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摘要:为了探究细菌内源质粒的功能，包括细菌耐药性、细菌共生、细菌荚膜形成、细菌的重金属抗性等方面，
需要对细菌的内源质粒进行消除。本文综述了基于物理学、化学及分子生物学的细菌内源质粒消除方法，阐
明了质粒消除的原理。结合笔者自身的研究对质粒消除技术进行了展望。
关键词:质粒消除，消除方法，消除原理
中图分类号:Q933 文献标识码:A 文章编号:0001-6209 (2013)11-1142-07

质粒是能够在染色体外自主复制的遗传因子。

质粒上携带有多种基因使得细菌具有某些特殊表
型。如:抗生素抗性、致病性、代谢能力、共生能力和
接合转移等［1］。

内源质粒可以自发地从细菌中丢失，但其丢失
效率很低，仅为 10 － 2 － 10 － 8［2］。为了提高内源质粒

的丢失效率，可采用包括物理学、化学、分子生物学
手段来人为干预。本文将质粒的消除方法进行了分
类归纳，并对消除机制进行了探讨。

1 物理学消除方法

通过物理手段消除质粒是最简单的质粒消除方

法。其优点是消除实验简单，操作容易且不会对细
菌自身的基因组造成影响，不存在突变风险。常用
以下几种方法:
1. 1 高温

高温是最常用的物理消除方法。Leavitt 等［3］为

了研究肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)内源
质粒与细菌耐药性关系，将菌株于 42℃ 高温培养
(最适温度 37℃ )，每 2 天传代 1 次，培养 2 周以后
检测，成功消除了 K． pneumoniae 557 菌株的内源质
粒。高温消除质粒的机理在于:改变质粒结构，引起
消除。 Ghosh 等［4］ 以 42℃ 高 温 对 酸 胞 菌 属
(Acidocella sp． )GS19h 的内源质粒进行消除时发现
传代 4 次后，细菌内含有的大小为 26. 7、36 和 77 kb

的 3 个内源质粒均已消失。但出现了 3 个新的大小
分别为 72、75 和 86. 3 kb 的质粒。将该菌株在最适
温度 30℃进行培养，细菌内仍未发现原始质粒，而
新形成的质粒依旧存在。可见细菌质粒结构发生了
永久性改变。将该菌株于 42℃传代 10 代以后，细
菌内没有质粒存在，原始质粒和新形成质粒均丢失。

由此推测高温使得细菌质粒不稳定，质粒结构发生
变化，传代多次以后就会出现质粒消除现象。另外，

还有一些质粒本身属于温度敏感型质粒如 pKSV7，

提高温度质粒复制受阻，从而造成质粒的丢失［5］。
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1. 2 高压电穿孔
Dower 等［6］发现电穿孔不但可以用于细菌转化

还可用于制备质粒。Heery 等［7］第一次报道了用高
压电穿孔方法成功消除大肠杆菌(Escherichia coli)
DH1 的内源质粒 pUG2。其先用过夜的 E． coli 菌液
制备电穿孔细胞，然后将细胞在 2. 5 kV，25 μF 条件
下电击，实验发现 80%的菌株消除了内源质粒。电
穿孔方法消除质粒是因为细菌的细胞膜和细胞壁在
高电压下被击穿，表面形成很多孔洞，内源质粒从孔
洞流出细胞，造成细菌质粒消除。
1. 3 原生质体形成与再生

Novick 等［8］ 在 金 黄 色 酿 脓 葡 萄 球 菌
(Staphylococcus aureus)中利用原生质体形成与再生
的方法消除了内源质粒，且消除效率达 80%。原生
质体形成与再生法消除原理为:在原生质体制备的
过程中细菌的细胞壁被去除，造成了质粒复制过程
中分配机制的破坏，从而导致质粒消除。

其他物理消除方法还有微波处理，Berzin 等［9］

第一次利用 2. 5 GHz 微波处理细菌，成功消除了梭
菌属(Clostridium sp． )MT962 内源质粒 pMT351，质
粒消除效率达到 42% － 47%。对于拷贝数较低或
者化学试剂较难进入细胞的细菌质粒消除可选择用
物理消除方法。

2 化学消除方法

利用化学试剂消除质粒的方法使用最为广泛。
该方法消除质粒的作用靶位点主要有两个:一个与
细菌的细胞膜相关。质粒和染色体复制都需要结合
在细胞膜上，细胞膜上质粒结合位点的破坏会导致
质粒复制受阻，造成内源质粒丢失。另一个与质粒
的复制相关，涉及质粒的复制、分配和分离。在复制
过程中任何一个环节质粒或者质粒复制所需的酶被
抑制，都将导致质粒复制异常，进而造成质粒丢失。
2. 1 吩噻嗪类

Spengler 等［10］研究了一系列吩噻嗪及其衍生物
对 E． coli K12LE140 的质粒消除作用，此类试剂的
质粒消除效率从 0. 01% 到 90% 不等。吩噻嗪类化
合物可以与细菌的 DNA 结合。在细胞中与细菌
DNA 的结合效率依次为质粒 DNA、线性或者开环质
粒、最后为染色体 DNA。将质粒 DNA 和吩噻嗪类
化合物混合进行电泳分析，发现超螺旋的质粒消失，

而开环或者线性质粒的比率增加。推测此类化合物
结合质粒以后，会在质粒上形成切口，造成质粒解螺
旋，从而导致质粒不能复制［11 － 13］。吩噻嗪类化合物
还可以通过抑制 DNA 促旋酶的活性来抑制质粒复
制。Molnár 等［14］发现向藤黄微球菌 (Micrococcus
luteus)中提取出来的 DNA 促旋酶中加入吩噻嗪后，
DNA 促旋酶活性受到抑制。氯丙嗪可以通过其阳
离子胺基团与细胞膜上的磷脂结合，疏水基团与细
胞膜上的脂肪酸链结合，推测此化合物的消除作用
还与细胞膜的脂水分配系数有关。还有报道称一些
化合物的消除机制与其抑制细胞膜上的质子泵有
关［10］。吩噻嗪类化合物由于作用靶点多，属于非诱
变杂环化合物因而具有优越性，可被广泛用于质粒
消除。
2. 2 嵌合染料

嵌合染料主要有吖啶橙、吖啶黄、溴化乙锭
(EB)等。Mathema 等［15］利用 EB 成功消除了肠杆
菌( Enterobacter ) 的内源质粒，并证明此质粒与
HgCl2 的耐受有关。此方法还成功用于其它细菌的

质粒消除如 E． coli［16］、绿脓假单胞菌(Pseudomonas
aeruginosa)［17］等。EB 最大的缺点在于它本身是一
种诱变剂，在消除质粒的同时，易造成细菌染色体突
变。EB 诱导突变主要表现为 DNA 片段的缺失［18］。
Hraota 等［19］于 1960 年报道用吖啶染料消除了 E．
coli 质粒。Akinjogunla 等［20］利用吖啶橙成功消除了
S． aureus 的多个内源质粒，消除效率为 50% －
87. 5%。嵌合染料的作用机理与吩噻嗪类似，它们
可以优先与细菌质粒结合，然后在质粒上形成切口，
造成质粒复制受阻，从而消除质粒。 Nakamura
等［21］发现在加入吖啶染料的同时添加无机磷酸盐
可以提高细菌对染料的敏感度，增加质粒消除效率。
显微镜观察发现其细胞膜和细胞质结构发生了变
化，而单独添加嵌合染料没有此变化。由于 EB 具
有 DNA 诱变作用，因此嵌合染料主要选择安全，无
突变作用的吖啶橙、吖啶黄等作为消除试剂。
2. 3 抗生素类

因为大多数质粒消除试剂都具有抗菌性质，因
此抗生素对质粒消除的作用亦被广泛研究。很多抗
生素类药物都可用于质粒消除，如新生霉素、曲伐沙
星、利福平、丝裂霉素 C 等。其中新生霉素的运用
最为广泛。Karthikeyan 等［22］以 SDS、EB、新生霉素、
吖啶黄作为消除剂对嗜酸乳杆菌 ( Lactobacillus
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acidophilus)内源质粒的消除进行了研究。结果发现
在 L． acidophilus 中新生霉素的消除效果最明显，消
除效率为 4. 6%。此类消除剂的消除机制复杂，目
前较清楚的是新生霉素和曲伐沙星。它们作为
DNA 促旋酶抑制剂，能抑制促旋酶活性，使得质粒
复制中间体在细菌体内大量积累，造成质粒复制异
常从而导致质粒丢失［23 － 24］。丝裂霉素 C 推测可能
抑制 DNA 复制从而造成质粒复制受阻，质粒丢
失［23］。
2. 4 表面活性剂

表面活性剂如脱氧胆酸、Tween 80、Triton X-
100、SDS 等也被用于质粒消除。其中 SDS 是最常用
的表面活性剂消除试剂。Lavanya 等［25］利用 SDS 结
合高温 37℃ (最适温度 30℃ ) 对 7 株乳杆菌属
(Lactobacillus)内源质粒进行消除实验，并成功消除
其中 5 株菌的内源质粒。其消除质粒的机制可能
为:表面活性剂可以溶解膜蛋白，破坏细胞膜，从而
破坏细胞膜上质粒复制所必需的结合位点，导致质
粒不能正常复制，造成分裂时质粒丢失。
2. 5 其他化学试剂

还有一些植物提取物、中药等也发现有质粒消
除作用。Beg 等［26］发现白花丹提取物具有较高的
质粒消除效率，其对细菌 R 质粒的消除效率可达到
14%。中药在质粒消除方面主要研究其对细菌 R
质粒的消除作用。金银花、黄芩、黄连、大黄、马齿
苋、车前子、黄柏、鹅不食草等以及一些复方制剂三
黄片、止痢灵、复方蒲公英等都有不同程度的质粒消
除效果［27］。由于中药的成分复杂，其消除机理还不
清楚。但可推断是中药成分中的某些物质可以作用
于质粒消除的靶位点，从而造成质粒消除。

影响质粒消除效果的因素除了试剂本身以外，
还有其他因素影响消除效果。首先是消除试剂的作
用浓度。最小抑制浓度(MIC)是指在 18 h 内看不
到细菌生长所需的最小的抑制剂浓度。大多数菌株
在消除剂的最小抑制浓度作用下，质粒消除效率最
高。甚至有些菌株只在某些消除试剂最小抑制浓度
作用下才会有质粒消除现象。其次在消除传代时细
菌的 初 始 细 胞 浓 度 对 消 除 效 率 也 影 响 巨 大。
Spengler 等［10］发现用浓度为 4. 68 × 10 － 4 mol / L 丙
咪嗪消除 E． coli K12F'lac 菌株内源质粒，当初始细
胞浓度为 2 × 103 /mL 时质粒消除效率最高达到
57%，而其他浓度最高消除效率仅为 12%。细胞膜

的通透性也是一个重要因素，有些试剂由于细胞膜
屏障不能进入细胞从而造成消除效率低或不能消
除。

研究还发现化学试剂的质粒消除动力学曲线基
本一致。如图 1，a 和 b 分别为质粒消除效率近指数
增长的开始时间和结束时间。在 0-a h，质粒消除现
象几乎检测不到。a-b h，质粒消除效率大幅增加。
b h 以后质粒消除效率趋于稳定，达到最大值。

利用化学方法进行消除实验，首先要探索此化
学试剂对目标菌株的最小抑制浓度。然后在添加最
小抑制浓度试剂的条件下，配合物理的高温处理，多
次传代以及较小的接种浓度可大大提高质粒消除效
率。由于同一种消除试剂对不同菌株质粒消除效率
差别很大，因此选择不同类型的消除试剂同时进行
消除实验可以提高质粒消除的成功率。

图 1．细菌质粒消除动力学曲线［28］

Figure 1． The kinetic curves of plasmid curing［28］ ．

3 分子生物学消除方法

分子生物学消除方法的优点是作用机理和作用
靶点明确，消除效率高。主要包括两类:一类为借助
转座子消除质粒;另一类为利用质粒不相容性消除
质粒。
3. 1 借助转座子消除质粒
3. 1. 1 间接利用转座子消除质粒:需要消除的内源
质粒只有一部分具有明显特征，可以通过简单的方
法筛选出质粒消除突变株。如消除具有抗性的质
粒，突变菌株就表现为此抗性敏感型，可通过平板影
印快速筛选出来。然而大多数质粒属于隐蔽质粒，
它们的特征未知，缺乏适合的筛选标签使筛选非常
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困难，因此考虑在其质粒上通过转座子导入抗性基
因或者反向筛选标记，减少筛选困难，提高筛选效
率。Barreto 等［29］将 1 个含有 RP4 质粒 oriT 位点和
nptI-sacB-sacR 表达盒的 Tn5 转座子插入到热带根
瘤菌(Rhizobium tropici)CIAT 899 内源质粒上，使得
质粒获得了对蔗糖敏感的反向筛选标记。通过高温
处理一段时间后，在含有 20%蔗糖的培养基上筛选
获得消除内源质粒的突变菌株。

图 2． 转座子介导的质粒消除示意图［30］

Figure 2． Transposon-based plasmid elimination［30］ ．

3. 1. 2 直接利用转座子消除质粒:Imre 等报道了基
于转座子两步法消除肠炎沙门氏菌 ( Salmonella
enteritidis)2102 毒性质粒的方法［30］(见图 2)。首先
构建了 1 个含有卡那抗性基因和 2 个连在一起的
IS30 末端的 Tn10 转座单元。此转座单元位于复制
缺陷型质粒 pJKI336 上。然后将此自杀质粒转入至
S． enteritidis 中，Tn10 转座单元会随机插入到细菌
染色体或质粒上去，通过筛选获得转座单元插入到
质粒上的突变株。随后，在细菌中导入表达载体
pJKI132，此质粒含有可诱导的 IS30 转座酶基因。

此酶可识别高活性的 IS30 位点，促使其分子内转
座。诱导其表达可以导致质粒自身消除或者质粒线
性化，从而造成质粒不稳定，进而导致质粒完全丢
失。

其他利用转座子介导技术的消除方法还有
Tn5-rpsL［31］和 Tn1-amp［32］，这些系统的基本原则是
引入了一些具有明显特征的基因，易于消除突变株
的筛选。此类方法由于是对目标质粒进行操作，因
此主要用于一些单拷贝或者拷贝数低的质粒的消
除。
3. 2 质粒不相容性消除质粒

质粒不相容性是指同种或者亲缘关系较近的两
种质粒不能稳定存在于同一细胞中的现象。利用质
粒不相容性消除质粒的技术，是通过引入第 2 个复
制子，使得原始质粒遗传行为不稳定，该机理基于:
①两个质粒分享一个或多个质粒复制或分配系统中
的因子;②不相容质粒干扰内源质粒的拷贝数。导
入外源质粒后，在外界选择压力存在下，导入质粒会
在复制竞争过程中占优势，经过多次传代就会出现
内源质粒消除现象。虽然此方法在质粒消除方面已
经有了广泛的应用，但限制条件是消除之前必须清
楚控制质粒复制或者分配的区域。Wang 等［33］将
pXO2 质粒的复制原点和复制蛋白基因插入到温度
敏感 型 pKSV7 载体 中，成功 构建 不 相容 质 粒
pKSV7-oriIV，在含有氯霉素的培养基中 30℃传代多
次，最终消除了炭疽芽胞杆菌( Bacillus anthracis)
A16 的 pXO2 质粒。Liu 等［34］利用相同的方法消除
了 B． anthracis A16 和 B． anthracis A16R 中的 pXO1
质粒。

分子方法消除质粒虽然操作较其他方法复杂，
但是它的靶向性较强，不但可以用于增加筛选标记，
提高筛选效率，还可针对细菌中某个特定质粒进行
消除。

4 内源质粒消除实例

作者所在研究室分离得到 1 株谷氨酸非依赖型
γ-PGA 产 生 菌———解 淀 粉 芽 胞 杆 菌 ( Bacillus
amyloliquefaciens) LL3［35］。全基因组测序发现该菌
株中含有 1 个 6758 bp 的内源质粒( pMC1)［36］。为
了探明其功能，为随后的分子生物学研究奠定基础，
需要对内源质粒进行消除。笔者采用 SDS 和吖啶
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橙结合高温对细菌进行处理，传代多次以后没有检
测到质粒消除的突变菌株。选择使用质粒不相容性
消除方法，步骤与上述 Wang 等［33］方法相同。分别
将质粒的复制原点和复制蛋白基因连接到温敏型质
粒 pKSV7 上，获得不相容质粒 pKSV7-rep-ori(如图
3)。利用不相容质粒成功消除了内源质粒 pMC1，
消除效率高达 93%。

图 3． 不相容质粒构建示意图
Figure 3． Construction of the incompatible plasmid．

总之，当欲进行质粒消除时，一般先选择操作较
为简单的化学和物理高温相结合的方法。为了提高
实验成功率，可同时选择机制不同的化学消除方法，
配合高温进行消除。若内源质粒拷贝数较低可选择
高压电穿孔、原生质体形成与再生法或者直接采用
转座子方法，以质粒为靶标进行操作。如内源质粒
序列已知，可选择质粒不相容性方法。至今为止，质
粒消除方法虽有大量文献报道，仍缺少一种可用于
各种细菌质粒消除的技术。质粒消除原理、菌株特
征和质粒消除条件与消除效率之间的关系将是今后
研究的主要方面。
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Progress in endogenous plasmid curing of bacteria—
A review
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Abstract:To investigate the functions of the bacteria endogenous plasmid，which include bacterial drug resistance，
symbiosis，capsular formation and heavy metal resistance，the endogenous plasmid needs to be cured first． We reviewed
physical，chemical and molecular biological methods of endogenous plasmid curing，clarified the curing principles． The
prospective of research on plasmid curing was also discussed，based on our own studies．
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