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摘要:应用 DNA重组技术构建了表达绿色荧光蛋白(GFP)的重组乳酸杆菌.将 pGFP2 质粒中的绿色荧光蛋白基因

切下 ,克隆进表达载体质粒 pThioHisB 的 NcoⅠ和 SacⅠ位点之间 ,构建成重组表达质粒 pThioGFP ,然后转化大肠杆

菌 BL21.从 BL21中提取重组质粒 , 用电击法转化乳酸杆菌 Lac1001 , 当细菌处于 D600 nm为 0.6 的生长期时 , 使用

PEB 作为电击缓冲液 ,对 100 μL体积的细胞悬液在电容 25μF , 电阻200 Ψ,电压 2.2 kV的电击条件进行完整质粒转

化可得到较高的转化率.电击转化后 Lac1001于 LB培养基上呈绿色 ,在荧光透射仪下观察 , 整个菌体发绿色荧光.

构建的重组乳酸杆菌能够稳定表达绿色荧光蛋白.
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Abstract:A recombinant Lactobacillus expressing green fluorescent protein(GFP)gene was constructed using

recombinant DNA techniques.The GFP gene was excised from plasmid pGFP2 and subcloned into expression

vector pThioHisB as an Nco Ⅰ/Sac Ⅰ fragment.The resulting recombinant plasmid was named as pGhisGFP

and then transformed into the BL21 strain of E.coli.The recombinant plasmid pThioGFP was extracted from

the BL21 , and then transformed into Lactobacillus by electroporation.The optimum parameters for electropora-

tion were:D600 nm 0.6 , voltage 2.2 kV , buffer PEB , 100 μL cell volume.The recombinant bacterial grew on

LB plate as green colonies , and the results showed that the GFP gene was expressed stably in the host bacterial

(Lac1001).
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　　绿色荧光蛋白(green fluorescent protein ,GFP)是

海洋中无脊椎动物体内(如水母)的一种天然蛋白 ,

相对分子质量为27 000 ,由 238个氨基酸组成.该蛋

白65 ～ 67位Ser 、Thr 、Gly 3种氨基酸环化加氧形成特

殊的生色团结构.GFP 是生物发光过程中能量转移

的最后受体 ,接受来自动物体内的荧光素酶氧化荧

光素激发态复合物或转移钙依赖光蛋白释放的能

量 ,从而发出绿色荧光.GFP 标记系统具有标记基因

小(约 1 kb),直接肉眼检测荧光 、对细胞安全 、稳定

等优点[ 1] ,已被成功用于微生物定殖[ 2] 、对宿主组织

侵染[ 3] 、微生物动态监测[ 4] 、基因表达调控[ 5 , 6] 等研

究.作为动物肠道内的有益微生物 ,利用表达 GFP

的重组乳酸杆菌 ,不需染色便可直接通过荧光透射

仪分析重组菌与宿主免疫系统相互作用的规律.为
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此 ,本研究将GFP 基因插入表达载体 pThioHisB中构

建成重组质粒 ,然后转化大肠杆菌 BL21 ,最后用电击

法转入乳酸菌 Lac1001.经试验证明 ,本试验构建的

重组菌能够稳定表达绿色荧光蛋白.

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒 　大肠杆菌 BL21 、乳酸杆菌

Lac1001 、pThioHisB 质粒 、pGFP2 质粒由广东省农业

科学院农业生物技术研究所保存.

1.1.2　工具酶 、试剂盒　T4DNA连接酶 、限制性内切

酶等购自 BioLab公司 , 质粒小量提取 、DNA 凝胶回

收试剂盒为杭州维特洁生化技术有限公司产品.

1.1.3　其他生化试剂　酵母抽提物 、蛋白胨为美国

Sigma 公司产品.

1.1.4　电击缓冲溶液 　PEB 液 ,按 Partrizia 等[ 7] 方

法.

1.2　方法

1.2.1　重组 DNA的常规技术　质粒的提取及纯化 ,

质粒的酶切 、连接及回收 ,质粒转化细菌和感受态细

胞的制备均参考文献[ 8]方法进行.

1.2.2　含有GFP 基因重组表达质粒 pThioGFP 的构

建及筛选　将含有GFP 基因的质粒 pGFP2和表达载

体质粒 pThioHisB分别用限制性内切酶 Nco Ⅰ和 Sac

Ⅰ消化(37 ℃ 2 h),经 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳(100

V 、2 h)后 ,切下凝胶中约 791 bp GFP 基因和线性化

的pThioHisB.将切下的 DNA片段用 DNA凝胶回收

试剂盒回收 ,回收的线性化质粒 pThioHisB与 GFP 以

1∶3(物质的量比)混合 ,加入 T4DNA连接酶 ,16 ℃过

夜.连接产物用CaCl2转化法转化大肠杆菌 BL21 ,将

感受态 BL21及转化后的 BL21分别涂布 LB平板 ,37

℃培养过夜 ,观察对照板(感受态 BL21 菌)上无细

菌 ,而转化后的 BL21 LB 板上有细菌.挑取单个菌

落 ,于荧光透射仪下观察 ,有荧光的菌落则为阳性克

隆 ,将其携带的重组质粒命名为 pThioGFP.

1.2.3　重组质粒 pThioGFP 的酶切分析 　小量培养

BL21阳性转化子 ,用质粒小量提取试剂盒制备质粒

DNA ,取 10μL ,用 Nco Ⅰ和 Sac Ⅰ双酶消化 ,同时将

pGFP2及 pThioHisB以相同酶消化(37 ℃2 h),经 10

g/L 琼脂糖凝胶电泳(100 V 2 h)后 ,观察结果.

1.2.4　重组乳酸杆菌 Lac1001的构建　培养大肠杆

菌 BL21阳性转化子 ,从中提取重组质粒 pThioGFP.

使用美国 Bio-Rad 公司的基因脉冲仪(Gene-

Pulser)和脉冲控制器(Pulse controller)进行电击转化.

将 Lac1001单菌落接入5 mL LB培养基中 ,37 ℃振荡

培养过夜.以 10 g/L的接种量转接至 50 mL LB 中 ,

250 r/min摇菌至所需 D600 nm值 ,取下置于冰水浴中

数分钟 ,以4 000 r/min 离心 10 min ,弃上清 ,加入 50

mL 电击缓冲液悬浮 ,洗涤 2次.最后悬浮于 0.5 mL

同一电击缓冲液中.加入 pThioGFP 质粒DNA使其终

质量浓度为 0.25μg/mL ,置冰浴数分钟 ,加入 0.2 cm

的电击杯中 ,设置电击电压 、电容等参数 ,电击完毕

后在杯中加入 1 mL SOC 培养基 ,37 ℃150 r/min 培

养2 ～ 3 h.取 100 μL 涂布于含氨苄(100 μg/mL)的

LB平板上 ,培养 16 ～ 24 h.于荧光透射仪下观察 ,有

荧光的菌落则为阳性克隆.计数阳性转化子并对不

同条件下得到的转化频率进行比较分析.

从 Lac1001阳性转化子中提取重组质粒 ,进行酶

切鉴定.

1.2.5　绿色荧光蛋白 GFP 的稳定性表达　将重组

菌 Lac1001(pThioGFP)用 LB液体和固体培养基过夜

培养 ,观察细菌颜色 ,并将重组菌 Lac1001反复传代

培养 10次 ,于荧光透射仪下观察 ,观察绿色荧光蛋

白GFP 表达的稳定性.

2　结果与分析

2.1　重组表达质粒 pThioGFP的构建与鉴定

表达性质粒 pThioHisB的Ptrc启动子的下游有 1

个多克隆位点 ,用 Nco Ⅰ和 Sac Ⅰ消化后 ,将回收的

GFP 基因定向地插入表达载体 ,构建成融合蛋白表

达质粒 pThioGFP ,转化大肠杆菌 BL21 ,提取重组质粒

pThioGFP ,用 Nco Ⅰ和 Sac Ⅰ双酶消化 , 载体质粒

pThioHisB及 pGFP2 用 Sac Ⅰ酶消化作对照 ,电泳结

果显示:从重组质粒中能切出约为 791 bp 的条带 ,表

明GFP 基因已被克隆入载体质粒中.

2.2　重组乳酸杆菌 Lac1001的电击转化及鉴定

2.2.1　影响电击法转化率的因素　Lac1001的生长

时期对转化率表现出较大的影响 ,当 D 600 nm为0.6时

的转化率最高 ,为 1 μg DNA 获得 3.2×104 转化子 ,

随着 Lac1001培养时间的延长 ,电击转化率反而下

降 ,说明使用处于对数生长期的细胞可以获得较高

的转化效果.电压2.0 kV ,电阻 200 Ψ,电容 25μF ,电

击反应体积 100μL条件下的转化 ,随着 D600 nm增大 ,

转化率也升高 ,当 D600 nm为 0.6时 ,转化率最高 ,达到

1 μg DNA获得 3.2×104 转化子 ,再继续提高 D600 nm ,

则转化率又下降.

用不同体积的细菌细胞做转化 ,发现维持一定

的反应体积对电击转化有一定的影响.用 20μL 细

胞时 ,几乎得不到转化子 ,当体积增大到 50 ～ 200 μL

时 ,就能得到有效的转化.电压 2.0 kV ,电阻 200 Ψ,
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电容 25μF ,电击反应体积 100μL 条件下的转化结果

发现:电击反应体积过高或过低 ,都会影响转化率 ,

当反应体积在 100μL时 ,转化率最高 ,1μg DNA获得

4.8×10
4
转化子.

固定其他参数 ,仅改变电压 ,对乳酸杆菌进行电

击转化 ,转化率随电压的增加而增加.当电压为 2.2

kV即场强为 11.0 kV/cm 时 ,获得最高转化率 , 1 μg

DNA获得 14.8×104 转化子 ,电压继续增加 ,转化率

则急剧下降.这种转化频率随电压的变化 ,说明了较

低的电压不足以将外源 DNA 导入细胞中 ,而电压过

高则会对细胞造成较大的伤害 ,使细胞死亡率过高 ,

有效转化频率反而降低.因此适当的电压也是影响

电击转化效率的关键因素之一.

2.2.2　重组乳酸杆菌 Lac1001的鉴定　将电击转化

子培养后 ,提取重组质粒 pThioGFP ,用 Nco Ⅰ和 Sac

Ⅰ双酶消化 ,载体质粒 pThioHisB及 pGFP2用同样的

酶消化作对照 ,电泳结果表明:从重组质粒中能切出

约为 791 bp的条带 ,表明重组质粒已被导入乳酸杆

菌中.

2.3　重组蛋白的表达

重组菌于 LB 液体中过夜培养 ,菌液呈绿色;重

组菌于 LB 固体培养基上过夜培养 , 菌落亦呈绿色

(图 1),可见GFP 蛋白已在乳酸杆菌中表达.

图1　液体培养基中含 GFP的乳酸菌和未重组乳酸菌的荧光

照片

Fig.1　Recombinant Lactobacillus showing green fluorescence

3　结论

要获得表达 GFP 基因的重组乳酸杆菌 ,建立有

效的基因转化技术是分子遗传研究的必要前提 ,笔

者以乳酸杆菌为对象 ,初步研究了乳酸杆菌高效电

击转化的条件.试验结果发现:用电击法转化乳酸杆

菌 ,当细菌处于 D600 nm为 0.6的生长期时 ,使用 PEB

作为电击缓冲液 ,对 100 μL 体积的细胞悬液在电容

25 μF ,电阻 200 Ψ,电压 2.2 kV的电击条件进行完整

质粒转化可得到较高的转化率.电击其他转化条件

的优化工作正在进行中 ,可望使转化率得到进一步

提高 ,为进一步研究微生态制剂的作用机制打下良

好的基础.
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