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摘 要 以 ;\G>O、;QG]4G>、;GZI#LKL> I)4 以及 " 个不同大小的 ]4G I)4 为材料，研究了 < ( 0(,# IH>#] 菌株在 K 个不同脉

冲电场下的转化效率。研究发现，随着 I)4 片段大小的增加，最高转化效率和最适场强迅速减小。利用 IH>#] 细胞转化

;\G>O I)4 的最适场强是 !> A%‘-<，而 >O# A= ]4G I)4 仅为 >" A%‘-<；在最适场强下，L# A= ]4G I)4 的转化效率约是 >O# A=
]4G I)4 的 K# 倍。通过大量数据绘制了不同因素影响下转化效率的变化曲线，优化了 < ( 0(,# IH>#] 菌株电转化条件，为质

粒的重组转化以及大片段基因组文库的构建奠定了基础。
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转化是分子克隆中将外源 789 导入受体细胞

的关 键 技 术。自 :;<= 年 >*,-$# 和 ?+0* 发 现 用

@*@$A 处理的细胞可以被!噬菌体 789 转染后［:］，

:;<A 年和 :;<B 年 @(6#, 等人用同样的方法首次成

功地将 C 因子和重组质粒 789 导入大肠杆菌细胞

（!"#$%&’#$’( #)*’），从而奠定了遗传转化技术［A，B］。转

化的方法很多，如氯化钙法、?*,*6*, 法［D］和 E,(.#
法［F］等都可以满足一般实验需求，但这些方法转化

效 率 较 低，最 高 可 达 到 :=< G :=H %5.I"0 质 粒

789［J，<］，且操作复杂，可重复性不高。而建立大片

段基因组文库，如 K9@ 文库，则需要用转化率更高、

结果更稳定的电转化方法［H］。

电转化的基本原理是利用瞬时脉冲电场作用于

受体细胞，使细胞膜组分被极化，并在细胞膜两边产

生电位差。当电位差超过某一临界水平，细胞膜局

部被击穿，形成一些可逆孔洞，孔径大小足以让大分

子和小分子进入或从细胞中排出［; L ::］。随着脉冲场

强的不断增强，虽然可增加 789 的导入，但也不可

避免地造成细胞的大量死亡。当脉冲场强和脉冲长

度以一定的方式组合而导致 F=M G <=M的细胞死

亡时，转化效率最高，可以达到 :=:= %5.I"0 质粒 789
以上［:A，:B］。

影响电转化的因素很多，如细菌的属性［:D］、生

长周期、转化时所加脉冲场强［:F］、质粒 789 的大

小［:J］和浓 度［:<］。目 前 系 统 研 究 不 同 大 小 的 质 粒

789与转化效率之间关系的资料非常少。本实验

以探索构建大片段基因组文库中的关键技术———电

转化为目的，详细研究了影响感受态细胞高效转化

的因素，并以 )N@:; 789、)O@K9@: 789、)@P7=DFD:
789 以及 B 个不同大小的 K9@ 789 为材料研究了

转化效率随脉冲场强变化的规律，得出了最优转化

条件，同时也为其它基因转化技术提供了借鉴。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 感受态细胞与质粒：感受态细胞 7?:=K 由

本实验室保种，)N@:; 标准品质粒（AQ<R!，:=)0I"P）

购 自 E,S+&’(0#, 公 司，)O@K9@: 789（ <QDR!）和

)@P7=DFD: 789（A<QJR!）由美国德州 9T> 大学张洪

斌教授惠赠。大小分别为 D=R!、H=R! 和 :;=R! 的

K9@ 789 由北京华大基因组研究中心保存。

)*)*+ 试剂：质粒提取试剂 盒 购 自 U+*0#, 公 司，

K9@ 789 提取试剂盒购自 V+03* 公司，酵母提取物

和蛋白胨为 WX(+- 公司产品，+),#限制性内切酶、

标准分子量购自 8OK 公司，其它试剂均为国产分析

纯。

)*)*, 仪器：电脉冲仪：K+(1C*- 公司生产的>+%’().$2#’；
分光光度计：8*,( 7’() :=== V)#%&’()6(&(3#&#’；脉冲

场电泳仪：@?OY >9ZZOC，K+(1C*- 公司产品；纯水

系统：>+$$+)(’# 公司产品。

)*+ 方法

)*+*) 感 受 态 细 胞 的 制 备：从 超 低 温 冰 箱 取 出

7?:=K 菌种在无抗性的培养基平板上划线，B<[倒

置培养 :D G :H6。挑取个体圆润有光泽的单菌落接

种 :=3P 无抗性液体培养基，B<[ A==’I3+, 培养 :A
G :D6。将培养物以 :：:== 的比例接种无抗性液体

培养基 \O8K（\#*2& OX&’*%& *,- 8.&’+#,& K’(&6），B<[
A==’I3+, 培养至 -.FF= 达到 =Q< G =QH 时，取出培养

物，立即冰浴 A=3+,，D[ D===’I3+, 离心 A=3+,，再用

等体积的预冷的超纯水重悬细胞，D[ D===’I3+, 离

心 A=3+, 弃上清。用等体积的预冷的 :=M甘油重悬

细胞，D[ F===’I3+, 离心 A=3+, 弃上清，每升培养物

以 A3P :=M预冷甘油重悬，每管 D="P 分装后液氮或

干冰1乙醇浴速冻 B3+, 放入低温冰箱保存。

)*+*+ 质粒 789 提取、鉴定和定量：小量制备 K9@
789，通过琼脂糖凝胶电泳检测所提取的质粒 ;HM
以上为超螺旋结构。+),#酶切后脉冲场电泳，条件

为：=QF ] ^KO，电压 J_I%3，初始时间 F2，结束时间

:F2，泵值 H=，:D[电泳 :J6，与 P(/’*,0#、>+-’*,0# 和

!789 标准分子量比较，测定其大小分别为 D=R!、

H=R! 和 :;=R!。采用以下 A 种方法对质粒 789 进行

定量：（:）用已知确切浓度的若干标准品作为参照进

行电泳，U.*,&+&" W,# 软件测定质粒 789 的浓度；

（A）8*,( 7’() :=== 测定质粒 789 浓度。用 ^O 稀释

到 F=,0I"P，存于 L A=[冰箱。

)*+*, 电转化方案：将 :"P 质粒 789（根据质粒

789片段 的 不 同 大 小，采 用 A G B 个 不 同 浓 度：A
)0I"P、:=)0I"P、:==)0I"P、F==)0I"P、:,0I"P、A,0I"P、

:=,0I"P、F=,0I"P）加入到 D="P 感受态细胞中，混合

均匀后转入预冷的 :33 电极杯，避免产生气泡，调

HDB /$’0%"% 1)2&0(* )3 4’),%#$0)*)56 生物工程学报 A==<，_($QAB，8(QA



节到适当脉冲场强度，电击后记录脉冲时间（一般为

! " #$%）并 迅 速 加 入 &$’ 常 温 ()* 培 养 基，+,-
.//01$23 培养 &4。优化转化条件时，每个试验条件

下重复 # 次转化，每次重复分别在 + 个平板上利用

点板的方法各点 5 个不同体积的转化菌液，即相当

于每种质粒在特定的一个场强下有 # 6 + 6 5 个重

复，计算平均转化效率。

!"#"$ 点板培养计算转化效率：根据所加质粒 789
的浓度不同，作不同稀释后，将平板分成 + 个区域，

每个区域分别取 &!’、:!’、&/!’ 菌液点在平板上

（每个区域点 + 次，即一个平板上有 5 个统计数据），

+,-倒置培养 &. " &;4，计数并按照以下公式计算转

化效率（以 <=*&5 为例）。

*>= ?3 <@ABC
<D <=*&5 789 6 & 6 &/#<E

!D
6 F?@G$C ?H B0A3%H?0$A3B%

F?@G$C <@ABCI
6 I2@GB2?3 HAJB?0

# 结果

#"! 脉冲场强对 %&’!( )*+ 转化效率的影响

脉冲电场强度是影响转化效率的一个重要因

素。在其它条件未改变的情况下，随着场强的增大，

转化效率会相应增加，但当场强增加到一定程度时，

细胞存活率下降，抵消了转化效率的增长，转化效率

随之呈现下降趋势。实验中用 &!’ <=*&5 789（.
<D1!’）与 !/!’ 处于稳定期的冻存感受态细胞混合

均匀，分别用 5 " .:KL1J$ 的 : 个不同脉冲场强进行

电转化。结果如图 & 所示，当外加脉冲场强在较低

的 5KL1J$ 时，转化效率仅有 !M/5 6 &/5 JHG1!D <=*&5
789。随着场强的升高转化效率显著增加，当场强

升高 到 .& KL1J$ 时，平 均 转 化 效 率 最 高，达 到

&M.. 6 &/&/ JHG1!D <=*&5 789，场 强 继 续 升 高 到 .:
KL1J$时，转 化 效 率 急 剧 下 降 至 !M+, 6 &/5 JHG1!D
<=*&5 789，说明细胞大量死亡。从图中还可以看

出，场强在 &+ " .&KL1J$ 范围内转化效率没有发生

剧烈变化，即转化效率对脉冲场强不十分敏感。而

在低场强（5KL1J$）和高场强（.:KL1J$）下，转化效率

明显下降。说明小质粒对电压的耐受性较高，可以

在很宽的脉冲场强中保持较高的转化效率。

#"# 质粒 )*+ 的大小对转化效率的影响

在构建大片段基因组文库时，虽然进行了 . 次

片段筛选以去除较小片段，但是片段大小仍不可避

免地存在差异。为了使大分子量 789 片段能够尽

可能多地得到转化，实验中以 <=*&5 789 作为转化

参 照，利 用 构 建 N9* 文 库 常 用 的 <O*N9*& 和

<*’7/!:!& 载体以及 + 个大小不同的 N9* 789 在 :
个不同大小的脉冲场强下进行条件优化。每个试验

条件下重复 # 次转化，每次重复中又分别在 + 个平

板上利用点板的方法各点 5 个不同体积的转化菌

液，即相当于每种质粒在特定的一个场强下有 # 6 +
6 5 个重复，计算结果表明转化效率稳定。如表 &
所示，大小为 ,M!KE 的载体 <O*N9*& 在 &,KL1J$ 时

达到最高转化效率。随着质粒 789 的增大，最高转

化效率向低场强偏移，;/KE 和 &5/KE 的 N9* 789 的

最高转化效率出现在 &+KL1J$。总体上，转化效率

从 .M,KE 的 &M.. 6 &/&/ JHG1!D <=*&5 789 降 低 到

&5/KE 的 :M#& 6 &/# JHG1!D N9* 789，下 降 了 近

.M. 6 &/+倍。通过简单计算还可以看出，如果把质

粒 789 的分子量作为一个衡量参数，那么当质粒从

.M,KE增加到 .,M#KE 时，转化效率下降了约 ., 倍，

当质 粒 分 子 量 由 ;/KE 增 大 到 原 来 的 .M! 倍

（&5/KE），转化效率下降了近 &5 倍。说明随着质粒

分子量的增大，转化效率下降的速率也显著增加。

图 & 不同脉冲场强对转化效率的影响

>2DP& Q0A3%H?0$AB2?3 CHH2J2C3JR AHHCJBCI ER
I2HHC0C3B C@CJB02J H2C@I %B0C3DB4

将不同大小的质粒在各个场强下的转化效率以

百分数的形式作图（图 .），可以直观地看出，大小为

,M!、.,M# 和 !/ KE 的质粒在场强为 &, KL1J$ 时转化

效率最高，此时 ;/ KE 和 &5/ KE 的 N9* 789 转化效

率仅为最高转化效率的 #;S和 ./S。而随着质粒

789 的增大，最高转化效率向低场强偏移。在场强

为 &+ KL1J$ 时，;/ KE 和 &5/ KE 的 N9* 789 转化效

率达到最高，而此时 <O*N9*&、<*’7/!:!& 和 !/ KE
的 N9* 789 的转化效率分别只有最高转化效率的

!5S、!!S和 #!S。在大片段基因组文库的构建中，

大分子和小分子 789 片段的相对转化效率是影响

文库质量的重要因素。因此，采用片段选择和低电

压转化的方法可以提高文库的平均插入片段的大

5!+张 洋等：7T&/N 菌株高效电转化条件探究



小。从图中还可以看出，随着质粒的增大，峰形愈

窄，说明质粒越大，对场强的敏感性越高，只有找到

最适场强，才能得到比较满意的转化效果。

表 ! 各电场强度下，不同分子量的质粒 "#$ 对转化效率的影响

%&’() ! %*&+,-.*/&01.+ )--121)+23（2-45!6 "#$）.- 71--)*)+0 ,18)7 "#$ ’3 )()20*.9.*&01.+ &0 71--)*)+0 :.(0&6),
!"#$% &’()* &+(,-() &(./0121) 10 !3 ,-( 40 !3 ,-( )*0 !3 ,-(

* （150* 6 )577）8 )0* （)529 6 057:）8 )04 （75*0 6 057*）8 )09 （)5*2 6 0520）8 )09 （)507 6 05);）8 )09 （4521 6 05)7）8 )02

): （)500 6 0509）8 )0)0 （450: 6 05:2）8 )04 （)5*1 6 05);）8 )04 （)5*: 6 0572）8 )04 （)502 6 05)2）8 )04 （25;) 6 057)）8 )0;

)9 （)50: 6 05)0）8 )0)0 （)5;: 6 05)7）8 )0* （151: 6 05)2）8 )04 （:507 6 05::）8 )04 （95)* 6 05):）8 )09 （)5)) 6 05)*）8 )0;

7) （)577 6 0501）8 )0)0 （)522 6 05))）8 )0* （:57; 6 05):）8 )04 （)59) 6 0572）8 )04 （1540 6 05)2）8 )09 （)5*7 6 057;）8 )02

72 （15:9 6 0541）8 )0* （)5); 6 0529）8 )0* （)540 6 057)）8 )04 （75*0 6 057:）8 )09 （)501 6 05))）8 )09 （)520 6 05:1）8 )01

!通过转化不同浓度的质粒 /<- 得到的转化效率相同，来确保感受态细胞过饱和（在实验中保证感受态细胞过饱和）。

图 7 五种质粒 /<- 在不同脉冲场强下的转化效率

=>?@7 ABCDEFGB%CH>GD IFF>$>ID$J GF F>KI L>FFIBIDH
E>MIL &NCE%>L /<-（&IB$IDH GF %CO>%P%）

;<= 混合质粒 "#$ 的转化效率

构建文库时，连接产物是不同大小 /<- 片段的

混合物，为了更好地探索质粒大小、转化效率与脉冲

场强之间的对应关系，我们采用等摩尔的质粒 /<-
混合物对电转化过程进行了优化。

将等摩尔的 &’()* /<-、&(./0121) 和 )*0 !3
的 ,-( /<- 混合均匀后，取 )!. 与 10!. 冻存感受

态混合均匀（保证感受态细胞过饱和），按不同脉冲

场强进行电转化。复苏后分别取相同体积的菌液点

在氨苄青霉素、四环素和氯霉素抗性的培养基平板

上，:9Q倒置培养 )7 R )4 S 后分别计算转化效率。

结果发现，混合物中 : 种质粒 /<- 的转化效率随脉

冲场强的变化趋势与 757 中得出的结果基本一致

（图 :），即在感受态细胞过饱和的情况下，一种质粒

的转化效率受其它质粒的影响很小。

= 讨论

文献中报道的感受态细胞的制备一般采用无

图 : 三种质粒单独转化和混合转化的效率比较

=>?@: ABCDEFGB%CH>GD IFF>$>ID$J GF %>OIL
L>FFIBIDH E>MIL &NCE%>L /<-

)：>DL>K>LPCN &NCE%>L /<-；7：&NCE%>L /<- %>OHPBI@ C：&’()* /<-；

3：&(./0121) /<-；$：)*0 !3 ,-( /<-@

T?7 U 的 VW, 培养基，但在实际实验中，发现其不但

配制比较复杂而且制备的感受态细胞转化效率并不

十分理想。为此，实验中采用营养丰富的无盐培养

基 X+<, 培养感受态细胞。X+<, 培养基营养丰富，

可以满足大部分细胞的生长需要，是一种应用很广

泛的培养基。用它制备的感受态细胞不仅生长状态

良好，而且由于没有盐离子的存在，对洗涤的要求不

是很严格，感受态细胞的转化效率明显高于传统的

VW, 培养基。研究发现，转化效率随细胞生长时期

的变化呈现一个很窄的峰形，采用对数中期（!"220

Y 059 R 054）的细胞制备的感受态转化效率最高，达

到 75)* 8 )0)0 $FP#!? &’()* /<-。经液氮或干冰Z乙
醇浴 速 冻 后，转 化 效 率 也 能 够 稳 定 在 )50 8 )0)0

$FP#!? &’()* /<- 以上 *0L 无明显下降，基本达到
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或超过了商品感受态细胞的质量。

实验中发现，由于复苏后的细菌很脆弱，涂板过

程中会对细菌造成不同程度的损害，严重影响转化

效率的精确计算。因此，在实验中用点板法替代了

传统的涂板法，即将不同稀释度的菌液直接滴到培

养基平板的一个区域，待菌液被完全吸收后，再放到

!" #温箱倒置培养。这样既把对细菌的伤害降低

到最小程度，同时平板也得到了更充分利用，减少了

工作强度和实验费用。

在对质粒 $%& 大小与转化效率关系的研究中

发现，随着质粒 $%& 的增大，转化效率急剧减小，而

且最高转化效率向低脉冲电场强度偏移。混合质粒

转化的实验告诉我们，当感受态细胞过饱和时，质粒

之间不存在明显的竞争转化，它们的转化效率与每

种质粒 $%& 单独转化时的转化效率基本一致。这

也暗示如果连接产物中存在微量小片段 $%&，由于

它们的相对转化效率要比大片段 $%& 高得多，因此

会影响大片段基因组文库的平均插入片段的大小，

文库质量随之降低。

同时，本文还对转化前的冰浴时间对转化效率

的影响做了研究，发现冰浴时间（’ ()* + !’ ()*）对

转化效率几乎没有影响（数据未列出），也就是说

$%& 分子与细胞表面的结合（或充分靠近）并不是

必需的，也可能混合完全后的质粒 $%& 和感受态细

胞已经完成了结合过程（或距离已经充分接近）。

在优化转化条件时，必须保证所加入的不同浓

度的质粒不能完全饱和感受态细胞，这样计算出的

转化效率才是有意义的。同时也提示我们在构建文

库的实际转化中，首先应对加入的连接产物的量进

行优化，避免连接产物的浪费，达到最佳的转化效

果。
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