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摘  要: 随着分子生物学的发展, 微生物遗传改造越来越广泛地应用在微生物育种、临床

医学、环境保护等方面。其中, DNA 转化技术经常是高效遗传改造的瓶颈之一。应用超

声波将目的基因导入微生物细胞的技术具有原位、多尺度、活体、高通量、低成本等优

点, 因此发展较为迅速。其原理是超声波可以通过声学气穴现象产生一系列的非热能效

应, 而声学气穴微泡可产生短暂的细胞膜透化作用。本文综述了超声波转化的基本原理及

其在微生物细胞转化中的发展现状, 并结合本实验室应用超声波转化法转化革兰氏阳性

菌等研究进展, 分析了其特色、优势及现存挑战。 
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Abstract: With the development of molecular biology, genetic engineering of microorganisms 
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has been increasingly applied in microbial breeding, clinical medicine and environmental bio-
remediation. However delivery of DNA into the cell can be one bottleneck in efficient genetic 
engineering. Ultrasound-mediated DNA delivery into microbial cells, with a number of ad-
vantages that include in situ operation, spatial scalability, non-invasiveness, high-throughput 
and low consumable costs, has been under rapid development. Ultrasound can produce a vari-
ety of nonthermal effects via acoustic cavitation, and the cavitation bubbles generated during 
this process can cause transient cell membrane permeability. In this review the basic principles 
of the ultrasound-based DNA delivery were discussed and its current applications in pro-
karyotes were summarized. Furthermore, we discussed the advantages and challenges of the 
technique, using the transformation of Gram-positive bacteria in our laboratory as an example.   

Keywords: Ultrasonic, Transformation, Microorganisms 

因目标产物产率低、抗逆性差等缺点, 许多

有潜在应用价值的微生物, 在工业发酵、临床医

学、环境保护等方面的应用受到了极大限制, 亟

待对其进行有效的遗传改造。同时, 微生物基因

组序列为微生物遗传改造提供了海量的信息基

础。但是相当多非模式微生物的遗传改造仍然面

临的瓶颈之一是如何将外源 DNA 导入细胞内, 
即 DNA 转化技术。细菌的细胞壁结构是 DNA 转

化的主要天然屏障, 例如, 革兰氏阳性菌的细胞

壁上有特殊的多层肽聚糖结构达 20 nm−80 nm, 
其厚度是革兰氏阴性菌的 10 倍以上, 从而使外

源 DNA 难以进入细胞。 
目前广泛应用在微生物细胞中的 DNA 转化

和移植方法主要分为三类 : (1) 化学诱导法 [1], 
例如磷酸钙和 DEAE-葡聚糖; (2) 载体介导法, 
例如脂质体融合[2]、接合转移和逆转录病毒法[3]; 
(3) 机械法, 例如基因枪[4]、微注射[5]和电转化

法[6]等。此外, 还有一种低频超声波介导的细胞

转化方法, 它能够将 DNA、右旋糖分子、化疗

组分等导入细胞[7−9]。本文将综述超声波转化原

理和现状 , 并比较各种微生物转化方法 , 探讨

超声波转化方法在微生物遗传改造中的特色及

挑战。 

1  超声波转化法的原理 

超声波转化方法其基本原理是通过低频超声

波(20−100 kHz)产生的能量在液体中产生声学气

穴和微泡[8,10] (图 1)。超声波转化主要产生两种气

穴现象, 稳定的气穴和瞬间气穴。产生稳定的气

穴时在液体中形成的微泡以一种物理平衡的状

态存在, 连续的声学循环不会改变微泡的物理平

衡。而瞬间气穴产生时在液体中形成的微泡处在

一个极其不稳定的物理状态, 此微泡形成过程中

可裹入溶液中的核酸、多糖等生物大分子; 经过

连续的声学循环, 微泡不断胀大最终破裂, 释放

出能量, 并在细胞膜上产生瞬间的纳米通道[10], 

其包裹的生物大分子通过纳米通道和细胞膜在

自我修复的同时嵌入细胞内部, 完成“摄入”或者

转化过程[11]。 

超声波能够在保证高转化效率的同时, 还保

持质粒的完整性。Song 等[8]对超声波对质粒的完

整性的影响做了研究, 分别将质粒暴露在 40 kHz

的超声波中 0、5、10、30 和 60 s, 结果表明, 在

30 s 内质粒的完整性不会受到超声波的影响, 并

且超声波转化的效率在 5−30 s 时达到最高。与此

同时, 因为超声能打断氢键以及打破 DNA 超螺 
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图 1  超声波转化原理示意图(修改自文献[8]) 
Fig. 1  Illustration of proposed mechanism of ultrasound-mediated DNA transfer (adapted from reference [8]) 

注: A: 细菌细胞和质粒 DNA; B: CaCl2 促进转化; C: 超声波刺激细胞表面产生声学气穴和微泡; D: 微泡破裂质粒进入细胞; 

E: 细菌摄取质粒后获得新性状. 
Note: A: Bacterial and plasmid DNA; B: CaCl2 promotes transformation; C: Ultrasound generates pores in cell membranes and plas-
mids enter the cell; D: Pores are closed and plasmids are retained in the cell; E: Bacteria acquire new functions after taking up the 
plasmid DNA. 
 
旋中单链或者双链[12], 较高强度(如 400−1 000 W)
或者较长时间的超声波通常用于 DNA 的片段化。 

2  超声波介导 DNA 转化的优势 

基于超声波转化的原理 , 该方法与化学转

化、电转化法、基因枪和病毒介导法等现有

DNA 转化和移植方法相比, 在实验操作性、空

间尺度和通量、宿主细胞广谱性和通用性、仪

器的可控性、以及成本等方面具备潜在的重要

优势(表 1)。 
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表 1  不同的细胞转化方法比较 

Table 1  Comparison of different cell transformation methods 
转化方法 

Transformation 
methods 

超声波转化法
Ultrasound 

transformation

化学转化法 
Chemical 

transformation

电转化法
Eletrotransformation 

基因枪&显微注射法
Gene-gun &  

microinjection 

病毒介导法
Virus  

mediated 
操作步骤 
Operation steps 

简便、快速 简便、成熟 操作较复杂 难度高、复杂 复杂费时 

是否原位 
In situ or not 

是 否 否 是 是 

细胞损伤 
Cellular damage 

小 小 有损伤 有损伤 不一定 

转化效率 
Transformation 
efficiency 

约 107[13] 105−2×109[14] 0.5−5×109[15] 2×102−8×108[16] 高效率[17] 

系统毒性 
System toxicity 

否 不一定 不一定 不存在 存在 

仪器要求 
Instrument  
requirements 

简单、便宜 简单、便宜 昂贵 昂贵 简单、便宜 

通量 
Throughput 

易于高通量 难于高通量 难于高通量 难于高通量 难于高通量 

 

3  超声波介导 DNA 转化的现状 

超声波介导的 DNA 转化方法以往主要用于

真核细胞的转化[18]和基因疗法[19−20], 甚至能够通

过设计“微泡”在人体细胞中实现组织特异性基因

转化[21]。应用于细菌的超声波转化的报道近年才

出现。在中温的革兰氏阴性菌首先有报道, 如

Escherichia coli DH5α、具核梭杆菌 Fusobacterium 

nucleatum、荧光假单胞菌 Pseudomonas fluores-

cens 和恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida 等[8,22]。

Song 等[8]首次利用超声波 DNA 转化方法应用在

革兰氏阴性菌 P. putida UWC1、E. coli DH5α 和

P. fluorescens SBW25。P. putida 在超声持续时间

10 s, 50 mmol/L CaCl2, 22 °C 质 粒 浓 度 是

0.8 ng/µL 时, 得到的转化效率是(3.08±0.73)×105

转化子/µg DNA, 转化效率超出人们普遍认为高

效率的电转化法 4 倍, 并且是接合转化法的 9 倍。

同时, 对于 E. coli DH5α和 P. fluorescens 的转化效

率分别是(2.9±0.33)×103 和(1.08±0.20)×104 转化

子/µg DNA。此工作初步证明了原核生物超声波

DNA 转化的可行性。最近 Hayer[23]对 E. coli 

HB101 进 行 了 超 声 波 转 化 , 发 现 其 在 10 s, 

50 mmol/L CaCl2, 培养 24 h 时的转化效率最高, 

转化效率为 148.72 转化子/µg DNA, 但是该工作

报道的对 E. coli HB101 的超声波转化效率低于

在 E. coli 中已非常成熟的化学转化和电转化。因

此, 超声波转化效率还需要优化。  

革兰氏阳性菌由于其独特的细胞壁结构和

固有较低的质膜渗透性, 经常较难进行转化。

Yang 等[24]在申报的专利中, 将 DNA 或 RNA、

蛋白质(多肽, 抗原, 抗体等)、脂质、碳水化合

物、病毒、小分子(有机或无机小分子, 分子探

针, 基因治疗化合物或药物)转化到革兰氏阳性

菌厚壁菌门的芽孢杆菌、链球菌、醋菌、梭菌中

去, 并且成功地转化两种或者多种革兰氏阳性

菌混合菌群。其结论是化合物的直径最好是小于

75 nm, 且越小越易转化; 超声波的频率最好是

在 30−50 Hz, 最合适是 40 Hz; 电能值最合适是
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在 0.05−0.20 W/cm2; 超声波持续时间至少是 5 s, 

最长不能超过 1 min。但是转化效率还待优化, 如

通过调整细菌的类型和生长状态、化合物的特性

(质粒大小, 合适的筛选标记)、用来转化的培养

基的类型(固体、液体)、超声波的性质(频率、振

幅)等。 

同时 , 本实验室也成功发展了革兰氏阳性

菌 嗜 热 厌 氧 菌 的 超 声 波 转 化 方 法 [9] 。 将

Thermoanaerobacter sp. X514 细胞在超声仪中超

声 0−40 s, 复苏后转移到固体培养基中培养, 结

果表明, 超声波时间在 40 s 以内超声不会影响细

胞的存活率。同时, 对我们将质粒暴露在超声中

0−40 s, 结果表明, 在 40 s 以内质粒的完整性不

会受到影响。我们结果也显示, 在转化过程中超

声波对细胞的存活率及质粒的完整性没有损害。

在 40 kHz 超声频率, 超声时间 20 s, 得克萨斯红

标记的葡聚糖以 27%的转化效率进入到嗜热厌氧

乙醇杆菌 Thermoanaerobacter sp. X514 中。另外, 

通过超声波转化, 穿梭质粒 pHL015 上的荧光蛋

白基因和 pIKM2 上编码热纤梭菌 β-1,4 葡聚糖

酶基因被转化到 X514 中, 转化效率是 600 转化

子/µg 甲基化 DNA。我们正在对该方法进行优化, 

以进一步提高 Thermoanaerobacter sp. X514 的转

化效率。对 Thermoanaerobacter sp. X514 的成功

转化对其他革兰氏阳性菌尤其是厌氧菌的超声

波转化方法的建立具有一定的借鉴意义。但是, 

目前对嗜热菌超声波转化的效率还较低, 主要

是由于缺乏嗜热菌成熟遗传操作工具, 如嗜热

菌的质粒复制子、耐高温的筛选标记或抗性基因

等。这些因素限制了进一步对超声波转化条件的

优化。 

4  超声波介导 DNA 转化的挑战 

如前所述, 原核细胞的超声波转化技术具备

重要的特色和一定的优势, 但是目前超声波转化

方法也有一些局限性, 如受环境因素、遗传因素、

预转化 DNA 的特性等影响。需要我们进一步从

以下几个方面进行综合考虑优化。 

首先 , 影响原核细胞超声波转化效率的环

境因素。影响超声波转化效率的环境因素主要包

括超声波本身的参数设置如频率、时间等, 以及

缓冲液的 pH、温度、成分及浓度。关于原核细

胞在这方面的系统研究不多, 仅有一些在真核

细胞中的研究[25−26]。如对原核细胞的研究只是局

限于缓冲液浓度、超声持续时间和强度[23], 但是

对于超声波本身的参数设置、缓冲液的特性、细

胞浓度、质粒浓度等方面还没有在原核细胞中展

开研究。 

其次, 影响原核细胞超声波转化效率的宿主

遗传因素(即不同状态、不同物种的宿主细胞对转

化效率的影响)。这方面的研究目前仅在真核细胞

中有初步研究, 例如, 细胞类型会影响纳米微孔

的大小, 进而影响转化效率: 有文献报道, 超声

波在人细胞膜上产生的微孔约 1 µm−5 µm[26]; 但

在非洲爪蟾蜍卵母细胞中, 超声波产生的微孔约

0.1 µm[27], 但这并不足以证明超声波作用下各种

细胞的细胞膜纳米微孔都是 0.1 µm−5.0 µm。同

时, 有研究还表明微泡与细胞膜之间的距离可以

影响到转化效率[28]。此外, 细胞内部环境尤其是

原核细胞对外来 DNA 侵入的防御机制也会影响

到超声波转化的效率。如 Clostridium thermocel-

lum[29] 、 Thermoanaerobacter sp. X514[9] 和

Clostridium cellulolyticum H10[30]进行转化前要甲

基化修饰所要转化的 DNA, 防止被宿主细胞内

的限制性酶切系统降解。但并不是所有的细菌在

转化时都需要将转化的 DNA 进行甲基化修饰, 如

Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL- 
YS485 进行电转化时则无需将外源 DNA 进行甲

基化[31]。 

再次, 欲转化与移植的 DNA 的特性(大小、
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超螺旋等)对超声波转化效率的影响。采用超声

波进行质粒转化时, 超声波不会改变质粒的状

态(超螺旋、线性和开环)[32]。关于质粒大小对于

超声波转化效率影响的报道很少, 但无疑超声

波在细胞膜上产生的空洞大小会限制导入 DNA

的大小。Karshafian 等[33]在超声波介导动物细胞

HTC 的基因转化研究表明, 在微泡辅助剂的作

用下, 大分子物质处于 10 kD−2 MD 都可以导入

细胞内[33]。 

5  展望 

综上所述, 超声波转化法在原核细胞中有较

好的应用前景, 可向胞内递送与移植的底物也较

广, DNA (基因、大片段 DNA 甚至完整基因组)

甚至包括纳米材料、颗粒和细胞内含物均可以是

递送与移植对象。因此, 系统地研究影响超声波

转化效率的环境因子和遗传因素, 探索设计针对

不同宿主、空间尺度和目的转入物的超声波转化

技术, 不仅对于以 DNA、纳米材料等功能元件的

转化与移植为核心步骤之一的合成生物学等新

兴学科, 而且对于微生物资源的挖掘和改造等应

用领域具有重要的推动作用。 
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