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短小芽抱杆菌质粒����的衍生质

粒�����的酶谱及抗性基因定位

周祯林 陈 琦 黄 革 许 红

�生物学系�生物工程研 究中心 �

摘 要 从短小芽抱杆菌四环素抗性质粒����截短的衍生质粒�����
，
经用 �种限制酶双

酶解试验
，
根据琼脂糖凝胶电泳带估算各片段的分子量

，
作出了�����的 �种限制酶图谱

�

利用已除去复制功能的金黄色葡萄球菌质匆�����与�����构建的��
����的双抗 性重 组

质粒�����为载体
，
在�����位点克隆的几��人片段的重组子均为��

����
�

用 ������

与�����在�
�二 �位点连接后的重组质粒也为攻�

��� “ �
根据这些重组子四环素抗性的失活

，

推知���
�

��上�
����与�

� � �切点均位于其四环素杭性基因上
�

关健词 四环素抗性质粒
，
短小芽抱杆菌

，
限制酶图谱

，
基因定位

利用枯草杆菌作为基因工程的分子克隆系统有其独特的优点
，
故对其载体受体系统

的研究日益受到重视
。

但芽抱杆菌中的质粒大多为隐蔽质粒 〔 ‘� 今〕 ，
无选择标记

，

不 适

宜作载体
，
目前使用的载体主要来自金黄色葡萄球菌质粒 〔�〕 。

我们从短小芽抱杆 菌 中

分离的质粒����具有四环素抗性标记
，

做了分子特性及转化等研究 〔�〕 �

本文报导����

的衍生质粒�����的限制酶切图谱及四环素抗性基因定位的初步研究
�

� 材料与方法 一

�。 � 菌 株

������� � ������ � ��������
，
������� � ��������������������

，
�������

�������� �������������
。

�
�

是 培养基

�
一

肉汤培养基用于提取质粒细胞培养
。
�� �及�� �用于枯草杆菌感受态细胞 培

养 〔’ ， ‘ 〕 �

�
�

� 质粒���的分离与纯化
� � ·

参照文献 〔的的方法
，
用碱裂解法提取质粒���得到粗品

，

用 �倍 ������ �
���

以��������离心��
，

得纯化的质粒���
，

�� ���曲切与连接反应
�

一
限制酶�

��� �
、

�� � 贾
、

��� 宜
、 ’

���厦
、
�
�� �及�

�
���连接酶均购自中国科

本文����年 �月 � 日收主�
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学院基础所
，
�。 。 ��及众�����

� ��� 购自华美生物技术公司
，
��� �及 �����购 自

中国联合生物技术公司
�

酶切反应条件按厂家说明
�

在��℃连接反应���后进 行转化
·

�
� ‘ 琼脂旅凝胶电泳及分子且浦定

、 ’ �

用�肠琼脂糖凝胶平板电泳
，
以久。 �。

。 ��， ���的�����酶切片段作为分子量 标 准
，

根据���片段在凝胶电泳中的迁移率与分子量的对数成反比原理
，

估算未知���片段

的分子量
�

�� 感受态细胞的制备及转化

参照文献 〔匀进行
�

筛选重组子用含�印����卡那霉素或�即����卡那霉素 及 ��拜��

��四环素的�
一

肉汤平板
�

�
。
�

�
。
�

。
�

结果与讨论
「 �

姐小芽抱杆菌质粒����的衍生质较���” 的限时璐切�讼
�种限制酶酶解质拉�����试验 短小芽抱杆菌质粒����上具有�

。 。 � �切 点

�个
，
将����除去 �个�

��� �切点
，
获得截

短后的衍生质粒�����
，
其四环素抗性水 平

与亲本质粒����相同
�

用 �种限制酶酶解 质

粒�����结果如图 �所示
。

质 粒����� 上

有��� �
、
��� �

、
���� �

、
�����切点

�个
，
�� � �

、
� �� �切点 �个

，
���� 没

有切点
�

根据在琼脂 搪 凝 胶 电 泳 中 质 粒

�����经单一切 口的酶切后得 到的 线 状分

子大小为�
�

����
�

�
。
�

。
� �种限制酶 图谱的 建 立 分别用

���� �
、
��� �

、

��� �
、
�����

、
�� � �

、

�� � ��种限制酶进行交叉酶解质粒�����

结果如图 �
一
� 及表 �所 示

。

由 图 � 可 见

���� �一��
� �双酶解后 出 现 �

�

����及

�
�

����个片段�图�
一
��

，
���� �一��

� �

双 酶 解 后 可 见 �
�

����及 �
�

����条 带

�图�
一
��

，
��� �一��

� �双酶 解 后 可得

�
。
���和�

�

��� � 个 片 段 �图 �
一
��

。

取

图 �

���
。
�

�
。

�
。

�
。

�
。

�
。

�
。

�����的酶切电泳图之一
����������� ���������

������� ����������
�������

��� �
，

��������� �

�������
�� �

，

��������
� �

�����������
，

�������
�� �

�������
���

，

���� �切点作为图谱的零 点
，
则 ��� �切 �

�

����� �
�

刀��
���

点应在 �
。
���处

，
而��� �切点位 于 �

�

���处
。
���� �一�

���� 双 酶 解 后 产 生

�
。
����和 �

�

�����个片段 �图�
一
��

，
�����一��

� �双 酶解后在凝胶上仅显示一

条略 小 于 线 状�����的片段
，
约为�

�

�����图�
一

乳�推测另一小带已跑出胶外
，
由此

可知�。 。 ��的切点应在。 �

����处
。

从图 �可看出�
。 。 � �一��

� �双酶解后在凝胶上

只 出 现 �
�

���及 �
�

���� 条带�图�
二�

一

�欲另一 。 ，

����小 带 亦 跑 出 胶 外
，

同样
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��
� �一��“ �双酶解 结果也仅显示屯条大小分别为�

�

���和 。 �

���片段 �图�
一��

，

可以推知��
� �的两 个 切点分别位于宝

�

���及�
�

����处
�

���� �一�
� 。 �双 酶解后

预期应有 �条带
，

但凝胶上 仅 出现 �
。

����和 。 �

����条 带 �图�
一

的
，
两 者 相 加仅

�
�

����
，
然而在凝胶上 见 到的。 。

���带 比 其 它 小带较亮且略宽
，
推 侧 另一小带亦

为。 。
���左右

。

图 �的����一����双阵解后预期也应得 �个片段
，
凝胶上也只 出 现

迁移率差别较大的�
�

����和。 �

����争条带 �图�
一
��

，
推测小带应 为 �个大小相近 的

片段组成
，
根据��。 �切点位 于 。 �

雨�处
，
则��� �切点应在。 �

���和 �
�

���处
，
由

此可作出�����的限制酶图谱
，
见图 �

。

图 � �����的酶切电泳图之二
���

�

� ����������� ���������

������� ����������
�

。
���������� �

，

�
。
����������

，

�
。
��������� �

，

�
。
�����������

，

�
。
��������� �一��

� �
，

�
�

�������
��� �一�

�� �
，

�
�

���������� �一����
，

�
�

���������� �一�����
，

�
�

�����������一��
�

一

�
，

��
�

���
�
��

，
��

�

久������

团 谷 �八妇西乙则附功电冰目
�

乙二二

���
�

� ����������� ���������

�����������������
�

。
����������

，

�
�

��������� �
，

�
�

�����
，

�
�

几�����，，

�
�

����������一��� �
，

�
�

���������� �一�
�� �

，

�
。
���������� �一����

，

�
，
��������� �一����

，

�
�

���������� �一��� �

�
。
� 扭小芽抱杆菌质较����的衍生质位�����的四环索抗性基因定位

�
�
�

。
� �����切点位于四环紊杭性基因上的确 定 已知������没有��

���切点 〔 ‘ 。 〕 ，

采用已除去复制点的������ �已除去 �个��� �切点�与�����构建成的��
����双 抗

性重组质粒�����作载体
，
以孟���为供体

，
分别经�

����酶切
，

�����连接酶连接

后转化枯草杆菌感受态细胞
，
在含�卯����卡那霉素平板上挑取转化子经质粒快速检 测

以及在含��产����四环素平板上复印
，
结果发现凡所含质粒大于载体�����的 转化子均

为��
�

丁��
，
为四环素敏感菌株

。

挑取其中 �株抽提质粒
，
分别命名为�����及 �����

进行酶切分析
，
电泳结果如图 �

、
�一从图中可见�����经�。 。 ��酶解后产生 �个 片
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表 � �种限制酶 交又酶解后 各种片段的分子童

���
�

� �五� �����似��� 可������ ���������口�����皿���� ��������� ��

���������������� ���������， 甲��� ，主� ����������� �������

酶解组合 片段数目 片段大小 ����

���� �一��� �

���� �一��� �

��� �一��
� �

�����一���� �

�����一��
� �

���� �一�
� ���

����一��
� �

���� �一�
���

����一����

�
。
��

，
�

。
��

�
。
��

一
�

。
�

�
。
��

， �
。
�

�
。
��一 �

。
��

�
。
��一 �

。
��

�
。
�一 �

。
�一 �

。
��

�
。
�一 �

。
�

，
�

。
��

�
�

��一 �
�

�
，
�

�

�

�
。
��

，
�

。
�今 �

。
�

�������

��
���

六� 日��

�����

石沁���

�� ���

�勺���

王百���
�了��工

图 � �����的酶切电泳图之四

���
�

� ���������� � �������� �

������� ����������
�

�

�����
， �

�

久������
，

�
�

����������
，

�
�

�������
���

，

�
�

��������� �一�
��� �

，

�
�

�������，��一��
� �

图

��

�

�
�

�

�人���的

��������
呷
��

制酶图谱
� ��� �������

段
， �����产生 �个片段

，
而其中最大的片段均与载体�����线状分子大小相同

。

估计

其它片段应来自几���的�
����片段

�

在�����中有大小不同的 �个浇���的 �。 。 ��

片段
�

它们同时都与载体�����相连接�图�
一
��

，
因而当�����经�����切割后便产生

�个片段
�

由于������上无�����切点
，
可推断在�����的�����位点插接了外源

���片段
，
从而使其失去了四环素抗性

，

由此表明�����的�
����切点应位于其四环

素抗性基因上
。
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图 � 重组质粒的电泳分析 �一 � 图 � 重组质粒的电
�主�

�

� ��������������� �������� 泳分析 �二 �
��汁��������� ����������� ���

�

� ���������������

�
�

几�����互
，

�
�

�����������
， ����了��� ��

�
�

�����������
， 一 ，

����皿������

�
�

����������� ����二������
�

�

�����
，

�
。
�����

，
�

。

孟������
，

�
�

����� �
�

��刀，����峨�
，

‘

�
�

��助盯��
��丫

，

�
。
浇��恤��

���
�

� ��� �切点位于呀环紊扰性基因上 的确 定 已知质粒���瑰加具有 ��认 �切 点

�个
，

其位点不在��
�

基因上 〔 ‘ 。 〕 ，
�����有 �个相距。 。

����的切点
，
分别用 �� � �

酶切
，
�����连接酶连接后转化枯草杆菌感受态细胞

，
在含�郎叮��卡那霉素平板上挑取

转化子
，
经质粒快速检测以及在含��肥���四环素平板上复印

，

发现具有大质位的菌落 全

部为��
����

�

挑选其中分子较大的重组质粒�����进行酶切试验
，
经限制碑�

� � � 消

化后的电泳结果如图 �
�

重组质粒�����被切成 �个片段
，
大片段与线状������分 子

大小相同
，

较小的片段则与经�
� � �酶切后的�����线状分 子 相 近

。

由 此 可 知 具

��
�
��

�

的大质粒�����是由������与�����组成的重组质粒
，
推锄�����的 �� � �

切点位于四环素抗性基因上
。

综上实验表明短小芽抱杆菌质粒����的衍生质粒�����的�
����至 �����的 �

�

�

��区域与其抗性基因有关
。

在�。 。 ��限制酶切点位置可插接外源��� 而使其四 环 素

抗性基因失活
，

而�个仅相距 。 �

����的��
�酶切点位置在置换外源���后也能使其抗性

基因失活
。

图 � 重 组质粒的 电泳分析 �三 �

�宜�
�
�

一

砚
。 �������

����� ����了��� �� ����也������

��‘ �，支����
�

�

�����庄
�� �

，
�

�

���������� �
� � ，

�

一 朴 ��取韶���� �
，

�
�

�����
，

一
「

�
甲

�

��净����仆
，

�� �����，

�
�

大�����互
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