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高渗透压对细菌电转化率的影响

徐 敏，! 马骏双，! 王正祥
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 ".$%#3）

摘! 要：研究了革兰氏阴性细菌大肠杆菌 ,4.%/ 和革兰氏阳性细菌地衣芽孢杆菌 %"%$ 在电转化
过程中，高渗溶液如山梨醇、甘露醇、甘油、蔗糖和葡萄糖对其电转化率的影响* 结果表明，高渗溶
液能够有效保护细胞，提高转化率*在复苏培养基中，%* & 5() 6 7甘露醇对地衣芽孢杆菌 %"%$ 的保
护效果最好，%* . 5() 6 7蔗糖对大肠杆菌 ,4.%/ 的保护效果最好*由此得到质粒 8+9 对地衣芽孢
杆菌 %"%$ 的最高电转化率为 /* 1 : .%"转化子 6 !;，质粒 8+9 对大肠杆菌 ,4.%/ 的最高电转化率
为 <* / : .%1转化子 6 !;*
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! ! 在细菌转化实验中，电穿孔是一种快速、简单
而又有效的转化方法*影响电转化效率的主要因素
是，随着电场强度的增加，产生的疏水小孔越多，细

胞膜通透性越好，外源 8+9 越容易进入细胞，但细
胞的死亡率也会随着电场强度的增加而增加*所以
要得到最高的电转化率，一方面要提高电场强度到

一个合适数值，另一方面又要尽量降低死亡率* 细
胞在电击后很容易死亡，若加入高渗溶液，由于能

有效保护细胞从而提高细胞的存活率，最终提高电

转化率*作者曾用芽孢杆菌饥饿法［.］将整合型质粒
转化到地衣芽孢杆菌 %"%$ 时，转化率极低，所以有
必要采用新的转化方法来提高其转化率，同时研究
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高渗透压对细菌转化效率的影响!

!" 材料与方法

!# !" 材料
!! !! ! " 菌种与质粒 " 菌种：大肠杆菌 "#$%&
（!"#$%&’#$’( #)*’），地衣芽孢杆菌 %’%(（ +(#’**,"
*’#$%-’.)&/’"）（本实验室保存）；质粒：)*+,-./0’!
!1.（本实验室构建，另文发表）!
!! !! $" 培养基" 生长培养基：含 %! 2 .30 4 5山梨醇
的 56培养基；电转化缓冲液：%! 2 .30 4 5 山梨醇，%!
2 .30 4 5甘露醇和体积分数 $%7甘油；复苏培养基：
含%! 2 .30 4 5山梨醇和 %! 89 .30 4 5 甘露醇的 56 培
养基!
!! !! % " 主要仪器设备 " #:0;<)3=-;3= 电转化仪，电
转化池（$ ..）：德国 >))?@A3=B公司产品!
!# $" 方法
!! $! !" 大肠杆菌电转化方法" 见文献［’］!
!! $! $" 地衣芽孢杆菌电转化方法" 按文献［8］接
种地衣芽孢杆菌于 ’! 2 .5 56 培养基中，过夜培养
后，转接入 2% .5 生长培养基中，于 8C D培养至
EF G%%@.值为 %! 92 H %! &2! 将菌体在冰水浴中放置
$% .<@，于 ( D，$% %%% = 4 .<@离心 2 .<@收集菌体!
用预冷的电转化缓冲液反复洗涤细胞 ( 次!将细胞
悬浮于约 $ .5 的预冷电转化缓冲液中! 取 G% "5
菌体分装于 $! 2 .5 >))?@A3=B 管中! 取 $ "5 质粒
FIJ（2% @K 4 "5）与感受态细胞混匀，移入预冷的电
转化池，电击（’ %%% L，2 .M）后，加入 $ .5 复苏培
养基，8C D，9% = 4 .<@ 培养 8 N，然后涂布卡那霉素
（2 "K 4 .5）抗性平板!

$" 结果与讨论

$# !" 复苏培养基中加入不同高渗溶液对电转化率
的影响"
在 56复苏培养基中，细胞得不到有效保护，所

以细胞死亡率很高，转化率非常低! 在复苏培养基
中加入高渗溶液后，细胞得到了有效保护，提高了

转化率!对于地衣芽孢杆菌 %’%(，复苏培养基中加
入 %! 2 .30 4 5甘露醇时，质粒 FIJ转化率达到最高
值 &! % O $%’转化子 4 "K! 与不加任何渗透压稳定剂
的 56 相比，转化率提高了 $9% 倍! 对于 !0 #)*’

"#$%&，复苏培养基中加入 %! 2 .30 4 5 蔗糖时，质粒
FIJ转化率达到最高值 ’! % O $%C转化子 4 "K!与标
准使用的 PEQ 培养基相比，转化率提高了近 8 倍
（见表 $）!

表 !" 复苏培养基中加入不同高渗溶液对电转化率的影响
&’(# !" )**+,-. /* .+0+1’2 345+1/.6/-7, 1+,/0+14 6+87’ /9

+2+,-1/-1’9.*/16’-7/9 +**7,7+9,4

复苏培养基
%’%(转化率 4
（转化子 4

"K）

"#$%& 转化率 4
（转化子 4

"K）

56 2 8 O $%’

PEQ R C! ’ O $%G

56 S %! 2 .30 4 5葡萄糖 ’! % O $%’ $%! 9 O $%G

56 S %! 2 .30 4 5山梨醇 8! 9 O $%’ 8! ( O $%G

56 S %! 2 .30 4 5蔗糖 2! ’ O $%’ ’%! % O $%G

56 S体积分数 $%7甘油 2! G O $%’ (! % O $%G

56 S %! 2 .30 4 5甘露醇 &! % O $%’ (! G O $%G

$# $" 生长培养基中加入不同高渗溶液对电转化率
的影响

进一步确定细胞生长培养基对电转化率的影

响，对于地衣芽孢杆菌 %’%(，在生长培养基中加入
不同的高渗溶液后转化率都有所提高，当 56 中加
入 %! 2 .30 4 5 山梨醇后，转化率提高了一倍! 对于
!0 #)*’ "#$%&，在 56 中加入不同高渗溶液后，除蔗
糖外，其它高渗溶液都能提高转化率，当加入 %! 2
.30 4 5葡萄糖时，转化率提高了 227 ! 在生长培养
基中加入高渗溶液能一定程度上提高转化率，其原

因可能是如果生长培养基只是 56，当菌体转移到
电转化缓冲液时，渗透压的突然改变会对细胞产生

有害作用，从而影响转化率!
$# %" 复苏培养基中甘露醇浓度对电转化率的影响
进一步确定复苏培养基中渗透压稳定剂的最

适浓度!对地衣芽孢杆菌 %’%( 而言，复苏培养基中
的甘露醇浓度在 %! 2 H %! C .30 4 5 时对电转化率具
有显著影响! 当甘露醇浓度为 %! C .30 4 5 时，质粒
FIJ对地衣芽孢杆菌 %’%( 的转化率可达到 &! $ O
$%’转化子 4 "K（见图 $）!
T T 对 !0 #)*’ "#$%& 而言，蔗糖浓度大于 %! $ .30 4
5时，随着蔗糖浓度的增加，电转化率呈下降趋势，
当蔗糖浓度超过 $ .30 4 5时，转化率略有上升!当蔗
糖浓度为 %! $ .30 4 5 时，!0 #)*’ "#$%& 的转化率最
高，为 $! $$ O $%9转化子 4 "K（见图 ’）!
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甘露醇浓度为 ! "#$ % &时表示复苏培养基为 &’培养基

图 !" 复苏培养基中甘露醇浓度对电转化率的影响
#$%& ! " ’(()*+, -( ./00$+-1 *-0*)0+2/+$-0 $0 2)*-3)24

.)5$/ -0 +2/0,(-2./+$-0 )(($*$)0*4 -(
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蔗糖浓度为 ! "#$ % &时表示复苏培养基为 &’培养基

图 6" 复苏培养基中的蔗糖浓度对电转化率的影响
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<" 结" 论

根据实验得出，复苏培养基中渗透压状态对电

转化率有显著影响( 地衣芽孢杆菌 !)!* 最佳电转
化条件是：生长培养基为 &’ + !( , "#$ % & 山梨醇，

复苏培养基为 &’ +!( - "#$ % & 甘露醇，电场强度为
)! ./ % 0"，由此得到质粒 123 对于该菌的电转化
率为 4( 5 6 7!)转化子 % !8(与芽孢杆菌饥饿法［7］得
到的最高转化率相比，提高了近 * 倍( 复苏培养基
中渗透压状态对其他微生物细胞电转化率的影响

正在研究中(
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