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摘要　以经理化诱变选育的多杀菌素高产菌株刺糖多孢菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）ＣＢ１１为受
体菌，将具有安普霉素（ａｐｒａｍｙｃｉｎ）抗性标记的整合型载体ｐＳＥＴ１５２作为质粒供体，研究了制备刺
糖多孢菌感受态细胞时菌体的生长阶段、质粒ＤＮＡ浓度、电场强度等因素对电转化效率的影响，
结果表明，在菌体培养４８ｈ至对数中期制备感受态，电场强度为１２ｋＶ／ｃｍ，最小ＤＮＡ浓度为０．１μｇ
时可获得最高的转化效率，转化子的安普霉素抗性基因的 ＰＣＲ扩增及抗性稳定性实验从分子水
平及细胞水平验证了ｐＳＥＴ１５２质粒能整合在刺糖多孢菌的基因组中并能稳定遗传，所有结果表
明所建立的刺糖多孢菌电转化体系是行之有效的。
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　　刺糖多孢菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）最初是由礼

来研究所的科研人员１９９０年从加勒比海地区采集的

土壤中分离到的一株能产生杀虫活性物质的放线

菌［１］。该菌株经有氧发酵能产生一系列多杀菌素类物

质，其中主要活性成分为多杀菌素 Ａ（ｓｐｉｎｏｓｙｎＡ）和多

杀菌素Ｄ（ｓｐｉｎｏｓｙｎＤ）［２］。多杀菌素作为生物杀虫剂兼

具化学农药的速效性和生物农药的安全性，由于其具

有低毒、低残留、对非靶标生物安全、自然降解快等优

点，从而多次获得美国“总统绿色化学品挑战奖

（ＰｒｅｓｉｄｅｎｔｉａｌＧｒｅｅｎＣｈｅｍｉｓｔｒｙＣｈａｌｌｅｎｇｅＡｗａｒｄ）”［３］。

　　目前，刺糖多孢菌中多杀菌素生物合成基因簇已

经被成功克隆和测序，研究人员通过阻断突变株互补

实验，初步阐明了其生物合成和调控的分子机理［４５］。

通过基因工程技术提高多杀菌素的产量和开发新型的

多杀菌素衍生物成为未来的研究方向，因此建立简单、

高效的刺糖多孢菌遗传转移体系就显得非常必要。由

于刺糖多孢菌具有较强的限制性修饰系统，致使外源

ＤＮＡ很难导入。为了避开刺糖多孢菌的限制性修饰作

用，Ｍａｔｓｕｓｈｉｍａ等［６］于１９９４年用经过刺糖多孢菌无细

胞提取物体外修饰的质粒转化刺糖多孢菌原生质体，

成功地通过ＰＥＧ介导的原生质体转化法将质粒转入到

刺糖多孢菌中，同年又通过接合转移法，成功将质粒转

入刺糖多孢菌［７］中，但这两种方法操作相当复杂，本实

验室经多次尝试，转化效率都较低。电转化法作为一

种常规的外源ＤＮＡ转移方法，具有操作简便、快速、转

化效率高等优点。电转化法在放线菌基因操作中已有

许多 成 功 的 应 用，变 铅 青 链 霉 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｌｉｖｉｄａｎｓ）［８］、阿维链霉菌（Ｓ．ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）［９］、红色糖多孢

菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｅｒｙｔｈｒａｅａ）［１０］、小小链霉菌（Ｓ．

ｐａｒｖｕｌｕｓ）［１１］、酒红链霉菌（Ｓ．ｖｉｎａｃｅｕｓ）［１１］、龟裂链霉菌

（Ｓ．ｒｉｍｏｓｕｓ）［１２］等都有成功的报道。本研究尝试建立刺

糖多孢菌的电转化方法，利用电转化将链霉菌整合型

质粒ｐＳＥＴ１５２［１３］导入到刺糖多孢菌中，并在分子水平

上对电转化子进行验证，同时检测质粒 ｐＳＥＴ１５２在电

转化子中的遗传稳定性。

１　材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　菌株和质粒　电转化受体菌株刺糖多孢菌

（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）ＣＢ１１为国家粮食局科学研究

院发酵生物技术实验室经理化交替诱变选育获得的多杀
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菌素高产菌株，－７０℃保存。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）

ＥＴ１２５６７为去甲基化菌株。ｐＳＥＴ１５２质粒为大肠杆菌链
霉菌穿梭型整合质粒，含有安普霉素抗性基因ａｃｃ（３）ＩＶ，
ｐＵＣ１８复制子，接合转移位点（ｏｒｉＴ）及噬菌体ΦＣ３１的
整合酶基因（ｉｎｔ）和整合位点（ａｔｔＰ）。
１．１．２　培养基　刺糖多孢菌 ＣＢ１１的固体培养基为
ＧＹＭ［１４］，液体培养 基为ＴＳＢ，大肠杆菌培养基为ＬＢ［１５］。
１．１．３　主要试剂和仪器　限制性内切核酸酶，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰｓ，１ｋｂＭａｒｋｅｒ，ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ均购
自大连ＴａＫａＲａ公司；安普霉素购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，

Ｍｕｌｔｉｐｏｒａｔｏｒ多功能细胞电穿孔仪，５８１０Ｒ台式高速冷冻
离心机，ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅＰ梯度型 ＰＣＲ仪均为德国
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产，电泳仪为北京六一仪器厂生产。
１．２　ＤＮＡ基本操作
　　大肠杆菌中的质粒ＤＮＡ提取参照碱裂解法［１５］，刺

糖多孢菌总 ＤＮＡ提取采用链霉菌基因组的提取方
法［１６］。ＤＮＡ的定量是将质粒 ＤＮＡ经０．８％琼脂糖凝
胶电泳，１ｋｂＭａｒｋｅｒ为定量标准，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ系
统对质粒进行定量，并用ＴＥ稀释成不同浓度。安普霉
素抗性基因的ＰＣＲ引物为ＡｐｒＦ：５′ＣＴＴＣＧＣＡＴＣＣＣＧＣ
ＣＴＣＴＧＧ３′；ＡｐｒＲ：ＣＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＧＣＧＡＡＡＡＧ，均由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３　感受态细胞的制备
　　实验方法参考《链霉菌遗传操作实验手册》［１６］中
的电转化感受态细胞制备方法并加以改进，将 －７０℃
甘油管中保存的刺糖多孢菌ＣＢ１１在ＧＹＭ平板上活化

后，转接于 ＴＳＢ培养基中，３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养 ３６～
６０ｈ。而后，培养物在４℃条件下４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ
收集菌体，并用１０％的蔗糖溶液和１５％的甘油溶液分
别洗涤１次后重悬于含１００μｇ／ｍｌ溶菌酶的１５％甘油
中，３７℃温浴４０ｍｉｎ，离心后用１５％甘油洗涤１次，最后
用１５％的甘油稀释到１０８细胞／ｍｌ，分装后置于 －７０℃
保存备用。

１．４　刺糖多孢菌电转化方案
　　取一管４０μｌ的刺糖多孢菌感受态细胞，加１μｌ质

粒，混匀后转入预冷的１ｍｍ电转化杯中，设置阴性对照
（只加感受态细胞不加质粒），在 Ｍｕｌｔｉｐｏｒａｔｏｒ多功能细
胞电穿孔仪上（默认脉冲时间为５ｍｓ），选择适当的电
场强度电击，并迅速加入９６０μｌ预冷的ＴＳＢ，静置１０ｍｉｎ
后在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养３ｈ，将菌丝体用 ＴＳＢ按不同
的比例稀释后取１００μｌ涂布于 ＧＹＭ平板上，２０ｈ后用

１ｍｌ含５０μｇ／ｍｌ安普霉素的水溶液覆盖平板，３０℃培养

７ｄ。出发菌株ＣＢ１１在含安普霉素的ＧＹＭ平板上不能

生长，因此在含安普霉素的 ＧＹＭ平板上长出的菌落可

能为阳性转化子。统计转化子数，计算电转化效率。

电转化效率（ＣＦＵ／μｇＤＮＡ）＝转化子数×稀释倍数ＤＮＡ量（μｇ）

２　结　果

２．１　刺糖多孢菌ＣＢ１１对抗生素的敏感性

　　为了确定可能用于刺糖多孢菌 ＣＢ１１进行遗传操

作的抗生素选择标记，分别检测了刺糖多孢菌在 ＧＹＭ

平板上对安普霉素、四环素、卡那霉素、氯霉素和萘啶

酮酸的抗性水平。结果如表１所示，刺糖多孢菌 ＣＢ１１

对安普霉素和四环素比较敏感，在含终浓度为１μｇ／ｍｌ

安普霉素或四环素的平板上生长就已经非常缓慢，对

卡那霉素敏感，在含终浓度为５．０μｇ／ｍｌ卡那霉素的平

板上生长受到抑制。而对氯霉素和萘啶酮酸则有一定

的抗性。

表１　刺糖多孢菌ＣＢ１１对不同抗生素的敏感性

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ

ＣＢ１１ｔｏａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎＧＹＭｍｅｄｉｕｍ（μｇ／ｍｌ）
０．０ １．０ ２．０ ５．０ １０．０ ２０．０

Ａｐｒａｍｙｃｉｎ ＋＋ ＋    
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎ ＋＋ ＋    
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ＋＋ ＋ ＋ ＋  
Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋
Ｎａｌｉｄｉｘｉｃａｃｉｄ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

　　＋＋：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ；＋：Ｓｌｏｗｇｒｏｗｔｈ：Ｎｏｇｒｏｗｔｈ．

２．２　刺糖多孢菌不同生长时期对电转化效率的影响

　　细菌细胞在一定的生长阶段，经过特定处理能够

摄取外源ＤＮＡ的生理状态称为感受态。为确定刺糖

多孢菌制备感受态细胞的最佳生长时期，分别在刺糖

多孢菌培养３６ｈ、４２ｈ、４８ｈ、５４ｈ和６０ｈ后，制备感受态细

胞，将不同生长时期培养物制备的感受态细胞与５０ｎｇ

的质粒ＤＮＡ在１２ｋＶ／ｃｍ的电场强度下进行电转化。

实验结果表明：４８ｈ培养物制备的感受态细胞电转化

效率最高，能达到５．４×１０２ＣＦＵ／μｇＤＮＡ（图１）。

２．３　电场强度对电转化效率的影响

　　采用培养 ４８ｈ的刺糖多孢菌制备感受态细胞与

５０ｎｇ质粒 ＤＮＡ，分别测定了在 １０ｋＶ／ｃｍ、１２ｋＶ／ｃｍ、

１４ｋＶ／ｃｍ、１６ｋＶ／ｃｍ、１８ｋＶ／ｃｍ５种不同电场强度下的

转化效率。结果见图２，在１２ｋＶ／ｃｍ的电场强度下的

电转化效率最高可达２．６×１０３ＣＦＵ／μｇＤＮＡ。当电场

２８
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图１　不同生长时期Ｓ．ｓｐｉｎｏｓａＣＢ１１的电转化效率

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅａｇｅｏｎｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳ．ｓｐｉｎｏｓａＣＢ１１

强度超过１２ｋＶ／ｃｍ时电转化效率随着电场强度增大而

逐渐降低。

图２　不同电场强度下的转化效率

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆ

Ｓ．ｓｐｉｎｏｓａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｅｃｔｒｉｃｆｉｅｌｄｓｔｒｅｎｇｔｈ

２．４　ＤＮＡ浓度对电转化效率的影响
　　采用上述优化的实验条件，刺糖多孢菌经培养４８ｈ
后制备感受态细胞，分别加入不同量的质粒 ＤＮＡ，在
１２ｋＶ／ｃｍ的电场强度下进行电转化。结果见图３，ＤＮＡ
量在０．０１～１μｇ，转化效率随 ＤＮＡ量的增加而迅速增
加，当ＤＮＡ量达到０．１μｇ时，转化效率增加趋势趋于
平缓。

２．５　刺糖多孢菌电转化子的检测和分析
　　ｐＳＥＴ１５２为基因组整合型质粒，在刺糖多孢菌中不
能单独复制，只能整合到菌株的基因组上，通过基因组

一起复制。因此选择刺糖多孢菌基因组中不存在而

ｐＳＥＴ１５２质粒上含有的安普霉素抗性基因 ａｃｃ（３）ＩＶ作
为标记，分别以 ｐＳＥＴ１５２质粒、ｐＳＥＴ１５２电转化子的基
因组ＤＮＡ、出发菌株ＣＢ１１的基因组ＤＮＡ为模板，ＡｐｒＦ
和ＡｐｒＲ为引物进行 ＰＣＲ扩增。结果发现前两者中均
能扩增出７５０ｂｐ的特异性片段而出发菌株 ＣＢ１１的基

图３　质粒浓度对电转化效率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

因组扩增不出该片段。将该片段回收后，与 ｐＭＤ１８Ｔ

载体相连，经测序验证与安普霉素抗性基因序列一致。

由此证实了质粒ｐＳＥＴ１５２已经成功地转入到刺糖多孢

菌ＣＢ１１中（图４）。

图４　ｐＳＥＴ１５２电转化子的ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．４　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｂｙＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｌａｃｃ（３）ＩＶｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＳＥＴ１５２；２：ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＣＢ１１；３～５：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

２．６　刺糖多孢菌转化子的稳定性

　　为检测质粒 ｐＳＥＴ１５２在电转化子中的遗传稳定

性，将转化子在不含安普霉素的 ＧＹＭ平板上连续转接

４次，随机挑取１００个单菌落转接到含有安普霉素的

ＧＹＭ平板上，没有发现抗性消失的菌落。随机选取８

个菌落，经ＰＣＲ扩增和测序验证，结果与电转化子验证

一致。表明ｐＳＥＴ１５２质粒能在刺糖多孢菌 ＣＢ１１中稳

定遗传。

３８
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３　讨　论

　　刺糖多孢菌 ＣＢ１１是本实验室通过常规的理化诱
变育种和抗性筛选得到的一株多杀菌素高产菌株。为

了从分子水平进一步研究多杀菌素生物合成并提高多

杀菌素的发酵产量，需要建立刺糖多孢菌的遗传操作

体系。本实验室曾多次尝试用常规的原生质体转化和

接合转移的方法将自主复制型质粒和整合型质粒导入

到刺糖多孢菌中，但转化效率都较低。基于以上原因，

本研究考察了不同的菌体生长时期、不同电场强度及

ＤＮＡ含量对刺糖多孢菌电转化效率的影响，首次成功
建立了刺糖多孢菌电转化体系。

　　根据本实验室的研究经验，Ｓ．ｓｐｉｎｏｓａＣＢ１１经培养
３６～６０ｈ时处于对数生长期。本研究表明，菌体生长时
期是影响电转化效率的关键因素。当菌体生长４８ｈ达
到对数中期时，转化效率最高，这可能是因为处于对数

生长中期的刺糖多孢菌生长旺盛、细胞壁较薄、外源

ＤＮＡ较易进入、电转化之后细胞恢复能力较强。
　　刺糖多孢菌作为一种革兰氏阳性菌，其细胞壁较
厚，经过溶菌酶处理后，部分细胞壁被溶解，细胞膜裸

露于外界环境中，在瞬间高电压下其通透性增加，同时

摄取外源ＤＮＡ的能力增强，在一定电场强度范围内，
转化率随着电场强度增大而升高，但当电场强度超过

一个峰值以后，继续提高电场强度，转化效率会降低。

这是因为电转化过程中受体细胞要受到一定程度的损

害，当电场强度过大时，受体损害较大，死亡率增加。

　　在一定的质粒 ＤＮＡ浓度范围内，电转化效率随质
粒ＤＮＡ浓度增大近似线性升高，而后趋于平缓。这可
能是因为一定浓度的感受态细胞，在电转化过程中摄

取外源ＤＮＡ的能力是有限的。在相同质粒 ＤＮＡ浓度
情况下，增大感受态细胞浓度或许能提高转化效率。

　　国内外关于刺糖多孢菌遗传转化体系的建立鲜有
报道，这是因为刺糖多孢菌具有非常特别的限制修饰

系统，对外源ＤＮＡ表现出很强的限制性。为避开限制
修饰系统，本实验采用的质粒是提取自去甲基化的大

肠杆菌ＥＴ１２５６７，去甲基化的质粒或许是本实验成功的
原因之一。为验证所建立电转化方法的可行性和有效

性，我们将重组质粒（ｐＳＥＴ１５２∷ｍｅｔＫ）电转化刺糖多孢
菌，ｍｅｔＫ基因主要负责合成硫腺苷甲硫氨酸，该基因的
过量表达会导致硫腺苷甲硫氨酸的大量合成从而影响

次级代谢产物的产生，ｍｅｔＫ基因的 ＰＣＲ扩增和硫腺苷
甲硫氨酸的 ＨＰＬＣ检测结果都与预期结果相符（数据

未报道），进一步验证该电转化方法是可行的；该电转

化方法的建立为有目的定向改造基因，提高基因的表

达水平为改造刺糖多孢菌的生产能力奠定了重要

基础。
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