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影响根癌农杆菌的电击转化条件

匡小婴， 饶志明 沈微， 方惠英， 诸葛健+
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：采用电击转化方法将双元载体质粒pCAM3300导入根癌农杆菌LBA4404，研究了不同实

验条件对转化率的影响．结果表明：当电场强度为11 kV／cm时，转化率最高，每微克DNA得到

9．8×103 CFU；在细胞OD600为1．0时进行电转化，转化率最高，每微克DNA得到9．54×103

CFU；在一定的细胞浓度范围内，电击转化率与细菌浓度密切相关，转化率随着细茵浓度的上升而

上升；质粒大小与电击转化率之间没有明确的关系．将含pCAMBIA3300的根癌农杆茵与粗糙脉

胞茵共培养转化，在含有膦化麦黄桐(PPT)(405 mg／L)的平板上筛选到转化子．PCR扩增转化子

的染色体，初步证明Bar基因整合进粗糙脉胞茵的染色体中．
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Abstract：The binary vectors pCAM3300 was introduced into Agrobacterium tumefaciens by

electroporation． Effects of different electroporation conditions on transformation frequency were

studied．The results suggested transformation frequency reached to 9．8×103 CFU／t_￡g DNA，the

highest level，when the electrical field strength was 1 1 kV／cm．Transformation frequency also

reached a highest level of 9．54×103 CFU／／比g DNA when OD600 was at about 1．0．The

transformation frequency was related to cell density，it increased with the increase of cell

concentration．However，the size of plasmid had no specific relation with electroporation．The

A．tumefaciens containing the binary vectors pCAM3300 CO—cultured with Neurspora crass(2 and

transformants were gained on plate containing 405 mg／L of PPT．PCR results demonstrated that

Bar gene was integrated into chromosome of Neurspora crassa．
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自从1973年Mishra等首次报道真菌的遗传转

化以来，丝状真菌遗传转化已经取得较大的进展，

最常用的转化方法有CaCl2-PEG法、电激法和基因

枪法等．但是这些方法的特点是以原生质体作为受
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体的，而许多丝状真菌的原生质体制备困难，有的

甚至无法制备．因此，采用这些转化方法时，其效果

往往不稳定、重复率差、转化效率低，且原生质体的

制备与再生的步骤比较繁琐，不利于转化子的快速

制备．根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)可

用于转化细菌、真菌、动物，并将其Ti质粒上的一

段DNA整合进基因组，从而稳定地遗传给后代．国

外学者已经成功转化酵母、构巢曲霉和镰刀霉等真

菌，这一方法明显地提高了转化率，可以获得稳定

的转化子，在应用领域中具有很大的潜能[1]．

将双元载体质粒导人根癌农杆菌中常用的方

法有三亲杂交法、冻融法、电击转化法等．三亲杂交

法必须在诱动菌的参与下才能导人，而冻融法导入

效率较低．作者采用电击转化法将双元载体质粒

pCAM3300导人根癌农杆菌LBA4404中，从而构

建共转化供体菌；并对质粒经电击转化法导人根癌

农杆菌的影响因素、转化条件及效果进行了研究．

1材料与方法

1．1菌株与质粒

根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)

LBA4404：含利福霉素(RiD及链霉素(Str)抗性；

pCAM3300：含卡那霉素(Kn)抗性．

1．2培养基

YM培养基(g／L)：KHzP04 0．5，MgS04 0．2，

酵母提取物0．3，甘露醇10，L-谷氨酸2，NaCl 0．1，

琼脂15．pH 7．0；

MM培养基、IM诱导培养基：参见文献[2，3]．

1．3根癌农杆菌的电击转化

将根癌农杆菌LBA4404单菌落接入5 mL YM

培养基中，28℃振荡培养过夜．以10％的接种量转

接至50 mL YM培养液中，28℃、150 r／min振荡

培养至对数生长期(OD。。。为0．8～1．2)．4℃，8 000

r／min离心10 min，收集菌体，用预冷的无菌双蒸水

洗涤4次，用无菌预冷10％的甘油洗涤，离心，再用

1 mL无菌预冷的10％甘油重悬菌体，取200弘L菌

悬液于1．5 mL离心管，加5肛L质粒DNA于菌液

中，混匀并转移至无菌预冷的电击杯中(电极间距

为0．1 cm)，吸干电击杯表面的水．将电击杯放入电

转化仪的电极之间，在不同电压下电击5 ms，取出

电击杯，迅速加入1 mLYM液体培养基，混匀并转

移细胞至1．5 mL的离心管中，在28℃摇荡孵育3

h，取适量菌液涂布选择培养基，28℃培养3 d，观察

转化子．取没有加质粒DNA的农杆菌在同样电击

条件下筛选对照．

1．4根癌农杆菌Ti质粒介导转化

将含有Bar基因的中间载体通过电击法转入

根癌农杆菌LBA4404中，将含有中间载体的根癌

农杆菌LBA4404在MM培养基上培养2 d，用IM

培养基稀释至OD。。。值为0．15，再预培养6 h后，与

等体积的粗糙脉胞菌的孢子悬浮液混合，在含有

200 tlmol／L乙酰丁香酮(acetosyingone，AS)并铺

有硝酸纤维素滤纸的IM平板上涂布适量的上述混

合菌液，28℃培养2 d，将混合菌转人含有100肛g／

mL头孢噻肟和405 mg／L膦化麦黄桐(L-phosphio-

thricin，PPT)的MM培养基上培养5 d，筛选转化子．

1．5 粗糙脉胞菌染色体DNA提取与Bar基因

PCR扩增

粗糙脉胞菌染色体DNA提取方法见文献[53，

根据Bar基因的57和3’端序列设计一对引物，引物

分别为：Sense primer(5’-CGCGGATCCATGAGC-

CCAGAACGACGC_3’)，Antisense primer(5 7一

CGCGAGCTCCGCTTCAGATCTCGGTGA一3’)．

PCR扩增条件：94℃预变性5 rain；94℃45 S，56

℃90 S，72℃90 S，35个循环，72℃延伸10 S．PCR

扩增体系：取DNA模板1肛L，lo倍PCR缓冲液2

弘L，引物2弘L，dNTPs 2 pL，Taq DNA聚合酶0．5

弘L，总反应体积为20 pL．琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物．

2结果与讨论

2．1不同电压对转化率的影响

电击转化细胞时，细胞膜两端产生一个电位，

一旦细胞膜上所产生的电位超过一定限度时，膜会

局部破裂，从而导致外源DNA进入细胞，细胞膜产

生的电通透性是暂时的，只要电场大小不超过一定

限度，否则细胞就会产生不可逆破裂[6]．电场强度

是电击转化的重要参数，因此研究电场强度对转化

率的影响．由图1可知，随着电场强度的不断增加，

转化率有先升后降的趋势．当电压为11 kV／em时，

转化率最高，达到每微克DNA 9．8×103 CFU．

2．2细胞生长时期对转化率的影响

处于对数生长期的菌株细胞壁结构致密性较

差，外源DNA容易进入．按lo％的接种量将菌株培

养至不同的生长时期，取样分别制成感受态细胞，

在电场强度为11 kV／em和脉冲时间为4．5 ms的

条件下研究细胞生长状态对转化的影响，结果见图

2．处于对数生长中期的细胞生长旺盛，转化效果明

显高于稳定期的细胞．在细胞的OD。。。为1．0时进

行电转化，转化率可达到最高，每微克DNA得到9．
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图1 电场强度对转化率的影响

Fig．1 Effects of field strength on the transformation

efficiency
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图2细胞生长时期对转化率的影响

Fig．2 Effects of cell growth phase on the transforma—

tion efficiency

2．3细胞浓度对转化率的影响

转化效率可以通过细菌悬浮液的浓度来调节．

oD6。值为1．0时制作感受态细胞，并按不同的比例

稀释感受态细胞，使细胞浓度分别为4×108，4×

107，4×105，4×104 CFU．在电压为11 kV／em和

电击时间为4．8 1"1AS时研究细胞浓度对电击转化率

的影响，结果发现电击转化率随着细菌浓度的上升

而上升．

2．4质粒的大小对转化效率的影响

一般认为质粒的大小可以影响转化效率，质粒

pCAM3300hyg(12 631 bp)、pCAM3300—013

(14．333 kb)是以pCAM3300为基础构建的重组质

粒．将3种大小不同的质粒在电压为11 kV／cm和

电击时间为4．8 ms的条件下，分别电击转化，结果

表明质粒大小与转化效率之间没有明确的关系．

2．5转化子质粒的提取和酶切验证

对电击转化后培养得到的根癌农杆菌pCAM—

BIA3300／LBA4404转化子提取质粒DNAc7]．用限

制性内切酶Hind III、Sac 1分别进行单酶切，琼脂

糖凝胶电泳检测，见图3．转化子的质粒大小在8．4

kb左右，大小正确．

1．kDNA／Pst II 2．pCAMBIA3300／HindⅢf 3．pCAM—

BIA3300／Sac I

图3质粒pCAMBIA3300酶切图

Fig．3 The electrophoresis map of pCAMBIA3300 with

restric90il endonnclease

2．6含有Bar基因的粗糙脉孢菌的筛选

转化过的粗糙脉孢菌和未转化过的原始菌株

分别涂布在含有405 mg／L的PPT的土豆培养基

平板上，见图4．转化后的粗糙脉孢菌在平板上生

长，而原始粗糙脉孢菌在平板上没有长出．转化子

在PPT抗性平板转接4次。获得稳定转化子．

1．原始粗糙脉孢菌在没有PPT抗性的土豆培养基平板上生长旺盛l z．转化后的租糙脉孢菌在含405 mg／L的PPT平板上生长

3．原始粗糙脉孢菌在加有405 mg／L PPT平板上没有生长．

图4粗糙脉孢菌各种平板中的生长情况

Fig．4 The growth condition of Neurspora cr8s船in different plate
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2．7 PCR鉴定

分别以未转化的粗糙脉孢菌的染色体基因组

DNA及转化后的粗糙脉孢菌的染色体基因组DNA

作为模板进行PCR，结果见图5，6．大多数转化子

中均能扩增出与Bar基因大小相同的片段，而未转

化的粗糙脉胞菌中未能扩增出相应的片段，因此初

步认为转化成功．通过PCR扩增验证表明：Bar基

因经根癌农杆菌介导转化后，已经成功转入粗糙脉

胞菌中，转化后的粗糙脉胞菌含有PPT抗性．

1．提取的N．cra$$a染色体DNA；2．X-DNA／Pst I

图5 N．crassa染色体DNA的提取

Fig．5 Extraction of chromosome DNA from N．crassa

3 结 论

利用根癌农杆菌LBA4404的Ti质粒介导转

化粗糙脉孢菌建立了一个高效、新型的转化体系．

对质粒经电击转化根癌农杆菌条件的研究表明：当
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图6 PCR扩增产物的凝胶电泳图

Fig．6 The agrose electrophoresis of PCR production

电场强度为11 kV／cm时，转化率达到最高值，每微

克DNA得到9．8×103 CFU；在细胞的OD6。。约为

1．0时进行电转化，转化率可达到最高，为每微克

DNA 9．54×103 CFU；在一定细胞浓度范围内电击

转化率与细菌浓度密切相关，转化率随着细菌浓度

的上升而上升；质粒大小与电击转化效率之间没有

明确的关系．然后将含有双元载体的根癌农杆菌与

粗糙脉孢菌共培养后，在含有PPT的抗性平板上进

行筛选，获得转化子．提取其染色体并进行PCR鉴

定，结果表明Bar基因已经成功转入粗糙脉胞

菌中．
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