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地中海拟无枝菌酸菌 !"#染色体特性的脉冲场电泳分析
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摘 要：地中海拟无枝菌酸菌（!"#$%&’(%)*+* ",-+(,..’/,+）J"$是产力复霉素 K’的工业生产菌
株。采用脉冲场电泳分析发现，地中海拟无枝菌酸菌 J"$仅有一条约 &% L/的线性染色体，
没有内源性质粒。利用 K(GFD,0>杂交法，对 &&个编码力复霉素生物合成、相关初级、次级代谢
关键酶以及调控蛋白的基因，在 J"$染色体 +1M的 0*1NO酶切片段上进行了定位。分析发
现在一条长度约 I%%P/的 0*1NO酶切片段上，分别存在着力复霉素合成基因簇（ .+2）、氮代谢
的亚硝酸还原酶小亚基基因（/’*3）、衔接初级与次级代谢的甲基丙二酰变位酶基因（"$"）、
脂肪酸代谢的乙酰辅酶 M羧化酶生物素载体蛋白基因（ ’$$!）以及一套核糖体 Q1M转录单
元。同时还发现 J"$至少有 9套核糖体 Q1M转录单元。其余定位的基因均只出现单一杂交
信号。

关键词：地中海拟无枝菌酸菌 J"$，基因组大小，染色体构型，基因定位
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物种的基因组特征包括基因组大小、染色体构型、以及保守基因在染色体上的排列规

律等，这些特点往往与物种类型、代谢与营养方式等生物学特性密切相关。微生物是种类

最丰富、适应性最为广泛的一大类群，其基因组的多样性尤为突出。直到 $%世纪 2%年代
初，人们还普遍认为真核生物的染色体为线性，原核生物只拥有一条环状染色体，自从

N70;)等人［&］首先在 4%..,&+’ 56.7-%.2,.+ 中发现线性染色体之后，在链霉菌属［$］、红菌球菌
属［"］以及土壤杆菌等属［!］中也发现了线性染色体的存在。线性染色体的复制以及基因组

稳定性保持机制目前仍不十分清楚。本工作所选用的地中海拟无枝菌酸菌（!"#$%&’(%)*+*
",-+((,.’/,+）J"$属于拟无枝菌酸菌属，该属于 $% 世纪 4% 年代发表，在分类上与链霉菌
属、诺卡氏菌属以及分支杆菌属相近，分类地位较为特殊。同时，J"$是重要抗生素———
力复霉素的产生菌，国内外多个实验室已分别完成了该菌的 #%余个重要基因的测序和功
能研究工作［9］，这些基因中有初级代谢、次级代谢和力复霉素合成的调控基因等。本工作

拟对 J"$在染色体水平上进行研究，以期进一步了解该菌的基因组特征，以及与力复霉
素合成关系密切的初级、次级代谢关键基因在染色体上的分布规律等。

$ 材料和方法

$%$ 菌种
地中海拟无枝菌酸菌 J"$（! * ",-+((,.’/,+ J"$，以下简称 J"$）为力复霉素 K’的产



生菌，!"#$%&’#$’( #)*’ !"#$"、+,&%-,)./#%" #)%*’#)*)& %&（’）等为本实验室保存。
!"# 培养基

! ( #)*’ 采用 )*液体或固体培养基于 &#+培养，,&’的固体培养基为本氏培养基［-］、
液体培养基为 ./0/ 培养基，+ ( #)%*’#)*)& %&（’）固体培养基为 1’./，液体培养采用

./0/［#］。
!"$ 主要试剂和仪器
限制性内切酶 0&(2、1"$*2购自 345414公司；探针标记采用 6789:;4公司的 67<9:$4$

;:=: >4?:><=; @A@B:9；同位素［!$&’ 6］$CD36 购自北京亚辉生物医学工程公司；尼龙膜购自
*8:E7<=;:7 04==E:<9公司；高分子量 FG% 947H:7购自 *<8$14C；其余生化试剂购自 6789:;4、
华美、!4=;8=等公司。6IJ/采用 *<8$14C DK/I F1 "型脉冲场电泳仪（1<LE98=C，D4><M87$
=<4）进行。
!"% 脉冲场电泳（&’()* +,*(- .*( /(*01234532*),)，&+./）样品制备
按照文献［’］方法加以改进，采用比色法对包埋的菌体浓度进行定量，一般包埋在

"N低熔点琼脂糖中菌体终浓度控制在 20-OO "PO Q -PO，使制成的样品中的 FG%浓度适合
后续的原位酶切和 6IJ/实验。经 ’9;R9)的溶菌酶在 &#+水浴中轻轻振荡 ’E，以消化细
菌的细胞壁；然后采用 "9;R9)的蛋白酶 5或 !F!在 -O+条件下处理 STE，中间视样品透
明程度更换 " Q &次缓冲液。最后用 3/缓冲液洗涤 S次每次轻摇 "E。
!"6 染色体构型分析样品的制备
按照文献［’，T］方法，对包埋于低融点琼脂糖中的 !"#$"、,&’、%&（’）样品经相同的溶

菌酶处理后，分别采用蛋白酶 5、"N !F!、"N!F! U蛋白酶 5等在 -O+条件下处理 STE，以
分别获得保留染色体上共价结合蛋白（!F!处理）和完全去除染色体上共价结合蛋白（蛋
白酶 5处理）的样品。
!"7 基因定位
转膜按照文献［V］方法操作，样品在 6IJ/结束后，经脱嘌呤和碱变性后，在碱性条件

表 ! 8$#基因定位的探针
34?>: " 678?: W@:C M87 ,&’ ;:=: >8L4><X4B<8=

J:=: %??7:Y<4B<8= !8W7L: 87 J:=*4=H GW9?:7

%L:BA> D8% L47?8ZA>4@: *DD6 (##3 %IST-[TO

%>4=<=: C:EAC78;:=4@: (*$ 3E<@ \87H

J>WB49<=: @A=BE:B4@: 4*53 %IO[O""’

&$49<=8$[$EAC78ZA?:=X8<L 4L<C @A=BE4@: ($6(" %IOSO[#O

"-! 7<?8@89: 1G% "-! 7FG% ]#-V[#

&$C:8ZA F$474?<=8E:^BW>8@8=4B: #$^E8@^E4B: @A=BE4@: <@8:=XA9:@ 7($- %I&&-TS#

-$^E8@^E8$;>WL8@: C:EAC78;:=4@: 4-- 3E<@ \87H

0:BEA>94>8=A>$D8% 9WB4@: .#. %I""#VTO

G<B7<B: 7:CWLB4@: @94>> @W?W=<B 5("0 %I&&"O#&

1:L89?<=4B<8= 7:^4<7<=; ^78B:<= &%#3 %I’OT-T’

1<M49AL<= ?<8@A=BE:@<@ =:;4B<Y: 7:;W>4B87>A ^78B:<=（^WB4B<Y:） &’82 %IOSO[#O
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下用毛细管转移法将 !"#转移至尼龙膜；在本实验室已克隆的基因中挑选了 $$个基因
进行了定位，具体见表 $。探针采用随机引物法进行同位素标记（%&’()*+公司的 %&,()-+-
*).) /+0)/,.* 1213)(），然后按照文献［$4］方法，进行 5’637)&.杂交。

! 结果

!"# 地中海拟无枝菌酸菌 $%!染色体拓扑学结构分析

图 # ! & "#$%&#’’()#% $%!染色体构型分析
8,*9$ #.+/21,1 ’: ! 9 "#$%&#’’()#% ;<= >7&’(’1’()

3’?’/’*,>+/ 13&6>36&)
@：* 9 +#’#,%-%(# !"# (+&A)&；$BC7&’(’1’() !"# ’: * 9
+.#/%+./.’ #<（=）?&)?+&)D 02 ?&’3),.+1) E；=BC7&’-
(’1’() !"# ’: ! 9 "#$%&#’’()#% ;<= ?&)?+&)D 02 ?&’3),-
.+1) E；<BC7&’(’1’() !"# ’: 0 9 +./% 5$F-$ ?&)?+&)D 02
?&’3),.+1) E；GBC7&’(’1’() !"# ’: * 9 +.#/%+./.’ #<
（=）?&)?+&)D 02 5!5；HBC7&’(’1’() !"# ’: ! 9 "#$%&#’1
’()#% ;<= ?&)?+&)D 02 5!5；IBC7&’(’1’() !"# ’: 0 9
+./% 5$F-$ ?&)?+&)D 02 5!5；FBC7&’(’1’() !"# ’: * 9
+.#/%+./.’ #<（=）?&)?+&)D 02 5!5 +.D ?&’3),.+1) E；
JBC7&’(’1’() !"# ’: ! 9 "#$%&#’’()#% ;<= ?&)?+&)D 02
5!5 +.D ?&’3),.+1) E；KBC7&’(’1’() !"# ’: 0 9 +./%
5$F-$ ?&)?+&)D 02 5!5 +.D ?&’3),.+1) E9

对包埋于低熔点胶中的菌体在消化细胞

壁后，分别用蛋白酶 E和 $L的 5!5进行处
理，就能够获得仍保留共价结合蛋白（5!5处
理），和完全去除各种蛋白（蛋白酶 E处理）的
完整染色体 !"#样品［=］。在 %8MN过程中，
线性 !"#大分子能够在凝胶中运动，而高分
子量的环状超螺旋 !"#（大于 H44A0）则无法
离开上样孔进入凝胶［G，$$］，利用线性与环状

超螺旋 !"#分子在 %8MN时所表型出来的不
同运动特征，可以鉴定 !"#分子的构型［J］。
已知 0 9 +./% 和 * 9 +.#/%+./.’# <（=）的

染色体分别为环状和线性结构［G，$=］。从图

$ 可以看到除了在 $、=、F、J泳道可以在 =B=
@0处看到一条 !"# 带外，其余泳道均无
!"#带出现。说明 ;<=采用蛋白酶 E制备
的染色体的 %8MN 规律与 * 9 +.#/%+./.’ # <
（=）相一致，可以确定 ;<=的基因组由一条
线性的染色体组成。同时，由于 5!5制备的
;<=与 * 9 +.#/%+./.’ # <（=）染色体 !"#样品
的 %8MN运动规律又与 0 9 +./% 一致，即当
保留染色体上的共价结合蛋白时，即 ;<=与
* 9 +.#/%+./.’ 的染色体是环状超螺旋的，;<=
的线性染色体很可能与多数链霉菌一样是

通过染色体末端序列与末端蛋白共价结合，

而使染色体成为环状［=，I］。

!"! $%!染色体全长测定及稀有切点酶酶切谱分析
由于 ;<=基因组的（M O C）L含量在 F4L以上，故选用 !-#!、2’(!、34-5!、*6(!

和 3(+!等识别 I P J个 #Q碱基的内切酶对 ;<=完整染色体 !"#进行了原位酶切，然后
进行脉冲场电泳分析。每种样品分别采用涵盖 = A0 P IB4 @0的 G P H种脉冲场电泳条件
进行分析。每种条件至少重复 <次。实验发现 2’(!和 3-4R!的酶切片断的数量及大
小范围较为合适，故染色体全长测定及基因定位主要使用这两种内切酶。2’(!酶切结
果见图 =（限于篇幅，仅显示部分电泳结果，2’(!酶切片段中最小的 =BI A0未显示）；;<=
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经 !"#!!酶切的结果见图 "。在 !"#!!酶切片段的电泳结果中，发现 #$%&% ’(和 ")*&*
’(位置的 +,- 片段的亮度和带宽明显高于附近的其他片段，经定量分析确定它们的
+,-量是其他大小相近片段的两倍，因此推测 #$%&% ’(和 ")*&* ’(各由两条大小相同或
相似的片段组成。

图 ! "#!染色体 $%& !"#!酶切的 ’()*
./012 3.45 67 8"2 9:;6<6=6<>? +,- @/0A=BA@ (C $%&!

-：3.45 >B：%2)D，E FG9<，%) H I) =，%% :；

!：3.45 >B：%2)D，E FG9<，E) H %2) =，2# :；

J：3.45 >B：%)ED，" FG9<，%K)) =，$2 :1

%&"+,- L"+,-G’()@# <>;’A;；

# >M@ $& * 1 +,%,-("(&, <>;’A;；

E& * 1 ./01, <>;’A;；

2，"，I，K >M@ *& 8"2 J:;6<6=6<A @/0A=BA@ (C $%&! 1

图 # "#!染色体 $%& $%&+!酶切的 ’()*
./01 " 3.45 67 8"2 9:;6<6=6<>? +,- @/0A=BA@ (C !"#!!

-：3.45 >B：%2)D，E FG9<，%) H I) =，%% :；

!：3.45 >B：%2)D，E FG9<，I) H *) =，22 : ；

J：3.45 >B：%)ED，E FG9<，E) H %2) =，2# :1

%&"+,- L"+,-G’()@# <>;’A;；"&"+,- ?>@@A;；

I& * 1 +,%,-("(&, <>;’A;；

2，# >M@ E& 8"2 J:;6<6=6<A @/0A=BA@ (C !"#!! 1

表 ! "#!染色体全长测定
N>(?A 2 8"2 9:;6<6=6<A =/OA

5MOC<A ,P<(A; 67 7;>0<AMB= QP< 67 >?? 7;>0<AMB= G’(

!"#!! 2I %)%$#&K

$%&! %) **KK&)

-RA;>0A ?AM0B: 67

8"2 J:;6<6=6<A ’(
%))K%&#

根据两种酶切的 3.45 结果，参
照高分子量标准 +,- S>;’A;，可以计
算出 8"2 染色体大小（表 2），实验结
果表明 8"2染色体大小约为 %)S(。
!,# 基因定位
在本实验室和国内外其他实验室

已克隆的地中海拟无枝菌酸菌基因［I］

中，选择编码初级代谢、次级代谢中的

关键酶及其调控蛋白的基因，采用

Q6PB:A;M杂交方法对这些基因进行了酶切片段的定位。首先采用 #种不同的脉冲场电泳
条件分别分离经 !"#!!酶切的 8"2染色体 +,-样品，在碱性条件下转膜，再用同位素标
记的探针分别进行杂交，以确定各基因所在的酶切片段。基因定位探针见表 %，结果见 表
"和图 #。从图 # 中可以看到，在长为 $)) ’( 的 + 片段上出现了 &++、&#1&"、%EQ ;+,-、
)&"$、0+0、%(2T等基因的杂交信号。%EQ ;+,-基因出现了多个杂交信号，经对其他 "种
不同分离条件的杂交结果（结果未显示）的分析确认，共有 I个杂交信号。对 * 1 +/,3(+/34
/%、* 1 3(-(5&)"［%"，%#］等核糖体转录单元（ %%)）序列分析确认，在 * 1 +/,3(+/3/% 和 * 1 3(-(5&)"%%)
的 %%) 基因序列中不存在!"#!!酶切位点，根据 %%) 的高度保守性以及放线菌核糖体基因
成簇排列的特性，可以推断 8"2至少有 I套 %%) 转录单位。而定位的其余 %)个基因均只

2$$ 微 生 物 学 报 #" 卷



出现一个杂交信号。

表 ! 在 !"#"!片段上的 #!$基因定位
!"#$% & ’%(% $)*"$+,"-+)( )( !"#.! /0"12%(- )/ 3&4

’%(% 5)*"-+)( )( !"#.! /0"12%(-

$%%& 6

$’# 7

(’)& 8

$#*$" 6

9:; 06<7 =，6，8，!，>

+$#, ?

(:, @

-%- 6

)$". 6

/0%& ?

/123 6
图 % #!$基因定位 &’()*+,-杂交

@+1A B ;)C-D%0( #$)- )/ 3&4 1%(% $)*"$+,"-+)(

"("$EF+F #E 1%()2+*

! 讨论
采用脉冲场电泳技术分析地中海拟无枝菌酸菌 3&4染色体发现，该菌仅含有一条染

色体，染色体大小约为 9G H#。链霉菌属的基因组一般在 IH#左右，如已完成全基因组测
序的 4 A %50’1%5’5/ 7&（4）基因组大小为 IJ:H#。8%K%(#"*D 4GGG 年报导［9L］，同一属的 & A
5/10)6$’1" 基因组在 M H#以上。3&4基因组大小在已报导的放线菌基因组中是最大的，比
7&（4）的基因组大了 9:J&N。但由于 3&4是经长期人工选育的工业生产菌株，因此尚不
能确定地中海拟无枝菌酸菌野生型菌株基因组的大小是否亦为 9G H#。进一步对 3&4染
色体的拓扑学结构分析发现 3&4染色体的构型为线性，同属的 & A 5/10)6$’1" 染色体亦为线
性［9L］，因此，线性染色体可能是拟无枝菌酸菌属所共有的特征。8%K%(#"*D在研究了多种
放线菌的染色体构型后，提出了一个菌体形态与染色体构型之间关系的假说，8%K%(#"*D
认为菌体呈丝状的放线菌，其染色体构型为线性，若菌体呈球形或索状则染色体为环状

构型［9L］。3&4菌体为丝状，染色体为线性，该结果支持了 8%K%(#"*D的观点。
7C1CF-等［L］9OOI年报导了地中海拟无枝菌酸菌的力复霉素合成基因簇的序列，基因

簇全长近 OLP#，其中 $#*"、/12Q两个基因的位置靠近基因簇的两端，由于 $#*"、/12Q同时位
于 3&4 !"#.!酶切的 6片段上，因此初步可以确定力复霉素合成基因簇位于该片段上，
该酶切片段长度约为 MGGP#。在该片段上同时存在编码亚硝酸盐还原酶小亚基的基因
（)$".）、编码衔接初级与次级代谢的甲基丙二酰变位酶的基因（-%-）、编码脂肪酸代谢关
键酶的乙酰辅酶 7羧化酶生物素载体蛋白的基因（ $%%&），以及一套核糖体 8<7转录单
元。这说明不仅力复霉素的合成基因成簇分布，同时编码与力复霉素合成关系密切的初

级、次级代谢中的关键酶及其调控蛋白的基因也分布于力复霉素合成基因簇的附近。相

关基因的这种空间分布格局可能与基因表达与调控有关。

&MM: 期 马 伟等：地中海拟无枝菌酸菌 3&4染色体特性的脉冲场电泳分析



!"# $%&’基因定位实验显示，在 ()*染色体的 + 条 !"#,!酶切片段出现了杂交信
号。根据 $$% 的保守性其他几种链霉菌 $$% 基因序列推测 ()*至少有五套 $$% 转录单位。
文献报导 & - ’()(*+%"、& - ,-.’(,-’-$ 均有 "套核糖体基因转录单元［!)，!.］。本实验结果说明
()*核糖体基因转录单元拷贝数与链霉菌属的情况接近。
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