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电转化法制备高转化效率的E．coli感受态细胞研究
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摘 要：为了制备高转化效率的E．coli TGI和E．coli DH5a感受态细胞，采用电转化方法探索

E．coli生长对数期的不同生长阶段、质粒DNA含量、电场强度对E．coli转化效率的影响。研究结

果表明：40 pL茵液中加1．0 ng pUCl9 DNA，用间隙O．2 am电击杯时转化效率最高，E．coli TGl

有1个电转化效率峰值，即A6。。为0．665时，转化效率达1．7×109 cfu／vg pUCl9 DNA；E．coli

DH5a有2个转化效率峰值，即A。。。为0．443和0．810时，转化效率均为3．0×109 cfu／pg pUCl9

DNA。研究结果表明，在相同情况下E．coli DH5a的转化效率高于E．coliTGl，利用本实验确定

的参数可制备出高转化效率的电转化感受态细胞。
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Abstract：To establish a high efficiency of electrotransformation，tWO different strains of E．coli

DH5a and E．coli TGl were used to investigate the influence of growth period during log phase，

the content of the plasmid PUCl 9 DNA and the electric field strength on electrotransformation

efficiencies．A highest electrotransformation efficiency was achieved at when 1．O ng of plasmid

DNA was used with 40ul solution and packed in 0．2 cm cuvette．A peak of eleetrotransformation

efficiency for E．coli TGl was 1．7×1 09 transformants per弘g PUCl9 DNA when the optical

density(A600)was 0．665．Two peaks of electrotransformation efficieneies for E．coli DH5a were

the same as 3．0×109 transformants per pg PUCl 9 DNA when the optical density(A600)were 0．

443 and 0．810．The results suggested that the transformation efficiency of E．coli DH5a was

higher than E．coli TGl with the identical condition and the parameters of the this experiment can

be further applied tO prepare the high efficient competent cell． ·
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可食性抗体的研究经历了多克隆抗体、单克隆

抗体的研究发展阶段，现已进入了基因工程抗体的

研究阶段。基因工程抗体研究的关键技术是噬菌

体抗体库技术[1]。为了筛选到抗体基因，必须构建

一个有效的抗体库，而提高基因转化效率是实现构

建有效抗体库的核心。早在20世纪70年代，Co—

hen首次成功地用CaCI：法将质粒DNA转人大肠

杆菌[2]。之后人们又通过各种手段对其进行优化，

可满足一般的克隆要求[3]。但在构建大容量基因

文库和抗体库时，必须提高转化效率，采用电转化

方法是最佳的途径。电转化法利用瞬间高压电脉

冲，使细胞表面产生暂时性的孔隙，可在细胞膜表

面形成小孔，同时由于电击作用可促使细胞膜融

合，最后在细胞膜上形成大的孔道，易于DNA进

入[4]。但影响电转化效率的因素较多，如电场强

度、脉冲时间、DNA含量等等。作者旨在探讨影响

电转化效率的几个因素，为制备高电转化效率的感

受态细胞提供切实可行的操作参数。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种和质粒大肠杆菌(Escherichia coli)

TGl和DH5a，作者所在实验室保存；质粒pUCl9，

购自TaKaRa公司。

1．1．2 化学试剂和培养基 甘油为分析纯；2×

YT培养基、2×YT-G培养基、基本培养基、SOBAG

培养基(含氨苄抗生素)，均按常规配方配制。

1．1．3 仪器 紫外分光光度计(TV一1900／TV一

1901)：北京普析通用仪器有限公司产品；摇床：常

州国华电器有限公司产品；冷冻离心机(AllergraTM

64R Centrifuge)：BECKMAN公司产品；高压灭菌

锅：上海医用核子仪器厂产品；恒温培养箱：日本三

洋公司产品；Bio-Rad电转仪。

1．2方法

1．2．1细菌复苏将在一70℃甘油保存的大肠杆

菌(Escherichia coli)菌株接种于装有2×YT液体

培养基中，37℃，200 r／min振摇培养过夜；长菌后

平板划线(E．coliTGl使用基本培养基，DH5a使

用2×YT固体培养基)，于37℃培养16～17 h；挑

取单菌落，接入2×YT液体培养基中，37℃，200

r／rain振摇培养过夜，用于感受态细胞制备的接

种液。

1．2．2 感受态细胞的制备 主要参照Dower

法[5]，大肠杆菌复苏后，按1，100的比例接种到2×

YT液体培养基中，37℃，200 r／min振摇培养，每

隔20～30 min测定菌液的A。。。值，之后取出培养

瓶，冰浴冷却15～30 rain，4℃，9 000 r／min离心20

rain，倾去上清液；将沉淀重悬于100 mL冰预冷的

体积分数10％甘油溶液中，置冰上15 min，4℃，

9 000 r／min离心20 min，倾去上清液；将沉淀重悬

于50 mL冰预冷的甘油溶液中，置冰上15 rain，4

℃，9 000 r／min离心20 min，倾去上清液；将沉淀

重悬于10 mL冰预冷的体积分数10％甘油溶液中，

置冰上15 min，4℃，9 000 r／min离心20 min，倾去

上清液；最后用冰预冷的甘油溶液进行稀释，分装

至离心管中，在一70℃下保存。

1．2．3 电转化及转化效率的计算 按实验的不同

要求取40弘L菌液与一定量浓度的质粒pUCl9

DNA混匀，在冰上充分冷却，转入预冷的电击杯

中，电击后，迅速加入1 mL预热至37℃新鲜的2×

YT—G液体培养基，置于37℃，振摇培养40 rain，用

生理盐水做数个稀释度，分别涂布于SOBAG平板

上，37℃恒温培养过夜，菌落计数后即可计算电转

化效率。

2 结 果

2．1不同E．coli菌株的对数期生长曲线

从0---4 h，测定E．coli的细菌浓度(A。。。。)，绘

制对数期生长曲线(A。∞≤1)，如图1、2所示。

E．coli TGl和E．coli DH5乜的生长曲线均在100

rain后开始成对数生长趋势，在100～150 rain之

间，E．coliTGl菌株的生长速度比E．coli DH5a菌

株快。

时间／rain

图1 E．coli TGl对数期生长曲线

Fig．1 Gmw恤CHIVe during log phase of E．coli TGI
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时同／min

图2 E．coli DH5a对数期生长曲线

Fig．2 Growth curve during log phase of E．coli DH5a

2．2 E．coli菌株在不同生长时期的电转化效率

E．coli在不同生长时期的电转化效率如表1、2

以及图3、4所示(电击杯间隙为0．2 cm)。

2．3不同质粒DNA含量的电转化效率

采用了4种不同的质粒DNA用量，探讨质粒

DNA含量对电转化率的影响，结果如表3、4所示。

表1 E．coli TGl在不同生长时期的转化效率

Tab．1 Electrotransformation efficiencies of the E．coli TGI

at different growth phase

、

A600。 转化效率／(efu×108／pg pUCl9 DNA)

0．093

O．235

0．464

O．501

O．665

0．698

0．872

0．912

5．0

6．0

6．0

4．0

17

4．0

6．O

4．0

表2 E．coU DH5a在不同生长时期的转化效率

Tab．2 Electrotransformation efficiencies of the E．coli DH5a

during different growth phase

A6”。 转化效率／(crux 108／肛g pUCl9 DNA)

0．027

O．143

0．206

0．220

O．331

0．443

O．570

0．680

O．810

I．045

4．O～6．1

1．7～5．0

1．3～3．0

20

4．O～6．1

30

9．O

10

30

4．6～6．0

20

15

10

5

0
O 0．2 0．4 0．6 0．8 1．0

彳棚。一

图3 E．coli TGl不同生长时期的转化效率

Fig．3 Electrotransformation efficiencies of the E．coli

TGI during different growth phase

—m_

图4 E．eoli DH5a不同生长时期的转化效率

Fig．4 Electrotransformation efficiencies of the E．coli

DH5a during different growth phase

表3质粒．DNA不同用■时E．coli TGI(A6”----0．665)的转

化效率。

Tab．3 Electrotransformation efficiencies of E．coU TGl with

different content of the plasmid DNA

DNA质-m／ng 转化效率／(cfu×108／／tg pUCl9 DNA)

O．25

O．5

1．O

1．5

2．8

4．4

17．0

2．6

*电击杯间隙为0．2 cm

表4质粒DNA不同用量时E．coli DHSa(AN,=0．810)的

转化效率。

Tab．4 Electrotransformation efficiencies of E．coU DH5a

with different content of the plasmid DNA

DNA质t／ng 转化效率／(cfu×108／且g pUCl9 DNA)

O．25

O．5

1．O

1．2

1．8

30

1．5 2．7

*电击杯间隙为0．2 cm

2．4不同电场强度的电转化效率

选用18 kV／cm和12．5 kV／cm两种电场强度
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对处于转化效率峰值时期的菌株进行转化效率比

较。实验中所用的Bio—Rad公司电穿孔仪有预设

程序，对于大肠杆菌，使用0．1 em电击杯时，电压

会达到1．8 kV左右，电场强度是18 kV／cm，脉冲

时间一般为5．00 ms；而使用0．2 cm电击杯时，电

压则达2．5 kV左右，电场强度是12．5 kV／cm，脉

冲时间一般为6．00 ms。研究结果表明，电场强度

减小，脉冲时间延长，转化效率提高。

3讨 论

3．1对数生长期的不同阶段对电转化效率的影响

选用对数生长期的细胞的感受态细胞是提高

电转化效率的一个重要的因素。如果选择没有达

到对数生长期或超过对数生长期的细胞，转化效率

很低Is]。对对数生长期大肠杆菌菌株(A㈣。在0．2

～1．0之间)的电转化效率作了比较，通过图I、2，

可以看出两种菌株的生长趋势基本一致，只是在

前、中、后期的持续时间存在差异。结合图3、4可

以看出，在相同条件下制备的感受态细胞，大肠杆

菌(Escherichia coli)TGl在A600。为0．5～O．7之

间时，其转化率明显高于其它时期；而E．coli DH5a

则有两个峰值：A。。。。在0．3～0．5之间和0．7～0．9

之间，即处于对数生长早期和后期。并且DH5a的

最大转化率比TGl的要高。这是由于菌株大小、形

状、细胞壁和细胞膜组成不同，导致对相同强度的电

脉冲敏感程度不一样，而且各时期的活细胞数目也不

相同，所以不同菌株在不同时期的转化效率各异。

3．2质粒含量对电转化效率的影响

质粒DNA的结构、大小、含量对电转化效率的

影响也很大[7]。作者选用pUCl9作为质粒材料，就

其含量对电转化效率的影响进行了探讨：在40肚L

菌液加入了4种不同含量的质粒DNA，分别为

0．25 ng、0．5 ng、1．0 ng、1．5 ng，结果表明用量为

1．0 ng质粒DNA时，电转化效率最高，而且电转化

效率与外源DNA的含量在一定范围内成正比；但

当加人的外源DNA的量过多或体积过大时，则会

使转化效率下降Is]。该结果与文献报道基本一致，

即DNA溶液的体积不应超过感受态细胞体积的

5％，1 ng的质粒DNA即可使50肛L的感受态细胞

达到饱和。

3．3 电脉冲强度对电转化效率的影响

电场强度的影响机制较为复杂，目前还不是十

分清楚。Kimoto的研究表明[9]：电脉冲前，DNA和

细胞是随机分布的；电脉冲早期，DNA和细胞向阳

极运动；电脉冲的后期，DNA插入细胞的外膜或者

进一步进入细胞质问隙；随后在37℃孵育期间

DNA渗透通过内膜进入细胞浆。高场强下，可瞬

间击穿细胞壁和质膜，形成能通过外源物质的跨膜

孔道；而低场强的作用下，需累计电荷达到一定的

强度，才可作用于质膜，形成孔道，这样易使已形成

孔道的细胞因内含物外流而引起死亡。所以选择

合适的脉冲强度对外源DNA的导入非常关键。
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