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小白链霉菌武夷变种 HWM DNA的制备及最适酶切条件确定
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摘 　要 :为构建小白链霉 菌武夷 变种 (Streptom yces albulus var. wuy iensis)的 细菌人 工染色 体 (bacterial artificial

chromosomes, BAC) 文库 ,提取了小白链霉菌武夷变种高分子量 DNA (high molecularweightDNA , HMW 2DNA ) 。

用低熔点琼脂糖 ( low mel ting point agarose,LMP)包埋小白链霉 菌武夷变 种菌丝球 ,胶块 经溶菌 酶 、蛋 白酶 K、

两种限制性内切酶 (BamH I、H ind III)处理后 ,使用 箝位匀 强电场 (CHEF)凝 胶电泳 检测 DNA 片段大 小 。电

泳结果显示提取 HWM DNA 完整 ,满足构建 BAC文库的条件 ,确定了最适酶切条件为 H ind III 0. 2 U酶 切 10

min,为 小白链霉菌武夷变种功能基因的研究奠定了基础 。
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A b stract: In order to construct bacterial artificial chromosomes l ib rary of Streptomyces albulus var. w uyiensis, we

extractd high molecular weight DNA (HMW 2DNA ) from Streptomyces albulus var. wuy iensis. Mycelium pellet of

Streptom yces albulus var. wuyiensis was embeded in low melting point agarose. The agarose block was treated by

lysozyme, p roteinase K and restriction enzyme. Contour2clamped homogeneouselectric field (CHEF) gel electropho2
resiswasperformed for p repared DNA p lugs. Electrophoresis analysis shows no degradation of HMW DNA isolated,

which meets the demand of construction of BAC l ibrary. The optimum condi tion for digestionwasdetermined as0. 2 U

H ind III digesting for 10 min. HMW DNA p reparation is a basisof functional genomics research of Streptomyces albu2
lus var. w uyiensis.

K ey words: high molecularweight DNA ; bacterial artificial chromosomes l ibrary; CHEF gel electrophoresis

　　链霉菌 ( Streptomycetes)是一类高 G + C含量

革兰氏阳性细菌 ,属放线菌目 (Actinomycetales) ,

链霉菌科 ( Streptomycetaceae) ,链霉菌属 ( Strepto2
myces) [ 1 ] ,具有复杂的形态分化周期 。伴随形态

分化 ,链霉菌能够产生种类繁多的次级代谢产物 ,

如抗生素 、酶抑制剂 、免疫调节剂和色素等 。目前

已发现的 11 900余种抗生素中约 50%是由链霉

菌产生的
[ 2 ]

,其中许多 在医药 、农业或畜牧业中

得到 应用 。小 白链 霉 菌 武 夷变 种 ( Streptomyces

albulus var. wuyiensis) 可产生一种 广谱 、高效 、低

毒的核苷类农用抗生素武夷菌素 ,它对蔬菜 、水

果 、粮食和一些经济作物的真菌病害 ,如 :白粉病 、

番茄叶霉病 、番茄灰霉病 、黄瓜黑星病 、大豆灰斑

病 、柑橘疮痂病 等具有良好的防 治效果 [ 3 ,4 ] 。由
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于目前常规育种方法已经不能满足工业化生产的

需要 ,因此明确小白链霉菌武夷变种的表达产物

和调控相关基因 ,有利于应用基因改良方法进行

分子技术育种 ,以提高武夷菌素的效价及产量 。

链霉菌中 ,某一特定次生代谢途径相 关的基

因通常以基因簇 ( cluster)的形式存在于线状染色

体上 [ 5, 6 ] ,基因簇中包含有形成次 级代谢产物所

需要的大量遗传信息 [ 7, 8 ] ,克隆载 体必须有接受

并稳定遗传 100 kb以上 DNA 片段的能力 ,才能

携带完整的基因簇 。构建 BAC文库 ( bacterial ar2
tif icial chromosomes)是目前常被用来克隆不同生

物 DNA 大片段的方法 [ 9～11 ] ,构建高质量、容易操

作的大片段基因组 BAC文库是分离表达 产物和

调控方式均未知基 因的有效方法 。而成功构建

BAC文库的一个重要因素是制备 M b级的高分子

量 DNA (HWM DNA) ,并保护 DNA 在制备过程中

避免物理剪切损伤
[ 12 ]

。而传统的 DNA 提取方法

如浓盐法 、阴离子表面活性剂法 、苯酚抽提法等均

无法避免制备过程中的物理剪切损伤 。本研究使

用 LM P包埋法制备 DNA ,可以有效防止物理剪切

对 DNA 的损 伤 [ 12 ] 。通过应 用 LM P包 埋法成功

提取了小白链霉菌武夷变种 HMW DNA ,并确定

了最适 酶切条 件 ,为 构建 小白链 霉菌武 夷变种

BAC文库奠定了基础 。

1　材料和方法

1. 1　菌株

小白 链 霉 菌 武 夷 变 种 ( Streptomyces albulus

var. wuyiensis) ,本实验室分离 、保存 。

1. 2　主要试剂和仪器

限制性内切酶 Hind II I、B amH I、L ambda lad2
der PFG marker购 自 NEB 公 司 ,蛋白 酶 K 购自

M erck公司 , Tris base、EDTA 溶菌酶 、低熔点琼脂

糖为进口分装 ,其余试剂均为国产分析纯 。脉冲

场电泳仪 CHEFM apper XA , B ioRad公司 ,凝胶成

像系统 Eagle Eyell System , Stratagene公司。

1. 3　小白链霉菌武夷变种 HM W D NA 提取

HMW DNA 的提取根 据 Kieser的 方法
[ 13 ]

适

当改进 。

3 　培养条件及前处理 　 L 小白链霉菌武

夷变种孢子悬液接种到含 5 L Y M [ 3 % (

v)蔗糖 , 5 mmol ·L - 1 M gCl2 , 0. 5%甘氨 酸 (w /

v) ]培养基的 250 mL 三角瓶中 ,加入灭菌的不锈

钢丝圈 以 利 于 通气 和 分 散 细 胞
[ 14 ]

。 28℃, 200

rpm培养 40 h。培养物 3 000 rmp离心去除上清 ,

用 0. 3 mol·L - 1蔗糖反复洗沉淀两次 ,3 000 rmp

离心去除上清 。

1. 3. 2　胶块制备 　菌体沉淀重悬于 5 mL TE25

suc buffer(0. 3 mol·L - 1蔗糖 、25 mmol·L - 1 Tris、

25 mmol·L
- 1

EDTA, pH8. 0)中 ,取 0. 1 mL 悬液

与 0. 6 mL TE25 suc buffer混合后 ,加入 等体积

1. 5%低熔点琼脂糖 (LM P) ,室温下注入模具 ,待

凝固后置于 4 ℃冷却 30 min,使其充分凝固 。将

凝固的胶块转移到 5 mL 含有 1 mg·mL
- 1

溶菌酶

的 TE25 suc buffer中 , 37 ℃孵育 2 h。再将 胶块

转移到含 1 mg·mL - 1蛋白酶 K的 NDS[ 0. 5 mol

·L
- 1

EDTA、10 mmol·L
- 1

Tris、1% lauroylsar2
cosine (w / t) , pH9. 0 ]中 , 50℃预消化 1 h,继续于

50℃孵育 24 h。胶块转移到 10 mL 冰预冷的 TE

(含 0. 1 mmol·L
- 1

PM SF)中 , 4 ℃放置 1 h以钝

化蛋白酶 K。用 10 mL 冰预冷的 TE缓冲液洗 3

次 ,每次在 4℃放置至少 1h[13 ] 。

1. 4　最适酶切条件确定

将 20 U ·μL
- 1

的限制性内切酶 Hind III和

B amH I用新配置的酶切缓冲液分别稀释 800倍

即 0. 025 U·μL
- 1

。

取 3个用 TE缓冲液洗过的胶块置于灭菌的

培养皿中 ,用新手术刀片将胶块切成大小相等的

9小块 (每小块体积大约 30μL ) ,切割需在冰上

迅速进行
[ 15 ]

。

将小胶块分别转移到 1. 5 mL EP管中 ,加入

1倍酶切缓冲液 (含 0. 1体积 D TT) 500μL ,冰上

平衡 2 h,期间翻转几次 。小心除去酶切缓冲液 ,

更换新配置的 1倍酶切缓冲液 (含 0. 1体积 DTT)

500μL ,冰上再平衡 2 h,期间翻转几次 。之后 ,将

小胶块转移到 1. 5 mL EP管中 ,分别加入 17 μL

10倍酶切缓冲液 、100μL H2O、2μL DTT、稀释的

限制性内切酶 Hind I II或 B amH I,再加入 ddH2O

使总体积为 170μL (Hind I II加入量见表 1,BamH

I加入量见表 2) 。

混匀后于冰上平衡 ,使酶充分渗入胶块中 ,

3 ℃酶切 ,之后在每个 管中分别加入

体积 5 ·L DT ( )终止反应。
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表 1　限制性内切酶 H ind I II加入量

Table 1　 Amount of restriction enzyme H ind III.

EP管号 EP tube No. 1 2 3 4

加酶体积
Volume of restriction enzyme

4μL 8μL 12μL 16μL

加酶量
Unitsof restriction enzyme

0. 1U 0. 2 U 0. 3 U 0. 4 U

表 2　限制性内切酶 B am H I加入 量

Table 2　Amount of restriction enzyme BamH I.

EP管号 EP tube No. 5 6 7 8

加酶体积
Volume of restriction enzyme

4μL 8μL 12μL 16μL

加酶量

Unitsof restriction enzyme
0. 1 U 0. 2 U 0. 3 U 0. 5 U

酶切完成后 ,进行脉冲电泳确定部分 酶切最

适量 ,电泳条件如下 : 0. 5倍 TBE为电泳缓冲液 ,

0. 1倍琼脂糖 (0. 5倍 TBE配制 ) , 14℃,起始脉冲

30 s,终止脉冲 3 min15 s,电压 6 v·cm
- 1

,电泳时

间 24 h。电泳结束后 ,用 0. 5μg·mL - 1 EB 水溶

液染色 30 m in,清水漂洗 30 min,凝胶成像系统检

测 。

2　结果与分析

2. 1　HW M D NA 提取

实验中根据 Kieser的方法 [ 13 ] 加以改进 ,将原

文献中包埋孢子悬液的低熔点琼脂糖浓度由 1%

增加到 1. 5%,目的是加大胶块硬度 ,便于后续步

骤操作 ;且在酶切时加入 0. 1倍体积的 D TT,防止

DNA 被氧化 。方 法改进后 ,总 DNA 的提取效率

明显提高 (见图 1) 。

使用改进 LM P包埋法提取的小白链霉菌武

夷变种 HWM DNA ,总 DNA 可达到完整的 M b级 ,

在箝位匀强电场凝胶电泳过程中 ,总 DNA 样品不

能走出加样孔 ,没有降解条带 出现 (图 2, 0 道 ) ,

该 DNA 符合构建 BAC文库的要求 。

2. 2　最适酶切条件确定

箝位匀强电场凝胶电泳结果显示 (见图 1) ,

使用 B I酶切总 DN ,随着酶量加大 ,所得片

段逐渐变小 (图 , 5 ～ 道 ) , ～ 3 U 酶量

部分酶切所得 DN 片段在小且不集中 , U酶量

图 1　总 DNA 提取方法的改进效果

Fig. 1　The improved effect of total

DNA extraction method.

M: Lamda ladder PFG marker;

a:改进前提取的总 DNA;

b:改进后提取的总 DNA。

M: Lamda ladder PFG marker;

a: Total DNA extracted by original method;

b: Total DNA extracted by improvedmethod.

酶切时 ,DNA 片段主要分布在 70 kb以下 ,不符合

构建小白链霉菌武夷 变种 BAC文库的要求 。使

用 0. 2 U Hind I II酶切时 ,酶切后大片段主要分布

在 100～240 kb范围内 (图 2, 2道 ) ,符合构建小

白链霉菌武夷变种 BAC文库的要求 ,确定为最佳

酶切用量 。

3　讨论

HWM DNA 的制备是能否成功构建小白链霉

菌武夷变种 BAC文库的前提条件 ,若制备的 DNA

片段不能达到 100 kb以上 ,则不能包括完整的基

因簇 ,也就无法进行小白链霉菌武夷变种功能基

因的 研 究 。提取 HWM DNA 不 能 使 用 传统 的

DNA 提取手段 ,因为 DNA 片段极易被外力打断 ,

使得到片段过小 (约 20 kb) 。所以采用低熔点琼

脂糖包埋方法 ,从菌丝球包埋到 DNA 分离 、纯化

都在胶块中进行 。

本实验发现在制备高分子量 DNA 时操 作要

动作轻微 ,尤其在转移小胶块的过程中尤其要注

意 ,不要弹 管壁来移动小胶块 ,因为振动会使

DN 片段断 裂 ,使 得到 片段 过小 。因此 在操作

过程 中 ,宜先吸干 管中缓冲液 ,再用 μL的

811 中 国 农 业 科 技 导 报 10卷

©

amH A

2 8 0. 1 0.

A 0. 4

EP

A

EP 100



图 2　箝 位匀 强电场凝胶电泳图

Fig. 2　CHEF gel electrophoresis image.

M :Lambda ladder PFG marker;

0:总 DNA;

1～8:部分酶切 ,编号与表一 、表二管号相对应 。

M : Lamda ladder PFG marker;

0: Total DNA;

1～ 8: Partial enzyme digested total DNA, corresponding to Table 1

and Table 2.

移液器将小胶块从 EP管底部拉开 ,然后 用干净

的手术刀片将 EP管底部割掉 ,用 tip头将小胶块

从 EP管 底部推出 ,这样做可避免在转移 小胶块

过程中的振动 ,因此制备的总 DNA 没有降解 。

从最适酶切条件可以看出 ,小白链霉 菌武夷

变种 DNA 对限制性内切酶非常敏感 ,在操作过程

中要防 止体系 外内切 酶的污 染 ,否则极 易造成

DNA 的降解 ,进而影响后续实验 。本实验成功制

备了小白链霉菌武夷变种高分子量 DNA ,并确定

了最适酶切条件 ,为小白链霉菌武夷变种 BAC文

库构建及功能基因的研究奠定了基础 。
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