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摘要：【目的】建立一种高效检测和分析玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63内源质粒的方法。【方法】根

据“链霉菌线性质粒 5′末端都结合有共价蛋白”这一性质，通过改进琼脂糖包埋块制作方法，发明了

一项快速高效检测链霉菌质粒种类、构型及大小的技术，称为“包埋块二次处理法”，该方法还能从

正反两方面表明共价蛋白的存在与否。【结果】利用此方法高效检测出了玫瑰黄链霉菌

Men-myco-93-63 中存在两种线性质粒，双向电泳验证了该方法的正确性，推测质粒大小分别约为  

47 kb和 53 kb。【结论】利用本研究发明的方法首次成功地检测了玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 中

的内源线性质粒。 
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链霉菌中存在环型和线型结构的质粒[1]。其中，

线性质粒存在的生物学意义引起了人们的浓厚兴趣。

近 30 年来，有关链霉菌线性质粒复制机理和端粒结
构得到了阐明，但都是通过小线性质粒来完成的[2]，

而大线性质粒的检测、分离、回收及物理图谱的构建

等遗传操作都有相当的难度[3]。 
玫瑰黄链霉菌 (S. roseoflavus) Men-myco-93-63

是一株从马铃薯疮痂病自然衰退的土壤中分离得到

的生防菌，该菌株能够产生多种脂溶性抗生素。从发

酵液中分离的抗生素除对马铃薯疮痂病菌具有明显

抑菌活性外，还对棉花黄萎病菌、小麦根腐病菌、番

茄灰霉病菌、黄瓜白粉病菌、蔬菜根结线虫等多种植

物病原菌有抑制作用，温室和田间试验均表明该菌对

马铃薯疮痂病和棉花黄萎病具有较好的防治效果[4]。

因此，玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 在植物病害防

治方面具有重要的开发和应用前景。 

在定位筛选玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 抗生
素合成基因簇的研究过程中，首次发现内源线性质粒

的存在。本研究首次对未用 Proteinase K处理的包埋
块进行再处理，发明了一种高效检测和分析链霉菌线

性质粒的方法，此方法能直接表明线性质粒结合有共

价蛋白。内源线性质粒的研究将为开发适合于自身的

载体，定位并筛选抗生素生物合成基因簇，验证其基

因对菌体发育的影响等方面奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：生防菌株玫瑰黄链霉菌(Stremptomyces 
roseoflavus) Men-myco-93-63由河北农业大学生物防
治实验室提供。 
1.1.2  培养基和试剂：培养基参照文献 [5]配制，

Lysozyme购自 Sigma公司，Proteinase K购自 Roche
公司，SDS购自上海生工，以上试剂均按文献[6]配制。 

1.2  菌丝体培养 
将 5 μL玫瑰黄链霉菌Men-myco-93-63孢子悬浮

液接种于含有玻璃珠的 50 mLTSB 培养基，28℃，  
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220 r/min培养 48 h。 

1.3  标准琼脂糖包埋块的制备 
参照文献[5]。 

1.4  非标准琼脂糖包埋块的制备 
为了保护线性质粒末端蛋白，非标准琼脂糖包埋

块制备方法不同于标准琼脂糖包埋块，中间过程不用

Proteinase K和 SDS共同处理，而只用 SDS处理包埋
块，并且最后必须将 SDS洗涤干净[5]。 

1.5  二次处理 
对 1.4制备的包埋块进行 Proteinase K再处理。 

1.6  电泳检测质粒构型 
普通琼脂糖凝胶电泳检测以上 3种包埋块。 

1.7  双向电泳验证 
第一向电泳后凝胶经 EB染色，在 310 nm 波长

的紫外投射仪上照射 3~5 min，然后将凝胶水平转动
90°，进行第二向电泳[7]。 

1.8  脉冲场凝胶电泳(PFGE)检测质粒种类 
通过改变脉冲变化时间及凝胶浓度来检测玫瑰

黄链霉菌 Men-myco-93-63中内源质粒的种类[5,6]。 

1.9  电泳验证质粒大小 
普通琼脂糖凝胶电泳检测标准琼脂糖包埋块，验

证质粒大小。 

2  结果 

2.1  “包埋块二次处理法”检测质粒构型 
通过 0.5%的普通琼脂糖凝胶电泳检测标准琼脂

糖包埋块、非标准琼脂糖包埋块和“二次处理法”包埋

块，结果显示标准琼脂糖包埋块和“二次处理”包埋块

均有两条带型出现，而非标准琼脂糖包埋块没有出现

（图 1）。  非标准琼脂糖包埋块在线性质粒末端结

合有共价蛋白时，不能在凝胶中泳动（见 5、6泳道），

从侧面表明结合有共价蛋白。线性质粒末端共价结合

蛋白被 proteinase K降解后，“二次处理”包埋块中的

质粒又会出现（见 3、4 泳道），并且与标准琼脂糖

包埋块中的质粒大小一致（见 1、2 泳道），直接表

明结合有共价蛋白，然而只有链霉菌线性质粒符合这

种情况，因此说明玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 中

存在的两种内源质粒为线性，并结合有共价蛋白。 

2.2  双向电泳验证 
利用双向电泳验证“包埋块二次处理法”得出的

结论，通过 0.5%的琼脂糖凝胶进行第一向电泳（图
2-A），EB染色后显示两条带型。经紫外照射，再进 

 

 
图 1  琼脂糖凝胶电泳 
Fig.1 Agarose Gel Electrophoresis. 1-2: standard agarose em-
bedding block; 3-4:second processing of the agarose embedding 
block; 5-6: the unstandard agarose embedding block. 
 

 
图 2  双向电泳 
Fig. 2  Two-dimensional electrophoresis. 
 
行第二向电泳（图 2-B），结果仍显示两种质粒带型并
没有发生分离，验证了“包埋块二次处理法”的正确性。 

2.3  PFGE 检测质粒种类及大小 
PFGE 结果显示有两条明显带型（图 3），表明

玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 中存在两种内源质
粒，λ-DNA Markers 指示其大小分别约为 33 kb 和  
27 kb（图 3），但由于链霉菌基因组中 G+C 的含量
较高，使得 PFGE所用 λ-DNA Marker显示结果（Y）
与链霉菌线性质粒真实大小（ X）符合方程：
Y=0.96X-18[8]，因此推测两种线性质粒大小分别约为

53 kb和 47 kb，依次命名为 pSR53和 pSR47。 

 
图 3  脉冲场凝胶电泳 
Fig. 3  Pulsed Field Gel Electrophoresis M:MidRangeⅡPFG 
Markers; 1: standard agarose embedding block. 
 
2.4  验证线性质粒大小 

由普通琼脂糖凝胶电泳（图 4）可知，两种线性
质粒大小分别约为 47 kb和 53 kb，与脉冲场凝胶电
泳推测结果一致。由于质粒较大，分辨率受限，因此

明确质粒的大小需将普通琼脂糖凝胶电泳与脉冲场

凝胶电泳结合起来进行分析。 
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图 4  琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 4  Agarose Gel Electrophoresis M:λ-mix Markers; 1:  
standard agarose embedding block. 
 

3  讨论 

本研究首次将琼脂糖包埋块技术进行改进，发明

出快速高效检测链霉菌质粒构型的方法——“包埋块

二次处理法” ，该方法可以广泛用于链霉菌质粒的快

速高效检测。并利用此方法第一次成功检测出玫瑰黄

链霉菌 Men-myco-93-63 存在两种线性质粒，推测了

两种线性质粒的大小。此方法根据“链霉菌线性质粒 

5′末端都结合有共价蛋白”[5]这一现有事实的假定设

计而成，不仅能高效地检测出链霉菌线性质粒的种

类、构型及大小，还具有重复性好，操作简单等特点，

特别是对分离提取比较困难的大线性质粒更加简便

易行，最重要的是该方法能从正反两方面表明共价蛋

白的存在与否。但如果超出这一假设，就必须在此基

础上利用双向电泳技术加以验证，才能区分是发夹结

构的线性质粒还是环状质粒。 

一般而言，质粒的大小可以选择几种链霉菌中中

等切割频率的酶进行酶切和电泳分析得出，这种方法

对于大于 50 kb的质粒很实用，但也存在一定的缺点：

（1）当酶切片段大小相似时，由于电泳无法有效分

离而导致分析结果的不准确；（2）若酶切出现小片

段，电泳漏检会出现误差；（3）酶切片段与 Marker

之间存在误差，加和结果会更加不准确。鉴于以上原

因，本研究利用一种脉冲场凝胶电泳推测和普通凝胶

相结合的方法检测小于 50 kb线性质粒的大小。链霉

菌基因组中G+C的含量较高，平均为 73%，使得 PFGE

中样品与λ-DNA Marker 存在一定差距。线性质粒真

实大小（X）与λ-DNA Marker显示结果（Y）符合方

程：Y=0.96X-18，但由于不同菌株基因组的 GC含量

不同，方程 Y=0.96X-18的应用有一定局限性,因此需

结合普通琼脂糖凝胶电泳来验证脉冲场凝胶电泳推

测结果的准确性。 

与电镜观察[9]、PFGE[10~14]、SDS-PFGE[15]和双向

电泳检测方法相比，这种检测方法对未用 Proteinase 

K处理的包埋块进行再处理，设计更加完善，获得的

结果明显，推测的结论准确。但在制备非标准包埋块

过程中，SDS必须洗涤干净，否则会由于末端蛋白亚

基变性封闭有负电荷而出现错误结论。有研究认为一

些末端共价结合蛋白亚基分子量较小，并且带负电荷

比例较高的线性质粒，在进行脉冲场凝胶电泳过程中

不会出现明显的滞后现象 [16]。之所以得出这样的结

论，可能是 SDS未去除彻底引起的。本研究在 1×TAE

普通琼脂糖凝胶电泳和 0.5×TBE 脉冲场凝胶电泳实

验中都存在基因组 DNA 不明原因的降解，特别是电

泳缓冲液使用时间较长时更为明显，因此当脉冲变换

时间不适当时就会出现假质粒带型，这时就需要变化

脉冲变换时间反复验证。 这种基因组 DNA不明原因

降解所引起的电泳积压带，可能是因为链霉菌基因组

DNA存在硫修饰，会在电泳过程中发生断裂[17,18]。 

玫瑰黄链霉菌 Men-myco-93-63 线性质粒的发现

为分子遗传方面的操作奠定了基础，为构建适合自身

的载体提供了平台，从而为筛选抗生素合成基因簇提

供了新途径，进而可以通过质粒消除、质粒异源转移、

分子克隆等手段对质粒的功能进行研究。 
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Efficient detection and analysis of linear plasmid in  
Stremptomyces Men-myco-93-63  

Weiming Sun1, Wei Guo1,2＊, Daqun Liu2＊ 

(1College of Life Sciences, Agricultural University of Hebei, Baoding 071001, China) 
(2 Biological Control Center of Plant Pathogens and Plant Pests of Hebei Province, Baoding 071001, China) 

Abstract: [Objective] To develop an efficient method to detect and analyze the endogenous plasmid in Stremptomyces 

Men-myco-93-63. [Methods] According to the property of ‘the linear chromosomes and plasmids of Stremptomyces 

spp.have proteins covalently bound to the 5′ends of the DNA′, a novel method was established to detect the type, con-

figuration and size of the Streptomyces spp. plasmids by improving the preparation of agarose embedded block. The 

method can also show whether the linear plasmids have proteins covalently bound to the DNA from both the positive and 

negative aspects. [Results]The type and configuration of two plasmids were determined efficiently from Stremptomyces 

roseoflavus Men-myco-93-63 and verified by the two-dimensional electrophoresis. The speculated sizes of these plasmids 

were 47 kb and 53 kb, respectively. [Conclusion] Two linear plasmids were detected successfully from Stremptomyces 

roseoflavus Men-myco-93-63 by a new method. 

Keywords: Stremptomyces; linear plasmid; agarose embedded block; two-dimensional electrophoresis 
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