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在属于放线菌目（!"#$%&’(")#*+),）链霉菌属（-#.)/#&’("),）下的不同种中发现了约 #%%% 种抗生素和生

理活性物质，其作用包括抗细菌、抗真菌、除草、杀虫、抗肿瘤和免疫抑制剂等［&］。在属于放线菌目的红

球菌属（01&2&"&""3,）和诺卡氏菌属（4&"*.2$*）中有许多种可以降解多种工业有毒化合物，如苯酚、多卤联

苯、脂环烃和硝基芳族等［$］。

一般细菌的染色体和质粒 G13 为环型结构。近年来，人们利用脉冲电泳技术发现在链霉菌等少数

细菌中存在线型结构的染色体和质粒［"］，有的巨大线型质粒上还带有完整的抗生素生物合成基因簇［!］

或降解多种工业上有毒化合物的基因［#］。功能研究表明，链霉菌的线型质粒和线型染色体，尤其是端粒

在 G13 复制、重组和修复等方面具有不同于环型复制子的新的机制［5 H 4］。在属于放线菌的 ! 个属的菌

株［包括菲律宾游动放线菌（!"#$%&/+*%), /1$+$//$%)%,$,）、青铜小单孢菌（5$".&’&%&,/&.* "1*+")*）、星状诺卡氏

菌 1"（4&"*.2$* *,#).&$2),）和阿孙链轮丝菌（ -#.)/#&6).#$"$++$3’ *7$8&)%,)）］中发现了线型染色体［&%］。本文报

道了利用脉冲电泳技术对来自放线菌 &# 个属 &4 个不同种的染色体和质粒的大小和结构进行的研究。

! 材料和方法

!#! 菌株

表 & 为赠送或本室收藏的来自放线菌 &# 个属 &4 个不同种的菌株。

表 ! 本研究所选用的菌株

属 名 种 名 来 源

-#.)/#&’("), - * +$6$2*%, 2I9 本实验室收藏

4&"*.2$* 4 * *,#).&$2, ""! 中国科学院微生物研究所

4 * "&.*++$%* "7 中国科学院微生物研究所

4 * 3%$9&.’$, ! J &%$ 姜成林教授

4 * ’):$"*%* K:+ J "4$9 姜成林教授

!’("&+*#&/,$, ! * ’)2$#)..*%)$ L6 本实验室收藏

! * 2*,,&%6$++)$ !&&9% 姜成林教授



续表 !
属 名 种 名 来 源

!"#$%&’()*+( ! ! ",-%.)*-%/$/ "#$% 姜成林教授

0("",(+&1&23/1&+( 0 ! (*+(%#$("( "&&’ 姜成林教授

!"#$%&12(%-/ ! ! 3*%%(%-%/$/ #’ 姜成林教授

!’1*22(+$-)( ! ! 4*%’$%.-%/$/ ’$ 姜成林教授

5("#32&/1&+(%.$*’ 5 ! 6*/"&(*+(%#$("*’ #&() 姜成林教授

7$"+&’&%&/1(+( 7 ! 3*2&%.-%/$/ %’* 本实验室收藏

!"#$%&8$/1&+( ! ! 9$%.:$(%.-%/$/ ++,++%*&#& 马 伟博士

;,&)&"&""*/ ;,&)&"&""*/ -.! +/’"/’ 张亚雷和方 萍博士

!"#$%&’3"-/ !"#$%&’3"-/ -.!’) !* 中国科学院上海药物研究所

7$"+&8$/1&+( 7 ! .+$/-&(28( #"%’ 本实验室收藏

0#+-1&#&/1&+(%.$*’ 0 ! +*8+&(*+(%#$(*’ "!’0& 中国科学院微生物研究所

73"&8("#-+$*’ 73"&8("#-+$*’ -.! 1,++(&* 中国科学院微生物研究所

!"# 方法

放线菌菌株分别接种在燕麦粉琼脂、酵母膏麦芽膏琼脂或本氏固体培养基［’’］，于 #02生长 "3。转

接在酵母膏麦芽膏液体培养基，于 #02生长 )( 4 "05，收集菌丝体。菌体处理和脉冲电泳参照文献［’#］

稍微修改：用 ,6#$7 缓冲液［#&889:;< ,=>-·?+:（.?0@&），#$889:;< 6A,1，’&B蔗糖］悬浮菌体。采用比色

法对包埋的菌体浓度进行测定，按一定的比例将菌体与 #B低熔点琼脂糖混合，菌体终浓度控制在 <5(&&

为 ’@& 4 (@&，琼脂糖终浓度为 ’B。胶块凝固后，用 #8C;8< 溶菌酶处理 #5 后，用 #8C;8< 蛋白酶 D 处理

#" 4 "05。经 ,6 洗涤 " 次后，在 "2下保存于 ,6 中。高分子量 AE1 FG=HI= 购自 J>9/KG3 公司，其余生化

试剂购自 L=98ICG、华美、上海生工生物工程技术服务有限公司。

!"$ 脉冲场电泳

脉冲电泳仪采用 J>9/KG3 +?6M AK !型脉冲场电泳仪（K>N589O3，+G:>P9=O>G），脉冲电泳条件见表 #。

表 # 脉冲电泳条件

AE1 大小

;HQ
转换时间

;-
电泳时间

;5
电压

;（R;N8）
电泳角度

琼脂糖浓度

;B
电泳

缓冲液

# 4 $& ’ 4 ( ’’ ( ’#& ’@& &@$ S ,J6
$& 4 ’&&& $& 4 %& ## ( ’#& ’@& &@$ S ,J6
##& 4 ##&& (& 4 ’#& #" ( ’#& ’@& &@$ S ,J6
)$&& 4 $*&& ’0&& *# # ’&( &@0 ’@& S ,16

!"% 质粒拷贝数测定

将电泳凝胶用 T7/’&&& 全自动数字成像系统（1:.5G TOO9UIN5 +9=.9=GU>9O）扫描分析，得出染色体与质粒

分数，根据公式计算质粒拷贝数。质粒拷贝数（个;细胞）计算公式：

= V >. S ?N
>N S ?.

= 是质粒拷贝数；>. 是质粒分数；?N 是染色体大小（HQ）；>N 是染色体分数；?. 是质粒大小（HQ）。

# 结果

#"! 来自放线菌 !& 个属的菌株均含有线型结构的染色体

属于革兰氏阳性细菌的放线菌有 $( 个典型属［’)］。在链霉菌等 $ 个属中检测到线型染色体，而红球

菌属和拟无枝菌酸菌属的染色体可能为环型［)，’&］。我们以来自放线菌 ’$ 个属 ’% 个不同种的菌株（表 ’）

为对象，利用脉冲电泳技术检测染色体的构型和大小。图 ’ 表明 ’% 株放线菌染色体 AE1 经过原位溶菌

和蛋白酶 D 处理后，均可以进入凝胶，暗示这些菌株的染色体 AE1 均为线型结构。所有菌株染色体
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!"# 在凝胶中的电泳位置与变铅青链霉菌 $%& 染色体 !"#（约 ’())*+，见文献［,-］）相似。除染色体

!"# 外，在珊瑚诺卡氏菌（图 , 泳道 ,’）和桔橙糖多孢菌（图 , 泳道 ,.）中还检测到线型质粒 !"# 带。

图 ! 脉冲电泳检测放线菌线型染色体

,/ ! / "#$#%&’( $%&（0123）；3 / ) / *+,&""#’& 4&；4/ ) / &(-.,+#%.( 44-；-/ ) / /.0#*&’& 56784.3&；9/ 1 / *2.’3%4.’(#(

-39.；(/ 1*-#’+/5*.( :;/ ,4<&；&/ ! / ,46,+&4,&’-#&4/ -<,’)；’/ 1 / 0#’37#&’3.’(#( ==>==.&)3)；. / 8 / 54"+’3.’(#( .,&；

,)/ 9 / :4(*+&4,&4-#&*4/ 3)(4；,,/ 1 / ;4’/#’3.’(#( ,9；,3/ 1 / 54’’&’.’(#( 3,；,4/ 1 / %&((+’$#"".# -,,&)；,-/ ) / 4’#:+,/#(

558,)3；,9 / <2+%+*+**4( :;/ =8,-8,；,(/ 85*+6&*-.,#4/ :;/ #>==()&；,&/ 1 / /.%#-.,,&’.# ?>；,’/ ) / *+,&""#’& 4’；,./ ! /

&4,&’-#&*& -)),；3) /!!"# @ABCD@EF GHF*EF / =IJKDCDIJ:：)<9L HMHFI:E MEB，( N，33 O，9) P .) : ;AB:E/ =OF：=OFI@I:I@E/

"#" 在放线菌 $ 个属的菌株中检测到不同大小和拷贝数的线型质粒

为了研究放线菌中存在的线型质粒，我们改变了脉冲电泳的条件。以检测约 3 P 9)*+ 范围的条件

电泳，图 3 表明在珊瑚诺卡氏菌（泳道 ,’）中存在大小约 -’*+ 线型质粒 !"# 带，拷贝数 4) 个Q细胞；分枝

杆菌（泳道 ,(）中存在约 49*+ 和 -9*+ 两种线型质粒 !"# 带，拷贝数分别为 ,3 个Q细胞和 . 个Q细胞；而桔

橙糖多孢菌（泳道 ,.）中则检测到约 39*+ 的质粒 !"# 带，拷贝数 ,, 个Q细胞。

图 " 改变脉冲电泳条件以检测小的线型质粒

,/ ! / "#$#%&’($%&（0123）；3/ ) / *+,&""#’& 4；4/ ) / &(-.,+#%.( 44-；-/ 1 / *2.’3%4.’(#( -39.；9/ ) / /.0#*&’& 56784.3&；

(/ 1*-#’+/5*.( :;/ ,4<&；& / ! / ,46,+&4,&’-#&4/ -<,’)；’/ 1 / 0#’37#&’3.’(#( ==>==.&)3)；./ 8 / 54"+’3.’(#( .,&；,)/ !/

:4(*+&4,&4-#&*4/ 3)(；,, / 1 / ;4’/#’3.’(#( ,9；,3 / 1 / 54’’&’.’(#( 3,；,4 / 1 / %&((+’$#"".# -,,&)，,-/ ) / 4’#:+,/#( 558,)3；

,9/ <2+%+*+**4( :;/ =8,-8,；,(/ 85*+6&*-.,#4/ :;/ #>==()&；,&/ 1 / /.%#-.,,&’.# ?>；,’/ ) / *+,&""#’& 4’；,. / ! / &4,&’=

-#&*& -)),；G/!!"#Q>#’K" GHF*EF / =IJKDCDIJ:：)<9LHMHFI:E MEB，( N，,,O，, P (: ;AB:E/ =OF：=OFI@I:I@E/

测试不同的脉冲电泳条件，以及多次重复实验，在所检测的 ,. 株菌中我们还发现存在其他不同大

小和拷贝数的线型质粒。图 4 显示红球菌（泳道 ,）中存在一个约 ,-)*+ 的线型质粒 !"# 带，拷贝数为

4 个Q细胞。除约 -)*+（在该电泳条件下 49*+ 和 -9*+ 的线型 !"# 电泳几乎在同一位置）的高拷贝线型质

粒外，在分枝杆菌（泳道 3）中还存在一个约 93)*+ 的线型质粒 !"# 带，拷贝数 3 个Q细胞。除约 39*+ 的低

拷贝线型质粒外，在桔橙糖多孢菌（泳道 4）则还检测到一个约 ,()*+ 的高拷贝线型质粒 !"# 带（拷贝数

’(( 微 生 物 学 报 -4 卷



图 ! 脉冲电泳检测放线菌线型质粒

!" !"#$#%#%%&’ #$" %&!’&!； (" ()%#*+%,-./&0 #$"

)*%%+,-；." 1 " +&.+2,/+%+ ’,,!；’" 3 " %#.+44/2+ ./；0"

5 " 0-$/,-..+2-/ 1*；2"!34) 567895:; 7<==:; " %>?=989>?#：

,"0@ <A<;>#: A:7，+ B，(( C，0, D E, # $67#:" );;>F G9A6;:

$7<#59= H<?="

!0 个I细胞）和一条约 ’!,JH 的低拷贝线型质粒 34)
带（拷贝数 K ! 个I细胞）；地中海拟无枝菌酸菌（泳道

0）中存在一个约 -0,JH 的线型质粒 34) 带，拷贝数

K ! 个I细胞。

! 讨论

在常规脉冲电泳条件下线型 34) 大分子能够

进入凝胶中运动，而高分子量的环型超螺旋 34) 则

无法离开上样孔进入凝胶［.，!,］。利用线型与环型

34) 大分子在脉冲电泳条件下这个特点，我们对来

自放线菌 !0 个属 !E 个不同种的菌株进行分析，确

定均 存 在 线 型 结 构 的 染 色 体，排 除 了 L:=:?H<MC
等［!,］认为的红球菌属和拟无枝菌酸菌属的染色体

可能为环型结构的假设。L:=:?H<MC 等［!,］发现在不

同脉冲电泳条件下，不同大小的线型 34) 分子得到

不同程度的分开。类似地，通过改变脉冲电泳条件

以及重复试验，我们还发现放线菌 0 个属的菌株中

存在不同大小和拷贝数的线型结构的质粒。

红球菌 %&!’&! 对石油废料中的十六烷烃具有降解能力（曹薇寰，未发表），了解该菌株中存在的大的

线型质粒是否携带降解十六烷烃相关的基因是有非常重要的意义。与红球菌属亲缘关系近的珊瑚诺卡

氏菌 ./ 菌株中发现的较小的高拷贝线型质粒，可用于研究链霉菌之外的放线菌线型质粒是否具有不同

与链霉菌的新的生物学功能。此外，可利用红球菌或诺卡氏菌线型质粒稳定复制和接合转移所需的基

本单元，发展放线菌人工线型染色体，来构建可以降解多种有毒化合物的超级降解菌株。
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致 读 者

感谢广大作者、读者多年来对《微生物学报》的关心和支持！为了适应改革开放的需要，使科研成果

尽快得到交流，!""+ 年（++ 卷第 ( 期开始）本刊将全新改版，更换彩色封面，由原来的小 (F 开本改为标准

大 (F 开本（!(" _ !*#），双月刊，每册 (!G 页，发表周期缩短，内容更加丰富详实。欢迎投稿！欢迎订阅！

欢迎提出宝贵意见！

《微生物学报》编辑部
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