
遗传HEREDITAS (Beijing) 21(4): 48一51 1999

技 洲阵 与 方 法 ·

一种简便、快速的大肠杆菌质粒转化方法一‘

郭培 '1k， 陈向东 谢志雄，沈 萍

（武汉大学生命科学学院．湖北 武汉 430072)

摘 要：将受体菌与质粒DNA混匀直接在Ca 2+离子选择平板上进行转化和筛选，其转化过程仅需2

而n左右，并能得到105以上的转化效率，可满足一般克隆工作的需要。
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A Simple and Rapid Method for the Transformation

of Escherichia coli by Plasmids

GUO Pei-yi, CHEN Xiang-dong, XIE Zhi-xiong, SHEN Ping

(College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072, China)

Abstract: After mixing the recipient cells and plasmids DNA, directly spread the mixture on selective me-

dia containing Cat+. The whole process of transformation just needs 2 min or so, and could acquire the

transformation efficiency of more than 105, which is enough to common gene cloning
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转化是分子克隆中将外源DNA导人受体细胞的关键技术，自197。年Mande！和Higa发现用CaCl,处理的

细菌细胞可被元噬菌体DNA转染后cu，接着在1972年和1973年Cohen等人用同样的方法首次成功地将R

因子和重组质粒DNA导人大肠杆菌细胞（Escherichiacoli) c2.3)，而成为基因工程的创始人 此后在转化技术

上虽有过不少的改进，但都旨在如何提高转化效率上〔4-6)，自70年代中期以来，使转化效率作为分子克隆中

限制因素的时代已一去不复返了”〔78〕 但就方法本身而言一直没有大的变化，而是作为一种常规转化技术一直

沿用至今〔8- 10)。该转化技术主要由三部分组成〔8) : (1)用CaCl2诱导受体细胞使其成为”感受态’，( 2)
DNA转化受体细胞；(3)涂布平板筛选转化重组子。一般至少需要 2h完成。我们这里介绍一种十分简便迅速

的质粒平板转化方法，该方法删除了常规方法中十分费时、繁杂的（1)和（2)二部分的操作，而是直接在ca>+Ca -

选择平板上一次完成，整个过程仅需 2 min左右，转化效率与常规方法相当，足以满足一般克隆工作的需要

1 材 料 和 方 法

1.1 菌株

大肠杆菌 （E. c'oli) TG1、HB10I. DH5a，本实验室保存。

1.2 质粒
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pBR322购自华美生物工程公司；重组质粒pJH由本实验室构建〔”〕；枯草杆菌一大肠杆菌穿梭重组质粒

pBE2,中科院微生物学研究所郭兴华先生馈赠c 12)。

1.3 试剂、培养基及主要缓冲液

Bacto-Tryptone及 Yeast extract为英国Oxiod公司生产；氨节青霉素由华北制药厂生产·RNase.

Protease K, BamHL DNA Marker等均购自华美生物工程公司；其它化学试剂均为分析纯产品。

LB培养基及用于质粒提取、检测的各种缓冲溶液均参照Sambrook等的方法配制〔8)，而用于平板转化的

Cat十选择平板是在LB固体培养基加人单独灭菌的CaCI：和氨节青霉素长终浓度分别为100 mmol/ L和100
mg／ml)

1.4 实验方法

质粒的提取、纯化、酶切、凉脂糖凝胶电泳等均参照文献〔8).

传统的CaCI：处理转化方法参见文献〔8〕略做修改；(1) CaC12处理法制备感受态大肠杆菌：挑取受体菌单

菌落接种于5m] LB培养液，37C培养过夜，以1/100量接种于LB培养基活化至OD600= 0:4-- 0.6【取菌液

I ml，冰浴 IOmin, 4C 12 000 r/ min离心20.30 s收集菌体，弃上清，重悬于I ml经预冷的100 mmol / L

CaCl2中，冰浴20- 40 min, 4 C 12 000 r / min离心20--30 s收集菌体·弃上清，重悬于0.2m1经预冷的100
mmol / L CaCI：中，冰浴2-7 h; (2）转化：将10 Ell质粒DNA (lng//1）与200 pal感受态细胞溶液混匀，经

冰浴20--40 min, 42C水浴3一4 min、冰浴1一2 min处理后．加等体积 2倍 LB培养液，37 C水浴温育 I h; (3)

转化子的检测：涂布20川转化混合物于加相关抗生素的LB选择平板，37℃倒置培养约20 h,筛选转化子。

平板转化法：挑取受体菌单菌落接种于5 ml LB培养液，37℃培养过夜，以1／100量接种于LB培养基活化

2-3 h（OD611 0.5一0.55)，取菌液I ml, 12 000 r /min离心20-30s收集菌体，重悬于200川LB培养液，加

人！0川质粒DNA（lng/川），混匀，取20川转化混合物涂布于4℃下预冷的含Ca z十和相关抗生素的选择平

板，37℃倒置培养约 20 h,筛选转化子。

2 结 果 与 分 析

2.1 平板法与传统的CaCl：处理方法的转化效率

将质粒 pBR322分别用二种方法转化经常用的三种大肠杆菌受体菌株TG1, HB10l和 DH5a，结果 （表

1)显示，新方法所能达到的转化效率与传统方法相当，可达105转化子／jtgDNA，足以满足一般常规克隆的需

要。为了进一步证实新方法的适用性，我们又将不同的质粒分别转化同一受体菌 这些质粒包括松弛型质粒

pBR322，带有古细菌启动子的重组质粒pJH，以及穿梭质粒pBE2。表2显示用TG I为受体的转化效率比较，

其结果表明新方法对所用的三种质粒均显示出与传统方法相当的转化效率，以其它菌株为受体也获得类似的结

果，说明该方法具有很好的适用性 表 1及表2中的数据均为3次独立实验结果的平均值

表 1 二种转化方法对不同受体菌株的转化效率比较

菌 株
传统方法的转化效率

（平均转化子数／Fig DNA)
平板转化法的转化效率

（平均转化子数／jig DNA)

TG 1

HB101

DH5a

5.1 x 105
4.3 x 105
1.8 x 105

1.84 x 105

2,1 x 10'
0.89 x 105

表2 二种转化方法对不同质粒 DNA的转化效率比较

质 粒
｛ 传统方法的转化效率

（平均转化子数／pg DNA)

平板转化法的转化效率

（平均转化子数／Ecg DNA)

VBR322 ｝
p3 H

pBE2

一 ：.1 x 105
4.6 x 105
0.94 x 10'

1.84x 10'

1.9x I OS
1.0 x 105
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2.2 转化子的检测

任意挑取34个用新方法转化所得到的转化子进行质粒检测，均能检测到质粒，而且酶切结果 （图 I)也显

示，不同转化子所携带质粒的大小及酶切位点均完全与原转化质粒DNA相同，说明所采用的平板转化方法具有

与传统转化方法相同的质粒转化特点〔’”．此外，用从转化子中提取的质粒，采用新方法重新转化受体菌，仍可

以获得相似的转化结果，说明采用新方法对质粒的转化活性也无影响。

l. ).DNA/ HindlU Marker

2. pBR322转化子质粒
3. pBR322转化子质粒／BamHI
4. pBR322／BamHI
5. pBE2转化子质粒
6. pBE2转化子质粒/ Ban7HI

7. pBE2/BamHI
8. pJH转化子质粒
9. pJH转化子质粒／BamHI
10. pJH／BamHI

图1 新方法转化子质粒及其酶切的凝胶电泳检测

2.3 Ca2＋浓度对转化率的影响
Ca2＋浓度是影响转化的重要因素〔8)，为了找到Ca 2+选择平板中最适的Ca 2+浓度，我们以不同Ca 2＋浓度的

选择平板进行了pBR322转化大肠杆菌TGI的实验。结果（图2和表3)表明，平板转化和传统方法一样需要

通过Ca 2＋的处理促使细胞建立感受态才能进行有效的质粒DNA转化〔8)，并随着转化体系中Ca 2＋浓度的增加，

转化效率逐渐升高，在Ca 2十浓度达到80--100 mmol/ L时，可以获得最高的转化效率．而Ca 2＋浓度进一步升

高，超过！20mmol / L后，转化效率明显下降，这可能与平板中的高离子浓度抑制了细胞的生长有关。

图2 Ca 2十浓度对转化效率的影响

表3 C扩＋浓度对转化效率的影响

CaClz(mmol/ L) 0 20 40 60 80 100 120 140 160

转化效率（／Fig) 0 100 525 39 900 128 000 119 000 54 600 1 200 0

3 讨 论

(1) CaCl：处理对于诱导大肠杆菌受体细胞“感受态”的形成具有重要作用，在传统的转化方法中，CaCl：处理

及转化都是在液体条件下完成的（‘〕。而本实验的结果证明，在一定的离子浓度范围内CaC12同样可以诱导涂布
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到平板上的受体细胞建立感受态，并进行质粒DNA的转化。采用这种平板转化方法所得到的转化子菌落较传统

方法形成的转化子菌落略小，说明培养基中的CaCI：可能在一定程度上对细菌的生长有抑制作用。

(2)在传统的转化方法中转化过程的变温处理被认为对转化率的提高具有重要意义csl。我们在实验中也发

现将受体菌和转化DNA混合后涂布到事先预冷的平板上比使用未经预冷的平板能得到更高的转化效率，但两者

间的差异不超过一个数量级（分别为1.8 x 105和3.O x 10‘转化子／jug DNA)，该现象在Baur等最近的研究报

道中也有反映〔14)
(3）本文介绍的质粒转化大肠杆菌的新方法将受体细胞感受态的诱导建立、质粒DNA转化及转化子的筛选

等步骤合并在Ca 2+选择平板上一步完成，与传统方法相比，具有操作简便易行的优点，整个转化过程仅需2 min

左右，无需其他特殊仪器及试剂，且转化率与传统方法基本相当，足以满足一般常规克隆的需要。同时，用平板

转化代替液体转化，对进一步揭示大肠杆菌的DNA转化机理也有一定的方法学上的意义（(14)。
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