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摘　要：为深入了解大肠杆菌ｔｏｐＡ－突变体中转录对ＤＮＡ结构的影响，以编码一个ｔｅｔＡｃｆａＡＢＣＥ共转录单元的
质粒ｐＪＧＸ１５Ａ为研究对象，利用氯喹 －琼脂糖凝胶电泳比较了大肠杆菌 ＨＢ１０１（ｔｏｐＡ＋，ｇｙｒＢ＋）与 ＤＭ８００
（ｔｏｐＡ－，ｇｙｒＢ２２５）细胞中ｐＪＧＸ１５Ａ质粒的拓扑结构状态，发现 ＤＭ８００细胞中 ｐＪＧＸ１５Ａ存在一种特殊的凝集结
构。这种结构在氯喹－琼脂糖凝胶电泳中具有较高的迁移率，而且呈现 “弥散”状态而不是清晰的拓扑条带。

进一步的研究表明培养基中的四环素质量浓度以及细胞生长时相均会影响ｐＪＧＸ１５Ａ在ＤＭ８００细胞中的结构，而
凝集结构只出现在四环素质量浓度低于６μｇ／ｍＬ时的对数期ＤＭ８００细胞中。原子力显微镜照片显示这种结构并
非典型的互缠式超螺旋结构，而是含有不同程度的分子内凝集，部分ＤＮＡ分子高度凝集为一团。
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ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｃｏｎｄｅｎｓｅｄｔｏａｃｏｉｌ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＤＮＡｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ；ｔｏｐＡ－ｍｕｔａｎｔ

　　ＤＮＡ是细胞内最主要的遗传物质，其三维结
构对细胞内ＤＮＡ复制和ＲＮＡ转录等生理活动有非
常大的影响。因此，研究 ＤＮＡ的拓扑结构形式及
其包装方式具有非常重要的意义。ＤＮＡ超螺旋对
于细胞活性来说是必需的，因此在细胞内是受到严

密调控的［１］。胞内超螺旋程度受特定酶 （ＤＮＡ拓
扑异构酶和旋转酶）的控制，它们可以在 ＤＮＡ分
子上引入或者去除超螺旋［２－５］。

基因的转录也对 ＤＮＡ的超螺旋状态也有很大
的影响。在转录过程中，在转录复合体前方和后方

ＤＮＡ分别生成数量相当的正超螺旋和负超螺旋。
而这些超螺旋可以通过多种途径进行消除，包括

ＤＮＡ拓扑异构酶的作用，ＤＮＡ双螺旋与转录复合
物的相互旋转使正超螺旋和负超螺旋互补消除

等［６］。转录的过程中，在特定的拓扑异构酶失活

的情况下，如果 ＤＮＡ双螺旋链与转录复合物的相
互旋转同时也被阻止或者被限制，那么就会积累相

应的超螺旋。因此，在拓扑异构酶 Ｉ缺失的菌株
中，ｔｅｔＡ的共转译系统使其产物的氨基端的膜插入
区结合到细胞质膜上，或者其他某些 ＤＮＡ结合蛋
白 （如ＬａｃⅠ）结合到 ＤＮＡ双链上［７］，均可阻止

ＤＮＡ链和转录复合物的相互旋转，在旋转酶 （ｇｙ
ｒａｓｅ）的作用下，引入负超螺旋，最终导致高度负
超螺旋的产生［８－９］。通过对 ｐＢＲ３２２质粒 ＤＮＡ详
细的研究，Ｌｉｕ和 Ｗａｎｇ［１０］认为这种负超螺旋增加
是由于ＤＮＡ模板在转录过程中的分子操作造成的，
进而提出了 “孪生超螺旋结构域”模型。而且孪生

结构域导致的高度负超螺旋的形成依赖于膜结合蛋

白如ｔｅｔＡ蛋白，同时也依赖于转录复合物的数量
以及转录的相对方向［８，１０］。另外，Ｄｒｏｌｅｔ和 Ｌｉｕ
等［１１］又提出了 Ｒｌｏｏｐ模型，即在转录延伸过程中
形成的新生 ＲＮＡ链在转录复合物后方与其模板链
形成ＲＮＡＤＮＡ杂交双螺旋结构，该结构的形成导
致了后续的超螺旋的产生，而高浓度的 ＲＮａｓｅＨ
（特异性的降解 ＲＮＡＤＮＡ杂交链中的 ＲＮＡ）可以
消除转录延伸过程中产生的负超螺旋［１２－１３］。在该

假说中，ＤＮＡ负超螺旋的形成依赖于转录的延伸，
并且 ＤＮＡ拓扑异构酶在稳定该种结构方面起着重
要的作用。Ｒｌｏｏｐ可以稳定负超螺旋，同时高度的
负超螺旋又促进Ｒｌｏｏｐ的形成。

近十几年来，多个课题组利用体外［７，１４］或体

内［１５－１８］的转录体系证明，在体系中存在旋转酶

（Ｇｙｒａｓｅ）而缺失拓扑异构酶 Ｉ（ＴｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩ）
时高效的转录可以促进质粒 ＤＮＡ负超螺旋的积累
并形成高度负超螺旋结构 （Ｈｙｐｅｒｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｓｕｐｅｒ
ｃｏｉｌｅｄＤＮＡ）。然而，需要指出的是这些研究中使
用的均为单一的、相对较短的转录单元。而在细菌

染色体上存在很多大的基因或基因簇，它们的转录

单位通常都很大，这种长距离的转录可能会对

ＤＮＡ结构产生更大的影响。为了研究这种影响，
我们使用 ｐＪＧＸ１５Ａ作为报告质粒。该质粒的构建
是直接将含有结构基因簇 ｃｆａＡＢＣＥ的 ＤＮＡ片段直
接插入到ｔｅｔＡ基因的下游［１９］。由于插入片段上不

带有启动子，该基因簇与 ｔｅｔＡ基因共转录并形成
一个长的转录单位。此前的研究已证明在两种菌株

中ＣＦＡ／Ｉ均可以很好的表达并组装形成菌毛［１９］。

本课题的研究结果表明，在大肠杆菌 ｔｏｐＡ－细胞
中，ｔｅｔＡ－ｃｆａＡＢＣＥ的高效转录可以促使 ｐＪＧＸ１５Ａ
形成一种部分高度凝集的结构。该结构在氯喹－琼
脂糖凝胶电泳具有较高的迁移率并表现为 “弥散”

状态。原子力显微镜的观察结构表明这种质粒

ＤＮＡ分子中含有不同程度的凝集结构且其结构参
数明显有别于超螺旋质粒ＤＮＡ。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　试剂　溶菌酶、ＳＤＳ、ＰＥＧ６０００、溴化乙锭
（ＥＢ）、氯喹等购自 Ｓｉｇｍａ公司。胰蛋白胨、酵母
提取物以及琼脂糖购自 Ｏｘｏｉｄ公司。Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ、
ＮａＯＨ、ＮａＣｌ、ＭｇＣｌ２等常规化学试剂均为国产分
析纯试剂。Ｔａｑ酶、ＰＣＲ产物回收试剂盒购自上海
生工，ＰＣＲ引物由上海生工合成。
１１２　质粒与菌株　大肠杆菌 ＨＢ１０１（ｔｏｐＡ＋，
ｇｙｒＢ＋）与ＤＭ８００（ｔｏｐＡ－，ｇｙｒＢ２２５）均由纽约公
共卫生研究所 ＤｒＤｒｌｉｃａ提供，质粒 ｐＪＧＸ１５Ａ（图
１）则由中国医学科学院徐建国教授提供［１９］。

１２　方法
１２１　细菌培养及质粒提取　挑取大肠杆菌单菌
落至５ｍＬＬＢ试管中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇床震荡
培养过夜。然后将菌液接种到 ２００ｍＬ新鲜的 ＬＢ
培养基中，在 ３７℃下继续培养，并监测菌液在
６００ｎｍ处的光吸收值。本研究中所有培养基中均
添加了１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素；并根据需要分别
添加０、６、１２μｇ／ｍＬ的四环素。当培养至所需的

０２
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图１　质粒ｐＪＧＸ１５Ａ的限制图
Ｆｉｇ１　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＪＧＸ１５Ａ

细胞生长时期后，离心 （６０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）收
集菌体，并提取质粒 ＤＮＡ。为避免菌体裂解过程
中碱性试剂对质粒结构的损伤，采用温和的清亮裂

解方法提取质粒ＤＮＡ［２０］。
１２２　氯喹－琼脂糖凝胶电泳　鉴于 ｐＪＧＸ１５Ａ质
粒较大，因此采用 ｗ＝０６％的琼脂糖凝胶电泳分
析其ＤＮＡ超螺旋状态。制备凝胶前，１×ＴＡＥ缓冲
液中加人适量的氯喹母液 （１０ｍｇ／ｍＬ）使其达到
实验要求的浓度，再加人琼脂糖，加热制胶。电泳

缓冲液中氯喹浓度应与琼脂糖凝胶中一致。电泳电

压为 ７５Ｖ，时间为 １２ｈ。电泳结束后，在 １０
ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２中脱色３０ｍｉｎ，在０５μｇ／ｍＬＥＢ溶
液中染色１ｈ，再脱色３０ｍｉｎ后，紫外灯下观察结
果，拍照。在所有实验中，上样孔中均无残留

ＤＮＡ。
１２３　原子力显微镜成像　本实验利用二价离子
将ＤＮＡ桥联吸附在带负电的云母表面。将ＤＮＡ样
品稀释到１μｇ／ｍＬ，向其中加入ＭｇＣｌ２至终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ。取１５μＬ样品滴加到新剥离的云母片
上，室温吸附５ｍｉｎ。１００μＬ去离子水润洗３遍，
去除未吸附的ＤＮＡ，然后用氮气吹干５ｍｉｎ。使用
ＮａｎｏｓｃｏｐｅⅢａＭｕｌｔｉｍｏｄｅＡＦＭ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Ｄｉｇｉｔａｌ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）在室温下利用轻敲模式 （Ｔａｐｐｉｎｇ
ｍｏｄｅ）下进行扫描。探针使用共振频率为１０６ｋＨｚ
的 Ｓｕｐｅｒｓｈａｒｐｓｉｌｉｃｏｎｔｉｐｓ（ＳｉｌｉｃｏｎＭＤＴＬｔｄ），扫
描速度为１～２Ｈｚ。开始扫描后调整设定的参数值
以确保将干扰降至最低并保持图像清晰。

ＤＮＡ分子的长度利用软件 ＩｍａｇｅＪＶｅｒ１３３ｕ
（ＷａｙｎｅＲａｓｂａｎｄ，ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＨｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）
进行测量；高度与宽度则使用原子力显微镜自带的

软件进行测量。

２　结　果
２１　ｐＪＧＸ１５Ａ在两种宿主中的超螺旋水平

在添加了１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素和１２μｇ／ｍＬ
四环素的ＬＢ培养基中，将含有ｐＪＧＸ１５Ａ的大肠杆
菌ＨＢ１０１与 ＤＭ８００菌株分别培养到对数前期
（Ａ６００约为０４）和中期 （Ａ６００约为０８），提取质粒
ＤＮＡ，并对其进行氯喹－琼脂糖凝胶电泳分析其拓
扑结构。图２中 Ａ、Ｂ、Ｃ分别表示电泳体系中氯
喹浓度逐渐增加时质粒 ｐＪＧＸ１５Ａ的电泳情况。随
着氯喹浓度的增加，质粒 ＤＮＡ的负超螺旋水平由
于氯喹嵌入的逐渐增加而逐渐降低，产生从负超螺

旋—松弛—正超螺旋的转变。

图２　质粒ｐＪＧＸ１５Ａ在ＨＢ１０１与ＤＭ８００
细胞中的超螺旋水平

Ｆｉｇ２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐＪＧＸ１５ＡＤＮＡｉｎ
ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ５μｇ／ｍＬ（Ａ），２０μｇ／ｍＬ
（Ｂ）ｏｒ３５μｇ／ｍＬ（Ｃ）ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ

ＴｈｅｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１２μｇ／ｍＬｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｔｏｔｈｅ

ｅａｒｌｙｏｒｍｉｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ
Ｌａｎｅ１：ｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＨＢ１０１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ
ｐｈａｓｅ；ｌａｎｅ２：ｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＨＢ１０１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉｄｅｘｐｏ
ｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ；ｌａｎｅ３：ｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＤＭ８００ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅａｒ
ｌｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ；ｌａｎｅ４：ｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＤＭ８００ｃｅｌｌｓｉｎ

ｔｈｅｍｉｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ
ＯＣ／Ｒ：ｏｐｅｎｃｉｒｃｕｌａｒｏｒｒｅｌａｘｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；

Ｓｃ：ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

结果显示，宿主 ＤＭ８００中的 ｐＪＧＸ１５Ａ拓扑异
构体分布范围较广，而宿主 ＨＢ１０１中的 ｐＪＧＸ１５Ａ
的拓扑异构体则比较集中。这是由于 ＤＭ８００存在
ｔｏｐＡ缺失以及ｇｙｒＢ２２５的补偿突变，使得其对胞内
ＤＮＡ超螺旋水平的控制能力较差所造成的。图２Ａ
中结果显示，低质量浓度氯喹 （５μｇ／ｍＬ）中
ＨＢ１０１和 ＤＭ８００中的 ｐＪＧＸ１５Ａ均为负超螺旋状
态，且ＤＭ８００中的ｐＪＧＸ１５Ａ泳动速度较快。图３Ｂ
中结果显示，提高氯喹质量浓度至２０μｇ／ｍＬ时，

１２
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ＨＢ１０１中ｐＪＧＸ１５Ａ大部分拓扑异构体由于氯喹的
嵌入使其 ＤＮＡ结构接近于松弛环形 ＤＮＡ；而
ＤＭ８００中ｐＪＧＸ１５Ａ则仍有部分拓扑异构体保持较
高的负超螺旋水平，因而泳动速度较快。图３Ｃ中
结果显示，提高氯喹质量浓度至３５μｇ／ｍＬ时，两
种宿主中ｐＪＧＸ１５Ａ大拓扑异构体由于氯喹的嵌入
均变为正超螺旋，而 ＤＭ８００中 ｐＪＧＸ１５Ａ部分拓扑
异构体则形成高程度的正超螺旋，泳动速度较快。

但需要注意的是，每个 ＤＮＡ样品中各拓扑异构体
ＤＮＡ的含量呈正态分布，因此比较种宿主质粒
ＤＮＡ拓扑异构体主体的超螺旋状态可以发现
ｐＪＧＸ１５Ａ在二者中的平均超螺旋状态基本一致。
综合以上结果，ｐＪＧＸ１５Ａ在宿主 ＤＭ８００中既含有
高度负超螺旋的结构同时也含有低负超螺旋的结

构，但其平均超螺旋水平与 ＨＢ１０１中的质粒 ＤＮＡ
相当。

２２　ＤＭ８００菌株中ｐＪＧＸ１５Ａ的特殊结构形式
早先的研究已经发现携带四环素抗性基因 ｔｅｔＡ

的质粒ｐＢＲ３２２在大肠杆菌ｔｏｐＡ－菌株ＤＭ８００中具
有高度的负超螺旋水平［８］，这一点与我们上述的

结果并不完全吻合。在实验过程中我们发现培养基

中添加高浓度四环素后携带 ｐＪＧＸ１５Ａ质粒的两种
宿主菌均生长变缓，而携带 ｐＢＲ３２２质粒的宿主菌
的生长则没有明显变化 （数据未给出），推测这一

点可能是导致两种质粒ＤＮＡ在ＤＭ８００中的超螺旋
水平有区别的原因，因此我们尝试降低培养基中的

四环素质量浓度并重复以上实验。图３中的结果显
示，当四环素质量浓度降低到 ６μｇ／ｍＬ时，
ｐＪＧＸ１５Ａ在ＤＭ８００菌株中的超螺旋水平明显高于
ＨＢ１０１菌株；而当培养基中不添加四环素时，
ｐＪＧＸ１５Ａ在ＤＭ８００菌株中的超螺旋水平不仅明显
高于ＨＢ１０１菌株，而且对数前期 ＤＭ８００细胞中提
取的ｐＪＧＸ１５Ａ在电泳中表现出典型的 “负超螺旋
—高度负超螺旋”模式 （图３：３泳道）。仔细分
析图３中 ｐＪＧＸ１５Ａ的拓扑异构体在电泳中的分布
模式可以发现，ＤＭ８００细胞中的 ｐＪＧＸ１５Ａ在电泳
中不能被分离为清晰的拓扑条带，而是表现为泳动

速度较快的 “弥散”条带。这一点与高质量浓度

四环素培养时的结果形成了鲜明的对比。这些结果

表明，在四环素质量浓度较低时对数期 ＤＭ８００细
胞中的ｐＪＧＸ１５Ａ形成了特殊的结构，这一结构有
别于通常意义的超螺旋结构，可能是一种新的拓扑

结构形式。

图３　ＤＭ８００细胞中质粒
ｐＪＧＸ１５Ａ形成特殊的拓扑结构形式

Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐＪＧＸ１５ＡＤＮＡｉｎ
ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ５μｇ／ｍＬｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ

ＴｈｅｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅａｒ
ｌｙ（ｌａｎｅｓ１，３，５ａｎｄ７）ｏｒｍｉｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ（ｌａｎｅｓ２，
４，６ａｎｄ８）ＯＣ／Ｒ，ｏｐｅｎｃｉｒｃｕｌａｒｏｒｒｅｌａｘｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；
Ｓｃ，ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；（－－），ｈｙｐｅｒｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｓｕ
ｐｅｒｃｏｉｌｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

２３　四环素质量浓度与细胞生长时期对 ｐＪＧＸ１５Ａ
特殊结构的影响

进一步对比图３中的结果发现，对数前期与中
期的ＨＢ１０１细胞中的 ｐＪＧＸ１５Ａ的结构基本一致，
然而ＤＭ８００细胞中提取的 ｐＪＧＸ１５Ａ的结构在两个
时期则有明显的不同———对数前期的 ｐＪＧＸ１５Ａ超
螺旋水平更高，也更易于形成 “弥散”条带。这

一点也促使我们进一步探讨细胞生长时期对

ｐＪＧＸ１５Ａ拓扑结构的影响。在不同四环素质量浓
度下培养ＨＢ１０１与 ＤＭ８００，分别收集对数期以及
静止期的细胞并提取质粒 ＤＮＡ，然后利用氯喹 －
琼脂糖凝胶电泳分析 ＤＮＡ的拓扑结构 （如图４所
示）。结果显示，四环素质量浓度与生长时期对

ｐＪＧＸ１５Ａ在ＤＭ８００中的拓扑结构均具有显著的影
响。

当培养基中不添加四环素时，从 ＤＭ８００对数
生长期细胞和静止期细胞中提取的质粒 ＤＮＡ样品
之间有很大的区别 （图４：泳道３、４）。首先，从
ＤＭ８００对数生长期细胞中提取的质粒 ＤＮＡ的超螺
旋程度很高，其中大部分都表现为类似高度负超螺

旋的状态。其次，从 ＤＭ８００对数生长期细胞中提
取的质粒 ＤＮＡ样品中的拓扑异构体不能被电泳分
离，但静止期细胞中提取的质粒 ＤＮＡ样品那样。
在ｔｏｐＡ突变体中 ｔｅｔＡ基因的转录已经被证实可以
形成高度负超螺旋［９］，然而，这种不规则凝集结

构的形成说明串联基因 ｔｅｔＡ－ｃｆａＡＢＣＥ长距离的转

２２
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录能够促使 ＤＮＡ产生更加复杂的结构。不规则凝
集结构的形成同样受到培养基中四环素质量浓度的

影响。结果显示：当提高培养基中的四环素质量浓

度时，质粒ＤＮＡ的超螺旋程度随之下降；并且当

四环素质量浓度达到１２μｇ／ｍＬ时，不规则凝集结
构不能形成。由于四环素是一种转录抑制剂，因此

可能是由于转录速度下降导致不规则凝集结构不能

形成。

图４四环素质量浓度与细胞生长时期对ｐＪＧＸ１５Ａ结构的影响
Ｆｉｇ４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐＪＧＸ１５Ａｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ５μｇ／ｍＬｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ

ＴｈｅｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｔｈｅｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ（Ｅ）ｏｒｓｔａｔｉｏｎａｒｙ（Ｓ）ｐｈａｓｅＯＣ／Ｒ，ｏｐｅｎｃｉｒｃｕｌａｒｏｒｒｅ
ｌａｘｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；Ｓｃ，ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；（－－），ｈｙｐｅｒｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

２４　ＡＦＭ观察ｐＪＧＸ１５Ａ的特殊结构
为深入了解 ｐＪＧＸ１５Ａ在 ＤＭ８００细胞中形成的

特殊结构的结构特征及其与超螺旋 ＤＮＡ的区别，
我们选择在不添加四环素的培养基中培养至对数期

及静止期的ＤＭ８００细胞中的质粒 ＤＮＡ样品，利用
原子力显微镜技术对其结构进行观察与分析。其中

使用的Ｍｇ２＋浓度 （１ｍｍｏｌ／Ｌ）在细胞内Ｍｇ２＋浓度
的范围内，正如之前讨论过的一样，在这种 Ｍｇ２＋

浓度下 ＡＦＭ可以给出可信的图片［２１］。如图 ５所
示，两种样品中几乎所有的 ＤＮＡ分子均为闭合环
状分子，表明样品制备并未破坏 ＤＮＡ的结构。图

５Ａ中 显 示 了 ＤＭ８００静 止 期 细 胞 中 提 取 的
ｐＪＧＸ１５Ａ，ＤＮＡ的结构非常均一，不含有复杂结
构；大部分ＤＮＡ分子呈现松弛或者１～２次互缠式
结构，这可能是由于其超螺旋水平较低的缘故。而

与此相反，ＤＭ８００对数期细胞中提取的 ｐＪＧＸ１５Ａ
则表现出非常高的结构多样性 （图５Ｂ）。几乎所有
ＤＮＡ分子均表现出不同程度的凝集，大部分分子
含有多个扭结 （图５Ｂ中箭头），甚至有些 ＤＮＡ分
子完全压缩成了一团 （图５Ｂ中白色三角）。这种
形态的多样性可能正是导致这些拓扑异构体不能被

氯喹琼脂糖凝胶电泳分离形成梯状条带的原因。

图５　ＡＦＭ观察超螺旋与凝集ｐＪＧＸ１５Ａ的结构
Ｆｉｇ５　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｓｕｐｅｒｃｏｉｌｄ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｄｅｎｓｅｄ（Ｂ）ｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＤＭ８００ｃｅｌｌｓＧｒａｙｓｃａｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ５ｎｍ
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　　图 ６ＢＥ中展示了几个凝集程度不同的
ｐＪＧＸ１５Ａ分子，与图 ６Ａ中的超螺旋 ＤＮＡ分子的
结构相比较可以发现，这些发生凝集的 ＤＮＡ分子
尺寸小于超螺旋 ＤＮＡ分子。图６Ａ中超螺旋 ＤＮＡ
分子的长度为２７５６ｎｍ，与其理论计算长度２７７９
ｎｍ非常接近。而图６ＢＤ中所示 ＤＮＡ分子的展开
部分的链的长度则分别为２７１０、２６４０以及１３９４
ｎｍ；图６Ｅ中的结构不含有展开的 ＤＮＡ链且被完
全压缩成了一团。这些数据表明，质粒 ＤＮＡ分子
中的部分 ＤＮＡ双链确实在不同程度上被压缩成凝

集结构，而且凝集程度越高，ＤＮＡ分子的表观长
度则越小。进一步对这些分子的高度进行了测量，

结果显示所有ＤＮＡ分子中展开的双链ＤＮＡ的高度
基本一致，约为１１～１３ｎｍ，然而凝集部分的高
度则有很大区别。图６Ｅ中的结构的平均高度约为
３８ｎｍ，与图６Ｄ中 ＤＮＡ分子的凝集部分的高度
（约为３９ｎｍ）相似，但是却大于图６Ｃ中ＤＮＡ分
子的凝集部分的高度 （约为２１ｎｍ）同时远远大
于图６Ａ中ＤＮＡ链的高度 （约为１２ｎｍ）。

图６　几种典型的ｐＪＧＸ１５Ａ分子的结构
Ｆｉｇ６　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄ（Ａ）ｏｒｃｏｎｄｅｎｓｅｄ（ＢＥ）ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆ

ｐｌａｓｍｉｄｐＪＧＸ１５ＡｆｒｏｍＤＭ８００Ｇｒａｙｓｃａｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ５ｎｍ

３　讨　论
转录对ＤＮＡ结构的影响已经研究了很长时间

了。Ｌｉｕ和 Ｗａｎｇ［８，１０］提出了转录的孪生结构域模
型，而Ｄｒｏｌｅｔ等［１１－１２］则提出ＤＮＡ模板的高度负超
螺旋结构的形成是与 Ｒｌｏｏｐ（ｓ）的形成紧密联系
在一起的。这些假说解释了转录是如何刺激 ＤＮＡ
模版的高度负超螺旋结构的积累的，同时阐述了

ＤＮＡ拓扑异构酶 Ｉ以及旋转酶在转录过程中的作
用。然而，ｔｅｔＡ基因的转录单位只有１１９０ｂｐ，不
足以促使ＤＮＡ形成更加复杂的结构。在本实验中，
我们使用大质粒 ｐＪＧＸ１５Ａ来研究长距离转录对
ＤＮＡ结构的影响。该质粒包含一个 ｔｅｔＡｃｆａＡＢＣＥ

共转录单位，这个共转录单位由 ｔｅｔＡ启动，并且
新生的ｔｅｔＡ多肽同样可以锚定在细胞膜上，这一
点已经被证实对转录所引起的结构变化是非常重要

的［２２］。本实验发现质粒 ｐＪＧＸ１５Ａ在大肠杆菌
ｔｏｐＡ－菌株ＤＭ８００中形成一种特殊的凝集结构。这
种凝集结构在氯喹－琼脂糖凝胶电泳中有着很高的
迁移率而且表现为类似 “弥散”的条带，这一点

与正常超螺旋结构有很大的区别。ＡＦＭ照片也显
示这种不规则凝集结构不包含超螺旋。相反，它们

包含分枝状的、高度凝集的结构 （图５Ｂ中箭号所
示），部分分子甚至完全凝集成为一团 （图５Ｂ中
三角所示）。这也许是这种不规则凝集结构有着很

高的电泳迁移率并且拓扑异构体不能被电泳分离的

４２
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原因。与此前发现的质粒 ｐＢＲ３２２所形成高负超螺
旋结构相比，ｐＪＧＸ１５Ａ在 ＤＭ８００细胞中形成的凝
集结构更加的复杂，说明长转录单元对 ＤＮＡ结构
产生了巨大的影响。

本实验中这种凝集结构在大肠杆菌 ＨＢ１０１细
胞中并没有发现，说明 ｐＪＧＸ１５Ａ凝集结构的产生
是依赖于拓扑异构酶Ｉ的缺陷的。同时，这种凝集
结构的形成在很大程度上受到细胞生长状态和培养

基中四环素质量浓度的影响：① 该凝集结构仅在
ＤＭ８００对数生长期细胞中形成，而当细胞进入静
止 期 时，ｐＪＧＸ１５Ａ 表 现 为 超 螺 旋 结 构；②
ｐＪＧＸ１５Ａ的凝集结构仅在低四环素质量浓度 （小

于６μｇ／ｍＬ）培养的 ＤＭ８００细胞中产生，高四环
素质量浓度培养时，对数期与静止期 ＤＭ８００细胞
中的ｐＪＧＸ１５Ａ均表现为超螺旋结构。由于进入静
止期和增加培养基中的四环素质量浓度都会降低转

录的效率，因此推测这种不规则凝集结构的生成依

赖于高效的转录。

此前有实验室从大肠杆菌 ＨＢ１０１（ｔｏｐＡ＋，
ｇｙｒＢ＋）细胞中发现了某种可变的不规则结构［２３］，

具有这种结构的 ＤＮＡ同样不能被电泳分开成梯状
拓扑异构体条带。ＡＦＭ的结果显示该结构中也含
有凝集的结构，与本实验中发现的凝集结构有相似

之处。但进一步比较二者的结构参数可以发现这种

不规则结构与本研究中发现的凝集结构相比，其凝

集程度明显较低。这一点也与其超螺旋水平明显低

于本研究中发现的凝集结构这一结果相符合。这些

结果说明 ＤＮＡ凝集结构可以在大肠杆菌野生株中
产生，而拓扑异构酶 Ｉ的缺失可能促进了 ＤＮＡ凝
集的累积。

本实验的结果表明，当大肠杆菌细胞中拓扑异

构酶Ｉ缺失时，长转录单元的高效转录可能促使质
粒 ＤＮＡ形成高度凝集的结构 （ｈｉｇｈｌｙｃｏｎｄｅｎｓｅｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）而非高度负超螺旋结构 （ｈｙｐｅｒｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）。鉴于细菌染色体上存在很多
大的基因或基因簇，这种结构的形成有可能参与细

菌染色体ＤＮＡ的组织包装。
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　·简　讯·

本刊再次入选中国百种杰出学术期刊

据科技部中国科技信息研究所２０１５年１０月２１日在北京举办的中国科技论文统计结
果发布会信息，中山大学学报自然科学版再次被评选为中国百种杰出学术期刊。这是自

２００２年公布第一届中国百种杰出学术期刊名单以来，本刊第８次获此殊荣。
中国百种杰出学术期刊是科技部直属单位中国科技信息研究所根据科技期刊综合评价

的多项科学计量指标，组织不同学科、不同层面的专家制订期刊指标体系，确定重要指标

的权重，并根据我国学术期刊的变化趋势和实际状况，分学科对每种期刊进行综合评定而

推出的研究结果。

近年来，本刊不断改革创新，办刊指标稳步提升，稳居全国高校学报的前列。２０１５
年核心总被引频次为１２０２，核心影响因子为０４８９，在综合大学学报类６２种期刊中综合
评价总分排名第５位，学科扩散指标８５５，排名笫１位，学科影响指标０４８，排在第３
位。

本刊此次入选中国百种杰出学术期刊，为今年中山大学学报自然版创刊６０周年献上
了一份厚礼。

（本刊通讯员）
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