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一种简便高效大肠杆菌感受态细胞制备方法
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　　摘要：对大肠杆菌感受态细胞制备和保存条件研究进行总结，在结合多年实际操作经验的基础上，把实际操作中
需注意的事项进行详细归纳总结，可以为进行基因克隆的科研人员提供帮助。
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　　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α和其他菌株是进行基因
克隆和表达最重要的受体菌之一。目前，将目标ＤＮＡ导入大
肠杆菌感受态细胞常用的方法主要有２种：一种为电转化法，
另一种为ＣａＣｌ２法

［１］。电转化法是在瞬间高压下使 ＤＮＡ导
入受体细胞，转化效率很高，可达１０１０ＣＦＵ／μｇ，但由于试验设
备较昂贵，普通实验室应用较少；ＣａＣｌ２法是利用化学离子
Ｃａ２＋诱导大肠杆菌形成感受态，转化效率最高达到 １０６～
１０７ＣＦＵ／μｇ［２］。普通分子生物学实验室常规的基因克隆不需
要太高的转化率，使用ＣａＣｌ２法就完全可以满足。有研究者认
为，Ｃａ２＋作为信号分子调节内源性代谢，有利于感受态的形成
和ＤＮＡ的吸收，能满足一般常规克隆的需求［３－４］。但是，感受

态细胞的制备过程相当繁琐，对于经常从事转化工作的科研工

作者来说，重复制备感受态细胞很浪费时间，而将感受态细胞

制备好分装后冷冻保存，再分次取用，可以大大节约人力和时

间。本研究就ＣａＣｌ２法感受态细胞的制备方法和冻存条件进
行了总结，以期为从事相关工作的研究人员提供帮助。

１　大肠杆菌感受态细胞的制备方法

大肠杆菌感受态细胞的制备方法参考文献［５］：首先挑
取新鲜平板上的单克隆并接入１０ｍＬ新鲜 ＬＢ液体培养基
上，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ生物摇床上振荡过夜；再接入大瓶摇，接
菌量为１％，每隔３０ｍｉｎ测定Ｄ６００ｎｍ；到大肠杆菌生长至对数
生长期即Ｄ６００ｎｍ为 ０．３～０．６时，将菌液冰浴 ３０ｍｉｎ，４℃、
４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集菌体；弃上清，加入预冷的
ＣａＣｌ２溶液悬浮菌体，冰浴３０ｍｉｎ；再加入预冷的 ＣａＣｌ２溶液
重新悬浮菌体，加甘油至终浓度为 １５％，分装并保存于
－７０℃ 超低温冰箱备用。
梅运军等研究认为，Ｃａ２＋浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，质粒的

转化效率最高［６－８］。在利于ＣａＣｌ２诱导大肠杆菌形成感受态
过程中，细胞只有在Ｃａ２＋存在时才能摄取ＤＮＡ。Ｃａ２＋不仅是
改变细胞表面结构和细胞膜渗透性的重要因素，还是维持这

种改变状态的必需条件。转化过程中热激等物理处理可以提

高ＤＮＡ进入细胞的效率。

２　大肠杆菌感受态细胞在不同储藏条件下对转化率的影响

谢翎等发现新鲜制备好的感受态细胞在４℃条件下保
存，转化率会逐渐提高，至８ｈ达到最高，３ｄ以后就会失去感
受态能力［９］。在－２０℃保存的感受态细胞转化率在 ２ｄ内
会逐步提高，２ｄ达到最大值，随后开始下降，到２０ｄ转化率
为４４％，３０ｄ就降为０。在 －７０℃储存的感受态细胞在 ２ｄ
转化率达到最大值，之后有所下降，但是２０ｄ时转化率超过
１００％，放置１个月使用感受态细胞效率仍然很高。唐颜苹等
研究结果也得出同样的结论［１０］。因此，对于从事基因克隆研

究的人来说，经常要使用到感受态细胞，制备好的感受态细胞

放置在－７０℃超低温冰箱里可以长时间使用，避免经常制备
试验的重复性，从而可以大量节约人力。

３　大肠杆菌感受态细胞不同冻存条件对转化率的影响

为使制备的感受态细胞能长期贮存备用，通常在 ＣａＣｌ２
中添加甘油至１５％或二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）至７％，有研究人
员比较了这２种抗冻剂的抗冻效果，结果表明，在相同的保存
温度和时间下，保存于甘油的大肠杆菌感受态细胞转化效率

高于保存于ＤＭＳＯ的大肠杆菌感受态细胞［１０］。以甘油作为

抗冻剂并贮于－７０℃时，在前２０ｄ细胞感受态能力迅速下
降，下降幅度达７０％，然后趋于稳定；以 ＤＭＳＯ为抗冻剂时，
在冻存前１０ｄ感受态能力下降５８．８％。在冻存２个月后，感
受态细胞仍维持较理想的转化率。有研究表明，对于立即使

用的感受态细胞而言，不加任何抗冻剂的效果更佳，添加

１５％甘油可使转化率下降５０．２％，而添加７％ ＤＭＳＯ使转化
率下降９２．３％，这说明抗冻剂对感受态细胞的转化有抑制作
用，尤以ＤＭＳＯ的影响更大［８］。

４　感受态细胞制备过程中的注意事项

ＣａＣｌ２法以成本低、操作简便和转化效率高受到科研工
作者的青睐。感受态细胞制备是一个很繁琐的过程，操作中

需要注意的细节很多。笔者根据自己多年的实际操作经验，

把在制作过程中的注意事项详细归纳如下：

（１）器具必须洁净。这非常重要，所用的三角瓶和离心
管都要清洗干净，禁用任何洗涤剂，可用 ＮａＯＨ浸泡清洗数
次；相应的器皿都要做到专用。

（２）培养基装量要适中。这一点也很重要，这关系到菌
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体生长出来的能量代谢是有氧生长还是无氧生长。无氧状态

生长出来的大肠杆菌是做不出效率高的感受态细胞。建议装

量不要超过容器的１／５体积。
（３）培养基ｐＨ值要控制好。一般来说，接种前 ｐＨ值为

６．８～７．２；摇菌结束后，ｐＨ值为６．５以上，使细菌实现有氧
生长。

（４）Ｄ控制在０．３～０．６。一般来说，制备感受态最适的
Ｄ值为０．３～０．６。Ｄ值大时，菌体总量往往大，感受态细胞绝
对数量要大一些，但是，Ｄ值太高，细菌死亡数量增多，制备感
受态效率下降。

（５）ＣａＣｌ２尽量不要高温高压灭菌，最好采用过滤灭菌。
（６）最好选用新鲜的平板挑取单克隆摇菌。
（７）使用不同的菌株制备感受态细胞时，最好使用另外

一套器具，否则，制备的感受态细胞效率很低，或者制备不出

感受态细胞。

（８）整个制备过程都需要在冰上进行，一定要保持０℃。
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铁皮石斛组织培养及试管开花研究
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　　摘要：以铁皮石斛茎段为外植体，进行腋芽的诱导及增殖，并使获得的无菌苗在试管中开花。结果显示：外植体灭
菌８ｍｉｎ或６ｍｉｎ污染率相当，污染率可控制在５０％以下；茎段外植体接种于ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ
培养基上，腋芽诱导率可达９５％以上，接种于不同的开花诱导培养基上，铁皮石斛无菌苗均可在试管内开花，开花率
在１７１８％～３５．３７％。
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　　铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）为兰科石斛属多年生附
生草本植物，花期３—６月，花型奇特。铁皮石斛在我国主要
分布于江西、广西、广东、贵州、云南、安徽、浙江、湖南、陕西、

河南和福建等地［１］。铁皮石斛不仅可作为兰科观赏花卉，也

是一种珍贵的中药材，民间有救命仙草、中华仙草的美称，以

新鲜或干燥茎入药，具有滋阴清热、生津益胃、止咳润肺、免疫

调节、延缓衰老等功效［２］。由于市场供应紧缺，铁皮石斛国

际市场干品价目前已达１０００美元／ｋｇ以上［３］。

铁皮石斛种子极小、无胚乳，且生长条件十分苛刻，自然

产量极低，再加上民间长期过度采挖，野生资源濒临绝种，探

索行之有效的铁皮石斛快速繁殖技术并通过仿生栽培，可以

实现对其野生资源的有效保护［４］，解决由于资源短缺而制约

国内外市场发展和临床医学的需求。

由于试管内开花不受季节限制，对缩短育种周期、降低栽

培设施的投入和生产管理费用都具有十分重要的意义，同时，

生产铁皮石斛试管花也为人们日益增长的鲜花需求开辟了广

阔的市场前景。因此，应用植物组织培养技术，对铁皮石斛进

行离体快繁和种质保存，并通过试管开花调控种质繁育、研究

其开花机理，具有重要的现实意义和应用价值［５］。目前关于

铁皮石斛的组培快繁及栽培技术已有较多研究，而对于其开
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