
细菌转化实验

讲师： ***博士



目  录

质粒的转化

感受态细胞

转化实验的基本步骤

细菌转化的基本原理

疑难解析



01
质粒的转化
   1.1 质粒转化的目的

   1.2 质粒转化的步骤
   1.3 外源DNA片段与载体的连接重组
   1.4 限制性酶切位点的特征
   1.5 插入外源基因



1.1.  质粒转化目的

放大某一基因片段，用于探针、基因功能检测等
 1

携带目的基因的重组质粒在大肠杆菌中进行表达
 2

                     PCR产物的克隆和测序
 3

                  构建基因库、cDNA库
 4

                             纯化基因片段
5



外源DNA片段的获得

3种方式：

① PCR扩增出的基因组片段

② cDNA

③ 化学方法人工合成的DNA片段

1.2. 质粒转化的步骤



1.3. 外源DNA片段与载体的连接重组

可采用由Hind III切割开的pUC19 质粒，

用T4噬菌体DNA连接酶将PCR片段与切割

开的质粒DNA片段重新连接成一个环状

的DNA分子，即把目的基因DNA插入质粒

DNA，实现了质粒重组。



Ø 限制性内切酶指能识别碱基构成特异的一段（4~8 bp）双链

核酸序列，并从中将核酸的磷酸二酯键断裂的一种蛋白酶。

Ø 具有特异的识别核酸序列，称为酶切位点

Ø 所有的限制性内切酶切割DNA均产生含5′磷酸基和3′羟基

基团的末端 。

1.4. 限制性酶切位点的特
征



1.5 插入外源DNA

外源DNA和质粒是用同样的两个酶切，然后构建成含有外源基因的质粒

质粒载体

目标DNA
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2. 感受态细胞(Competent Cells)

野生型E.coli不容易转化，通过化学等特殊

方法处理E.coli 细胞，改变其膜对DNA的通

透性，这种细胞就称为感受态细胞，即细胞

处于能摄入核酸分子时的生理状态。

重组质粒

野生型E.coli

重组质粒

短暂热刺激或电击

CaCl2  低
温

感受态细胞
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3.  细菌转化的基本原
理

转化：是指将质粒导入细菌内，以扩增质粒或

在细菌内表达质粒所携带的基因

转化方法

热激法

电击法
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