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2号酶艘(2]。 4一 s小时后用G2旃斗滤昧残余菌 

丝，滤液3000转／分离心5—1O分钟收 集 原 生质 

体，再悬浮予0．5mol／l的MgSO‘·7FI 20中，计数 

后锖于含o．6mol／1蔗糖的固体cM和MM袭酉， 在 

20W紫外灯下距离 13cm处理一定时问 盾，在暗中 

静置过夜，舡后于25℃下保显培 养。 其 中培养于 

MM上的屎生质体，轻 8采左右后再于其 上 铺 一 

层台 1 永解酪蛋白的MM 以使未死亡原生质休得 

以再 

井缺陷晕突蜜体的井进Il 姓。’弓 4．曹井缺陷晕突蜜体的井选：·矗魅燕后两原生 
质体在CM上或辩加水解酷蛋白的MM 上生 长出菌 

落后，将其转于MM之上， 5— 7天后弃去表现生 

长的菌落，余者再转于CM上 使其增大蓟一定程度 

后， 分别在臻加水解酪援自贲碱基的MM上检测其 

生长状况，进一步用相应的氨基欧或碱基谢其营养 ． 

需要，最后根据上述推断， 在古典所缺失唧的MM 

上磅 。痉一为捻铡营养需要的垒【基酸蛆合。 

衰1 用以捻捌 陷型的氦摹酿缉台 (qO01~g／m1) 

Table 1．Combinatic,a~c,f~mino acids to kd tM, 

aux,ob'oph]~I， 0{∞I如 nO0}J蓦加I 

No, l l I ‘ 5 

6 ^1‘ Hh Phe An _ 

7 qr Thr 哳  Ik ^rl 

s s自r 伽  W 脚  
9 A Pm Cys Pro-OH 

蛄果和讨论 

摄娃理后的原垒质体在CM上墙井6—7幂可 

出现肉眼可见菌落，在MM上培养8天后仍不能再 

生，加入台水解酪蛋白的MM后3— 4天可使来死 。 

亡原生质体生性出菌落．此时可将苗落转于MM之 

上栅选突变体·继而避一步检鞫。整个试验的衰变 

体筛选结果如表=。 

在本试砼中，分别从各个处翟再生的菌落中挑 

选窘变体，通过转移大量菌落后的筛选。增晕从处 

理45秒后再生的角落中获得一个能在补充 1 水解 

酶蛋 白的MM上正常生长的菌落，经检测发现其倪 

裹 2 寞 变 体 筛 选 培 果 

扛： a·束加 承解 酪蛋 白前 无苗 藩再生 。 

note： ‘丑0 colony f。难_ed kf0fe caseiⅡhydmlys耻 硼 日dded 
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髓在古第一组基基酸的MM上生长，最后确定其为 

需荽朴尤育氨睦莉夫冬舅睦才能在MM上恢复正常 

生长的砹缺营养缺掐型凳垒体。谶突变体经过三次 

转代后盎MM上仍未见生长；其曲壁体在液体cM 

中静置培养6— 7天可很好地抖 离 出原 生艟体。 

在青0．entbl／l蔗糖柏cM上，原生质体再生率为 
1,9 ，栏 音相同唠趣稳定jI{【agMM上不能蒋生， 

表嘲城类燮体照稳跫曲。 

试验发现，紫外线在短时间内可引起碌生质体 

再生率的急劂下辟 (宴扫袭=)，表明絮外蟪对原生 

质掉肴鞍睡曲致 作崩，崮】f时遭垃紫井残辍射原生 
蕨悻是青教的诲塑季段。如何酋效率地拄樽营养缺 

艚型突燮槔的美犍程于选撵合遣的辐射剂量。奉试 

验差3o秒荣井螋处理詹的艨生蕨侔冉生号主cM上曲 
苗落，虽经大量选择，仍束装得营养缺陪塑 突变 

悻。鳢舯毋、帅秒处理詹培养手MM上的照生质 

体，在未加入水解酪蛋白前不能再生出菌落，然而加 

入柬解酷蟹白后生长出的茸落再棱转于MM上时， 

多数能正常生长，即使是初步表现生长 停 止 的苗 

落，在进一步检测时也部分恢复正常生长，余者在 

CM 上或添加其它营养补充物的MM 上生燕十分缓 

慢，菌落发育不良，报难选出具有正常形态和出长 

速度的营养缺路垂突变体 过一现壤组可粗矗由于 

不当的辐射剂量所引起的。 

利用紫外线处理原生质体科获得营养缺陷型突 

变体，可以避免在盐理担孢于时受到的材料鼠黼， 

因为获取担孢子往往要受时阿等目肃的制约I靠虹 

平菇营养缺陷型突变体的获得，为今后利用该品秤 

通过细胞融合培育新品种挺供了有利条件I 

争 考 寞 献 

(1) Testo Toyomasu et a1．， 1-●§，{ ht， ilie 

pr啪  a5t fu畦曲 tIet慷舢【 k甘。枷 ¨t坩甜埘 

蛐d P· 岫  l}删 n抽 ●· 皤。 ol ●■ 

柏 【1)：2j — t置石‘ 

(2] 豫鉴髂，郏玉萍，陈揖荚普，1 9B9，鲍顼羊胜翦棘 

生质件的j}高置再生。云南植静研究11(4)：449~ U3- 

Auxotrophio Mutant Induction F rom tht Protoplalts of 

PIgttrOt~g sal~oneo—stramlneus 

慨n丑ml蝇 Institute 0f Bot~y，Academia Sinic~ Klalaming‘B。2目0 

^bstract 

岬 如̂ is。Iated fram 曲 缸ynEic'mycelia of Pteurof~b s 柳口呻0· 枷 晰抽曲 彘 蛐fe oR e砒 
eontainlnK 0·B~avl／l sactt~se “ irradiated by u·V，After 7— 10 d目，9，the抛Een 坩 c~hmies桃 }删 l且丑 d 

O11 MM a甜 those showing ltitle growth WeFl~ detected farther with vafil~tlg kind n r矗l伽 蜘  hM · 

Oae auxotrcIph沁 mutant，double ddicieat jn Ala and Asp，wag obtaiaed last，J~rom B 106d 柏 融 t 
yldd could b§0b}d-丑bd．I}甘iI1 be~sdgl in protoplast fmioa study b~cause its pr0唧 l曩Bl·q B 恃 r 口丑 

MM co~taining 0·e~ol／|stlcrc~． 

哪 怕t她 e舯口fB0 5df釉 曲。-s m * ，pto 印l咄， x吐10phic mutant． 

Jt一 弓 食用真菌基因工程实验技术 (连载) 
吕 作 

(华 中农皿大 学 

实验 (兰)琼脂糖斑腔电冰检测总DNA 
分子量 

构建基因组文岸，首先必须制备分子量大于50 
(千碱基对)gggDNX，且嘉隶DNA的纯度达 

到可被限制性内埘酵(Resti'ict~on endonuclease， 

简称RE)酶切的水平。奉 验采用水平式璩脂糖凝 

脏电濂 (Agarose ge1 electrophofesis)法柱潮实 

验 (兰)提取封向乎菇总DNA的鲔艟．浓成与分 

子量。 

宾验材料： 
Lambda DNA marker，SABC(华美生物工 

程公司)提供； 

t0tgl DNA， 实验 (=)所得平菇总DNAJ 

舟 

武汉4 00 0) 5 。 3 
6×Loading buffer(装样缓冲藏)I甘油 5 ml。 

40xTBE螽冲液 ~50pts 浪酶蓝饱和 精 渣 1血1· 

10 ；甲革蓝溶液 1 ml ddH●0I·r‘啦!t强勾后攘 

1 m1分装， 一2O℃贮存备用， 

EB (演化己键溶液)o．5—1．orag／=l； 

Agarose(琼脂糖)·Sigma产品， 

10 x TBE barfer， 每升 禽I Trisl0~．O置_ 

H3BO355．0gf 0·5MEDTA (pHt，0)44mt 齄0．1l 

MPa，12t℃灭菌2O分钟b 

仪器设备}微谴栌或电炉，紫炸检剜 但I 1§5 

相机 (配近摄镜及橙色滤光镜甚 l片，，DY-73型 

稳压电泳仪，水平电泳槽 (凝胶勰格 7 x 7,5eta)_ 

微量进样器，tip(吸头)，Eppendorf瞥 (1．5mt离 
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