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工业生物技术                                                               

多杀菌素生产菌原生质体的制备条件及其再生菌株生理

特性 

罗玉双, 丁学知, 夏立秋, 王海龙, 黄璠, 唐滢 

湖南师范大学生命科学学院 微生物分子生物学湖南省重点实验室, 长沙 410081 

摘  要: 为了改良多杀菌素生产菌种, 提高多杀菌素产量, 研究了甘氨酸添加浓度、溶菌酶作用时间、温度和浓度对多

杀菌素生产菌刺糖多胞菌 Saccharopolyspora spinosa SP06081 菌株原生质体制备和再生的影响, 并考察了不同再生培养

基和渗透压稳定剂对其再生的影响, 确定了该菌株原生质体制备和再生的最佳条件。同时, 对原生质体再生菌株的形态与

多杀菌素产量变化进行了比较研究。结果表明: 菌体在添加 0.2%的甘氨酸的 TSB 培养基中培养 48 h 收集, 0.1 mg/mL 溶

菌酶, 28oC 作用 20 min 制备原生质体, 将原生质体涂布于以蔗糖为渗透压稳定剂的 R2YE 培养基中, 原生质体再生数目最

多, 达 108个/mL 以上; 原生质体再生菌株在形态和抗生素产量上产生分化, 29.3%的再生菌株形态上保持与亲本菌株一致, 

具有菌丝松散, 断裂分枝多的特点, 其中 53.2%的再生菌株多杀菌素产量变异向正方向移动, 最高产量达到 582.0 mg/L, 

比亲本菌株提高 85.6%。原生质体再生菌株的形态分化与多杀菌素产量具有重要相关性。 

关键词 : 刺糖多胞菌 , 多杀菌素 , 原生质体 , 再生菌株 , 形态分化  

Conditions for protoplast preparation of spinosyn-producing 
strain and the physiological properties of protoplast- 
regenerated strains 
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Abstract: To improve spinosyn-producing strain and enhance spinosyns yield, we studied the effects of glycin concentration and the 
operational time, temperature and lysozyme concentration on protoplast preparation of Saccharopolyspora spinosa SP06081. We also 
studied different regeneration media and osmotic stabilizing agents. In addition, we compared the change of morphology and 
spinosyns yield of the regenerated strains. The results showed that the Saccharopolyspora spinosa SP06081 protoplast yield was the 
highest under these conditions: the collected mycelium from SP06081 grown in Tryptic Soy Broth (TSB) medium with 0.2% glycin 
for 48 h was treated by 0.1 mg/mL lysozyme at 28oC for 20 min, then plated on the R2YE medium with sucrose as osmotic stabilizer, 
the number of regeneration protoplast was up to 108/mL. The protoplast-regenerated strains exhibited changes in morphology and 
antibiotic production, 29.3% protoplast-regenerated strains was characterized by loose mycelium and abundant broken branches as 
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did their parent. Among them, 58.2% strains presented the trend to positive variation in spinosad yield, with the highest spinosad 
yield of up to 582.0 mg/L, 85.6% higher than that of their parent. There is significant correlation between the morphological 
differentiation and antibiotic yield of the protoplast-regenerated strains from spinosyn-producing strain. 

Keywords: Saccharopolyspora spinosa, spinosyns, protoplast, protoplast-regenerated strains, morphological differentiation 

多杀菌素(Spinosyns)是由土壤放线菌刺糖多孢

菌(Saccharopolyspora spinosa)经有氧发酵后产生的

胞内次级代谢产物 , 其主要活性成份为  Spinosyn 

A(约占 85%~90%) 和 Spinosyn D(约占 10%~ 

15%)[1]。它是一种新型的高效广谱大环内酯类杀虫

剂, 因其独特的杀虫机理对昆虫存在快速触杀和摄

食毒性 [2], 兼具生物农药的安全性与化学农药的快

速性, 对鳞翅目、缨翅目等害虫有极强的选择性与

杀虫活性 [3], 而对非靶标生物的毒性很低 , 对人和

其他哺乳动物非常安全 [4], 迄今为止没有发现与其

他杀虫剂有交叉抗性[5]。多杀菌素已成为目前国际

上最具有发展前景的生物杀虫剂。 

对多杀菌素生物合成与调控的分子机理研究表

明, 多杀菌素生物合成基因大部分成簇集中排列在

刺糖多胞菌染色体基因组中, 涉及 23 个基因, 整个

基因簇分子量为 74 kb[6]。因此利用传统的 DNA 重

组技术在分子水平上对基因簇进行克隆、修饰、突

变和表达相对困难而进展缓慢。由于多杀菌素合成

途径中的某些基因功能还未完全明确, 尤其对整个

合成途径的调控还未知, 对多杀菌素结构改造的研

究也只是刚刚开始 [7], 并且这些应用研究的成果均

己申请了专利保护。近年来, 国内一些学者已开始

多杀菌素生产菌种的选育研究[8,9], 但目前还没有形

成工业化生产, 开发具有自主知识产权的多杀菌素

新农药产品是我国急待解决的问题。抗生素原生质

体技术是近几十年迅速发展的细胞生物工程育种技

术, 已形成原生质体诱变、原生质体再生等一系列

抗生素生产菌种选育技术, 利用这些技术不仅可以

改善菌种的遗传性状、提高抗生素的产量和改变抗

生素的组分 , 而且可以综合不同菌株的代谢途径 , 

产生新的抗生素[10−12]。原生质体制备和再生是各项

原生质体技术得以应用的基础和前提, 本研究对本

实验室选育保藏的多杀菌素生产菌 S. spinosa 

SP06081 (CCTCC:M208034)原生质体的制备和再生

条件进行了优化, 并在此基础上对原生质体再生菌

株形态变异与其多杀菌素产量变化的相关性进行

了比较研究, 旨在为进一步选育优良的多杀菌素生

产菌种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
刺 糖 多 胞 菌 S. spinosa SP06081(CCTCC: 

M208034)由本室自甘蔗地土壤中分离选育。 

1.2  培养基及培养条件 
种子活化培养基 TSB、再生培养基 R2YE、R5、

R6、YEM 按照 Kieser 等方法配制[13]。发酵培养基

(g/L): 葡萄糖 100, 豆饼粉 6, 棉子粉 32, 豆油 25, 

玉米粉 8, 碳酸钙 4, 酵母粉 1, 微量元素溶液(g/L,

氯化钴 0.3, 硫酸锌 1.4, 硫酸亚铁 3.8, 硫酸镍 0.5) 

2.5 mL, 消前 pH 7.0。摇瓶种子: 培养温度 30oC, 装

量 20 mL/150 mL 三角瓶, 摇床转速 220 r/min, 培

养时间 48 h; 摇瓶发酵 : 培养温度 30oC, 装量    

20 mL/300 mL三角瓶, 摇床转速 240 r/min, 培养时

间 10 d。 

1.3  溶液 
P 缓冲液(用于配制酶液及洗涤和悬浮原生质

体): 按照 Kieser等方法配制[13]。 

溶菌酶溶液: 采用活力单位为 20 000 UI/mg溶

菌酶, 用 P 缓冲液配制成 10 mg/mL母液。−20oC贮

存备用, 用时根据需要做适当稀释。 

1.4  原生质体的制备与再生[13] 
1.4.1  原生质体制备条件的优化 

从−80oC 菌种保藏管接种 100 μL S. spinosa 

SP06081菌液于 TSB中活化 48 h, 按 10%接种量转

接入含不同甘氨酸浓度的 TSB 中, 30oC 培养 48 h, 

镜检观察菌丝形态及生长情况, 以确定合适的甘氨

酸添加浓度。6000 r/min离心收集 4 mL菌液(约 0.2 g 

湿菌体), 10% 蔗糖溶液重悬洗涤菌丝体沉淀 2 次, 

6000 r/min 离心 10 min, 弃去上清液。首先以     

0.5 mg/mL 溶菌酶溶液, 在不同温度(28oC、30oC、

32oC)条件下水浴酶解, 酶解时间 30 min, 每 10 min

上下轻柔颠倒酶解管 1 次 , 脱脂棉过滤 , 4oC、   
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3000 r/min冷冻离心 7 min, 弃上清。预冷的 P缓冲

液(4oC)洗涤原生质体 2次后重悬于 0.5 mL P缓冲液

中, 取 100 μL按 10倍梯度稀释成不同浓度后相差显

微镜下血球计数板计数, 记为 A, 并涂再生平板, 确

定最佳的酶解温度。在最佳的酶解温度下, 采用二

次正交回归设计, 在不同的酶解浓度(0.1 mg/mL、

0.2 mg/mL、0.3 mg/mL)与酶解时间(20 min、40 min、

60 min)下制备 SP06081 原生质体, 用 DPS 软件分

析其交互作用, 确定最佳的酶解浓度和时间。以上

实验每组处理设 2个平行, 每次实验重复 3次。 

1.4.2  原生质体的再生 

将制备好的原生质体悬浮液分别用 P 缓冲液和

无菌水溶液做适当稀释, 于R5再生培养平板上涂布

100 μL, 30oC培养 5~7 d; 观察再生菌落, 同时进行

再生菌数计数, 分别记为 B和 C。 

原生质体形成数=A−C, 原生质体再生数=B−C, 

原 生 质 体 再 生 率 =B−C/A−C, 原 生 质 体 纯 度

=B−C/B。 

1.4.3  不同渗透压稳定剂再生平板的制备 

以 R5为基础培养基, 分别用 0.3 mol/L的 D-甘

露醇、NaCl、MgSO4替换其中的渗透压稳定剂蔗糖, 

配制成不同渗透压稳定剂再生平板。 

1.5  S. spinosa SP06081 再生菌株形态观察与抗生

素产量检测 
1.5.1  再生菌株形态观察 

随机挑取原生质体再生单菌落, 接种于 2 mL 

TSB装量的 12 mL培养管中, 30oC培养 48 h, 相差

显微镜检验, 与亲本菌株比较观察其形态变化, 同

时−80oC菌种保藏。 

1.5.2  再生菌株抗生素产量检测 
S. spinosa SP06081再生菌株在 TSB中活化 48 h

后, 转接发酵摇瓶, 初筛每株发酵 1瓶, 复筛每株发
酵 3瓶。 

发酵液生物活性初测: 按标准生测方法配制饲
料[14], 发酵液用生测饲料稀释 200倍, 采用 24孔培
养板对菌体发酵液进行生物活性测定, 供试昆虫为
初孵棉铃虫(本室培养), 每个样品接初孵幼虫 48条, 
30oC培养 48 h, 计数致死率, 以亲本菌株作对照。 

高效液相色谱(HPLC)检测抗生素产量: 采用甲

醇与发酵液 1:1比例, 30oC浸提 8~10 h获得多杀菌

素抽提物, 经 AKTA purifier10高效液相色谱仪纯化

分析, 色谱柱为 AQ12S05-1546WT (150×4.6 mmI.D. 

S-5 μm, 12 nm), 流动相 : 甲醇 /乙腈 /2%醋酸铵

(V/V/V)= 45/45/10, 流速 1.5 mL/min, 紫外检测波长

250 nm。 

2  结果与分析 

2.1  S. spinosa SP06081 菌株的生长曲线 
不同生长时期的 S. spinosa SP06081菌丝体对溶

菌酶的敏感性不同, 原生质体的形成与再生差异较

大。由于对数期菌丝各部分的差异小, 所制备的原生

质体内含物及细胞器缺损少, 修复能力高, 再生效果

好, 一般采用对数生长期菌丝体制备原生质体[15,16]。

从图 1可看出: SP06081培养 24 h后进入对数生长期, 

60 h后趋于平稳, 80~120 h间又有一个继续增长期, 

随后进入稳定期。考虑到菌体对数生长后期, 培养

液中产生大量孢子及菌丝碎片会影响到原生质体的

制备纯度, 因此, 选择培养 48 h 的对数生长期菌丝

体制备原生质体。 

 
图 1  S. spinosa SP06081 菌株生长曲线 
Fig. 1  Growth curve of S. spinosa SP06081. 
 
2.2  S. spinosa SP06081 对甘氨酸的敏感程度及原

生质体制备 
在培养基中添加一定浓度的甘氨酸, 可影响放

线菌(革兰氏阳性菌)的细胞壁结构, 破坏细胞壁肽

聚糖短肽间的交联, 引起细胞壁结构的不完整, 增

强菌丝体对溶菌酶的敏感性, 利于破壁。但过高的

甘氨酸浓度不仅会影响到菌体的正常生长而得不到

足够的菌丝体, 而且会影响到原生质体的再生。在

TSB 中分别添加 0.1%、 0.2%、 0.3%的甘氨酸 ,       

S. spinosa SP06081菌体培养 48 h后相差显微镜镜检

观察发现, 0.2%的添加量不影响 SP06081 菌体的正

常生长, 但断裂分支状菌丝体增多; 当添加量增加

到 0.3%时, 菌丝生长严重受阻, 碎断扭曲变形, 菌
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体培养液稀薄(图 2)。实验还表明在添加 0.2% 的甘

氨酸 TSB中培养 48 h菌丝体对溶菌酶十分敏感, 制

备的原生质体纯度高达 90%以上(图 3), 因此选择

0.2%甘氨酸添加浓度制备原生质体。 

 

图 2  S. spinosa SP06081 菌株对甘氨酸作用的敏感性(×400) 
Fig. 2  Sensitivity of S. spinosa SP06081 to glycin (×400).  
(A) Mycelium grown in TSB medium with no glycin for 48 h. 
(B, C, D) Mycelium grown in TSB medium with 0.1%, 0.2%, 
0.3% glycin respectively for 48 h. 

 

图 3  S. spinosa SP06081 原生质体的制备过程(×400) 
Fig. 3  Process of protoplast formation of S. spinosa SP06081 
(×400). (A) Mycelium before operated by lysozyme. (B) Protoplast 
after operated by lysozyme. 
 

2.3  溶菌酶作用温度对 S. spinosa SP06081 原生

质体形成与再生的影响 
由图 4 可知, 温度对酶解作用的影响是双重的, 

在一定酶解浓度(0.5 mg/mL)和酶解时间(30 min)条

件下 , 随着温度的升高 , 酶解反应加快 , 原生质体

的形成数稳步上升, 32oC时最高, 达 4.3×109个/mL, 

但原生质体的再生数却相反急剧下降 , 28oC 时为 

1.3 × 106 个 /mL, 温 度 升 到 32oC 时 下 降 到        

3.8×105 个/mL。这说明 SP06081 对温度十分敏感, 

过高的温度可能影响到原生质体本身的 DNA 或酶

系统的活性, 导致原生质体再生率下降。由于温度

对原生质体的形成没有数量级的影响, 而且比原生

质体的再生数高出 3~4 个数量级, 因此选择有最高

原生质体再生数的 28oC作为最佳的酶解温度。 

 

图 4  酶解温度对 S. spinosa SP06081 原生质体形成与再

生的影响 
Fig. 4  Effects of operational temperatures of lysozyme on 
protoplast formation and regeneration of S. spinosa SP06081. 

 
2.4  溶菌酶浓度与作用时间对 S. spinosa SP06081
原生质体再生的交互作用 

采用二次正交回归设计(表 1、表 2), 28oC酶解

温度条件下 ,  对不同的酶解浓度 (0 .1  mg /mL、    

0.2 mg/mL、0.3 mg/mL)与酶解时间(20 min、40 min、

60 min)下 S. spinosa SP06081原生质体再生进行研

究。结果表明, 酶解浓度与酶解时间对原生质体再

生有交互作用, 随着酶解浓度与酶解时间的增加原

生质体的再生数明显下降(图 5), 这说明 SP06081对

溶菌酶十分敏感, 过高的酶解浓度与过长的酶解时

间容易造成酶解过程中菌丝脱壁太彻底, 对脆弱的

原生质体造成难以修复的损伤, 不利于原生质体再

生。用 DPS 软件对表 2 进行回归分析得到方程: 
Y=1.16−0.58X1−0.31X2−0.07X1

2+0.05X2
2−0.01X1X2

  

(R=0.97, df(5, 3)P值=0.04), 拟合曲线求最大值得到: 

当 X1=−1, X2=−1时, Y有最大值, 与实际结果相符, 即

当酶解浓度为 0.1 mg/mL, 酶解时间为 20 min 时, 

SP06081原生质体再生数最多, 达到 1.98×108个/mL。 

2.5  不同渗透压稳定剂对 S. spinosa SP06081 原

生质体再生的影响 
以 R5为基础培养基, 分别以 D-甘露醇、NaCl、

MgSO4 替换其渗透压稳定剂蔗糖, 比较不同渗透压

稳定剂对原生质体再生的影响, 结果显示, 以蔗糖

为渗透压稳定剂效果最好 , 原生质体再生数最高 , 

达 5.6×106个/mL, 甘露醇次之, 无机盐渗透压稳定

剂 NaCl、MgSO4对原生质体再生效果差, 原生质体

再生数分别为 7.9×105个/mL和 0个/mL。 
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表 1  SP06081 原生质体制备考察因素及水平 
Table 1  Factors and levels of SP06081 protoplast 
preparation 

Codings X1 (Lysozyme 
concentration) (mg/mL) 

X2 (Operating time of 
lysozyme) (min) 

+1 0.3 60 

0 0.2 40 

−1 0.1 20 

△j 0.1 20 

表 2  SP06081 原生质体制备的 2 因素二次正交回归设计

及结果 
Table 2  Quadratic orthogonal regression design and the 
results of SP06081 protoplast preparation 

No. X1 X2 
Y (Regenerated protoplasts number, ×
108/mL) 

1 1 1 0.09 

2 1 −1 0.8 

3 −1 1 1.65 

4 −1 −1 1.98 

5 −1 0 1.46 

6 1 0 0.72 

7 0 −1 1.62 

8 0 1 0.8 

9 0 0 1.15 

 
2.6  不同培养基对 S. spinosa SP06081 原生质体

再生的影响 
培养基不同, S. spinosa SP06081原生质体再生

存在一定差异。其中以 R2YE 再生数最高, 达 1.05

×107个/mL, 其次为 R5, 再生数为 7.5×106个/mL, 

YEM和 R6再生效果差, 其中尤以 R6效果差, 没有

得到再生的原生质体。因此 S. spinosa SP06081原生

质体再生培养基宜选择 R2YE, 其次为 R5。 

2.7  S. spinosa SP06081 再生菌株形态分化与多杀

菌素产量的变化 
与亲本菌株(图 6W)相比, S. spinosa SP06081再

生菌株在 R2YE 平板上菌落形态差异不大, 但转接

入 TSB液体培养基中培养 48 h后, 形态明显分化成

3 种类型: A 型, 菌丝紧密成团, 菌液中无单枝断裂

菌丝体(图 6A), 菌液较清亮; B 型, 菌丝团较松散, 

菌液中有少量断裂分枝(图 6B), 菌液较浓; C型, 跟

亲本菌株一样, 无菌丝团, 菌丝十分松散、断裂分枝

丰富(图 6C), 菌液十分浓稠。对不同形态的再生菌

株发酵后生物活性测定与 HPLC 检测结果表明, 其

杀虫活性和抗生素产量也相应地产生了分化, 其中

A型再生菌株发酵液 pH值均在 6.5以下, 杀虫活性

与多杀菌素产量远远低于亲本菌株, 多数菌株虽然

还可以检测到一定的杀虫活性, 但 2 mL发酵液提取

后HPLC已无法检测到多杀菌素的含量; B型再生菌

株发酵后 pH 值变化在 6.5~8.0 之间, 杀虫活性和多

杀菌素产量也明显下降; C型菌株发酵液 pH值虽然

与 B 型菌株一致, 但其中 53.2%的菌株多杀菌素产

量和杀虫活性比亲本菌株提高了, 最高从原始菌株

的 313.6 mg/L 提高到 582.0 mg/L, 提高幅度达

85.6%(表 3)。这说明再生菌株发酵液 pH值在 6.5以 

 

图 5  酶解浓度与时间对 S. spinosa SP06081 原生质体再生的交互作用 
Fig. 5  Interaction of lysozyme concentration and operating time on protoplast regeneration of S. spinosa SP06081. 
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上时, 抗生素产量与发酵液 pH 值之间没有严格的

相关性。 

 
图 6  S. spinosa SP06081 原生质体再生菌株 TSB 活化  
48 h 后形态分化(×400) 
Fig. 6  Morphological differentiation of S. spinosa SP06081 
regenerated strains after cultivation in TSB medium for 48 h  
( × 400). (W) Parental strain. (A, B, C) Different type 
protoplast-regenerated strains. 
 

3  小结与讨论 

3.1  影响 S. spinosa SP06081 原生质体制备的主

要因素 
一般认为, 菌丝培养时间与方式、溶菌酶浓度、

酶解时间、酶解温度对原生质体的制备和再生有较

大的影响[16]。本研究在了解 S. spinosa SP06081生长

曲线的基础上, 选择添加 0.2%甘氨酸的 TSB 培养 

48 h 对数生长期菌丝体作为原生质体制备材料, 在

此基础上, 对酶解浓度、温度、时间及渗透压稳定

剂和再生培养基对 S. spinosa SP06081原生质体再生

的条件进行了优化。结果表明, 菌丝体用 0.1 mg/mL

溶菌酶, 在 28oC作用 20 min制备原生质体, 涂布于

以蔗糖为渗透压稳定剂的 R2YE 培养基中, 原生质

体再生数目最多, 达 108个/mL以上。但在 S. spinosa 

SP06081 原生质体制备条件优化实验中, 原生质体

的形成数一般可达 109个/mL, 比再生数高出一个数

量级, 这可能是由于丝状菌丝体原生质体分离时产

生了较多的无核原生质体从而影响到再生率。因此, 

为了更直观地反映原生质体制备效果, 在实验中以

原生质体再生数作为考察指标。比较其培养基成分

间的差异, 分析培养基 R2YE和 R5再生数较多的原

因, 可能是其中含有一定量水解酪蛋白和丰富且微

量的盐类, 有学者认为水解酪蛋白的存在易于被用

来合成细菌细胞壁肽聚糖中的短肽链, 因而有利于

细胞壁的再生, 此外丰富的盐类可能成为细胞中多

种酶的辅因子, 促进细胞相应酶的活性, 有利于原

生质体的再生, 且这些盐类含量甚微不会影响细胞

内外的离子浓度因而不会对细胞膜造成伤害。另外

培养基中酵母膏可能含有某些生长因子和微量元素

也起到了促进再生的作用[17]。本研究建立的多杀菌

素生产菌株原生质体制备方法为以后原生质体诱变

育种及原生质体融合远缘杂交等遗传育种奠定了技

术基础。 

3.2  S. spinosa SP06081 原生质体再生菌株形态分

化与多杀菌素产量变化的相关性 
随着对抗生素产生菌原生质体研究的进行, 人

们发现, 原生质体再生过程并非仅仅是细胞壁脱去

与再生的变化 , 可能对菌体的遗传也有深刻的影

响。本研究首次对多杀菌素生产菌原生质体再生菌

株的形态分化与多杀菌素产量的相关性进行比较研

的抗生素产量和杀虫活性大大降低; 仅 29.3%的再

生菌株保留了亲本菌株的形态特征, 其中 53.2%的

再 生 菌 株 产 量 大 幅 度 升 高 , 最 高 产 量 达 到     

582.0 mg/L, 比亲本菌株提高 85.6%。形态变异大的

再生菌株多杀菌素产量下降可能是由于形态调控基 

表 3  S. spinosa SP06081 亲本菌株与原生质体再生菌株发酵 pH 值与多杀菌素产量比较 
Table 3  Comparison of the value of pH and the spinosyns yield of parental and protoplast-regenerated strains (S. spinosa 
SP06081) after fermentation 

Type of strains W A B C 

Percent (%) − 19.5 51.2 29.3 

pH value of fermentation 7.0  5.5−6.5 6.5−8.0 6.5−8.0 

Insect bioassay (48 h lethal rate, %) 91.7−100 4.2−60.4 58.3−75.0 89.8−100 

HPLC analysis of spinosad production (mg/L) 303.4−313.6 ND−116.9 61.7−137.8 161.0−582.0 

Positive variation rate (%) − 0 0 53.2 

ND: not detectable. 
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因是多效性调控基因, 既引起形态变异, 也调控次
生代谢。也可能是由于刺糖多孢菌属好氧菌, 发酵
过程中松散型菌丝体比紧密型菌丝体具有更好的通

气状况, 从而导致调控其次生代谢产物的某些酶的
表达时间延长或表达量增强, 使多杀菌素产量提高。
Rajnisz A等[18]对 4种红霉素生产菌株的原生质体再
生菌株特性比较研究结果表明 : S. erythrea 
NRRL2338和 S. erythrea PZH2577R原生质体再生菌
株在平板菌落大小、气生菌丝颜色、产孢量上产生

较大分化的菌株失去了红霉素生产能力; 而保留了
亲本菌株形态特征的 S. erythrea PZH2577R原生质
体再生菌株抗生素产量显著提高, 这与本研究结果
一致。本研究发现 S. spinosa SP06081原生质体再生
后平板菌落形态变化不大, 但 TSB 活化 48 h 后在
形态与多杀菌素生产能力产生较大的变异, 这可能
由以下因素引起: 1)拟核数目的变化。放线菌因具多
拟核以及许多性状受质粒控制的特性而具有高度的

遗传不稳定性, 原生质体分离时, 一个菌丝细胞分
离成几个原生质体, 遗传基因如拟核、质粒等数目
随机分配, 导致再生菌株形态、生理功能或生化特
性的一些变化。2) 细胞壁的去除和再生对生物个体
在遗传上带来某种程度的扰乱, 很可能丧失一部分
细胞中的物质, 导致细胞基本代谢途径, 基因表达
的变异。S. spinosa SP06081中是否存在调控细胞形
态与抗生素合成的线性大质粒及其变异的遗传分子

机制有待进一步研究。S. spinosa SP06081原生质体
再生后总体的正变率可达 15.6%, 正变幅度最高达
85.6%, 贺玉平等[9]采用 UV辐射以 S. spinosa C121
为出发菌株进行诱变育种研究结果表明, C121UV辐
射后正变率在 9.3%~29.8%之间 , 正变幅度最高达
77.83%, 筛选到菌株 PU131, 进一步采用等离子束
辐射、60Co-γ射线等诱变处理, 循环筛选到比出发菌
株提高 174%的多杀菌素生产菌株 60Co329。由于原
生质体比孢子和菌丝体对外界环境更加敏感, 如能
结合理化诱变、理性筛选 [8], 有望进一步改良      
S. spinosa SP06081菌种, 提高多杀菌素产量。 
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美研究发现抗多种流感病毒人单克隆抗体 

美国研究人员 2009年 2月 22日发表报告说, 他们发现了能中和多种流感病毒毒株的人单克隆抗体。这

些抗体由单个B淋巴细胞分泌合成, 可中和的流感病毒包括H5N1型高致病性禽流感病毒和季节性流感病毒, 

将来在此研究基础上有望开发出高效流感疫苗。  研究人员介绍说, 组成流感病毒的血凝素蛋白共有 16种亚

型, 他们发现的人单克隆抗体能中和其中 9种, 除了目前已知的 4种禽流感病毒和季节性流感病毒, 还包括

造成 1918年西班牙大流感的 H1N1型流感病毒。 

美国国家过敏和传染病研究所所长安东尼·福奇指出, 这项研究意义重大, 它表明在流感暴发而疫苗尚

未生产出来之前, 人单克隆抗体将是重要的抗病毒补充药物。 

该研究报告的第一通讯作者、哈佛大学医学院旅美中国学者隋建华博士对记者说, 人类患流感或接种流

感疫苗后通常会产生抗体, 但是这些抗体通常仅能中和以前接触过的相同病毒毒株。新发现的人单克隆抗体

则具有广泛的中和活性, 并且可在较短的时间内大量制备。这些抗体可与抗病毒药物联合使用以阻止病毒的

传播, 预防流感。 

据研究人员 22日发表在英国《自然—结构和分子生物学》（Nature  Structural  &  Molecular  Biology）杂

志网络版的报告介绍, 流感病毒有一个隐蔽且序列和结构保守的区域, 该区域位于流感病毒的主要膜蛋白

——血凝素蛋白的颈干部位, 人体很少产生针对这一区域的抗体。而他们通过体外方法分离的人单克隆抗体

能有效地与这一区域结合, 阻止流感病毒变异, 使其丧失感染人体细胞的能力。 

领导这项研究的达纳—法伯癌症研究所副教授韦恩·马拉斯克说, 这些单克隆抗体是人源抗体, 目前已

可用来实施更进一步的临床前及临床研究。他认为, 这些人单克隆抗体可在流感季节用来治疗免疫能力低、

高龄个体和医疗工作者等高危人群。 

研究人员下一步的计划是, 针对流感病毒所在的区域开发疫苗, 这样的疫苗有望使人体获得长期的抗

流感病毒能力。 

据世界卫生组织统计, 全世界每年有 25 万至 50 万人死于季节性流感。历史上曾发生多次流感大流行, 

1918年发生的西班牙大流感曾导致上千万人死亡。 

 

                                                                       摘自《新华网》 
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