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两种消除 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组型质粒的方法
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摘　要：对于工业发酵菌种肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ），研究发现有两种消除其重组型质粒的有效方

法，一种是连续传代培养，另一种是使用消除剂十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）。对 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组菌连续 ２０代传代培

养后，发现其质粒具有较高的消除率；而以 ０２％ ＳＤＳ复合 Ｃａ２＋处理 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组菌，也能有效消除其重组

型质粒，且该方法省却了反复的传代培养，能快速得到质粒消除菌，更具简便易操作性。消除了质粒的 Ｋ．ｐｎｅｕ

ｍｏｎｉａｅ能再次接纳新的质粒，有效避免了因质粒不相容性带来的转化不成功，进而可用作宿主菌积累更多的生理

性状。
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引　言

生理工程是新兴的工业生物技术研究方向，强

调微生物的生理特性对发酵生产的重要作用
［１］
。

工业生物技术一直致力于打造具有最优性能的细胞

工厂。细胞工厂作为一个运营实体
［２］
，其“内部建

筑物”的“建造”过程具有时序性与累积性
［３］
。因

此，一个优良工业发酵菌株的性能是逐渐累积得来

的。质粒作为携带异源基因的主要工具，其存在与

否会对宿主细胞的生理状态造成较大的影响。所

以，重组质粒的导入、消除与再导入将成为生理工程

研究中一项常规实验操作。

质粒消除并非一个新的概念，临床上用于解决

细菌耐药性蔓延的研究已逾 ２０年［４］
。由于不同微

生物生理与结构上的差异，质粒消除的方法各不相

同
［５］
，且多集中于内生型质粒的研究。肺炎克雷伯

氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）具有良好的工业生产潜
能，已被广泛用于研究重组菌发酵生产 １，３丙二醇
等重要化工原料。

本文结合生理工程的研究意义，介绍两种针对

工业发酵菌种 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组型质粒的有效消
除方法，为遗传改造 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ以积累优良生理

性状提供研究方法。

１　实验部分

１１　材料
重组菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＫｐ５３（含重组质粒

ｐＥＴｄｈａＴＫａｎｒ，～６４ｋｂ），Ｋｐ０９０１、Ｋｐ０９０２（含重
组质粒 ｐＥＴａｌｄ４Ｋａｎｒ，～７０ｋｂ），本实验室保存。
质粒ｐＥＴＡＢＫａｎｒ，～９４ｋｂ，本实验室保存。ＬＢ培
养基

［６］
，Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ基本培养基［７］

；十二烷基硫

酸钠（ＳＤＳ），Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；硫酸卡那霉素（Ｋａｎ），北
京欣京科公司；质粒小量快速提取试剂盒，北京博迈

德公司。

琼脂糖凝胶电泳仪、电转化仪，美国 ＢｉｏＲａｄ公
司。ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＴＭ５５００凝胶成像系统，美国安莱公
司。

１２　连续传代法
将菌株接种在无 Ｋａｎ的 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ液体基

本培养基中，３７℃振荡培养，每 １２ｈ传代 １次，连续
传数代。菌液经稀释１０５倍后涂布在 ＬＢ平板上，３７
℃静置培养１２ｈ。随机挑取５０个菌落，用无菌牙签
分别影印至不含 Ｋａｎ与含有 Ｋａｎ的 ＬＢ平板上（Ｋａｎ
工作质量浓度为５０μｇ／ｍＬ），３７℃静置培养 １２ｈ，记
菌落数。

１３　ＳＤＳ法

将菌株接种在含０２％ ＳＤＳ与 Ｃａ２＋的 ＬＢ液体
培养基中，３７℃振荡培养１２ｈ，菌液经稀释 １０５倍后
涂布在 ＬＢ平板上，３７℃静置培养 １２ｈ。将单菌落
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用无菌牙签分别影印至不含 Ｋａｎ与含有 Ｋａｎ的 ＬＢ
平板上（Ｋａｎ的质量浓度为５０μｇ／ｍＬ），３７℃静置培
养１２ｈ。

２　结果与讨论

异源基因的导入会令宿主菌产生复杂的生理效

应
［８］
。对于工业生产菌株而言，为获得具有优良性

能的生产菌株，通常要对宿主菌进行诱变与遗传修

饰，因此获得的菌株较出发菌具有不同的生理特性，

适应性进化得到了累积。如果排除该菌内原有的质

粒，将可用作新的基因工程宿主菌，以便再导入新的

质粒或对其进行新的遗传修饰，进而逐步获得更多

的优良性状。

２１　连续传代培养对质粒消除的影响
由于重组质粒随宿主细胞的分裂而随机分配到

子细胞，因此具有分配不稳定性，可产生无质粒的子

代细胞
［９］
。利用质粒的这一遗传不稳定性可对重

组菌进行质粒消除。为实现重组质粒的消除，对实

验室构建的重组菌 Ｋ０９０１在发酵条件下连续 ２０代
传代培养，考察连续传代培养对质粒消除的影响。

表１显示重组菌的质粒消除率约为 ９６％，可用于消
除 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组菌的质粒。

表 １　传代培养对质粒消除的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｃｕｌｔｕｒｉｎｇｏｎｐｌａｓｍｉｄｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

菌株 对照平板菌落数／个 Ｋａｎ平板菌落数／个

出发菌株 Ｋ０９０１ ５０ ４８

Ｋ０９０１连续传２０代 ５０ ２

然而，反复传代耗时长，增加了污染几率，使菌

株生理特性发生适应性改变；此外，由于细胞群体存

在环境依赖性水平基因转移，无质粒细胞与有质粒

细胞之间存在既相互竞争又相互共存的生存关

系
［１０］
。因此，连续传代培养方法是随机性较大的质

粒消除方法。

２２　ＳＤＳ法消除重组质粒
采用适当方法干扰质粒的复制或者降低质粒的

稳定性是临床上消除细菌耐药质粒的常规策略。据

报道，ＳＤＳ是 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ内生型质粒的有效消除
剂
［１１］
。ＳＤＳ通过改变质粒在细胞膜上的结合位点

而干扰其复制，进而导致其不稳定性分配，达到消除

质粒的目的。

实验室保存菌 Ｋｐ５３是敲除乳酸脱氢酶基因并
经诱变的重组菌，含有重组质粒 ｐＥＴｄｈａＴＫａｎｒ，具

有较好的发酵性能。为消除其中的质粒，将 Ｋｐ５３
用０２％ ＳＤＳ复合 Ｃａ２＋处理，通过平板筛选，随机
挑取失去 Ｋａｎ抗性的菌落，进一步提取其质粒酶切
鉴定，在 ～６４ｋｂ处已不显示原有质粒条带，表明质
粒消除成功，将获得的不含质粒 ｐＥＴｄｈａＴＫａｎｒ的
菌株命名为 Ｋｐ５３Ｅ（图１）。

Ｍ—ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（λＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ）；１—Ｋｐ５３Ｅ

图 １　提取质粒鉴定质粒消除的结果

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

实验中发现，ＳＤＳ方法能够有效消除 Ｋ．ｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ的重组型质粒，消除效率因菌株与内含的质
粒而异，对于 Ｋｐ５３菌株，消除率约为 ３０％，而对于
Ｋ０９０１菌株则不足 １０％。尽管 ＳＤＳ方法的质粒消
除率不高，但省却了反复的传代培养，能够快速得到

质粒消除菌，且操作简便，实际消除效果已足够满足

实验需要。

２３　质粒消除菌重新导入新质粒
为考察质粒消除菌 Ｋｐ５３Ｅ能否接受其他重组

质粒，进一步转化质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ至该新宿主菌，
从 Ｋａｎ平板上随机挑取 ４株阳性克隆菌株，经质粒
提取、酶切后电泳结果显示，阳性克隆包含大小为 ～
９４ｋｂ的质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ，表明该质粒已被成功
转化（图２），质粒的转化效率与正常电转化效率相
当，经发酵培养显示，该质粒的稳定性可满足常规的

发酵培养。

相反，由于质粒的不相容性，未经质粒消除的菌

株 Ｋｐ５３转化质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ后，经质粒提取、酶
切、电泳鉴定仍为原质粒 ｐＥＴｄｈａＴＫａｎｒ（～６４ｋｂ）
（图３）。结果表明，消除了质粒的菌株能够再次接
纳新的质粒，从而有效避免了因质粒不相容性而带
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来的转化失败。

Ｍ—ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（λＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ）；

１～４—再导入质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ（～９４ｋｂ）

图 ２　重组质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ转化质粒消除菌 Ｋｐ５３Ｅ

Ｆｉｇ．２　ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴＡＢＫａｎｒｔｏＫｐ５３Ｅ

Ｍ—ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（λＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ）；１～３—质粒 ｐＥＴｄｈａＴＫａｎｒ

（～６４ｋｂ）；４—对照质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ（～９４ｋｂ）

图 ３　重组质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ转化未经质粒消除菌 Ｋｐ５３

Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴＡＢＫａｎｒｔｏＫｐ５３

此外，利用 ＳＤＳ法又成功消除了另一株菌株
Ｋｐ０９０２的重组质粒 ｐＥＴａｌｄ４Ｋａｎｒ，转化新质粒
ｐＥＴＡＢＫａｎｒ至质粒消除菌株，从 Ｋａｎ平板上随机
挑取３株阳性克隆菌株，经质粒提取、酶切后电泳结
果显示新质粒转化成功（图４）。

Ｃ—对照质粒 ｐＥＴａｌｄ４Ｋａｎｒ（～７０ｋｂ）；１～３—再导入质粒 ｐＥＴ

ＡＢＫａｎｒ（～９４ｋｂ）

图 ４　重组质粒 ｐＥＴＡＢＫａｎｒ转化质粒消除菌 Ｋｐ０９０２

Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴＡＢＫａｎｒｔｏＫｐ０９０２

３　结论

建立了消除 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ重组型质粒的两种
方法，连续传代法与 ＳＤＳ法。用 ０２％ ＳＤＳ复合
Ｃａ２＋处理 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，能有效消除其重组型质
粒，获得的质粒消除菌可再次导入新的质粒，能避免

因质粒不相容性带来的转化失败。与连续传代培养

方法相比，该方法更具简便易操作性。
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