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干酪乳杆菌 LC2W最优电转化条件的建立 

任  婧*, 李  楠, 陈  臣, 董懿樱, 刘振民 
(光明乳业研究院 乳业生物技术国家重点实验室, 上海  200436) 

摘  要: 目的  建立干酪乳杆菌 LC2W 电转化的最优条件。方法  研究了不同质粒、细胞壁弱化剂浓度、电

场强度、复苏时间以及质粒浓度对电转效率的影响, 通过单因素轮换法进行了逐一优化。结果  经过对乳杆菌

感受态制备及电转过程中各因素的考察, 得到最佳的参数条件为: 添加 1 %甘氨酸作为细胞壁弱化剂制成感受

态细胞, 电场强度为 10 kV/cm进行高压电击后, 复苏 3 h, 质粒浓度为 200 ng/μL时, 能够达到最高的电转效率

为 1.25×106 CFU/μg DNA。结论  经优化后, 获得了较高的转化水平, 可用于指导多种乳杆菌的高效电转, 并

且为下一步的 LC2W菌株改造和基因功能探究奠定了基础。 
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Establishment of genetic transformation system for Lactobacillus casei LC2W 

REN Jing*, LI Nan, CHEN Chen, DONG Yi-Ying, LIU Zhen-Min 
(Dairy Research Institute, Bright Dairy & Food Co., Ltd., State Key Laboratory of Dairy Biotechnology, 

Shanghai 200436, China) 

ABSTRACT: Objective To establish a genetic transformation system of Lactobacillus casei LC2W.   
Methods On the basis of single factor experiments, the effects of operating conditions, such as different 
plasmids, concentration of cell wall weakening agent, strength of electric field, recovery time, and plasmid 
concentration were investigated. Results The optimized parameters for electransformation were as follows: 
concentration of glycine used as cell wall weakening agent 1%, strength of electric field 10 kV/cm, recovery 
time 3 h, plasmid concentration 200 ng/μL. The high-efficient electransformation was reached at 1.25×106 
CFU/μg DNA. Conclusions A high-efficient electransformation system was estabolished, which could be 
used as a protocol for other Lactobacilli and the basis for genetic modification of L. casei LC2W. 
KEY WORDS: Lactobacillus casei; electransformation; genetic transformation; cell wall weakening agent; 
strength of electric field 
 
 

 
 

1  引  言 

乳杆菌是一类重要的革兰氏阳性菌, 也是公认

的具有较高经济价值的食品级微生物, 已广泛应用
于食品、轻工业、医药、饲料等多个领域[1-4]。作为

人和动物体内重要的正常生理菌群, 乳杆菌定殖于
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肠道等部位, 起到维持体内微生态平衡和健康的作
用[5,6]。此外, 作为一般认为安全(generally recognized 
as safe, GRAS)的微生物, 乳杆菌还常常被作为疫苗
的抗原递送载体, 进行重组蛋白的表达[7-9]。因此, 利
用现代遗传工程技术对乳杆菌进行分子改造和遗传

操作正受到越来越多的关注[10,11]。乳杆菌的遗传转化

是限制其遗传操作的关键因素, 制约着其外源基因
表达、基因功能鉴定和代谢机制的研究。 

干酪乳杆菌 LC2W 是本实验室前期分离得到的

一株功能性益生菌, 其发酵液中具有能够降低血压
的胞外多糖成分[12]。为了研究其胞外多糖合成途径

中相关基因的功能, 以及胞外多糖合成的调控机制, 
必须建立方便、快速、高效的遗传转化系统。目前乳

杆菌的转化方法主要有原生质体转化法和电转化法

两种。前者由于操作步骤复杂、耗时长、遗传稳定性

差等缺点逐步被淘汰。自 1987年, Chassy等[13]首次

报道对干酪乳杆菌的电转化以来, 越来越多的研究
者[14-17]对不同种乳杆菌的电转条件进行了探索。利用

高压脉冲电流可以使细胞膜发生瞬间的可逆性穿孔, 
外源 DNA穿过细胞膜而转移到细胞中。经过一定条
件复苏后, 细胞膜上的孔径将重新封闭, 防止胞内物
质外流。然而由于乳杆菌属于革兰氏阳性菌, 细胞壁
厚, 外源 DNA 很难进入细胞, 导致电转效率低, 重
复性不高, 严重限制了对其基因水平的研究。 

本研究探讨影响乳杆菌电转化效率的诸多重要

因素, 如细胞壁弱化剂、电场强度、复苏时间、质粒
DNA 浓度, 得到了较高的电转化效率, 为今后的干
酪乳杆菌 LC2W遗传操作提供一定的依据。 

2  材料与方法 

2.1  菌株和质粒 

干酪乳杆菌 LC2W(CGMCC NO. 0828)、大肠杆
菌 DH5α 由本实验室保藏。pIB184 质粒由中国科学
院上海生命科学研究院杨晟研究员惠赠。pSIP403由
Dr. Lars Axelsson惠赠。上述两种质粒均为红霉素抗
性, 在大肠杆菌 DH5α 中工作浓度为 200 μg/mL, 在
干酪乳杆菌 LC2W中工作浓度为 10 μg/mL。 

2.2  主要仪器 

Eporator 电转化仪(德国 Eppendorf 公司); Lab-
conco二级生物安全柜(美国 Labconco公司); A35厌
氧工作站(英国 Don Whitley Scientific 公司); Bio-

Photometer plus 核酸蛋白测定仪(德国 Eppendorf 公
司); NanoDrop 2000C分光光度计(美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司); Eppendorf 5424R 冷冻离心机(德国
Eppendorf公司)。 

2.3  培养基和缓冲液 

MRS 培养基(德国 Merck 公司)用于干酪乳杆菌
LC2W的培养; MRS平板培养基(含红霉素 10 μg/mL)
用于转化子的筛选和计数; 电击缓冲液为 30%聚乙
二醇 (PEG, 分子量 1500); 复苏培养基组成为 : 
MRS+500 mmol/L蔗糖+20 mmol/L MgCl2+2 mmol/L 
CaCl2。 

大肠杆菌的培养使用 LB 培养基(每升含有 10 g
胰蛋白胨、5 g酵母浸提物、10 g NaCl)。所用试剂均
为分析纯或化学纯。 

2.4  实验方法 

2.4.1  质粒提取 
大肠杆菌质粒用购自天根生化科技(北京)有限

公司的质粒提取试剂盒抽提, 用 NanoDrop 2000C分
光光度计测定质粒浓度。 
2.4.2  干酪乳杆菌 LC2W 感受态制备 

将 MRS 平板培养基上新鲜活化的单菌落挑至 5 
mL MRS液体培养基, 37 ℃静置过夜(约 16 h); 按 2%
的接种量转接至 100 mL 含 1%甘氨酸的MRS培养基, 
37 ℃静置培养至 OD600约为 0.8(约 4.5 h); 将菌液冰
浴 15 min, 然后 4 ℃、5000 g离心 10 min收集菌体; 
用 100 mL冰冷的 30 % PEG洗涤 3 次; 用 1 mL冰冷
的 30 % PEG重悬菌体, 分装成每管 100 μL, -80 ℃保
存待用。 
2.4.3  电转化 

取 5 μL质粒与 100 μL感受态细胞混合, 转移到
预冷的 0.1 cm 电击杯(美国 BioRad 公司)中, 冰浴 5 
min, 使用电转化仪在 1 kV电压下进行电击。电击完
毕后迅速加入 1 mL复苏培养基, 37 ℃静置 3 h; 取
100 μL菌液稀释至适当浓度, 涂布筛选平板。37 ℃
培养 48 h, 记录转化子数目并计算转化效率。以不加
质粒的感受态电转作为阴性对照, 其余操作均相同。
同一条件做 3 个平行样, 取平均值作为结果。 

3  结果与讨论 

3.1  不同质粒转化 LC2W 

pIB184 和 pSIP403 质粒分别为组成型和诱导型
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过表达质粒, 前者含有 P23 启动子, 能在菌体生长过
程中过表达插入基因, 而后者含有 Pspp启动子, 需要
添加 sakacin P进行诱导表达。这两种质粒均为能够
在乳杆菌中自主复制的游离质粒, 但是由于质粒大
小、复制原点和拷贝数目的不同, 可能导致转化效率
的差异。经过电转干酪乳杆菌 LC2W, 两者的转化效
率分别如表 1所示。由此可见, pIB184在 LC2W中的
转化效率更高, 此后电转均以 pIB184 进行。并且在
本实验中, 阴性对照平板均未长菌落, 说明红霉素抗
性平板筛选准确可靠。 

表 1  不同质粒转化 LC2W 的比较 
Table 1  Comparison of different plasmids on the 

transformation of LC2W 

质粒名称 转化效率(CFU/μg DNA) 

pIB184 1.25×106 

pSIP403 1.48×105 

 

3.2  不同甘氨酸浓度对电转效率的影响 

革兰氏阳性菌的细胞壁结构中含有大量丙氨酸, 
而甘氨酸与丙氨酸结构相似, 仅缺少一个甲基。有研
究[18]证明, 培养基中的甘氨酸能够被细胞不加识别
的摄入, 用于构建细胞壁, 然而由于缺少一个甲基, 
这种情况下形成的细胞壁呈松散结构, 有利于外源
大分子进入细胞内。正是基于这一原理, 本实验在制
备感受态的培养基中添加不同浓度的甘氨酸 (0、
0.3%、1.0%、3.0%), 以期获得较高的电转效率。 

在不添加甘氨酸的情况下, LC2W 电转效率较

低。随着甘氨酸添加量的增加, 电转效率呈先上升, 
后下降的趋势。原因可能是低浓度的甘氨酸在不影响

菌体生长的情况下, 有利于形成松散的细胞壁结构, 
而甘氨酸的过量添加, 导致菌体无法正常生长, 过低
的菌体浓度影响了转化效率。因此, 本实验中最佳甘
氨酸添加量为 1%, 详见图 1。 

3.3  不同电场强度对电转效率的影响 

电击转化时, 瞬时的高压电场能够促使细胞膜
可逆性的产生孔洞, 短时间内增加通透性, 使得外源
分子能够渗透入细胞。电场强度过高时, 胞内物质过
度渗漏, 导致细胞死亡。过低时, 细胞膜迅速修复, 
外源物质来不及渗入[14]。本研究考察了不同电场强

度(7.5、10.0、12.5、15.0 kV/cm), 对电转效率的影响。

在一定范围内, 电转效率与电场强度呈正比; 而超过
一定限度, 高压电场造成的损伤无法修复, 导致转化
效率的下降。因此 , 本实验中最佳电场强度为 10 
kV/cm, 详见图 2。 

3.4  不同复苏时间对电转效率的影响 

经过瞬时的高压电击后, 细胞需要经历一段复
苏修复的的过程。复苏时间太短, 细胞膜来不及修复, 
菌体无法正常生长。复苏时间太长, 由于缺少相应抗
生素的筛选压力, 容易造成质粒的丢失[14]。本研究选

取了高压电击后, 复苏 1、3、6 h, 考察其对电转效率
的影响。对于 LC2W 来说, 最佳复苏时间为 3 h, 详
见图 3。 

 

图 1  甘氨酸浓度对电转效率的影响 
Fig. 1  Effect of glycine concentration on the transformation 

efficiency 

 

图 2  电场强度对电转效率的影响 
Fig. 2  Effect of the strength of electric field on the trans-

formation efficiency 
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图 3  复苏时间对电转效率的影响 
Fig. 3  Effect of recovery time on the transformation efficiency 

 

3.5  不同质粒浓度对电转效率的影响 

在转化条件和感受态细胞数目一定的情况下 , 
DNA 的浓度对转化效率有一定影响[16]。本研究比较

了经试剂盒直接提取的质粒(200 ng/μL)与经乙醇沉
淀浓缩后的质粒(1000 ng/μL)电转化时的效率, 发现
两者几乎相同(表 2)。说明对于现有的转化条件来说, 
1 μg/μL的 DNA添加浓度已经达到饱和。 

表 2  不同浓度质粒对电转效率的影响 
Table 2  Effect of plasmid concentrations on the 

transformation efficiency 

质粒浓度(ng/μL) 转化效率(CFU/μg DNA) 

200 1.25×106 

1000 1.14×106 

 

4  结  论 

本研究对电转过程中的多个关键因素进行了考

察, 获得了较高的转化水平。经优化后的方法可用于
指导多种乳杆菌的高效电转 , 并且为下一步的
LC2W菌株改造和基因功能探究提供一定依据。 
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