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МЕТОД ШВИДКОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ 
ЕНТЕРОБАКТЕРІЙ ТА ДЕЯКІ ФАКТОРИ, ЩО ВПЛИВАЮТЬ 
НА ЙОГО ЕФЕКТИВНІСТЬ 

Описано дві модифікації методу заморожування — відтавання для трансформації єн-
теробактерій: стандартна та спрощена. Перша дозволяє на протязі години трансформу-
вати Escherichia coli JM109 і Klebsiella oxytoca VN13 з ефективністю до 2,5-IOs транс-
формантів на 1 мкг ДИК. Друга дає можливість за 5 хв трансформувати ці штами 
з ефективністю I lO4t трансформантів на 1 мкг ДНК. Модифікації були успішно вико-
ристані для трансформації Enterobacter cloaceae ССМ1902, Е. aerogenes ССМ2531 і 
Erwinia carotovora subsp. carotovora 1MB 8351. 

Вступ. Трансформація ентеробактерій плазмідною Д Н К є звичайною 
процедурою у молекулярному клонуванні. Проте відносно низька 
трансформованість природних штамів Klebsiella [1, 2] та інших енте-
робактерій є причиною того, що у ці організми, як правило, уводять 
готові генноінженерні конструкції. За такої організації експериментів 
фактор часу відіграє велику роль і, як наслідок, проблема розробки 
швидких, але достатньо ефективних методів введення плазмідної Д Н К 
у ентеробактерії є актуальною. Стандартні процедури, які використо-
вують для виготовлення компетентних клітин Klebsiella та інших ен-
теробактерій (звичайно для цієї мети користуються методом, розроб-
леним Cohen [3], та його модифікаціями), займають багато часу. При 
цьому засоби тривалого збереження компетентних клітин бактерій, 
відмінних від Escherichia coli, розроблені погано. Більш того, звичай-
но нема необхідності (або можливості) зберігати препарати компе-
тентних клітин усіх штамів, з якими працюють у лабораторії. Нещо-
давно Merrick et al. [4] опублікували модифікований метод заморо-
жування— відтавання для трансформації Е. coli і Klebsiella. Незва-
жаючи на досить високу ефективність цього метода (до 7-Ю4 транс-
формантів на 1 мкг Д Н К для К. aerogenes), він обіймає досить трива-
лі етапи «розгонки» нічної культури (2 год) та інкубації клітин після 
відтавання (2—4 год.). Ми пропонуємо дві модифікації цього методу: 
стандартну та спрощену. Остання виключає використання обох цих 
стадій і дозволяє на протязі 5 хв зробити трансформацію Е. coli та 
K- oxytoca з ефективністю біля 1-Ю4 трансформантів на 1 мкг ДНК-

Матеріали і методи У роботі використовували штами Е. coli JM109 
(гес Al, end A l , g y r А96, thi, hsd R17, sup Е44, rel Al , λ—,Δ (lac-pro A, 
Β) , F', tra D36, lac IqZA-M15) [5]; К. oxytoca VN13 — дикий тип, ізо-
льована з грунту рисових ланів північного В'єтнаму [6]. Штамиї Entero-
bacter cloaceae ССМ1902 (ССМ — Чесько-Словацька колекція мікро-
організмів), Е. aerogenes ССМ2531, Erwinia carotovora subsp. caroto-
vora ІМВ8351 (1MB — колекція мікроорганізмів Ін-ту мікробіології 
і вірусології AH України) отримано від О. Є. Жеребило (1MB AH Ук-
раїни). Плазміду pUC4k [7] (люб'язно надана С. Ю. Єрмаковою, 
МДУ ім. Ломоносова) було очищено рівноважним центрифугуванням 
у градієнті щільності CsCl, як описано у [8]. 

Нижче наведено протоколи стандартної та спрощеної модифіка-
цій методу Merrick et al. [4]. 

З чашки із свіжими (6—24 год) колоніями зішкребіть 1—2 коло-
нії розміром 2—3 мм або еквівалентну кількість матеріалу (намагай-
теся не захопити агару). Клітини суспендуйте у 100 мкл попередньо 
охолодженого до 0°С 0,1 M CaCl2 у пластиковій центрифужній про-
бірці (1,5 мл). До суспензії додайте Д Н К у об'ємі не більш 10і мкл. 
Після цього заморозьте клітини у рідкому азоті (ЗО—60 с) та влаш-
туйте на водяну баню (32 °С) на 2 хв для відтавання. Далі: ( с т а н -
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д а р т н а м о д и ф і к а ц і я ) клітини розведіть 900 мкл LB, їнку-
буйте 1 год при 37 °С та висійте відповідні розведення на селективну 
чашку (при необхідності можна сконцентрувати клітини центрифугу-
ванням) ; 
( с п р о щ е н а м о д и ф і к а ц і я ) висійте усі клітини або частину на 
селективну чашку. 

Результати і обговорення. В п л и в к о р о т к о ч а с н о г о з а -
м о р о ж у в а н н я н а ж и т т є з д а т н і с т ь к л і т и н . Визначен-
ня кількості життєздатних клітин Е. соїі і К. oxytoca у суспензії до та 
після заморожування при —196 °С виявило, що титр клітин Е. соїі 
JM109 і K. oxytoca VN13 знижується від-
повідно на 13 і 50 % , тобто в меншому сту-
пені, ніж у роботі Merrick et al. [4]. Певно, 
це пояснюється генетичними властивостями 
штамів. 

Мал. 1. Вплив температури і швидкості відтавання 
на ефективність трансформації: 1 — К. oxytoca VN13, 
відтавання у водяній бані; 2 — К. oxytoca VN13, від-
тавання у повітряному термостаті; 3 — Е. соїі JM109, 
відтавання у водяній бані; 4 — Е. соїі JM109, відта-
вання у повітряному термостаті 

В п л и в т е м п е р а т у р и і ш в и д к о с т і в і д т а в а н н я н а 
е ф е к т и в н і с т ь т р а н с ф о р м а ц і ї . Для визначення впливу тем-
ператури та швидкості відтавання на ефективність трансформації клі-

Мал. 2. Вплив концентрації клітин на ефективність трансформації: 1 — К. oxytoca 
VN 13\ 2-Е. соїі JM109 
Мал. 3. Вплив інкубації у CaCl2 до заморожування на ефективність трансформації: 
1 — К. oxytoca VN13; 2-Е. соїі JM109 

тини суспендували у CaCl2, змішували з Д Н К і заморожували у рід-
кому азоті. Відтавання провадили у водяній бані (при 0°С — ЗО хв, 
при інших t — 2 хв) або повітряному термостаті (при 23 °С— 10 хв; 
ЗО; 37 °С — 8 хв). Результати наведено на мал. 1. Як видно, відтаван-
ня клітин у повітряному термостаті не настільки ефективне, як ана-
логічний процес у водяній бані (певно, внаслідок більш низької швид-
кості відтавання). Оптимальною температурою відтавання обох 
штамів є 32 °С. 

В п л и в к о н ц е н т р а ц і ї к л і т и н . Дані, які ілюструють 
вплив концентрації клітин на ефективність трансформації, наведено 
на мал. 2. З них випливає, що ефективність трансформації дещо спа-
дає при зниженні концентрації клітин у суспензії для К. oxytoca VN13. 
Штам Е. соїі JM109 має оптимум концентрації клітин біля 1 · IO9. 
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В п л и в к о н ц е н т р а ц і ї C a CI2. Оптимальну концентрацію 
CaCl2 визначали наступним чином: клітини Е. coli JM109 і K oxytoca 
VN13 суспендували при 0 °С у стерильній деіонізованій воді до кон-
центрації 1,8· IO9 і 1,1-IO10 кл/мл відповідно, змішували з Д Н К та фа-
сували по 90 мкл у попередньо охолоджені пластикові центрифужні 
пробірки (1,5 мл). До кожної пробірки додавали по 10 мкл стокових 
10-разових розчинів CaCl2 до концентрації 12,5; 25; 50; 75; 100 і 200 мМ. 
Ефективність трансформації встановлювали після циклу заморожу-
вання — відтавання та 1 год. інкубації у середовищі LB для експресії 
селективного маркера. Оптимальною для Е. coli JM109 та K- oxytoca 
VN 13 є концентрація CaCl2 75 мМ. 

В п л и в д о д а т к о в о ї і н к у б а ц і ї у с е р е д о в и щ і LB. 
Для його визначення провадили висіви з однієї пробірки до і після ін-
кубації у LB на протязі 1 год. при 37 °С. За нашими даними, така ін-
кубація збільшує кількість трансформантів у 3—8,7 та 2,5—10 разів 
відповідно для K- oxytoca VN13 і Е. coli JM109. Це збільшення, певно, 
є наслідком адаптації бактеріальних клітин після стресового впливу, 
яким є цикл заморожування — відтавання, а також того, що за цей 
період відбувається експресія селективного маркера. 

В п л и в к о н ц е н т р а ц і ї к л і т и н п р и д о д а т к о в і й ін -
к у б а ц і ї . Для визначення впливу концентрації клітин при додатко-
вій інкубації після відтавання суспензії її розводили у 10 і 100 разів 
у середовищі LB та фізіологічному розчині, інкубували розведення 
,1 год при 37 °С і висівали на селективні чашки. Як при інкубації у 
LB, так і при інкубації у фізіологічному розчині ефективність транс-
формації збільшувалася у 1,6 і 1,8 разів відповідно для K. oxytoca 
VN13 і Е. coli JM109 при розведенні у 100 разів порівняно з розведен-
ням у 10 разів. 

В п л и в і н к у б а ц і ї у C a C I2 д о з а м о р о ж у в а н н я . 
Результати, що ілюструють вплив інкубації у CaCl2 до заморожування 
на ефективність трансформації, наведено на мал. 3. Як можна поба-
чить з цього малюнка, введення у стандартний протокол 30-хвилинно-
го періода інкубації у CaCl2 до заморожування збільшує ефективність 
трансформації K- oxytoca VN13 і Е. coli JM109 відповідно у 4 і 3 рази. 

В п л и в м а р к е р а , я к и м к о р и с т у ю т ь с я д л я с е л е к -
ц і ї . Е. coli JM109 трансформується плазмідою pUC4k за маркером 
Apr із частотою, удвічі більшою, ніж за маркером Kmr. Ми не маємо 
аналогічних даних для штаму K. oxytoca VN13 внаслідок його природ-
ної стійкості до ампіциліну у концентрації понад 200 мкг/мл. 

В п л и в т е м п е р а т у р и з а м о р о ж у в а н н я визначали на-
ступним чином: клітини суспендували у CaCl2 при 0°С, змішували з 
ДНК, фасували у попередньо охолоджені до 0 °С стерильні центри-
фужні пробірки (1,5 мл) та заморожували при відповідній темпера-
турі. Після заморожування клітини висівали на селективні чашки. 

Вплив температури заморожування на ефективність трансформації 
Ефективність трансформації 
(кількість трансформантів 

на 1 мкг ДНК) 
Режим заморожування 

Е. coli JM109 К. oxutoca Е. coli JM109 VN13 

стандартна модифікація; 3,1.· 102· 
стандартна модифікація-30 хв інкубації у CaCl2 до 
заморожування; 2,2і-103 S-IOl3 

спрощена модифікація 25 4,3і · IO3 

— 7 0 ° 0 
стандартна модифікація; 75 3,6-'IiOl3 

стандартна модифікація+30хв інкубації у CaCl2 до 
заморожування; . 1,5 102 2,1-ΊΟ'3 

спрощена модифікація! 25 4,8 - IO2 
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Merrick et al. встановили, що температура заморожування прак-
тично не впливає на ефективність трансформації [4]. За нашими да-
ними, глибоке заморожування при —20 і —70 °С у морозильній камері 
є набагато менш ефективним, ніж заморожування у рідкому азоті 
(таблиця). 

П р о ц е д у р а з а м о р о ж у в а н н я — в і д т а в а н н я , впер-
ше використана авторами [9] для індукції поглинання фагової Д Н К 
клітинами Е. соїі та Proteus vulgaris, є складовою частиною багатьох 
високоефективних методик трансформації Е. соїі [10, 11]. Показано, 
що ця процедура може бути використана для трансформації різних 
видів Klebsiella [4, 12], Pseudomonas putida, Salmonella typhimurium 
LR 5000 [4] і Agrobacterium tumefaciens [13]. Ми успішно використа-
ли наведені нами модифікації методу [4] для трансформації Е. соїі 
JM109, К. oxytoca І /N13, Е. cloaceae ССМ1902, Е. aerogenes ССМ2531 
і Е. carotovora subsp. carotovora ІМВ8351. При цьому стандартна мо-
дифікація, що практично дорівнює за ефективністю методу Merrick et 
,al. [4], дозволяє скоротити час, який витрачають на трансформацію, з 
4—6 до 1 год. Спрощена модифікація дозволяє ще більш скоротити 
час (до 5 хв). При цьому ефективність трансформації дещо знижуєть-
ся. Наведені модифікації виключно вигідні для введення готових ген-
ноінженерних конструкцій до клітин різних ентеробактерій і, певно, 
тих штамів Pseudomonas і Agrobacteriumf які можуть бути трансфор-
мовані за допомогою метода заморожування—відтавання. 
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