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趋磁螺菌遗传操作体系的建立及磁小体缺失突变株的筛选

李 峰 李 颖 姜 伟 王珍芳 李季伦"

（中国农业大学生物学院 北京 1###9!）

摘 要：由于 !"#$%&’()*+*,,-. #+/)0*(1",2%$(% GHI81 缺少简便有效的遗传操作体系和对常见抗生素的抗性，致使对该

菌磁小体生物合成的机制等研究工作进展缓慢。为此建立了一套比较简便有效的遗传操作体系，其中包括：以平

板封膜培养技术获得单菌落、在选择性培养液中进行接合转移遗传因子，以液体培养和磁铁吸附技术筛选突变子。

利用此体系，通过接合转座诱变技术，获得了 " 个磁小体缺失突变株，为研究该菌磁小体合成的分子遗传学提供了

技术支撑。
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19BF 年 K’6L3;&D3［1］发现趋磁细菌（G6+>3-&-6@-<@
M6@-3D<6），其 体 内 含 有 按 一 定 方 式 排 列 的 磁 小 体

（G6+>3-&,&;3）。由于磁小体的存在，使趋磁细菌能

够沿着磁力线方向运动，以趋向于适合其生长的环

境。趋磁细菌的这种特性引起了学者们的重视，从

不同角度对趋磁细菌的形态分类［"，0］、生理生化［!］、

遗传变异［F］及磁小体的特性［/］等进行了大量研究。

在自然界中，除了趋磁细菌能合成磁性颗粒外，在海

生的 软 体 动 物 甲 贝［B］、蜜 蜂 的 腹 部［$］、家 鸽 的 头

部［9］、海豚、蝴蝶及藻类［1#］体内，甚至在脊椎动物［11］

及人脑的海马组织中［1"］都发现了磁性颗粒，而趋磁

细菌结构简单，为研究生物磁学的理想材料。特别

是近年来在火星的陨石中发现了类似于趋磁螺菌磁

小体的链状排列的磁性颗粒后［10］，为火星上曾有过

生物的推测提供了有力的证据。趋磁细菌的发现和

研究，对地质学也具有重要意义。地质学的一个重

要研究领域是探索地磁场及铁矿石的形成原因。有

人［1!，1F］推测来源于趋磁细菌的磁小体和铁还原细菌

一起，参与了海洋沉积物的磁化和矿化过程。此外，

由于磁小体属纳米级（"F>; N 1"#>;），大小均匀，具

有较大的比面值，而且在颗粒外有生物膜包被［/］，不

易聚集，因而在许多领域，诸如免疫检测［1/，1B］、靶向

治疗［1$］等方面具有潜在的应用价值。

虽然趋磁细菌合成的磁小体具有重要的理论研

究意义和诸多潜在的应用价值，但由于趋磁细菌对

营养的质量和氧分压要求十分苛刻，难以大量培养，

不易获得大量细胞和磁小体。因此，制约了对趋磁

细菌及磁小体的研究和应用。这些问题只有在克隆

出磁小体合成基因，构建基因工程菌才可望获得解

决。而趋磁螺菌的模式菌株格瑞菲斯瓦尔德磁螺菌

（!"#$%&’()*+*,,-. #+/)0*(1",2%$(% GHI81）的遗传操作

体系尚不完善，在固体培养基上难以形成菌落，缺少

可供筛选用的抗性菌株。为此本室开展了 ! ( #+/5
)0*(1",2%$(% GHI81 的遗传操作体系的研究，建立起

包括以固体平板封膜培养法形成单菌落、在选择培

养基中进行 O.) 自供体菌向受体菌的接合转移和

以磁铁吸附法直观判断有无磁小体合成等技术。依

靠此 项 遗 传 操 作 体 系，我 们 对 ! ( #+/)0*(1",2%$(%
GHI81 进行 ;<><82>F 转座插入诱变，首次获得了 "
个磁小体缺失突变株，为磁小体生物合成分子机制

和其它遗传学的研究，提供了技术支撑。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：! ( #+/)0*(1",2%$(% GHI81
（OHG/0/1），购自 O3*-,@P3 H6;;’*>+ Q&> G<LD&&D+6><,8
;3> *>A R3’’L*’-*D3>；大 肠 杆 菌（ 6(30%+*30*" 3’,* ）

SS11$（!)*+）和质粒 TU2 ;<><82>F ,"34"（)TD，V;D）

由德国 WK58.6-<&>6’ I3,36D@P S3>-D3 E&D K<&-3@P>&’&+X
的 V3>>3-P .( 2<;;<, 教授赠送。

!"!"# 培养基：6 ( 3’,* SS11$（!)*+）的培养基是 YS，

除氯化钠为 F+4Y 外，其余成分与 YK 同。! ( #+/)0*5
(1",2%$(% GHI81 的培养基：（1）琥珀酸8酒石酸8乙酸

钠培养基：每升含琥珀酸 #Z0B+，酒石酸 #Z0B+，乙酸



钠 !"!#$、%&%’( !")*$，其 它 成 分 见 文 献［)+］，,-
."/#。（*）乳酸钠培养基：每升含乳酸钠 *".$、氯化

铵 !"0$、酵 母 粉 !")$、1*-2’0 !"#$、3$4’0·/-*’

!")$、硫代乙醇酸钠 !"!#$、奎尼酸铁 *56［)+］、维生素

混合液 )!56［*!］、矿质元素混合液 #56［*!］，,- /"*。

此培养基是在文献［*，)+］的基础上，经过实验后优

化而成的。（(）乳酸钠7谷氨酸钠选择培养基：除去

乳酸纳培养基中的氯化铵和酵母粉，加入谷氨酸钠

0$86，其余成分与乳酸钠培养基同。用于接合试验，

大肠杆菌不能利用谷氨酸生长，而趋磁螺菌能在此

培养基上生长。

!"!"# 试剂：9:; 9%< 6&=>??@A$ B 9>C>DC@EA F@C 和尼

龙膜购自 GE>HI@A$>I 3&AAH>@5 公司；限制性内切酶

购自 J&1&K& 公司；溶菌酶购自 GE>HI@A$>I 3&AAH>@5
公司；蛋白酶 1 购自 3>IDF 公司；抗生素购自华美生

物工程公司；磁铁（钕铁硼，)*55 L *55，)*!! $&MNN）
购自北京吉华磁性材料厂。

!"$ ! % "#$%&’()*+,-.(- &’()! 的固体培养

在含有固体乳酸钠7谷氨酸钠选择培养基的培

养皿中接种后，倒置于干燥器中，分别通以 #O ’*、

*O ’*、)O ’*、!"#O ’*、纯 %*，(!P 培养 ( Q #R。

另一种方式是接种后，立即在培养皿盖和皿底间密

封一层石蜡封口膜，倒置，(!P 培养。

!"# ! % "#$%&’()*+,-.(- &’()! 的抗性检测

在乳 酸 钠 液 体 培 养 基 中 分 别 加 入：金 霉 素

（)!!$856）、红霉素（*#!$856）、土霉素（*#!$856）、链

霉 素（#!!$856）、庆 大 霉 素（ *"#!$856）、氯 霉 素

（)*"#!$856）、四 环 素（ #!$856）、氨 苄 青 霉 素

（#!!$856）、卡那霉素（*!$856），(!P 培养 ( Q #R，观

察菌生长情况。另外，在乳酸钠液体培养基中分别

加入链霉素（(!!!$856）、四环素（#!$856），进行抗性

突变株的定向培育。

!"* 液体培养磁铁吸附法对磁性细胞直观检测

在 )#56 血清瓶中分别注入不同量（056、.56、

S56、)!56、)*56）的乳酸钠7谷氨酸钠选择培养液，

接种后塞上橡胶塞，(!P，)#!I85@A 振荡培养 /*H，用

磁铁吸附 )*H 后，观察。

!"+ 接合转座诱变、突变株筛选和电镜鉴定

将含有 ,TJ 5@A@7JA# !"#$ * 的 % U #&!’ VV))S
（"(’)）菌株接种于 6V 培养液中，(/P 振荡培养过

夜。将 * U +),(-’./"!012.1 34K7) 接种于乳酸钠培养

液中，(!P，)#!I85@A 振荡 /*H。取 !"+56 * U +),(-’3
./"!012.1 34K7) 培 养 物 和 !"(56 % U #&!’ VV))S

（"(’)）培养物 加入 )"#56 W,,>AREIX 管中混匀，离

心，弃上清，加入 )56 乳酸钠7谷氨酸钠选择培养液

洗菌泥，离心，弃上清；用 !"!#56 乳酸钠7谷氨酸钠

选择培养基重悬菌泥，将混合物涂于滤膜（直径

*#55，孔径 !"**!5）上，置于乳酸钠7谷氨酸钠选择

培养基固体平板表面后封膜，(!P接合 )!H，将滤膜

转移到含 !"S56 乳酸钠7谷氨酸钠选择培养液的试

管中，振荡混匀，吸取 #! Q *!!!6 涂布在含 #!$856
卡那霉素的乳酸钠7谷氨酸钠选择培养基固体平板

上，封膜后，(!P倒置培养，所得单菌落即为接合子。

将在接合固体平板上长出的单菌落，接种于含 S56
乳酸钠7谷氨酸钠选择培养液的 )#56 具塞小瓶中，

(!P，)#!I85@A 振荡培养 )*!H 后，用磁铁吸附 )*H 后

观察有无磁性物积累。将无磁性转座突变子与野生

株分别接于乳酸钠培养基中，(!P，)#!I85@A 振荡

0SH 后。取 )56 液 体 培 养 物，)0!!!I85@A 离 心 (!N
后，用蒸馏水洗 ) 次，用铜网蘸菌后，立即再用一滴

蒸馏水洗 ) 次。醋酸铀染色 ( 次，每次 (5@A，空气干

燥后，透射电镜观察有无磁小体，以验证磁小体缺失

突变株。

!", ’-./0123 杂交

将磁小体缺失突变株及野生株分别接于无铁的

乳酸钠培养基中，(!P、)#!I85@A 振荡培养 *0H，提取

基因组 9%< 的步骤见文献［*)］。以 ,TJ 5@A@7JA#
!"#$* 上 4!"#片段（约 *"S F=）为探针与 5.6#酶切

的基因组 9%< 片段进行 4EMCH>IA 杂交，用真空核酸

转移系统进行 9%< 转膜。9:; 标记探针的制备、定

量、9%< 杂交及检测的具体步骤按照 9:; 9%< 6&7
=>??@A$ B 9>C>DC@EA F@C 的说明书进行。

$ 结果

$"! ! % "#$%&’()*+,-.(- &’()! 的固体平板操作技

术的建立

* U +),(-’./"!012.1 34K7) 在乳酸钠7谷氨酸钠选

择培养基固体平板上长得较快，琥珀酸7酒石酸7乙
酸钠培养基上仅长出少量小菌落。不同氧分压试验

结果显示，以通入 *O’* 的菌落形成最快，固体平板

封膜形 成 菌 落 的 速 度 也 很 快，( Q #R 即 可 形 成；

!"#O’* 条件下生长最慢，通纯 %* 的不长。不同氧

分压下形成的单菌落颜色差别不明显，几乎不能从

颜色上加以区分，没有出现过黑色菌落。* U +),(-’3
./"!012.1 34K7) 在乳酸钠7谷氨酸钠选择培养基固

体平板上封膜培养，能快速形成较大的单菌落，而在

此培养基上 % U #&!’ VV))S（"(’)）因缺少可利用的氮
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源，不能繁殖和形成菌落。固体乳酸钠!谷氨酸钠选

择培养基平板封膜培养技术的建立，是 ! " "#$%&’(
)*+,-./). #$%!& 遗传操作体系中的关键步骤（图 &）。

图 ! ! " "#$%&’()*+,-.(- #$%&! 在封膜的固体平板上生

长情况

’()"& ! " "#$%&’)*+,-./). #$%!& )*+,- +- ./012 2-32/+.24 ,(15 60*07(/8

’(’ 野生株 ! " "#$%&’()*+,-.(- #$%&! 对常用 )
种抗生素均无抗性

! " "#$%&’)*+,-./). #$%!& 对所试 9 种抗生素

（金霉素、红霉素、土霉素、链霉素、庆大霉素、氯霉

素、四环素、氨苄青霉素、卡那霉素）皆敏感。通过定

向培 育，获 得 抗 链 霉 素（:;;!)<8=）、抗 四 环 素

（>!)<8=）两种抗性突变株，分别命名为 #$%!& $8*

和 #$%!&?@*。

图 ’ 液体培养磁铁吸附法检测磁性细胞（箭头示磁性细胞

聚集物）

’()"A #0)-21+10B(C +7 ! " "#$%&’)*+,-./). #$%!& 4212@124 DE 80)-21 04!

C+*.1(+- 7+* /(FG(4 @G/1G*2（H**+, C5+, 80)-21(@ @2// C.+1）

H：I(/4!1E.2；J：#0)-21+C+82 42/2124 8G10-1 K；L：#0)-21+C+82 42/2124

8G10-1 A& "

’(* ! " "#$%&’()*+,-.(- #$%&! 突变株液体筛选技

术的建立

在 &>8= 具 塞 小 瓶 中 培 养 ! " "#$%&’)*+,-./).
#$%!& 时，以装量 K8=、&A8= 乳酸钠!谷氨酸钠选择

培养液的细胞磁性最弱，以装量 M8=、&;8= 乳酸钠!

谷氨酸钠选择培养液的细胞磁性较强；以装量 N8=
乳酸钠!谷氨酸钠选择培养液的细胞磁性最强，:;O
培养 >4 后既可用磁铁吸附检测磁性细胞，上述遗传

操作体系用于筛选突变子较为直观可靠（图 A）。

’(+ 筛选出 ’ 株磁小体缺失突变株

将 含 有 .P? 8(-(!?-> ,+01A 质 粒 的 2 " 03,’
LL&&N（"%’# ） 通 过 接 合 转 入 ! " "#$%&’)*+,-./).
#$%!&中，8(-(!?-> ,+01A 随机插入 ! " "#$%&’)*+,(
-./). #$%!& 染色体上进行诱变。8(-(!?-> 是 ?-> 的

衍生物，8(-(!?-> ,+01A 上带有卡那霉素的抗性基

因，接合子能在含 >!)<8= 卡那霉素的培养基上形成

单菌落。对 A;;; 多株接合子进行液体培养并用磁

铁吸附检测，获得 A 株磁小体缺失突变株。电镜观

图 * 野生株 ! " "#$%&’()*+,-.(- #$%&! 的电镜照片（箭

头示磁小体链，+,,,, - ）

’()": ?*0-C8(CC(+- 2/2@1*+- 8(@*+)*0.5 +7 ,(/4!1E.2 ! " "#$%&’)*+,-./).

#$%!&（H**+, C5+,(-) 152 @50(- +7 80)-21+C+82，K;;;; Q ）

图 + $./01234 杂交结果

’()"K $+G152*- 5ED*(4(R01(+- 0-0/EC(C +7 -+-80)-21(@ 8(-(!?-> 1*0-C.+!

C+- 8G10-1C

6*+D2 ,0C 0 ASNTD 7*0)82-1 +7 8(-(!?-> ,+01A 4()2C124 ,(15 4,+#"

&"U2-+8(@ VWH 7*+8 #$%!& -+-80)-21(@ 1*0-C@+-XG)0-1K 4()2C124 ,(15

5)6#；A" U2-+8(@ VWH 7*+8 #$%!& -+-80)-21(@ 1*0-C@+-XG)0-1A& 4()2C1!

24 ,(15 5)6#；:" U2-+8(@ VWH 7*+8 ,(/4!1E.2 #$%!& 4()2C124 ,(15 5)6#；

#""VWH<7’/4$ 80*T2* "
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察野生株含有磁小体链（图 !），磁小体缺失突变株

中无磁小体链。以 "#$#%&$’ !"#$( 的 %!"& 片段（约

()*+,）为探针与 ’()!酶切的总 -./ 进行 0123456$
杂交验证，磁小体缺失突变确是由 "#$#%&$’ 插入突

变引起的（图 7）。

! 讨论

由于趋磁细菌的遗传操作体系尚不完善，使得

在分子水平上研究其遗传学进展缓慢。迄今为止报

道的 只 有 *"+,-).(/010!!23 3"+,-).)"#)0#23 80%9［(:］、

* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9［((］和 *"+,-).(/010!!23 =>;
/8?%9［’］能在固体平板上形成菌落，但 * ; 3"+,-).8
)"#)0#23 80%9 难以重复［’］；* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9
所用培养基成分复杂，且培养条件不易操作［((］；* ;
+14/50(6"!7-,(- 80<%9 在琥珀酸%酒石酸%乙酸钠培养

基上很难形成菌落（见本文 ()9）。本实验建立的固

体平板封膜培养法培养 * ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9
时，无需换气，仅以固体平板封膜即可，菌落长得快

且大，操作方便快捷。 0@4AB345#== 等［((］和 8C3=2%
$CDC 等［’］曾 分 别 报 道 * ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9 和

*"+,-).(/010!!23 =>; /8?%9 在固体培养基上能形成

黑色菌落，但在我们的试验条件下，尚未见到黑色菌

落（见本文 ()9）。* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9 为微好

氧菌，氧分压对其生长和合成磁小体影响很大。在

相同体积的具塞血清瓶中加入不同体积的培养液，

液面上气相初始氧分压相同，但氧含量不同，接种

后，随着细菌的生长繁殖消耗氧，瓶中会形成不同的

氧分压，而加入血清瓶容积一半的培养液，接种后

* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9 的生长繁殖消耗氧所形成

的氧分压适合其生长和合成磁小体。为此我们所建

立的在 9’"E 具塞血清瓶中加入 *"E 培养液，经接

种培养后，以钕铁硼小磁铁吸附磁性细胞的技术，用

于筛选磁小体缺失突变株更为直观可靠（见本文

()!）。但也存在着用乳酸钠%谷氨酸钠选择性培养

基不能清除大肠杆菌的弊端，对所获得的突变株仍

需进一步分离纯化，才能得到纯的突变株。在缺少

* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9 抗性菌株的情况下，我们

用上述体系获得了 ( 个磁小体缺失突变株。同时，

针对利用乳酸钠%谷氨酸钠选择性培养基带来的弊

端，我们采用常规的定向培育技术，已分别获得了抗

链霉素（(::"DF"E）和抗四环素（’"DF"E）的 ( 个抗性

突变株，它们的抗性稳定，趋磁性未变，而 9 ; #.!0
GG99*（#/01）对链霉素和四环素敏感，故可利用抗性

选择标记代替乳酸钠%谷氨酸钠选择性培养基，可更

简便地筛选出趋磁螺菌（* ; +14/50(6"!7-,(- 80<%9）

的各种突变株。
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