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近年来，丝状真菌在工业酶方面的研究得到

了广泛应用。柄蓝状菌 EMM 是丝状真菌中一株

经过诱变的高产纤维素酶菌株，是由本实验室自

主分离得到，其纤维素与半纤维素的产量已经可

以达到工业水平［1］。为了更进一步提高纤维素酶

的产量，从分子水平上分析菌株的特性，转化系统

柄蓝状菌原生质体的制备与再生条件优化
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摘 要：为了建立以聚乙二醇 /氯化钙（PEG/CaCl2）原生质体介导的柄蓝状菌（Talaromyces Stipitatus）高效的

遗传转化系统，分别从材料选择，真菌菌龄，不同的渗透压稳定剂，酶的不同种类配比，酶的浓度，酶解时间

及不同再生方式对柄蓝状菌 EMM 原生质的制备与再生条件进行优化。结果表明：以柄蓝状菌 EMM 接种

生长 48 h的菌丝为制备材料，1 mol/L MgSO4作为渗透压稳定剂，菌丝在温度为 30 ℃，浓度为 50 mg/mL的裂

解酶溶液中酶解 3 h，得到的原生质体先用再生培养基孵化培养 12 h，然后再与 PDA培养基混合铺板，以上

组合条件下原生质体的释放量可达 8.73×108 /mL，再生率可达 17.7％。
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Optimized Conditions for Preparation and Regeneration of
Protoplasts from Talaromyces Stipitatus
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Abstract：To establish a high efficient genetic transformation system mediated by the polyethylene glycol/
calcium chloride （PEG/CaCl2） protoplast for Talaromyces Stipitatus （T. Stipitatus）， the preparation and
regeneration conditions of EMM protoplasts from T. Stipitatus were optimized such as materials，fungal age，
different osmotic pressure stabilizers，different enzyme type ratios，enzyme concentration，enzymolysis time
and the regeneration mode. The results show that when the protoplasts are prepared with age of 48 h mycelia
from T. Stipitatus EMM as preparation materials，1 mol/L MgSO4 as the osmotic stabilizer in mass concentration
of 50 mg/mL lyase digested for 3 h at 30 ℃，the protoplasts are cultured in the regeneration medium for 12 h
and finally plated with PDA medium，the release amount of protoplasts is 8.73 × 108/mL with 17.7% of the
regeneration rate.
Keywords：Talaromyces Stipitatus；PEG/CaCl2 transformation；protoplasts；regeneration
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的建立成为其研究的第一步［2］。相比于其他受体

的转化体系，丝状真菌因为存在细胞壁，会导致在

转化时外源基因很难进入［3］。针对丝状真菌的转

化方法主要有 PEG/CaCl2原生质体转化［4-5］，电击转

化［6-7］，农杆菌介导转化［8-9］，基因枪转化［10］，限制性

内切酶介导转化［11］，其中 PEG/CaCl2原生质体转化

法和农杆菌介导转化法是现在丝状真菌使用最多

的转化方法［12］。农杆菌介导法虽然受体形式多

样，转化效率高，但其在转化过程中会在转化体系

中引入外源片段［13］，并且操作复杂，周期长，转过

过程容易受影响［14］。PEG/CaCl2原生质体方法操

作简单，转化效率高，整合度高，并且容易得到多

拷贝而成为常用的转化方法［15］。常见的真菌黑曲

霉［16］、红曲霉［17］，Trichoderma viride［18］和丝状真菌

AL18［19］等均采用原生质体的转化方法，已经建立

了良好的转化体系。PEG/CaCl2原生质体转化过

程中，足够数量且再生能力强的原生质体的制备

是最为重要的部分［20-21］。因不同真菌的细胞壁构

造不同，裂解收集原生质体的方式也会不同，因此

不同菌种中制备原生质体的方法也需要不断地探

索优化。另外，转化实验中原生质体高效的再生

能力也是其成功的核心，再生率的提升表明阳性

转化子获得几率的提升，因此会提高转化效率。

本课题将分别从材料的选择，真菌菌龄，渗透压稳

定剂种类，裂解酶酶种类，裂解酶的浓度，酶解时

间及原生质体再生方式，对柄蓝状菌 EMM原生质

的制备与再生进行探索和优化，为后续丝状真菌

EMM在分子水平方面的研究奠定坚实的基础［22］。

1 实验部分

1.1 材 料

1.1.1 菌 株 柄 蓝 状 菌（Talaromyces stipitatus）
EMM是由分离于新加坡的野生菌 OPC4-1诱变所

得，由本实验室保存。

1.1.2 酶 和 试 剂 裂解酶（Lysing enzymes from
Trichoderma harzianum，Sigma 公 司 ）；蜗 牛 酶

（Snailase，上 海 生 物 工 程 有 限 公 司）。 溶 液 1
（10 mmol/L Na2HPO4+1.2 mol/L MgSO4，pH 5.8）；溶

液 2（0.6 mol/L Sorbitol + 0.1 mol/L Tris-HCl，pH
7.0）；溶液 3（1 mol/L Sorbitol+10 mmol/L Tris-HCl，
pH 7.5）；溶 液 4（1 mol/L Sorbitol + 10 mmol/L
Tris-HCl+10 mmol/L CaCl2，pH 7.5）；溶液 5（质量分

数 25% PEG6000 + 50 mmol/L CaCl2 + 10 mmol/L
Tris-HCl，pH 7.5）。

1.1.3 培养基 PDA 培养基（Merck 公司）；Seed

Medium（10 g/L glucose，1 ml/L Tween 80，Fermenta⁃
tion Medium）；PDB 培 养 基（Merck 公 司）；Spore
Medium（30 g/L Solka-floc，Wheat Bran 40 g/L，Agar
15 g/L，Fermentation Medium）。

1.2 方 法

1.2.1 孢子的收集 将一定量的 EMM孢子，接种

于孢子培养基 PDA平板上，30 ℃的培养箱中培养

10 d，等长出足够量的孢子后，用 0.9% NaCl溶液

将孢子轻轻洗脱，用双层的孔径 30 μm尼龙布过

滤除去菌丝和培养基等杂质，制备成一定浓度的

孢子悬液。

1.2.2 菌丝的收集 从 PDA平板上挑取一定量的

EMM 菌丝，接种到 250 mL 摇瓶中，摇瓶里含有

50 mL种子培养基，将摇瓶放置在 28 ℃培养箱中，

120 r/min培养 2 d，待长出适量的菌丝后，用双层

的孔径 30 μm尼龙布过滤收集菌丝，并用双蒸水

洗涤 2次，以备使用。

1.2.3 酶解液的配制 缓冲液分别用 1.2 mol/L
MgSO4，0.8 mol/L NaCl，0.8 mol/L蔗糖（Sucrose），以

1 mol/L山梨醇（Sorbitol），准备不同浓度的裂解酶

（Lysing enzymes from Trichoderma harzianum）、蜗

牛酶（Snailase）（表 1），0.2 μm滤膜除菌以备使用，

酶解液必须现配现用。

1.2.4 原生质体的收集 制备复合酶酶解液，分

别配置成不同的浓度，平板上收集 0.2 g孢子和菌

丝，8 000 r/min离心，用 20 mL溶液 1洗涤 2次，沉

淀用 20 mL复合酶酶解液于 50 mL的摇瓶中，置于

30 ℃的水浴锅中以 80 r/min的速度震荡裂解，分别

培养 1 h、2 h、3 h、4 h、5 h，用双层的孔径 30 μm尼

龙布过滤收集原生质体。调节离心机温度为 4 ℃，

5 000 r/min离心 10 min，用 20 mL溶液 2洗涤 2次，

在相同的离心的条件下，再用 20 mL溶液 3洗涤 2
次，最后在冰浴条件下加入适量的溶液 4悬浮，通

过血球计数器计算原生质体的浓度。

表 1 复合酶的不同配比组合

Tab. 1 Different enzyme ratios of compound enzymes
分组

A
B
C
D
E
F
G

裂解酶质量浓度 /
（mg / mL）

20
50
80
—

—

—

50

蜗牛酶质量浓度 /
（mg / mL）

—

—

—

20
50
80
50
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1.2.5 原生质体再生条件的探索 将收集到的原

生质体用溶液 4调节至浓度为 1×103 /mL，用两种

方式进行再生培养：方式一为在菌丝生长培养基

PDA平板上直接铺板；方式二为在液体再生培养

基中培养 12 h，然后再与 PDA混合涂板，平板均置

于 30 ℃培养箱中培养 6 d，观察平板上再生菌落的

数目；对照组用无菌水代替溶液 4调节原生质体至

相同浓度，以相同的培养条件进行再生培养，除去

孢子和残留菌丝造成的误差。原生质体再生率

（%）=［（再生菌落数量-对照菌落数量）/原生质体

数量］×100%。

2 结果与讨论

2.1 原生质体的形态

细胞在裂解酶的作用下，首先是细胞壁被酶

解破碎，然后原生质体从菌丝的尖端开始析出，再

慢慢释放。 通常状态下原生质体会呈透明圆形。

在普通光学显微镜下，分别观察酶解前的 EMM菌

丝和酶解过滤后收集的原生质体的形态并拍照，

结果如图 1。

2.2 原生质体材料选择对其制备与再生的影响

选择孢子（Spore）和菌丝（Mycelium）作为原生

质体制备材料，比较它们对原生质体制备与再生

的影响。如图 2（a）所示，菌丝的尖端更容易产生

原生质体，选择用 EMM菌丝作为原生质体制备材

料时原生质体的浓度最高（Protoplast concentration
6.23 × 108 /mL）且 再 生 率 最 高（Regeneration rate
15.6%），因此将 EMM菌丝作为其制备材料。

2.3 菌龄及渗透压稳定剂对原生质体制备与再生

的影响

以不同真菌菌龄（Fungal age）12 h、24 h、36 h、

48 h、60 h、72 h的菌丝作为原生质体制备材料，以

不同的渗透压 1.2 mol/L MgSO4、0.8 mol/L NaCl、
0.8 mol/L Sucrose、1 mol/L Sorbitol作为原生质体制

备时的渗透压稳定剂（Osmotic stabilizer），分别比

较它们对原生质体制备与再生的影响。结果如图

2（b）所示，细胞壁的成分随着菌株的生长而发生

了变化，导致酶解效率达到一定程度后开始下降，

菌 种 年 龄 为 48 h 时 原 生 质 体 的 数 量 最 多

（Protoplast concentration 7.74×108 /mL），原生质体

的再生能力会随菌种年龄改变，菌种年龄为 60 h
时 原 生 质 体 的 再 生 率 最 高（Regeneration rate
16.8%），但 生 成 的 原 生 质 体 的 数 量 明 显 偏 低

（Protoplast concentration 5.27×108 /mL），综合考虑

原生质体的制备材料选择用 48 h菌龄的 EMM 菌

丝；渗透压溶液的选择主要考虑两个因素，第一是

能稳定和保护原生质体的生成，第二是能对酶的

酶解效果有促进作用，如图 2（c）所示，虽然 1 mol/L
Sorbitol作为渗透压稳定剂时原生质体的再生率最

高（Regeneration rate 16.3%），但生成原生质体的数

量偏少（Protoplast concentration 4.27×108 /mL），而

1.2 mol/L MgSO4作为原生质体制备时的渗透压稳

定剂（Osmotic stabilizer）时原生质体的数量最多

（Protoplast concentration 6.82×108 /mL）且再生率也

比较高，综合考虑选择 1.2 mol/L MgSO4作为原生

质体制备时的渗透压稳定剂。

2.4 酶的种类配比和酶解时间对原生质体制备与

再生的影响

以不同酶的种类配比（Enzyme ratio）和酶解时

间（Enzymolysis time）分别作为制备原生质体时的

酶解条件，比较两种因素对原生质体制备和再生

的影响。选择合适的酶解条件时需要考虑两个因

素：一是形成原生质体的速度；二是原生质体再生

的效率。如图 2（d）和 2（e）所示，酶的种类配比为

B 时 ，原 生 质 体 的 数 量（Protoplast concentration
8.23×108 /mL）和再生率（Regeneration rate 15.8%）

最为合适，同时酶解时间达到 3 h时原生质体的数

量则为最多（Protoplast concentration 8.52×108 /mL）
且再生率最高（Regeneration rate 15.2%）。综合分

析选择酶的种类配比为B（50 mg/mL的裂解酶），酶

解时间为 3 h作为原生质体的制备条件。

图 1 光学显微镜下的 EMM：（a）菌丝，（b）原生质体

Fig. 1 Observation EMM with microscope：
（a）mycelium，（b）protoplasts

a b
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2.5 不同再生方式对原生质体再生的影响

方式一为在菌丝生长培养基 PDA平板上直接

铺板（Direct plating）；方式二为在液体再生培养基

中培养 12 h，然后再与 PDA混合涂板（After hatch⁃
ing），比较两种方式对原生质体再生率的影响。原

生质体若失去细胞壁的支撑与保护，就会变得易

破碎和易被感染。 如图 3所示，原生质体先在液

体再生培养基中孵育 12 h恢复细胞壁，再与 PDA
培养基混合铺板提高原生质体的再生率，选择该

种方式作为原生质体的再生条件，原生质体的再

生率最高（Regeneration rate 17.2%）。 图 4 所示，

图 4（a）和图 4（b）分别为方式一和方式二条件下原

生质体在 PDA平板上的生长状态，因此选择方式

一为原生质体的再生条件。

3 结 语

原生质体的制备与再生是 PEG/CaCl2介导的

真菌转化方法的基础，原生质体的数量与再生能

力直接影响转化效率。本文首次成功建立了柄蓝

状菌 EMM 以 PEG/CaCl2介导的转化体系，从材料

选择，真菌菌龄，渗透压稳定剂种类，裂解酶种类，

裂解酶浓度，酶解时间及原生质体的再生方式，对

丝状真菌柄蓝状菌 EMM 的原生质制备与再生条

件进行探索优化。获得最佳的原生质的制备与再

生条件：制备材料为 48 h的菌丝，渗透压稳定剂为

1 mol/L MgSO4，裂解酶浓度为 50 mg/mL，酶解温度

为 30 ℃，酶解时间为 3 h，再生方式为先孵化培养

再混合倒板。在此条件下原生质体的释放量高达

图 2 对 EMM原生质体生成量与再生率的影响：

（a）制备材料，（b）菌种年龄，（c）渗透压稳定剂，（d）酶的种类配比，（e）酶解时间

Fig. 2 Effects on protoplasts production and regeneration rate of EMM：

（a）preparation materials，（b）fungal age，（c）osmotic stabilize，（d）enzyme ratios，（e）enzymolysis time

8
7
6
5
4
3
2
1
0

Pro
top

last
con

cen
trat

ion
/（1

08 /m
L） Protoplast concentration

Regeneration rate

Spore Mycelium
Sample

17
16
15
14
13
12
11
10
9
8
7

Reg
ene

rati
on

rate
/%

a 10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

Pro
top

last
con

cen
trat

ion
/（1

08 /m
L） Protoplast concentration

Regeneration rate

0 12 24 36 48 60 72 84
Fungalage / h

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Reg
ene

rati
on

rate
/%

b 9.9
8.8
7.7
6.6
5.5
4.4
3.3
2.2
1.1
0.0

Pro
top

last
con

cen
trat

ion
/（1

08 /m
L） Protoplast concentration

Regeneration rate

MgSO4 NaCl Sucrese sorbitol
Osmotic stabilizer

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Reg
ene

rati
on

rate
/%

c

30
25
20
15
10
5
0

Pro
top

last
con

cen
trat

ion
/（1

08 /m
L） Protoplast concentration

Regeneration rate

A B C D E F G
Enzyme ratio

30
25
20
15
10
5
0

Reg
ene

rati
on

rate
/%

d 10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

Pro
top

last
con

cen
trat

ion
/（1

08 /m
L）

ProtoplastconcentrationRegeneration rate

1 2 3 4 5 6
Enzymolysis time / h

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Reg
ene

rati
on

rate
/%

e

图 3 原生质体再生方式对 EMM原生质体再生率的影响

Fig. 3 Effects of regeneration methods of protoplasts on
protoplasts regeneration rate of EMM

20
18
16
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Reg
ene

rati
on

rate
/%

Regeneration rate

Direct plating After hatching
Sample
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的生长状况：（a）直接涂板，（b）先培养后混合涂板

Fig. 4 Growth conditions of protoplasts on PDA plates：
（a）directing plating，（b）after hatching
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8.73×108 /mL，再生率高达 17.7%。本实验所获得

的原生质体的释放量和再生率均达到了较高的水

平，丝状真菌 AL18［18］的原生质体制备率和再生率

仅为 1.42×107 /mL和 3.2%；Trichoderma viride［19］的

原 生 质 体 制 备 率 和 再 生 率 为 4.7 × 107 /mL 和

14.5%。相比较而言，本实验所建立的最适条件已

经完全达到了后续转化实验的要求，为柄蓝状菌

的分子水平研究奠定了良好的基础。
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