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摘要:【目的】链霉菌(Streptomyces)X335 是从西藏高原活拉山口分离到的，其中含有一个大小为 4. 3 kb 的环
型质粒 pDYM4. 3k。克隆、测序和分析 pDYM4. 3k，以及鉴定复制和接合转移的基因。【方法】通过克隆和引
物延伸获得 pDYM4. 3k 的全序列，利用比对分析推测基因的功能，通过 Southern 杂交检测复制中间体，利用
平板杂交实验证明接合转移功能。【结果】克隆和测序获得了全长为 4346 bp 的 pDYM4. 3k 序列，预测仅有
3 个基因，其中 1 个基因与链霉菌主要接合转移基因同源，另外 2 个为功能未知。鉴定新的基因 orf1 及其上
游的约 300 bp 构成了质粒的基本复制区域。检测到质粒存在单链的复制中间体，表明它以滚环方式进行复
制。实验证明 pDYM4. 3k 在变铅青链霉菌 ( Streptomyces lividans) 中具有接合转移功能。【结论】质粒
pDYM4. 3k 可以滚环方式进行复制和在链霉菌之间进行接合转移。这是目前报道的最小的、具有游离复制
和接合转移功能的链霉菌质粒。
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链霉菌属于高 GC 含量的革兰氏阳性细菌，是
放线菌( actinomycetes)中的一个大的类群，具有复
杂的发育和分化周期。更重要的是，从链霉菌的不
同种中已报道约 6000 种抗生素或药理或生理活性
物质［1］。链霉菌的菌株中常常含有环型质粒，大小
为 8 － 120 kb，此外，链霉菌中还存在线型结构的质
粒［2］。

微生物可以在许多极端环境，如高温、极端酸
碱、高盐、高压、高辐射等中生存。由于适应极端环
境的结果，极端微生物在生长特性、营养需求、繁殖
规律、细胞结构、蛋白及酶的结构、基因表达、调控、
修复等可能与正常环境中的微生物有所不同。目前
对极端环境中的放线菌研究多集中在分类学、生态

学、生理学及酶学方面，分子遗传方面较少［3］，质粒
的研究对开发和利用极端环境放线菌资源具有重要
的意义。本论文报道对一个分离自西藏高原的小的
链霉菌环型质粒的分子遗传学方面的研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒:实验所用的菌株、质粒见表 1。
1. 1. 2 主要试剂金额仪器:所用抗生素氨苄青霉
素、壮观霉素、硫链丝菌素均购于 Sigma 公司，限制
性内切酶、T4 DNA 连接酶、环型 DNA 分子量标准物
购于 MBI 公司。随机引物标记试剂盒购自大连宝
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生生物公司。放射性同位素［α32 P］dCTP 购自北京
市福瑞生物工程公司核酸研究室。DNA 回收试剂

盒购自上海华舜生物技术有限公司。

表 1 菌株和质粒
Table 1 Strains and plasmids

Strain and plasmid Genotype or description Sources
Streptomyces sp． X335 Harbors plasmid pDYM4. 3k This work

E． coli DH5α
F － ф80d / lacZΔM15 Δ( lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 ( rk-mk + ) phoA supE44 λ － thi － 1

gyrA96 relA1
This lab

S． lividans ZX7 pro-2 str-6 rec-46 Δdnd HAU3S SLP2 － SLP3 － ［4］
S． lividans TK23 strR SLP2 － SLP3 － ［5］
pBluescriptII SK Amp，lacZ This lab
pSP72 Amp，lacZ This lab
pQC156 Thetsr and melC genes from pIJ702 cloned into an E． coli plasmid pSP72 ［6］
pQC578 A 6-kb MluI fragment of pSLA2which contains rep / rlrA / rorA genes cloned in pQC156 ［6］
pDZ29 A 4. 3-kb SphI fragment of pDYM4. 3k cloned in pQC156 This work

pDZ38
A 1. 5-kb fragment ( SmaI / XmnI) of pDYM4. 3k cloned in pBluescript II SK ( EcoRV) and then cloned in

pQC156 (EcoRI /HindIII)
This work

pDZ41
A 2. 6-kb fragment ( SphI / ApaLI) of pDYM4. 3k cloned in pBluescript II SK ( EcoRV) and then cloned in

pQC156 (PstI /HindIII)
This work

pDZ10 A 1. 9-kb fragment (3743 － 4346 bp /1-1369 bp，PCR) of pDYM4. 3k cloned in pQC156 (BamHI) This work
pDZ11 A 1. 6-kb fragment (4058 － 4346 bp /1 － 1369 bp，PCR) of pDYM4. 3k cloned in pQC156 (BamHI) This work
pDZ12 A 1. 4-kb fragment (4247 － 4346 bp /1 － 1369 bp，PCR) of pDYM4. 3k cloned in pQC156 (BamHI) This work
pDZ17 A 4. 3-kb SphI fragment of pDYM4. 3k cloned in pQC578 This work

1. 1. 3 引物:16S rRNA 引物为 F(5'-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -3')和 R(5'-TCA GGC TAC CTT
GTT ACG ACT T-3')，PCR 扩增条件为:95℃ 5 min;
95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 2 min，35 个循环;72℃
10 min。
1. 2 培养和基本的遗传操作

大肠杆菌(Escherichia coli)培养、转化、质粒提
取、Southern 杂交等基本操作见文献［7］。链霉菌的
培养、接合转移、原生质体的制备及转化参照文献
［5］。原生质体制备、转化和再生培养基为 R5，MS

培养基用于接合转移以及挑选接合转移后的链霉菌
接合子。培养温度为 30℃。抗生素的使用终浓度
为:氨苄青霉素 100 μg /mL 硫链丝菌素 50 μg /mL
(固体)和 5 μg /mL(液体培养)。
1. 3 序列分析

利用 软 件 Framplot4. 0beta ( http: / / nocardia．
nih． go． jp / fp4)对测序的结果进行 ORFs 预测［8］，并
且根据链霉菌基因第三位碱基密码子的偏好性进行
检验。预测出的各个 ORFs 推测氨基酸序列在
NCBI 数 据 库 ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /
BLAST /)进行同源性分析。pDYM4. 3k 全序列已经
提交 GenBank 数据库，编号是 JQ621947。

1. 4 质粒 pDYM4. 3k 复制区的鉴定
1. 4. 1 引物:通过序列分析预测 pDYM4. 3k 的
ORF1 为复制基因，围绕该基因设计了 3 对引物(5'

→ CGCGGATCCACCACTACCGCCCGACCCTT3' / 5'

→ CGCGGATCCTTGCTTCGCACGGTCAGG3'; 5' →
CGCGGATCCATGACTCAGAACGGAGAAGACG3' / 5'

→ CGCGGATCCTTGCTTCGCACGGTCAGG3'; 5' →
CGGGATCCGGGCTTGTTACATCTGCCATAA3' / 5'→
CGCGGATCCTTGCTTCGCACGGTCAGG3')，PCR 扩
增后，用 BamHI 酶切，克隆到大肠杆菌质粒 pQC156

上分别得到质粒 pZH10、pZH11 和 pZH12;用 SphI

和 ApaLI 从 pDYM4. 3k 酶切切下含 ORF1 的片段，

克隆到大肠杆菌质粒 pQC156 上分别得到质粒
pZH41。提取质粒 DNA 转化变铅青链霉菌 ZX7 的
原生质体，在 R5 平板上选择硫链丝菌丝抗性转化
子。
1. 5 质粒在链霉菌之间的接合转移

将构建好的重组质粒转化 ZX7 原生质体，挑单
个的转化子，接种在 2CM 补加 thiostrepton 的斜面培
养基上，30℃培养 5 － 7 d，收集孢子，作为供体菌。

另外接种变铅青链霉菌 TK23，制备孢子悬液，作为
受体菌。TK23 在染色体上带有壮观霉素的选择抗
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性。将等量的供体菌和受体菌的孢子(1 × 108个)
的孢子悬液充分混合后，涂布 2CM 平板，30℃培养
7 d，收获孢子，将孢子液做梯度稀释后，分别涂布抗
性 选 择 平 板: 2CM + spectinomycin，2CM +
spectionmycin + thiostrepton。每个稀释度涂布 3 块
2CM 平板。在合适的稀释度情况下，对平板的单菌
落计数。按照以下公式计算质粒的接合转移频率:
接合转移频率 = 接合子数 ( thioR + spcR ) /亲本数
( spcR)
1. 6 Southern 杂交检测复制中间体

为了检测质粒 pDYM4. 3k 在复制时是否有大
量单链 DNA 的存在，提取菌株 X335 和变铅青链霉
菌 ZX7(pIJ702)的总 DNA，用特异降解单链 DNA 的
S1 酶处理，在 20 μL 酶切体系中，加 17 μL DNA 溶
液，1 unit 的 S1 酶，37℃处理 30 min 后，进行凝胶电
泳，凝胶用中性 pH 缓冲液处理转膜后进行 Southern
杂交检测。探针为 pDYM4. 3k 和 pIJ702。

2 结果

2. 1 粒 pDYM4. 3k 的克隆、测序和分析

图 1 pDYM4. 3k 的图谱
Fig． 1 Diagram of pDYM4. 3k． Genes are indicated by

filled arrowheads．

链霉菌 X335 是从西藏活拉山口(4572 m)分离
到的，经 16S rDNA 测序和比对，与链霉菌属有 99%
的相似性，因此，X335 属于链霉菌。抽提质粒
DNA，在凝胶电泳上检测到 4 个环型质粒(约为 50，
40，20 和 4. 3 kb)，其中最小的一个质粒，命名为
pDYM4. 3k。用 多 种 限 制 性 核 酸 内 切 酶 对

pDYM4. 3k 的 DNA 进行消化，发现 SacI 在该质粒上
有单一的酶切位点。将 pDYM4. 3k 克隆到大肠杆
菌质粒 pSP72，通过引物步移( primer walking)方式
完成测序。pDYM4. 3k 大小为 4346 bp，G + C 含量
为 65. 9%，低于典型的链霉菌基因组的含量 (如天
蓝色链霉菌基因组为 72. 1%的 GC 含量［9］)。从全
序列推测仅有 3 个基因( opening reading frame，orf)
(图 1)，其中 orf3 与链霉菌主要接合转移基因 tra 高
度相似(相似值 27%，E． 值 6 X 10 － 18 )，而 orf1 和
orf2 编码未知功能的蛋白，orf2 和 orf3 可能在一个
转录单元内。
2. 2 粒 pDYM4. 3k 基本复制区的鉴定

为了鉴定质粒的复制区，将 pDYM4. 3k 上不同
的片段克隆到复制子探针载体 pQC156，构建了不同
大小的质粒。转化变铅青链霉菌 ZX7 原生质体，图
2 的结果显示，含有完整的 orf1 及其上游约 300 bp
序列的质粒(如 pDZ29，pDZ41，pDZ10，pDZ11)，可
以转化 ZX7，获得硫链丝菌素抗性转化子。而含有
更短的上游序列 (如 100 bp，pDZ12 )或不含完整
orf1 基因(如 pDZ38)，没有得到抗性转化子。因此，
可以确定 orf1 是 pDYM4. 3k 的复制基因(命名为
rep)，其上游约 300 bp 的序列也参与了质粒的复制。

图 2 pDYM4. 3k 基本复制区的鉴定
Fig． 2 Identification of a pDYM4. 3k locus for replication in

Streptomyces． Plasmids were constructed in E． coli and introduced

by transformation into strain ZX7． Positions of these cloned

fragments on pDYM4. 3k and transformation frequencies are

shown． orf2 and tra are indicated by blanked arrowheads and

replication genes by filled arrowheads．
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2. 3 质粒 pDYM4. 3k 以滚环方式进行复制
细菌质粒的复制方式分为两种，theta 型和滚环

型( rolling circle，RC)［10］。与 theta 型复制不同的
是，RC 型复制中会积累大量的单链 DNA 中间
体［10］。抽提菌株 X335 的总 DNA，用单链 DNA 特
异的核酸酶 S1 进行消化后进行凝胶电泳。凝胶中
的 DNA 未经碱变性，直接进行 Southern 转移和杂
交。图 3 显示，与已知 RC 复制的链霉菌质粒
pIJ101 衍生的 pIJ702［11］一样，X335 中的 pDYM4. 3k
也可以形成单链的 DNA，该 DNA 可以被 SI 核酸酶
降解。

图 3 Southern 杂交检测 pDYM4. 3k 复制的单链 DNA

中间体
Fig． 3 Detection of replication intermediates of pDYM4. 3k by

Southern hybridization． Aliquot DNAs were electrophoresed on agarose

gels and then soaked with neutral pH buffer for transfer on nylon

membranes． Southern hybridizations were performed with probes of

pDYM4. 3k and pIJ702． SS ( single strand) DNA is indicated．

2. 4 质粒 pDYM4. 3k 接合转移功能的验证
序列分析显示 pDYM4. 3k 的 orf3 编码链霉菌主

要接合转移 Tra 蛋白，暗示该质粒为接合型质粒。
将 pDYM4. 3k 克隆至不能接合转移的链霉菌质粒
pQC578 上得到 pDZ17，转化了 ZX7 的 pDZ17 与变
铅青链霉菌 TK23 进行平板杂交。结果显示，
pDYM4. 3k 从 ZX7 转移到 TK23 中的效率约为 10%
(接合子双抗性数量为 1 X 104，受体菌 1. 1 X 105)。

3 讨论

已报道的最小的、可以进行游离复制和接合转
移的链霉菌质粒是 8830 bp 的模式质粒 pIJ101，该

质粒预测编码 12 个基因［12］。而这里报道的质粒
pDYM4. 3k，大小为 4346 bp，预测编码仅 3 个基因。
实验证明，pDYM4. 3k 参与复制的基因( orf1)为一
个新的复制基因，通过数据库比对，该基因没有保守
的功能域，与链霉菌的基因没有明显的同源性，但
是，与多个分支杆菌(Mycobacterium)的未知功能的
基因有高的相似性，如基因 JDM601 _0775 (相似性
40%［166 /420］，预期值 2e-79 )，基因 OCU _06970
(相 似 性 39% ［163 /419 ］，预 期 值 1e-75 )。
pDYM4. 3k 的 rep 基因可以在大肠杆菌中过量表达，
但是蛋白主要在包涵体中不可溶解(图片未列出)。
通过检测复制中间体表明该质粒与 pIJ101 衍生的
pIJ702 一 样，进 行 滚 环 型 复 制。 还 证 明 了
pDYM4. 3k 可以在变铅青链霉菌中进行接合转移。
因此，pDYM4. 3k 是目前报道的天然最小的具有游
离复制和接合转移功能的链霉菌质粒。

西藏高原地处世界屋脊，平均海拔 4000 m，气
候寒冷，降水少，封冻期长，加之氧气稀薄紫外线辐
射强烈，使西藏高原成为一个十分特殊的生态
区［13］。质粒 pDYM4. 3k 的宿主菌 X335 分离自西藏
高原的土壤，可能是菌株为了适应特殊生境，丢失了
一些生存所非必需的基因，导致质粒 pDYM4. 3k 上
的功能基因高度浓缩。对于这种极端环境来源的菌
株的遗传因子目前研究还不多，深入理解其形成的
分子机理以及进化具有意义，对于功能基因的研究
也有助于将来对极端环境放线菌的开发和利用。
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Replication and conjugation of Streptomyces small plasmid
pDYM4. 3k

Min Zhou，Yumei Dai，Li Zhong，Zhongjun Qin*

Key Laboratory of Synthetic Biology，Institute of Plant Physiology and Ecology，Shanghai Institutes for Biological Sciences，
Chinese Academy of Sciences，Shanghai 200032，China

Abstract:［Objective］ Streptomyces sp． X335，harboring a 4. 3-kb plasmid pDYM4. 3k，was isolated from Tibet
sample． Cloning，sequencing，analyzing and functional investigations of pDYM4. 3k． ［Methods］Prime walking to obtain
plasmid sequence，BLAST to predict gene function，Southern hybridization to determine replication intermediates，and
mating to test conjugal function of plasmid． ［Results］The complete nucleotide sequence of pDYM4. 3k consisted of 4346
bp，encoding 3 genes of which one resembled Streptomyces major conjugative gene tra and other two were with unknown
functions． Experiments demonstrated that a new gene of pDYM4. 3k and its upstream c． 300 bp were required for plasmid
replication． Single-stranded pDYM4. 3k as a replication intermediate was detected，indicating it rolling-cirle replication
mode． pDYM4. 3k could conjugal transfer among Streptomyces lividans． ［Conclusion］ Streptomyces small plasmid
pDYM4. 3k was able to autonomous replication and conjugal transferring．
Keywords: Streptomyces，plasmid，replication，conjugation
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