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仅7粤 

1978年 ，Hinnen等和 Begges首先报道了酵母原生质体转化方法 ’ ．该方法的优点是转 

化效率较高，但此方法容易形成多倍体细胞 ，且细胞再生 困难．后有人在此基 础上进行改 

进0]，虽提高了转化效率 ，减少了多倍体细胞的形成，但菌落再生时间较长(4--6 d)．ho等 

提 出了不完全破坏细胞膜的完整酵母细胞的转化方法，并对多种金属离子对转化效率的影 

响进行研究 ]．进入90年代后，人们在 LiAc的加入量、热冲击时间、PEG4000的浓度等方面 

进行了改进0 ]．本文选取了四种不同的转化方法进行比较 ，以期找到最佳的转化方法． 

1 材料、方法及实验结果 

本 次选用的质粒是 pYES2一hIL一6(实验室构建)，其宿主菌为酿酒酵母( ．cere'oislae) 

DBY747 MATa his3，leu2—3．1eu2—113，trpl一289，ura3—52．由 日本九州大学遗 传学资源细 

胞制御研究室 SMrahada教授惠赠．选用的方法分别 为 Ito方法_‘]，KaTaKuRa方法 ]，Ito 

改进方法 ]，高速转化方法n]．Ito方法的细胞生长期为对数中期 ，洗涤用 TE，LiAc预处理 

需 要 约 1h，LiAc浓 度为0 2 mol／L，PEG4000浓度 为70 ，VecTor DNA 加 入 量是 1O g，不加 

Carrier DNA，热冲击时间为5rain．KaTaKuRa方法的细胞生长期为对数前期 ，洗涤用 H O， 

LiAc预处理需要约1h，LiAc浓度 为0．2 mol／L．PEG4000浓度 为6O ，VecTor DNA加入量 

是 10／~g，不加 Carrier DNA，热冲击时间为5rain．Ito改进方法的细胞生长期为对数前期 ，洗 

涤用 TE／LiAc，不需要 LiAc预处理 ，LiAc浓度为0．1 mol／L，PEG4000浓度为40 ，VecTor 

DNA加入量是1 g，Carrier DNA是鲑鱼精 DNA(50~g)，热冲击时间为1 5min．高速转化方 

法 的 细胞 生长 期 为 对 数前 期 ，洗 涤 用 TE几iAc．不 需 要 LiAc预 处 理 ，LiAc浓 度 为 

0．1 mol／t，，PEG4000浓度为40 ，VecTor DNA加入量是0．1～1 g．Carrier DNA 是小牛胸 

腺 DNA(1 5俺)，热冲击时间为25rain． 

按照前述的四种转化方法对质粒 pYES2一hlL 6转入酵母细胞 DBY747分 别进行 了实 

验 ，并对每种转化方法所得的活细胞数与转化子数进行了测定，从而计算出各自的转化效率 

(见表1)．由表1可以看出，无论是转化子／ g DNA还是转化效率 ，Ito改进方法 与高速 转 

收稿 日期 }2000—06—09 

作者简介 ：宋磊 (1972一)．女 ．上海师范大学生物与化学工程学院助教 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


上海师范大学学报(自挞科学版) 2000年 

化方法 明显优于 It0方法⋯与 KaTaKuRa方法 ，而前两者尤 高速转化方法⋯为最佳 

表 1 实验 结果 

“；转化效率 =转化子数／活细胞数×105 b：平均实验3砍 

2 结 论 

由此得到 的结论是选 用对数前期 的细胞是优于对数 中期 的．离心获得的菌体 用 TE／ 

LiAc洗涤优于单独用 TE或 H O洗涤；LiAc的处理浓度以0．1mol／L为最好 ；加入 Carrier 

DNA是 非常有效的；PEG4000以40 的浓度效果最好 ，而且 以4o PEG4000，0 lmol／L 

LiAc，0．01mol／L TE试剂组对细胞进行处理为好 ；热冲击时问以延长到2Stain效果最好． 

LiAc使得受体细胞 中产生了一种短暂的“感受态”，在此期 间它们能够摄取外源 DNA． 

较低浓度的 LiAc作用可以减少锂离子对膜结构的损伤使转化后的酵母细胞容 易在选 择 

性培养基上生长．PEG4000可以促使膜负载的改变 ．从而达到协助转化的 目的．从四种转化 

方法 比较 中发现 ，4O 的 PEG4OO0与 TE／LiAc同时作用效果更好 ，说 明 LiAc与 PEG4000 

具有协 同作用．从表1可以发现加入 Carrier DNA后 ，质粒 DNA的加入量可 由10ttg降低 

到l ，说明 CarrierDNA确实起到保护质粒 DNA免受核酸酶的降解．42℃热冲击是高效转 

化必不可少的一步 ，而且将5rain处理延长到25rain效果更好．可以说 明42℃热冲击时间的 

延长促进丁质粒分子与细胞膜的结合及吸收，使转化效率提高． 
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