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摘要　地衣芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊ＨＳ１０及其粗蛋白对多种病原真菌具有防治效果，为挖掘其生防功能

基因，本研究通过对原生质体的制备、再生培养基、渗透压稳定剂、电击参数等试验条件进行优化，建立了地衣芽胞

杆菌ＨＳ１０原生质体电转化法。结果表明最佳转化条件为：转接培养１０ｈ达到对数生长后期的菌体，浓缩４倍后，

利用终浓度１ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ酶解２０ｍｉｎ，酶解效率达到９９．３４％，１×ＳＭＭ洗涤３次，调整菌浓

度至１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，并通过１．６ｋＶ、５ｍｓ的电击后，迅速在ＳＭＭＰ溶液中１００ｒ／ｍｉｎ、３７℃恢复６～１０ｈ，涂布于

含Ｋａｎ和Ｅｒｍ的再生培养基ＤＭ３平板。将该方法用于突变体库构建的质粒ｐＭａｒＡ（８２５３ｂｐ）和基因敲除质粒

ｐＭＡＤΔＣＰ（１３０４３ｂｐ）的大片段质粒转化，分别获得了３７ｃｆｕ／μｇＤＮＡ和１０ｃｆｕ／μｇＤＮＡ阳性转化子。该遗传转化

体系为地衣芽胞杆菌ＨＳ１０中相关基因功能的研究提供了技术支撑。

关键词　地衣芽胞杆菌；　原生质体；　电转化；　质粒
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　　地衣芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊具有完

善的蛋白表达系统、丰富的代谢产物以及对多种病

原微生物具有拮抗能力的优势，被广泛应用于病害

生物防治、蛋白酶工业、工业发酵领域［１２］。已有研

究表明：地衣芽胞杆菌对农作物的真菌性病害，如灰

霉病［３］、油菜菌核病［４］、柑橘炭疽病及苹果轮纹病［５］

等有较好的防治效果。因此，地衣芽胞杆菌是最具

应用开发潜力的芽胞杆菌之一。



２０１８

犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊 ＨＳ１０分离于黄瓜根

际，对黄瓜霜霉病的田间防效达到４０％～６０％，Ｗａｎｇ

等发现该菌株及其蛋白粗提取物对小麦赤霉病菌

犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿、辣椒疫霉病菌犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪

犮犪狆狊犻犮犻、小麦根腐病菌犅犻狆狅犾犪狉犻狊狊狅狉狅犽犻狀犻犪狀犪等多种病

原真菌均具有拮抗作用，通过对其粗蛋白进行纯化分

析和ＧＣＭＳ鉴定，发现起拮抗作用的是类羧肽酶蛋

白［６］。为深入探究该菌株防病抑菌机理，挖掘功能基

因，需要对菌株进行基因水平的遗传操作。

野生地衣芽胞杆菌转化技术多借鉴枯草芽胞杆

菌，已报道的转化方法主要有原生质转化法［７］和电

转化法［８］。但由于感受态形成缺陷、限制性修饰系

统、菌株差异等特性，使得菌株转化较为困难［９１０］。

我们前期试验中尝试了化学转化、电转化、原生质转

化法，以及温赛等［１１］提出的原生质电转化法，均未

获得阳性转化子。

针对该问题，本研究利用正交试验优化了原生质

体制备中各影响因素，分析确定了最适酶解条件，并

针对原生质体的渗透压稳定剂、恢复条件、电击条件

等因素进行了摸索，实现了用于突变体库构建的

ｐＭａｒＡ（８２５３ｂｐ）质粒和用于基因敲除的ｐＭＡＤΔＣＰ

（１３０４３ｂｐ）大片段重组质粒的转化。建立了地衣芽

胞杆菌ＨＳ１０转化体系，为后续深入机理探究、工程

菌株构建奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒

犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊ＨＳ１０、ＤＨ５α为本实验室

保存。ｐＭａｒＡ 质粒为高学文教授课题组馈赠。

ｐＭＡＤ载体
［１２］为本实验室保存，ｐＭＡＤΔＣＰ为本实验

室构建的，用于ＨＳ１０中类羧肽酶基因的敲除质粒。

１．１．２　试剂

溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）购于Ｓｉｇｍａ公司。取１ｇ用

菌体保护液ＳＭＭＰ溶解，定容至１０ｍＬ，配制成

１００ｍｇ／ｍＬ，并使用０．２２μｍ滤器除菌，－２０℃分

装保存。卡那霉素（Ｋａｎ）和红霉素（Ｅｒｍ）购于南京

鼎思生物科技公司。卡那霉素用ｄｄＨ２Ｏ溶解配制

成５０ｍｇ／ｍＬ，过０．２２μｍ滤器除菌；红霉素用无水

乙醇溶解配制成５ｍｇ／ｍＬ，过０．２２μｍ滤器除菌。

ＬＢ：１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，５ｇ／Ｌ酵母浸粉，１０ｇ／Ｌ

ＮａＣｌ，ｐＨ７．２，１５ｇ／Ｌ琼脂；ＳＯＢ培养基：２０ｇ／Ｌ胰蛋

白胨，５ｇ／Ｌ酵母浸粉，０．５ｇ／ＬＮａＣｌ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２；ＳＯＣ培养基：ＳＯＢ中添加

２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖。

４×ＰＡＢ：６ｇ／Ｌ牛肉膏，６ｇ／Ｌ酵母浸粉，２０ｇ／Ｌ胰

蛋白胨，１９．３ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，５．３ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，

１４ｇ／ＬＮａＣｌ，１２０℃灭菌，加５０％葡萄糖８ｍＬ。

２×ＳＭＭ：４．６ｇ／Ｌ马来酸（顺丁烯二酸），８．１ｇ／Ｌ

ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，ｐＨ６．５，灭菌后加入终浓度为

１ｍｏｌ／Ｌ蔗糖。１×ＳＭＭ：２×ＳＭＭ与ｄｄＨ２Ｏ等体

积混匀。

菌体保护液ＳＭＭＰ：４×ＰＡＢ与２×ＳＭＭ等体

积混合后加入２％ＢＳＡ（注：２×ＳＭＭ含有１ｍｏｌ／Ｌ

蔗糖，因此ＳＭＭＰ中蔗糖终浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ，即

以０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为渗透压稳定剂）；其他菌体保

护液：分别用终浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇、０．５ｍｏｌ／Ｌ

山梨醇、１０％甘油、０．５ｍｏｌ／Ｌ海藻糖、１ｍｏｌ／Ｌ琥珀

酸钠、０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖＋０．５ｍｏｌ／Ｌ海藻糖、０．５ｍｏｌ／Ｌ

甘露醇＋０．３８ｍｏｌ／Ｌ山梨醇、０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇＋

０．５ｍｏｌ／Ｌ海藻糖或０．７５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇代替０．５ｍｏｌ／Ｌ

的蔗糖作为ＳＭＭＰ的渗透压稳定剂，其他组分不

变，配制成含不同稳定剂的菌体保护液。

ＤＭ３再生培养基：５ｇ／Ｌ水解酪蛋白，１．５ｇ／Ｌ

ＫＨ２ＰＯ４，４．６ｇ／ＬＫ２ＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，１６２．０５ｇ／Ｌ琥珀酸

钠，１０ｇ／Ｌ淀粉，５ｇ／Ｌ酵母浸粉，８ｇ／Ｌ琼脂，５ｇ／Ｌ

葡萄糖，０．０９ｇ／ＬＢＳＡ，０．０２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，（葡萄

糖、ＭｇＣｌ２单独灭菌后加入）；ＲＤ再生培养基：１ｇ／Ｌ

（ＮＨ４）ＮＯ３，３．５ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４，１．５ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，

８１ｇ／Ｌ琥珀酸钠，５ｇ／Ｌ明胶，４．０７ｇ／ＬＭｇＣｌ２·

６Ｈ２Ｏ，５ｇ／Ｌ葡萄糖，８ｇ／Ｌ琼脂。

１．２　方法

１．２．１　菌体生长曲线的测定

使用ＬＢ平板活化超低温保存的地衣芽胞杆菌

ＨＳ１０，于３７℃培养１ｄ，挑取单菌落接种于含ＬＢ试

管中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ后，按１％接种量转

接至１００ｍＬＬＢ中（２５０ｍＬ三角瓶）继续培养，每

小时取样，检测培养物ＯＤ６００，记录分析。

１．２．２　ＨＳ１０原生质体的制备

挑取转接培养４、６、８、１０ｈ的菌体，离心收集菌

体并用１／４体积ＳＭＭＰ重悬，使用终浓度１ｍｇ／ｍＬ

的溶菌酶于３７℃处理２０ｍｉｎ，获得原生质化的

ＨＳ１０菌体。酶解后直接稀释涂布ＬＢ平板计数，以

未酶解处理的对照作总菌量。

原生质体形成率＝［１－（酶解后菌量／总菌

量）］×１００％。

·８１１·
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１．２．３　ＨＳ１０原生质体的再生与恢复

由上述方法制备的原生质体，使用含有０．５ｍｏｌ／Ｌ

蔗糖的ＳＭＭＰ恢复培养４ｈ，涂布相应平板，检测各

渗透压稳定剂下菌体恢复情况。

１．２．４　ＨＳ１０原生质体的电转化与恢复

将制备好的原生质体于４℃，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，使用预冷的１×ＳＭＭ 溶液反复漂洗

３次，之后使用１×ＳＭＭ重悬，调整菌浓度为１．０×

１０８ｃｆｕ／ｍＬ。将原生质体以１００μＬ分装，电击前加

入４μＬ２５０ｎｇ／μＬｐＭａｒＡ质粒混匀（即１μｇ质

粒），置于冰上５ｍｉｎ后，使用预冷的２ｍｍ电击杯，

设置１．６～２．５ｋＶ，５ｍｓ，进行电击转化，电击后迅

速加入１ｍＬ预冷的ＳＭＭＰ恢复培养液，于３７℃，

１００ｒ／ｍｉｎ培养６～１０ｈ后，涂布于含卡那霉素Ｋａｎ

（１０ｍｇ／ｍＬ）和红霉素Ｅｒｍ（５ｍｇ／ｍＬ）的固体ＤＭ３

培养基上。每个试验重复３次。（电击仪使用Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ的Ｍｕｌｔｉｐｏｒａｔｏｒ多功能细胞电穿孔仪，电阻

为系统设定值）。

１．２．５　质粒的提取和细菌基因组ＤＮＡ提取

菌体质粒的提取参照ＡｘｙＰｒｅｐ小量质粒提取

试剂盒ＡＰＭＮＰ２５０的使用说明。地衣芽胞杆菌

基因组ＤＮＡ提取参照Ｔｉａｎｇｅｎ细菌基因组ＤＮＡ

提取试剂盒ＤＰ３０２０２的使用说明。

１．２．６　阳性转化子的验证

利用ｐＭａｒＡ构建地衣芽胞杆菌ＨＳ１０随机突

变体库的方法，以及阳性转化子的验证所使用的引

物ｏＴＮＰ１和ｏＴＮＰ２参考ＬｅＢｒｅｔｏｎ等
［１３］，引物

ｋａｎＦ和ｋａｎＲ为本实验室设计。

转化子的ＰＣＲ验证参考ＴａＫａＲａ的ｒ犜犪狇酶产

品说明，程序为９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ。酶切验证参考

ＴａＫａＲａ限制性内切酶产品说明。

表１　本研究所用引物

犜犪犫犾犲１　犗犾犻犵狅犇犖犃狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
片段大小／ｂｐ 用途Ｕｓｅ

ｏＴＮＰ１ ＡＴＧＧＡＡＡＡＡＡＡＧＧＡＡＴＴＴＣＧＴＧＴＴＴＴＧＡ
１５００ 扩增犎犻犿犪狉１等位基因

ｏＴＮＰ２ ＧＣＡＧＡＴＴＣＣＧＧＴＣＴＡＡＣＡＡＡＧＡＡＡＡＡＣ

ＫａｎＦ ＴＣＣＣＣＡＧＴＡＡＧＴＣＡＡＡＡＡＡＴＡＧ
３７０ 扩增卡那霉素基因

ＫａｎＲ ＡＴＣＡＧＧＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＴＣＧ

１．２．７　试验统计分析

数据使用ＤＰＳ７．０５软件进行单因素方差分析，

ＬＳＤ法进行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　菌株生长曲线的测定

不同菌龄的菌体其生长状态、胞内外合成物质、

对外界条件的敏感性均存在差异。对ＨＳ１０进行生

长曲线测定（图１），可以看到：当按１％菌量，３７℃、

２００ｒ／ｍｉｎ转接培养４ｈ后，菌体开始进入对数生长

期，１０ｈ后达到对数生长后期，之后进入稳定期。

２．２　犎犛１０原生质体制备最佳条件正交试验

对不同试验条件下原生质体的形成情况进行分

析，结果表明，地衣芽胞杆菌原生质体制备过程中最

为重要的影响因素是溶菌酶浓度。在０．１ｍｇ／ｍＬ

的浓度下，原生质体的形成率，即酶解效率多为

８０％以下，而１ｍｇ／ｍＬ浓度下能达到９５％以上，但

随着溶菌酶浓度的继续增加，原生质体的形成率并

没有明显差异（表２）。同时，原生质体的形成率随

着菌龄的增加而增加，表明随着菌体的成熟，其对溶

菌酶也越来越敏感。为保证获得足够多的原生质

体，又不至于由于使用过高的溶菌酶浓度和酶解时

间导致菌体的再生恢复能力降低，并考虑到后续试

验中菌量和渗透压稳定剂等因素，最终选择ＨＳ１０最

佳酶解条件为：转接培养１０ｈ，将菌体浓缩４倍后，使

用１ｍｇ／ｍＬ终浓度的溶菌酶于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ酶解

２０ｍｉｎ，以此获得最佳原生质体。

图１　犎犛１０菌株的生长曲线测定

犉犻犵．１　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犎犛１０
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表２　各因素对原生质体形成的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏犪狉犻狅狌狊犳犪犮狋狅狉狊狅狀狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋犳狅狉犿犪狋犻狅狀

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

菌龄／ｈ

Ｃｅｌｌａｇｅ

溶菌酶终浓度／ｍｇ·ｍＬ－１

Ｌｙｓｏｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

酶解温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

酶解时间／ｍｉｎ

Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ

酶解效率／％

Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

处理１ ４ ０．１ ２５ ２０ ７４．８７±０．７６７

处理２ ４ １ ２８ ３０ ９７．５３±１．３２９

处理３ ４ １０ ３７ ４０ ９７．６５±１．２９２

处理４ ４ ５０ ４２ ５０ ９８．９２±０．６６６

处理５ ６ ０．１ ２８ ４０ ７９．８２±０．１９９

处理６ ６ １ ２５ ５０ ９６．３０±０．５２７

处理７ ６ １０ ４２ ２０ ９８．００±０．５２７

处理８ ６ ５０ ３７ ３０ ９７．３０±１．３９４

处理９ ８ ０．１ ３７ ５０ ９５．９２±０．１４６

处理１０ ８ １ ４２ ４０ ９７．９４±０．４９３

处理１１ ８ １０ ２５ ３０ ９６．５７±２．６２６

处理１２ ８ ５０ ２８ ２０ ９８．６２±０．６５４

处理１３ １０ ０．１ ４２ ３０ ７９．６１±１．３３３

处理１４ １０ １ ３７ ２０ ９９．３４±０．１８５

处理１５ １０ １０ ２８ ５０ ９９．４４±０．２８６

处理１６ １０ ５０ ２５ ４０ ９９．４１±０．０３３

２．３　犎犛１０原生质体最佳恢复条件

进一步分析渗透压稳定剂对原生质体再生的影

响可知，按上述优化的酶解条件，酶解并恢复４ｈ

后，以０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为渗透压稳定剂，恢复的菌

体量最大，能够达到８．５×１０７ｃｆｕ／ｍＬ，随后依次是

０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇（７．４×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、１０％甘油（６．８×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇（６．７×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、

０．５ｍｏｌ／Ｌ海藻糖（６．２×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、１ｍｏｌ／Ｌ琥珀

酸钠（５．８×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖＋０．５ｍｏｌ／Ｌ

海藻糖（４．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇＋

０．３８ｍｏｌ／Ｌ山梨醇（２．９×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、０．５ｍｏｌ／Ｌ

甘露醇＋０．５ｍｏｌ／Ｌ海藻糖（１．７×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）、

０．７５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇（１．５×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）（图２）。

由试验结果可以看出，过高浓度渗透压稳定剂

并不有利于菌体的恢复再生，再生的菌量甚至低于

ＳＭＭＰ（Ｈ２Ｏ）条件，同时可以看出，在无渗透压稳定

剂的条件下，依然有大量的菌体恢复扩增，甚至优于

过高渗透压条件。故在后续的电击试验和菌体恢复

中，采用０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为渗透压稳定剂。

将ＳＭＭＰ溶液中恢复的菌体稀释涂布于不同

的培养基中，可以看出：ＤＭ３由于其营养丰富，最有

利于菌体细胞壁的再生和恢复，而ＬＢ、ＳＯＢ、ＳＯＣ培

养基并不是最佳选择（图３）。同时相较于ＲＤ培养

基，ＤＭ３中菌体的恢复量高于ＲＤ再生培养基，菌

体在平板上生长也更加圆润和健康，因此选择ＤＭ３

作为再生培养基。

图２　渗透压稳定剂对菌体恢复的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狅狊犿狅狋犻犮狆狉犲狊狊狌狉犲狊狋犪犫犻犾犻狕犲狉狊狅狀狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪
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图３　再生培养基对原生质体恢复再生的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀犿犲犱犻狌犿狅狀狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀

２．４　电击强度对犎犛１０原生质体转化的影响

本研究采用瞬间电击实现原生质体的转化，此

过程对原生质体的伤害会影响原生质体的恢复再

生，过低的电压无法产生合适的穿孔，而过高的电压

又会导致菌体大量死亡。由图４可以看出，原生质体

在电击并恢复４ｈ后，恢复的菌量随电击强度的增强而

减少，菌量依次为：１．６ｋＶ时１．９×１０７ｃｆｕ／ｍＬ、２．０ｋＶ

时１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ、２．５ｋＶ时７．０×１０６ｃｆｕ／ｍＬ。原生

质体对电击强度较敏感，原生质体受到的伤害随着

电击强度增加而增加。因此选择较低的１．６ｋＶ的

电压更为合适。

电压优化试验显示，原生质体在不同电压条件下

获得的转化子数分别为：０．８ｋＶ时７ｃｆｕ／μｇＤＮＡ、

１．２ｋＶ时２１ｃｆｕ／μｇＤＮＡ、１．６ｋＶ时３７ｃｆｕ／μｇＤＮＡ、

２．０ｋＶ时１８ｃｆｕ／μｇＤＮＡ、２．５ｋＶ时９ｃｆｕ／μｇＤＮＡ

（图５）。原生质体在１．６ｋＶ电压条件下获得转化子

数最多。１．６ｋＶ以下，电压与转化效率呈正比，１．６

ｋＶ以上呈反比。可能原因为过强的电压条件会导致

部分菌体受伤严重，无法进行菌体细胞壁再生恢复，或

菌体恢复较慢，导致在涂布抗生素平板后，菌体无法

生长。由此可知最佳的电击条件为１．６ｋＶ，５ｍｓ。

图４　电压强度对菌体恢复的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏狅犾狋犪犵犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅狀犮犲犾犾狉犲犮狅狏犲狉狔

图５　电压强度对转化的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狏狅犾狋犪犵犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅狀狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀

２．５　质粒大小对犎犛１０原生质体转化的影响

在此之后，又对该菌株进行了更大质粒的电击转

化。转化质粒为ｐＭＡＤΔＣＰ，质粒大小为１３０４３ｂｐ。

结果显示质粒大小对转化效率有一定影响，

ｐＭＡＤΔＣＰ质粒转化子显著少于ｐＭａｒＡ质粒（表３）。

表３　质粒大小对犎犛１０原生质体转化的影响１
）

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆犾犪狊犿犻犱狊犻狕犲狅狀狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犎犛１０

质粒

Ｐｌａｓｍｉｄ

质粒大小／ｂｐ

Ｐｌａｓｍｉｄｓｉｚｅ

用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

转化子／ｃｆｕ·μｇ
－１

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

ｐＭａｒＡ ８２５３ 构建随机突变体库 （３７±３．６）ａ

ｐＭＡＤΔＣＰ １３０４３ ＨＳ１０羧肽酶基因的敲除 （１０±２．６）ｂ

　１）不同字母表示处理间在犘＝０．０５的显著水平下差异显著。

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｙｔｈｅＤｕｎｃａｎ’ｓｔｅｓｔ（犘＜０．０５）．

２．６　阳性转化子的验证

将穿梭载体ｐＭａｒＡ、ｐＭＡＤΔＣＰ转化入 ＨＳ１０

中，挑取转化子提取质粒，对质粒进行ＰＣＲ和酶切

验证。结果如图６所示：用犓狆狀Ｉ分别对ｐＭａｒＡ和

ＨＳ１０ｐＭａｒＡ质粒酶切后，都形成了２个大小为１．５ｋｂ

和６．５ｋｂ的片段，ＰＣＲ扩增ｐＭａｒＡ和ＨＳ１０ｐＭａｒＡ

质粒中的犎犻犿犪狉１转座酶基因，都得到长度为１．５ｋｂ

的片段，扩增ＴｎＹＬＢ１中的犓犪狀基因，都形成了
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３７０ｂｐ的片段。在对ｐＭＡＤΔＣＰ质粒的检测中，使

用犅犵犐ＩＩ／犖犮狅Ｉ双酶切，均能产生３６００ｂｐ的片段。

上述结果表明：ｐＭａｒＡ、ｐＭＡＤΔＣＰ质粒已成功转

入地衣芽胞杆菌ＨＳ１０菌株中。

提取突变体菌株的基因组，扩增转座子

ＴｎＹＬＢ１中的犓犪狀片段，由图７可以看出，随机挑

选的１５个突变体基因组中均含有３７０ｂｐ大小的片

段，证实ＴｎＹＬＢ１成功插入到ＨＳ１０基因组中。

图６　阳性转化子的验证

犉犻犵．６　犜犺犲狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊

图７　犎犛１０突变体中犜狀犢犔犅１转座子中犓犪狀片段检测

犉犻犵．７　犜狉犪狀狊狆狅狊狅狀犜狀犢犔犅１犓犪狀犳狉犪犵犿犲狀狋犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犎犛１０犿狌狋犪狀狋狊

３　讨论

地衣芽胞杆菌已报道的转化方法主要有“原生

质转化法”和“高渗透电转化法”［７８］。聚乙二醇介导

的原生质转化法的原理是聚乙二醇能够黏合细胞、

扰乱细胞膜双分子层，并能够吸附溶液中的水分子

使外源ＤＮＡ和细胞膜形成分子桥，促进相互之间

的接触连接，从而导入外源ＤＮＡ实现转化
［１４１５］。

高渗透电转化法则是利用瞬间电压实现电穿孔，从

而利于外源质粒导入菌体。前者反应较为温和，后

者存在细胞壁阻碍，在二者均无法成功转化时可选

择原生质体电转化法，在打破细胞壁阻碍的同时，利

用电穿孔增加外源ＤＮＡ导入菌体的机会，使得转

化更为高效可行。但该法较为繁琐，需要对原生质

体的制备、电击条件、原生质体的恢复再生等条件进

行优化才能达到最佳的转化效率［１０］。

在原生质体制备中，除菌体生长状态外，溶菌酶

浓度、酶解时间、酶解温度也是重要影响因素［７］。溶

菌酶浓度过高、时间太长均会导致脱壁太彻底，不利

于菌体的再生恢复，而溶菌酶浓度过低、时间太短，又

会因酶解不彻底而影响转化。温赛等对影响酶解的

条件进行了单因素逐一分析［１０］，本论文选用４因素４

水平的正交试验进行原生质体制备的优化，并得出最

佳条件为：取对数生长后期菌体，浓缩４倍后使用终浓

度１ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ酶解２０ｍｉｎ，

酶解率达到９９．３４％。优化后的条件及研究方法对其

他野生地衣芽胞杆菌原生质体的制备具有参考价值。

电击后的恢复培养是受伤的菌体恢复再生的重

要时期，酶解液、电击缓冲液、恢复培养液均需使用

合适的渗透压稳定剂，以维持受损细胞的形态，避免

吸水胀破。Ｊｕｎｉｃｈｉ等报道称，无机盐作为渗透压更

有利于原生质体的形成，但糖醇类物质更有利于原生

质体的再生［１６１７］。试验得出０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖最有利

于ＨＳ１０菌体的恢复，０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇仅次于０．５

ｍｏｌ／Ｌ的蔗糖。需要指出的是：该结果不能等同于原

生质在不同渗透压稳定剂下的恢复率，因为原生质体

在４ｈ的恢复过程中，存在菌体的扩增，包括未原生质

化菌体和再生菌体的扩增。在电压条件优化方面，选

择１．６ｋＶ，５ｍｓ进行电转化能降低对菌体的伤害，又

能保证较高的转化效率。优化的渗透压稳定剂和电

转化条件对其他野生地衣芽胞杆菌的转化具有借鉴

意义。不足之处在于，只对ｐＭａｒＡ质粒的转化进行
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了电压摸索和优化，未能在更大片段的ｐＭＡＤΔＣＰ

（１３０４３ｂｐ）质粒的转化中进一步优化电压。

在对不同野生菌株进行转化时，会因为各种原

因导致转化失败，例如：原生质体制备不佳、渗透压

稳定剂不合适、电转电压过高导致死亡、电压过低无

法形成很好的穿孔、菌体恢复时间过短、菌体洗涤不

干净导致击穿、菌浓度过高导致电击效率不佳，甚至

操作时间过长等。因此，在实际操作中，应视情况做

相应的调整。综上，本试验通过对野生地衣芽胞杆

菌ＨＳ１０原生质体制备、电转化、恢复等过程进行了

优化，成功实现了高效率的转化，为后续地衣芽胞杆

菌ＨＳ１０基因改造、防病机理的探究等打下基础。
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