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　　摘要：针对大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α，以ｐＧＭ－Ｔ、ｐＭＤ－１８Ｔ为载体，在传统 ＣａＣｌ２方法的基础上，对制备

及转化条件进行了改进和优化，结果表明，４２℃热激的最佳时间为１００ｓ，最适冷却时间为６～８ｍｉｎ。本研究将常规的
５０ｍＬ离心管改成了１．５ｍＬＥＰ管，有效降低了分装过程中可能产生的污染风险，简化了试验程序，提高了转化效率。
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　　大肠杆菌感受态细胞的制备与转化是分子生物学试验中
一项重要的常规操作技术，可用于基因克隆、文库构建等研

究［１］。携带目的基因的重组质粒能否导入受体细胞，进而得

以复制、增殖、表达，感受态细胞质量及转化条件是关键因

素［２］。目前，商业公司可为分子生物学试验提供各种感受态

细胞，但存在价格昂贵、运输途中容易导致感受态细胞解冻等

问题［３－４］。大部分实验室仍采用经典的氯化钙法自行制备感

受态细胞［５－６］。大肠杆菌菌株 ＤＨ５α是实验室常用的宿主
菌，常被用于基因克隆、原核表达研究。氯化钙转化方法具有

操作简单、重复性好、转化率高等优点，其原理是Ｃａ２＋破坏细
胞膜上的脂质阵列，并与膜上多聚羟基丁酸化合物、多聚无机

磷酸形成复合物以利于外源ＤＮＡ渗入［７－８］。不同菌株、不同

实验室环境对于感受态细胞制备及转化条件影响不同，因此

有必要针对特定菌株对其感受态细胞制备、转化条件进行优

化。本研究探讨该菌株感受态细胞制备以及转化的最优条

件，旨在为后续分子生物学研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
大肠杆菌菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由笔者所在实验室 －７０℃

保存。载体ｐＧＭ－Ｔ、ｐＭＤ－１８ＴＶｅｃｔｏｒ购于天根生化科技
（北京）有限公司、大连宝生物公司。０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液所
用无水ＣａＣｌ２为国产分析纯。氨苄青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）购于天
根生化科技（北京）有限公司。

１．２　仪器
ＨＩＴＡＣＨＩＳＣＲ２０ＢＡ高速冷冻离心机，ＨＨ－６数显恒温

水浴锅，ＭＰ２００Ａ分析天平，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液器，超净工作台。
１．３　方法
１．３．１　准备工作　ＥＰ管、枪头、枪头盒、１００ｍＬ三角瓶、培
养皿等进行高压蒸汽灭菌，１００℃烘干，－２０℃冷冻备用。
１．３．２　药品配制　０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液：取 １．１１ｇ无水
ＣａＣｌ２，用容量瓶定容至１００ｍＬ，分装置于５０ｍＬ三角瓶中，高

压蒸汽灭菌，４℃保存备用。１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素（Ａｍｐ）：
取１ｇＡｍｐ溶于１００ｍＬ无菌水中，分装至２ｍＬＥＰ管中，滤
膜过滤，－２０℃保存备用。ＬＢ培养基：胰化蛋白胨１０．０ｇ，
酵母提取物５．０ｇ，ＮａＣｌ１０．０ｇ，琼脂粉１４．０ｇ，溶于９５０ｍＬ
无菌水中，用５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至７．０，定容至１Ｌ，高
压蒸汽灭菌，分装至培养皿。

１．３．３　菌种活化　将 ＤＨ５α菌种在 ＬＢ固体培养基平板上
交错划线，３７℃ 过夜培养，获得良好单斑。取无菌试管加入
２ｍＬＬＢ（不含抗生素）培养基，挑取良好单斑接种于试管中，
３７℃ 摇床培养过夜。按１∶１００的比例，取０．５ｍＬ菌液转接
至含有５０ｍＬＬＢ液体培养基的三角烧瓶中，３７℃ 摇床培养
２～３ｈ，直至 Ｄ６００ｎｍ值达 ０．４左右

［９］。

１．３．４　大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞的制备　将菌液分装至
预冷无菌的 １．５ｍＬＥＰ管中，于冰上放置 １０ｍｉｎ，４℃
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将离心管倒置以倒尽上清液，用移
液枪将倒不尽的上清液吸出，加入１ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ冰冷ＣａＣｌ２
溶液，立即在漩涡混合器上混匀，冰上放置 ３０ｍｉｎ。４℃
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，倒置 １ｍｉｎ，加入 １ｍＬ
０１ｍｏｌ／Ｌ冰冷ＣａＣｌ２溶液，移液枪轻轻吹打垂悬细胞，冰上放
置３０ｍｉｎ。４℃ ４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，倒置
１ｍｉｎ，每管中加入６０μＬ冰冷０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２垂悬细胞，冰
上放置２ｈ，即可用于转化；也可加入体积分数为 ４０％的甘
油，－７０℃超低温保存备用［１０］。

１．３．５　质粒转化　将５μＬ质粒ＤＮＡ直接加入１００ｍＬ感受
态细胞中，手指轻弹管底部混匀，冰浴３０ｍｉｎ。４２℃水浴热
激，设置２０、３０、４０、６０、８０、９０、１００、１２０ｓ８个时间梯度，设
置２、４、６、８ｍｉｎ４个冰浴冷却时间。加入９００μＬＬＢ液体培
养基（不含抗生素），３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１．０～１．５ｈ。
取上述转化混合液１００μＬ，滴到固体ＬＢ平板培养皿（含抗生
素１００μｇ／ｍＬＡｍｐ）中，用玻璃涂布棒涂布均匀。正面向上
放置３０～６０ｍｉｎ，待表面菌液完全被培养基吸收，倒置培养
皿，３７℃过夜培养１２～１６ｈ［１１］。

２　结果与分析

２．１　不同热激时间对转化效率的影响
菌种活化时，每隔３０ｍｉｎ测１次Ｄ６００ｎｍ值（表１）。
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表１　大肠杆菌ＤＨ５α活化后的Ｄ６００ｎｍ值

时间（ｈ） Ｄ６００ｎｍ 时间（ｈ） Ｄ６００ｎｍ
０ ０ ２．５ ０．０９９
０．５ ０．０３５ ３．０ ０．１１２
１．０ ０．０４３ ３．５ ０．２０９
１．５ ０．０６５ ４．０ ０．３８９
２．０ ０．０７８

　　以常用ＣａＣｌ２法为基础，在冷却时间相同的情况下，４２℃
水浴热激，设置２０、３０、４０、６０、８０、９０、１００、１２０ｓ８个时间梯
度，结果表明，热激１００ｓ的转化效率最高，９０ｓ次之（图１）。

２．２　不同冷却时间对转化效率的影响
在热激１００ｓ的前提下，对不同冷却时间进行比较，设置

２、４、６、８ｍｉｎ４个冰浴冷却时间，由图２可知，冷却时间对转
化效率影响并不大，６～８ｍｉｎ冷却时间的转化效率略高。

２．３　离心管大小对转化效率的影响
本试验将常规 ＣａＣｌ２法中５０ｍＬ离心管改成了１．５ｍＬ

ＥＰ管，降低了感受态细胞制备后分装时受到污染的风险，转
化效率也相对较高。

３　结论与讨论

在分子生物学试验中，通常利用质粒的转移性及自我复

制功能将重组质粒转化入大肠杆菌宿主细胞内，以达到目的

基因复制、增殖及体外表达的目的［１２］。此过程中，受体细胞

感受态质量的好坏以及转化过程的操作方法直接影响转化效

率高低。很多研究人员在遇到不能获得良好的转化效率问题

时，经常怀疑重组质粒构建时连接反应的影响，很容易忽略大

肠杆菌感受态细胞制备及转化的环节，有些实验室过度信任

商业公司提供的感受态细胞，导致试验陷于停滞状态却找不

到原因，试验效率受到很大影响［１３－１８］。在具体操作过程中，

感受态细胞制备及转化效率常因各种原因产生不稳定性，因

此有必要针对特定菌株对其感受态制备与转化进行条件优

化。本研究以常规ＣａＣｌ２法为基础，通过改变离心管大小、不
同热激时间、不同冷却时间对感受态细胞制备及转化条件进

行条件优化，结果表明，４２℃热激的最佳时间为１００ｓ，最适
冷却时间为６～８ｍｉｎ。本研究将常规的５０ｍＬ离心管改成了
１．５ｍＬＥＰ管，有效降低了分装过程中可能产生的污染风险，
简化了试验程序，提高了转化效率，为基因克隆试验成功提供

了保障，同时节约了成本。
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