
广西科学院学报 

Journal of Guangxi Academy of Sciences 

2O12，28(2)：117～ 119 

Vo1．28，No．2 May 2012 
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摘要：用构建好的重组质粒转化枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)WB600感受态细胞 ，进行不同时间预培养 

后，涂布于抗生素平板培养，研究一种更高效的转化方法。用载体与外源片段的连接产物转化 WB600感受态 

细胞，进行最佳预培养时间培养后，涂布于抗生素平板培养，培养得到的转化子用 PCR快速验证和双酶切鉴 

定 ，研究一种转化子的快速验证方法 。 
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Abstract：In order to study an effective method for transformation，Bacillus subtilis W B600 

competent cells，transformed with pre—built recombinant plasmids，were precultured with 

different period of time and smeared to the plates containing antibiotics． In order to con— 

struct a fast and effective method for transformants verification，W B600 competent cells 

were transformed with vector and foreign DNA，preincubated with the optimal time，and 

smeared to the plates containing antibiotics．The transformants were verified with PCR and 

double restriction enzyme digestion． 
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枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是一类好氧 

型、内生抗逆孢子的杆状细菌 ，是革兰氏阳性细菌的 

典型代表 ，具有无致病性 、能直接将多种蛋白分泌到 

培养基 中等优点 ，是重要 的 GRAS有机体 ，在医药 、 

农业、科研等方面应用广泛_1]。 

目前 ，枯草芽孢杆菌质粒转化方法主要有原生 

质体转化法、碱金属离子转化法和电转化法。原生 
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质体转化法条件温和，不需要相应的转化设备。但 

是，制备原生质体时，对溶菌酶用量、破壁时间和破 

壁温度等条件均有严格要求 ，试验步骤繁琐，而且转 

化效率较低 ；碱金属离子转化法能特异性地转化质 

粒 DNA，但是转化效率也不高；电转化法是当前转 

化效率较高的方法，约为碱金属离子法的100倍，但 

是该方法实际操作中的影响因素很多，需要进行条 

件摸索 ，新手不易在短期 内掌握方法 ，而且要求有配 

套的转化设备。因此，建立一种高效、便捷的DNA 

转化及转化及验证方法 ，对枯草芽孢 杆菌表达系统 

的应用和提高其生产性能具有重要意义。 

本研究对 Spizizenl2 创立的枯草芽孢杆菌营养 

缺陷型突变株染色体 DNA转化方法进行改进研 
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究，以期建立更简便高效的枯草芽孢杆菌质粒 DNA 

转化方法，为分子量较大的质粒转化提供参考。首 

先用构建好的重组质粒 pHY—P43一ZQ进行转化，确 

定出最佳预培养时间。然后将枯草芽孢杆菌载体 

pWB980与 LU 片段的连接产物直接转化枯草芽孢 

杆菌感受态细胞，用最佳预培养时间培养，获得的转 

化子用沸水浴结合反复冻融的方法处理，以处理液 

为模板进行 PCR快速验证 ，对验证为 阳性的转化子 

进行双酶切鉴定，提出一种更简便且行之有效的革 

兰氏阳性菌转化子的验证方法。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

宿主菌：枯草芽孢杆菌 WB600和大肠杆菌 XI『 

1O，枯草芽孢杆菌载体 pWB980和大肠杆菌一枯草芽 

孢杆菌穿梭载体 pHY—P43等均为本实验室保存。 

各种工具酶均为 Fermentas公司产品，卡那霉素和 

四环素购 自上海生工有限公司，PCR产物纯化试剂 

盒、胶回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒均为天根生 

物工程有限公司产品。其它试剂和药品均为国产或 

进 口分析纯的生化试剂。 

菌种培养及转化平板使用 I B培养基，添加 

1．5 琼脂糖为 LB固体培养基。必要时补加终浓 

度为 10／,g／ml的四环素或者 30／~g／ml的卡那霉素， 

37℃培养。 

枯草芽孢杆菌普通化学感受态细胞制备所用试 

剂是 1Ox最低盐溶液 ：K2HPO 70g，KH2PO4 30g， 

(NH4)2SO4 10g，Na3 C6 H5 O7·2H2 O 5g，M gSO4 

· 7H O lg，在蒸馏水中依次溶解，加水至 500 ml。 

根据不同菌株的基因缺陷型准备氨基酸溶液 1o 

mg／ml，过滤除菌或 113℃灭菌 30 min后贮存于棕 

色瓶内，用黑纸包裹。枯草芽孢杆菌 WB600使用 

的氨基酸溶液为色氨酸溶液 。GM I溶液 ：1×最低 

盐溶液 95．6 ml，20 9／6葡萄糖 2．5 ml，5 水解酪蛋 

白0．4 ml，10 酵母汁 1 ml，10 mg／ml氨基酸溶液 

0．5 ml(50 ug／m1)。GM 1I溶液 ：1×最低盐 溶液 

96．98 ml，2O 葡萄糖 2．5 ml，5 水解酪蛋白 0．08 

ml，10 酵 母 汁 0．04 ml，1M MgC12 0．25 ml 

(2．5mM)，1M CaC12 0．05 ml(0．5 raM)，10 mg／ml 

氨基 酸溶液 0．1 ml(5 t-tg／m1)。 

1．2 方法 

DNA的酶切、连接及质粒提取等均参考文献 

[3]。枯草杆菌感受态细胞的制备：将菌种接种在 

I B平板上，37℃培养过夜。用接种环挑取单菌落 

转接于 5ml GM I溶液，在 30 C、125 r／min的摇床 

培养过夜 。次 日取 2 ml转接到 18 ml GM I中，在 

37℃、250 r／min的摇床培养 3．5 h。再取 10 ml上 

一 步骤的培养液转接到 90 ml GM II中，37。C、125 

r／min培养 90 min后 ，5000r／min离心 10 min，收 

集菌体。用 10 ml原培养液上清液轻轻悬浮菌体， 

悬浮后的菌体即为感受态细胞，可以直接用于转化； 

也可以加 30 的灭菌甘油至终浓度为 10 ，混匀后 

分装到离心管 中(0．5 ml／tube)，放到 ～70 C̈冰箱 

保存备用。 

重组质粒转化枯草芽孢杆菌感受态细胞：大肠 

杆菌一枯草芽孢杆菌穿梭载体 pHY—P43是 5．1kb， 

外源片段3．3kb，它们构建成的重组质粒 pHY—P43一 

ZQ 8．4kb。取出冷冻保存的感受态细胞 ，45℃水浴 

溶化，将重组质粒 pHY—P43一zQ 2 l加入感受态细 

胞中，置于37。C、200 r／min摇床，分别培养 15min、 

30min 45min 60min 75min 90min、 105min、 

120min后 ，取 10o~1培养液 涂布 于四环素抗 性平 

板，于 37℃培养箱倒置培养过夜。 

连接产物直接转化枯草芽孢杆菌感受态细胞： 

将分子量较小的枯草芽孢杆菌载体 pWB980与外 

源片段 LU分别酶切后进行连接。取出冷冻保存的 

枯草芽孢杆菌 WB600感受态细胞 ，45。C水浴溶化， 

加入20 l连接产物，于37 oC、200r／min摇床培养90 

min后涂布于卡那霉素抗性平板，于 37℃培养箱倒 

置培养过夜。 

枯草芽孢杆菌转化子的快速验证：从平板上挑 

取少量转化 子菌体稀释于 30>1无菌 水 中，沸 水浴 

5min，再 置 于 ～ 20℃ 冷 冻 5min后 ，室 温 溶 解， 

12000r／min离心 2min，取 11,1上清液作为模板 ，按 

调取外源片段的方法进行 PCR验证 ，其 中，空 白对 

照用无菌水代替模板。枯草芽孢杆菌转化子的双酶 

切鉴定：挑取经 PCR快速验证为阳性的转化子转接 

于含有卡那霉素的液体 LB培养基，37℃、200 r／ 

min摇床培养过夜，提取质粒，用 BamH I和 sph I 

进行双酶切鉴定 。 

2 结果与分析 

2．1 重组质粒的高效转化 

由图 1可知，预 培养时间对枯草芽孢杆 菌的化 

学转化效率有显著影响，时间过长或过短都会直接 

导致转化率下降，预培养 60～90min转化率较稳 

定，最佳预培养时间 90min。重组质粒 PHY—P43一 

ZQ 的转化效率可以达到 2．58×10 CFU／／~g DNA。 
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图 1 预培养时间对转化率的影响 

2．2 连接产物的直接转化及转化子验证 

将连接产物直接转化枯草芽孢杆菌感受态细 

胞，过夜培养后得到(53±10)个转化子。任意挑取 

23个转化子进行 PCR验证 ，结果有 19个阳性转化 

子，效率达到 82．6 (图 2)。任意挑取 3个经 PCR 

快速验证为阳性的转化子扩大培养后 ，提质粒并进 

行双酶切验证，结果均得到大小 约为 3．8kb和 

2．1kb的明显亮带(图 3)，表明重组质粒 pWB980一 

LU 于枯草芽孢杆菌 WB600中构建成功，同时也证 

明 PCR验证转化子的方法是有效的。 

图 2 转化 子的 PCR验证 

M：XDNA／HindBI Marker；1：CK；2～24：以处理 过 的 

转化子为模板进行 PCR。 

l 
图 3 转化于的双酶切鉴定 

M：~,DNA／Hind HI Marker；1～ 3：转 化 子 质 粒／Bam 

H I，sph I。 

3 讨论 

化学转化法中枯草芽孢杆菌感受态的形成原理 

可能是饥饿诱导机制 ，枯草芽孢杆菌首先在丰富的 

营养培养基中生长，当正处于增殖分裂旺盛期时突 

然转入营养贫瘠的培养基中，由此导致的营养饥饿 

诱导细胞内发生一系列生理变化，使细胞壁和细胞 

膜形成缺陷，从而增加细胞的通透性，利于外源 

DNA的进入，而且培养基中的 Ca 和 Mg。 均利于 

感受态细胞的形成 。 

本研究在 90min的预培养时间条件下，使用 

8．4kb的大质粒进行转化 ，转化效率达到 2．58×10 

CFU／p-g DNA。李瑞芳等 ]也曾进行过类似研究， 

用 7．5 kb的质粒 pSBPTQ转化枯草芽孢 杆菌非营 

养缺 陷 型 突 变 株 WB800，37℃ 水 中静 置 30～ 

60min，然后 37℃、200r／min振荡培养 2～4h，涂布 

于抗性平板后 37℃倒置培养过夜，最后得到转化率 

仅为 1070CFU／Fg DNA。而质粒大小与转化效率 

成反比。可见，本研究的方法不仅操作简单，耗时更 

短，转化率也更高，是李瑞芳等所改进方法得到转化 

率的 24倍，在不需要复杂设备的条件下也可以达到 

与电转化法相当的转化效率，而且易于掌握，即使直 

接用连接产物进行转化也可以得到较多的转化子 ， 

是一种高效简便的枯草芽孢杆菌转化方法。 

传统的革兰氏阳性菌转化子的验证方法是先将 

筛选平板上的转化子转接到液体培养基中培养 12 
～ 16h后 ，再逐一提质粒进行 PCR和双酶切验证 ， 

工作量大，耗时长。本实验采用沸水浴结合反复冻 

融的方法处理枯草芽孢杆菌的转化子 ，将所得的处 

理液作为模板进行 PCR，即可以达到验证阳性转化 

子的 目的，这种方法也适用于革兰氏阳性菌巨大芽 

孢杆菌的转化子验证。由此可见 ，沸水浴结合反复 

冻融的方法 可以有效 的破坏革兰 氏阳性菌 的细胞 

壁，使质粒 DNA释放出来，便于进行转化子 PCR 

验证 ，从而简化 了实验步骤 ，节省了时间和成本 。 
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