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头状链轮丝菌染色体复制起始区的克隆和对变铅青链霉菌的转化

马 伟 茅 翔 卢 捷 姜卫红 焦瑞身 覃重军 赵国屏"

（中国科学院上海生命科学研究院，植物生理生态研究所，上海 $%%%3$）

摘 要 头状链轮丝菌（3/*%4/(5%*/#0#,,)6 0+%&4#/(&)&）L4NN$15$$是抗肿瘤药物———丝裂霉素 L的产生菌，根据高 FN
含量革兰氏阳性菌染色体复制起始区两端基因序列的保守性，采用 ONP方法从该菌中克隆了一段包含染色体复制
起始区（ (*#!）的 !Q3 H.片段。序列分析发现，克隆片段与天蓝色链霉菌的 (*#! 及邻近区域的同源性达 "%R以上；
头状链轮丝菌 (*#!中含有 $$个 S>8L0.’6，保守序列为 44F4NNLNL。以克隆片段构建的质粒可以跨属转化变铅青
链霉菌（3 ) ,#5#7+$&）TU1，原生质体转化效率为 3Q$ V !%$ 个I!?S*L；质粒在 3 ) ,#5#7+$& TU1中能以低拷贝形式稳定
存在；转化子的菌落和菌丝形态均正常。头状链轮丝菌 (*#! 序列与几种链霉菌的 (*#! 有较高的同源性，以及在变
铅青链霉菌中仍具有复制起始活性等说明链轮丝菌属与链霉菌属在系统发生上关系较近；但采用最大似然法分析

(*#!序列构建的头状链轮丝菌与几种链霉菌的系统进化树表明，头状链轮丝菌与几种链霉菌之间的分化距离远大
于链霉菌之间的分化距离。该证据支持链轮丝菌属的独立分属。
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染色体复制起始区（ (*#!）是涉及 S*L复制起
始发生的一段序列，S*L 复制复合体装配，双链
S*L的解链、S*L 复制的 P*L 引物合成以及最初
的 S*L合成等过程均在此发生，因此，对 (*#! 的研
究具有重要的理论意义［!，$］。同时，由于 (*#! 是一
顺式作用元件，理论上，任何与其连接的 S*L片段，
在适当的宿主菌内都可以复制，因此可以用于构建

遗传操作系统，因此 (*#! 又具有实际应用的价值。
(*#! 序列的结构特点包括：!）是一段非编码区；$）序
列中含有多个长度为 2 个碱基对的复制起始蛋白
（S>8L）的识别结合位点（S>8L0.’6），3）在 FN含量
较高的革兰氏阳性菌中，S>8L0.’6 的保守序列为
44F4NNLNL［$，3］。
对链霉菌［5，9］和分枝杆菌［#］复制起始区及附近

基因的研究揭示，这两类高 FN含量的革兰氏阳性
菌染色体复制起始区（ (*#!）均位于 7$+8 与 7$+9 基
因之间。M8H;-’<;CD等人利用这一特性，通过对 (*#!
两端的 7$+8 基因的 3X端和 7$+9 基因的 9X端的保

守序列分别设计简并引物，成功地克隆了包括 3 )
+$/#:#(/#0)& :4Y159!在内的 3种链霉菌的复制起始
区［1］。头状链轮丝菌（3 ) 0+%&4#/(&)&）属于链轮丝菌
属，该属是 "%年代才从链霉菌属分离出来的新属，
其细胞壁成份与链霉菌属有明显差别［"］，但同时两

属还存在许多相似之处，因此其分类地位仍有争论。

对该属种类在分子水平上的深入研究，可以为

高 FN含量革兰氏阳性菌系统演化研究提供新的证
据。头状链轮丝菌是丝裂霉素 L 的主要产生菌之
一，丝裂霉素是当前应用较为广泛的用于治疗消化

道肿瘤、肝癌、慢性白血病等的主要癌症治疗药

物［2］。但到目前为止，在头状链轮丝菌中还没有较

为完善的遗传操作系统，为此本实验室开展了头状

链轮丝菌 (*#! 的克隆及功能等的研究。

! 材料与方法

!"! 菌株与培养基
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!01 培养基及培养条件
0 4 ")+& 以固体或液体 TU培养基培养，0 4 ")+&

转化子培养时，培养基中加相应的抗生素，浓度为

@AA$PV+T的 氨苄青霉素。变铅青链霉菌和头状链
轮丝菌固体培养基为 L8WE和 WEIE，转化子在培养
基中加硫链丝菌素，固体 L8WE 中终浓度为 DA$P V
+T，WEIE液体培养基中的终浓度为 D$P V+T［@8］。
!02 试剂与材料
限制酶等工具酶为 6$K$L$公司产品。溶菌酶

为华美公司进口分装产品。转化使用 U%.>L$(公司
的 ,-&- J2*’-# 及配套的电击杯，电转化条件为：
AQ@0+的电击杯，8D$X，HAA%，G SYV0+。从凝胶中
回收 BZ5 片段采用上海华舜生物技术公司的（小
量）胶回收试剂盒。其余生化试剂购自上海生工生

物技术公司的进口分装超纯级生化试剂。探针标记

采用 J#.+-P$公司的 J#%+-#>$>P-&-试剂盒，同位素购
自北京亚辉生物技术公司。杂交用尼龙膜为 U.->
1#%&P-# I$&&1-%+公司的 C/N.&(Z。
!03 方法
!030! 变铅青链霉菌的原生质体转化：变铅青链霉
菌（! 4 +&,&-#.% <=9）的原生质体制备及转化方法参
照文献［@8］进行。
!0301 0 4 ")+& 电转化：0 4 ")+& 电转化感受态细胞
制备以及电转化参照文献［@R］进行。转化使用 U%.>
L$(公司的 ,-&- J2*’-#及配套电击杯。
!0302 BZ5操作：头状链轮丝菌和变铅青链霉菌
总 BZ5的提取参照文献［@8］方法；BZ5的体外操
作，如质粒提取、酶切、连接、电泳、!.2"1-#&杂交等参
照公司使用说明书及文献［@:］操作。
!0303 J7L：J7L使用德国 U%.+-"#$公司的 6 ,#$(%>
-&" 61-#+.N*.0S。根据 ! 4 ")$+&")+)/、! 4 +&,&-#.%、! 4

#.(&7&)(&"*%和 ! 4 "1/6%)8#++*% 等 -.#5的 R[端、-.#Z
基因的 D[端保守序列以及链霉菌密码子的偏好，设
计了用于扩增头状链轮丝菌 )/&9 的简并引物如下：

J@： D[ 5,76,577557!,756755,， J8： D[
75,7,!7,!,6576!76!（! \ , 或 7）；J7L 条件如
下：GD] R+%&；GD] @+%&；D9] @+%&；98] @QD+%&，
RA个循环；98] @A+%&，扩增 @QA ^ @QDSN的片段。
!0304 BZ5序列测定与分析：J7L引物和 BZ5 序
列测定由基康生物技术公司进行。引物设计使用软

件 J#%+-#进行［@D］；序列分析采用 U%.’%&. 的基于网
络的序列分析软件 !EM;EU（U_‘!_Z‘）［@R］进行序列
分析、U%.E(%"［@?］等分析软件进行。

1 结果

10! 头状链轮丝菌 !"#$的克隆及 ’56(7&)+杂交验证
用 J@、J8作引物、头状链轮丝菌总 BZ5作模板

进行 J7L扩增，得到一条 @QR SN的特征片段，经电
泳、胶回收后，采用 )IB@H>6进行 65克隆，得到重
组质粒 )IOH；将 )IOH 酶切检验和 !.2"1-#&杂交验
证（见图 @）后送测序。
101 克隆片段的序列分析
将克隆片段的序列与 EIUTV,-&U$&S核酸数据

库进行 U*$’"Z序列比对分析，发现该克隆片段与几
种链霉菌的复制起始同源性较高，其中与 ! 4 ")$+&:
")+)/ 的 )/&9 序列同源性超过 HAa（见图 8）。
经第 R位密码子偏好分析确认克隆片段为非编

码区。进一步的序列分析发现，克隆片段中包含有

88 B&$5>N.b 结构，B&$5>N.b 的保守序列为 66,67>
7575；与典型的 )&/9 的特征相吻合，从而初步确定
所克隆的片段为头状链轮丝菌的 )/&9。
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图 ! 克隆片段与头状链轮丝菌等总 "#$的 %&’()*+杂交
,-./! ! / "#$%&’()%*% .)+&0-1 "#$ %&2’()*+ (34*-5-67’-&+ 8-’( ’() 19&+)5 :*7.0)+’
; / ! <4 "#$ 07*<)*（;=>） !? ! / +’,’-#.% .)+&0-1 "#$!
@/ / / 0$-’($11#.$’ AB@ .)+&0-1 "#$! B/ ! / "#$%&’()%*% .)+&0-1 "#$!
C/ D;EF 5-.)G’)5 43 2#0 H> 7+5 3’.5! I/ D;EF 5-.)G’)5 43 2#0 H>

J*&4)/ ’() 19&+)5 :*7.0)+’（!/B <4） ! / $99 .)+&0-1 "#$ 5-.)G’)5 43 2#0 H>

图 @ !?B <4克隆序列与 K;=LMN)+=7+< "#$数据库的
=97G’#比对结果

,-./@ O)G29’ &: !?B <4 :*7.0)+’ 79-.+0)+’ 7+793G-G 7.7-+G’
"#$ 57’747G)

!"# 头状链轮丝菌 !"#$ 克隆片段的复制起始活性
分析

DPQ!IR质粒带有硫链丝菌素抗性基因和黑色
素基因，但不能在链霉菌中复制。只有当插入

DPQ!IR质粒多克隆位点的片段具有在链霉菌中复
制，链霉菌转化子才能在含有 ’G*的培养基上生长，
并有黑色素产生。详见图 B。
!"#"$ 头状链轮丝菌 41’5 的跨属复制起始活性：
以头状链轮丝菌 )1’5 构建的微型染色体对 ! / +’,’6
-#.% STU 进行原生质体转化时，转化效率为 B?@ V
W?!@X !W@ 个M". "#$。说明头状链轮丝菌的 )1’5
在链霉菌属中也能够复制。进一步对 STU 转化子
的菌落形态和菌丝形态观察表明，转化子的菌落形

态和菌丝形态均基本正常（见图 C和图 I）。这说明
人工微型染色体的导入，未对 STU染色体复制造成
显著的影响。

图 B 包含头状链轮丝菌 )1’5的 D;EY质粒的构建
,-./B Q&+G’*21’-&+ &: D;EY 1&+’7-+-+. ! / "#$%&’()%*% )1’5

图 C D;EY转化变铅青链霉菌 STU原生质体
所得转化子的菌落形态

,-./C Q&9&+3 0&*D(&9&.3 &: ! / +’,’-#.% STU
’*7+G:&*07+’G（D;EY）

CRR 生 物 工 程 学 报 !F卷



!"#"! 从头状链轮丝菌 !"#$ 构建的质粒的稳定性
分析：对 % ! &#’#()*+ "#$转化子菌体进行直接质粒
抽提，未获得质粒。转化子总 %&’ 转化 , ! -!&#
%()!后，可以从转化子中回收质粒。对回收质粒进

行酶切分析，结果发现回收质粒的大小、酶切谱等未

发生变化（见图 *），说明 +,-.在 % ! &#’#()*+ "#$中
以低拷贝形式存在，且未发生重组和片段丢失。

图 ) +,-.转化 % ! &#’#()*+ "#$原生质体所得转化子的菌丝显微照片
/01!) ,2345067 789+:85812 8; % ! &#’#()*+ "#$ <9=>?;897=><?（+,-.）

’! ,2345067 789+:85812 8; % ! &#’#()*+ "#$ <9=>?;897=><? 8; +,-.；@! ,2345067 789+:85812 8; % ! &#’#()*+ "#$

,2345067 ;0A4B C2 D?DE，F<=0>4B C2 G047?= F<=0>（H69+54 B8<? =94 >6354=9 C8B2）

图 * 从 "#$转化子中回收的 +,-.质粒 .)/ (I酶切图谱
/01!* H5=?70B 9438J494B ;987 % ! &#’#()*+ "#$ <9=>?;897=><?

B014?<4B C2 .)/(I

!"$ 以 !"#$ 序列分析头状链轮丝菌与几种链霉菌
的进化关系

由于 !"#$ 功能上的重要性，使其在进化过程中
趋于保守，因而符合系统进化分析的要求。采用最

大似然法［KL］对头状链轮丝菌、天蓝色链霉菌、变青

链霉菌、抗生素链霉菌等的 !"#$ 进行了系统进化分
析，结果见图 $。
从图 $ 中可以看到，根据 !"#$ 的分子进化分

析，头状链轮丝菌与链霉菌属物种之间的距离远大

于链霉菌属内各物种之间的距离，即链轮丝菌属与

链霉菌属的分化早于链霉菌属的内部分化。

# 讨论
本研究通过对头状链轮丝菌 !"#$ 的克隆、序列

分析及复制起始活性分析，证明 !"#$ 两侧基因保守
性除了在分枝杆菌属和链霉菌属中存在，在链轮丝

图 $ 采用最大似然法分析 !"#$序列构建的头状链轮丝菌
和几种链霉菌的进化树

/01!$ H:25814><03 <944 8; % ! -)0+1#2!+3+ =>B %2"012!/4-0+ ?++
C=?4B 8> ,M =>=52?0?

菌属中亦存在，该现象在高 GN含量的革兰氏阳性
菌中可能普遍存在。链霉菌属种类的 !"#$ 中 %>=’O
C8A多为 K.个［$］；分枝杆菌多为 $个［*］。头状链轮
丝菌 !"#$ 中有 PP 个 %>=’OC8A，是迄今为止发现的
!"#$ 中最多的，其特殊性有待进一步的研究。以头
状链轮丝菌 !"#$ 构建的质粒，可以在变铅青链霉菌
中复制，说明链轮丝菌属与链霉菌染色体复制机制

是相似的。质粒回收实验证明，该质粒在链霉菌宿

主内没有发生重组和修饰，可以稳定地以低拷贝形

式复制和存在。通过对 % ! &#’#()*+ "#$转化子的形
态观察，转化子菌落形态、菌丝形态均较正常，因此，

质粒的导入并没有严重干扰 % ! &#’#()*+ "#$的染色
体复制。该质粒有希望通过系统改造，发展成为广

宿主载体，应用于链霉菌属、链轮丝菌属的遗传操

作。

头状链轮丝菌 !"#$ 与链霉菌种类的 !"#$ 有很
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高的同源性，且头状链轮丝菌的 !"#$ 在链霉菌中有
复制起始活性，说明链轮丝菌属与链霉菌属在进化

上有较近亲缘关系；采用最大似然法分析 !"#$ 序列
构建进化树显示，头状链轮丝菌与链霉菌的分化距

离要远大于链霉菌内部的分化距离。这一结果支持

了链轮丝菌属应独立分属的学术观点。
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