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　　摘要：对贝莱斯芽孢杆菌电击转化条件进行优化，以期建立其高效转化体系。采用 ｐＩＣ３３３质粒电击转化贝莱斯
芽孢杆菌３Ａ３－１５野生型菌株，考察细胞生长阶段、电压、电阻和质粒ＤＮＡ加入量对转化效率的影响。当细胞培养物
Ｄ６００ｎｍ为０．９，电压为１．７５ｋＶ，电阻为４００Ω，质粒ＤＮＡ加入量为５０ｎｇ时，其转化率最高达７．９２×１０

４ＣＦＵ／μｇ。该研

究为贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５菌株的基因和分子水平操作奠定了基础。
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　　贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）是一类重要的生防
细菌［１］，对大丽轮枝菌、灰葡萄孢菌、尖孢镰刀菌、疮痂链霉

菌、立枯丝核菌等多种植物病原菌有明显抑菌作用［２］。随着

现代分子生物技术的进步，利用基因工程手段对生防细菌改

造以提高其生防效果成为当前研究的热点问题，但由于芽孢

杆菌属于革兰氏阳性菌，其细胞壁厚而致密［３］，其基因转化

效率较低［４］。因此，建立并优化贝莱斯芽孢杆菌基因转化体

系是对其进行分子操作的重要前提。

在大量的分子遗传研究方法中，转座子随机诱变技术因

操作简便而备受关注，转座子及其衍生物作为插入突变原或

分子标签已广泛应用于基因的分离和克隆中［５］，特别是某些

具有随机转化特性的转座子，已成为发现新基因、克隆功能基

因、发掘已知基因的新功能以及研究蛋白功能的有效工

具［６］。Ｔｎ１０转座元件是目前在芽孢杆菌中应用广泛的转座
子之一，已成功应用于芽孢杆菌突变体库的构建及基因功能

的研究，ｍｉｎｉ－Ｔｎ１０是目前应用比较成熟、广泛的 Ｔｎ１０转座
子衍生物之一［７］。而转座质粒 ｐＩＣ３３３是针对芽孢杆菌构建
出来的改良的ｍｉｎｉ－Ｔｎ１０载体［８－９］。

目前外源基因导入宿主菌的主要手段有感受态法、原生

质体转化法和电击转化法。其中，电击转化法由于操作简单、

转化率相对较高而被广泛使用。该方法已在枯草芽孢杆菌、

凝结芽孢杆菌、短芽孢杆菌等不同种芽孢杆菌上得到成功应

用［１０－１２］。芽孢杆菌不同种属间，电转化条件对电转效率的影

响较大，导致不同细菌电击转化效率不同。如细胞生长

Ｄ６００ｎｍ值为０．７、ｐＨＹ－Ｐ４３质粒ＤＮＡ加量为８０ｎｇ、恢复培养
基山梨醇浓度为０．８ｍｏｌ／Ｌ、电转缓冲液为 ＳＧＭ以及电场强
度为 ２１ｋＶ／ｃｍ时枯草芽孢杆菌 ＷＢ６００转化率为 ８．０×
１０６ＣＦＵ／μｇ［１３］，Ｔｎ５转座子导入短小芽孢杆菌 ＤＸ０１菌株

时，当培养液Ｄ６００ｎｍ为０．９６时，电压２．４ｋＶ／ｃｍ，采用ＡＥＢ电
转缓冲液时电转效率最高５８７ＣＦＵ／μｇ［１４］。目前电转化方法
在枯草芽孢杆菌中研究较多，但很少有关于贝莱斯芽孢杆菌

转化体系的研究。

前期工作中筛选得到１株对尖孢镰刀菌具有较强拮抗作
用的贝莱斯芽孢杆菌３Ａ３－１５，为进一步开展其分子遗传学
研究，对其影响电击效率的因素进行了摸索并对其电击转化

体系进行了优化。

１　材料与方法

１．１　供试菌株、质粒及培养基
本试验于２０１６年１２月在河北农业大学生命科学学院制

药工程实验室进行。

贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５菌株为上述实验室分离、
保存。

质粒ｐＩＣ３３３由江苏师范大学刘伟杰老师提供，该质粒带
有转座子ｍｉｎｉ－Ｔｎ１０，含有壮观霉素抗性基因、红霉素抗性
基因和ＣｏｌＥ１复制起点。

ＬＢ培养基（１Ｌ）：胰蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，ＮａＣｌ
５ｇ，ｐＨ值为７．２～７．５。

生长培养基：ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇。
复苏培养基：ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇 ＋０．３８ｍｏｌ／Ｌ甘

露醇。

电击缓冲液：０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇 ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇 ＋
１０％甘油。
１．２　贝莱斯芽孢杆菌３Ａ３－１５生长曲线

用竹签挑取活化好的贝莱斯芽孢杆菌３Ａ３－１５，接种到
ＬＢ培养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，再按１％的接
种量接种到新鲜的生长培养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养，定时取样，测定样品在６００ｎｍ波长下的吸光度，并绘制生
长曲线。

１．３　质粒提取与感受态细胞制备
采用生工生物工程（上海）股份有限公司生产的 ＳａｎＰｒｅｐ

柱式质粒ＤＮＡ小量抽提试剂盒提取质粒，采用１％琼脂糖凝
胶电泳对提取结果进行检测，采用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司的
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Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计测定其浓度及纯度。贝莱斯芽孢
杆菌３Ａ３－１５菌株感受态细胞的制备参考文献［１５－１６］中
的制备方法。取出冰箱中保存的３Ａ３－１５菌株，采用 ＬＢ固
体培养基进行活化。挑取单菌落接种于６ｍＬＬＢ液体培养
基，置于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床，过夜培养。取５．２ｍＬ接入
１００ｍＬ含 ０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇的 ＬＢ液体培养基中，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ培养。将菌液冰浴１０ｍｉｎ，然后４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ收集菌体。用１００ｍＬ预冷的电转培养基重新悬
浮菌体，４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ弃上清，如此漂洗至少４
次。将洗涤后的菌体吹悬于１ｍＬ电转培养基中，每预冷的
１．５ｍＬＥＰ管分装１００μＬ，置于－７０℃保存。
１．４　电击转化条件

在１００μＬ感受态细胞中加入质粒ＤＮＡ，冰上孵育３０ｍｉｎ
后，加入预冷的电转杯（２ｍｍ）中，电击１次。利用浙江宁波
新芝生物科技股份有限公司生产的 ＳＣＩＥＮＴＺ－２Ｃ基因导入
仪进行电击，电击完成后迅速取出杯子并立即加入 ９００μＬ
ＲＭ，３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ复苏５ｈ后，吸取１００μＬ涂布在含有
１００μｇ／ｍＬ壮观霉素和５μｇ／ｍＬ红霉素的ＬＢ平板上。３０℃
培养４８ｈ。记录菌落数，计算转化效率（转化１μｇ质粒获得
的菌落数）。试验重复３次。
１．５　细菌生长期对转化率的影响

为考察贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５不同的生长状态对感
受态的制备和后期转化的影响，培养细胞 Ｄ６００ｎｍ值分别为
０３、０．５、０．７、０．９、１．１、１．３、１．５时，按照“１．３”节方法制备成
不同生长时期的电转感受态，并于电压１．２５ｋＶ、电容２５μＦ、
电阻４００Ω条件下，电击持续时间应在４．５～５．０ｍｓ之间。
电击转化方法参考“１．４”节，观察试验结果。
１．６　电压对转化率的影响

电场强度过高会造成细胞的大量死亡，电场强度过低则

不能形成细胞穿孔［１７］。本试验在上述研究的基础上，选择转

化率最高的细胞生长期，研究电压为１．２５、１．５０、１．７５、２．００、
２．２５、２．５０ｋＶ时对转化率的影响。其他条件如电容２５μＦ、
电阻４００Ω等保持不变，按照上述“１．４”节方法进行电击转
化，观察试验结果。

１．７　电阻对转化率的影响
对芽孢杆菌的电击转化电阻大多采用 ２００Ω 和

４００Ω［１８－１９］。在上述细胞生长期和转化电压确定后，比较了
电阻为２００Ω和４００Ω对贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５菌株电
击转化率的影响。按照上述“１．４”节方法进行电击转化，其
中电容２５μＦ保持不变，转化后观察试验结果。
１．８　质粒加入量对转化的影响

电转化效率与外源ＤＮＡ量在一定范围内成正比；但当加
入的外源ＤＮＡ的量过多或体积过大时，则会使转化效率下
降［２０］。试剂盒提取 ｐＩＣ３３３质粒后，根据前述已优化的其他
电击条件，在电击转化中分别加入５、１０、５０、１００、５００ｎｇ的质
粒ＤＮＡ，按照“１．４”节方法进行电击转化，计算转化率。
１．９　转化子分子验证

随机挑取转化子，于含有１００μｇ／ｍＬ壮观霉素的 ＬＢ培
养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ后，采用质粒提取试剂盒提
取质粒，采用 Ｔｎ１０Ｆ：５′－ＧＣＡＴＴＡＡＴＧＡＡＴＣＧＧＣＣＡＡＣＧ－３′
和Ｔｎ１０Ｒ：５′－ＧＴＧＧＧＴＡＡＡＣＣＧＴＧＡＡＴＡＴＣＧ－３′引物对含有

的壮观霉素基因进行扩增，采用红霉素引物 ｅｒｍＦ：５′－ＡＴＧ
ＡＡＣＧＡＧＡＡＡＡＡＴＡＴＡＡＡＡＣＡＣ－３′和 ｅｒｍＲ：５′－ＴＴＡＣＴＴＡ
ＴＴＡＡＡＴＡＡＴＴＴＡＴＡＧＣＴＡＴＴ－３′对红霉素编码基因进行扩
增，验证转化子。

壮观霉素基因 ＰＣＲ扩增程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，
５５℃ ４５ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ３０ｓ，２５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃
保存。

红霉素基因ＰＣＲ扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，４８℃
４５ｓ，７２℃５０ｓ，２５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。

２　结果与分析

２．１　质粒提取结果
采用试剂盒提取质粒，１％琼脂糖凝胶电泳对质粒进行检

测（图１）。质粒条带较清晰且无其他条带说明提取的质粒可
直接用于后续的转化试验中。经 ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计
测定其浓度为 ３４．１ｎｇ／μＬ，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＝２．１，Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２３０ｎｍ ＝２．２４，表明提取的质粒浓度及纯度满足电转化的
需要。

２．２　细菌生长期对转化率的影响
采用分光光度计测定３Ａ３－１５菌株的生长曲线，结果见

图２。根据生长曲线，选取不同生长阶段的３Ａ３－１５培养物
制备成电击感受态细胞，研究不同生长阶段的细胞制备的感

受态对３Ａ３－１５转化效率的影响。如图３所示，在 Ｄ６００ｎｍ ＝
０．３～０．９时，３Ａ３－１５处于对数生长前期，转化率随细胞数
量的增多逐渐增加。当 Ｄ６００ｎｍ值为 ０．９时转化率最高，为

１７２×１０４ＣＦＵ／μｇ，随后其转化率随培养时间延长有所降低。

２．３　电压对３Ａ３－１５菌株电转化效率的影响
电场强度是影响电击转化效率的重要参数［２１］。根据上

述结果，用Ｄ６００ｎｍ＝０．９的３Ａ３－１５培养物做电击感受态，研
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究不同电压下３Ａ３－１５菌株电击转化效率，结果见图４。当
电压为１．２５～１．７５ｋＶ时，３Ａ３－１５菌株的转化率有明显的
上升，电压为 １．７５ｋＶ时，转化效率最高达到了 ５．３３×
１０４ＣＦＵ／μｇ；之后随着电压的增大，其转化率有所下降。

２．４　电阻对３Ａ３－１５菌株电转化效率的影响
在电压为 １．７５ｋＶ条件下，测试电阻值在 ２００Ω和

４００Ω时３Ａ３－１５菌株的电击转化效率，结果见图５，在电压
为１．７５ｋＶ、电阻值为２００Ω和４００Ω的条件下电击转化效
率分别为３．２３×１０４ＣＦＵ／μｇ和５．５０×１０４ＣＦＵ／μｇ。故后续
试验电击过程采用４００Ω电阻值。

２．５　质粒ＤＮＡ加入量对３Ａ３－１５电转化效率的影响
在已优化的电击条件的基础上，研究ｐＩＣ３３３质粒加入量

对３Ａ３－１５菌株电击转化率的影响，结果（图６）表明，在一定
的浓度范围内随着加入质粒ＤＮＡ量的增加，其电击转化效率
有所增加，当加入量为 ５０ｎｇ时，其转化率最高，为 ７．９２×
１０４ＣＦＵ／μｇ。当质粒 ＤＮＡ的加入量再增加时转化率反而
降低。

２．６　贝莱斯芽孢杆菌３Ａ３－１５转化子检测
将ｐＩＣ３３３质粒转化进入贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５的感

受态细胞中后，筛选得到了转化子３Ａ３－１５－ＰＩＣ３３３，提取该
转化子中的质粒，利用 ＰＣＲ扩增壮观霉素基因进行检测，结
果如图７所示。利用 Ｔｎ１０Ｆ和 Ｔｎ１０Ｒ引物扩增其壮观霉素
编码基因，没有转化的野生型３Ａ３－１５中没有目的条带，转
化子中得到了大小约为２．１ｋｂ的片段。上述 ＰＣＲ产物送华
大基因进行测序，测序结果与壮观霉素基因序列一致。进一

步利用引物ｅｒｍＦ和ｅｒｍＲ对其编码的红霉素基因进行扩增，
野生型３Ａ３－１５中没有扩增到相关基因片段，在转化子中扩
增得到大小约７５０ｂｐ的片段，经测序、比对，其与红霉素基因
序列一致。上述检测结果说明，ＰＩＣ３３３质粒已经通过电击转
化的方法转化进入了贝莱斯芽孢杆菌３Ａ３－１５中。

３　讨论与结论

电转化是一种简便高效的外源ＤＮＡ转化的方法，因菌种
不同其转化效率差别较大，相对于革兰氏阴性菌，革兰氏阳性

菌的细胞壁较厚且致密，电击转化率较低［２］。而且芽孢杆菌

不同的种属、质粒携带复制子不同来源，其电转化效率差别较

大。王培培等比较了５个不同大小和携带不同复制子来源的
质粒转化枯草芽孢杆菌 ＮＣＤ－２菌株的转化效率，发现其质
粒大小与转化效率之间无线性关系，但不同复制子来源的质

粒电转效率差别很大，质粒ｐＨＶ１２４９的电转化效率为１．４０×
１０２ ＣＦＵ／μｇ，而 ｐＮＷ３３Ｎ 的 电 转 化 效 率 为 ２．３８×
１０４ＣＦＵ／μｇ［１０］。质粒ｐＮＷ３３Ｎ电转化凝结芽孢杆菌 Ｐ４－
１０２Ｂ的最高转化率为２．７×１０２ＣＦＵ／μｇ［１１］。质粒ｐＨＴ４３电
转化多黏类芽孢杆菌ＪＳａ－９感受态细胞和原生质体细胞，其
转化率分别为０．３６×１０３ＣＦＵ／μｇ和 １．０×１０３ＣＦＵ／μｇ［１７］。
本试验中质粒ｐＩＣ３３３电转化贝莱斯芽孢杆菌 ３Ａ３－１５感受
态细胞的转化率为 ７．９２×１０４ ＣＦＵ／μｇ，满足基因操作的
需要。

电场强度是影响电击效率的主要参数，提高电场强度可
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以增强外源基因进入菌体的概率，但会增加细菌细胞的死亡

率，使得转化效率下降，因此转化效率要兼顾这２个方面。不
同的菌株所需最适的转化电场强度有所不同。如 Ｌｕ等研究
了质粒ｐＨＴ４３在２株枯草芽孢杆菌ＷＢ８００和ＤＢ１０４中的转
化率，发现在２０～２５ｋＶ／ｃｍ的电场强度下，２株芽孢杆菌最
优转化强度有所不同，分别在２４ｋＶ／ｃｍ和２２ｋＶ／ｃｍ时电击
转化率最高［２２］，枯草芽孢杆菌 ＮＣＤ－２最适转化场强为
１４ｋＶ／ｃｍ［１０］。迄今，除本研究外未发现有关贝莱斯芽孢杆

菌优化电场强度的报道。

不同菌株电击转化的最佳生长阶段是不一致的。一般处

于对数生长初期的菌株电击转化率高于中期和后期［１６］。本

试验中转化率最高时其Ｄ６００ｎｍ为０．９，处于对数生长初期。外
源质粒ＤＮＡ加入量对转化也有一定影响，加入量不足和太多
都会影响转化效率。本试验中 ＤＮＡ最佳加入量为５０ｎｇ，这
与牛福星等发现ｐＨＣＭＣ０４质粒添加量为１４０ｎｇ时其转化率
最高的结果［２３］以及 Ｚｈａｎｇ等发现当质粒 ＤＮＡ含量在１０ｎｇ
时ｐＨＴ４３转化ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＺＫ的效率最高的结果［２４］均有

所不同，说明不同菌株间转化所需ＤＮＡ浓度有所不同。
总之，本试验首次研究了ｐＩＣ３３３电转化贝莱斯芽孢杆菌

３Ａ３－１５的条件，发现当细胞培养物浓度 Ｄ６００ｎｍ为０．９、电压
为１．７５ｋＶ，电阻为４００Ω、质粒ＤＮＡ加入量为５０ｎｇ时，其转
化率最高，达７．９２×１０４ＣＦＵ／μｇ，本研究结果为贝莱斯芽孢
杆菌的电击转化提供了方法，为其基因转移和分子生物学操

作奠定了基础。
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ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｆｏｒ
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．ＬｅｔｔｅｒｓｉｎＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，５５（１）：
９－１４．

［２３］牛福星，于晶晶，汤宏赤，等．枯草芽孢杆菌突变株 ＩＡ８５７高效
转化方法的研究［Ｊ］．广西科学，２０１４（２）：１１９－１２３．

［２４］ＺｈａｎｇＺ，ＤｉｎｇＺＴ，ＳｈｕＤ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｔｕｒｉｎＡ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＺＫ
［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１５，１６（４）：
７３３４－７３５１．

—９４—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第５期


