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　　摘要：乳酸菌转化效率不高是制约其广泛应用的关键因素。为建立乳酸乳球菌的高效电转化方法，主要从电压、
电阻、细菌生长时期及电击缓冲液等影响电转化的因素入手，根据每微克ＤＮＡ获得的转化子的多少，评价乳酸乳球菌
的电转化效率。结果显示：当电压为２．０ｋＶ、电阻为４００Ω、细菌处于对数生长中期、电击缓冲液为磷酸缓冲液时，电
击乳酸乳球菌ＭＧ１３６３的转化效率最高，为１３００个／μｇ。表明通过优化电转化参数，可以提高乳酸乳球菌的转化效
率，为拓展乳酸乳球菌的应用范围奠定基础。
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　　乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是一类广泛分布于自然
界，在工业、农业和医学等领域与人类生活密切相关，微好氧，

能够发酵碳水化合物、产生乳酸的革兰氏阳性菌。乳酸菌包

括乳球菌和乳杆菌，其中乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓ）是乳
球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）中最重要、最典型的一个种，乳酸乳球菌
为兼性厌氧的革兰氏阳性球菌，细胞对称生长，因易于培养、

生长迅速等优点而成为表达外源基因的理想菌株，因此常作

为乳酸菌基因工程受体菌的标准菌株。与目前日益完善的大

肠杆菌、酵母菌表达系统相比，乳酸菌的分子生物学研究起始

较晚。但是近年来，随着乳酸菌各类表达调控元件的分离，相

继发展了一批适用于乳酸菌的克隆载体与表达载体［１］。

ｐＭＧ３６ｅ是最常用于乳酸乳球菌的一种表达型质粒，１９８９年
由Ｖａｎｄｅｒ等学者构建成功［２］，可在大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）与乳酸
菌中进行复制，质粒大小为３．６１ｋｂ，由强启动子 Ｐ３２及其下

游的部分开放阅读框、多克隆位点、来自乳酸乳球菌乳脂亚种

蛋白酶基因的转录终止子及ＰＷＶ０１复制子、红霉素抗性基因
Ｅｍｒ等组成。近来，科研工作者以 ｐＭＧ３６ｅ为基本质粒进行
了很多改造，如加上 ｌａｃＺ基因、Ｎｓｒ基因、Ｎｉｓｉｎ基因等，替代
原有的红霉素抗性，使该质粒得到了更深入的应用［３－６］。

由于乳酸乳球菌属于革兰氏阳性菌，具有厚且致密的刚

性细胞壁，常规的化学方法无法使外源 ＤＮＡ进入受体细胞。
目前，乳酸菌转化外源ＤＮＡ的方法主要有原生质体转化法和
电转化法。原生质体转化法操作繁琐、耗时较长、转化效率

低，而电转化法则具有省时、简便、受体范围广泛等优点，已成

为目前乳酸菌转化的主导方法。然而影响电转化效率的因素

较多，如乳酸菌是否经过前期处理（甘氨酸、溶菌酶、醋酸锂、

ＤＴＴ等）［７－９］、乳酸菌所处的生长周期及电转化的参数都会对
转化效率产生重要影响［１０］。因此，本试验以乳酸乳球菌为研

究对象，从影响电转化效率的几个因素入手，探讨常用乳酸菌

质粒ｐＭＧ３６ｅ转化到乳酸乳球菌中的效率，建立并优化乳酸
乳球菌的电转化方法，为后期乳酸菌的深入研究和广泛应用

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　培养基的配制
ＧＭ１７液体培养基：分别称取大豆蛋白胨５ｇ、胰蛋白胨

５ｇ、酵母浸提物２．５ｇ、维生素Ｃ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４０．２５ｇ、磷酸氢
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二钾１０ｇ、甘油 １０ｇ、乳糖 ５ｇ、葡萄糖 ５ｇ，加入 ８００ｍＬ
ｄｄＨ２Ｏ，调节ｐＨ值至６．２，定容至１Ｌ，高压灭菌１５～２０ｍｉｎ。

ＧＭ１７固体培养基：量取１００ｍＬＧＭ１７液体培养基，加入
１．５～２ｇ琼脂粉，搅拌均匀后，１２１℃、高压灭菌１５～２０ｍｉｎ。

ＳＧＭ１７高渗培养基：称取 １０ｇ蔗糖置于烧杯中，加入
ＧＭ１７液体培养基溶解，定容至１００ｍＬ，高压灭菌，４℃保存。

ＳＧＭ１７ＭＣ恢复培养基：１０ｍＬ无菌 ＳＧＭ１７高渗培养基
在临用前加入２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１００μＬ、０．５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２４０μＬ，
混匀后４℃保存。

洗涤液Ⅰ（ＥＢ）：称取１０ｇ蔗糖于烧杯中，加入１０ｍＬ甘
油，加入一定量的水溶解，定容至１００ｍＬ。

洗涤液Ⅱ：称取１０ｇ蔗糖于烧杯中，加入１０ｍＬ甘油，加
入一定量的水溶解，加入２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１ｍＬ，高压灭菌。

电击缓冲液（ＰＥＢ）：取１００ｍＬ的洗涤液，加入２０μＬ磷
酸缓冲液，使磷酸缓冲液终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．２　大肠杆菌ＤＨ５α的感受态的制备

（１）挑取大肠杆菌单克隆至４ｍＬＬＢ管中，３７℃摇菌过
夜。（２）将４ｍＬ菌液转接至１００ｍＬ无抗生素 ＬＢ培养基，
３７℃ 摇菌约２～３ｈ，期间准备 ＴＢＳ溶液，按表１配方准备
１０ｍＬＴＳＢ液。（３）将１００ｍＬ菌液转移至５０ｍＬ离心管中，
４℃ 下３０００ｇ离心５ｍｉｎ，倒掉上清，在冰浴条件下吹打重悬
于１０ｍＬＴＢＳ液中，置冰上１０ｍｉｎ。（４）将细菌悬液快速地
分装至若干个已灭菌、预冷的 ０．５ｍＬ离心管中（每管装
５５μＬ），放于－７０℃低温冰箱保存。

表１　大肠杆菌感受态ＴＢＳ溶液配制

母液 体积 终浓度

ＬＢ ７．３ｍＬ —

５０％ ＰＥＧＭＷ４０００ ２ｍＬ １０％
ＤＭＳＯ ０．５ｍＬ ５％

１ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ １００μＬ １０ｍｏｌ／Ｌ
１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４ １００μＬ １０ｍｏｌ／Ｌ

１．３　大肠杆菌的转化
取出质粒ｐＭＧ３６ｅ，取出冻存的５×ＫＣＭ贮存液１０μＬ、水

３０μＬ、ＤＮＡ（连接产物）１０μＬ，共计 ５０μＬ，吹打混匀后置
６５℃ 水浴１０ｍｉｎ。将感受态菌液全部加至１×ＤＮＡ混合物
中，轻轻旋转混匀，在冰中放置２０ｍｉｎ，取出后置室温１０ｍｉｎ，
加入 ４００μＬ无抗生素的 ＬＢ液体培养至上述的感受态细
胞／ＤＮＡ混合物中，置３７℃摇床慢速摇菌１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｓ，弃上清。吹打残液重悬沉淀，将菌液全部转移到
ＬＢ平板，涂布均匀。倒置平板于３７℃过夜培养１２～１６ｈ。
１．４　ｐＭＧ３６ｅ的大量提取

挑取状态良好的菌落在 ＬＢ液体培养基中扩大培养，采
用质粒提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）进行大量

抽提备用。

１．５　乳酸乳球菌ＭＧ１３６３感受态的制备
接种ＭＧ１３６３于ＧＭ１７培养基，３０℃培养过夜，按５％接

种量接种于含１％甘氨酸的高渗ＧＭ１７培养基（ＳＧＭ１７）至吸
光度为０．２、０．４、０．６、０．８，培养结束后将细菌培养物冰浴
１０ｍｉｎ，离心收集菌体，用冰冷的甘油磷酸缓冲液洗涤菌体３
次，最后采用菌液体积１／１００的电击缓冲液重悬菌体。

１．６　乳酸乳球菌的电转化
取１０μＬｐＭＧ３６ｅ与感受态 ＭＧ１３６３混合，冰浴１０ｍｉｎ，

电击。

首先在电阻２００Ω下选择不同电压（１．０～２．５ｋＶ）条件
进行电转化；再在转化效率最高的电压下选择不同电阻（２００～
８００Ω）条件电击感受态细胞，在恢复培养基 ＳＧＭ１７ＭＣ中培
养３ｈ后，取２００μＬ涂于含有１０μｇ／ｍＬ红霉素的平板上，
３０℃ 静置培养１～２ｄ后，观察结果。根据质粒 ＤＮＡ浓度，
计算单位质量 ＤＮＡ所得的转化子个数（个／μｇ），即转化效
率，每项条件优化做３次重复试验。

将质粒转化处于不同对数期的乳酸乳球菌ＭＧ１３６３试验
菌株的感受态在恒定电压和电阻条件下进行电击，同样在恢

复培养后涂板，计算转化效率。

制备对数生长中期的乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３，分别用２种
电击缓冲液（ＰＥＢ和 ＥＢ）重悬菌体，在恒定电压和电阻条件
下进行电击，同样在恢复培养后涂板，计算转化效率。

２　结果与分析

２．１　电压与电阻对乳酸乳球菌ＭＧ１３６３电转化的影响
选择乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３对数生长期制备感受态，在不

同电压和不同电阻条件下进行转化。图 １显示，当电压为
２．０ｋＶ时转化效率最高，达３６０个／μｇ。图２显示，当电阻为
４００Ω时转化效率最大，达１２００个／μｇ。

２．２　细菌对数生长期的选择
由图３可以看出，随着细菌培养时间的延长，转化效率增

加，至对数期后期转化效率降低，细菌在培养至对数中期时转

化效率最高，达１２００个／μｇ，这可能是因为对数生长中期细
胞生长旺盛，细胞壁结构相对疏松，有利于电击时孔洞的形

成，从而使电击时转化效率升高。

２．３　电击缓冲液对转化效率的影响
用２种电击缓冲液ＰＥＢ和ＥＢ分别转化对数生长中期的
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乳酸乳球菌，结果如图４所示。用ＰＥＢ作电击缓冲液的转化
效率显著高于ＥＢ缓冲液，前者的转化效率为１３００个／μｇ，后
者则为２００个／μｇ，两者几乎差一个数量级。

３　讨论

乳酸乳球菌属于革兰阳性菌，外源ＤＮＡ很难直接进入细
胞内，用氯化钙法、ＫＣＭ法等化学方法转化均未得到阳性菌
株，因此采用电转化法。由于乳酸菌电转化具重复性差、转化

效率低等缺点，因此本试验利用质粒 ｐＭＧ３６ｅ转化乳酸乳球
菌ＭＧ１３６３研究影响电转化效率的因素，为后续开展深入研
究奠定基础。

电穿孔作用利用瞬间高压击打细胞膜，使之形成孔洞，使

ＤＮＡ分子得以进入细胞［１１］。在电击过程中，若电压过低，则

细胞难以极化产生孔洞，ＤＮＡ不能进入；若电压过高，则细胞
会因细胞膜损伤过大而死亡，从而导致转化效率的降低，因此

在电转化过程中电压条件的优化极为关键。在试验中，一般

常用０．２ｃｍ的电击杯，微生物电转化过程电压一般在１．２～
２．４ｋＶ之间，但不同的乳酸菌菌株的最适电压存在很大差
异。例如，干酪乳杆菌的最高转化效率为电压２．４ｋＶ［１０］，而
副干酪乳杆菌则须电压控制在１．８ｋＶ［１２］，而本试验中乳酸乳
球菌ＭＧ１３６３的最佳电压是２．０ｋＶ。电阻也是影响电转化效
率的一个重要参数，但是影响较电压小。本试验结果表明，在

４００Ω时转化乳酸乳球酸 ＭＧ１３６３得到的转化效率最高，这
与孙磊等转化乳酸乳球菌ＭＧ１６１４的试验结果［１３］是一致的。

不同生长时期的细菌对电击的敏感程度存在着显著差

异。有研究表明，干酪乳杆菌、土壤杆菌、棒杆菌类、各种葡萄

球菌以及一些芽孢杆菌培养到对数中期时电转化效率最

高［１２，１４］，然而有些革兰阳性细菌，如乳链球菌、短芽孢杆菌和

梭状芽孢杆菌等则培养到静止期或静止前期最适于电转

化［１４］。乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３也是处于对数生长中期的电转
化效率最高。之所以存在这种差异，可能是因为菌种之间的

细胞壁结构不同。

在电转化中还涉及到电击缓冲液的问题，一般常用介质

有甘油蔗糖溶液、磷酸盐缓冲液或蒸馏水，这些介质均能用于

电转化，但不同细菌在不同介质中的转化效率显然是有差别

的。１０％甘油蔗糖溶液（ＥＢ）转化效率并不理想，加入适量浓
度的磷酸缓冲液（ＰＥＢ）能提高电转化效率；但在高电压的情
况下，尽量选用离子浓度低甚至不含离子的电击液，这样在高

电压下细菌不易被击穿，可提高转化效率［１４］。在本试验条件

下，ＥＢ中的转化效率显著低于 ＰＥＢ，进一步证实了上述的一
般规律。

除以上所述的影响因素之外，外源ＤＮＡ进入乳酸菌的其
他屏障还包括质粒本身的大小与浓度、抗生素筛选的浓度、乳

酸菌菌株内部的限制系统，载体和受体菌本身固有质粒的不

相容性等，因此在对某种乳酸菌进行电转化之前，必须优化这

些条件，才能使后续试验达到理想的效果。
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