4.1毕赤酵母与糖化酵母属间原生质体融合构建重组酵母菌株
电融合技术是1980年以来由Zimmerman等提出，并对几十种植物细胞原生质体、微生物原生质体、动物细胞等进行了广泛地电场诱导融合实验，为电融合技术的建立奠定了基础。近年来，这种物理融合技术迅速崛起，显示出强大的生命力，运用电场诱导融合技术对细胞性能的改造越来越显示出它特有的优越性，与其他育种技术相比，其具有杂交频率高、受接合型或致育型的限制较小和遗传物质更加完整，并且存在着两株以上亲株同时参与融合形成融合子的可能性等优点，提高菌株产量和品质的潜力较大。
原生质体融合技术的原理是：在短时间强电场（高压脉冲电场，场强为kV/cm量级，脉冲宽度为us量级）的作用下，细胞膜发生可逆性电击穿，瞬时地失去其高电阻和低通透特性，然后在数分钟内恢复原状，当可逆性电击穿发生在两相邻细胞的接触区时，即可诱导它们的膜相互融合，从而导致细胞融合，经细胞质的完全融合，直至基因组的交换重组，产生众多的重组子。融合后的细胞有两种可能：一是形成异核体，即染色体DNA不发生重组，两种细胞的染色体共存于一个细胞内，形成异核体，这是不稳定的融合。即使是真正的重组融合子，在传代中也有可能发生分离，产生回复或新的遗传重组体。因此，必须经过多次分此法直观、定向、高效，是一种重要的、广泛运用的遗传育种方法。离纯化才能获得稳定的融合子。
1 材料与试剂
1.1  菌种
毕赤酵母(his --)
糖化酵母(arg --)
1.2 培养基
（1）液体完全培养基（YPD）
葡萄糖								3.0g
蛋白胨                             0.5g
酵母粉                             1.0g
KH2PO4                             0.1g 
MgSO4 7H2O                        0.05g
蒸馏水								100ml
pH									自然 
121C灭菌25min。

（2）固体完全培养基
在液体完全培养基中加入2%琼脂。
（3）固体再生完全培养基
在固体完全培养基中加入至0.5mol/L蔗糖(171.15g/L)。
 

（4）选择性培养基（YNB培养基，即无氨基酸培养基）
YNB                               1.0g
葡萄糖                             3.0g
琼脂(经纯化处理)                    2.0g
蒸馏水								100ml
pH									自然
121C灭菌25min。
1.3缓冲液
脉冲液（PM，已配好）  
山梨醇（或蔗糖）					1mol/L（蔗糖MW342.3）
用电导率小于5×10-6/Ω·cm的去离子水配制，自然pH。
0.2mol/L磷酸缓冲液pH5.8(已配好)
（1）0.2mol/LNa2HPO4溶液：称取3.56g Na2HPO4·2H2O或7.16gNa2HPO4·12H2O溶解于蒸馏水中，定容至100ml。
（2）0.2mol/LNaH2PO4溶液：称取27.6g NaH2PO4·H2O或31.21gNaH2PO4·2H2O溶解于蒸馏水中，定容至1000ml。
（3）吸取80ml 0.2mol/LNa2HPO4溶液和920ml 0.2mol/LNaH2PO4溶液混合即为1L pH5.8的0.2mol/L磷酸缓冲液
0.2mol/L磷酸高渗缓冲液（PB, 配制50ml）
   0.2mol/L磷酸缓冲液（pH5.8）中加入0.8mol/L山梨醇（MW182.12）。
0.3% β-巯基乙醇液-0.1%EDTA液（配制10mL）
在PB溶液中加入0.1%EDTA及0.3%β-巯基乙醇，细菌过滤器过滤除菌。
2%蜗牛酶（配制5mL）
PB溶液中加入2%蜗牛酶，细菌过滤器过滤除菌。
0.85%生理盐水(配制200ml)，蒸馏水

1.4 灭菌物品 
50ml/250ml三角瓶2瓶（CM培养基），离心管10个，1ml吸管5支，5ml或10ml吸管5支，过滤器1个，4.5ml生理盐水试管14支，4.5ml PB缓冲液试管14支，5ml 0.2mol/L磷酸缓冲液试管6支，培养皿30个，固体完全培养基300ml，固体再生完全培养基150ml选择性培养基150ml。

2.实验方法
2.1接种培养
从毕赤酵母(his --)和糖化酵母(arg --)的菌种斜面上分别取一环接入装有50ml液体完全培养基的250ml锥形瓶中，28℃振荡培养18h～24h，使细胞进入对数生长期。

2.2制备菌悬液
取两亲株上述菌液各5ml，4000r/min离心15min，弃上清液，将菌体悬浮于5ml 0.2mol/L磷酸缓冲液中，离心，如此洗涤两次，将菌悬浮于5ml 0.2mol/L磷酸缓冲液中。
2.3总菌数测定
另取菌液0.5ml，用生理盐水连续稀释至10-7、取10-5、10-6、10-7稀释液各0.2ml涂布于固体完全培养基，28℃培养48h进行总菌数测定。
2.4脱壁制备原生质体
将上述（二）制备好的两亲株菌悬液各取3ml，加入3ml 0.3%β-巯基乙醇溶液，30℃水浴预处理10min，4000r/min离心15min，弃上清，再在菌体中加入3ml 2%蜗牛酶，30℃振荡处理50min，每隔20min取样镜检。当90%以上细胞已脱壁变为球状原生质体后，2000r/min离心10min，收集原生质体用3ml PM液洗涤两次。然后用5ml PM溶液配成适当浓度的原生质体悬液备用（若浓度高则适当稀释）。
2.5剩余菌数的测定
取0.5ml原生质体悬液用生理盐水作10倍稀释，分别取10-2、10-3、10-4稀释液各0.2ml，涂布于固体完全培养基平板上，28℃培养48h，计算酶处理后剩余细胞数。
2.6原生质体再生
取0.5ml原生质体悬液，用PB液作适当稀释，分别取10-3、10-4、10-5稀释液各0.2ml涂布于固体再生完全培养基，涂匀，28℃培养48h，计算原生质体再生率，再生率、融合率计算公式如下。


2.7电场诱导原生质体融合
（1）  分别取两亲本原生质体液各1ml，按1：1的比例混合。
（2）  用无菌移液管将混合后的原生质体液注入电融合小池，将小池置于显微镜的载物台上，在物镜20倍的镜头下，调正光距至细胞清晰。
（3） 将电融小室板接上电极。
（4） 按下细胞融合仪的电源开关。
（5） 先调节所需的成串脉冲频率（1000 kHz），然后调节所需的成串脉冲电压（70 v/cm）。
（6） 调节融合脉冲脉宽至所需值（80 us），调节融合所需的脉冲个数（9个），选择好闸门时间（一般为“中”）。
（7） 调节融合脉冲电压至所需值（600 v/cm）。
（8） 同时按下成串脉冲及融合脉冲开关，此时在显微镜中可观察到细胞移动并排列成串状。
（9） 按下脉冲触发开关，可观察到细胞被电脉冲击穿，并与相邻的细胞发生融合，此时实验完成。
（10） 实验完成后，取下融合小室及电极，关掉电源。
（11） 将融合小池放入无菌操作台内，静止15min，用1ml PB液洗下原生质体融合液，用PB液稀释至10-2，取100、10-1、10-2稀释液各0.2ml涂布于选择性培养基(YNB培养基)，28℃培养96h，长出的菌落便是融合子，挑取单菌落（即融合子）上斜面（用固体完全培养基配制单菌落斜面）。
2.8筛选遗传性状稳定的融合子
在YNB培养基上连续培养传代10次后，该菌株即为遗传性状稳定的融合子。再上摇瓶进行复筛。
3 结果与讨论
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