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利用反向PCR鉴定沼泽红假单胞菌中野生质粒
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摘要:为准确研究沼泽红假单胞菌的野生质粒及其携带的基因信息,在常规碱裂解法基础

上,对沼泽红假单胞菌RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352中野生质粒提取方法进行了

优化,优化方法具有易操作、耗时少、纯度高等特点,所得质粒DNA纯度和质量均满足进一

步分子操作的需要.同时,利用反向PCR技术鉴定该野生质粒,并结合生物信息学方法对其

进行分析,比传统的质粒丢失法验证和考察质粒更为省时、可靠和直观.证明菌株携带4个野

生质粒,其中2.3kb的质粒序列与EscherichiacolipEC157Rom-likeproteingene有97.8%
的同源性,推测1885~1887碱基为复制起点.
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0 引 言

沼泽红假单胞菌Rhodopseudomonaspalustris
广泛应用于CO2固定、产氢、污水处理,产饲料用蛋

白质、色素以及可生物降解塑料(poly-hydroxy-
butyrate)等生物质[1~7].目前,关于该菌属基因层

面的研究大多数集中于产色素基因及其编码蛋白

等[6].本 实 验 室 对 沼 泽 红 假 单 胞 菌

Rhodopseudomonaspalustris AS1.2352 固 定

CO2 和偶氮染料脱色等方面开展了较为深入的

研 究[1],考 察 了 CO2 固 定 基 因 (GenBank
AY155466)相关性质.而质粒DNA作为一个重

要的遗传信息载体,广泛存在于细菌中,因此质粒

的提取和鉴定是分子生物学水平上进一步研究的

重要环节.为深入了解该菌株的遗传信息,对菌株

中野生质粒进行研究是十分必要的.
传统鉴定质粒的方法是利用物理或化学的方

法消除质粒,再对其功能变化进行考察,但是消除

质粒的条件摸索非常耗时.利用反向PCR鉴定质

粒则是一个全新的方法.反向PCR是指用反向的

互补引物来扩增两引物以外的DNA片段,其目

的是扩增一段已知序列旁侧的DNA[8].基于反向

PCR的原理,即所需模板为环形DNA这一特性,

本文提出将其用于鉴定目的DNA样品是否为环

形(质粒DNA)的新思路,以期为其他种属菌株中

野生质粒的鉴定提供参考.

1 实验材料与方法

1.1 菌株及培养

沼泽红假单胞菌Rhodopseudomonaspalustris
AS1.2352购自中科院微生物研究所,于LB培养

基中[9],30℃,好氧培养.

1.2 主要试剂

所需试剂均为分析纯,酶制剂、DNAMarker、

DNA回收试剂盒等购自宝生物工程(大连)有限

公司.
1.3 沼泽红假单胞菌质粒提取方法

(1)常规提取方法:参见文献[9].
(2)改进的质粒提取方法:挑选菌落后,转接

在LB液体培养基中,30℃培养至OD660=0.6
(对数生长中前期,约11h,时间不可过长)后,采
用碱裂解法提取质粒.具体操作步骤如下:取4
mL菌液,4℃12000r/min离心2min,弃上清,
用250μL的溶液Ⅰ(含RNase40g/mL)充分悬

浮细菌沉淀;加入250μL的溶液Ⅱ轻缓翻转混合



5次,充分裂解菌体;加入400μL4℃预冷的溶液

Ⅲ,轻缓翻转混合5次,直至形成凝集块(如果形成

凝胶状物质,说明细菌培养时间过长,需酌情缩

短),然后室温静置2min;室温12000r/min离心

10min,取上清液,加0.7倍体积的异丙醇,充分混

匀,于室温放置10min;室温12000r/min离心5
min,弃净上清.加入1mL70%乙醇洗涤,4℃
12000r/min离心5min;自然晾干,30μL加热到

60℃的无菌超纯水溶解,取5μL于1%琼脂糖凝

胶电泳检测,溶液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ成分如文献[9]所述.
1.4 引物合成、反向PCR及质粒测序

反向PCR及质粒测序委托宝生物工程(大
连)有限公司完成.所用引物如下.

反向PCR扩增引物:

F05:CTTTTTCCCGGGTTTACCTATTTTC
R05:ATCCAAACGTTAACATCACAGATAAAC
质粒测序引物设计如下.
P1:GTCCGGCTGATTCCTGTTTT
P2:ATTGATAGCATGAGTGGTGA
F01:GCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGC
R01:GCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC

1.5 GenBank序列号

质粒全长2306bp,序列在 GenBank注册,
注册号为DQ318958.

2 结果与讨论

2.1 RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352质

粒提取方法的改进

有关试剂用量及相关步骤作用时间的改进详

见实验材料与方法.对于菌株收获阶段的确定描

述如下.
采用常规质粒提取方法,通常收获过夜培养

的菌体或生长到对数中后期的菌体,此时菌量较

大,当加入溶液Ⅲ(含有SDS)后会产生凝胶状物

质,密度稍小于水,离心后悬浮于 DNA 溶液之

上,导致DNA溶液抽取困难,需反复抽取、离心,
损失严重,并且影响DNA纯度.该菌产生大量的

生物质对DNA提取造成困难在类似研究中也有

相关报道[10、11].
为此,在培养基中添加SDS,培养一段时间

后,培养基中也出现类似的凝胶状物质,推测是表

面活性剂(SDS)与菌体产生的某种生物质所形

成.因此将菌体收获时间选择在生长对数前期,如

图1所示,避免产生的大量生物质影响质粒提取.
OD660=0.6时,收集细胞,提取过程中得到的固

体沉淀在离心后非常紧实,不会对DNA溶液造

成污染.可见,菌体的收获阶段对该菌DNA提取

操作是非常重要的.

图1 RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352
生长曲线(LB培养基、30℃、140r/min)

Fig.1 ThegrowthcurveofRhodopseudomonas

palustrisAS1.2352(LBmedium,30℃,

140r/min)

改进后的质粒提取方法,不需大量培养,减小

药品消耗;无酚/氯仿抽提步骤,菌体破碎后没有

凝胶状物质污染DNA溶液,减轻操作压力,缩短

操作时间,最终提高了质粒DNA的纯度和浓度.
2.2 RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352野

生质粒的提取和鉴定

2.2.1 野生质粒的提取与回收 质粒粗提结果

如图2所示,共有8条带.为了排除染色体DNA
碎片的可能性,进行了重复提取(如图3所示),对
比后发现,DNA样品放置1d后,会由较亮的4
条带增加到8条带,多次重复也得到类似结果,初
步认为菌株中包含4个野生质粒.

M1:λ-HindⅢ DNAMarker;1:质粒DNA样品;

M2:DNAMarkerDL2000

图2 第一次质粒提取琼脂糖凝胶电泳图

Fig.2 Agarosegelelectrophoresisanalysisofplasmid

extractionsampleforthefirsttime
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M1:λ-HindⅢ DNA Marker;1:放置1d后的质粒

DNA样品;2~8:重复提取的质粒DNA;M2:DNA

MarkerDL2000;A:推测的4条质粒DNA带

图3 第二次质粒提取琼脂糖凝胶电泳图

Fig.3 Agarosegelelectrophoresisanalysis

ofplasmidextractionsamplesfor

thesecondtime

为了充分证明该推测,分别将较亮的4条带

切胶回收,并重新混合进行凝胶电泳检测(见图

4).由图可见,4条带回收再混合的样品电泳图与

原始DNA样品的带形一致,进一步证明了该菌

中含有4个野生质粒的推测.

M1:λ-HindⅢ DNA Marker;1:提取的质粒 DNA
样品对照;2:第1种DNA对照;3:第2种DNA对

照;4:第3种DNA对照;5:第4种DNA对照;6:4
种回收DNA的混合物;7:放置1d后DNA样品对

照;M2:DNAMarkerDL2000

图4 第三次质粒提取琼脂糖凝胶电泳图

Fig.4 Agarosegelelectrophoresisanalysisofplasmid

extractionsamplesforthethirdtime

2.2.2 反向PCR法验证质粒DNA 为了进一

步证明目的DNA样品为质粒,即环形DNA,采
用反向PCR的方法进行鉴定.通常,反向PCR扩

增前,先用限制性内切酶酶解DNA(目的基因中

不存在该酶的酶切位点,且片段应短于2~3
kb),然后用边接酶使带有粘性末端的靶片段自

身环化,最后用一对反向引物进行PCR,得到的

线性DNA将含有两引物外侧的未知序列.基于

反向PCR的原理,即所需模板为环形DNA这一

特性,将其用于本研究中,对目的DNA进行环形

鉴定.
首先,将回收的最小DNA样品(约2kb)用

AluI酶切,琼脂糖凝胶电泳图如图5所示.

M1:λ-HindⅢDNAMarker;1:DNA样品;2:AluI
酶切DNA样品;M2:DNAMarkerDL2000
图5 约2kb质粒DNAAluI酶切结果琼

脂糖凝胶电泳图

Fig.5 Agarosegelelectrophoresisanalysisofthe
2kbplasmidsampledigestedbyAluI

分别回收750bp和200~400bp长度的

DNA 带,并 克 隆 至 pSIMPLE-18EcoRV/BAP
Vector上,再从平板上挑取阳性克隆菌落植菌后

提取质粒,对该质粒(pSR1)用 M13-47、RV-M 引

物进行测序.根据测序结果设计合成一对反向

PCR扩增引物(F05、R05).以回收的DNA样品

为模板,与上述反向引物F05/R05进行PCR扩

增,结果如图6所示.

M:λ-HindⅢ DNAMarker;1:PCR产物

图6 PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.6 AgarosegelelectrophoresisanalysisofPCRproduct

将PCR产物回收后,用F05、R05对其进行

测序,结果和pSR1质粒的序列结果一致,证明此

PCR产物是以回收后的最小DNA为模板扩增得

到的,同时证明该DNA样品为环形,即质粒,将
其命名为pRPSZY.

设计测序引物P1、P2、F01、R01对该产物进行

测序,质粒全长2306bp,如图7所示.将该序列

在NCBI中进行Blast检索,结果和Escherichia
ColiplasmidpEC157Rom-likeproteingene有

97.8%的同源性.
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BASECOUNT
ORIGIN

666a 573c 533g 534t   

1 ccaagccagt tacctcggtt caaagagttg gtagctcaga gaaccttcga aaaaccgccc
61 tgcaaggcgg ttttttcgtt ttcagagcaa gagattacgc gcagaccaaa acgatctcaa
121 gaagatcatc ttattaatca gataaaatat ttctagattt cagtgcaatt tatctcttca
181 aatgtagcac ctgaagtcag ccccatacga tataagttgt tgacaggatt aaccaaaaac
241 ttgagaacct caccagaagg accaaagaat gtcatctttg tcgtttcccc attcgtctct
301 ccattcttat attcgaatga tttaccatca agaaaagctg cattaggtga aagcattatc
361 tttaaatctc gtccttcaca ctgataatgg aattgttgtg caaatgaact tgcagaaaga
421 agaagcagcg aacaaaaaag tatctttttc atatcagtcc tttacattta aaaaatcact
481 caccactcat gctatcaata gatttcttaa cctctccagc cctctcgact aaagcatgat
541 ttctcttcag cataaatgta tagccgatcc gactaattgg attcattgcg ttgtatgtat
601 atgcaacctc aaataaagat actcctcgct gattttgctc agatccaatc caagcaccat
661 agccaaccaa cagcaaaaaa acgacgataa cagtaatgca gatttttttt atcattccct
721 atccagataa tatgaagaaa acagaattga acataacatc cgttgcccgc accgcctcag
781 aggctctcag ggcgtttctg aggcctccgg cctgaaacat acacctttct gtgcccatat
841 cgagaaaaaa cgcccctgat gatttctgcg tacctgcatg gctatgcact caagtgaatg
901 aagtaagatt tcagtctgcg atcaccataa aaccgggaaa aagccgta
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1141 acgaaaagaa cgctcactta gacgaaaagc gtatccaggg caactatgta tatccaccgt
1201 gtacatagtc atgcctgacg ctttcgagca ggtcgagcat gtaggaacga cgagcttgat
1261 tggtatcgga cacaatatgg cgatacgcct caaacataaa agcacccgca tcaccgcccg
1321 aacggcgaag catagcggaa atcatccgca caaagagcag acgttcatcg gggcaaaggt
1381 tcataagttc tcctggtgaa aaaccaaaca tgaagcaccc atctattaac gtcagctgtg
1441 aacgcttcat tagaagaaaa taggtaaacc cgggaaaaag atccaaacgt taacatcaca
1501 gataaacaga aacgtcgggt cgatcgggaa attctttccc ggacggcgcg gggttgggca
1561 agccgcaggc gcgtcagtgc ttttagcggg tgtcggggcg cagccctgaa ccagtcacgt
1621 agcgctagcg gagtgtatac tggcttatga tgttggcacg ggtgcgggaa tcagtgaagt
1681 gcttcatgtg gcaggaggaa aatgcagcag cggagcgtaa gcggaatata tgagacagga
1741 gatattccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcggt cgttcggctg cggcgagcgg
1801 tgcgggctta cgaatggggc ggaaatttcc tggaagatgc caggaagaaa cttaacaggg
1861 aaacgataag gccgcggcga agccgttttt ccataggctc cgcccccctg acaagcatca
1921 cgaaatctga cgctcaaatc agtggtggcg aaacccgaca ggactataaa gataccaggc
1981 gtttccccct ggcggctccc tcgtgcgctc tcctgttcct gcctttcggt ttaccggtgt
2041 cattccgctg ttatggccgc gtttgtctca ttccacgcct gacactcagt tccgggtagg
2101 cagttcgctc caagctggac tgtatgcacg aaccccccgt tcagtccgac cgctgcgcct
2161 tatccggtaa ctatcgtctt gagtccaacc cggaaagaca tgcaaaagca ccactggcag
2221 cagccactgg taattgattt agaggagtta gtcttgaagt catgcgccgg ttaaggctaa
2281 actgaaagga caagttttgg tgactg  

图7 2.3kb质粒全序列及编码区
Fig.7 Thecompletesequenceandcdsofthe2.3kbplasmid

另外,该质粒的682个碱基与E.coliplasmid
p15Afragmentspecifyingtheoriginofreplication有

95%的同源性,推测第1885~1887碱基为复制起

始点.

3 结 论

在常规碱裂解法基础上,对沼泽红假单胞菌

RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352中野生

质粒提取方法进行了优化,经优化的方法具有易

操作、耗时少、纯度高、无需大量培养和提取等特

点,所得质粒DNA纯度和质量均满足进一步分

子操作的需要.
将反向PCR技术与生物信息学联合,鉴定

RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352中的野生质

粒,比传统的质粒丢失法更为省时、可靠和直观,可
为其他种属菌株中野生质粒的鉴定提供参考.

研究表明,菌株中携带4个野生质粒,本文对

其中2.3kb的质粒进行了全序列测定,通过Blast
检索,该序列与EscherichiaColiplasmidpEC157
Rom-likeproteingene有97.8%的同源性.其中682
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个碱基与E.coliplasmidp15Afragmentspecifying
theoriginofreplication有95%的同源性,推测第

1885~1887碱基为复制起始点.
同时表明,该菌株中可同时存在多个质粒,关

于4个质粒编码的功能基因及它们之间作用关系

的相关研究以及其余3个质粒的测序工作正在进

行中.
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Identificationofnativeplasmidina
RhodopseudomonaspalustrisstrainbyreversePCR

SONG Zhi-yong, QU Yuan-yuan*, ZHOU Ji-ti

(SchoolofEnvironmentalandBiologicalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:InordertostudyRhodopseudomonaspalustrisindetail,theplasmidextractionof
RhodopseudomonaspalustrisAS1.2352wasoptimized,whichwaseasierandtookshortertime,and
thequalityandquantityoftheextracted DNA sample wereenoughforthefurther molecular
procedures.Thenativeplasmidsofthisstrain wereidentifiedbyreversePCRcombined with
bioinformatics.Thismethodiseasierandmorereliablethantraditionalones.Therearefournative
plasmidsinthisstrain,oneofwhichis2.3kbinlengthandshares97.8%homologywithEscherichia
coliplasmidpEC157Rom-likeproteingene,andbase1885-1887istheoriginofreplication.

Keywords:reversePCR;nativeplasmid;Rhodopseudomonaspalustris;plasmidextraction
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