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外源载体高效转化肺炎克雷伯菌的新途径

郑 艳，刘喜朋，刘建华"

（上海交通大学生命科学技术学院 生物化学与分子生物实验室 上海 #$$#!$）

摘 要：研究介绍了提高 !"#$%&#""’ ()#*+,)&’# 电转化效率的新途径，即直接从固体平板上收集 ! B ()#*+,)&’# 菌落

制备电转化感受态细胞，完全不同于传统的试验方法。试验菌株为野生型 ! B ()#*+,)&’# H1IJ8K#$!! 和 +’-.— 突

变型菌株。将大小不同的质粒 LMN%!-1、LMN%!-1@?5O、LMN%!-1@?51 电转化 ! B ()#*+,)&’#，计算电转化效率。电转化

试验结果表明：! B ()#*+,)&’# H1IJ8K#$!! 固体菌电转化效率高达 # P &$. Q -$$ 转化子/!* RH(，而其液体菌电转化

效率仅为 &.$ Q &$ 转化子/？* RH(；其 +’-.— 突变株固体菌的转化效率最高，可以达到 -S! P &$" Q .$$ 转化子/!*
RH(，比液体菌电转化效率提高了 &$! 倍。同时发现质粒大小对电转化效率并没有明显影响。此外，激光共聚焦显

微镜观察发现固体平板和液体培养基中的菌体存在形态学方面差异，推测固体培养菌电转化效率的显著提高和形

态学方面的表现可能具有一定的相关性。
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肺炎克雷伯菌（!"#$%&#""’ ()#*+,)&’#）是一种常见的革兰

氏阴性机会致病菌，是导致医院感染的重要原因之一，例如：

肺炎、菌血症、尿道炎症等。主要发生在老年人、营养不良、

慢性酒精中毒、慢性支气管8肺疾病和全身衰竭的患者，死亡

率高［&］。因此，! B ()#*+,)&’# 受到了研究人员的广泛关注。

然而 ! B ()#*+,)&’# 较低的电转化效率在很大程度上限制了

其遗传学方面的研究。国外以前的报道中，一些学者采用在

UO液体培养基中加入 0503#［#］或离子螯合剂：水杨酸钠、乙

二醇二（乙醚二胺）四乙酸、乙二胺四乙酸等［-］，可以一定程

度上抑制 ! B ()#*+,)&’# 的荚膜生成，降低其荚膜生成量，从

而提高质粒转化效率。另外一些学者利用 V 抗原［!］（脂多糖

的最外层成分）缺失菌来提高电转化效率。但是，由于 ! B
()#*+,)&’# 本身特殊的荚膜结构，使得研究人员操作方面的

细微差异会在很大程度上影响电转化的结果。本文在传统

方法基础上建立了一种更为有效的 ! B ()#*+,)&’# 电转化方

法，操作简单方便，结果稳定。希望我们的转化方法可以对

从事 ! B ()#*+,)&’## 遗传学研究的科学工作者有所帮助。

! 材料和方法

!"! 材料与仪器

!"!"! 实验菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒列于表 &。

表 ! 试验菌株和质粒
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!"!"# 培养基：!" 液体培养基和 !" 固体培养基。根据实

验需要添加相应的抗生素。

!"!"$ 仪 器：激 光 共 聚 焦 显 微 镜（ #$%&$#’( (’)*+ )#’%%,%-
.,#+$)#$/*，0!12）是 德 国 蔡 丝 公 司 产 品，型 号 是 3411 567
2894。

!"# %&’()$* 类质粒的构建

!"#"! /:;<=>9 质粒的构建：! ? "#$%&’#()$ @9ABCDE7== 和

&)*+— 突变株均是氨卞青霉素抗性菌株，而法国巴斯德研究

院 0$F+G’(,% 教授提供的 /:;<=>［H］是氨苄青霉素抗性质粒，不

能用 /:;<=> 转化本研究使用的肺炎克雷伯氏菌。为此，我

们用 ,$,- 基因替代 ./)012C3C 6H 基因，将质粒 /:;<=> 改造成质粒

/:;<=>9。 首 先 用 寡 核 苷 酸 （ 5IC809J89J988080J
J899J800J9899JJJ8J999J8J0J08J908JJ0800J9J989JC
>I 和 5IC90880908J08888J990J899989908808888008J9
08JJ90J8JJ9JJ000JJ09C>I）作 为 引 物，从 /4K6<9# 质 粒

;0L 扩增 ,$,- 基因，然后将 ;0L 扩增获得的 >77 %- ,$,- 基因

和 677 %- 质粒 /:;<=> 共转化 57 ？! 大肠杆菌 MN>EO 感受态

细胞悬浮液。

!"#"# /:;<=>9PQ’"、/:;<=>9PQ’9 质 粒 的 构 建：将 质 粒

/:;<=>9 用 4)& B: 做单一限制性酶切，并用 0:; 处理，试剂

盒回收。以抽取的 ! ? "#$%&’#()$ 基因组 M@8 为模板，利用

56)4 基 因 引 物：5IC0000J90J898J89098J909JJ990899
890JJ089009JC>I 和 5IC0000J80J 898J8909J8J88JJ9J
880889J8888J89088880J89C>I 和 56)1 基 因 引 物：5IC
0000J90J89 89J 8J09890J98 9J999J8998C>I 和 5IC
0000J90J89908J889J009JJ0JJ888890J0C>I，通 过 ;0L
反应分别扩增 56)4、56)1 基因片段。用 4*/!酶切 ;0L 扩

增的 56)4 和 56)1 基 因 片 段。用 9= M@8 连 接 酶 分 别 将

56)4 基因和 56)1 基因插入 /:;<=>9 的 "’.B: 位点，转化大

肠杆菌 MB5"感受态细胞。

感受态细菌的制备与转化

!"$"! 大肠杆菌感受态细胞制备：照文献［R］介绍的方法制

备大肠杆菌感受态细胞。按 6：57 的比例用 !" 液体培养基

稀释 >ES 过夜培养的大肠杆菌菌液，在 >ES 继续培养至

78R77 T 7U= V 7UR。制备 MN>EO 感受态细胞，需要在 =ES水

浴诱导 65.,%；制备 MB5’ 感受态细胞，不需要 =ES水浴诱导

65.,%。然后迅速地将细菌悬浮液置于冰上放置 67.,%。在

=S以 5577 W - 离心 <.,% 收集菌体，并用预冷灭菌双蒸水洗

涤 > 次。最后悬浮于适当体积的预冷灭菌双蒸水中，使菌液

浓度达到 57 78R77左右。

!"$"# 肺炎克雷伯氏菌感受态细胞制备：从液体培养培养

基培养的肺炎克雷伯氏菌，感受态细胞制备方法同大肠杆菌

MB5"。直接从固体培养基培养的肺炎克雷伯氏菌，感受态

细胞的制备方法如下。直接用牙签从固体培养基表面刮下

细菌，转移到离心管中。用预冷灭菌双蒸水洗涤 > 次。最后

悬浮于适当体积的预冷灭菌双蒸水中，使菌液浓度达到 57
78R77左右。

!"$"$ 细菌电穿孔转化：57#! 的感受态细胞悬浮液与适当

的外源 M@8 混合于 7U6#. 电转化杯。置 ",$CL’P 电转化仪

进行电转化。点转化参数设置为 6U<XY，EU5Z，E77$Q.)。点

转化后，加入 6.! !" 液体培养基，于 >7S恢复培养 EQ。然

后将转化菌液涂布于含四环素的 !" 固体培养基上生长。

# 结果

#"! 重组质粒的鉴定

各个重组质粒的鉴定均采用 > 种鉴定方案。首先用

;0L 方法初筛，即从 !" 平板的单一菌落快速抽取小量质粒，

用特异引物进行 ;0L 扩增，用琼脂糖凝胶电泳筛选阳性克

隆。然后用适当的限制性内切酶分析重组质粒的酶切图谱，

进一步排除假阳性克隆。最后 M@8 测序，证实本研究所构

建的 /:;<=>9，/:;<=>9PQ’"，/:;<=>9PQ’9 完全正确（数据没

有列出）。

#"# 质粒转化的 ! + "#$%&’#()$ 阳性克隆鉴定

从 !" 固体培养基随机选取一定数量的阳性克隆，接种

到含四环素 !" 液体培养基 >HS培养过夜。抽取小量质粒

M@8，进行 ;0L 验证。结果表明：! ? "#$%&’#()$ 阳性克隆菌

体含有 /:;<=>9 类质粒。

#"$ 质粒电转化 ! + "#$%&’#()$ 的效率

用质粒 /:;<=>9 电转化 ! ? "#$%&’#()$ 5 次，所获得的转

化效率平均值如下。来源于液体培养菌液的肺炎克雷伯氏

菌，@9ABCDE7== 野生型菌株的转化效率为 657 [ 67 转化子\

#- M@8，&)*+ ] 突变株的转化效率为 6U> W 67> [ 677 转化子

\#- M@8。来 源 于 固 体 培 养 基 的 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌，@9ABC
DE7== 野生型菌株的转化效率为 E W 675 [ >77 转化子\#-
M@8，&)*+ ] 突变株的转化效率为 >U= W 67H [ 577 转化子\

#- M@8。具有完整荚膜结构的 @9ABCDE7== 野生型菌株，其

转化效率比荚膜合成缺陷菌株 &)*+ ] 低 6 V E 个数量级。特

别有意思的是，固体培养基生长的肺炎克雷伯氏菌，其转化

效率比相应的液体培养基培养的细菌高 > V = 个数量级。

进一 步 用 大 小 不 同 的 质 粒，包 括 /:;<=>9（HUHX^），

/:;<=>9PQ’"（6>X^）和 /:;<=>9PQ’9（OX^），电转化肺炎克雷伯

氏菌。转化效率与质粒的大小没有显著差别（数据没有列

出），表明质粒大小对 ! ? "#$%&’#()$ 电转化效率影响不大。

#") ! + "#$%&’#()$ 感受态细胞密度对电转化效率的影响

为了确定 ! ? "#$%&’#()$ 感受态细胞密度对电转化效率

的影响，用质粒 /:;<=>9 电转化不同浓度的肺炎克雷伯氏菌

&)*+—（!" 固体培养基培养 6R Q）（图 6）。在 E7 78R77 \.! 至

R7 78R77 \.! 细胞密度范围内，细胞浓度的增加能够提高转

化效率，从 E W 67H 转化子\#- M@8 提高到 = W 67H 转化子\#-
M@8。但是细胞浓度的进一步增加并不能提高转化效率。

#", 固体平板培养时间对 ! + "#$%&’#()$ 电转化效率影响

分别在固体培养基培养 &)*+ ] 突变株 6E、6R、E7、E=Q，同

时收集相应培养时间的固体平板上的菌体，制备感受态细

胞，电转化 &)*+ ] 突变株，产生的转化子数目没有显著差别

EEH 3B4@J N’% $, )/ ? \+9,) 3(9:’.(’/’*(9) ;(#(9)（E77H）=H（=）



图 ! 细胞密度对电转化效率的影响

!"#$% &’’()* +’ )(,, -(./"*0 +. *12./’+132*"+. (’’")"(.)0$

4"’’(1(.* 23+5.*/ +’ ! $ "#$%&’#()$ /*12". &)*+ 6 #1+7. +. 89 :,2*(/

’+1 %; <+51/ 7(1( /5/:(.-(- ". /*(1",( -+5=,( -"/*",,(- 72*(1（-->?@）2.-

(,()*1+A*12./’+13(- 7"*< :BCDEFG（%HH.# :,2/3"-/ :(1 IH!8 =2)*(1"2,

/5/:(./"+.）$ G<( *12./’+132*"+. 72/ :(1’+13(- ". 2 9"+AJ2- K(.( C5,/(1

*<2* 72/ /(* 2* %LDMN，?LI! 2.- ?HH +<3/$ G<( O2,5(/ /<+7. <(1( 21(

*<( 3(2./ ’1+3 *<( *<1(( ".-(:(.-(.* (P:(1"3(.*/$

（图 ?）。由此看来，在固体 89 培养基上培养 %? Q ?E 小时，对

! $ "#$%&’#()$ 菌株的电转化效率影响不大。

图 " 不同的培养时间对电转化效率的影响

!"#$? &’’()* +’ )+3:(*(.* )(,,/ +’ -"’’(1(.* #1+7*< 2#(/ +. *12./’+132*"+.

(’’")"(.)0$ R+3:(*(.* )(,,/ ". -"’’(1(.* #1+7*< /*2#(/ 7(1( <21O(/*(- ’1+3

89 :,2*(/ 2.- :1(:21(- ’+1 (,()*1+:+12*"+.$ G<( =2)*(1"2, )+.)(.*12*"+./

7(1( 2-S5/*(- *+ EH ,-;HH T38 ’+1 (2)< *12./’+132*"+.$ G<( O2,5(/ /<+7.

<(1( 21( *<( 3(2./ ’1+3 *<( *<1(( ".-(:(.-(.* (P:(1"3(.*/$

"#$ 激光共聚焦显微镜（%&’(）观察的固体菌和液体菌的

形态学差异

固体菌的电转化效率可以达到液体菌的 %HF Q %HE 倍，并

且培养时间和细胞密度对电转化效率影响不显著，推测固体

菌和液体菌可能在形态学或生理学方面存在着某种差异。

采用激光共聚焦显微镜观察，发现两种培养模式所获得的肺

炎克雷伯氏菌体有形态学差异（图 F）。固体培养细菌的细

胞融合严重，液体培养细菌的细胞比较分散。这种形态学差

异可能与电转化效率存在着一定的相关性。具体机制有待

进一步阐明。

) 讨论

肺炎克雷伯菌是常见的医院感染病菌［D Q %H］，深入研究肺

炎克雷伯菌具有十分重要的意义。然而，质粒 4UV 转化肺

炎克雷伯菌的效率很低，极大地限制了肺炎克雷伯菌遗传学

图 ) 液体培养（*）和固体培养（+）的 !"#$— 突变株菌

的激光共聚焦显微镜图（!,,, - ）

!"#$F C<+*+/ +’ &)*+ 6 35*2.*/ )5,*51(- ". 89 3(-"53（V）2.- +.

89 :,2*(/（9）$

G<( =2)*(1"2, /5/:(./"+. 72/ /:1(2- +. #,2// /,"-(/ 2.- "32#(- 7"*< 2

R8WX 2* %HHH Y 32#."’")2*"+.$ G<( 1(- 211+7/ ". :<+*+/ 1(:1(/(.*(- *<(

/)2,( =21/$

研究。亦有研究证实荚膜多糖和脂多糖是外源 4UV 进入

! $ "#$%&’#()$ 的主要阻碍。添加 R2R,?［?］或离子螯合剂如

水杨酸钠、乙二醇二（乙醚二胺）四乙酸、乙二胺四乙酸等［F］

可以提高肺炎克雷伯菌转化效率，其机制是增强细胞膜的通

透性或者降低荚膜厚度，提高外源 4UV 进入肺炎克雷伯菌

的效率。还有一些研究者［%%］试图通过破坏 @ 抗原合成的方

法，减少脂多糖的含量，从而降低外源 4UV 进入细胞的阻

力，提高电转化效率。但是在实际的操作过程中，由于 ! $
"#$%&’#()$ 本身具有特殊的荚膜结构使试验结果重复性差。

我们用文献已经报道的方法很难获得理想的转化效率。基

于这些情况，我们认为采用固体培养基培养的细菌制备感受

态细胞是转化肺炎克雷伯菌的理想方案。该方法操作简便，

转化效率高，重现性好，其推广应用将显著促进肺炎克雷伯

菌遗传学和致病机制［%?］的研究。
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