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摘 要：通过体外处理诱导地衣芽孢杆菌产生感受态性能，同时调整参数，建立了感受态细胞对质

粒-567的高效电转化方法)当质粒8*5为")#!9／:;、转化时电压为"4#$&时，可得到!3"个

转化子，经鉴定均为阳性克隆子)此为以芽孢杆菌为宿主进行高效电转化及为建立适合工业应用

的分泌型表达载体提供参考)
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研究转化首先要考虑宿主细胞感受态（X’:-,@
R,BR）的形成 能 力)对 于 大 肠 杆 菌 宿 主 细 胞，经 过

]F](!处理后可使大肠杆菌得到较好的感受态性能，

每微克质粒转化得到"$4个转化子)而对于革兰氏

阳性菌如枯草杆菌、地衣芽孢杆菌要使其经过特殊

处理得到较好的感受态性能并非易事)因为革兰氏

阴性菌和革兰氏阳性菌在感受态细胞形成和8*5
转化的机制上有很大的不同，目前有关机理知道的

还很少，所以用于处理革兰氏阴性菌的方法并不适

用于革兰氏阳性菌［"］)然而，在工业生物技术的研
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究和应用中，十分需要以分泌型革兰氏阳性菌为宿

主的菌株，这对产品的后提取和精制很有意义，特

别是在以基因工程手段进行的新菌种的构建过程

中更是十分必要的!目前以分泌型革兰氏阳性菌作

为表达宿主已经成为工业生物技术领域的研究热

点!将外源"#$转入宿主必须面对宿主细胞的感

受态性能问题，以及需要寻找到高效转化的途径!
有学者以枯草杆菌为宿主制备成感受态细胞，并成

功进行了转化，但转化效率很低，均在%&个转化子

以下［’］!在以地衣芽孢杆菌为宿主时，往往难以寻

找到好的感受态细胞处理方法而选择原生质体融

合的方 法，但 成 功 的 情 况 并 不 多，且 过 程 较 为 烦

琐［(］!作者在研究构建整合型碱性蛋白酶工程菌的

过程中，以地衣芽孢杆菌为宿主，诱导培养使其形

成具有感受态性能的细胞，并通过摸索，建立了适

用于地衣芽孢杆菌的电转化条件，得到了较好的结

果!

! 材料和方法

!"! 材料

!!!!! 菌株和质粒%!"#$%%&’%$#()*$+,-.$’’)&*
突变株由本实验室保存；质粒+$,-为含有碱性蛋

白酶基因的整合型载体，并含有卡那霉素抗性基

因，由作者构建，另文发表!
!!!!# 试剂%.倍的微量盐溶液（%&&&/0）：%&1

（#23）’453，)316’2,53，’)162’,53，*!.1
71453·)2’5，+2)!&；质量分数为’&8的葡萄糖

溶液，质量分数为’&8的酪氨酸溶液；所用试剂均

为分析纯!
!!!!$ 培养基

09液体培养基：常规方法配制，在液体培养基

中添加质量分数为%!.8的琼脂即为09固体培养

基!09固体培养基和液体培养基在需要时加入卡

那霉素至(&!1／/0!
芽孢杆菌基本培养基（%&&/0）：’&/0.倍的

微量盐溶液，’!./0质量分数为’&8的葡萄糖，%
/0质量分数为’&8的酪氨酸溶液!

芽孢杆菌饥饿培养基（诱导芽孢生成培养基）

（%&&/0）：’&/0.倍的微量盐溶液，’!./0质

量分数为’&8的葡萄糖!
酪素固体培养基（%&&&/0）：干酪素:1，酵母

膏’1，6’2,53%31，62’,53;1，（#23）’453’1，

琼脂%’1，+2)!’")!3!
9<液体培养基（%&&&/0）：牛肉膏.1，酵母

膏.1，蛋白胨%&1，#=>?.1，葡萄糖.1，+2)!’"

)!3!
!"# 方法

!!#!! !"#$%%&’%$#()*$+,-.$’感受态细胞的诱导

形成% 接种新鲜!"#$%%&’%$#()*$+,-.$’’)&*单菌落

至%&/0芽孢杆菌基本培养基中，()@ 剧烈振荡

培养%;"%:A，’.&B／/CD，培养至5";&&为%!&时，

取%!./0培养液加入到%&/0()@ 水浴预热的

3&/0新鲜芽孢杆菌基本培养基中!()@剧烈振荡

培养3A，’.&B／/CD!加入%&/0芽孢杆菌饥饿培

养基，()@剧烈振荡培养3A，’.&B／/CD!将细菌在

冰水浴冷却%./CD，分装于&!./0E++FDGHBI管

中，于3@%&&&&1离心%&/CD，沉淀物用预冷的

水轻轻溶解悬浮，可直接进行实验，也可于J)&@
冻存!
!!#!# 非诱导型!"#$%%&’%$#()*$+,-.$’转化前细

胞（对照）的制备% 接种新鲜!"#$%%&’%$#()*$+,-.$’
’)&*单菌落至%&/009液体培养基中，()@ 剧

烈振荡培养%;"%:A，’.&B／/CD，培养至5";&&为

%!&时，取%!./0该培养液加入到.&/0()@ 水

浴预热的新鲜09液体培养基中!()@剧烈振荡培

养3A，’.&B／/CD!将细菌在冰水浴冷却%./CD，分

装于&!./0E++FDGHBI管 中，于3@下%&&&&
B／/CD离心%&/CD，沉淀物用预冷的水轻轻溶解悬

浮，可直接进行实验，也可于J)&@ 冻存!
!!#!$ 电转化% 将新鲜制备的转化前细胞&!./0
在3@ 下%&&&&B／/CD离心%&/CD，弃去上清液，

加入&!./0冰水悬浮，如此反复洗涤细胞(次，轻

柔操作!冰浴%&/CD后分别加入不同质量浓度的质

粒"#$，混匀，将溶液转移到预冷的无菌电转化池

中，吸干池表面水分，将电转化池放入电转仪的样

品槽中，在不同的电场强度下电击转化!迅速取出

电转化池，加入%/09<液体培养基稀释细胞，

()@ 水浴摇床培养%!.A，取’&&!0涂布于09固

体卡那霉素抗性平板上，()@培养!
!!#!% 阳性转化子的筛选 将阳性转化子点种于

酪素固体卡那霉素抗性平板上筛选，观察透明圈!

# 结 果

#"! 不同电压下诱导型感受态细胞的电转化

选择%!1质粒"#$在不同的电压下对诱导型

感受态细胞进行电转化（取平均值，/!&!&.，下

同），结果如图%所示!在%&&&，%’.&，%.&&，%).&，

’&&&，’.&&K电压下分别平均得到了%%，.)，%&’，

’(.，3;，;个转化子!以%).&K电压下的转化效率

最高!
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图! 诱 导 型 感 受 态 细 胞 在 不 同 电 压 下 的 转 化

（!!"#$%）

&’"(! )*++,+-./0./12340/51.’0204’267-+6-058+.+2.
-+,,39’.*!!"#$%

:(: 不同电压下非诱导型转化前细胞的电转化

选择!!"质粒#$%在不同电压下对非诱导型

转化前细胞进行电转化，结果如图&所示’在!(((，

!&)(，!)((，!*)(，&(((，&)((+电压下分别平均

得到了!，,，!!，!-，&，(个转化子’以!*)(+电压

下的转化效率最高，但是转化效率远远低于应用诱

导型感受态细胞进行电转化的效率’

图: 非诱导型感受态细胞在不同电压下的转化（!!"
#$%）

&’"(: )*++,+-./0./12340/51.’0204202;’267-+6-058+;
.+2.-+,,39’.*!!"8,135’6#$%

:(< 不同#$%质量浓度下诱导型感受态细胞的

电转化

选择不同质量浓度的质粒#$%在!*)(+电

压下对诱导型感受态细胞进行电转化，结果如图.
所示’在质粒#$%质量浓度（!"／/0）为(’)，!’(，

!’)，&’(，&’)时分别平均得到了1.，&.)，&,!，!21，

*!个转化子’以质粒#$%质量浓度为!’)!"／/0
的转化效率最高’
:(= 不同#$%质量浓度下非诱导型转化前细胞

的电转化

选择不同质量浓度的质粒#$%在!*)(+电

压下对非诱导型转化前细胞进行电转化，结果如图

2所 示’在 质 粒#$%质 量 浓 度（!"／/0）为(’)，

!’(，!’)，&’(，&’)时分别平均得到了*，!-，&(，!!，

2个转化子，以质粒#$%质量浓度为!’)!"／/0
的转化效率最高，但是转化效率远远低于应用诱导

型感受态细胞进行电转化的效率’

图< 不同质量浓度#$%在!>?@A电压下的电转化

&’"(< )*++,+-./0./12340/51.’0204’267-+6-058+.+2.
-+,,39’.*6’44+/+2.-02-+2./1.’02048,135’6
#$%1.!>?@B0,.1"+

图= 不同质量浓度#$%在!>?@A电压下的电转化

&’"(= )*++,+-./0./12340/51.’0204202;’267-+6-058+;
.+2.-+,,39’.*6’44+/+2.-02-+2./1.’02048,135’6
#$%1.!>?@B0,.1"+

:(? 阳性克隆子的筛选鉴定

将质 量 浓 度 为!’)!"／/0的 质 粒 #$%在

!*)(+下对诱导型感受态细胞电转化转化子进行

挑选，点种转移至酪素固体卡那霉素抗性平板上筛

选，.*3培养&24，可以观察到这些转化子周围均

产生明显的透明圈，如图)所示’这表明整合型质粒

5%67成功转入宿主细胞，并将碱性蛋白酶基因插入

到宿主染色体中成功表达，转化子均为阳性克隆子’

图? 阳性克隆子的鉴定

&’"(? C6+2.’4’-1.’0204803’.’B+-,02+3
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! 讨 论

目前，细菌感受态产生的机制有两种假说：一

是局部原生质化假说!支持这种假说的现象是发芽

的芽孢杆菌相对于营养体更加容易转化，适当的溶

菌酶处理可以提高转化率；二是酶受体假说!支持

这种假说的现象是枯草杆菌、链球菌、肺炎双球菌

中都分离到相对分子质量为"###!$####的感受

态因子［%］!最新对转化机制的研究认为，革兰氏阳

性菌中首先产生感受态因子，双链&’(吸附于细

胞壁后，单链&’(进入细胞，细胞中特定的蛋白质

包裹住外源&’(防止被降解，最后重组产生稳定

的分子!而革兰氏阴性菌未发现感受态因子，且外

源&’(是以双链形式进入细胞的!
在细菌中能够形成感受态的细胞是很少的，一

般认为#!$)!$!#)，而且细菌处于感受态是短暂

的，肺炎双球菌、枯草杆菌、地衣芽孢杆菌等属于这

类菌!一般认为，感受态是在细菌生长到对数后期

产生的!有学者认为，芽孢杆菌在营养缺乏的饥饿

状态下，细胞易产生感受态因子，处于生长芽孢时

期的芽孢杆菌更容易产生感受态［"］!作者在实验中

正是利用芽孢杆菌极限营养培养基，使地衣芽孢杆

菌处于产生感受态因子状态，结合电转化，同时探

索了影响电转化效率的有关参数!

一般影响电转化的因素有细胞培养的时间、电

压的选择、&’(质量浓度、转化液的离子强度等，作

者选取的电压和质粒&’(质量浓度作为基本考察

对象，处理后的转化前，细胞由于经过冰水反复洗

涤，溶液中离子强度已经很低!对于电转化而言，并

非电场强度越高转化率越高，因为随着电压升高，

细胞在瞬间高压下死亡率就越高!不同的细胞对电

压耐受 力 有 一 个 限 度，在 本 实 验 中，当 电 压 达 到

*"##+时，细胞已经大量死亡，转化率极低!但是，

所选择电压也不能太低，如果细胞表面的动作电位

处于不应期的时间较长，转化率也将很低!另外，并

非质粒&’(质量浓度越高转化率就越高，对于大

肠杆菌常规转化以及其他细菌的转化研究中都证

实了这一点［,］，本实验得出的结果也是如此!有关

详细机制目前尚不明确，是否高质量浓度的质粒

&’(影响了细胞表面的电位变化或是封闭了&’(
进入的通道还有待进一步研究!

本实验得到的转化率远远低于常规大肠杆菌

为宿主转化所得到的转化率（这与革兰氏阴性和阳

性菌的生理状态和细胞结构有很大关系），但是比

之常规方法处理的地衣芽孢杆菌的转化率提高了

$-倍，转化子经过鉴定均为阳性克隆子，很好地满

足了进一步实验的需要!本实验的结果为以芽孢杆

菌为宿主进行高效电转化以及为建立适合工业应

用的分泌型表达载体提供了参考!
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