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摘要：【目的】研究比较枯草芽孢杆菌突变株 ＩＡ８５７ 高效转化的最优方法。【方法】以质粒 ｐＨＣＭＣ０４（大小为

８０８９ｂｐ）转化突变型枯草芽孢杆菌 ＩＡ８５７，分别用电转化法、原生质体法、电击法诱导的原生质体法、Ｓｐｉｚｉｚｅｎ 低

盐环境感受态转化法（简称 Ｓ法）、低盐环境形成饥饿感受态法及其改良方案在其它突变菌株的试验方法（简称

Ｃ法）进行实验，通过比较优化得出最优转化方法。【结果】采用 Ｓ 法转化枯草芽孢杆菌突变株 ＩＡ８５７，质粒加入

量为 ７０ｎｇ时，转化后直接摇床培养 １ｈ转化率最高达到 １．２×１０４ ＣＦＵ／μｇ ＤＮＡ，可以满足枯草芽孢杆菌高效转

化的要求。【结论】得出了枯草芽孢杆菌突变株 ＩＡ８５７ 最优转化方法并提出转化枯草芽孢杆菌的基本框架。
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  【研究意义】枯草芽孢杆菌是具有重要工业应用
价值的菌种之一［１］，因此建立简便、有效的 ＤＮＡ 转
化方法，对枯草芽孢杆菌的基因改造、提高其生产性
能具有重要意义，因而其高效转化方法依然是个值得
研究的方向。【前人研究进展】自上世纪 Ｓｐｉｚｉｚｅｎ 成
功转化野生枯草菌株以来，在其它相应突变型枯草菌
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株中的转化方法也在不断更新，如电转化法［２～４］、原
生质体法［５～７］、电击法诱导的原生质体转化［８］、低盐
环境形成饥饿感受态［９～ １２］等。【本研究切入点】目前
的枯草芽孢杆菌转化方法虽然在不同的菌株中得到

成功转化的报道不少，但并非对所有的菌株都适用。
【拟解决的关键问题】以成功在不同枯草芽孢杆菌中
转化的多种方法为依据，用质粒 ｐＨＣＭＣ０４（８０８９
ｂｐ）［１３］转化突变型枯草芽孢杆菌 ＩＡ８５７［１４］，对可行的
方法进行比较优化，得出最优的转化方法并提出转化
枯草芽孢杆菌的基本框架。

１ 材料和方法

１．１ 材料

  ＬＢ培养基；ＢＴＸ公司电穿孔仪；离心机为：Ｈｅｔ-
ｔｉｃｈ Ｚｅｎｔｒｉｆｕｇｅｎ Ｍｉｋｒｏ ２２／Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ３２Ｒ，Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｈｉｍｃ ＣＲ２２Ｆ，Ｂｅｃｋｍａｎ Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ Ｌｉｔｅ 和 Ｅｐｐｅｎ-
ｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｄ；ＨＹＧ-ＩＩ 恒温摇床；Ｇｒａｎｔ Ｌ
ＴＤ ２０Ｇ 恒温水浴锅；国产数显恒温水浴锅；Ａｍｅｒ-
ｓｈａｍ ｐｈａｒｍａｃｉａ ｂｉｏｔｅｃｈ Ｈｏｅｆｅｒ ｍｉｎｉ ＶＥ电泳仪。

１．２ 菌株和质粒

  枯草芽孢杆菌 ＩＡ８５７ 及表达载体 ｐＨＣＭＣ０４ 均
购自 ＢＧＳＣ，大肠杆菌 ＤＨ５ɑ为本实验室保存。

１．３ 培养基

１．３．１ 电转化法用培养基

  据多种电转化培养基配方［２］优化而得，具体为：

  溶液 Ａ（１００ｍＬ）：蛋白胨 １ｇ，酵母粉 ０．５ｇ，ＮａＣｌ
１ｇ，山梨醇 ９ｇ，ｐＨ 值为 ７．０；

  溶液 Ｂ（１００ｍＬ）：山梨醇 ９ｇ，甘露醇 ９．２５ｇ，葡萄
糖 １０ｇ；

  溶液 Ｃ（１０ｍＬ）：９ｍＬ溶液 Ｂ＋１ｍＬ甘油；

  复苏培养基：ＳＯＣ培养基。

１．３．２ ｓｐｉｚｉｚｅｎ 低盐环境感受态制备培养基

  根据多人［９～ １２］引用、改进、总结及自己试验改
进，简称 Ｓ法，具体为：

  溶液 Ａ（２０ｍＬ）：酵母提取物 ０．２ｇ，酪蛋白氨基
酸 ０．０４ｇ；

  溶液 Ｂ（１０ｍＬ）：缺陷型菌株需添加的必须氨基
酸各占 ０．５％（本菌株添加色氨酸 ０．０５ｇ，亮氨酸

０·０５ｇ，蛋氨酸 ０．０５ｇ），葡萄糖 ５ｇ，过滤除菌；

  溶液 Ｃ（１００ｍＬ）：ＫＨ２ＰＯ４ ２．４ｇ，Ｋ２ ＨＰＯ４ ５．６ｇ，
（ＮＨ４）２ ＳＯ４ ０．８ｇ，柠檬酸三钠 ０．４ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ
０．０８ｇ；

  溶液 Ｄ（５００ｍＬ）：硼酸 １．４１５ｇ，ＭｎＣｌ２· ４Ｈ２ Ｏ
０．９ｇ，ＦｅＳＯ４ · ７Ｈ２ Ｏ ０．６８ｇ，酒石酸钠 ０．８５５ｇ，

ＣｕＣｌ２·２Ｈ２ Ｏ １３．４５ｍｇ，ＺｎＳＯ４ · ７Ｈ２ Ｏ ２３．５ｍｇ，

ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ２０．２ｍｇ，高钼酸钠 １２．６ｍｇ；

  溶液 Ｅ（１０ｍＬ）：ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ １．０８６ｇ；

  溶液 Ｆ（１０ｍＬ）：ＣａＣｌ２ ７３．５ｍｇ；

  溶液 Ｇ（５０ｍＬ）：山梨醇 １８．２５ｇ。

  以上溶液分开灭菌后混合，避光保存，混合方案
参照文献［１０］，具体为：

  ＧＭ Ｉ：１０ｍＬ溶液 Ａ＋１．５ｍＬ溶液 Ｂ＋２５ｍＬ溶
液 Ｃ＋１００μＬ溶液 Ｄ＋２５ｍｌ溶液 Ｇ，并用灭菌水补足

１００ｍＬ，混匀备用；

  ＧＭ ＩＩ：９８ｍＬＧＭ Ｉ＋１ｍＬ 溶液 Ｅ＋ １ｍＬ 溶液

Ｆ，混匀备用；

  ＧＭ ＩＩＩ：ＧＭ ＩＩ ９ｍＬ＋１ｍＬ甘油，混匀备用。

１．３．３ 低盐环境形成饥饿感受态在其它菌株中的改
良方法用培养基（简称 Ｃ法）

  该培养基按文献［１５］配制，所不同的是里面用的
氨基酸是按本实验用菌株缺陷型添加（色氨酸、亮氨
酸、蛋氨酸）。

１．３．４ 原生质体转化用培养基

  该培养基按照文献［５］进行配制。

１．３．５ 电击法诱导的原生质体转化

  本方法是在原生质体制备的情况下，借助电击法
进行转化［８］，因此本方法中原生质体制备用的培养基
同 １．３．４，而电击转化用的培养基同 １．３．１ 中的溶液

Ａ、溶液 Ｂ 和溶液 Ｃ，复苏培养基和平板培养基则同

１．３．４ 原生质体法中的培养基。

１．４ 方法

  试验结果采用菌落形成单位 ＣＦＵ表示。

１．４．１ 感受态制备与转化方法

  电转化法感受态制备步骤如下：

  １）接菌种于 ２ｍＬ 溶液 Ａ 中，３７℃，２００ｒｐｍ 过夜
培养，约 １０ｈ。

  ２）将 ２ｍＬ过夜培养的菌液添加到 ９８ｍＬ溶液 Ａ
中，３７℃，２００ｒｐｍ 培养 ３～４ｈ。

  ３）将菌体冰水浴 １０～１５ｍｉｎ，后 ５０００ｒｐｍ，４℃离
心 １０ｍｉｎ收集菌体。

  ４）用 ２０ｍＬ预冷的溶液 Ｂ重悬，如此漂洗 ３ 次。

  ５）将洗涤后的菌体重悬于 ６００μＬ 溶液 Ｃ 中，混
匀后按 ６０μＬ每管分装于预冷的 ＥＰ管中。

  电转化方法：将质粒加入感受态细胞中并冰上预
冷 １０ｍｉｎ，后加入预冷的电转化杯中；电击后，迅速加
入 ＳＯＣ 培养基约 ５００μＬ，再转至 ＥＰ 管中，３７℃，

２００ｒｐｍ 复苏 ２～３ｈ后涂布于相应抗性 ＬＡ平板上。

  Ｓ法感受态制备步骤如下：

  １）接菌种于 ２ｍＬ ＧＭ Ｉ中，３７℃，２００ｒｐｍ 过夜培
养 １０ｈ。

０２１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



  ２）将 ２ｍＬ 过夜培养的菌液添加到 ９８ｍＬ ＧＭ Ｉ
中，３７℃，２００ｒｐｍ 培养 ４ｈ。

  ３）取上述培养物接种于 ＧＭ ＩＩ 中，３７℃，２００ｒｐｍ
培养 ９０ｍｉｎ。

  ４）将菌体冰水浴 １０～ １５ｍｉｎ 后 ５０００ｒｐｍ，４℃离
心 １０ｍｉｎ，收集菌体。

  ５）去上清，加入 １０ｍＬ ＧＭ ＩＩＩ ，混匀后按 ５００μＬ
每管分装于预冷的 ＥＰ管中。

  Ｓ法转化方法［１０，１５］：从－７０℃冰箱中取出感受态
细胞，在 ３７℃迅速解冻后加入一定量质粒，直接置于

３７℃，２００ｒｐｍ 摇床培养 １ｈ 或者先 ３７℃温浴 ３０ｍｉｎ，
再摇床培养 １～２ｈ。摇床培养后会出现菌体大量上
浮现象，可能是吸收氧气的原因，所以涂板时应吸取
上清进行涂布。

  Ｃ法感受态制备步骤及转化方法按照文献［１５］
进行。

  原生质体法中的原生质体制备及转化方法按照
文献［５］进行。

  电击法诱导的原生质体转化法与电转化法类
同［２，５～７］，原生质体制备参照文献［５］进行，转化方法
同电转化方法，只是复苏培养基和平板培养基用原生
质体法中的培养基。

１．４．２ 实验设计

  （１）Ｃｍ 抗性最适添加浓度的确定：分别在 Ｃｍ
浓度为 ０．０μｇ／ｍＬ、２．０μｇ／ｍＬ、４．０μｇ／ｍＬ、６．０μｇ／

ｍＬ、８．０μｇ／ｍＬ、１０．０μｇ／ｍＬ条件下进行实验，３７℃，

２００ｒｐｍ 摇床培养 ２４ｈ 后稀释涂板，以 ０．０μｇ／ｍＬ 时
单菌落生存率为 １００ ％。

  （２）电转化实验条件的确定：质粒加入量为 ７０
ｎｇ，分别在电压为 １．５ｋＶ、２．０ｋＶ、２．５ｋＶ、３．０ｋＶ 条
件下进行转化，其它条件按仪器默认，３７℃，２００ｒｐｍ
摇床培养 ３ｈ后取 １００μＬ涂板。在确定最适电压后，
再分别加入 ４２ｎｇ、７０ｎｇ、９８ｎｇ、１４０ｎｇ、２１０ｎｇ、２８０ｎｇ
条件下进行质粒加入量确定实验，３７℃，２００ｒｐｍ 摇床
培养 ３ｈ后取 １００μＬ涂板。

  （３）Ｓ法实验条件的确定：对大量前人引用 ｓｐｉｚ-
ｉｚｅｎ低盐环境制备感受态方法并改进后的实验进行
总结，然后根据自己实验的需要，确定出添加的必须
氨基酸（按菌株基因型缺失）加入量及最适盐成分（配
方 １．３．２）后，进行最适培养条件的确定实验：质粒加
入量为 ７０ｎｇ，分别在 ３７℃摇床直接培养 １ｈ；先 ３７℃
温浴 ３０ｍｉｎ，再 ３７℃ 摇床培养 １ｈ；先 ３７℃ 温浴

３０ｍｉｎ，再 ３７℃摇床培养 ２ｈ 这 ３ 种情况下进行实验
后各取 １００μＬ培养液涂板。在确定最适培养条件后
对质粒加入量进行确定：分别在加入 ４２ｎｇ、７０ｎｇ、

９８ｎｇ、１４０ｎｇ下进行实验。

  （４）Ｃ法实验条件的确定：本实验参照文献［１５］
进行，只是调整了中间要加入的必须氨基酸种类。最
后取 ２００μＬ涂板。

  （５）原生质体法转化实验条件的确定：本实验参
照文献［５］进行。

  （６）电击法诱导的原生质体法实验条件的确定：
分别在 ２０Ｖ、５０Ｖ、０．１ｋＶ、０．２５ｋＶ、０．５ｋＶ、１ｋＶ 条件
下进行转化，其它条件按仪器默认，３７℃，２００ｒｐｍ 摇
床培养 ３ｈ后取 １００μＬ涂板。

２ 结果与分析

２．１ Ｃｍ 抗性最适添加浓度的确定

  如图 １ 所示，突变型枯草芽孢杆菌 ＩＡ８５７ 在 Ｃｍ
浓度大于 ６．０μｇ／ｍＬ时存活率为 ０％，所以后期转化
时加入 Ｃｍ 终浓度选为 １０．０μｇ／ｍＬ。

图 １ Ｃｍ浓度确定实验

Ｆｉｇ．１ Ｃｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙ

２．２ 电转化实验条件的确定

  如图 ２ 所示，在电压为 １．５ｋＶ（Ｐ．ＬＥＮＧＴＨ＝
１００ｕｓ，ＰＵＬＳＥＳ＝０４，ＩＮＴＥＲＶＡＬ＝５５５ｍｓ）条件下
转化率最高，且实验过程中，当电压高于 ２．５ｋＶ 时特
别容易形成电火花，有相关文献报道［２］称，更换缓冲
体系会减少电火花产生。在确定最适电压为 １·５ｋＶ
条件下进行质粒加入量实验，结果如图 ３ 所示，在质
粒加入量为 １４０ｎｇ 时取得最优转化率，达到 １×１０４

ＣＦＵ／μｇ ＤＮＡ。

图 ２ 电击法转化实验

Ｆｉｇ．２ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
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图 ３ 电压 １．５ｋＶ下质粒加入量实验

  Ｆｉｇ．３ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ａｍｏｕｎｔ ａｔ １．５ｋＶ ｖｏｌｔａｇｅ

２．３ Ｓ法实验条件的确定

  如图 ４ 所示，改进的实验配方具有很好的转化效
果，且在转化后直接培养 １ｈ 获得最好的转化效率。
在确定最适转化培养条件下进行质粒加入量实验，结
果如图 ５ 所示，在质粒加入量为 ７０ｎｇ 且转化后直接
摇床培养 １ｈ 转化率最优，达到 １．２× １０４ ＣＦＵ／μｇ
ＤＮＡ；若先温浴 ３０ｍｉｎ 再摇床培养 １～２ｈ，转化率最
高达到约 １×１０４ ＣＦＵ／μｇ ＤＮＡ。所以最后确定加入

７０ｎｇ质粒直接摇床培养 １ｈ为最终实验方法，且后期
用质粒 ｐＨＣＭＣ０４ 连接淀粉酶基因 ＢＬ-ａｍｙ（大小约

１０ｋｂ）直接进行转化实验，结果转化率不见降低。值
得注意的是，本实验配方需分开灭菌后再混合，否则
会有沉淀产生，导致实验失败。

图 ４ 转化方法
Ｆｉｇ．４ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

  注：ｓ-１ｈ代表 ｓ 法直接 ３７℃摇床培养 １ｈ；ｓ-３０-１ｈ代表 ｓ
法先温浴 ３０ｍｉｎ再 ３７℃摇床培养 １ｈ；ｓ-３０-２ｈ 代表 ｓ 法先温
浴 ３０ｍｉｎ再 ３７℃摇床培养 ２ｈ；
  Ｎｏｔｅ：ｓ-１ｈ ｍｅａｎｓ ｄｉｒｅｃｔ ｓｈａｋｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ３７℃ ｆｏｒ
１ｈ；ｓ-３０-１ｈ ｍｅａｎｓ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ｗａｒｍ ｂａｔｈ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｈａｋｅｒ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ３７℃ ｆｏｒ １ｈ；ｓ-３０-２ｈ ｍｅａｎｓ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ｗａｒｍ
ｂａｔｈ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｈａｋｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ３７℃ ｆｏｒ ２ｈ；

图 ５ ｓ-１ｈ质粒加入量实验

  Ｆｉｇ．５ Ｐｌａｓｍｉｄ ａｍｏｕｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ

ｓ-１ｈ

２．４ Ｃ法实验条件的确定

  如图 ６ 所示，在质粒加入量为 ９８ｎｇ，先温浴

３０ｍｉｎ 转入摇床培养 ３０ｍｉｎ，达到最优转化率为

０．７×１０４ ＣＦＵ／μｇ ＤＮＡ。但后期实验发现，此法的
培养基所含必须离子有限，并非对所有菌株均适用。

图 ６ Ｃ法质粒加入量实验

  Ｆｉｇ．６ Ｐｌａｓｍｉｄ ａｍｏｕｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｃ ｍｅｔｈｏｄ

２．５ 不同转化方法转化效率的比较

  对 ５ 种转化方法进行总结比较，结果如图 ７ 所
示，原生质体法和电击法诱导的原生质体法实验失
败，电转化法、Ｓ法和 Ｃ法均能获得较好的转化效率，
其中，Ｓ 法所需时间最短且转化率最高，达到 １．２×
１０４ ＣＦＵ／μｇ ＤＮＡ，故作为后续实验的最终实验方
法，Ｓ法最优实验条件为：将感受态细胞置 ３７℃解冻，
加入 ７０ｎｇ质粒后直接置 ３７℃，２００ｒｐｍ 摇床培养 １ｈ，
取适量培养液涂布抗性平板。

图 ７ 不同转化方法转化效率的比较

  Ｆｉｇ．７ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

  ①电转化 １．５ｋＶ，② ｓ-１ｈ，③ｃ法，④原生质体法，⑤电击

-原生质体法。

  ①Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，１．５ｋＶ，② ｓ-１ｈ，③ｃ ｍｅｔｈｏｄ，④Ｐｒｏｔｏ-

ｐｌａｓｔ ｍｅｔｈｏｄ，⑤Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ-ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｍｅｔｈｏｄ．

３ 结论

  本实验确立了一种更优的质粒转化枯草芽孢杆
菌突变株 ＩＡ８５７ 的方法，得出了转化突变型枯草芽
孢杆菌方法的基本框架，这是前人没有给出的，且将

３ 种成功转化方法在同一菌株中进行比较优化也属
先例。但与质粒转化大肠杆菌的转化效率相比还是

２２１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



大有不足。此外，在实验过程中有 ６ 点值得注意：１）
在进行转化实验前先确定所选菌株的最适抗性浓度

至关重要；２）Ｓ法实验中所用的溶液在配制时需分开
灭菌后再混合，以保证不会产生沉淀，否则将导致实
验失败；３）在保证最基本的离子及其浓度的条件下，
所用的氨基酸只需要根据相应菌株基因型缺失的氨

基酸改变即可，这一点已在本次质粒转化枯草芽孢杆
菌突变株 ＩＡ７８６ 的实验中得到验证；４）此方法培养
过程中会出现菌体大量上浮呈吸氧状，所以涂板时吸
取上面的浑浊液；５）电转化实验用培养基在不加甘油
的情况下转化效率会有所提高，但不利于感受态细胞
的保存；６）Ｃ法实验在后期实验中发现其培养基所含
必须离子有限，并非对任何菌株都适用。下一步实验
将利用枯草芽孢杆菌作为宿主进行外源蛋白的表达，
但由于枯草芽孢杆菌是革兰氏阳性菌，细胞壁较厚，
将给后续实验（如质粒快速提取）等造成一定的困难，
有待进一步摸索。
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