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氧化葡萄糖酸杆菌!"#$%&染色体的测定"

林文楚 尹光琳
（中国科学院上海生物工程研究中心 上海 #$$#11）

摘 要：对氧化葡萄糖酸杆菌（!"#$%&%’($)*+%,-.(&/）89:1#2的纯培养进行了研究，测定了
其生长曲线，确定其对数期为!!#3;。获得纯培养的对数期菌体后采用凝胶包埋法制备完
整染色体，用脉冲场电泳方法对89:1#2的染色体进行了分析，确定其有一条染色体和一个
大质粒。染色体的长度在#<#=+到1<7=+之间。
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近年来，基因组研究方兴未艾。开展微生物基因组的研究，从根本上揭示微生物的全

部基因，将使人类从更高层次掌握微生物的代谢途径或致病机制，从而发展新的工艺和技

术为人类服务［"］。自"227年)’*ABC;D.EE等人完成流感嗜血杆菌全基因组序列以来［#］，
国内外微生物基因组的研究迅猛发展已成为一大热点，据美国基因组研究所报道，目前已

完成了#@种微生物基因组测序，其中大多数是病源微生物。还有"$1种微生物已被登
记，其基因组测序工作将在最近或近两年完成［1］。国内外微生物基因组的研究多集中在

与疾病相关的微生物，工业微生物的相关研究报道很少。鉴于工业微生物的巨大经济应

用价值，有必要选择我国特有的、具有重大应用价值的若干个工业微生物的基因组进行研

究，有利于今后基因组功能研究的开展。

生产维生素9的“二步发酵法”是尹光琳等人发明的一项先进工艺。其第二步，即F6
山梨糖到#6GFH的转化是由两株菌共同参与完成，一株是氧化葡萄糖酸杆菌（!"#0
$%&%’($)*+%,-.(&/，通称“小菌”），另一株为芽孢杆菌属（1($2""#/BI，通称“大菌”）的菌株，
其中氧化葡萄糖酸杆菌是主要的产酸菌［!］。本实验室在原来的氧化葡萄糖酸杆菌基础

上通过诱变筛选到一株性状更加优良的突变株89:1#2并与一株苏芸金芽孢杆菌

89:211（1($2""#/)3#+2&42*&/2/）搭配成新的组合菌系，经过多次条件实验及发酵研究已应
用于工业生产中［7!3］。

葡萄糖杆菌属（!"#$%&%’($)*+）的多种菌株具有工业经济价值。国内外研究多集中在
酶学及基因克隆方面，如日本的8-JAB.K.等人对!"#$%&%’($)*+5*"(&%4*&#/L)$1#21的
诱变株M%"$分离F6山梨糖脱氢酶和F6山梨酮脱氢酶；蒋宇扬等人从混合菌株#25$中
纯化了#6酮6F6古龙酸还原酶，但国内外未见有开展氧化葡萄糖酸杆菌基因组方面的报



道［!!"#］。从宏观的角度对氧化葡萄糖酸杆菌$%&’()的基因组结构进行研究，具有积极
的现实意义和潜在应用价值。本实验室自"))*年以来就对 !"#$%&%’($)*+%,-.(&/
$%&’()开始了遗传学方面的研究，并取得了一些进展，如构建了$%&’()的基因文
库［""!"(］，但遗传学方面的研究难度较大，主要原因是氧化葡萄糖酸杆菌$%&’()纯培养
难以解决。氧化葡萄糖酸杆菌$%&’()有独特的培养和生理特性，氧化葡萄糖酸杆菌

$%&’()与“大菌”混合培养时生长旺盛，而氧化葡萄糖酸杆菌$%&’()单独培养则生长相
对缓慢，培养过程中易染杂菌。因此本工作一开始便着手$%&’()的纯培养的研究，对液
体培养基成分进行了优化。在此基础上探索$%&’()的生长规律，确定其对数期，获得凝
胶包埋所需菌体。采用凝胶包埋法制备完整染色体，并用脉冲场电泳技术对其遗传物质

进行了分析。

! 材料和方法

!+! 材料

!"!"! 菌种：!"#$%&%’($)*+%,-.(&/$%&’()，0($1""#)2#+1&31*&/1/$%&)’’由本实验室
保存。

!"!"# 工具酶的化学试剂：,-./0123403#5"!(##46为$7892公司产品、:02/;<=3>9>?
/>92.@AB123403是,3>9082公司生产、$+C>960@AB/7D0123403、低熔点琼脂糖、脉冲
场电泳用琼脂糖为&7>?E2F公司产品，,3>;07G2/0H是华美生物工程公司产品。

!"!"$ 培养基：!"#$%&%’($)*+%,-.(&/$%&’()培养基"：I?山梨糖"*8，蛋白胨"#8，酵
母提取物’8，尿素J8，玉米浆’8，HK(,LJ*8，18$LJMK(L#+(8，碳酸钙J8，CKN5*!N5M，
用蒸馏水定容至"I。!"#$%&%’($)*+%,-.(&/$%&’()固体培养基#：培养基"加上(#8
琼脂粉。

!+# 方法

!"#"! !"#$%&%’($)*+%,-.(&/$%&’()的纯培养：自$%&’()与$%&)’’混合保存的试管
斜面取一环平板划线分纯两次，最后取单菌落于试管斜面保存。$%&’()新鲜试管斜面接
三环至茄形瓶斜面上，(!O培养’N=后用无菌水洗下，以"P的接种量接入装有$%&’()
培养基的摇瓶或摇管中，(!O往复式摇床（(J#3／97G）培养M(=。

!"#"# $%&’()生长曲线的测定：按"5(5"的方法培养，用’(只"!99Q"!#99试管每
只装J9I培养基"接种量"P，按不同时间分别取出，补足体积至J9I，取#5*9>.／I用

#5"9>.／IK%"J+*9I稀释，在波长N(#G9用分光光度计比色测生长吸光度。

!"#"$ #?酮基?I?古龙酸定量：用转化碘量法测定［*］。

!"#"% CK值测定：用,K&R"便携式CK计测定，并对国产精密CK试纸测定值进行校
正。

!"#"& 凝胶包埋法制备$%&’()完整染色体［"’］：参考文献［"’］的方法进行，以"5(5"节
的方法培养至对数中期，收集菌体用$S溶液（M*99>.／IA2%.，(*99>.／IS@TB，CKM+*）
洗俩次，每次以"####3／97G离心!97G；最后用$S溶液悬浮菌体，用(P低熔点琼脂糖与
适量菌液混匀，置入制胶模具中，JO放置"#!"*97G使其凝固，取出胶块放入*#9I离心
管，加入含蛋白酶H的S$溶液（#5*9>.／IS@TB，"P$@$，CKM+*）溶液*(!*NO过夜，
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弃!"溶液，#!$%（$%&&’(／)#*+,-./(，$%&&’(／)!0#1，2.34%）洗四次，每次$5，胶块
置入#!6%（$%&&’(／)#*+,-./(，6%&&’(／)!0#1，2.34%）中保存于78。

!"#"$ 脉冲场电泳：脉冲场电泳使用/.!9:1;;!<装置（=+’-<>?公司），完整染色体
电泳及染色体外遗传因子电泳的参数各有不同，根据需要加以调整。电泳完毕，凝胶用溴

乙锭溶液染色@%&+A后，用B"$%%%成像系统对凝胶进行摄影。

# 结果和讨论

#%! 纯培养过程中&’()#*菌体密度变化规律
从图$可见：接种后大约有75的生长延滞期，然后进入迅速生长的对数期，CD5后菌

体密度达到最大值，进入约为C%5的稳定期，此后进入衰亡期。

图$ "/=@CE生长曲线
9+F4$ #5GF*’HI5JK*LG’M!"#$%&’()"/=@CE

图C 完整染色体电泳图谱
9+F4C #5GG(GJI*’25’*G,+,’M+AI>JI

J5*’&’,’&G

N’(I>FG：CL／J&，%43O>F>*’,G，$4%

P#1!，"H+IJ5I+&G：$3%%,，<KA

I+&G：DC51AF(G,：$%Q

$4*"+,-,./)/’,&>*RG*；C4*"0#12,
&>*RG*；@4"/=@CE0S1，KA?+FG,I-

G?；74"/=@CE0S1，KA?+FG,IG?4

#%# 纯培养过程中+,变化规律
从图$可见：初始2.在QTQ左右，进入

对数期，2.逐渐降低，至C75时到达最低值，
此后2.值逐步升高，DC5时2.在DT7左
右。

#%) 纯培养过程中#-./0产量变化规律
从图$可见：在接种后大约D5之前检测

不到C-U)V，从35开始产酸，直到7%5这段
时间内是快速产酸期，7%5至DC5进入慢速产酸期。

#41 完整染色体脉冲电泳结果
以前本实验室也用凝胶包埋法制备氧化葡萄糖酸杆菌

的完整染色体，但未获得成功。对液体培养基成分进行了

优化，并找出其对数期，收集对数期的菌体后，选用曾用于

制备假单胞菌完整染色体的一套系统［$@］来制备"/=@CE
的完整染色体，同时通过减小电压、增加电泳时间、加大上

样量、增加脉冲时间和降低琼脂糖浓度的方法进行电泳在

CTC!@T6:W之间近@T6:W位置（如图C箭头所示）获得一
微弱条带，同时也发现在几百RW位置有一条带。

#42 质粒脉冲电泳结果
调整电泳参数以适宜分离C%%!C%%%RW，电泳后除了

染色体条带外于C76RW附近有一明显的条带（如图@箭头
所示），初步推测为一大质粒。此外调整电泳参数以分离$
!$6%RW，电泳后未发现任何小于$6%RW条带（未图示）。以
前国内多家单位研究过氧化葡萄糖酸杆菌的质粒存在情

况，均未找到质粒，可能的原因是常规抽提质粒的办法不适

用于大质粒。本实验采用凝胶包埋法制备完整0S1分
子，在使用适用于分离大片段0S1分子的脉冲场电脉来
分离，结果获得了成功。对质粒进行进一步的研究将有助
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于!"#$%&的分子生物学的研究。

图$ 质粒电泳图
’()*$ +,--.-/0123,21-4(4253.647(8

92.06)-：:9／/7，;*<=6)6124-，<*>?+#@，!A(0/,0(7-：%B*<$4!%<B4，CDE0(7-：%B,

;*!"#$%$&’(’)$761F-1 %*!"#$%&GHI，DE8()-40-8

! 讨论
从氧化葡萄糖酸杆菌!"#$%&产酸曲线来看，!"#$%&是一株性状优良的菌株，用含

;J>=的山梨糖的培养基培养K%,时产酸转化率可达&<=以上。进一步证实了产酸代谢
途径存在于!"#$%&中。本工作已经获得完整的染色体和染色体外遗传因子，初步判断

!"#$%&的遗传物质包括一条染色体和一个染色体外遗传因子，染色体外遗传因子可能是
一个大质粒。基础研究方面，国内外有许多关于“大菌”和“小菌”的关系的报道，但存在争

论［;B!;>］。对氧化葡萄糖酸杆菌!"#$%&纯培养的研究将有助于解决两株菌之间的关系。
从宏观的角度对“小菌”的遗传物质进行分析，有助于开展基因工程菌的研究［;:］以及为基

因组的深入研究打下基础。其染色体的长度和结构以及染色体外遗传因子的基本特征有

待进一步的研究。
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