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高效感受态菌制备方法比较探索

胡拥军徐链王现

(中国科学院上海细胞生物学研究所分子肿瘤学研究室 200031 ) 

目前感受态菌的制备方法有许多种， 但对

于不同的菌株 ， 各种方法效果相差很大。本实

验室参照有关文献内， 比较了 FTB 法和 Ca -++

-Mn忖法制备感受态菌的效果， 得到了一些重

复性较好的实验数据。现比较两种方法 ， 介绍

如下:

FTB 溶液、 2 x L-培养液、 SOB 溶液、 SOC 溶

液分别参照文献[2J 、 [4J 、 [ 3 J配制 。 Ca ++-Mn -+令

溶液则分别配制成 300 mmol/ L CaC12 、 210

mmol/ L MnC12 、 12 0 mmol / L NaOAc(pH5. 5) , 
过滤灭菌，临用时按等比例混合。菌株选用

DH 5α(BRL) 、 Sure ( Stratagene) 军口 HB 101 。

从-30"C冰箱中取出大肠杆菌划板，过夜

培养。 挑取 5一10 个克隆接种在含 200 毫升

SOB (FTBj去)或 2 x L- 培养液 (Ca + +-Mn++ 法)

的 1 升三角培养瓶中，视方法需要加入 1/200

体积的 2 mol/L 萄 萄糖或/和 1/1 00 体积的

2 mol / L MgCl2)于 30 0C 摇床中培养。到一定

OD600 值时， 取出培养液， 立即置于冰浴中 ，

15 分钟后在 4 0C ， 45 00 转/分离 心 10 分钟 p

尽可能地去净上请，加入 1 00 毫升的 FTB 溶液

或 Ca-+-+-Mn++ 溶液， 在冰水上轻轻打散菌块，

冰浴 10 分钟，在 4 "C , 4 000 转/分离 心 10 分

钟 ， 尽可能去净上请，加入含 20%甘油的 FTB

溶液或 15%甘油的 Ca+气Mn++ 溶液，轻轻打

散菌块， 分装，冻存于液氮，

用标准质粒 DNA pSPT 18 来检测转 化效

率。 在三个含刚刚化冻的 100 微升的感受态

菌的 Falcon-2059 试管中分别加入 1 微升的三

种不同稀释度质粒 DNA，冰浴 30 分钟后， 在

43 "c水浴中热休克 90 秒，立即置于冰浴中 1一

2 分钟 ， 再加入 900 微升 SOC 培养液在 37 "C

摇床中培养 45 分钟 ， 涂氨韦青每素/LB 平板 ，

过夜培养计数。结果如下 z

装 不同方法获取感受态菌转化效率比较

华(单位g 克隆数/微克DNA)

菌株 l DH 5α I HB 川
最佳 O∞D叫 0. 25 I 队
m 法 1 6一8 x 叫 川x川

Cαa川叫-Mn旷+川叫+嗨法叫13-7 X 叫 2一3 X 108 

Sure 

川

I 一
旦

·处理方法相同

我们注意到， 对于不同的菌，株， Ca -+ +­

Mn+ +溶液法总要比 FTB 溶液法所制备的感受

态菌转化效率高出 5-50 倍，临用时混合的

Ca+ +-Mn辛辛 离子溶液要比保存了一段时间的

Ca~+-Mnμ 混合溶液， 其效率要高 出 5-10

倍;同时， 与 CaC1 2 法川进行比较，其效率与
Ca ~~-Mnι 溶 液法相差 1 0 2 左右，说明溶液

的离子种类 、 性质对感受态菌的效率有较大影

响。同样重要的是， 如果 OD6 00 与最佳 OD600

值相差 0.02-0.03 以上，其转化效率可降 低

10 倍或更多;对 于 DH5α 来说，在 Ca -;-飞

Mn~+ 溶液中处理 1 小时要比处理 15 分钟效

率低 5-10 倍 ， 用 FTB 法亦如此。另外，整

个制备过程中 ， 所用的玻璃器皿和洛液保持冰

冷状态亦很重要 ， 对感受态菌的转化效率有较

大的影响。我们用自制的 cDNA 与质粒 pBlue­

scriptKS ( + )连接， 其转化效率可达到 107 以

上。由此可见， 应用 Ca i 仁Mn+ + 溶液法制备感
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lJ . Tn 10 'J 叫~A...~'fu倒转世主有一一一_bp l乏，但只有最排外侧的一一一_bp 为转应作用所必须。

1 1. λDNA !f:} jj~ 合足一种 -一一也复过程，此过程为 λ 噬iìi体一一一一酶所催化。

12 . 兵 j ":1 Ai<J …一一 ， 、 一一一-、 一一一一三种 rRNA组成一个转求元，转 求元 fL :1二

RNA 分子。

一的前体

13. Jacob f 1 Monod i1~据对一一一一的研充，于 1961 年捉lH j'跺纵元机型，兴安点元一一一一 一一一。

1 .J. 在原核(LI:伪的 t.'d'~ 交达圳 f{~过程 rl l ， lλ|为没有核膜，一一一一和一一一一一是属联的，这J止必l 核生物1\1

一→一一一的拉队。
l问5 . 逆转j{酶 l二一种 |Ui.7常z复杂的酶，在共简』单丰孚主的一条』肤À: t链连上布乡种酶1沾后肘↑f，Th!

一一-一、- 一 、一一一→、一一一一乎A扣l口J_一→-一一一2等2车ι 。
五、 问答题(共 25 分 )

1 . 简 J主遗传物质在原核生物和必核生物的细胞内分布和结构的异同。( 7 分)

"细胞内副.Í'后的蛋白质的共价键修饰主要包括哪些方而? ( 6 分〉

3. 简述作病毒返电元的最大特点。( 6 分)

1. 叮述 DNA 的滚环式复制并作出一般性模式图。( 6 分)

《兔璋学》

一、名词解释(每题 4 分， 共 40 分 〉

1.独特明 (ldiotypc)

2 . 主安组织相容性主i 合物 (Major histocompa tiblity compl巳X )

3. 补体问定 (Complement f ixation ) 

-1 . 催化抗体 (Catalytic antibody) 

5 . ì虑泡f~j 毛主H 也 ( Follicular d巳ndritic ce ll s) 

6 . FC 受(中 ( F(' receptor) 

7. 免疫 ~Et ''1:. ( lmmunologica l to lerance ) 

8. 天然免疫 ( lnnate immunit y) 

9. GVH 反E川 G VH reac tion ) 

10 . CD 3 

二、回答问题(每题 12 纱， 共 6 0 分 j

1. 试 i主 lÎLÍ本应作产.tt的细胞学过程

2 . i式比较产生 T.ß. 咔巴细胞抗原受体多样性机理的异f.D点

3 . 简述~>>宵移缸中去遇到的免疫学问题友对策

4. 列举手11 简介的;所)~: ill的在免疫j}z.答起作用的细胞因(， i林巳肉 f或手1 细胞介东

5 . 试 1主法友型i:t敏应咎的.~~理并举歹1]说明

(上接 92 页 )

受态菌，其转化放率完全口I 以稳定在 10 3 以上 ，

能满足基因库的构娃、分子亚克隆等分子生物

学的要求。
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