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不同培养时期的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌间

发生的跨属自然遗传转化

王小娟，李美菊，陈向东"，谢志雄，沈 萍
（武汉大学 生命科学学院 武汉 !(%%"$）

摘 要：携带穿梭质粒的大肠杆菌与作为受体的枯草芽孢杆菌分别培养至不同生长阶段混合均匀后静置 !% -9<，

涂布选择性平板，("D培养 (% ; 后得到一定数目的转化子，*E6F+!敏感实验证实质粒是通过自然遗传转化而非其

它形式发生转移。实验发现大肠杆菌可以在特定生长时期向胞外分泌 *EG，并且在对数期具有最高的提供质粒的

能力，而生长后期的细胞因为体系中 *E6F+ 量的增加转化频率下降。进一步的研究发现枯草芽孢杆菌在营养丰富

的 HI 培养基中也具有与基本培养基中相当的转化能力，并且在对数生长前期具有较高的转化频率。
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自然遗传转化（<6K?/61 L+<+K9, K/6<FMB/-6K9B<）是

指同源或异源的“裸露”*EG 分子被自然感受态细

胞主动摄取，并得到表达的水平基因转移过程［&］。

传统上实验室进行的自然遗传转化多采用提取的游

离 *EG，对转化的研究也历来只以受体为主体，一

般不涉及 *EG 供体以及供体、受体细胞间的接触。

自 $% 世纪 2% 年代以来，随着基因重组技术的迅速

发展及遗传工程微生物在工业、农业、医药、环保等

方面日益广泛的应用，出于生态和安全上的考虑，人

们开始关注在环境中发生的自然遗传转化。现已有

研究表明，在环境中发生的自然遗传转化过程多在

固型物（土壤、沙子等）表面进行，并且因与固型物结

合而得到保护，免受 *E6F+!的降解，并在较长时间

内保持其生物活性［$，(，!，4］。这些胞外 *EG 除了由细

胞裂解或死亡释放外，还有不少是一些细菌在生长

的特定阶段向胞外主动释放所致［#］。此外，有研究

表明，在不加外源游离 *EG 的情况下，转化不仅可

在完整的供体和受体细胞间直接进行，而且细胞间

接触大大促进转化活性，从而推测自然转化过程的

进行并非完全仅取决于受体细胞，供体细胞也在一

定程度上起着某种积极的作用［"］。对包括 *EG 主

动分泌及通过细胞间接触促进转化过程进行等在内

的 *EG 供体功能的研究已成为自然转化研究的一

个新的发展方向。

在研究证实枯草芽孢杆菌细胞3细胞间自然遗

传转化现象的基础上［2，’］，本研究进一步发现在不添

加外源 *EG 的情况下，大肠杆菌携带的穿梭质粒可

通过细胞间自然遗传转化跨属转移到枯草芽孢杆菌

中，并且这种细胞 A 细胞间自然转化在不利于枯草

芽孢杆菌建立自然感受态的丰富培养基中也具有较

高的频率。这不仅将有助于揭示自然转化过程在生

物进化及环境生态方面的生物学意义，而且也可为

正确评估遗传工程微生物（N8OF）的生态安全提供

有价值的信息和理论依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本研究所采用的菌株和质粒及

其相关性状见表 &。PGQR23& 是以大肠杆菌3枯草芽

孢杆菌穿梭质粒 PI8$［&%］为载体克隆有地衣芽孢杆

菌碱性蛋白酶基因 &%#3& 片段，为本室构建保存。

含有 PGQR23& 的大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）表现为氨

苄青霉素（G-P）和卡那霉素（S-）抗性，但在牛奶平

板上不产生蛋白水解圈；枯草芽孢杆菌 *I&%! 为产

蛋白酶缺陷菌株，在牛奶平板上也不产生蛋白水解

圈，而含有 PGQR23& 的 *I&%! 菌株表现为 S- 抗性，

并可在牛奶平板上的形成蛋白水解圈。



表 ! 实验所用菌株和质粒

!"#$% & ’"()%*+" ",- .$"/0+- +, )1+/ /)2-3
’"()%*+" ",- .$"/0+- 4%,5)3.% 652*(%
!"#$%&’#$’( #)*’

7’&8&（.9:;<=&）

"+,!>> $"-.?8（*’ @ 0’
@ ）

&%#/&A /&(= &> ,&)/? *(#0& 1(*2?
&,"3?8 45*= B 67*= &，90.*，C0*

［&&］

8(#’**+" "+97’*’"
D’&8> 7+/@ :,&;? :,&!&< !:,&/A，C0/ !1+/ /)2-3

:$"/0+-
.9:;<=& 90.*，C0* ［&&］

!"!"# 培养基 ：!E’ 培养基：每升水含胰蛋白胨

&F8G，酵母粉 8FBG，H"($ 8FBG，.7 IF?；"6.+J+J%, 基本

培养基（6.KK）：每升水含葡萄糖 8FBG，KG6L>·I7?L
8F8?G，（H7>）6L> 8F?G，C?7:L> &F>G，C7?:L> 8FMG，
柠檬酸钠·?7?L 8F&G。其中 KG6L> 和葡萄糖单独灭

菌，冷却后再与其它成分混合。

卡那霉素（C0）使用终浓度为 A8#GN0E，氨苄青

霉素（90.）使用终浓度为 &88#GN0E，组氨酸（7+/）使

用终 浓 度 为 B8#GN0E。 牛 奶 平 板 另 加 入 终 浓 度

&FBO的脱脂牛奶。加有 C0 的 KK 固体培养基平

板作为选择平板，用于转化子的检测。

!"# 细菌属间自然遗传转化

将过夜活化的 D’&8> 转接于 K7（KK P 7+/）和

E’液 体 培 养 基 中 培 养 至 不 同 生 长 阶 段；同 时 将

7’&8&（.9:;<=&）接种于 E’（含 &88#GN0E 90.）液体

培养基中培养至不同生长阶段，各取 ?88#E 上述菌

液混合于 Q..%,-5*R 管中，振荡数秒混匀，立即涂布

选择性平板（/.KK P C0）或室温（?<S）放置 >80+,
后涂布选择平板。涂布量均为 B8#EN板。实验重复

两次或三次，结果采用几次实验的平均值或者某次

代表实验的平均值。

!"$ 转化子筛选

挑选部分抗性菌落点种含有 C0 的牛奶平板；

根据质粒 .9:;<=& 所克隆的 &8M=& 片段结构基因设

计 引 物（ 上 游 引 物：BT=99999449!UUU49U99
49UU4U99UU!U=AT 下 游 引 物：BT=4444494U!U
UU4UU4!!!U!U4!U994=AT）进行菌落 :U;，检测质

粒。

!"% &’()*!敏感实验

对照组在受体菌和供体菌的混合液中加入终浓

度 ?B8#GN0E 的 DH"/%$。

# 结果

#"! 细菌间发生的质粒跨属转移

将 7’&8&（.9:;<=&）的 E’ 培养物每隔一定时间

取样 ?88#E，与培养了 &&1 的 ?88#E D’&8> 的 6.KK
培养物混合均匀，室温放置 >80+, 后涂布于含有

B8#GN0E 7+/ 和 A8#GN0E C0 的 6.KK 选择平板，AIS
培养 A81 后在平板上长出一定数目符合枯草芽孢杆

菌特征的 C0 抗性菌落（枯草芽孢杆菌的菌落呈不

规则状，边缘不平滑，且菌落表面较干，大肠杆菌的

菌落形态则为规则的圆形，呈半透明状，表面湿润）。

随机挑取上述菌落点种至含有 A8#GN0E C0 的脱脂

牛奶平板，培养 ?8 1 均能观察到蛋白水解圈，而作

为对照的大肠杆菌 7’&8&（.9:;<=&）在同样条件下

在牛奶平板上不产生水解圈（图 &）。因此可以初步

判断所得的抗性菌落确为通过属间遗传转化获得了

大肠杆菌质粒的枯草芽孢杆菌重组子。

图 ! 抗性菌落点种在牛奶和卡那霉素抗性平板上产生

水解圈

V+GW & !*",/R5*0",)/ 5, X0 ",- 0+$X=/%$%()+,G .$")%/W !1% /)*"+,/ Y%*%

5#)"+,%- #3 (%$$ (5,)"() 5R ! W #)*’ /)*"+, 7’&8&（.9:;<=& ）",- 8 W

"+97’*’" /)*"+, D’&8>W !1% "**5Y .5+,)/ )5 )1% ,%G")+Z% (5,)*5$（7’&8&
（.9:;<=&））",- )1% *%/) "*% )*",/R5*0",)/W

#"# 重组子的革兰氏染色和菌落 +,- 检测

为了进一步确证所得为枯草芽孢杆菌转化子。

随机挑取数十个获得的抗性菌株进行革兰氏染色，

结果证实它们均为革兰氏染色阳性菌菌株。以 &8M=
& 特定片段所设计的一对引物进行菌落 :U; 也均得

到预期的 &F& X# 的特定片段（图 ?），证明这些抗性

菌落确实为 .9:;<=& 质粒发生跨属细胞间转移后的

枯草芽孢杆菌重组子。

#"$ &’()*!敏感实验

根据质粒 .9:;<=& 的构建过程我们可以初步判

断上述过程应该为自然遗传转化，因为 .9:;<=& 来

自于质粒 .’Q?，而 .’Q? 在构建过程中去掉了 05#
区［&8］，可知其不是接合质粒；但为了进一步确证我

们得到的上述重组子是转化子而不是接合子，我们

进行了 DH"/%$敏感性实验。由表 ? 可见在反应体

系中加入 DH"/%$可以使重组子出现的频率有所下

>M[ \9H4 ]+"5=^2", %7 (* W N/#7( <’#&)9’)*)1’#( .’:’#(（?88I）>I（M）



降，这可能是在平板上也存在类似沙粒等表面的空

间位阻效应，使 !"#$%!并不能完全中止转化过程，

类似现象我们在研究枯草芽孢杆菌的平板转化现象

时也有发现［&，’］。

图 ! 菌落的 "#$ 检测结果

()*+ , !%-%.-)/0 /1 -2% 34#$5)6 7$)0* 89:+ ;+ !"#6"<.7- 4#5=6#

=#.-%>)/32#*% !"? 5/4%.74#> $)@% 5#>A%>；B#0% C D EF -2% CGH<C

1>#*5%0- /1 170.-)/0#4 *%0%（CFC A=）；B#0% IF 0%*#-)J% ./0->/4 +

表 ! %&’() 对受体菌株 %*+,- 与供体菌株 .*+,+
（/0"$12+）细胞间质粒转化的影响

K#=4% , K2% %11%.- /1 !"#$% /0 34#$5)6 ->#0$1/>5#-)/0

=%-L%%0 !MCGE #06 NMCGC（3?8:&<C）

!/0/> $->#)0 NMCGC（3?8:&<C）# NMCGC（3?8:&<C）

L)-2 !"#$%! ->%#-5%0-
:%.)3)%0- $->#)0 !MCGE
BM .74-7>% #- %O3/0%0-)#4 32#$% PFCH Q CG R I CFC Q CG R H

;N .74-7>% #- %O3/0%0-)#4 32#$% IFI Q CG R H CF, Q CG R H

# K2% ->#0$1/>5#-)/0 1>%S7%0.T L#$ %O3>%$$%6 #$ -2% 075=%> /1
->#0$1/>5#0-$ 3%> >%.)3)%0- +

!3- 生长时期对转化的影响

在确定本实验中质粒转移是通过遗传转化实现

后，我们初步研究了不同生长时期的受体菌和供体

菌对转化频率的影响，首先以 BM 培养基中培养了 H
2（$%HGG!,FI）的 !MCGE 为受体菌株，与培养到不同

时期的供体菌株 NMCGC（3?8:&<C）混合后筛选转化

子。如图 P 可知，NMCGC（3?8:&<C）在培养至 UFI 2
（对数生长末期）后与 !MCGE 之间的转化能力下降，

随着培养时间的延长转化频率进一步大幅度降低。

然而通常认为在细菌生长后期由于细胞的死亡裂解

会有大量的遗传物质释放至培养基中，这个时候的

转化频率应该呈增高状态，这与我们的实验结果是

冲突的，其原因有可能是包括胞内 !"#$% 在内的一

些影响转化过程进行的物质也随着细胞破裂而释

放，从而对体系的转化频率造成影响。为了验证这

一推 测，我 们 采 用 已 知 浓 度 的 3?8:&<C 与 NMCGC
（3?8:&<C）不同生长时期的培养液的无细胞滤液充

分混匀 PUV保温约 CG 分钟后检测添加质粒的转化

活性。结果证明在对数期后期和稳定期转化子数逐

渐下降，由此说明在这一阶段的细菌培养体系中确

实存在包括 !"#$% 在内的一些不利于转化进行的因

素（数据未列出）。

图 4 不同生长阶段 .*+,+（/0"$12+）与 %*+,- 质粒转化

的转化子数的变化以及 .*+,+（/0"$12+）的生长曲线

()*+ P W#>)%-T /1 ->#0$1/>5#0- ./70-$ #4/0* L)-2 NMCGC（3?8:&<C）#-

6)11%>%0- *>/L-2 32#$% #06 -2% *>/L-2 .7>J% /1 NMCGC（3?8:&<C）+

培养 UFI2 的 NMCGC（3?8:&<C）作为质粒供体，

以培养至不同生长阶段的 !MCGE 为质粒受体进行

转化，结果显示（图 E），可知 !MCGE 在对数生长期以

后转化能力急剧下降，在稳定期和后期基本不能发

生转化，在对数生长期前期转化频率较高但波动也

较大。而 且 !MCGE 的 BM 和 ;N 培 养 物 均 能 与

NMCGC（3?8:&<C）发生遗传转化，且频率相当。

图 - %*+,- 5*培养物 !"6,,（0）和 7.培养物 !"6,,（*）及

与 .*+,+（/0"$12+）质粒转化频率随时间的变化规律

()*+ E K2% *>/L-2 .7>J% /1 !MCGE )0 BM .74-7>%（?）#06 -2% *>/L-2

.7>J% /1 !MCGE )0 ;N .74-7>%（M）#06 ->#0$1/>5#-)/0 1>%S7%0.T =%-L%%0

!MCGE #06 NMCGC（3?8:&<C）#- 6)11%>%0- *>/L-2 32#$%+

4 讨论

可以确定在本实验中枯草芽孢杆菌 !MCGE 确

IH’王小娟等：不同培养时期的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌间发生的跨属自然遗传转化 + X微生物学报（,GGU）EU（H）



实通过细胞间自然遗传转化获得了大肠杆菌 !"#$#
（%&’()*#）的质粒，为了确定转化过程是发生在平板

上还是液体环境中，我们将两种菌在 +%%,-./01 管中

混合均匀后室温放置 2$34- 后涂布选择平板与混合

均匀后立即涂布选择性平板对照，得到的结果基本

无差别，证明 5"#$2 获得质粒的过程主要发生在平

板上，这 与 本 实 验 室 以 前 的 研 究 结 果 也 是 一 致

的［)，6］。若将两种菌分别取等体积（7$!8）先后涂布

于选择平板和混合均匀后涂布选择平板所得结果毫

无差别，这也充分说明这一过程主要发生在平板上。

本研究在平板上进行了细菌属间自然遗传转

化，实验中发现通常被认为不能建立感受态的枯草

杆菌 8" 培养物［#］也可很快具有转化能力，且转化频

率与其在基本培养基中转化频率相当，甚至比其还

要高。以前的研究结果通常以为枯草芽孢杆菌在营

养缺乏的条件下易建立感受态［#，#9］，而在营养较丰

富的 8" 培养基中则很难建立感受态。这说明枯草

芽孢杆菌在固型物表面包括感受态建立在内的整个

自然转化过程都与传统的液体转化存在一定差异。

’:;<4-, 等曾观察到吸附于固相表面会引起细胞形

态改变，并促使细菌代谢更为活跃，认为在固相表面

的吸附是细菌在自然遗传转化中适应生存条件变化

的一种策略［#=］。

已发 现 有 多 种 菌 具 有 主 动 分 泌 5>& 的 现

象［#2 ? #@］，枯草芽孢杆菌在一些特定生长阶段也能向

细胞外主动分泌具有生物活性的 5>&［#A，#)］，本研究

结果表明携带有质粒的大肠杆菌在其特定生长阶段

也能分泌具有生物活性的 5>&，并且可以通过与枯

草芽孢杆菌的细胞接触使后者获得它的质粒。而且

此过程主要发生在固体平板上，暗示着固相物表面

将是研究、揭示细菌自然遗传转化中给体功能的一

个重要途径。
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Y] 英文摘要的内容应与中文摘要一致，但比中文摘要更详尽。

?] 英文摘要完成后，务必请英文较好、且专业知识强的专家审阅定稿后再返回编辑部。根据英文摘要、文中的图和表，不

懂中文的同行就可以了解论文的概况。

<] 撰写要点：凡不符合要求的，即使学术上可以达到刊出的水平，本刊也将推迟发表。

（Y）建议使用第一人称，以此可区分研究结果是引用文献的还是作者的；

（?）建议用主动语态，被动语态表达拖拉模糊，尽量不用，这样可以避免长句（毕竟不是我们的母语），以求简单清晰；

（<）摘要应当使用过去时态，语法正确，句子通顺；

（;）摘要中不用缩写语，除非是人人皆知的，如：O#"，"@: 等；

（V）在英语摘要中，不要使用中文字体符号。
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