谱带，即两种诱变条件

分别使淀粉酶的 ST=U 发生了不同的突变。

（$）各菌株间可溶性蛋白的差异：由图 ! 可见，

出发菌株 =4P%(# 在 :M 值 "6$! R "6), 之间有 #" 条

谱带；菌株 %*+"(,在 :M 值 "6#7 R "6,7 之间有五条谱

带；菌株 %&’"(#) 在 :M 值 "6#7 R "67, 之间有八条谱

带。比较可知，诱变菌株 %*+"(, 较出发菌株 =4P%(#
丢失了 :M 值为 "6$,、"6’+、"65’、"65)、"67,、"6), 六

条谱带，增加了 :M 值为 "6#7 一条谱带；诱变菌株

%&’"(#) 较 出 发 菌 株 =4P%(# 丢 失 了 :M 值 为 "6$!、

"6’$、"6’+、"65)、"6), 五 条 谱 带，增 加 了 :M 值 为

"6#7、"6!!、"6++ 共 ! 条谱带。由图可见，出发菌株

=4P%(# 与 其 诱 变 株 %*+"(,、%&’"(#) 仅 共 有 :M 值 为

"6,# 和 "6,7 两条谱带，且两诱变株共同增加了 :M
值为 "6#7 的一条可溶性蛋白谱带。

图 - 可溶性蛋白图谱

A./B! ?CD 1E1FGH.H IDHJFKH LM O.HHLFJV.F.KG ;ILKD.E

# 1EO ’：31IDEK HKI1.E =4P%(#；$ 1EO +：QJK1EKH %*+"(,；! 1EO ,：QJK1(

EKH %&’"(#)；Q：:JFDI B

另外，本试验还对出发菌株 =4P%(# 和其诱变

株 %*+"(,、%&’"(#)的过氧化物酶同工酶、脂酶同工酶、

游离组蛋白等也进行了研究，结果表明各酶谱都发

生了不同程度的改变。

!"!"! :U3T 分析：:U3T 在微生物群体的多样性

分析中是一种非常有用的方法，其展示的谱带可以

揭示生物体在分子水平上的差异。

为进行 :U3T 分析，按 #6+ 获得了质量较好的

T=U。本试验先从 #$+ 个随机引物（-# R -#$+）中筛

选出 !5 个具有多态性且重复性较好的引物对出发

菌株 =4P%(# 和其突变株 %*+"(,、%&’"(#)进行 :U3T 分

析。结果发现，所有引物对基因组 T=U 都能够扩

增，且它们在各菌株之间扩增结果差别较大。

图 % 不同引物的扩增图谱

A./B’ ?CD 10;F.M.DO O.1/I10 LM O.MMDIDEK ;I.0DIH

U：3I.0DI -#$#；W：3I.0DI -7,6 QB Q1IXDI；#6 31IDEK HKI1.E =4P%(#；$6

QJK1EK %&’"(#)；!6 QJK1EK %*+"(, 6

从图 ’ 可以看出，:U3T 产生了清晰明亮的扩
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增图谱，扩增图谱的条带分布合理，扩增带数为 ! "
#$ 条或更多，扩增片段的分子大小在 #%% " !%%%&’
之间。亲株和两诱变株的 ()*+ 图谱呈现出显著的

差异，表明在诱变过程中菌株的染色体结构发生了

明显的变化，即使来自同一亲株的不同突变株其变

化也有所不同。紫杉醇高产株与出发株在 ()*+ 图

谱中所呈现的 +,) 差异片段，可为进一步分析与紫

杉醇产量提高有关的突变基因提供线索。

从本试验结果可以看出，出发菌株与突变菌株

间以及突变菌株之间都存在明显差异，这表明诱变

菌株紫杉醇产量的提高是由于 +,) 结构的改变与

基因突变的结果。为了进一步分析此差异的规律

性，还需对出发菌株和更多的原生质体诱变菌株之

间的遗传差异进行分析，以了解 +,) 结构的改变

与哪些基因位点有关以及与紫杉醇产量如何联系

等，尤其是与紫杉醇产量提高相关的基因突变的分

子证据，尚有待于进一步的深入研究。
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