
Методы трансформации 
бактериальных и 

дрожжевых клеток



• Источник репликации (репликон). 
Источник репликации (ori) относится 
к определенному месту в цепи, в 
котором начинается репликация.

• Полилинкер (множественные сайты 
клонирования) - это одна из 
важнейших частей молекулы, это 
короткая последовательность ДНК, 
состоящая из нескольких сайтов для 
расщепления ферментами 
рестрикции.

• Некоторые из других компонентов 
плазмиды включают в себя:

• Промоторная область - это 
компонент плазмиды, который 
участвует в регуляции 
транскрипционных механизмов.

• Сайт связывания праймера - это 
короткая последовательность ДНК на 
одной цепи, которая обычно 
используется для целей ПЦР-
амплификации или секвенирования
ДНК.

Плазмида - маленькие круглые кусочки ДНК, которые 
реплицируются независимо от хромосомной ДНК 

хозяина. (10-200 копий на клетку)
(Размер около 2-300 кб)



Бактериальная трансформация
• Бактериальная трансформация - это процесс горизонтального 

переноса генов, при котором некоторые бактерии поглощают 
чужеродный генетический материал из окружающей среды. Впервые 
об этом сообщили в Streptococcus pneumoniae Гриффит в 1928 году.

• Трансформация является ключевым шагом в клонировании ДНК. Это 
происходит после рестрикционного расщепления и лигирования и 
переносит вновь полученные плазмиды в бактерии.

• Колонии с правильной плазмидой можно выращивать для получения 
больших культур идентичных бактерий, которые используются для 
продуцирования плазмиды или получения белка.



Техника трансформации с CaCl2

• Компетентные клетки - это бактериальные клетки, которые могут 
принимать внехромосомную ДНК или плазмиды (голую ДНК) из 
окружающей среды.

• Искусственная компетентность - это лабораторная процедура, 
при которой клетки пассивно делают проницаемыми для ДНК, 
используя неестественные условия.

• Метод трансформации хлорида кальция является наиболее 
эффективным методом среди компетентных протоколов 
подготовки клеток. Это увеличивает способность бактериальной 
клетки включать плазмидную ДНК, способствуя генетической 
трансформации.



Основные этапы трансформации

Внехромосомная ДНК будет вынуждена проникать в клетку путем инкубации компетентных клеток и ДНК 
вместе на льду с последующим кратким тепловым шоком, который заставляет бактерии поглощать ДНК.

Стадия теплового шока сильно деполяризует клеточную мембрану клеток, обработанных CaCl2. Таким 
образом, уменьшение мембранного потенциала снижает негативность внутреннего потенциала клетки, что в 
конечном итоге позволяет перемещать отрицательно заряженную ДНК внутрь клетки.

Среда с низким содержанием соли 
важна при воздействии электрического 
тока (10% глицерина).



• На стадии восстановления трансформированные клетки культивируют в 1 мл 
предварительно нагретого S.O.C. среда при 37 ° С со встряхиванием при 225 об / 
мин в течение 1 часа. S.O.C. среда, которая содержит глюкозу и MgCl2, 
рекомендуется для максимальной эффективности трансформации. 
Использование S.O.C. среда, вместо Lennox L Broth (LB-среда), может 
увеличивать образование трансформированных колоний в 2–3 раза.



Кювета для электропорации Электропоратор – Bio-Rad



• LB (Лурия-Бертани) жидкая среда
Реагенты Количество для добавления

H2O до 1000 мл

Триптон 10 г

NaCl 10 г

Дрожжевой экстракт 5 г

Агар (для чашек) 15 г

ПОДГОТОВКА КОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК С 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ CACL2

БУФЕР:

60 мМ CaCl2, 10 мМ PIPES, 15% об./об. глицерина, рН 
7,0

1 день:
1. Разведите клетки на обычном LB-чашке (без антибиотиков) и 
инкубируйте при 37 ° С в течение ночи.

День 2:
2. Вечер - отберите одну колонию для инокуляции 30 мл простого LB 
(без антибиотиков) и инкубируйте при 37 ° C в течение ночи при 
встряхивании.

3 день
3. Используйте 10 мл ночной культуры для инокуляции 200 мл простого 
LB (без антибиотиков), выращивайте при 37 ° C при встряхивании до тех 
пор, пока OD при 600 нм не достигнет ~ 0,6 (проверьте OD через 1 час)
4. Предварительно охладить четыре пробирки по 50 мл на бане с 
ледяной водой.
5. После достижения OD вылейте клетки в предварительно 
охлажденные пробирки и инкубируйте при 0°C в течение 15 минут.
6. Вращайте в большой настольной центрифуге при 4°C, 4000 об/мин, 10 
минут.
7. Ресуспендируйте каждый клеточный осадок с 15 мл стерильного 
ледяного буфера CaCl2, осторожно пипетируя (не встряхивайте).
8. Инкубируйте клетки на ледяной бане 15 минут.
9. Спин клетки снова при 4°С, 4000 об/мин, 10 минут
10. Ресуспендируйте каждый клеточный осадок в 4 мл стерильного 
ледяного буфера CaCl2 (не встряхивайте)
11. Аликвотируйте клетки в аликвоты по 100 мкл в пробирках по 1,5 мл.
12. Пусть клетки инкубируют на льду в течение 1 часа
13. Поместите пробирки в стойки и заморозьте при -80 ° C.

Компоненты SOC среды.

20 g/L Tryptone

5 g/L Yeast Extract

4.8 g/L MgSO4

3.603 g/L dextrose

0.5g/L NaCl

0.186 g/L KCl





Выделение плазмид

• Очистка плазмиды - это метод, используемый для выделения и 
очистки плазмидной ДНК из геномной ДНК, белков, рибосом и 
клеточной стенки бактерий.

• Очистка плазмиды включает три основных этапа:

• рост бактериальной культуры

• сбор и лизис бактерий

• очистка плазмидной ДНК.

• Одним из важных этапов очистки плазмиды является удаление 
РНК. Рибонуклеазу обычно используют для удаления РНК из 
образца плазмиды.



Принцип метода щелочного лизиса
• После ресуспендирования кишечной палочки в растворителе (раствор 

I; 25 мМ Трис / HCl (рН 8,0), 10 мМ ЭДТА) к образцу добавляют 
щелочной раствор (раствор II; 200 мМ NaOH, 1% SDS). В этом состоянии 
почти все белки денатурированы. Двухцепочечная структура ДНК 
также денатурирована до одноцепочечной. Однако даже в таком 
экстремальном состоянии суперскрученная плазмидная ДНК 
сохраняет свою структуру стабильной и не денатурированной. Через 5 
минут добавляют инкубацию щелочного денатурированного 
высокосолевого буфера (раствор III; 3 М ацетат калия, рН 5,5) с целью 
внезапного изменения рН в растворе. В результате денатурированный 
белок и хромосомная ДНК не возвращаются к своей собственной 
структуре, что делает эти молекулы нерастворимыми. С другой 
стороны, плазмидная ДНК остается растворимой, поэтому этап 
центрифугирования легко отделяет плазмидную ДНК от остатков 
белков и хромосомной ДНК.



Окончательный принцип выделения плазмиды: денатурация 
двухцепочечной ДНК путем щелочного лизиса.



• Yeast Extract–Peptone–Dextrose (YPD) 
Medium (Liquid or Solid)

• Реагенты Количество для добавления

H2O до 1000 мл

Пептон 20 г

Дрожжевой экстракт 10 г

Декстроза 20 г

Агар (для чашек) 20 г

ПОДГОТОВКА КОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК 

БУФЕРЫ:

1x TE-LiAc solution

10 mM Tris-HCl, pH 8.0, with 1mM EDTA and 0.1M lithium 
acetate

PEG-TE-LiAc solution

40% PEG in 10mM Tris-HCl, pH 8.0, with 1mM EDTA and 
0.1 M Lithium actetate

1 день:
1. Разведите клетки на обычном YPD-чашке (без антибиотиков) и 
инкубируйте при 37°С в течение 3-х дней.

День 2:
2. Вечер - отберите одну колонию для инокуляции 5 мл простого YPD
(без антибиотиков) и инкубируйте при 30°C в течение ночи при 
встряхивании.

3 день
3. Используйте 2,5 мл ночной культуры для инокуляции 50 мл простого 
YPD (без антибиотиков), выращивайте при 30°C при встряхивании до тех 
пор, пока OD при 600 нм не достигнет ~ 1,0 (проверьте OD через 2 час)
4. Предварительно охладить пробирку по 50 мл на бане с ледяной 
водой.
5. После достижения OD вылейте клетки в предварительно 
охлажденные пробирки и инкубируйте при 0°C в течение 15 минут.
6. Вращайте в большой настольной центрифуге при 4°C, 1000 rcf/мин, 5
минут.
7. Ресуспендируйте каждый клеточный осадок с 10 мл стерильного 
ледяного буфера PEG-TE-LiAc, осторожно пипетируя (не встряхивайте).
8. Инкубируйте клетки на +4°С при 30 минут.
9. Спин клетки снова при 4°С, 1000 rcf/мин, 5 минут
10. Ресуспендируйте каждый клеточный осадок в 500 мкл стерильного 
ледяного буфера (не встряхивайте)
11. Аликвотируйте клетки в аликвоты по 100 мкл в пробирках по 1,5 мл.
12. Поместите пробирки в стойки и хранить при +4°C в течении 3х дней.



Дрожжевая трансформация

1. К компетентным клеткам добавить 10 мкл 10 мг/мл ДНК семенников 
лосося в стерильные микроцентрифужные пробирки, 
предназначенные для трансформации, и одну для отрицательного 
контроля.

2. Добавьте 1-3 мкг дрожжевой плазмидной ДНК (для изучения) в 
каждую пробирку и затем встряхните.

3. Добавить 400 мкл свежеприготовленного раствора PEG-TE-LiAc, 
встряхнуть и инкубировать при 30 ° C в течение 30 минут при 
встряхивании.

4. Необязательно - DMSO можно добавить до 10% (об./об.); с 
последующим тепловым шоком в течение 15 минут при 42°С.

5. Ц/ф в течение 30 секунд, ресуспендируйте клетки в стерильной YPD 
среде и инкубируйте 1,5 часа.

6. Нанесите на чашку YPD.
7. Инкубируйте 2-3 дня.




