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典型土壤矿物对枯草芽胞杆菌自然转化的影响

刀国华　黄巧云　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　采用化学吸附方法与紫外微量 DNA浓度检测技术,考察恒电荷土壤活性颗粒吸附及固定胞外 DNA
(质粒pHTG)的特点,同时研究不同矿物对枯草芽胞杆菌发生自然转化的影响.不同种类的矿物颗粒对质粒

pHTG的吸附能力不同,其中以针铁矿最强,高岭石次之,蒙脱石则为三者中最弱的.同时矿物的存在会对枯草

芽胞杆菌的自然转化率产生一定的影响,其转化效率随着矿物质量浓度的增加而降低,当矿物质量浓度由

０mg/mL增加至８mg/L时,与对照相比,转化效率下降２个数量级.
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　　在自然环境中,很多细菌种属如假单胞菌属、芽
胞杆菌属、不动杆菌属和链球菌属等都能发生自然

转化[１Ｇ３].转化的成功发生需要２个条件同时存在,
分别是胞外游离的DNA和具有转化能力的感受态

细胞.感受态细胞是指微生物细胞在生长的一定阶

段,通过改变自身的细胞状态,使其具有摄取外源

DNA的能力,这个过程可以自发产生或人工诱

导[４].不同的微生物细胞形成感受态的机制有所不

同.以土壤中典型菌株—枯草芽胞杆菌(Bacillus
subtilis)为例,当细胞生长到对数后期时,可由二元

信号转导系统协同调控一系列相关基因的表达而形

成感受态.二元信号转导系统包括 ComX(感受态

因子)和 CSF(competenceandsporulationfactor,
感受态信号分子)[５Ｇ７].ComX是一种由 １０个氨基

酸组成的胞内信号分子,ComX的前体是一段５５个

氨基酸组成的短肽序列,经过 ComQ蛋白修饰后形

成具有活性的寡肽信号分子[８Ｇ９].ComX 信号分子

的活性由 ComP/ComA 双组分调节系统调控.细

胞在适宜的条件下生长时,ComX 信息素不断分泌

到胞外,当胞外的信号分子累积达到一定浓度后,就
会与 ComP/ComA 双组分调节系统中传感激酶

ComP发生相互作用,导致 ComP 磷酸化,然后进

一步诱导应答调节蛋白 ComA 磷酸化,最终促进

srfA启动子内开放阅读码组 ComS的表达,进而激

活转录因子 ComK.CSF是phrC基因编码的具有

５个氨基酸残基的寡肽信号分子[１０Ｇ１１].它是一种具

有物种特异性的群体感应信号分子,使枯草芽胞杆

菌菌株之间可以通过群体感应来交流环境的变

化[１２].CSF合成以后会被转运出胞外并转变为活

性状态,与寡肽透性酶(由spoOK 编码)发生特异

作用从而重新进入胞内.CSF的主要功能是结合

胞内的脱磷酸酶 RapC并使其失活,导致 ComA 不

能正常磷酸化,保证了sfrA可以持续地转录以启动

感受态晚期基因的表达.在枯草芽胞杆菌整个感受

态形成过程中,CSF作为一种胞外信号分子,决定

了细胞感受态晚期基因是否大量稳定表达.

ComX和CSF胞外信号分子发挥其生物学功

能的一个重要前提是需要在胞外积累到一定的浓

度,同时还需以具有生理活性的形式进入到细胞内.
土壤粘粒矿物等固相颗粒是土壤中的活性组分,会
与细菌分泌的信号分子、胞外酶和多糖等胞外成分

相互作用,从而影响细菌的各项生理活动.如土壤

中的某些微生物可以通过分泌胞外蛋白、多糖等物

质吸附到矿物表面,使细胞具有抵御不良环境变化

的能力[１３].Zobell[１４]研究指出,环境中存在的固相

表面可以吸附营养物质,从而在贫营养条件下可以
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促进吸附于固相表面细菌的生长繁殖.土壤矿物的

存在还会影响细菌的代谢活性,如粘土矿物的存在

对细菌的底物利用、硝化与反硝化作用和呼吸作用

等都会产生影响[１５Ｇ１７].细菌分泌的胞外酶通过氢

键、静电作用和疏水作用很容易被粘土矿物吸附.
吸附通常会降低酶的活性并使酶的最适pH 值明显

向碱性值移动.当 pH 值低于酶的等电点时,带负

电荷的粘土矿物表面和带正电荷的酶会发生强烈的

静电作用,这些作用可能会改变酶的蛋白质构象,从
而使酶失去部分活性[１８].胞外的DNA分子容易被

核酸酶所降解[１９],一般认为土壤中的 DNA 分子不

易发生自然转化,但研究表明,土壤中的 DNA 分子

可吸附于土壤矿物的表面而不易被核酸酶所降解,
进而保留了发生自然转化的能力[２０].而土壤中的

多种因素也会影响 DNA 分子在其表面的吸附过

程,如土壤矿物颗粒的大小、环境pH 值等[２１].可

见,关于细菌细胞本身及细胞分泌物与土壤固相颗

粒互作的研究已有较多涉及,但到目前为止,土壤固

相颗粒的存在对细胞感受态形成影响的相关研究还

鲜有报道.
本研究通过考察枯草芽胞杆菌自然转化效率来

检测质粒pHTG与３种典型矿物(蒙脱石、高岭石

和针铁矿)的相互作用以及３种典型矿物对枯草芽

胞杆菌感受态形成及发生自然转化的影响,揭示枯

草芽胞杆菌在土壤环境中形成自然感受态和发生自

然转化的规律.

1　材料与方法

1.1　菌株与检测用 DNA
供试菌株为枯草芽胞杆菌(B．subtilis)１６８菌

株,检测用DNA 来源于笔者所在实验室构建的革

兰氏阳性细菌表达质粒pHTG(７．７kb),带有kan
和ery 抗性基因及gfp 荧光基因.
1.2　土壤矿物胶体的提取

蒙脱石和高岭石分别购于河南信阳蒙脱石公司

和上海五四化学试剂公司,其纯度为化学纯.胶体

制备过程见参考文献[２２].针铁矿依据 Atkinson
等[２３]方法制备.
1.3　培养基

１０×培养基 A:酪氨酸２g,酵母提取物 １０g,
加９００ mL 去离子水溶解,高压蒸汽灭菌后加入

５０％ 过滤除菌的葡萄糖溶液１００mL,使最终体积

为１L.

１０×枯草芽胞杆菌盐溶液(B．subtilisSalts):
(NH４)２SO４２０g,K２HPO４３H２O１８３g,KH２PO４

６０g,柠檬酸钠 １０g,MgSO４７H２O２g,加水至

１L,高压蒸汽灭菌.
培养基 A:无菌水８１ mL,１０×培养基 A１０

mL,１０×枯草芽胞杆菌盐溶液９mL.
培养基B:培养基 A１０mL,５０mmol/LCaCl２

２H２O０．１mL,２５０mmol/LMgCl２６H２O０．１mL.

LB培养基:称取酵母提取物 ５g,胰蛋白胨

１０g,NaCl１０g,调节pH 至７．５,加去离子水至总体

积１L,高压蒸汽灭菌３０min.

LB固体培养基:１L的 LB液体培养基中加入

１２g琼脂粉,高压蒸汽灭菌.
1.4　矿物与 DNA 的互作

于１０mL的离心管中,分别加入１６００μL１０
mmol/LTrisＧHCl(pH７．０)、５００μL 矿物悬液和

４００μL DNA 溶 液 (使 DNA 终 质 量 浓 度 为 １００

μg/mL).设置正负对照各一组,正对照为２１００

μL１０mmol/LTrisＧHCl(pH 值＝７．０)和４００μL
DNA 溶 液 的 混 合 体 系,负 对 照 为 ２０００μL１０
mmol/LTrisＧHCl(pH 值＝７．０)和５００μL矿物悬

液的混合体系.将实验体系置于２８℃、１８０r/min
处理３０min,然后离心取上清,测定DNA浓度.测

量前以负对照调节仪器空白.DNA 在矿物表面的

吸附量用正对照上清液中的 DNA 残余量减去实验

管上清液中DNA的残余量计算得出.
1.5　DNA 等温吸附数据的 Langmuir 方程拟合

用Langmuir方程拟合吸附等温曲线.方程

为:X＝XmKC/(１＋KC),式中:Xm表示土壤胶体

或矿物胶体对 DNA 的最大吸附量μg/mg;K 是与

吸附结合能有关的常数,mL/μg,C 为平衡液中

DNA的质量浓度,μg/mL.
1.6　 B. subtilis 悬液制备

将枯草芽胞杆菌接种至培养基 A中,３７℃、１８０
r/min条件下测定并绘制细胞生长曲线.记录细胞

生长到对数生长期末端的点,并将此点记为t０;继
续培养９０min,记下此点为t９０;然后取５００μL培养

液到预热至３７℃的培养基B中.３７℃１８０r/min
培养９０min后制备实验所用细胞悬液.
1.7　矿物对 B. subtilis 转化的影响

于１０mL离心管中加入２mL枯草芽胞杆菌感

受态悬液及不同质量浓度的矿物悬液,使终体积为

４mL.３７℃１８０r/min培养３０min后向混合培养

４１
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体系中加入过量的质粒 pHTG,再于 ３７ ℃、１８０
r/min混合培养３０min,最后将培养液涂布 Ery平

板,计数平板长出的菌落形成单位数(cfu).以菌落

形成单位数除以总菌数,获得转化率.

2　结果与分析

2.1　质粒 pHTG 与土壤矿物的互作

１)土壤矿物对质粒的吸附平衡.为获得质粒在

土壤矿物表面的吸附特性,进行了土壤矿物对质粒

的吸附平衡实验(图１),在吸附前１５min,矿物表面

对质粒pHTG的吸附量增幅最大,当吸附进行到１５
min时,其 吸 附 量 已 达 到 最 大 吸 附 量 的 ８７％ ~
９０％.在３０min时,矿物对质粒pHTG 的吸附量

基本达到最大量,此后的吸附量随时间的延长几乎

没有增加.

图１　时间对矿物表面吸附pHTG的影响

Fig．１　EffectoftimeonpHTGadsorptiononminerals

　　２)质粒在矿物表面的等温吸附.为进一步获

得质粒在矿物表面的吸附特性,对数据进行 LangＧ
muir模型的拟合.如图２所示,在供试土壤中,针铁

矿对质粒pHTG的最大吸附量为１０４．８３μg/mg,显
著高于蒙脱石(４．１０μg/mg)与高岭石(７．１４μg/mg).
供试矿物对质粒 pHTG 的吸附等温曲线均符合

Langmuir模型(相关系数R２≥０．９４,P＜０．０１).在

图２　矿物胶体对质粒pHTG的等温曲线

Fig．２　AdsorptionisothermsofpHTGonminerals

吸附体系中,矿物对质粒的吸附量随体系中质粒浓

度的增加而缓慢上升,符合L型曲线特征[２４].

Langmuir模型拟合结果显示,土壤矿物对质粒

吸附的 K 值范围在 ０．０１９~０．８８５ mL/μg 之间

(表１).K 值大说明矿物对质粒pHTG 的吸附亲

和力大.因此,供试的３种矿物对质粒的亲和力大

小顺序为针铁矿＞高岭石＞蒙脱石.
表１　质粒pHTG在矿物胶体表面吸附曲线

的Langmuir拟合相关参数

Table１　Langmuirparametersfortheadsorption

ofpHTGonminerals

矿物

Minerals
K

吸附量/(μg/g)
Adsorptionquantity

R２

蒙脱石

Montmorillonite
０．０１９２ ３．９１ ０．９６

高岭石 Kaolinite ０．２４１０ ６．２５ ０．９４

针铁矿 Goethite ０．８８５０ ３５．２１ ０．９４

2.2　3 种土壤矿物对枯草芽胞杆菌自然转化能力的

影响

　　３种矿物对枯草芽胞杆菌转化效率产生了不同

的影响(图３).随着体系中矿物质量浓度的增加,
枯草芽胞杆菌转化子数目呈现出下降的趋势,原因

可能是矿物对枯草芽胞杆菌形成自然感受态的过程

产生了抑制.当体系中矿物质量浓度 ２ mg/mL
时,枯草芽胞杆菌的转化被抑制程度为:蒙脱石体

系＞针铁矿体系＞高岭石体系,且蒙脱石的转化子

数量显著低于高岭石体系和针铁矿体系.而当矿物

质 量 浓 度 由 ０ mg/mL 增 加 到 ４ mg/mL 和

６mg/mL时,获得的枯草芽胞杆菌转化子数量为:
针铁矿体系＞高岭石体系＞蒙脱石体系.当矿物质

量浓度增加到８mg/mL时,３种矿物体系中的枯草

芽胞杆菌转化子数量与对照相比下降明显,其降幅

图３　矿物对枯草芽胞杆菌转化的影响

Fig．３　EffectofmineralsonthetransformationofB．subtilis

５１
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可达２个数量级,说明矿物对细菌感受态的形成及

转化的发生产生了很大的影响.
表２显示了矿物对枯草芽胞杆菌转化率的影

响.在供试条件下,枯草芽胞杆菌转化率为２．３３×
１０－５,随着３种矿物质量浓度的增加,枯草芽胞杆菌

的转化率都有不同程度的降低,且降幅都达到了

表２　矿物对枯草芽胞杆菌转化率的影响

Table２　EffectofmineralsongenetictransformationrateofB．subtilis

矿物 Mineral
矿物质量浓度/(mg/mL)Mineralsconcentration

０ ２ ４ ６ ８

蒙脱石 Montmorillonite ２．３３×１０－５ １．８５×１０－６ １．４１×１０－６ ９．２５×１０－７ ２．６８×１０－７

高岭石 Kaolinite ２．３３×１０－５ １．４０×１０－５ ３．８６×１０－６ ２．２４×１０－６ ２．０１×１０－７

针铁矿 Goethite ２．３３×１０－５ １．３２×１０－５ ５．６７×１０－６ ３．４２×１０－６ ３．７９×１０－７

９８％以上.

3　讨　论

基因水平转移是普遍存在于环境中的一种细菌

与细菌之间、细菌与高等植物之间的遗传物质交换

现象,有报道称E．coli中有１/１０的基因是通过这

一过程从外界获取的[２５Ｇ２７].而转化作用被认为是自

然界中发生基因水平转移的主要形式[２８].转化作

用的必要条件之一是细胞处于感受态,形成这一阶

段需要细胞自身的调控作用,但很大程度上也会受

到细胞所处环境的影响,而对于通过群体感应这一

途径调控产生感受态细胞的细菌来说,环境对感受

态细胞的影响是不可忽略的.本研究结果显示,在
矿物存在的条件下,枯草芽胞杆菌形成感受态并发

生自然转化的效率受到了一定程度的影响,主要原

因可能是矿物的存在影响了枯草芽胞杆菌的菌体状

态和其分泌产生的感受态相关信号分子,因为矿物

一方面会吸附信号分子,另一方面会影响到信号分

子的生物活性,从而导致枯草芽胞杆菌转化活性下

降.蒙脱石对质粒 DNA 的亲和力最弱,说明其吸

附DNA 量最少,因而游离的 DNA 量相对于其他

２种矿物较多,更加具备发生自然转化的条件,但从

转化实验的结果来看,其转化效率却最低;相反,

DNA吸附能力最强的针铁矿表现出较高的转化效

率,本研究结果从一个方面说明了矿物对枯草芽胞

杆菌转化的影响更多是因为矿物本身对细菌形成感

受态的影响,而不是矿物对游离 DNA 的影响.有

研究表明,环境因素会影响相关群体调控细菌的群

体感应过程[２９Ｇ３０],如 Duan等[３１]对铜绿假单胞菌

(Pseudomonasaeruginosa)在不同环境条件下调控

基因转录的情况进行了研究,发现不同环境条件会

影响铜绿假单胞菌lasIＧlasR和rhlIＧrhlR２个群体

调控系统的基因转录,从而影响菌体的生理活动.
本研究所选用的３种典型矿物蒙脱石、高岭石和针

铁矿的等电点分别为２．５、３．６和９．０,因此,在中性

条件下,蒙脱石和高岭石带有正电荷,且蒙脱石强于

高岭石,而针铁矿则带负电荷.在矿物质量浓度较

低时,虽然３种矿物对枯草芽胞杆菌的自然转化效

率都产生了负面影响,但由于蒙脱石带有很强的负

电荷,对菌体和信号分子的活性影响最大,随着矿物

质量浓度的增加,枯草芽胞杆菌转化率下降,但针铁

矿体系的转化率略高于其他２种矿物,这可能是由

于其带正电荷有助于吸附带负电荷的菌体,从而在

空间上更有利于发生群体调控,但由于矿物对信

号分子的影响占主要因素,所以随着矿物质量浓

度的增加,枯草芽胞杆菌的自然转化率呈现出下

降的趋势.
本研究从枯草芽胞杆菌发生自然转化的角度探

讨了土壤矿物的存在对菌体群体调控的影响,后期

需要更加深入地了解环境因素对菌体群体感应过程

的影响,进一步解析菌体分泌的信号分子与矿物的

相互作用,以期更好地解析环境因素的存在对菌体

群体过程产生的影响.
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Effectsoftypicalsoilmineralsonnatural
transformationofBacillussubtilis

DAOGuohua　HUANGQiaoyun　CHEN Wenli

KeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheadsorptionofextracellularDNA (adesignedplasmid,pHTG)onthesoilactiveparＧ
ticlesandtheinfluencesofthemineralsonthenaturaltransformationofBacillussubtiliswereinvestigaＧ
tedwithchemicaladsorptionandtraceDNAdetectionanalysis．ThetraceDNAwasmixedwiththethree
claymineralsolutionstoclarifytheadsorptioncharacteristicofpHTGonpermanentＧchargesoilactive
particles．TheresultsshowedthattheadsorptionofpHTG weredependentontheminerals．Different
mineralshaddifferentadsorption．The maximum amountofpHTG adsorbed wasintheorderof
goethite＞kaolinite＞montmorillonite．Mineralsreducedthenaturaltransformation．Thetransformation
efficiencywasdecreasedwiththeincreaseofmineralconcentration．When mineralconcentrationinＧ
creasedfrom０．０mg/mLto８．０mg/mL,thetransformationefficiencywasreducedintwoordersof
magnitude．Montmorillonitesignificantlydecreasedthetransformation,whilegoethitehadtheleastinＧ
fluence．

Keywords　naturaltransformation;Bacillussubtilis;soilmineralsparticles;adsorption
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