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一种改进的平板影印工具及其应用 
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摘要：【目的】建立一种简便高效的平板影印工具，克服传统影印工具的缺陷。【方法】将大量竹签

按照一定方法捆扎成与平皿内盖直径相近的捆，将单根牙签转移菌落的效果进行扩大，从而实现菌

落的大规模转移。【结果】本实验室使用上述工具成功地进行了平板影印和传代，并进行转化子大规

模筛选。【结论】与传统工具相比，该影印工具更为经济简便，而且效果清晰，为微生物平板筛选提

供新的方法和思路。国家发明专利申请号：2007100291331。 
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我国目前的纯生啤酒生产普遍存在泡沫稳定性

低的问题，主要原因是啤酒泡沫中残留活性蛋白酶 A
所致。通过基因工程手段敲除酿酒酵母蛋白酶 A基因
是改善啤酒泡沫稳定性的途径之一。但是基于食品安

全性的要求，对菌株进行遗传改良时无法使用常规的

抗生素标记和营养缺陷型标记[1]，转化子筛选成为最

大的技术难题。本实验室在对生产用酿酒酵母进行遗

传改良的过程中，采用无抗药性标记转化方法，转化

子筛选采用羧肽酶 Y活性验证方法进行筛选。该方法
要求对转化后菌株进行传代培养，以稀释蛋白酶 B造
成的影响。通过本论文提供的平板影印工具避免了传

统平板复印方法的缺陷，进行 3轮平板复印进行传代，
顺利地实现了转化子大规模筛选。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器：N-Acetyl-DL-phenylalanine 
β-naphthyl ester，购自 Sigma公司; Fast Garnet GBC，
购自 Sigma 公司；pRS403 质粒购自美国 ATCC；凝
胶回收试剂盒购自 TaKaRa 公司；其他试剂均为国产

分析纯。微量核酸蛋白定量仪购自 Backman公司。 
1.1.2  菌种：工业酿酒酵母（Saccharomyces cere-
visiae）NSLA112为本实验室保存的啤酒生产菌种。 
1.1.3  平板影印工具：改进的平板影印工具为自制。 

1 . 1 . 4   无效等位基因合成引物及检测引物 :  由
Invitrogen公司合成，序列为：5′-CTGGCTCCTCTC- 
GTGTCCACTGCACAATTCAACCCAGACGAGATT-
TACTGAGAGTGCAC-3′; 5′-AGTCCAAAGCTGGG- 
GACTTGCCACCACCAAGCGACATATTCTGTGCG- 
GTATTTCACACCG 3′。 
1.2  无效等位基因制备 

通过上述引物，以 pRS403质粒为模板，结合 PCR
方法合成酿酒酵母蛋白酶 A的无效等位基因，参照文
献[2]方法进行扩增。通过凝胶回收试剂盒将上述无效
等位基因纯化和回收，回收产物通过微量核酸蛋白定

量仪确定浓度。 

1.3  基因导入 
通过电转化方法将该基因导入野生型酿酒酵  

母细胞中，利用酵母自身的同源重组功能进行蛋白酶

A 基因的置换，形成转化子，参照文献[3]方法进行  
操作。 



658  Minjun Xu et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(5) 

  

 

1.4  羧肽酶 Y 活性验证方法进行转化子筛选 
该方法是冷泉港实验室推荐的通过酵母细胞生

理反应进行筛选和检测的方法[1]。其原理是：在酵母

细胞中羧肽酶 Y 和蛋白酶 B 均需要蛋白酶 A 激活，
在野生型菌株中羧肽酶 Y 和蛋白酶 B 均具有正常活
性，而在蛋白酶 A 基因缺失的转化子中，羧肽酶 Y
和蛋白酶 B将保持在前体状态; 因此虽然细胞中仍然
可能存在少量有活性的蛋白酶 B和羧肽酶，但数量有
限，通过平板影印传代 2~3次就可以消除残存的活性
蛋白酶 B和羧肽酶 Y的影响。  

对电转化方法完成外源基因导入的酿酒酵母细

胞进行梯度稀释涂布 YPD平板，30℃静置培养 2 d，
然后利用平板影印方法传代 2次，将溶解于二甲基甲
酰胺中的 N-Acetyl-DL- phenylalanine β-naphthyl ester
倾倒于平板表面使之完全覆盖细胞，静置 10 min 待
二甲基甲酰胺渗透到细胞中，用新鲜 Fast Garnet GBC
溶液冲刷表面，显色 5 min。野生型细胞中的羧肽酶
将切割 N-Acetyl-DL-phenylalanine β-naphthyl ester的
酯键，游离的β-萘酯与重氨盐 Fast Garnet GBC反应
产生一种不溶性的红色沉淀 ; 而转化子则因为羧肽
酶为前体状态将不产生显色反应，菌落呈现黄色或粉

红色。倒出染色液，用无菌水冲洗平板表面 2次以便
更好的观察颜色变化。 

2  结果和分析 

2.1  传统影印方法的优缺点分析 
1952 年 Lederberg 发明了平板影印（Replica 

plating）方法[4]。1953年 Lechevalier等使用该方法进
行了抗药菌株筛选[5]。其基本原理是首先在完全培养

基琼脂平板上制备密度适当的菌落。将灭菌丝绒绷在

一个比培养皿稍小的圆柱上，然后将平板倒扣于其上

并使压，原平板的菌落转移到丝绒上面。以此为蓝本，

将含相应抗生素或处理因子的平板重复扣于绒布上

同时使压，将菌落转移至该平板形成一系列子板。自

产生以来由于前人在应用过程中不断尝试做了一些

改进，平板影印法逐渐演变成为微生物研究的常规手

段。但其原理基本上还是建立在最初的影印方法基 
础上。 

传统影印方法的缺陷主要表现为：①只适合于菌

落密度小的平板。在平板影印过程中，为了保证母板

菌落转移至丝绒上，需要使压，菌落会被压平，造成

面积扩大，从而在子板上形成接近扁平的菌苔样菌

落。细菌密度稍高一些或分布不均匀，就会造成边缘

菌落间污染。②对于生长较快、体积较大的菌落和生

长较慢、体积较小的菌落影印效果不同，照顾后者将

使前者受压过大。③由于边缘部分比中央部分容易受

力，所以边缘部分比中央部分易于影印；基于同样的

原因，为了照顾平板中间菌落的影印效果，往往造成

边缘菌落受压过大，而变成了扁平的菌苔。这种情况

在影印第二版时尤甚。④另外，影印要求较高质量的

丝绒。不仅价格较贵，而且每次都需要将绒布或其他

影印介质取出并固定于圆柱面上，既增加了操作步骤

又增加了污染的可能性。 

2.2  本论文设计的影印平板工具 
本实验室设计了一种经济简便的影印方法，与传

统平板影印方法有着质的区别，不仅克服了上述缺

点，使影印操作更为简便，无须任何中介材料，减少

了污染的可能性。而且效果清晰，几乎达到与母板相

同的生长状况。 
该影印平板工具是将大量竹签捆扎成与平皿内

盖直径相近的捆，将来接触菌落的面整平，背面涂胶

粘于平皿内盖，60℃过夜烘干，灭菌后使用（图 1）。
将该工具与细菌接触的一面向上平放在超净台上，打

开上盖，即可用于影印。如果有多个平板需要影印，

可在第一次影印结束后，将牙签尖部在 75%乙醇中浸
泡 2 min，轻轻甩去过多的无水乙醇，在超净台上吹
干 5 min即可重复使用。也可以制备多套，统一灭菌。 

 

图 1  本文讨论的影印工具 
Fig. 1  the improved replica plating tool. 

其复印的基本原理等同于单根牙签的接种原理；

影印效果等同于单根牙签的接种效果（图 2）。从图 2
可以看出，子板上的菌落形成与母板菌落类似的圆

形，未见菌苔状扩散，由此也就避免了菌落间相互污

染；母板上没有菌落的地方，在子板上不会形成菌落，

而是一些小的凹坑（参加图右上部），表明影印是高
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效和精确的。捆扎在一起的牙签尖端间距 1 mm左右，
对于生长 1∼2 d的菌落非常合适。我们用该工具取得
的影印效果明显好于传统影印方法。 

 

图 2  本文讨论的影印工具—— 影印效果 
Fig. 2  replicating plate by the improved tool. 

2.3  通过上述平板影印工具进行转化子大规模筛选 
如果只有少数几个菌落需要检测，进行平板复制是

比较简单的。如果需要检测大量菌落，提高每个平板的

细菌数量不失为经济有效的检测策略。而当菌落密度较

高时，传统的平板影印工具显然不能满足要求。因为细

菌密度高间距很小时，菌落稍被压平就将导致菌落间的

污染。此时，本文讨论的平板影印工具就比较符合要求，

可以实现菌落转化子的高通量筛选。  
在本实验室进行酵母菌检测的过程中，我们使用

上述工具成功地进行了平板影印和传代，并进行转化

子大规模筛选。对通过 PCR 方法合成的无效等位基
因进行切胶回收，微量蛋白核酸定量仪定量后，取   
3 μL电转化 25 μL预先经 LiAc和 DTT处理的野生型
酿酒酵母细胞。转化液经 1 mL液体 YPD培养基回收，
按 10−3稀释后涂布 YPD平板，30℃倒置培养 2 d，然
后利用该平板影印工具复印至新的 YPD 平板传代 3
次，每次均倒置于 30℃倒置培养 2 d，最后一次进行
羧肽酶 Y活性验证（图 3）。 

其中图 3-A是利用该影印工具进行传代 3次后进 

 

图 3  转化子大规模筛选 
Fig. 3  mass selection of transformants. A:first mass selec-
tion;B:second selection;C:clones suitbale for PCR test. 

行大规模羧肽酶 Y 活性验证，一次筛选了近 10000
个菌落；图 3-B，C 是在显色反应完成后将潜在的转
化子转移接种至新的 YPD 平板，二次显色反应进行
确认。通过 PCR 方法对上述菌落进行基因扩增和测
序，最终确定目标转化子（照片未附）。 

2.4  该影印工具优缺点分析 
2.4.1  优点分析：①材料经济，制作工艺简单；影印

操作也很简单：打开培养皿上盖，即可影印。无需其

他中介材料。减数了操作步骤，降低了污染可能性。

②对平板边缘菌落和中央菌落影印效果相同，对于大

菌落和小菌落影印效果相同（图 2）。例如，当将平板

覆盖在该影印工具上时，就可以使牙签的尖部扎入所

有菌落内，而无需考虑菌落大小。在影印时轻轻使压，

就可以保证平板的任何部位（边缘或中央）与所有的

带菌牙签尖部接触，由此完成影印。③影印效果好。

不仅不会将原始菌落压平，而且在子板上形成的菌落

是与母板菌落类似的圆形，不会形成菌苔状扩散，由

此也就避免了菌落间相互污染；无论影印几版，皆不

会使菌落扩散。生长完成的菌落跟母板几乎完全相同

（图 2）。 

2.4.2 缺点及解决方法：该工具存在的缺点包括：对

于培养超过 2 天的菌落（如酵母菌），其菌落直径如

果大于 2 mm，可能导致一个母板菌落形成 2个子板

菌落。但对于大肠杆菌而言，由于菌落体积通常在小

于 2 mm范围，所以在通常情况下这种影响不大；对

于其他细菌，如酵母菌，或霉菌，适当控制其生长时

间就可以避免上述情况的发生。 

除此之外，由于材料是用竹签制作，灭菌多次之

后竹签会变的较脆弱。根据本实验室前期操作实验发

现，如果竹签质量较好，一套类似的复印工具可以连

续灭菌 10 次左右，而不影响使用。另外，如果批量

生产，材料换成钢铁类则可以大大简化操作及长期  

使用。 
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An improved replica plating method and its application to the 
high-throughput selection of transformants  
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Abstract: [Objective] To make a simpler and highly efficient replica plating tool to avoid the limitations of the traditional 
method. [Methods] A number of bamboo-toothpicks was sheaved to form a bundle with diameter close to the plate diameter. 
The sheaved bamboo-toothpicks were used for replica-plating. [Results] This replica plating tool was successfully used for the 
screening of Saccahromyces cerevisiae transformants. [Conclusion] Compared with the traditional tool, this tool was simpler 
and highly efficient.  
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答 作 者 问 

问: 我想发表一篇关于生物降解的文章, 菌株是自己筛选的, 现在只做了 16S rDNA 的鉴定(自己实验室), 请问必须要到相

关部门(如北微所)做生理生化鉴定并具备有效国家证明才能在贵刊发表该菌株的相关文章吗？ 

答: 对于您提出的问题, 编辑部分 3 点回答您, 请您作参考。 

(1) 关于菌种鉴定的文章必须两个要点, 要么是新种, 要么是已知菌但是要有新的特殊的应用价值。 

(2) 如果您实验室筛选到了一株菌 , 并发表文章 , 不必到权威部门再做测试 , 只是你们实验室的结果就行 , 但是如果是新

种必须满足以下两条: 一是作一下 16S rDNA 的鉴定, 二是要在两个国家以上的菌种保藏中心进行保藏。 

(3)  2004 年 11 月, 本刊主编建议: 为了使我国的研究成果得到国际公认, 建议作者将发现新种的研究报告尽快改投国外

期刊“IJSEM”, 以取得公认。待发表后, 再告知本刊, 由《微生物学报》将此消息公布。 
 
 
问: 如何构建系统发育树? 

答: 构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位, 应使用正确的方法重新构树, 制作方法如下: 
(1) 将鉴定菌的 16S rRNA 序列递交 GenBank, 用 Blast 软件搜索相似的 16S rRNA, 然后一起构树。 

(2) 构建树时采用能反应分支长度的软件 (如 NJ 法), 并用 Boostrap 值分析分支聚类的稳定性。 

(3) 系统发育分析应该用国际上较为通用的一些建树方法, 如 Neighbour-Joining 等, 这样结果就更为可靠, 更直观。 

(4) 请严格按照下列具体要求写作[参见: 微生物学报, 2004，44(2): 143.] 
①系统树中: 菌名应列出全称, 且属和种名应斜体; 名称后再加括号, 其内含序列号。 

②图注(本刊的图注全部采用英文写作): 应表明“树”上所有的内容, 包括: 括号中的序号、分支点上的数字涵义、0.01
代表的意义。 

③作图要求: 文件格式为*.Tif ; 分辨率为 600 线; 字体为“Time New Roman”,字号为 7 磅。 
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