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尤马马杜拉放线菌染色体复制区的克隆及功能分析
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摘 要：尤马马杜拉放线菌（!"#$%&’()*+( ,*’(-%.$.）LMMN6$’6’产生马杜拉霉素，用于防治禽类球虫病。试验以放
线菌 )%(!与 )%(/基因保守区设计的简并引物进行 O0M扩增，获得了包含尤马马杜拉放线菌的染色体复制区 &+$0
的片段，并进行了序列分析和复制功能的研究。尤马马杜拉放线菌染色体的 &+$0 全长为 (6(碱基对，含有 6!个
P,;Q盒子和 $个 Q7富含区，P,;Q盒子的保守序列是（790）（790）5700（Q90）0Q，与已发表的 #个属的放线菌染色
体 &+$0的序列特征不同。携带该 &+$0片段的大肠杆菌质粒可以在天蓝色链霉菌中复制并以低拷贝方式遗传，表
明这是一段有复制功能的序列。比较来自放线菌 !个属的 &+$0，发现以 &+$0序列和以 6&/ RMLQ基因序列构建的进
化树十分相似，表明 &+$0序列也可以体现放线菌物种之间的关系。
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放线菌具有复杂的发育和分化周期，作为革兰氏阳性细

菌的一个重要类群，产生了约 ="%%种以上的抗生素和生理
活性物质［6］。与大肠杆菌等细菌一样，放线菌的染色体有一

个复制起始区（KR@J@, KU FHRK?KCK?;8 R-V8@F;W@K,，&+$0），位于保
守基因 )%(!与 )%(/ 之间［$，#］。目前，在放线菌中已鉴定了
&+$0的属有链霉菌（1#+-2#&’,"-.）、分枝杆菌（3,"&4("#-+$*’）和
拟无 枝 菌 酸 菌（ !’,"&5(#&2.$.）［! ) &］。变 铅 青 链 霉 菌
（1#+-2#&’,"-. 5$6$)(%.）的 &+$0 含有 6(个 P,;Q盒子（(个碱基
对的保守序列）以及短而分散的富含 Q7序列的区域［’］，麻风
分枝杆菌（3,"&4("#-+$*’ 5-2+(-）的 &+$0 有 # ) ’个 P,;Q盒子
和 6 个 Q7 富含区［!］，地中海拟无枝菌酸菌（ !’,"&5(#&2.$.
’-)$#-++(%-$）的 &+$0有 6(个 P,;Q盒子和 $个 Q7富含区［&］。
马杜拉霉素（X;Y+R;?@F@,）是重要的防治禽类球虫病的

聚醚（VK8I-WH-R）类抗生素，其产生菌尤马马杜拉放线菌
（!"#$%&’()*+( ,*’(-%.$.）属于马杜拉放线菌属［"，=］。该试验克
隆和测序了尤马马杜拉放线菌 LMMN6$’6’的染色体复制起
始区，通过体内转化实验证明它具有复制功能。此外，通过

比较来自放线菌 !个属的 &+$0，发现以 &+$0序列构建的进化
树和以 6&/ RMLQ基因序列构建的进化树极其相似。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和质粒：大肠杆菌（ 7."8-+$"8$( "&5$）菌株 PZ’!、
>76$’&"（V[\=%%$）和质粒 V]8+-CFR@VW" /.（ ^）为上海植物生
理生态研究所分子微生物实验室保存。天蓝色链霉菌

（1#+-2#&’,"-. "&-5$"&5&+）X6!’由 ZKV_KKY教授提供。尤马马杜
拉放线菌（ !"#$%&’()*+( ,*’(-%.$.）LMMN6$’6’ 由 *@? /_-‘-I
（QM/ O;W-,W 0+8W+R- 0K88-FW@K,，[/Q）提供。复制子探针质粒
VZ4&!$包含大肠杆菌质粒 M.$ 的接合转移起点 &+$9、以及
可以在链霉菌中选择的硫链丝菌素抗性基因 #.+、大肠杆菌

0K8>6质粒的复制区和氨苄青霉素抗性基因 45(。
!"!"# 主要试剂：所用抗生素氨苄青霉素、氯霉素、卡那霉
素及硫链丝菌素均购于 /@J?;公司（[/Q），所用生化试剂（蛋
白胨、酵母粉、葡萄糖、L;08、甘露醇、aO75、12J;8等）均购于上
海 /;,JK,公司。所用限制性内切酶 :$%Y#、7"&M$，7! PLQ
连接酶及 PLQ 6bD分子量标准物均购于 X]a（0;,;Y;）公司。
OIRKD-CW7X PLQ聚合酶购于大连 7;.;M;公司。
!"# $%&基本操作
链霉菌培养、染色体和质粒 PLQ提取、以及 O0M扩增等

操作技术参照文献［(］。大肠杆菌培养、转化和质粒提取等
基本操作技术参考文献［6%］。大肠杆菌和链霉菌进行“两亲
本杂交”接合转移的方法参见文献［66］。
!"’ $%&序列的克隆、测定和分析
根据放线菌染色体基因 )%(! 和 )%(/ 的保守区序列设

计一对简并引物 ’c2Q7005/5Q50755Q555/502#c 和 ’c2
57570570/05500/50/502#c，O0M 扩增条件参照 OIRKD-CW7X

PLQ聚合酶使用说明。PLQ引物合成和测序均由英骏生物
技术公司完成。序列的编辑使用 ]@K>Y@W /-A+-,F- Q8@J,?-,W
>Y@WKR（P-V;RW?-,W KU X@FRKD@K8KJI，LKRWH 0;RK8@,; /W;W- [,@d-RC@WI，
[/Q）。放线菌 PLQ 开放阅读框分析软件为“:R;?-V8KW#S%
D-W;”（ HWWV：99_;WCK,E ,@HE JKE eV9 ) e+,9FJ@2D@,9UR;?-V8KW2#S%DE
V8）［6$］。使用 505软件（5-,-W@FC 0K?V+W-R 5RK+V，HWWV：99___E
D@KC@,KE KRJ9V;J-C98;DE HW?）查找目标序列中与变青链霉菌
（1#+-2#&’,"-. 5$6$)(%.）P,;Q盒子 775700Q0Q相似的序列。
!"( 基于复制起始区序列的系统进化分析
从美国国家生物技术信息中心（L;W@K,;8 0-,W-R UKR

]@KW-FH,K8KJI a,UKR?;W@K,，L0]a，HWWV：99___E ,FD@ E ,8?E ,@HE JKd9）
5-,];,b数据库中选取已经证明其复制功能并有明确边界的
真细菌及与它们序列相似的细菌复制起始序列为材料进行

分析，系统进化树采用 X>5Q #S6（0-,W-R UKR >dK8+W@K,;RI



!"#$%&’#() *+#’,&$-，./0）中的 1+&234’"567’&#&#2 构建，制作发
育树以 !"#$%&’ ("#$%)*"+,&’ 的序列作为外群，用 8’’%-%5(9分
析评估树的稳定性［:;］。

! 结果和分析

!"# 尤马马杜拉放线菌染色体的复制区的克隆
目前已鉴定的 ;株放线菌染色体复制起始区均位于保

守基因 -./0与 -./1之间［< = >］。利用基因 -./0与 -./1保守
区设计的引物，以尤马马杜拉放线菌 1??@:AB:B 的基因组
C10为模板，进行 DE?扩增和凝胶电泳。结果检测到 :条大
小约 :F;G4的特异性 C10带（图片未列出）。
!"! 染色体复制区的测序和分析
将 DE?扩增的约 :F;G4的 C10片段克隆到大肠杆菌质

粒 98)"+-$5&9%! /H（ I）的 23)?"位点。利用质粒上的 J;和
JK序列为引物进行测序，获得全长为 :A>B49，其中在 -./0及
-./1之间序列为 L:L49。利用放线菌蛋白读框分析软件
“!5(,+9)’%;FM 4+%(”分析在该段 C10序列中没有发现可能编
码蛋白的基因，而利用软件 *E*分析可能的 )$+4，发现了 :<

个 C#(0 盒子以及 A 个 :;49 的富含 0J 的区域（A<L 位的
*00000JEEE00*，K>: 位的 00*000000EJE0，图 :），C#(0
盒子的保守序列是（JNE）（JNE）*JEE（0NE）E0（表 :）。因此，
该 L:L49的序列可能是尤马马杜拉放线菌 1??@:AB:B 的染
色体的复制区。

表 # 尤马马杜拉放线菌 $%%&#!’#’ !"#$中
()*+盒子的碱基组成

J(4)+ : J3+ #"$)+’%&O+- "-(2+ &# C#(068’P+- ’Q

0 R 5&%/#.’+’ 1??@:AB:B )$+4
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"-(2+ ’Q C#(064’P+-（S）

: A ; < B > K T L
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J3+ 4’)O #",4+5- (5+ %3+ 3&23+-% Q5+U"+#$V ’Q "-+O6#"$)+’%&O+-R

图 # % , &’()*+,#, $%%&#!’#’基因组 -+)%和 -+).之间的 ($+片段的序列分析
!&2R: E3(5($%+5&W(%&’# ’Q C10 -+U"+#$+ 4+%X++# %3+ -./0 (#O -./1 2+#+- ’Q 0 R 5&%/#.’&- 1??@:AB:BR

/’)&O (#O O(-3 (55’X3+(O- &#O&$(%+ %3+ #",4+5+O C#(064’P+-R .#O+5)&#+O 9(5%- -3’X %X’ 0J6?&$3 5+2&’#-R

!"- 染色体复制区的功能研究
为了测试所获得的 -./06-./1 之间的 C10序列是否具

有复制功能，将 DE?扩增的 C10克隆到大肠杆菌质粒 9YZ6
><A的 23)?#和 6+.O$位点，得到质粒 9[?:（图 A）。将
9[?:通过接合转移从大肠杆菌导入天蓝色链霉菌 \:<B，结
果显示，9[?:能够通过接合转移的方式导入到 \:<B，获得

接合转移子的效率为 : ] :M^ >。抽取质粒 C10，电泳后检测
不到质粒 C10条带。但是，C10提取物可以转化大肠杆菌
CYB%，抽取质粒 C10进行酶切，与 9[?:相同（图片未列出）。
因此，来自尤马马杜拉放线菌的 L:L碱基对序列可以在天蓝
色链霉菌中进行复制和以低拷贝方式遗传。

M;B _‘0 Y(&6V(#2 #( /, R N03(/ 7+3$)8+),)9+3/ :+.+3/（AMMK）<K（;）



图 ! 质粒 "#$%的物理图谱
!"#$% &’()"*+, -+. /0 .,+)-"1 .234$

图 & 利用 !"#$序列和 %’( )$*+基因序列构建的进化树的比较
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!,- 放线菌染色体复制区的进化树分析
B"+8等［>］的研究表明，利用链霉菌、分枝杆菌和拟无枝

菌酸菌等的 !"#$ 序列，与利用相应的 4>? 73@A基因序列制
作的进化树十分相似。将来自尤马马杜拉放线菌的 !"#$ 序
列，利用 DEFA5O4 软件包中的 89"#’;/=7IP/"8"8# 法分别构建
!"#$和 4>? 73@A的进化树（图 5）。结果显示，除了进化距离
有些差异外，以 !"#$ 序列构建的进化树与以 4>? 73@A序列
构建的进化树极其相似，均可分为两类群，类群!包含了全
部的肠杆菌，类群"包含放线菌如马杜拉放线菌、链霉菌、分
枝杆菌和拟无枝菌酸菌。

& 讨论
目前放线菌的 5 个属中已鉴定了染色体的复制区

!"#$［Q R >］，本文首次报道在马杜拉放线菌属鉴定了染色体的

复制区。表 %显示，与来自变铅青链霉菌、麻风分枝杆菌和
地中海拟无枝菌酸菌染色体 !"#$中 S8+A盒子序列的保守序
列［分别是（BT6）（BT6）（FTAT6）B66A6A，BB（FT6）B66A6A和
（BTF）BF（BT6）（6TF）6（AT6）6A］不同，尤马马杜拉放线菌的
保守序列是（BT6）（BT6）FB66（AT6）6A。此外，这 Q株放线菌
染色体 !"#$中的 S8+A盒子的重复次数不同（分别是 4U、4U、Q
和 4Q次），富含 AB 序列也不同。故在已鉴定的放线菌染色体

45M夏海洋等：尤马马杜拉放线菌染色体复制区的克隆及功能分析 $ T微生物学报（%VVW）QW（5）



复制区 !"#$中，马杜拉放线菌的 !"#$盒子的核心序列、!"#$ 盒子的重复次数、以及 %段富含 $& 的序列均为独特的。

表 ! 放线菌 !"#$中 "#$%盒子序列保守性比较
&#’() % &*) +,-.#/01," ,2 3*) +,"1)/4) 1)56)"+) ,2 !"#$7’,8)1 0" !"#$ ,2 $+30",-9+)3)1

&*) .,1030," ,2
’#1) 0" !"#$7’,8)1

&*) "6+(),30:) 61#;) <=
> % ? @ A B C D E
& & F & G G $ G $

H6-’)/
,2 !"#$7’,8)1

I)";3* ,2
!"#$<’.

% J &’()*+,#, B@ CE CE >KK >KK E? ?B >KK C% >@ E>E
% J (*-#.*"")+*# B? DE %EA CE C? D@ CE EA DE >E DD@
/ J 0#1#-)+, C@ CE A? EA DE >KK EA >KK BD >E E?@
2 J 0*3")* >KK >KK AK >KK >KK CA >KK CA >KK @ A%>

H,3)：&*) F)"L#"M #++)110," "6-’)/1J：%4.#+!()’") &’()*+,#, NOK>KDD@； %(&4!0).!3,#, (*-#.*"")+*#，$PBKB>>?； /."*3.!(&4*, 0#1#-)+,，$OKCCE@%；
2&4!5)4.*"#’( 0*3")*，QCKC%% J

携带马杜拉放线菌染色体 !"#$ 片段的大肠杆菌质粒可
以在天蓝色链霉菌中复制，暗示天蓝色链霉菌染色体复制的

起始蛋白 6+)%对于 6+)%盒子序列识别的特异性不高。利
用尤马马杜拉放线菌的 !"#$序列制作的进化树，与利用 >BR
/SH$序列制作的进化树十分相似，表明 !"#$ 序列也可体现
放线菌物种间的关系，同时进一步支持了 &0#"等推测［B］。
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