
!"卷 !期

#"""年$月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
%&’(!"
)*+*,-

.&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#"""

"国家自然科学基金资助项目（/011"/02和/0$/"#3"）

""通讯作者

3现在中国科学院微生物研究所工作（北京3"""$"）

作者简介：赵书春（3013— ），男，山东临沂人，中国科学院微生物研究所微生物资源国家重点实验室工作，硕士，

主要从事链霉菌分子生物学方面的研究

收稿日期：300043"433，修回日期：#"""4"/4"0

大线性质粒5673"""，5673""3在链霉菌种间的接合转移"

赵书春3 周秀芬 邓子新""

（华中农业大学生命科技学院 武汉!/""1"）

关键词：大线性质粒，高压脉冲电泳，接合转移

中图分类号： 81$ 文献标识码：) 文章编号："""342#"0（#"""）"!4"!/94/0

从3010年首先在娄彻氏链霉菌（!"#$%"&’()$*#&)+$,）中发现第一例原核生物线性质粒5:;)#［3］至

今，人们已在多种链霉菌中发现了线性质粒，大小3#<=到2!"<=不等［#］。从红球菌［/］和诺卡氏菌中［!］，

在硫杆菌属和螺旋体属中，以及酵母、丝状真菌等真核生物中也都陆续发现了线性质粒的存在［9］，大肠

杆菌噬菌体.39的原噬菌体也是一种特殊的线性质粒［2］。

线性质粒存在的生物学意义引起了人们的浓厚兴趣。然而#"多年以来，链霉菌线性质粒，尤其是

大线性质粒的研究始终进展不快。目前有关链霉菌线性质粒复制机理、端粒结构的阐明，都是通过小线

性质粒来完成的。与较小的线性质粒相比，大线性质粒的检测、分离、回收及物理图谱的构建等遗传操

作都有相当的难度。但大线性质粒的研究前景是诱人的，其意义不仅在于分子生物学理论的发展，也在

于对潜在的原核生物线性基因工程载体的探索。

利用高压脉冲电泳技术，从链霉菌>$4!中分离出两个大的质粒，依照分子量从大到小的顺序分别

将其命名为5673"""和5673""3。并经双向脉冲电泳等方法检测，证实其构型为线状。尝试通过“麻

点”形成特征，利用接合转移的方法分离和鉴定了9株含有5673"""，5673""3的变铅青链霉菌7?3的

衍生菌株。本文主要报道大线性质粒5673"""和5673""3向异源寄主转移的研究结果。

3 材料和方法

!"! 菌株和质粒

变铅青链霉菌（!"#$%"&’()$*-,.,/01*）7?3（,-@，5@&），作为接合转移的受体；链霉菌>$4!（携带线性质

粒5673"""和5673""3）；AB4""$及其限制性缺陷菌株C?2""（均携带567##1和567##$）。

!"# 培养基和试剂

除特殊说明外，本研究用到的培养基和试剂均参照文献［1］。

!"$ 方法

!"$"! 高压脉冲电泳技术：参照文献［$］。

!"$"# 接合转移的方法：参照文献［1］。

!"$"$ 线性质 粒C.)片 段 的 回 收：线 性 质 粒C.)片 段 的 回 收 采 用DE&3"3FGH&@5&@I-E&G生 产 的

JK.KL;K).>MNE-和透析袋电洗脱法［0］。



!"#"$ 双向高压脉冲电泳技术：将第一向电泳后的凝胶取出，经溴化乙锭染色后，在紫外透射仪上照射

适当的时间，切下凝胶中的质粒!"#带，水平转动$%，在制备第二向电泳凝胶时镶嵌到凝胶的点样孔

部位，进行第二向电泳。

!"#"% !"#杂交及&’()*+,-印迹分析：参照文献［$］。

. 结果和分析

&"! 利用高压脉冲电泳分离线性质粒/01!’’’和/01!’’!
在发展链霉菌2345菌株的基因克隆体系时，首先想到的是菌株自身的质粒。然而，利用常规的碱

性溶菌法抽提质粒进行普通琼脂糖凝胶电泳，没有检测到质粒的存在。利用高压脉冲电泳技术，在234
5菌株中观察到两个大的质粒，经与已知分子量!"#分子同步电泳，估测其分子量约为.6%78和$%78，

并按照分子量从大到小的顺序分别命名为/019%%%，/019%%9。

&"& 双向脉冲电泳等方法确定质粒/01!’’’、/01!’’!的构型为线状

图9 双向高压脉冲电泳检测质粒/019%%%和/019%%9
的构型

9，5，:为第一向电泳的样品；.，6，;，<为第一向电泳后的

琼脂胶经紫外线照射后取出的含质粒!"#带，垂直镶嵌

在第二向电泳凝胶的点样孔，与第一向电泳样品同步进

行高压脉冲电泳=

9>!?:%%，.>/01..3；6=/01..<；5=@A%%3；;=/019%%%；

:=23B5；<=/019%%9=

按9>6>5节 所 述 方 法 对 质 粒 /019%%%和

/019%%9进行构型分析，结果如图9所示：可见第

二向电泳的质粒与第一向电泳中对应的质粒平行

泳动在同一个水平上，暗示在脉冲电泳凝胶上看到

的质粒!"#分子的构型为线状。此外，多次脉冲

电泳分析发现，线性质粒/019%%%，/019%%9分子

与!多聚体!"#样品及其它菌株中线性质粒的相

对位置始终保持不变，这是线性分子在脉冲电泳上

的典型表现，而环型分子在脉冲电泳条件改变的情

况下，与已知线性分子的相对位置则会发生或迟滞

或超前的变化。

&"# 大线性质粒/01!’’’、/01!’’!向异源寄主

的接合转移

当携带有接合性质粒的链霉菌在缺乏这个质

粒（或与其亲缘相近的质粒）的“菌丝坪”上发育时，

由于受体在接受供体的质粒后，其生长受到暂时抑

制，常显示出一种典型的“麻点”表型（也称C)DE或

致死接合反应）［<］。这一现象被广泛地用于鉴别链

霉菌中可以自我转移的质粒。

链霉菌大线 性 质 粒 提 取 方 法 的 难 度 以 及2345菌 株 遗 传 背 景 的 复 杂 性 是 干 扰 对 大 线 性 质 粒

/019%%%和/019%%9自身分子生物学及其控制的遗传表型研究的最大障碍。为此，我们尝试了通过

“麻点”形成将其转移到遗传背景较为清晰的变铅青链霉菌中的可能性。

&"#"! 利用种间接合转移将线性质粒/019%%%、/019%%9导入变青链霉菌1?9中：在0#FGH［9%］平板

上涂布浓的1?9孢子悬液（!.I9%3孢子／皿）和稀释了的2345菌株的孢子悬液（;%";%%孢子／皿），

6%J培养，5K后观察到了清晰的“麻点”。用接种针挑取“麻点”边缘的菌落，放入含有9LC无菌水的菌

种管中进行系列稀释，之后分别涂布到已吹干的0#FGH平板上，6%J培养数天至产孢丰满后，将其影

印在涂布有1?9孢子悬液的0#FGH平板上（加有6%#M／LC链霉素，抑制2345菌株的生长），6%J培

养，待有“麻点”出现后（见图.），在影印的母平板上找到相应的单菌落，划线接种，即得到接合子的纯培

养。

&"#"& 高压脉冲电泳和&’()*+,-印迹分析对接合子中所含质粒来源的验证：选取1G9、1G.、1G5、1G;、
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图! 链霉菌"#$%和变青链霉菌

&’(平板杂交形成的麻点（)*）

&+,共五个接合子菌株，接种加有链霉素（-.!/／01）的-%23454进

行摇瓶培养，收获菌丝体，制备各菌株的678/9（将菌丝体包埋在低融

点琼脂糖中进行原位处理）进行高压脉冲电泳，结果见图-:：

由图-:可以看出，接合子&+(、&+!、&+,含有和6;&(..(相同大

小的质粒<=:分子，&+%、&+)则含有两个分别和6;&(...、6;&(..(
大小相同的质粒<=:分子。

将图-:所对应的高压脉冲电泳凝胶进行适当的处理后，其所含

的<=:分子转移到了尼龙膜上，用"$-!>标记的6;&(...质粒<=:
作为探针与尼龙膜上的<=:分子杂交，结果如图-?所示：

图- 链霉菌"#$%及接合子中线性质粒的检测和@A8BCDEF印迹杂交分析

:G链霉菌"#$%及接合子中的线性质粒高压脉冲电泳检测?G链霉菌"#$%及接合子中线性质粒的@A8BCDEF
印迹杂交分析

(，!G"#$%；-G&+(；%G&+!；)G&+%；,G&+,；HG&+)；#G&’(；IJ6;&(...；KJ6;&(..(J

"#$%、&+%、&+)中都有一条阳性杂交带，未经接合转移的&’(（负对照）没有质粒带的出现，揭示了

菌株&+%、&+)中的质粒和大线性质粒6;&(...是完全同源的。高压脉冲电泳和@A8BCDEF杂交的结果

表明：(G接合子中的质粒来自于链霉菌"#$%菌株；!G大线性质粒6;&(...在染色体上没有拷贝；-G大

线性质粒6;&(...、6;&(..(之间不存在同源性。

值得一提的是，实验中筛选出的-%株接合子，经高压脉冲电泳检测，有!#株含有6;&(..(，其它,
株同时含有6;&(...、6;&(..(，没有筛选到只含有6;&(...的接合子。尽管后来又进行了大量的平板

杂交和接合子的筛选，一直没有分离出只含有6;&(...的接合子，这是否意味着6;&(..(是可以自我

转移的线性质粒，而6;&(...的转移则可能依赖于6;&(..(，正如玉米中的非自主成分的转座依赖于自

主成分的存在一样。但玉米中的非自主成分是自主成分的缺失突变产物，而以6;&(...为标记探针进

行的@A8BCDEF杂交表明6;&(...、6;&(..(之间不存在同源性，这一问题可能会随着对接合转移区的深

入研究而得以阐明。

!"#"# 接合子为变青链霉菌&’(衍生后代的证实：接种针挑取的“麻点”边缘的菌落中包含三种菌：链

霉菌"#$%、&’(、和转移接合子。&’(菌株可以在含有链霉素的;:L+5培养基上生长，而"#$%菌株对

链霉素是敏感的。因而在接合子的筛选过程中，采用了在;:L+5平板上添加适量链霉素的手段抑制

"#$%菌株的生长。由表(可以看出，接合子对抗生素的抗性和&’(菌株是一致的。同时，系列稀释后

形成的单菌落的影印和挑选也保证了接合子的纯一性，因为不含任何质粒的&’(菌株是不能够形成

“麻点”的。另外还通过比较菌株"#$%、&’(和接合子对抗生素的抗性，证实了筛选出的接合子确为变青
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链霉菌!"#的衍生菌株。

表# 链霉菌$%&’、!"#及转移接合子对抗生素的抗性检测

抗生素／（!(／)*）
抗生素抗性

$%&’ !"# !+# !+, !+’ !+- !+.

硫链丝菌素（-/） 0 1 1 1 1 1 1

链霉素（-/） 1 0 0 0 0 0 0

新霉素（#/） 0 1 1 1 1 1 1

紫霉素（,/） 0 1 1 1 1 1 1

!"#"$ 大线性质粒23!#///、23!#//#在接合子中的稳定性：在接合子的传代过程中，发现大线性质粒

有遗传不稳定的现象，常以一定的频率发生丢失，即在和变青链霉菌!"#平板杂交时，不再有“麻点”出

现，筛选这些不能形成“麻点”的菌珠进行脉冲电泳时，看不到线性质粒的存在，可见质粒在传代的过程

中确实丢失了。经多次（#/次以上）传代、接合转移观察，确定丢失的频率约为,/4。此外，从以上实验

可以看出，大线性质粒23!#///、23!#//#在转移到变青链霉菌!"#的过程中保持了结构的稳定性。这

说明大线性质粒23!#///、23!#//#在!"#中基本上是稳定自主存在的。

5 讨论

筛选的链霉菌$%&’菌株所产生的次生代谢产物具有广谱的抗真菌、抗革兰氏阳性细菌及抗酵母菌

活性，是一株潜在的重要抗生素产生菌。遗憾的是在尝试构建其转化系统过程中发现，目前国际上广泛

使用的许多质粒载体在转化$%&’菌株原生质体时，均不能得到转化子，实验室常用的链霉菌噬菌体也

不能感染$%&’菌株，暗示着$%&’菌株中存在特异的限制—修饰系统，使其对外源678显示出较强的

限制性。该菌株中两个大线性质粒23!#///、23!#//#的发现，无疑为利用其内源复制子，为$%&’菌株

的遗传操作提供了可能的途径。

文献中链霉菌环形质粒研究的报道甚多，尤其对接合转移系统的研究，无论在高拷贝还是低拷贝质

粒中均分离了与接合转移有关的基因，已将负责接合转移的基因分为两类，一类是9:;，是负责链霉菌菌

丝体之间的转移；另一类是<2=，负责质粒在菌丝体内的“扩散”，以保证菌丝分隔后浓缩形成的每一个孢

子都获得一定拷贝数的质粒。链霉菌这类丝状>0细菌的接合转移系统比大肠杆菌简单的多。然而，对

链霉菌线性质粒接合转移系统，目前却了解甚少，更不知道它与环形质粒存在什么区别和联系。大线性

质粒23!#///和／或23!#//#接合转移性能的发现、证实及其检测手段的发展，为我们起始线性质粒接

合转移分子生物学的研究提供了丰富的信息和手段。

对线性质粒分子生物学的研究，目前大多集中在对复制及其调控的研究方面。对线性质粒所编码

的遗传性状，除知道天兰色链霉菌（!"#$%"&’()$*)&$+,)&+&#）中的?+@#与次甲霉素8的生物合成有关以

外，其它所知道甚少。因此，线性质粒23!#///和23!#//#向异源宿主的转移十分有利于对其生物学

功能的研究。诚然，这种研究将有助于阐明线性质粒在链霉菌中广泛存在的生物学意义。
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聚羟基烷酸（O"(?）研究进展

中国科学院微生物研究所承担的国家“九五”攻关项目———可生物降解塑料已于DEEE
年DI月DD日通过鉴定，采用真氧产碱杆菌以淀粉水解糖为原料发酵生产O")，在D[I吨

发酵罐中试（五罐平均）发酵GF小时，细胞浓度为DSJ[SP／:（干重），O")占细胞干重的

!F\，O")提取收率FJ\，中试成本JL元／XP，经中科院组织的专家鉴定认为已达到国内

领先、国际先进水平。

聚羟基烷酸酯家族中的另一个聚酯———羟基丁酸与羟基戊酸共聚物［O#:>USU（">&3#RU
>+91>3012U8#U">&3#R>W0:23012），简称O")]］，更有更好的柔性，日前也已完成中试。

中国科学院微生物研究所

联系人：翁维琦

ESJJ期 赵书春等：大线性质粒$"NDLLL，$"NDLLD在链霉菌种间的接合转移




