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长期保存活力低下的大肠杆菌制备

感受态细胞条件的优化
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　　摘要：研究了ＣａＣｌ２溶液处理方法、长期保存的原始菌种活化次数、离心条件对感受态细胞最终转化效率的影响，

并分析其最佳转化效率参数、优化感受态制备和转化方法。结果发现：使用过滤处理的 ＣａＣｌ２比灭菌处理的 ＣａＣｌ２制

备的感受态细胞转化效率高。在其他条件相同的情况下，长期保存的大肠杆菌菌种活化３次以上的转化率最高；制备
感受态细胞第１次离心在４℃、４０００ｇ条件下离心１５ｍｉｎ，第２次离心时在４℃、４０００ｇ条件下离心５ｍｉｎ得到的感
受态细胞转化率最高。
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　　ＤＨ５α是一种常用于质粒克隆的菌种。感受态细胞的制
备和转化是分子生物学实验室频繁使用的一项重要的常规操

作。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α在使用含 ＮＰＴⅡ质粒
载体转化时，可用卡那霉素鉴别重组菌株。重组ＤＮＡ转化细
菌技术的关键是通过物理或者化学的方法，人工诱导细菌细

胞成为敏感的感受态细胞，这种细胞易接受外源 ＤＮＡ，但由
于转化是一个很复杂的过程，具体的作用机理尚不明确［１－３］。

一些优良的大肠杆菌菌种价格较贵或获得途径较难，而实验

室保存的大肠杆菌菌种一般时间较长（约５～１０年），导致菌
种部分死亡和活力降低，在实际操作中制得的感受态细胞转

化效率常常不能满足试验的要求。

对于大肠杆菌而言，外源 ＤＮＡ导入主要有电穿孔转化
法、ＭｇＣｌ２－ＤＭＳＯ法、Ｉｎｏｕｅ法、ＣａＣｌ２法等多种。电穿孔转化
法需要特殊的仪器设备，ＭｇＣｌ２－ＤＭＳＯ法和 Ｉｎｏｕｅ法操作比
较复杂。而ＣａＣｌ２转化法操作相对简单、方便，而且成本非常
低廉，已成为实验室进行基因克隆操作常用方法［４－９］。ＣａＣｌ２
法制备感受态细胞的关键因素有 ＣａＣｌ２溶液的质量、大肠杆
菌ＤＨ５α生理状况、制备过程中的离心条件。本试验用ＣａＣｌ２
法对保存了５．５年的菌种按以上３个关键因素设计试验，优
化感受态细胞的制备条件。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种与质粒　大肠杆菌 ＤＨ５α由贵阳医学院寄生虫
实验室赠送，ｐＲＩ１０１－ＯＮ质粒购置于ＴａＫａＲａ公司（图１）。

１．１．２　试剂　ＬＢ培养基，卡那霉素素溶液，ＣａＣｌ２溶液，均按
文献［１０］的要求配制。
１．１．３　仪器　凝胶成像系统、电泳仪、超净工作台、冷冻离心
机、摇床、紫外分光光度计。

１．２　方法
１．２．１　提取 ｐＲＩ１０１－ＯＮ质粒　按照质粒提取试剂盒说明
书操作。

１．２．２　活化菌种［１０－１１］　（１）从－８０℃冰箱中取出长期保存
的大肠杆菌，用无菌牙签刮取固体（仔细操作不要让其融

化），然后在ＬＢ平板上划线。
（２）取５ｍＬ新鲜ＬＢ液体培养基加入支无菌试管中。
（３）用接种环挑１个单菌落，浸没于培养液中并轻轻摇

动接种环，使待接种的细菌分散于培养液中。

（４）盖好试管，在摇床上以６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培
养至饱和（新鲜培养至饱和期的培养细菌浓度约为１０亿 ～
２０亿个／ｍＬ），一般须过夜培养。

（５）取出（４）中０．２ｍＬ培养物到含有１０ｍＬ新鲜 ＬＢ培
养基试管中，在摇床上以 ２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃振荡培养，每隔
２０ｍｉｎ取出２支试管，一支放入４℃冰箱统一测定Ｄ６００ｎｍ值，
另一支制备感受态细胞。（活化１次）

（６）将活化过１次的大肠杆菌取１００μＬ加入５ｍＬ新鲜ＬＢ
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液体培养基在摇床上于６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培养至饱和。
（７）取出（６）中０．２ｍＬ培养物到含有１０ｍＬ新鲜 ＬＢ培

养基试管中，在摇床上于２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培养，
每隔２０ｍｉｎ取出 ２支试管，一支放入 ４℃冰箱统一测定
Ｄ６００ｎｍ值，另一支制备感受态细胞。（活化２次）

（８）将活化过２次的大肠杆菌取１００μＬ加入５ｍＬ新鲜ＬＢ
液体培养基在摇床上于６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培养至饱和。

（９）取出（８）中０．２ｍＬ培养物到含有１０ｍＬ新鲜 ＬＢ培
养基试管中，在摇床上于２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培养，
每隔２０ｍｉｎ取出 ２支试管，一支放入 ４℃冰箱统一测定
Ｄ６００ｎｍ值，另一支制备感受态细胞。（活化３次）

（１０）将活化过３次的大肠杆菌取１００μＬ加入５ｍＬ新鲜
ＬＢ液体培养基在摇床上于６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培养至
饱和。

（１１）取出（１０）中０．２ｍＬ培养物到含有１０ｍＬ新鲜 ＬＢ
培养基试管中，在摇床上于２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振荡培
养，每隔２０ｍｉｎ取出２支试管，一支放入４℃冰箱统一测定
Ｄ６００ｎｍ值，另一支制备感受态细胞。（活化４次）
１．２．３　制备感受态细胞［１０－１２］　ＣａＣｌ２法制备感受态细胞。摇
好的菌液试管冰浴３０ｍｉｎ，分装成２ｍＬ，在４℃、４０００ｇ条件
下离心８ｍｉｎ，弃上清，加８００μＬ冰预冷的 ０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２重
悬浮，分别使用０．２２μｍ的滤菌器和高温灭菌。再在４℃、
４０００ｇ条件下离心 ８ｍｉｎ，弃上清，加 １００μＬ冰预冷的
０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２重悬浮，４℃保存１２～２４ｈ。
１．２．４　质粒转化［１０，１３－１４］　把１００μＬ的感受态细胞放置于冰
上，加入转化的１０ｎｇＤＮＡ，于冰中放置３０ｍｉｎ。４２℃热激
９０ｓ，再在冰中放置２～３ｍｉｎ，加入３７℃条件下预热好 ９００μＬ
的ＬＢ培养基，３７℃条件下振荡１ｈ。取１０μＬ菌液稀释涂布
平板（平板预热），３７℃条件下正向培养１ｈ，再过夜培养。
１．２．５　计算［１５］　转化子总数 ＝该皿菌落数 ×稀释倍数 ×
（转化反应原液总体积／稀释倍数）；

转化频率＝转化子总数／质粒ＤＮＡ加入量（μｇ）。

２　结果与分析

２．１　ＣａＣｌ２溶液的处理方式对转化率的影响
ＣａＣｌ２法制备感受态细胞的成本低、操作简单，而成为最

常见的制备感受态细胞的方法。多种因素可以影响 ＣａＣｌ２法
感受态细胞的转化效率，如菌液 Ｄ６００ｎｍ值、感受态细胞保存时
间及ＣａＣｌ２浓度等

［１５－１７］。ＣａＣｌ２法制备感受态细胞的最佳浓
度为０．１ｍｏｌ／Ｌ［１６］，但ＣａＣｌ２溶液的处理方式是否对转化有影
响。本研究利用高温和过滤２种方法对ＣａＣｌ２溶液进行灭菌处
理，再进行感受态的制备、转化，用过滤处理的ＣａＣｌ２溶液制备感
受态细胞的转化率显著高于高温灭菌处理（Ｐ＜０．０５）（图２）。
２．２　不同活化次数对转化率的影响

大肠杆菌ＤＨ５α的Ｄ６００ｎｍ值与１ｍＬ中活细胞数间的关系

变化很大，对大多数大肠杆菌来说，在Ｄ６００ｎｍ为０．４左右
［１８］制

备感受态细胞最好，本研究选取Ｄ６００ｎｍ值在０．１～０．７之间的
不同活化次数的大肠杆菌进行研究。因此，在制备感受态时，

应每隔２０ｍｉｎ取出相同的２支试管，一支放入４℃冰箱统一
测定特定培养大肠杆菌ＤＨ５α的Ｄ６００ｎｍ值，绘制不同活化次

数大肠杆菌ＤＨ５α的生长曲线；另一支制备感受态细胞，绘制
不同活化次数大肠杆菌ＤＨ５α的转化率图。

在同样的间隔时间下，细菌生长速度与活化次数相关，活

化次数越多，细菌单位时间生长越快。活化第２次比第１次
生长快，第３次比第２次生长快，但在活化第３次和第４次生
长速度差不多，这可能是因为第３次活化和第４次活化的细
菌生长状态已达到最佳状态（图３）。

　　根据ＣａＣｌ２法制备的感受态细胞进行转化，最后取１０μＬ
转化菌液稀释铺板，于３７℃条件下培养，计数并计算转化率。
结果发现，感受态细胞的转化率与Ｄ６００ｎｍ值、活化次数显著相
关。大肠杆菌ＤＨ５α菌种在活化第３次Ｄ６００ｎｍ值为０．３７２、活
化第４次Ｄ６００ｎｍ为０．３９７转化率最高，转化率分别为３２１万、
３２８万ＣＦＵ／μｇ（图４）。

２．３　不同离心时间对转化率的影响
制备感受态细胞时，细菌要被离心２次，离心时间对感受

态细胞的活性有较大影响。将ＣａＣｌ２法中的２次离心时间进
行梯度设置，制备不同离心时间的感受态细胞并转化。（１）
第１次离心，弃除ＬＢ培养基，条件设为：４℃、４０００ｇ下分别
离心５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ；第２次离心，ＣａＣｌ２洗涤细菌均
为４℃、４０００ｇ条件下离心８ｍｉｎ（图５）。（２）第１次离心，
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弃除ＬＢ培养基，条件设为（１）中得到的最高转化率的时间；
第２次离心，ＣａＣｌ２洗涤细菌，条件设为：４℃、４０００ｇ条件下
分别离心５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ（图６）。

　　由图５、图６可知，第１次离心条件为４℃、４０００ｇ离心
１５ｍｉｎ，第２次离心条件为４℃、４０００ｇ离心５ｍｉｎ得到的感
受态细胞转化率最高，为３３５万ＣＦＵ／μｇ。
２．４　原始质粒与转化后质粒比对

将转化了的大肠杆菌进行液体培养，当菌液饱和后使用

试剂盒提取质粒，再进行琼脂糖凝胶电泳，结果发现，原始

ｐＲＩ１０１－ＯＮ质粒与转化后的ｐＲＩ１０１－ＯＮ质粒的位置相同，
说明成功转化了原始ｐＲＩ１０１－ＯＮ质粒（图７）。

３　结论与讨论

过滤处理的ＣａＣｌ２溶液制备的感受态细胞转化率比高温
灭菌处理的高，可能是有些厂家生产的 ＣａＣｌ２所含的杂质较
多，高压灭菌时Ｃａ２＋会与水中溶解的ＣＯ２反应生成ＣａＣＯ３沉
淀和其他杂质沉淀，且会影响溶液 ｐＨ值变化；另外，在灭菌
时溶剂会减少，降低溶液浓度，这些都可能成为制备感受态细

胞的不利因素。

细菌转化率取决于细菌被质粒转化的能力以及细菌的数

量，随着细菌生长，单位体积内的细菌数量增加，细菌被质粒

转化的能力有所提高；但细菌数量到达一定量时，尤其当生长

过度后转化率会明显下降［１８－１９］。因此，合适的生长浓度应该

能保证上述两方面的综合效应处于理想范围。结合所绘制的

图可知，当活化１次时，由于长期保存导致大多数细菌死亡或
生理状态不佳，转化率较低；活化２次时，转化率有所上升，可
能是此时有活力的细菌较多；当活化２次及以上 Ｄ６００ｎｍ值为
０．３７～０．４０时，细菌处于最理想的生长状态，被诱导处于感
受态的细菌最多。本研究能获得转化率为 ２００万 ～４００万
ＣＦＵ／μｇＤＮＡ的感受态细胞，完全满足常规分子克隆操作对
感受态细胞的要求。另外，当第１次活化 Ｄ６００ｎｍ值为０．４２９，
第２次活化Ｄ６００ｎｍ值为０．４４５时转化率最高，比普遍认为的
Ｄ６００ｎｍ值为０．４略高。可能是因为这２个状态下的大肠杆菌
活力还不够强，制备的感受态细胞摄取 ＤＮＡ的能力较差，此
时细菌Ｄ６００ｎｍ值较高的在数量上有优势，增加其转化率。但
Ｄ６００ｎｍ值过高会导致细菌大量老化，其活力显著减弱，因而转
化率明显下降［２０］。

第１次离心时间在１５ｍｉｎ能获得较高的转化率，可能是
因为在４℃、４０００ｇ条件下离心 １５ｍｉｎ下来的细菌比 ５、
１０ｍｉｎ的多，制备的感受态细胞数量较多，因而转化率高；然
而在离心时间分别为２０、２５、３０ｍｉｎ时，由于时间太长一部分
细菌受到损伤，反而引起转化率下降。Ｍａｎｄｅｌ等发现，将正
在生长的大肠杆菌在０℃以下加入到低渗的ＣａＣｌ２溶液中便
会造成细胞的膨胀，形成原生质球，以利于吸收外源ＤＮＡ［２１］。
第２次离心时间为５ｍｉｎ最好，可能是因为在离心前细菌已
经被ＣａＣｌ２处理过，细胞呈膨胀状态，离心速度太快、时间太
长对细胞的损伤可能会加大。因此，第１次离心条件为４℃、
４０００ｇ、１５ｍｉｎ；第２次离心的条件为４℃、４０００ｇ、５ｍｉｎ时
制备的感受态细胞转化率最高。

综上所述，优化后的ＣａＣｌ２法能使经过长期保存后衰老、
部分死亡、活力低下的菌种制备出高转化率的感受态细胞。
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梢小蠹影响最大［１０］。本研究结果表明，（Ｅ）－２－己烯醇与
ＴｙｕｎＯＢＰ２结合能最低，更容易与 ＴｙｕｎＯＢＰ２结合，ＴｙｕｎＯＢＰ２
与小分子物质的结合，可能通过占有该蛋白与寄主气味结合

的空间或者通过改变ＴｙｕｎＯＢＰ２三维结构，导致ＴｙｕｎＯＢＰ２难
以识别寄主松树散发的气味。从对接的结合模式图来看，小

分子与受体分子表面的作用也是决定其活性的重要因素之一，

（Ｅ）－２－己烯醇和 ＯＢＰ之间可能存在疏水作用力、范德华
力，导致其结合能较低［１１］；因此，加强小分子的疏水性或者形

成氢键能力均有可能增强化合物的抑制活性［１２］。本研究选

用云南切梢小蠹１个已知的气味结合蛋白作为对象，计算并
模拟ＴｙｕｎＯＢＰ２与３个绿叶气味物质的分子对接，计算结果
与前人试验结果一致，说明利用同源建模和分子对接方法模

拟气味物质与气味结合蛋白结合有一定的可靠性。实际上，

昆虫在进化过程中发展多个气味结合蛋白识别多种气味物

质，云南切梢小蠹也有多个气味结合蛋白［３］，是否还存在比

ＴｙｕｎＯＢＰ２更容易与小分子绿叶气味物质结合的其他气味结
合蛋白还需进一步研究。
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