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本文采用我国自己分离的短小芽抱杆菌抗四环素质粒 p C 3J 转化枯草杆菌的各种突变体
.

质粒 D N A经氯化艳一澳化乙锭密度梯度离心纯化后转化枯草杆菌的感受态细胞
。

结果表 明

枯草杆菌 B R i 5 1
, S B Zo Z

,

26 5
,

Q B i z 3 o及Q B王2 3 3都可作为质粒 p C J 3的受体
,

转化 效率

在10 ,左右
,

其中以 S B Zo Z这株突变体为最高
,

从各种转化体中提取的质粒及经 B a m H I 俏化

后的质粒的电泳图均与原质粒 p C 3J 及其B a m H工酶切片段相同
,

并具有 p C 3J 的抗四环素转化

活性
.

将 p C J 3 D N A经 B a m H I 酶切后重新用 T `一 D N A连接酶连接再转化枯草杆菌细胞
,

其

转化效率比原质粒高 1 一 2 个数量级
。

研究了二价金属离子
,

p H及培养基成分对转化 的影

响
,

结果证明
: (二a 十 十

对枯草杆菌转化有促进作用
,

C u 千 + ,

Z +n
十

则有抑制作用
,

转化的最适

p H在 7
.

2一 7
.

5之
,

间 , 营养丰富培养能提高转化效率
.

关健词 质粒转化
,

枯草杆菌
,

短小芽抱杆菌

芽泡杆菌属的质粒大多数缺乏选择性标记
,

一般不适宜作基因载体
,

自 E hr il
c
h报

导金黄色葡萄球菌的质粒能在枯草杆菌中复制和表达以后 〔 ` 〕 ,

枯草杆 菌载 体
一

受 体系

统和基因克降的工作有了迅速的发展
.

我们从广东土壤中分离的短小芽抱杆 菌 A 。
中获

得了具四环素抗性标记的质粒 p C J 3〔
“ 〕 ,

并做了简单的限制酶切图谱 〔 “ 〕
。

本 文 报 导质

粒 p C 3J 对几种枯草杆菌突变体的转化结果以及影响 p C 3J D N A 转化枯草杆菌 B R 151 的

各种因素
。

一
、

材 料 与 方 法

资

.

细菌菌株 本实验所用菌株列于表 1
。

本文 1 9 8 7年 芝
.

月收到
. 1日8 6届毕业生
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表 1 细 菌 菌 株

T a b
.

1 B a e t e r i a l s t r a i n s

菌 株 基 因 型 来 源

同同 上上

枯草杆菌 B R 15 1

枯草杆菌 16 8

枯草杆菌 S B Z o Z

枯草杆菌 Q B l l 3 0

枯草杆菌Q B l l 3 3

短小芽抱杆菌A 3

T r p
一 ,

M e t
一 ,

L y s -

T
r
p

-

T r P
一 ,

H i s 一 ,

T y r 一 ,

P h e -

M e t
一 ,

S a e A 3 2 1 ,

d a l
, a m y

-

M e t
一 ,

S a e A 3 2 i , a r o l , o , , a m y
-

含质粒 p C J 3

中科院微生物所

巴黎生物物理化学所

法国 M o n o d / J a e o b研究所

中山大学生物学系

令

2
.

培养签 L
一
B培养基

:
蛋白膝10 克

,

酵母粉 5 克
,

N a C l lo 克
, p H 7

.

0
,

加水至

1 0 0 0毫升
,

固体平板另加 1
.

8肠琼脂
.

1 0 x S p i z i z e n 盐溶液
: K

:
H P O

` ·

3H
:
0 1 4 0克

,
K H

:
P O

; e o克
,

( N H
`

)
: 5 0

`
2 0

克
,

柠檬酸钠 2 0克
,
五19 5 0

` 2 克
,

加水至 10 0 0毫升
-

G M I 培养基
: 」

.

0 x s p iz i z
en 盐溶液 10 毫升

,

酵母粉。
.

1克
,

葡萄糖 0
.

5 克
,

水 解

酪蛋白。
.

02 克各种氨基酸 5 毫克
,

加水至 1 00 毫升
。

G M I 培养基
: ]

.

0 又 S p i z i z e n
盐溶液 1 0毫升

,

酵母粉 0
.

0 5克
,

葡萄糖 0
.

5克
,

水解酪

蛋白 0
.

0 0 4克
,

C a C 1
2 o

.

s m M
,

M g C 1
2 2

.

s m M
,

各种氨基酸 5毫克
,

加水至 2 0 0毫升
.

3
.

质较O N A的提取 将培养过夜的短小芽抱杆菌 A 、
细胞悬浮于 50 m M T r i s 一

H C I

P H 7
.

5
、

2 5肠蔗糖溶液中
,

加入等体积 的 1 0 0 m M E D T A
、

4 m g / m l 溶菌 酶 及 0
。

1肠

T r i t o n X
一 1 0 0

,

室温下放置 1 0分钟
,

然后于 7 0 0C 保温 1 0分钟
,

3 5 0 0 o r p m 离心 3 0 分钟
,

上清液加等体积的2 0肠 P E G 6 0 0 o
、

z M N a
C I

,

室温放置 3 0分钟后于 l 0 0 0 0 r p m 离心 1 0分

钟
,

除去上清液
,

沉淀溶于适量 T E缓冲液 ( l o m M T
r i s 一

H C I
, z m M E D T A p H S

.

o )

中
,

再用氯化艳一澳化乙锭密度梯度离心纯
.

4
.

质粒的快速检测采用 0 o ly 的方法 〔” 〕

化

扣尸
“ ` 〔` ’

·

洲
甘

今
,

.

转化方法 感受态细胞转化按 S p ` z ` z e找

喻
法〔` ’ ,

将活化的单菌落接种至 G M I

培养液 37 ℃培养过夜
,

按 1八 。量接种至新的 G哮r 培养液中
,

培养 3
.

5 小时后按 1 l/ 。接

种量接种至公M l 中 ( 培养基成分对转化的影响。 项
,

不用 G M I
,

而用 G M I )
,

培养

90 分钟
,

离心收集细胞
,

重悬于 1l/ 。原体积的上清液中
,

.

加入适量 D N A
,

再培养 45 分

钟
,

取。
.

I in l 涂布抗性平板
,

次臼观察结果
。 _

,

6
.

DN A的酶切及电泳分析 D N A 的限制酶切割及连接反应所用的酶 均 为 B R L 产

品
,

反应缓冲液按厂家提供配方配制
.

采用 1 肠琼脂糖凝胶电泳
,

电泳液为 T r i s
一
N a A c

系统
,

80 一 1 00 伏室温下电泳 3 一 4小时
。

澳化乙锭染色后在紫外光下照相
。

二
、

结 果 与 讨 论

奋
1

。

质拉 PC J3转化枯草杆菌 B R 1 5 1
,

S B 2 0 2
,
1 6 8

,

Q B l l 3 0及 Q B l l 3 3

用氯化艳一澳化乙锭密度梯度离心纯化的质粒 P C 3J 扶 S iP
z i: e 。 的方法转化枯草杆菌 B R
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25 1、 S B Z o Z
、

1 5 8
、

Q B l l s o及Q B i 1 3 3 ,

同时作不加D N A 及不加受体 菌的对 照
,

结果

都得到抗四环素的转化体
,

对照则未见四环素抗性菌落 ( 表 2 )
。

表 2 质拉 p C 3J 转化不同枯草杆菌突 变体的结果

T 、̀ b
,

2 T r a n s f o r m a t i o n o f d i f f e r e n t B
.

s u b t i l i s

m u t a n t s w i t h P l a s m i d p C J 3

枯 草 杆 菌
’

界
粒 D N A浓度
微克 /毫升 )

, 转化体 /毫升 转 化 效 率
( 转化体/微克D N A )

S B 2 02

B R 1 51

1 68

Q B l l 30

Q B l l 3 3

169 0

1 66 0

66 0

2 10 0

1 280

1
。
6 9 火 10 3

1
。

6 6 x 1 0 3

0
.

6 6 x 1 0 3

2
.

1 x 10 3

1
。

2 8 x 1 0 3

转化结果表明
:
各种枯草杆菌突变体都可作为质粒 p C 3J 的受体

。

`
:
一

:
·

从廷些转化僻
:中各挑取一株

,

编号为B R 1 5 1 ( p C J3 )
,

S B Zo Z ( p C J3 )
, 1 6 8 ( p c J3 )

,

Q B i z 3 o ( p e J 3 )及 Q B l l 3 3 ( p e J3 )
,

提敢质粒进行琼脂糖平板凝胶 电 泳
,

其电泳图谱与

对照万cJ 3质粒相同
,

用 B o m H I 酶切生成一条带
,

也与 p c 3J 用 B a m H I 切后的 结果相

同 ( 图 1
一

)
.

’ -

主 ;把从转招体 BR l勃 ( p c J幻提取的质粒D N A重新转化枯草杆菌 B R 1 51 也获得四环素

李

抗性的转化体
,

·

转化效率为 2
.

2 ` 1护转化体 /微克 D N A
.

, ) ;
, ’

「 一 .

(
】

图 1

F 19
.

1

从各转化体中提取的质粒及其
·

孤m H I 酶切片段的电泳图
一

.

G e l E l e e t r o p h o r e s i s p f

卜一言stn 全d
s f r 。 。 t r a n s f o r 组 a tr 。绘

· a n d

t 五e三r 六
B a m H I f r a g m e , at

“
f 、

图中 i( )为
l

p C J 3 ,

( 2 )一 ( 6 )分别为 B R 1 51

( p C J 3 )
, S BZ o Z ( p C J 3 )

, 1 6 8 ( P C J 3 )
,

QB l l 3犷 ( p C J 3 )及 Q B l l 3 3 ( p C J 3 )
,

( g ) 一

t z l )分别为 B R 15 i ( p e J 3 ) + B a二H l ,
,

S B加2 ( p C J 3 )
+ B a m H I

,

1名e ( p C J 3 ) +

B a 瓜H l ,

Q B 1 13 0 ( p C J 3 ) 卜 B乓m H J

吻

一
’

以上结果证明
:
枯草杆菌BR I放扩

、

S B 2 02
,

le s
,

Q lB l 30 及 Q lB l 33 转化体中的质粒

就是 p C 3J
.

2
.

质较。 N A构型与转化关系
一

、

一
、 , ·

将质粒 p C 3J 用 B a m H I 切开后再用 T一 D N A 连接酶重新连接
,

可生成由 几个分子

组成的寡聚体 ( 菌仓今
,

再次些芬年写衡切后米再拯
,

接的 n’c 3J D N A分子及未酶切的

p C J每D N A分别转化枯草杆菌B R” 1郊得到维果如表 3
`
。

、 .
镇
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一
~ , 习产

.

一
` , , 巴台二二二 公; 二二二二言二:

表 3

T a b
.

3

不同构型的 p C J 3分子转化枯草杆菌B R 1 5 1
、

T r a n s f o r m a t i o n o f B
.

s u b t i l i s B R 1 5 1 w i t h
诬 砂

a s

只{` p C J 3
. . . . . . . . . . . , . . . . , . . .曰片侧 卜. . . . . . 曰

月 . . . . . . . . . , . . . . 口

D N A 构 { 型

{

P C I 3

p e j息
+ B a m H I

`
呀c厅十 B 。 。 H卜丁

: 一

D N A 连接酶

D N A 浓度
(微克/毫升 )

转化体/毫升 转化效伞
-

(转化体 /微克仑N A )

9 4 0

12

1 2 4 5 0

仑摊欠 士护一

仔江2 x 1 0
忿

2 、 斤次 1 0性

冲启
一

沁 介说
声蚌

伞

从表 3 可见
,

经 B a m H I 酶切又重 组的质 粒

D N A其转化效率比未酶切的要高10 一 1护倍
,

而

如斑芬争贝窿本上无转化活性一
盆 亡枯草杆菌感受态细胞转化机制与大肠杆菌是

翠礴的奋
,

单体质粒 D N A很难转化
,

寡聚 型质粒

D N A 则能有效地转化〔 7 ,吕 , . 〕
。

C a n o s i等认为
,

D N A 是以单链形式进入枯草杆菌细胞的
,

由于

没有另一条链与之配对
,

难有转化活性而寡聚型

质粒进入细胞后
,

线状分子中的同源部分可发生

分矛内重组形成完整的质粒分子从而具有转化活
性

.

通常的质粒样品中含有少量的寡聚体 D N A
,

因而有转化活性 ,
.

用限制酶切开后再重新连接时

会庵生甲定量的寡聚体因而能提高转化效率
.

3
.

二价金侧离子对转化的影晌

价月

, 东卜

。

内

:

迄

图 2 质粒 p C J 3及其 B a m H I

酶切及重接片段的电泳图

F i g
.

2 G e l E l e ct or 卫h o r 咭5 15
一

研f

p l a s m i d p C J 3 a n d i t s B a m H I

f r a g m e n t a n d r e l i g a t e d f r a g m e n t s

p C J 3
, ;

P C J 3 +

华)
.

双妞大渺恩乒与
B攻宙 H r 午下: 一 D N斧

、

连接酶

转化结果如表

表 4

T a b
.

4

二 价 金 属 离 子 时 转 化

T h e e f f e e t o f d i v a l e o t e a t i o n s

的 影 响

o n t r a n s加若 m a t i Q n

金 属
`

’

离 子

浓度 (尽M )

转化体 /毫升

转化体了微克D N A

表 4 结果表明
:

攀亘春抑栽作用
.

C a + 十

对 p C J3 D N A 转化枯草杆菌B R 1 5 1 有促进作用
,

C
u + +

,
M沙

Z n + +

00000 C a 呼 ...
C o + +++

M n + +++ 一 z n ·

扣
)
{{{

00000 0
。

555 0
。

555 0
。

555 O
。

555

555 6 000 18 1111 93 000 4 5 000 24 OOO

222
.

24 x 10
222

7
。

2 5 x 1 0 222 3
。

72 x 1 0 222 1
。

8 x 10 222 0
.

9 6夭全心护护

萦
.

兰表 乐是不同浓度的钙离子对 p C 3J D N人转化枯草杆菌

·

“
_ `

丫
、

勺声认

B R I斑的影响
.

丫表中显示稼笼

碗斑以布奋 C矿
十
对转化有促进作用

,

表现抑制作用
。

最适浓度在。
,

肠一。
.

l o M的范围内示
.

王川林:腆上娜
,

补
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表 5 C +a
+

浓 度 对 转 化 的 影 响

丁
` a b

.

S T 五e e f f e e t o f C a 干十 e o n e e n t r a t i o n o n t r a n s f o r m a t i o n

0
。
0 5 { 0

。
1

转化体 /毫升 ! 15吐。 3 1 5 0 2 1 4 0 1 13 1

转化休 /
徽克D

N A {6
·

16 x 1 0 ,
…
-

万而一

}
` ·

“ x ` 0
’

{
`

·

2 6 “ ’ 0 ,

0
。
3

2 2 5 0

9 x 1 0 2 8
.

5 6 x 1 0
2

{ 5
。
2 4 x 10 2

55555

4
.

p H对转化的影晌

用酸灰棘
,药 M , 培养基的 p H

,

以不用。 H的G M : 中培养的枯草杆缸
R 1 5 1 细

胞作为受译
右`飞本
咖

内
。 :

·

辫行转化
,

获得如图 “ 的结果
·

从图中可见
,

转化的最适 p H 在 7
.

“一 7
.

5 左

中转化时使用的培养基的 p H一般在 p H 7
.

。左右
,

正是在转化的最适 p H范围

净

图 3

F 19
.

3

p H 对 p C 3J 质粒转化枯草杆菌

B R 1 5 1的影响

.,.0.̀
(飞巴价级召常

T h e e f f e e t o f P H o n

, , , , ` , 。 5 : , z。 。「丽和
t r a n s f o r m a t i o n o f B

.

s u b t i l i s

B R 1 5 1
、

w i t h p l a s玛 i dj p C J 3

.
。

培葬器成分对转化的形晌

在感受态形成过程中
,

在 G M I 中培养 3
.

5小时后
,

不转接至 G M I 而是重新接种至

G M I 中培养90 分钟
,

再加入 D N A 进行转化
,

对照仍用 G M I 培养基
,

转化结果如表 6
。

奄

表 6

T a b
。

6

培 养 基 成 分 对 转 化 的 影 响

T五e e f f e e t o f m e d i u m e o m P o s i t i o n o n t r a n s f o r m a t i o n

培 养 基
D N A 浓度
( 微克 /毫升 ) 转化体 /毫升 转化体 /微克D N人

G M I

G M 1 2
.

5

6 6 0

98 20

2
。

6 3 x 1 0 2

3飞9 3 x 1 0 3

从表 6 可以看出在G M I 中培养 3
.

5小时后
,

不转接营养成分较差的G M I 而是直接

接种至新的 G M I 中培养
,

所得的转化体数目要高 10 倍以上
,

说明营养丰富的培养基有

利于感受态的形成
,

提高质粒 P C 3J 对枯草杆菌 B R巧 1的转化率
,

而且这种方法 简 便易

行
。

、

4
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