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小单孢菌 40027 菌株质粒 pJTU112 复制区的克隆与序列特性
耿旭梅，陈鑫，杨晓潼，郭佳，翟贵发，李晓华 *

中南民族大学生命科学学院，生物技术国家民委重点实验室，武汉 430074

摘要:福堤霉素 A 产生菌———小单孢菌 40027 菌株含有两个质粒 pJTU101 和 pJTU112。【目的】对质粒
pJTU112 复制区进行克隆，并对质粒 pJTU112 复制区序列进行测定和分析。【方法】克隆质粒 pJTU112 的不
同 DNA 片段导入消除质粒的小单孢菌 40027 菌株，通过复制功能的测定，确定质粒 pJTU112 的复制区，并进
行测序和生物信息学分析。【结果】质粒 pJTU112 的复制区定位在约 4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA 片段上，测序
和生物信息学分析表明:4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA 片段包含 5 个 ORFs( open reading frames)，其中 pJTU112. 1
和 pJTU112. 2 与质粒接合转移有关，pJTU112. 3、pJTU112. 4 和 pJTU112. 5 与质粒复制有关。【结论】 质粒
pJTU112 的复制区定位在约 4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA 片段上。
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小单孢菌属于放线菌目，是小单孢菌科中的一
个属。小单孢菌产生了 740 多种生物活性物质，小
单孢菌不仅能产生多种多样的抗生素，包括氨基糖
苷类、大环内脂类等［1 － 2］，而且能产生具有独特化学
结构的生物活性物质，对肿瘤细胞有靶向识别作用，
并能有效的杀死肿瘤细胞。其中最引人注目的是从
陆地或海洋小单孢菌中分离到的烯二炔类抗肿瘤抗
生素，是迄今发现的活性最强的一类抗肿瘤抗生
素［3］。然而关于小单孢菌的质粒研究还很少，谭华
荣等人从庆大霉素产生菌———棘孢小单孢菌降红变
种 AS4890 中分离到一个 6. 8 kb 的质粒 pME1［4］，
Hasegawa 从小单孢菌中分离了 2 个质粒［5］，Thomas
从小单孢菌中分离到质粒 pMR2［6］，Natasa 从小单

孢菌中分离到质粒 pMZ1［7］。
小单孢菌 40027 菌株［8］由上海医药工业研究院

从云南省的土壤中分离得到，是氨基糖苷类抗生素
福堤霉素 A 的产生菌。本文以小单孢菌 40027 菌
株为研究对象，分离小单孢菌 40027 菌株内源质粒，
并对质粒复制区进行克隆、测序和分析。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:本实验所用菌株和质粒见表
1。
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表 1． 菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Characteristics Source or reference
Micromonospora sp． 40027 Wild type ［8］
Micromonospora sp． LXH20 40027 cured of both free and integrated pJTU112 ［8］
E． coli DH5α recA supE44 hsdR17 ［9］
E． coli ET12567 / pUZ8002 dam dcm hsdS CmlR StrR TetR KmR ［10］
pJTU112 A plasmid inMicromonospora sp． 40027 This work
pHZ199 reppuc oriT bla tsr hyg Z． Hu，unpublished data
pOJ260 reppuc oriT bla acc(3)Ⅳ ［11］
pJTU111 A6. 0 kb SacI fragment of pHZ199 inserted into SacI site of pJTU112 This work
p JTU113 A12. 7 kb BamHI fragment of pJTU112 inserted into BamHI site of pOJ260 This work
p JTU116 A11. 5 kb PvuⅡ fragment of pJTU112 inserted into EcoRⅤ site of pOJ260 This work
pSCU206 A4. 7 kb SacI-KpnI fragment of pJTU112 cloned in pIJ2925 ( SacI-KpnI ) This work
pSCU207 A4. 7 kb BglⅡ fragment of pSCU206 inserted into BamHI site of pOJ260 This work

1. 1. 2 主要试剂:限制性内切酶、Lambda /HindⅢ、
氨苄青霉素、氯霉素、卡那霉素均购自大连 TaKaRa
公司;阿泊拉霉素和硫链丝菌素购自美国 Sigma 公
司;蛋白胨、酵母粉、葡萄糖、NaCl、甘露醇等均购于
上海国药集团。
1. 1. 3 培养基和培养条件:大肠杆菌( Escherichia
coli)使用 LB 培养基，于 37℃ 培养。小单孢菌
40027 菌株固体培养基为贝奈特培养基［8］，液体培
养基为菌丝体培养基［8］，于 30℃培养。
1. 2 质粒 DNA 的分离和纯化

大肠杆菌质粒的分离参照文献［12］的方法，小
单孢菌质粒的分离参照文献［13］的方法。酶切后
的 DNA 使用 DNA Gel Extraction Kit 回收纯化。
1. 3 重组质粒的转化

重组质粒的构建参照文献［12］的方法。大肠
杆菌的常规转化采用氯化钙法，小单孢菌采用接合
转移法。
1. 4 序列测定和分析

DNA 序列测定由大连 TaKaRa 公司完成，DNA
开放阅读框分析程序为“FramePlot 4. 0”( http: / /
nocardia． nih． go． jp / fp4 /)，序列比对和分析程序为
(http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /BLAST /)。

2 结果和分析

2. 1 小单孢菌 40027 菌株质粒的分离
提取小单孢菌 40027 菌株的总 DNA，检测到 2

个质粒(图 1)，分别命名为 pJTU101 和 pJTU112，质
粒 pJTU112 为 13. 7 kb。对染色体 DNA 与质粒

pJTU112 DNA 带进行积分计算，初步确定质粒
pJTU112 拷贝数为 1 － 2，在小单孢菌 40027 菌株液
体培养的后期，加入 5 μg /mL 链霉素，与未加链霉
素比较，发现质粒 pJTU112 DNA 的量增加了 5 － 7
倍(图 1)。

图 1． 小单孢菌 40027 菌株的总 DNA
Figure 1． Total DNA of Micromonospora sp． 40027． Lane 1

( addition of streptomycin ) gave a thicker band of pJTU112

DNA than lane 3 ( no addition of streptomycin ) ． No band

corresponding to the position of pJTU112 in lane 2 ( plasmid had

been cured ) can be seen． Lane M gave the λDNA /HindⅢ

molecular weight marker．

2. 2 质粒 pJTU112 复制区的克隆
为 了 克 隆 质 粒 pJTU112 复 制 区，将 质 粒

pJTU112 不同 DNA 片段克隆到 pHZ199 或 pOJ260，

构建了不同质粒(表 1)，转入消除质粒的小单孢菌
LXH20 菌株，结果如图 2 所示:包含 1. 4kb BamHI
DNA 片 段 的 质 粒 ( 如: pJTU111、pJTU116 和
pSCU207)，转入消除质粒的小单孢菌 LXH20 菌株，

获得硫链丝菌素或阿泊拉霉素抗性接合转移子，并
从接合转移子中分离到相应质粒。而不含 1. 4 kb
BamHI DNA 的片段的质粒 (如:pJTU113)，转入消
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除质粒的小单孢菌 LXH20 菌株，未获得阿泊拉霉素
抗性接合转移子。表明 1. 4 kb BamHI DNA 片段为
质粒 pJTU112 复制必需区。质粒 pSCU207 能在消

除质粒的小单孢菌 LXH20 菌株中复制，表明质粒
pJTU112 复制区定位在约 4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA
片段上。

图 2．质粒 pJTU112 复制区的定位
Figure 2． Identification of the pJTU112 replication region． Plasmids were constructed in E． coli and introduced by conjugation into Micromonospora sp．

LXH20． A map of pJTU112 along with relevant restriction sites ( positions in kb are indicated) is shown at the top． A solid line represents each

pJTU112 DNA fragment present in various plasmids． On the right，the pJTU112 deletion derivatives and their replication properties are indicated． Five

ORFs in the 4. 7kb SacI-KpnI DNA fragment were indicated by arrows，while replication region was shown by solid arrows．

2. 3 质粒 pJTU112 复制区的序列分析
对质粒 pJTU112 复制区 SacI-KpnI DNA 片段进

行序列测定，测定结果表明:质粒 pJTU112 复制区
SacI-KpnI DNA 片段长度为 4727 bp，GC% 含量为
74. 1%，具有放线菌 DNA 高 GC%含量的特点。经
FramePlot4. 0beta 程序分析发现该 DNA 片段包含 5
个编码框(表 2)，分别编码 302 个、478 个、244 个、
139 个和 84 个氨基酸组成的蛋白质。氨基酸序列
分析表明:pJTU112. 1(302aa)和 pJTU112. 2(478aa)
与 Cell division protein FtsK /SpoIIE 相似，在放线菌
中，质粒编码的含有 FtsK /SpoIIE 结构域的蛋白常常
是 接 合 转 移 的 主 要 蛋 白［14］，暗 示 pJTU112. 1
(302aa)和 pJTU112. 2(478aa)与质粒 pJTU112 接合
转移 功 能 相 关; pJTU112. 4 ( 139aa ) 功 能 未 知;

pJTU112. 3(244aa)和 pJTU112. 5(84aa)分别仅与疣
孢菌 AB-18-032 菌株 pVMKU 质粒编码的假定蛋白
相似［15］。进一步对 pJTU112. 3 和 pJTU112. 5 进行
核苷酸序列分析发现:pJTU112. 3 核苷酸序列与疣
孢菌 AB-18-032 菌株 pVMKU 质粒中 DNA 片段
(12948-13679bp)序列相似 (期望值为 0，相似性为
83%［605 /732］)［12］，pJTU112. 5 核苷酸序列与疣孢
菌 AB-18-032 菌株 pVMKU 质粒中另一个 DNA 片段
(12670-12916bp)序列相似(期望值为 3 × 10 － 66，相
似性为 84%［208 /248］)［15］。pJTU112. 5 下游有一
段 473bp 非编码区序列，该区域富含 AT(GC%含量
仅为 62 %，低于平均 GC%含量 74% )。综上分析，
推测 pJTU112. 3、pJTU112. 4 和 pJTU112. 5 可能与质
粒复制有关。

表 2． 质粒 pJTU112 SacI-KpnI DNA 片段编码的 ORFs
Table 2． Predicted open reading frames (ORFs) of SacI-KpnI DNA fragment of plasmid pJTU112

ORFs Position / bp Size / aa 3rd-letter GC% E value Functions /Homology
pJTU112. 1 142 － 1050 302 91. 1% 8 × 10 － 9 Cell division protein ftsK / spoIIIE (Propionibacterium acnes SK137)
pJTU112. 2 1125 － 2561 478 97. 3% 0. 0 Cell division protein ftsK / spoIIIE (Micromonospora sp． ATCC 39149)
pJTU112. 3 2645 － 3379 244 95. 1% 5 × 10 － 110 Hypothetical protein VAB18032_30149 (Verrucosispora maris AB-18-032)
pJTU112. 4 3385 － 3804 139 95. 7% Unknown
pJTU112. 5 3801 － 4055 84 98. 8% 2 × 10 － 38 Hypothetical protein VAB18032_30144 (Verrucosispora maris AB-18-032)
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2. 4 重组质粒的稳定性检测
为了检测质粒 pJTU111、pJTU116 和 pSCU207

在小单孢菌 LXH20 菌株中的稳定性，将含有质粒
pJTU111、pJTU116 和 pSCU207 的小单孢菌 LXH20

菌株分别接种在没有加抗生素的贝奈特培养基上生
长，产孢后，转接到新的不含抗生素的贝奈特培养基
上生长，这样连续转接 5 次后，挑取 200 个单菌落分
别转接到含有抗生素和不含抗生素的贝奈特培养基
上，没有发现抗性消失的菌落。表明质粒 pJTU111、
pJTU116 和 pSCU207 在小单孢菌 LXH20 菌株中可
稳定遗传。

3 讨论

福堤霉素 A 产生菌———小单孢菌 40027 菌株
含有两个质粒 pJTU101 和 pJTU112。本研究通过克
隆质粒 pJTU112 的不同 DNA 片段导入消除质粒的
小单孢菌 40027 菌株，将质粒 pJTU112 的复制区定
位在约 4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA 片段上，测序和生
物信息学分析结果表明:4. 7 kb 的 SacI-KpnI DNA
片段编码 5 个 ORFs，其中 pJTU112. 1 和 pJTU112. 2
与质粒接合转移有关，pJTU112. 3、pJTU112. 4 和
pJTU112. 5 与质粒复制有关。

序列分析结果显示，pJTU112. 3 和 pJTU112. 5
仅仅与疣孢菌 AB-18-032 菌株 pVMKU 质粒中 DNA

片段相似［15］，但这些 DNA 片段功能尚未阐明，暗示
小单孢菌 40027 菌株 pJTU112 质粒与疣孢菌 AB-
18-032 菌株 pVMKU 质粒可能存在相似复制蛋白，
但不同于其它微生物。

小单孢菌 40027 菌株 pJTU112 质粒具有自主复
制、接合转移和整合功能［8］，在放线菌中，质粒编码
的含有 FtsK /SpoIIE 结构域的蛋白常常是接合转移
的主要蛋白［14］，pJTU112. 1 和 pJTU112. 2 与 Cell
division protein FtsK /SpoIIE 相似，暗示 pJTU112. 1
和 pJTU112. 2 与质粒 pJTU112 接合转移功能相关。
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Cloning and sequence characterization of replication
region in plasmid pJTU112 from Micoromonospora sp．
40027

Xumei Geng，Xin Chen，Xiaotong Yang，Jia Guo，Guifa Zhai，Xiaohua Li*

Key Lab for Biotechnology of the State Ethnic Affairs Commission，College of Life Science，South-Central University for
Nationalities，Wuhan 430074，China

Abstract:Micoromonospora sp． 40027， the producer of fortimicin A，harbors two plasmids pJTU101 and pJTU112．
［Objective］Cloning and sequencing of replication region of pJTU112，analyzing replication region sequence of pJTU112．
［Methods］Different fragments of pJTU112 were cloned and introduced by conjugation into Micromonospora sp． LXH20．
The replication region of pJTU112 was identified． ［Results］The replication region of pJTU112 was located in the 4. 7 kb
SacI-KpnI DNA fragment． DNA sequencing and analysis revealed that the 4. 7 kb SacI-KpnI DNA fragment encoded five
open reading frames． The pJTU112. 1 and pJTU112. 2 were related to plasmid conjugation，pJTU112. 3，pJTU112. 4 and
pJTU112. 5 were related to plasmid conjugation．［Conclusion］ The replication region of pJTU112 was located in the
4. 7kb SacI-KpnI DNA fragment．
Keywords: Micromonospora sp． 40027，plasmid pJTU112，replication region，cloning
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