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　　摘要：大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株是大肠杆菌表达系统最常用的宿主菌株，因此人们需要１种便捷有效的感受态
细胞制备和转化方法。一步法感受态细胞制备操作方便，只加１种试剂即可，更快捷稳定，转化也更方便，不需要热
激。研究大肠杆菌感受态细胞一步法制备对 ＢＬ２１菌株的适用性，并对转化过程中的关键参数进行探索和优化。结
果表明，该一步法制备的ＢＬ２１菌株感受态细胞可获得１０６ＣＦＵ／μｇＤＮＡ转化效率，完全能够满足常规转化要求。转
化过程中相关参数的最佳条件为冰水浴３０ｍｉｎ，室温放置１０ｍｉｎ，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡复苏４０ｍｉｎ。
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　　在分子生物学试验中，ＤＮＡ重组技术和外源基因的表达
是最常用的研究手段之一，质粒转化进入大肠杆菌感受态细

胞是其频繁使用的一项基本操作技术。这项技术分为２个部
分，即大肠杆菌感受态细胞的制备和质粒 ＤＮＡ的转化。目
前，制备感受态细胞最常用的方法是 ＣａＣｌ２法

［１－２］和电穿孔

法［３］。电转化法转化效率高，但是需要一套特殊仪器，操作

过程也很繁琐；ＣａＣｌ２法不需要特殊仪器，操作简便，重复性
好，但耗时较长［４］。１９８９年Ｃｈｕｎｇ等报道了一步法制备大肠
杆菌感受态细胞，该法操作简便、快捷、重复性好，获得单位质

量转化效率达到１０７～１０８个／μｇ单位质量的转化子，能够满
足常规试验要求，并可在－７０℃下长期保存。一步法感受态
细胞制备及其转化法适用于 ＤＨ５α、ＨＢ１０１、ＪＭ１０９等多个大
肠杆菌常用菌株［５］。

大肠杆菌表达系统是目前最常用的外源蛋白表达系

统［６］，而大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株是该表达系统最常用的宿
主菌株［７］，需要便捷有效的感受态细胞制备和转化方法。本

研究采用一步法制备大肠杆菌 ＢＬ２１菌株的感受态细胞，研
究该方法对ＢＬ２１菌株的适用性，并对转化过程中的关键参
数进行探索和优化。

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒
供试菌株：大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，由笔者所在实验

室保存。

供试质粒：ＰＵＣ１９（２６８６ｂｐ）、ｐＥＴ２９ａ（５３７１ｂｐ）、

ｐＥＴ２９ａ－ｇｆｐ（５９４８ｂｐ）。
１．２　试剂

质粒抽提试剂盒，购自爱思进生物技术（杭州）有限公

司；ＩＰＴＧ、Ｘ－ＧａＬ、ＰＥＧ３３５０、相关抗生素，均购自生工生物工
程（上海）股份有限公司。其他常规试剂均为国产分析纯。

１．３　主要培养基和溶液配方
ＬＢ培养基（１Ｌ）：蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ，ＯＸＣＩＤ）１０．０ｇ；酵母

提取物（Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，ＯＸＣＩＤ）５．０ｇ；ＮａＣｌ５．０ｇ；用去离子水
补足１０００ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ。配制固体培养
基时加入２％琼脂。

转化与贮存溶液（ＴＳＳ）：液体ＬＢ培养基调ｐＨ值为６．５，
含１０％ ＰＥＧ３３５０，５％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），１０％甘油，ＭｇＣｌ２
１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１０ｍｍｏｌ／Ｌ，高压蒸汽灭菌。

５×ＫＣＭ溶液：ＫＣｌ０．５ｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２０．１５ｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２
０．２５ｍｏｌ／Ｌ。该溶液仅需少量配制（以 ｍＬ计），过滤除菌，分
装成小份于－２０℃保存备用，可反复冻融。
１．４　大肠杆菌ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞的制备

制备方法参照文献［５］所介绍的一步法。活化大肠杆菌
ＢＬ２１菌株，从３７℃培养过夜的新鲜ＬＢ平板中挑取 ＢＬ２１单
菌落，接种到３ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培
养过夜；取１ｍＬ过夜培养菌液接种入１００ｍＬ液体ＬＢ培养基
中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ ＝０．３～０．５（约３ｈ）；
将培养液转移到灭菌的 ５０ｍＬ离心管中，置冰上 １０ｍｉｎ；
４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清；用１０ｍＬ预冷的无菌
ＴＳＳ重悬菌体细胞；冰上放置１０ｍｉｎ，分装１２０μＬ／管（在冰上
操作），－７０℃保存备用。
１．５　大肠杆菌一步法感受态细胞转化

取无菌的１．５ｍＬ离心管，加入 １μＬ待转化质粒，５×
ＫＣＭ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３９μＬ，置冰上；从－７０℃冰箱中取出大肠
杆菌ＢＬ２１菌株感受态细胞，立即融化；吸取５０μＬ感受态细
胞加入上述离心管中，轻轻吹吸使之与上述试剂混匀，冰水浴

２０ｍｉｎ，室温放置１０ｍｉｎ；加入５００μＬ新鲜液体 ＬＢ培养基，
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于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中，振荡复苏 ４０～５０ｍｉｎ；室温、
６０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃部分上清，留取约２００μＬ，重悬后
涂布抗生素平板，３７℃过夜培养，观察平板，计数转化子数，
并计算转化率。

转化率＝感受态细胞转化后形成的菌落数（ＣＦＵ）／ＤＮＡ
质量（ｅｃｇ）。
　　转化所用质粒均采用质粒提取试剂盒并按其说明书要求
步骤操作，提取的质粒样品经适度稀释后，用琼脂糖凝胶电泳

检测，根据其条带亮度与标准的ｍａｒｋｅｒ条带比较并估算质粒
浓度。

１．６　转化过程中的参数处理
在大肠杆菌 ＢＬ２１菌株感受态细胞转化过程中，分别设

置冰水浴时间（０、５、１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ）、室温放置时间（０、
５、１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ）、复苏过程中的摇床转速（０、５０、１００、
１５０、１８０、２００ｒ／ｍｉｎ）及复苏时间（０、５、１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ）
等一系列不同的参数，研究这些参数对转化效率的影响，探索

大肠杆菌ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞的最优转化条件。此
外，为研究感受态细胞转化后于４℃放置对转化效率的影响，
将感受态细胞在最佳条件下转化并复苏后，涂布抗生素平板，

并于４℃保存，定时取平板（０、２、１２、２４ｈ），３７℃ 过夜培养后
分析计算转化效率。以上所有处理均设置３个重复，取平均
值，用Ｅｘｃｅｌ作图，图中的误差线均表示标准差。

２　结果与分析

２．１　不同质粒对ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞的转化
本研究分别使用大小不同的 ＰＵＣ１９、ｐＥＴ２９ａ、ｐＥＴ２９ａ－

ｇｆｐ质粒对ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞进行转化试验，以探
讨大肠杆菌感受态细胞一步制备法对 ＢＬ２１菌株的适用性。
转化结果表明，３种不同大小的质粒均对大肠杆菌ＢＬ２１菌株
一步法制备的感受态细胞成功地实现了转化；其中分子量较

小的质粒 ｐＵＣ１９所获得的转化效率最高，超过 ５×
１０６ＣＦＵ／μｇ，分子量较大的质粒ｐＥＴ２９ａ和ｐＥＴ２９ａ－ｇｆｐ获得
的转化效率约为３×１０６ＣＦＵ／μｇ，略低于ｐＵＣ１９（图１）。

　　ｐＥＴ系列载体是常用的大肠杆菌表达载体，含有Ｔ７强启
动子，广泛应用于在大肠杆菌 ＢＬ２１菌株中诱导表达目的蛋
白［８－９］。结果表明，ｐＥＴ２９ａ和 ｐＥＴ２９ａ－ｇｆｐ成功地转化入
ＢＬ２１菌株的一步法感受态细胞，并在本研究的试验条件下能
获得约１０６ＣＦＵ／μｇ的转化效率，表明一步法制备的大肠杆
菌ＢＬ２１菌株感受态细胞完全能够满足常规重组表达载体转

化的要求。

２．２　冰水浴时间对转化效率的影响
在对大肠杆菌ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞的转化过程

中，设置不同的冰水浴时间。图２表明，前３０ｍｉｎ随着冰水
浴时间的延长，感受态细胞的转化效率越来越高，在冰水浴

３０ｍｉｎ时表现出最高转化效率，达到５．４×１０６ＣＦＵ／μｇ，之后
转化效率有所下降。因此，将转化过程中的冰水浴时间设置

为３０ｍｉｎ最好。

２．３　室温放置时间对转化效率的影响
大肠杆菌一步法感受态细胞转化过程中，在冰水浴结束

后将转化体系直接放置在室温中以替代传统ＣａＣｌ２法的热休
克步骤。为研究室温放置时间对转化效率的影响，本研究设

置一系列不同的室温放置时间。图３显示：本组试验中室温
放置１０ｍｉｎ时，获得最高的转化效率达到７．５×１０６ＣＦＵ／μｇ；
室温放置时间不足１０ｍｉｎ时，转化效率随室温放置时间延长
而逐渐提高；放置时间超过１０ｍｉｎ时，转化效率则逐渐降低。
因此，在室温中放置１０ｍｉｎ是大肠杆菌 ＢＬ２１菌株一步法感
受态细胞转化中该参数的最适条件。

２．４　复苏时间对转化效率的影响
复苏是大肠杆菌转化过程中的重要步骤，大肠杆菌在此

过程中将修复感受态细胞制备时留下的损伤，用于转化子筛

选的抗生素抗性基因在此过程中也得到了初步表达。为了研

究一步法感受态细胞转化的适宜复苏时间，本研究按照

１０ｍｉｎ的时间间隔设置了６个复苏时间。图４表明：随着复
苏时间的延长，转化效率逐步提高，至复苏４０ｍｉｎ时转化效
率达到最高值；复苏时间为５０ｍｉｎ时，转化效率较复苏３０、
４０ｍｉｎ时有所降低。因此，４０ｍｉｎ是大肠杆菌 ＢＬ２１菌株一
步法感受态细胞转化的最适复苏时间。
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２．５　复苏转速对转化效率的影响
复苏过程中摇床振荡的转速对大肠杆菌转化的效率有明

显影响。为研究大肠杆菌ＢＬ２１菌株一步法感受态细胞转化
过程中最适的转速，本试验设置了６组不同的复苏转速，图５
显示：复苏转速在０～１５０ｒ／ｍｉｎ时，随着转速的增加，转化的
效率逐渐增高；转速为 １５０ｒ／ｍｉｎ时转化效率最高，达到
４．５×１０６ＣＦＵ／μｇ；复苏转速超过１５０ｒ／ｍｉｎ之后，转化效率开
始逐渐下降。因此，１５０ｒ／ｍｉｎ是大肠杆菌 ＢＬ２１菌株一步法
感受态细胞转化的最适复苏转速。

　　在研究复苏转速对转化效率影响的试验过程中，由于使
用同一台摇床设置不同转速，因此本试验不同处理的转化过

程就存在先后。为保证所有的处理组同时培养，将先转化的

菌体细胞涂布抗生素平板后于４℃冰箱中放置，待本试验所
有处理全部转化结束后一同放入３７℃培养箱培养。然而，在
本试验过程中偶然发现相同的重复平板在４℃放置后转化子
数明显比未在冰箱中放置过的多，所以重新做了复苏转速的

试验，以避免４℃冰箱中放置对试验结果的影响，同时又对
４℃ 冰箱中放置时间对大肠杆菌转化效率的影响进行研究。
２．６　４℃冰箱中放置时间对转化效率的影响

之前的研究发现，转化后涂布的抗生素筛选平板在放入

培养箱培养之前，于４℃冰箱中放置一段时间对最终的转化
效率会产生一定的影响。图６表明：抗生素筛选平板在４℃
冰箱中放置一段时间，长出的转化子数明显比未在冰箱中放

置过的多，冰箱中放置２ｈ转化效率最高，在冰箱中放置１２、
２４ｈ的转化效率明显下降，但仍比未在冰箱中放置过的高。

３　讨论

目前，生命科学研究领域的分子生物学试验技术高度发

展，并被广泛应用。感受态细胞的制备和转化是其中的一项

基本操作，其主要方法有化学转化法［１－２］和电转化法［３］。最

常用的化学法是ＣａＣｌ２法，此外，大肠杆菌感受态化学制备方
法还有甘油 －聚乙二醇法［１０－１１］、氯化铷法［１２］和一步制备

法［５，１３］。大肠杆菌感受态细胞制备一步法操作便捷，其转化

也较方便，适用于ＤＨ５α、ＨＢ１０１、ＪＭ１０９等多个大肠杆菌常用
菌株。大肠杆菌感受态细胞的转化效率除了与其制备方法和

菌株有关外，还与其冻存条件以及转化过程密切相关［１４－１６］。

本研究采用一步法制备的大肠杆菌 ＢＬ２１菌株的感受态
细胞可获得１０６～１０７ＣＦＵ／μｇ的转化效率，完全能够满足常
规转化试验的要求。同时该结果也表明，一步法可用于大肠

杆菌ＢＬ２１菌株感受态细胞制备。为探讨和优化 ＢＬ２１菌株
一步法感受态细胞转化过程中的关键参数条件，本研究在参

照传统感受态细胞转化步骤的基础上分别设置冰水浴时间、

室温放置时间、复苏过程中的摇床转速以及复苏时间等一系

列不同的参数。

转化条件优化试验结果表明，大肠杆菌 ＢＬ２１菌株一步
法感受态细胞的最优转化条件：转化体系先冰水浴３０ｍｉｎ，然
后取出样品置于室温中放置１０ｍｉｎ，加入适量新鲜 ＬＢ培养
基后置于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡复苏４０ｍｉｎ，涂布抗生
素平板，３７℃过夜培养筛选转化子。

在转化试验中，笔者发现转化体系涂布抗生素平板后置

于４℃冰箱中放置一段时间，长出的转化子数明显比未在
４℃ 冰箱中放置过而直接于３７℃培养箱中过夜培养的多，
且重复几次试验均得到类似结果。为此，笔者做了一组转化

试验，并设置了一系列不同的４℃冰箱放置时间。结果显示，
在４℃冰箱中放置２ｈ转化效率最高，在冰箱中放置１２、２４ｈ
的转化效率又有所下降，但仍比未在冰箱中放置过的高。笔

者目前对于出现这一试验结果的原因尚未十分明了，还需要

进一步研究和分析。
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紫萍休眠体的萌发诱导研究

李兰芝，吴坤鑫，张家明
（中国热带农业科学院热带生物技术研究所／农业部热带作物生物学与遗传资源利用重点实验室／

海南省生物质能源工程技术研究中心，海南海口５７１１０１）

　　摘要：以紫萍ＤＷ２５０１－４和ＨＢ０３０１产生的休眠体为材料，利用单因子试验和正交试验研究不同蔗糖含量、不同
的ＧＡ３浓度、不同的温度和光照条件诱导紫萍休眠体萌发的最适条件。结果表明，在１％～５％质量浓度蔗糖范围内，

高的蔗糖质量浓度会抑制休眠体的萌发，质量浓度为１％、２％的蔗糖对ＤＷ２５０１－４和 ＨＢ０３０１休眠体萌发诱导效果
最好。在２０～３２℃，ＤＷ２５０１－４休眠体在３２℃下萌发效果最佳，ＨＢ０３０１休眠体在２８℃下萌发效果最佳。在０～
１０ｍｇ／Ｌ范围内ＧＡ３能促进ＤＷ２５０１－４和ＨＢ０３０１休眠体的萌发，最佳浓度为０．１ｍｇ／Ｌ。ＤＷ２５０１－４和ＨＢ０３０１在

光—暗周期为２４ｈ—０ｈ和１６ｈ—８ｈ下萌发势最高，叶状体数量最多。３种日照时间下萌发率差异不显著，但长日照
可缩短休眠体萌发时间，促进叶状体繁殖。ＤＷ２５０１－４和 ＨＢ０３０１－４休眠体的最佳萌发诱导条件是 ０．５倍
Ｈｏａｇｌａｎｄ’ｓ培养基中添加１％蔗糖和０．１ｍｇ／Ｌ的ＧＡ３，在２８℃，光—暗周期为１６ｈ—８ｈ的条件下培养。
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　　紫萍（Ｓｐｉｒｏｄｅｌａｐｏｌｙｒｒｈｉｚａ（Ｌ．）Ｓｃｈｌｅｉｄ．）属于浮萍科
（Ｌｅｍｎａｃｅａｅ）紫萍属（Ｓｐｉｒｏｄｅｌａ）。自然界中，夏末生长季节结
束时紫萍会产生休眠体（ｔｕｒｉｏｎ）［１］。紫萍产生的休眠体直径
大约为２ｍｍ，呈椭圆形，灰褐色。上表面平滑，下表面微微凸
出。新形成的休眠体会沉入水底进行冬眠，经历一段时间的

低温冬眠后，春天随着温度上升，光照时间延长，细胞内碳水

化合物的代谢发生变化，冬眠才会被打破，休眠体开始萌

发［２－３］。休眠体萌发时会从２个分生侧囊中长出新的营养生
殖叶片［４］。通过消耗休眠体内积累的大量淀粉，新叶会快速

生长［４］。寒冷处理对紫萍休眠体进行预催熟而更有利于休

眠体的萌发，光照、充足的碳水化合物的供应是促进休眠体萌

发的必要条件［５－７］。影响休眠体萌发的主要因子包括温度、

光照、营养条件、ＧＡ３等
［７－１０］。在实验室内紫萍的种质资源

也可利用休眠体进行保种，研究休眠体快速萌发的条件是实

验室紫萍保种研究的重要部分。本试验通过研究不同蔗糖含

量、不同的ＧＡ３浓度、不同的温度和光照条件对紫萍休眠体
萌发的影响，以期为在实验室长期保存紫萍种质资源提供理

论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
试验材料选用本实验室保存的采自海南的紫萍

ＤＷ２５０１－４和湖北的紫萍 ＨＢ０３０１。试验于 ２０１５年 １—１２
月在中国热带农业科学院热带生物技术研究所试验基地温室

内进行。利用其无菌无藻的叶状体，在含 ０．００５ｍｇ／ＬＡＢＡ
的０．５倍缺氮的Ｈｏａｇｌａｎｄ’ｓ培养基，２４℃，１６ｈ—８ｈ光—暗
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