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大肠杆菌最佳感受态细胞制备的探讨
X

李路怡　易建华　李　敏
(湖南师范大学生物学系,中国长沙, 410081)

　　摘　要　本文对4种大肠杆菌菌株在不同生长时期的转化效率分别进行了

测定.结果表明, 在细菌的生长繁殖过程中,其转化效率是有很大变化的.对于不

同的菌株,它们获得高转化率时的活菌数不同.同时,得到了这4种大肠杆菌菌株

制备最佳感受态细胞的条件.
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Abstract　T he eff iciency o f t ransformation o f the competent cell s, which w ere prepated

fr om four st rains of Escherichia coli , w as determined respectively . The results show ed

that the ef f iciency of t ransformat ion could be al tered in the process o f g row th and repro-

duct ion of bacteria. A s to the higher ef f iciency of transformation, there w ere obvious dif-

ferences in the virable bacter ial density for dif ferent st rains. And w e set up the optimum

condit ion for pr eparing the competent cells of the four st rains.
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外源DNA 导入适宜受体细胞主要有化学法、电穿孔法等
[ 1, 2]

, 化学法中低温和 Ca
+ +
的

作用主要是破坏细胞膜上的脂质阵列
[ 3]

, Ca
+ +
还能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 的渗入[ 4] , 42℃热休克能促使细胞吸收外源 DNA.在此

基础上进行了方法改进如联合其它二价金属离子、DMSO 或还原剂等以提高转化率[ 5] ,但

由于转化是一个很复杂的过程,具体的作用机理仍在探究中. 对细菌而言,普遍认为要提高

转化率,大肠杆菌( E. coli )的细胞密度不应超过1×108细胞/ ml ( OD 600nm= 0. 3～0. 4) .为此,
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我们选择了4种不同的 E . col i菌株,以超螺旋 pBR322质粒 DNA进行转化, 对其不同生长时

期的转化率进行了测定,观察到不同的菌株对最适感受态细胞的制备要求各有差别.

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

E. coli菌株-JM 109, DH5A, HB101, XL1-Blue 由本实验室保存; pBR322购自华美生物

工程公司,其余试剂为国产分析纯. LB 培养基, 1. 5%琼脂,抗生素溶液, 0. 1 mol / L CaCl2溶

液,均按《分子克隆实验指南》[ 6]的要求配制.

1. 2　实验方法

1. 2. 1　大肠杆菌生长情况的测定

从平板上挑取单个菌落到含5 ml LB培养基的锥形瓶中, 37℃下250 r / min 培养过夜.

取0. 1 ml培养物到含5 ml LB培养基的锥形瓶中,继续振荡培养. 从0时起每隔0. 5～1 h,测

定菌液的 OD600nm. 绘制生长曲线, 选取几个不同时相的菌液倍比稀释从10
- 1
～10

- 6
,各取

0. 1 ml稀释液到培养皿中,倒入20 ml熔化后冷却至50℃左右的 LB固体培养基,冷却, 37℃

倒置培养12～16 h,每个稀释度铺2～3个平板.计数, 作 OD 600nm-活菌细胞浓度图.

1. 2. 2　大肠杆菌感受态细胞制备及转化

主要参照 Davis
[ 4]
方法. 37℃, 250 r/ m in培养过夜的大肠杆菌培养物,按1÷40接种于30

ml LB培养基共10瓶中, 继续振荡扩大培养. 根据生长曲线,每隔一定时间取一瓶菌液, 测定

OD600nm后转入50 ml无菌离心管,冰浴中冷却10 min, 4℃, 5 000 r / min离心10 min,弃上清,

用1/ 2体积的预冷0. 1 mol/ L CaCl2溶液悬浮细胞. 冰浴中放置30 m in, 4℃, 5 000 r/ m in 离心

10 min.根据OD 600nm- 活菌细胞浓度图,加入一定体积的0. 1 mo l/ L CaCl2溶液,调整细胞浓

度为2. 5×109细胞/ m l.取200 Ll感受态细胞,加入0. 1 LgpBR322 DNA.冰浴30 min后42℃

热休克60～90 s,冰浴中迅速冷却2～3 min.加入1 ml LB培养基, 37℃低速振荡培养1 h,取

两个不同体积的转化混合物, 分别倒入含氨苄青霉素( 50 Lg/ ml )和四环素( 12. 5 Lg/ m l)的

熔化后冷却至50℃左右的 LB 固体培养基约20 ml ,冷却, 37 ℃倒置培养14～18 h. 计数,并

以未加 pBR 322 DNA的转化液作对照.

2　结　果

2. 1　不同 E. coli菌株的生长曲线

从0～10 h,测定细菌不同生长时期的 OD600nm共13组数据,绘生长曲线如图1所示.

2. 2　不同 E. coli菌株的 OD 600n m-活菌细胞浓度图

取10- 4 , 10- 5 , 10- 6稀释度的菌液分别铺板计数后, 选取一组数据绘图. 细菌细胞浓度与

菌液光密度值成正比, 数据经线性化处理后,结果如图2所示.

2. 3　不同生长时期在 E . col i菌株转化率的测定

细菌在不同生长时期的活细胞浓度不同(图2) .要进行不同生长时期转化率的比较,必

须调整细胞密度至相同情况.据文献报道
[ 7]

,为得到有效转化,活细胞应< 1×10
8
细胞/ ml .

根据CaCl2法,第二次 CaCl2处理时,加入量为原菌液的1/ 25体积即浓缩25倍至2. 5×10
9
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图1　4种菌株的生长曲线图

Fig. 1　T he g r ow th curves o f the four st rains

图2　4种菌株的 OD600nm -活细胞浓度图

Fig. 2　T he density of live cells-OD600nm of the four stra ins

细胞/ ml. 这样得 出在 OD600nm 值对应细 胞浓度后, 以此 为标准, 加 入不同体积

0. 1 mo l/ L CaCl2溶液至2. 5×109细胞/ ml. 转化菌平板培养后计数并求出转化率(菌落数/

LgDNA) .结果如图3所示.

3　分析与讨论

1)细菌群体生长包括4个阶段:停滞期( lag phase)对数生长期( log phase) ,平衡期( sta-

tionary phase)和衰亡期( death phase) . 图1显示, 4种大肠杆菌菌株生长趋势基本一致, 其不

同之处在于其停滞期和对数生长期的长短差异. JM 109, DH5A, HB101的生长曲线基本相

似, XL 1-Blue 的停滞期则明显长于其他菌株.据文献报道 [ 6] , rec-菌株一般较为赢弱,其生长

通常慢于 r ec
+
菌株, 本实验采用的4个 E. coli菌株中, JM 109, XL 1-Blue 为 rec

-
菌株, DH5A,

HB101为 rec
+菌株,从各菌株的生长情况看,重组缺陷基因型对细菌的生长速度并没有多大

影响.

2)从图2可看出,不同菌株间 OD600n m值与活菌细胞浓度的关系变化很大.通过计算可得

出当细胞浓度达到1×10
8
细胞/ ml时,各菌株的 OD600nm及 lg OD600nm值(表1) .此时,各菌株

均已进入对数生长期, 但各 OD600nm值不同,这可能与菌株、菌体大小等差异有关.

表1　4种菌株活菌细胞浓度为1×108细胞/ml时的 OD600nm及 lg OD600nm值

Table 1　The OD600nm and lg OD600nm of the four strains when the live cell density is 1×108 cells/ml

菌　株( bacter ia str ains) JM109 DH5A HB101 XL 1 -Blue

OD600nm 　0. 12 　0. 18 　0. 19 　0. 33

lg OD600nm - 0. 92 - 0. 74 - 0. 72 - 0. 48
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图3　4种菌株不同生长时期的转化率图

F ig . 3　T he efficiency o f transformation in differ ent gr ow th time o f the four strains

3)通过对 E. col i, JM 109, DH5A, HB101等菌株在不同生长时期转化率的测定, 发现各

菌株的高转化率虽出现在对数生长期, 但有几个不同的峰期(图3) .它们的转化率最高峰期

即最佳感受态细胞制备期均出现在 OD 600nm= 0. 30～0. 40之间的第一峰.对于 JM 109, 有文

献报道在 OD 600nm= 0. 80～0. 89间是其转化高效期 [ 8] . 从图3看出, JM 109共有3个转化率峰

期,其中 OD 600nm在0. 90左右时确有个相对峰期, 但远不如在0. 40时的转化率高; HB101在

OD600nm= 0. 40时转化率最高; DH5A则在 OD 600nm为0. 30左右为最宜. 而 XL 1-Blue的转化高

峰期在 OD60 0n m为0. 65和0. 80左右, 尤以 OD600nm为0. 80左右时转化率最高,这已经进入对数

生长的后期(图1) , 与另3种菌株不相同.同时以图1为参照,发现各菌株的生长速度快, 则转

化高峰期出现早, 说明细菌转化高峰期的出现与生长速度有关(图1) .
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根据图2,可以得出各 E. coli 菌株在转化最高峰时的活菌细胞浓度(表2) :

表2　4种菌株转化率最高峰期的活细胞浓度比较

Table 2　The live cell density of the four strains at the highest ef ficiency of transformation

菌　　株

bact eria st rains
JM 109 DH5A HB101 XL 1- Blue

转化最高峰期( OD600nm)

phase o f highest tr ansformation efficiency

0. 4

　

0. 3

　

0. 4

　

0. 8

　

细胞浓度(细胞/ m l)

cell density ( cells/ ml)
4×108

　
1. 7×108

　
3. 4×108

　
2. 8×108

　

由此说明,细菌的最佳感受态细胞制备期对于不同菌株是不同的, 并不一定都是在活菌细胞

浓度为1×108细胞/ ml ( OD600nm= ( 0. 30～0. 40)的时候最适宜.
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