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摘  要: 从来自中国深海的样品中分离到一株菌株 ZOYM, PCR 获得其 16S rRNA 基因序列, 经比

对, 与已发表的动性球菌属(Planococcus)的不同种高度相似。提取质粒 DNA, 在琼脂糖凝胶上检

测到多条DNA带, 对其中 2个小的环型质粒 pPCZ1和 pPCZ2进行了克隆和测序。 pPCZ1和 pPCZ2
的全长分别为 4738 bp 和 7935 bp, 编码 3 个和 8 个蛋白。预测的 pPCZ1 和 pPCZ2 的复制蛋白 Rep
分别与链球菌(Staphylococcus)质粒 pSCFS1 和芽孢杆菌(Bacillus) 质粒 pBM19 的 Rep 有很高的相

似性。此外, pPCZ1 和 pPCZ2 的复制蛋白 Rep 之间也有一定的同源性。质粒 pPCZ1 和 pPCZ2 上

均未找到滚环复制质粒保守的 dso和 sso序列, 而在复制基因的上游均发现有多个重复序列和富含

AT 的序列, 因此, 推测它们可能不是以滚环方式进行复制, 而是 theta 方式。这是首次报道动性球

菌属两个质粒的完整序列。 
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Abstract: A new strain ZOYM was isolated from deep ocean of China and its 16S rRNA gene sequence 
showed high homology with that of the other published Planococcus species. Plasmids DNA were isolated 
and multiple bands were detected on an agarose gel, and two small of them, designated pPCZ1 and pPCZ2, 
were further cloned and sequenced. The complete nucleotide sequences of pPCZ1 and pPCZ2 consisted of 
4738 and 7975 base pairs, encoding 3 and 8 proteins, respectively. The predicted replication proteins (Reps) 
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of pPCZ1 and pPCZ2 showed high homology with that of Staphylococcus plasmid pSCFS1 and Bacillus 
plasmid pBM19, respectively. In additional, the Reps of pPCZ1 and pPCZ2 displayed homology with each 
other. No conserved dso and sso of the rolling-circle plasmids were found on pPCZ1 and pPCZ2, while mul-
tiple direct-repeats and AT-rich sequences were found on upstream of the rep genes, suggesting that replica-
tion of the two plasmids might be in a mechanism of theta-type. This is first report on the complete nucleo-
tide sequences of Planococcus plasmids pPCZ1 and pPCZ2. 

Keywords: Planococcus, Plasmids, Nucleotide sequence, Replication 

动性球菌属于革兰氏阳性细菌, 广泛分布于海
洋或者沙滩。自 1894 年 Migula 发现动性球菌
(Planococcus)以来 [1], 相继有十余个种被鉴定到这
个属中。最近有两个动性球菌属的种被重新归类到

动性微菌属(Planomicrobium)中[2]。 
动性球菌属中质粒的报道仅 Labuzek等在 2003

年发现了一个 5 kb 的质粒[3], 尚未见有报道该质粒
的序列测定。我们从海洋样品中分离得到一株细菌, 
经过 16S rRNA 基因测序和与已发表的动性球菌属
的种进行比对 , 初步认为这是一株新的动性球菌 , 
命名为 Planococcus sp. ZOYM。进一步发现该菌中
存在多个内源的质粒 , 我们对其中的两个质粒
pPCZ1和 pPCZ2进行了克隆、测序和分析。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 动性球菌 ZOYM从中国深海样
品中分离到, pPCZ1和 pPCZ2为该菌中的两个内源
质粒。大肠杆菌(Escherichia coli)菌株 DH5α和质粒
pSP72作为克隆的宿主和载体。 
1.1.2  主要试剂: 限制性内切酶和 T4 DNA连接酶
购于 MBI公司。Taq DNA聚合酶和溶菌酶为 Sangon
产品, PCR 产物纯化试剂盒为上海华舜生物工程有
限公司产品。 
1.1.3  培养基: 培养动性球菌 ZOYM和大肠杆菌的
培养基为 LB。 

1.2  培养和基本的遗传操作 
大肠杆菌培养、转化、质粒提取和 PCR等基本

操作见文献[4]。动性球菌于 30℃培养, 质粒 DNA
的提取参照文献[4]。 

1.3  16S rRNA 基因测序和比对 
刮取LB平板上生长的单菌落 3 个, 扩大培养并

提取总DNA。以 10 ng基因组DNA为模板, 利用一对
引 物 (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 和

5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)加入 dNTPs

和Taq聚合酶进行PCR扩增 , 条件为 : 95°C 3 min; 
95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2 min, 30个循环; 72°C  
10 min。PCR产物用试剂盒纯化后进行测序(上海基
康公司)。序列比对的分析软件为(http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/blast/)。 

1.4  质粒 DNA 的克隆、序列测定和分析 
全长的 pPCZ1 克隆到大肠杆菌质粒 pSP72 上, 

利用双向引物延伸进行测序(上海基康公司)。从凝

胶中回收约 5 μg质粒 PCZ2的 DNA, 利用“鸟枪法”

进行测序(国家人类基因组南方研究中心)。DNA 开 

放阅读框的分析软件为“CPUlot” (www.nocardia.nih. 

go.jp/cuplot), 序列比对的分析软件为 (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/blast/), DNA二级结构的预测采用

软 件 “DNA folder” (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/ 

cgi-bin/dna-form1.cgi), pPCZ1 和pPCZ2 的核苷酸全

序列及其注解已提交GenBank数据库, 登录号分别

为DQ438984和DQ438985。 

2  结果和讨论 

2.1  动性球菌属的一个新的菌株 ZOYM 
菌株 ZOYM 可以在 LB 培养基上生长, 产淡黄

色色素, 菌落表面光滑, 经革兰氏染色为阳性。提取

DNA, 进行了 16S rRNA基因序列的扩增和测序。在

GenBank 数据库比对显示, 与动性球菌属的所有菌

株有很高的相似性, 如与Planococcus sp. Tibet-IX21

和 Planococcus sp. Smarlab 3302355的相似性分别为

99.23%和 99.65%, 初步表明 ZOYM 是动性球菌属

的一个新的菌株。如果将菌株 ZOYM归类到种, 尚

需更多的分类鉴定。 

2.2  质粒 pPCZ1 的克隆、测序和分析 
利用碱变性方法从菌株 ZOYM 提取环型质粒

DNA, 进行琼脂糖凝胶电泳。图 1 显示, 凝胶中可

见 4条清晰的 DNA带, 表明存在多个内源质粒。我

们对其中的两个较小的质粒进行了研究。 

http://www.ncbi.%20nlm.nih.gov/blast/
http://www.ncbi.%20nlm.nih.gov/blast/
http://www.nocardia/
http://www.%20ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.%20ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://mfold.bioinfo.rpi.edu/
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图 1  从菌株 ZOYM 中检测质粒 DNA 
Fig. 1  Detection of plasmids in Planococcus sp. ZOYM 
Note: 1: Strain ZOYM; 2: CCC marker. Plasmids DNA of strain 
ZOYM was isolated by alkaline procedure[4] and electrophoresed in 
a 0.9% agarose gel at 2 V/cm for 5 h. Two plasmids DNA bands 
were indicated. Supercoiled DNA ladder (Invitrogen Co.) was used 
as size marker. 
 

从凝胶中回收约 5 kb 的质粒(命名为 pPCZ1), 

用 BamH I、Bgl II、EcoR I、EcoR V、Hind III 和

Xho I进行酶切, 显示单一的 Bgl II位点。从凝胶中

回收 Bgl II酶切的质粒 DNA, 克隆到大肠杆菌质粒

pSP72 中。利用双向引物延伸进行测序, 结果表明, 

pPCZ1的DNA全长为 4738 bp, G+C含量为 37.15%。 

表 1显示, pPCZ1上携带 3个基因, 其中 PCZ1.1 
基因(命名为 rep)编码的蛋白与链球菌(Staphylococcus)
质粒 pSCFS1 的复制蛋白有很高的相似性, 与已知

为 theta 复制机制的假单胞菌 (Pseudomonas)质粒
pPS10的Rep也有显著的相似性 [预期值 2×10−4, 相
似性 30/126 (23%)]。PCZ1.3 蛋白与质粒 pSCFS1
编码的重组酶 (Recombinase)很相似。链球菌质粒
pSCFS1 的大小为 17108 bp (GenBank 登录号为
NC_005076), 编码 14个蛋白。pPCZ1仅为 4738 bp, 
是目前在动性球菌属中发现的最小的质粒。 

2.3  质粒 pPCZ2 的克隆、测序和分析 
从凝胶中回收约 8 kb 的质粒(命名为 pPCZ2), 

用 BamH I、Bgl II、EcoR I、EcoR V、Hind III和 Xho I
进行酶切, 也显示单一的 Bgl II位点。经过“鸟枪法”
测序, pPCZ2大小为 7935 bp, G＋C 含量为 36.64%。 

表 2 显示, pPCZ2 编码 8 个基因, 其中 PCZ2.1 
基因(命名为 rep)编码的蛋白与芽孢杆菌(Bacillus)质
粒 pBM19的复制蛋白有很高相似性, 与质粒 pPS10
的 Rep 也有较好的相似性 (预期值 8×10−11, 相似性
62/217 [28%])。PCZ1.3蛋白与质粒 pSCFS1编码的
重组酶很相似。芽孢杆菌质粒 pBM19 的大小为
19167 bp (GenBank登录号为 NC_005328), 编码 15
个蛋白, 除了 Rep 蛋白和整合酶(Integrase)外, 其余
蛋白与 pPCZ2的无显著的相似性。 

值得注意的是, pPCZ1 和 pPCZ2 的复制蛋白
Rep 之间也有一定同源性(预期值 4×10−9, 相似性 
60/244 [24%]), 暗示这 2个质粒有一定的衍生关系。 

 
表 1  预测质粒 pPCZ1 可能的蛋白编码区 

Table 1  Potential open reading frames in plasmid pPCZ1 

阅读框 
ORFs 

位置 
Position (bp) 

大小 
Size (aa) 

评价值 
E value 

相似性和功能 
Similarity and function 

PCZ1.1 673~1689 338 2.87×10−130 Replication initiator protein (Staphylococcus sciuri) 

PCZ1.2 2145~2834 229 / No similarity 

PCZ1.3 3350~4738 462 2.57×10−58 Integrase or recombinase (Staphylococcus sciuri) 
 

表 2  预测质粒 pPCZ2 可能的蛋白编码区 
Table 2  Potential open reading frames in plasmid pPCZ2 

阅读框 
ORFs 

位置 
Position (bp) 

大小 
Size (aa) 

评价值 
E value 

相似性和功能 
Similarity and function 

PCZ2.1 560~1765 391 1×10−36 Replication initiator protein (Bacillus thuringiensis) 

PCZ2.2 2388~2588 66 6×10−6 Unknown (Bacillus sp. NRRL B-14911) 

PCZ2.3 3215~3769 184 3×10−72 Unknown (Staphylococcus sciuri) 

PCZ2.4 5011~4343 222 / No similarity 

PCZ2.5 5285~5611 108 / No similarity 

PCZ2.6 6267~5818 149 4×10−5 Unknown (Bacillus sp. NRRL B-14911) 

PCZ2.7 6917~7360 147 / No similarity 

PCZ2.8 7475~7975 166 1×10−61 Integrase or recombinase (Staphylococcus sciuri) 
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2.4  质粒 pPCZ1和 pPCZ2可能以 theta方式进行

DNA 复制 
细菌质粒一般以滚环(Rolling circle replication, 

RCR)或 theta 方式进行 DNA 的复制。滚环复制的

质粒要求有复制蛋白 Rep、双链起点(Double strand 

origin, dso)和单链起点(Single strand origin, sso)[5]。

但是 , 在 pPCZ1 和 pPCZ2 上均找不到保守的 dso

和 sso, 其复制蛋白 Rep 与已知的 RCR 质粒没   

有相似性 , 暗示它们可能不是以滚环的方式进行

复制。  

Theta复制的质粒一般有质粒编码的 rep基因和
邻近的非编码区(常常包括富含 AT的序列和重复序
列)[6]。大量的研究表明, 假单胞菌质粒 pPS10 采用
了 theta 方式复制, 在复制基因的上游有一段富含

AT序列、4个 22 bp的重复序列(Iteron)和 1个 DnaA
结合区[7]。pPCZ1 和 pPCZ2 的复制蛋白均与 pPS10
的相似, 在 pPCZ1 的 rep 基因上游有两段富含 AT
的序列 (分别为 41 bp 和 78 bp)和 3 个 21 bp 
(TGAAAGAAATGCCACCTTTTA)的重复序列(图 2), 
在 pPCZ2 的 rep 基因上游也有一段富含 AT 的序列
(40 bp)、5个 21 bp (TAACTATTACACTTTCGGT GT)
和 4个 8 bp (TGTTTTAA)的重复序列 (图 3)。这些
结果暗示 pPCZ1和 pPCZ2可能均以 theta方式进行
DNA 复制。过量表达和纯化 pPCZ1 和 pPCZ2 的复
制蛋白, 在体外与以上预测的DNA重复序列进行结
合反应, 然后利用凝胶阻滞(Gel retardation)和 DNA
足印(Footprinting)实验可以确定蛋白-DNA 相互作
用的特异性和结合的序列。 

 

 

图 2   质粒 pPCZ1 可能的复制起点的序列特征 
Fig. 2  Sequence characters of putative origin for initiation of pPCZ1 replication 

Note: Three direct repeats (DR) are indicated by arrowheads. Two AT-rich sequences are boxed. 

 

 

图 3  质粒 pPCZ2 可能的复制起点的序列特征 
Fig. 3  Sequence characters of putative origin for initiation of pPCZ2 replication 

Note: Four direct repeats of 8 bp (DR1) and five direct repeats of 21 bp (DR2) are indicated by arrowheads. One AT-rich sequence is boxed. 
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