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整合及游离状态的链霉菌质粒pLE1的研究

唐 莉 王以光 龚利民
（中国医学科学院医药生物技术研究所，北京）

质拉 pLEI以整合形式存在于宿主菌变青链霉菌染色体上，通过 DNA转化宿主菌原生质体，导

致了宿主染色体上的整合序列的环出而形成游离质粒DNA分子。 初步探讨了质粒 pLEI的理化特

性，确认 pLEI与质粒 PIJ101是同一系列。
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质粒存在于许多链霉菌中，一些质粒以自

主复制的游离形式存在于宿主菌中，而有些质

粒，如天蓝色链霉菌质粒SCpl，则以自主复制

子或染色体上整合序列存在，再如灰色链霉菌

质粒pSG 1，也是以游离复制子或整合序列或
两者并存于宿主菌中。而质粒 SLp1系列则是

染色体上的整合序列，在宿主菌天蓝色链霉菌

与变青链霉菌（作为受体）接合转移过程中，整

合序列通过 DNA环出而形成游离质粒。类似

的现象在其他链霉菌中也有发生。 如质粒

PIJ110, pIJ480， 则是小小链霉菌和 S.

glaucescen： 分别与变青链霉菌进行接合转移

时在变青链霉菌中获得的。可以认为，这也是

由供体菌染色体上整合序列的环出而形成的。

材 料 和 方 法

1．菌株和质粒 变青链霉菌 W 1326,
TK24、红霉糖多抱菌 NRRL 2338，生米卡链

霉菌 1748 (pSMY1宿主菌）。 大肠杆菌质

粒pIJ30，链霉菌质粒 pIJ303, pSMYla
2.培养及 DNA 转化 斜面培养采用

合成5号培养基，液体摇瓶培养及原生质体再

生采用 凡YE 培养基。 原生质体的制备和

DNA转化基本按照 Thompson等（1982）报道

的方法进行。

3. DNA的制备及质粒拷贝橄的确定

质粒 DNA 的分离纯化按照美国 Hutchi-

nson实验室的方法进行（未发表）。总体DNA

的制备参照 Chater (1982）的方法进行。质拉

pLEI拷贝数的测定，是利用携有游离形式的

pLEI的受体菌总体 DNA样品，经柱状琼脂

糖凝胶(1.2多）电泳，凝胶经澳化乙锭染色，用

日立850型荧光分光光度计扫描确定染色体与

质粒 DNA峰面积而计算得出。

4.酶反应及电泳 限制性内切酶酶切反

应及 T4 连接酶酶反应按产品说明条件进行。

电泳用琼脂搪凝胶平板电泳和聚丙烯酞胺凝胶

垂直板电泳，以 对HindIII DNA 片段为分子

量标准。

5. Southern blot分子杂交 DNA片

段的膜转移和分子杂交主要是按照 Hopwood
(1985）描述的方法进行。 放射性探针的制备

是以 a-32P dCTP通过缺刻翻译标记重组质粒

pLJ 14 DNA，按照 BRL公司的反应盒及说明

书提供的反应条件进行的。分子杂交后的硝酸

纤维素膜用 2 X SSC-0.1 % SDS 溶液室温洗

2 X 15̀,再用0.1 X SSC-0.1外SDS溶液6590

洗两次。
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结 果

1．质粒pLEI的发现 通过一般质粒提

取，在我们所使用的受体菌变青链霉菌 W1326

中未获得质粒 DNA，在利用质粒 pSMY 1鸟

枪克隆红霉素抗性基因的过程中，pSMY 1酶切

片段与红霉素产生菌红霉糖多抱菌 DNA片段

连接后转化变青链霉菌 W1326后获得一再生

株，该菌株携有重组质粒 pSMYRI和另一较小

质粒pLE 1（图 1)，在相同的琼脂糖凝胶平板
电泳条件下，用 对HindIV酶切片段的泳动距

离对其分子量作对数曲线，测得质粒pLE 1的

分子量为 8.2k6（图 2)0

图 1 DNA 电泳图

1.受体菌变青链霉菌总体 DNA;
2,3.受体菌再生株中含质粒 pLEI总体 DNA,

之质粒 pLEI拷贝数测定 根据质粒

DNA及染色体 DNA的荧光强度扫描，测得

质粒 DNA与染色体 DNA 的峰面积之比为

25.9225务（见图3),假定链霉菊染色体DNA分

子量为104 kb，则计算出质粒 pLEI的拷贝数为

316，表明质粒 pLEI具有非常高的拷贝数。

图 3 染色体与质粒 DN血食面积扫摘图

3．质粒 试E1 DNA的限制性内切酶酶切

图谱的构建 用7种限制性内切酶分别对质

粒pLEI进行酶切，从电泳图谱上可看出酶盯后
DNA片段数，以 对HindIII片段作为分子全

大小对照，可测出 pLEI酶切后 DNA 片段的

分子量。结果见表 1(1)。 为了确定各酶在质

粒 pLE 1 DNA 上的酶切位点之间的位置关
系，进行了双酶切实验，结果见表 1(2)。根据

以上结果，我们可绘出 PLE 1 DNA分子 17个

图 2 DNA泳动距离典ii?子量的对数关系

1．pLEl/BomHl； 2. ;L/HindIll,

阁 4 后垃 PLEI DNA分子酶切图潜



衰 I 质较 pLEI经不同限制性内切翻曲切所．片段盆及分子a

｝ 片。数 ｝

三一
酶切位点的相对位置的酶切图谱（见图 4)0

4. pLEI 带硫链菌案抗性标记质粒的构

建 质粒 pLE 1与重组质粒 pSMYRI并存

于同一转化子中，因 pLE 1无选择性标记，不

易分离纯化与鉴别，因而利用质粒 pIJ3。的硫
链菌素抗性基因(tsr, 1.9kb BamHI-BamHl

片段）与 pLEI 的 Bcl l 酶切后片段相连

(pSMYRI无 Bcl l酶切位点），转化变青链霉
菌 TK24， 获得了具有 Thiò选择性标记的

质粒 pLJ14。酶切分析结果表明，pLJ14是由

质粒 pLEI与 tsr基因重组而成。

5．质粒pLEI来源的确证 从理论上分

’析，质粒pLE 1有可能来源于供体菌红霉糖多
袍菌 NRRL 2338-, PSMYI宿主菌生米卡链

霉菌1748,受体菌变青链霉菌 W1326或质粒

pSMY 1。为了确证 pLEI的来源，我们利

用缺刻翻译，用 。-32PdCTP标记 pLEI 的

衍生质粒 pLJ 14 DNA作为探针，与红霉糖多

抱菌总体 DNA、生米卡链霉菌总体 DNA、变

青链霉菌 W1326总体 DNA 及质粒 pSMY 1

DNA的酶切片段进行 Southern分子杂交。实

验结果（见图 ，）表明，衍生质粒 pLJ“与质拉

pSMY 1无同源性，与生米卡链霉菌及红霉糖多
抱菌 DNA也无同源性，因而排除了是 pLE 1

来源的可能性 （与红霉糖多抱菌的杂交结果未

列出）。pLJ14 与受体菌变青链霉菌有明显杂

交反应，具有强同源性，同时与 PIJ101系列的
质粒 pIJ303也有强同源性。由此结果我们可

以认为，质粒 pLEI是来源于受体菌变青链霉

菌，pLE 1 DNA分子是以整合序歹‘存在于变青



链霉菌的染色体上，在 DNA转化过程中，导致

DNA环出而形成游离的质粒 DNA,,

图 ， DNA分子杂交图 （pLJ14为放射性标记探针）

1. pSMYI/BamHl；2．受体菌变青链霉菌 W1326
总体 i7P:A/Ps:l； 3．红霉素链霉菌总体 DNA/Pstl;

4．生米卡链霉菌 1748总体 DNAIPstl;
5. pIJ303/Bclla

肠 1i

谱与 讨JI01 (8.9kb）非常相似，所不同的是

pLEI缺少 SstI-Ps1I的一段 0.7kb的 DNA

片段（见图 6),, DNA分子杂交的结果又表明，

pLEI与PIJ101有非常强的同源性，因而pLEI

与 川J101可能是同一系列。DNA分子杂交实
验证明了质粒 pLEI来源于变青链霉菌染色体

上的整合序列。可以认为pLEI因DNA转化而
导致整合序列的环出，形成游离的能自主复制

的质粒分子。有人报道质粒 pS10147（约 ”
kb）和 pSRCO (8.85kb）也都是通过非相关性
质粒转化天蓝色链霉菌 A3(2）和变青链霉菌

1326，在转化子中获得的。并且质粒pS 10 147 ,

PSCO的限制酶酶切图谱也与 PIJ101相似，也

具有一小段DNA的缺失，且缺失发生在同一区

域（见图6)。因此我们认为，pLEI这段DNA作
为链霉菌染色体上的整合序列非常活跃，极易

游离出来。但是，文献中只报道了质粒pS10147,
pSRCO的发现，而对它们的来源没有给以准 确

的解释和证明。我们的实验工作为它们的来源

提供了依据。并进一步证实了通过接合转移或

DNA 转化使染色体整合序列环出而形成游离

的质粒 DNA 在链霉菌中是较为普遍的现象。

PIJ10I是有广泛宿主范围、在链霉菌中普遍应

用的质粒载体。关于它是否能以整合的形式存

在于宿主菌中，还未见报道。
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讨 论

我们从变青链霉菌的原生质体经 vSMY 1

与红霉素产生菌的总体 DNA酶切片段连接后

转化的一株再生株中，发现了与重组质粒 PSM

YR1 (pSMYI携带红霉素抗性基因）并存的一
较小质粒 pLE I，其分子量为 8.2kb，拷贝数
很高，为 316。 用7种限制性内切酶酶切分析

构建了质拉 pLE1的酶切图谱，发现其酶切图

图 6 质拉缺失图谱


