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（十三）细 菌 转 导

原理

所谓转导是指以噬菌体作为媒介将某一细胞 （供

体）的基因导入另一细胞（受体）的过程。转导可以分

为两大类：(1)普遍性转导；(2）局限性转导。 两者

主要区别是： 前者可转导供体细胞的任意一个基因，

后者只能转导供体细胞的某些特定基因。

本实验以局限性转导为例，用噬菌体 （又）专一转

导大肠杆菌的半乳糖发酵基因。 选用溶源性菌株 E.

coli K12（劝gall'为供体菌(;L与半乳糖发酵基因紧

密连锁），当此菌株受紫外线照射后，噬菌体被诱发释

放，并以一定比例形成转导噬菌体，即既具有转导能

力，又带有供体细菌的半乳糖发酵基因的噬菌体。转

导噬菌体和受体细菌 E. coli K12 gal-混合接触，带

有供体菌DNA片段（外基因子）的转导噬菌体以一定

频率整合到寄主染色体上，使原来不能利用半乳糖的

受体细菌变为能利用半乳糖的细菌。整个过程图示如

下：
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1. E. coli K12 (.t) gall'
2. E. coli K12 gal-

实验准备

1．用具：培养皿（9厘米），三角烧瓶（150毫升），

试管，离心管，吸管（5, 1, 0.1毫升），涂棒，离心机，水

浴锅、紫外线照射箱，接种环。

2．培养基：

(1)肉汤液体培养基：牛肉膏 5克，蛋白陈10克，

NaCl 15克，蒸馏水1000毫升，pH7.2-7 .0。高压灭

菌巧磅／时z巧 分钟。

(2）肉汤固体培养基：在上述肉汤液体培养基中

加2%琼脂。高压灭菌15磅／时z 15分钟。

(3) 2E肉汤液体培养基：加倍浓度的肉汤液体

培养基。高压灭菌15磅／时‘15分钟。

（勺 半固体琼脂培养基：1%琼脂（视质量而定，

可适当降低用量），蒸馏水100毫升。高压灭菌15磅／

时名15分钟。

(5）半乳糖EMB培养基：伊红0.4克，美蓝0.06

克，半乳糖10克，多陈10克，K,HP04 2克，琼脂20

克，蒸馏水1000毫升。pH7.0-7.2̀)。高压灭菌8磅／

时220-30分钟。

(6)磷酸缓冲液：KH,PO, 2克，K2HP04 7克，

MgS04.7H,O 0.25克，蒸馏水1000毫升。高压灭菌

15磅／时2 15分钟。

3．药品 氯仿。

步骤

1．噬菌体的诱导和裂解液的制备：

(1)取一环供体菌，接种于盛有5毫升肉汤液体

培养基的三角瓶中，37℃培养16小时后，吸。.5毫升

菌液，接种于盛有4.5毫升肉汤液体培养基的三角瓶

中，继续培养 4-6小时。

(2）将三角瓶的菌液倒入离心管，以3,500转／

分，离心10分钟。

(3）除去上清液，加4毫升磷酸缓冲液，制备悬浮

液。

（勺取悬浮液3毫升于培养皿中，经UV处理（巧

W,距离40厘米），诱导10秒钟。

(5)处理后，加入3毫升加倍肉汤液体培养基，

379C避光培养2-3小时。

(6）吸取培养物于离心管中，以3,500转／分，离

心10分钟，再加入0.2毫升氯仿（4-5滴），剧烈振荡

半分钟，静止5分钟，小心把上清液用无菌吸管转移到
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1）伊红、美蓝预先充分溶解，再倒人所配培养基中，pH
值必须在伊红、美蓝未倒入所配培养基之前测定，
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另一试管，这就是噬菌体 （幻 gall'的裂解液。

2.噬菌体效价测定：

(1)挑取受体菌一环，接种于盛有 5毫升肉汤液

体培养基的离心管中，37℃培养 16小时。

(2）吸取上述0.5毫升培养液，放入盛有4.5毫

升肉汤液体培养基的三角瓶中，继续培养4-6小时，

作指示菌用；剩余的菌液用于点滴法转导试验，随即放

入冰箱保存，供后面涂布转导试验用。

(3）取已经熔化并于45℃保温的半固体琼脂试

管4支，每支加上述的指示菌液0.5毫升。

（勺取噬菌体裂解液0.5毫升，放入盛有4.5毫

升肉汤液体培养基的试管中，依次稀释到10-'a
（，）从10-6 1 1。一，的试管中分别吸取0.5毫升裂

解液，加到有指示菌的半固体琼脂中（每个稀释度2

支），搓匀，分别倒人事先准备好的肉汤固体培养基培

养皿中，摇匀，凝固后，37℃培养过夜，观察出现的噬

菌斑数，并计算噬菌体裂解液的效价。

3．转导方法：

(1)点滴法：a.取倒好的EMB培养基培养皿2

只，在皿底用玻璃铅笔按实验图解中的样子画好。 b.

取一满环受体菌，涂出一条菌带，共涂二条，37℃培
养 1.5小时。c．取出培养皿，在二个圆圈和四个方格

处，各加一环噬菌体裂解液，培养2天，观察结果。

(2)涂布法：a．取倒好的 EMB培养皿6只，其

中2只加。.1毫升噬菌体裂解液，用于对照；2只加

0.1毫升受体菌，也用于对照；2只加噬菌体裂解液和

受体菌液各 0.05毫升。b.用玻璃涂棒将各皿土钓菌

液 （或噬菌体裂解液）涂开，相同的2只培养皿用同一

根玻璃涂棒，37℃培养2天，观察结果，整个操作过程

见图13-10
实验结果

表13-1 噬菌体效价浦定

噬 菌 体

来 源

裂解液

稀 释
取 样

噬 菌 斑

数／皿

噬 菌 体

数／毫升

噬菌体

（几）

裂解液

10-1 0.5毫升

10-' 0.5毫升

表13-2 细菌转导

云沐二B
点 滴 法 涂 布 法

才 翎 ， 了

试验 受体菌
噬菌体

裂解液

受体菌十
噬菌体
裂解液

受体菌
噬菌体

裂解液

受体菌
＋噬菌体
裂 解 液

菌落
生长
情况

菌落
色泽

菌落生长者：十表示

E. coli K l2Ca1+

少量 菌

5m11勺汤

0.5m1

4.5.1 lkl汤

37 0C 4-6小时
UV10"加3mlX2 f,7汤
3m]

3500转／分离心10',
加磷酸缓冲液4ml,
制成悬浮液

370C避无培养
2-3小时，侧
人尘

3500转／分篱心10,，加5
摘氯仿，摇30",静止5',
取上清液于无菌试管中

37̀C 14-16小时

0.5ml依次稀释
10-7

0.5m1
10-6

手5ml肉汤 4.5 m l肉汤

O.5ml0.5ml

各0.5m1

6ml半固体 3ml半固体
4.5ml肉汤

EMB培养皿二皿

完全培养皿～
各二f1137 0 C

结养过夜

5ml肉汤 少员菌

石．coli K 12Sgdl- EMB培养皿 二皿

（点滴法）

EMB培养皿二皿

一环

以上各二皿EMB培芥皿
37̀C培养2天

裂解液

图13-1 细菌转导实验图解

（金建中）
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