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链霉菌中广泛存在大的线型和环型质粒, 以及整合到质粒上的噬菌体片段, 对其复

制功能的大量研究显示了多样性、新颖性和相互转换的关系。 
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(中国科学院上海生命科学研究院 植物生理生态研究所合成生物学重点实验室  上海  200032) 

 
 

摘  要: 近年来, 随着大质粒提取和检测技术的发展, 尤其是高通量 DNA 测序技术的应

用, 使得链霉菌大的环型质粒和线型质粒的研究取得了较快的进展。相比于研究透彻的细

菌 Theta 型复制的质粒, 链霉菌 Theta 型质粒在复制区的结构、复制蛋白和调控蛋白作用

的分子机理等方面具有多样性和新颖性。新鉴定的许多线型质粒的中心复制区表明中心

复制的起始可以靠近端粒, 一个质粒也可以有 2 个以上的复制区。新分离的端粒序列显示

端粒“折返”不是必需的, 而形成二级结构对于端粒复制是重要的。链霉菌环型和线型质

粒的测序分析显示它们之间存在亲缘关系。环型质粒可以与噬菌体共整合, 实验证明它们

在一定条件下可以相互转换。这些研究结果表明, 链霉菌环型、线型质粒和噬菌体从结构

到功能到进化具有多样性、新颖性和亲缘关系。 
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Abstract: Recently, with the development of isolating and detecting large plasmids and 
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high-throughput DNA sequencing technology, rapid progresses have been made on Strepto-
myces large circular and linear plasmids. In contrast to bacterial theta-type plasmids, Strepto-
myces theta-type plasmids reveal diversity and novelty on the structures of replication origins, 
functions of replication and regulation proteins. The newly identified replication origins of linear 
plasmids show that it can also be located near one telomere, and two or more functional origins 
are observed in one molecule. The newly sequenced telomeres indicate that formation of sec-
ondary structure rather than “folding-back” is important for telomere replication. Sequences of 
Streptomyces circular and linear plasmids imply their close relationship. Sequencing results 
also show that co-integration of circular plasmid and phage, and experiments demonstrate their 
inter-conversion under certain conditions. These results indicate that diversity, novelty and 
evolutionary relationship of Streptomyces circular and linear plasmids and phages. 

Keywords: Streptomyces, Linear plasmid, Circular plasmid, Phage, Replication, Evolution 

链霉菌是一大类具有高 GC 含量基因组(约
70%)、产生菌丝体和孢子的革兰氏阳性细菌。

已报道的大多数链霉菌的环型质粒通常较小

(8−14 kb), 包括滚环复制的质粒(如 pIJ101、

pSG5、pJV1、pSN22、pSVH1、pSB24.2、pSY10、

pSNA1、pSLG33 和 pEN2701 等)和染色体整  
合/自主游离复制的质粒(如 SLP1 和 pSAM2 等)[1]。

在不同细菌中滚环复制的质粒均含有复制起始

Rep 蛋白, 双链起始位点和单链起始位点, 复

制的分子机制基本相同[2]。链霉菌整合/游离型

质粒含有 λ噬菌体类似的 int (整合)和 xis (切离)
位点, 可以位点特异地整合到染色体上; 当游

离存在时, pSAM2 可以进行滚环复制, 而 SLP1
可能进行 Theta 型复制[1]。细菌 Theta 型复制的

质粒可以分为单向和双向复制, 复制蛋白、复

制原点以及调控方式具有多样性 [3], 而链霉菌

Theta 型复制的质粒报道较少。 
与大多数其它细菌不同的是, 利用脉冲场

凝胶电泳技术, 在链霉菌中检测到线型结构的

染色体 [4]和质粒 [5], 在少数链霉菌菌株中检测

到多个线型质粒。已报道的链霉菌线型质粒的

大小从 12 kb 到 1 800 kb, 它们的端粒包含从

44  bp 到 180 kb 的倒转重复序列[6]。链霉菌线

型染色体和线型质粒双链 DNA 的 5′端被末端

蛋白共价结合, 而 3′端为游离末端[7]。 
近年来, 随着链霉菌大片段 DNA 检测技术

的发展, 大的环型质粒(常为 Theta 型复制, 如

SCP2、pFP11、pZL12、pFP4 和 pSV1 等)的分离

和复制的研究进展较快[8−12], 一些大质粒上发现

了完整功能的噬菌体片段 [10−11]。随着高通量

DNA 测序技术的普及应用, 过去难以开展的质

粒的进化及其分子机理的研究得以进行。本文重

点综述链霉菌大的环型质粒和线型质粒的复制, 
还将探讨环型、线型质粒与噬菌体的进化关系。 

1  链霉菌质粒的 Theta 型复制 

1975 年 Schrempf 等在天蓝色链霉菌中发

现了第一个大的环型质粒 SCP2[13]。初步定位了

参与稳定复制与接合转移相关的区域后, 构建

了由 SCP2 衍生的载体[14−15], 可以用于克隆大

的抗生素生物合成基因簇(如放线紫红素)[16]。

2003 年 Haug 等完成了 SCP2 测序, 并鉴定了复

制区由两个功能未知的基因(repI 和 repII)和上

游一段非编码序列组成[8]。RepI 蛋白可以特异

性地结合到 repI 基因上游的非编码序列[17], 缺

失了 repI 基因上游 45 bp 后导致 SCP2 的拷贝数

增加[18], 暗示该区域是质粒复制的调控区域。

没有直接证据显示 SCP2 是单向还是双向复制, 
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在 SCP2 的复制区加上链霉菌端粒后可以复制

成线型 DNA, 暗示了双向复制[9]。 
1980 年 Okanishi 等在紫红链霉菌中分离并

在 电 子 显 微 镜 下 检 测 到 可 疑 的 环 型 大 质 粒

pSV1[19]。Aguilar 等在琼脂糖凝胶上检测到了很

淡的 pSV1 质粒带[20]。通过构建 Cosmid 文库和

Southern 杂交, Yamasaki 等证明 pSV1 的大小约

163 kb[21]。近年来, 利用改良的质粒提取技术可

以高效分离和在琼脂糖凝胶上清晰地检测到

pSV1 的质粒带, pSV1 的复制及其调控的分子

机理也进行了深入的研究(图 1)[12]。pSV1 的复

制区由 2 个复制基因(repA 和 repB)和两段非编

码序列 [Iteron (重复序列 )和 ncs (Non-coding 

sequence)]组成, 复制蛋白 RepA 可以有规律地

(在 7-11-9-11-9-11-9-11-8 bp 区段含有 1 个 bp

的间隔)结合在 Iteron 的 2 对倒转重复序列, 调

控蛋白 RepB 可以结合在 Iteron 的 2 个顺式重复

序列和 repA 基因上游的序列。有趣的是宿主发

育分化蛋白 BldD 可以结合在 pSV1 的 ncs 区, 

bldD 基因的缺失使 pSV1 的拷贝数降低[12]。 

利用改良的大质粒提取方法 , 在链霉菌群

体中检测到许多大的环型质粒, 对其中的一些

质粒(如 pFP1、pFP11、pFP4、pWTY27、pZL12

和 pCQ4 等, 见表 1)的复制进行了研究。pFP1

和 pFP11 的复制区均含有 1 个复制基因和邻近

的 Iteron 序列, 其复制蛋白可以与相应的 Iteron

序列结合[9]。pFP4 和 pWTY27 的复制区由 2 个

基因(其中一个编码 DNA 多聚酶)和邻近的非编

码 序 列 组 成 [11], 其 中 pWTY27 的 复 制 蛋 白

RepA 可以特异结合到一段 105 bp 的倒转重复

序列[22]。pZL12 和 pCQ4 的复制区只含有 1 个

复制基因 , 没有非编码序列 , 复制蛋白作用的

靶点尚未确定[10,23]。 

2  链霉菌线型质粒的中心复制与端
粒复制 

1979 年 Hayakawa 等报道了利用普通琼脂

糖凝胶检测到链霉菌小的线型质粒 pSLA2[24], 
但是并未引起重视。大的质粒 SCP1 早在 1969
年就推测存在于天蓝色链霉菌中[25], 该质粒上

含有次甲基霉素生物合成基因簇[26]。直到 1987
年 Kinashi 等利用脉冲场凝胶电泳技术检测到 

 

图 1  链霉菌质粒 pSV1 复制及调控的模型[12] 
Fig. 1  Model of replication and regualtion of Streptomyces plasmid pSV1[12] 

Note: DR: Directed repeat; IR: Inverted repeat; NCS: Non-coding sequence. 
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大的线型质粒(包括 SCP1)[5], 随后发现链霉菌

群体中存在许多大的线型质粒。 

与末端蛋白共价结合的线型 DNA 病毒的复

制方式不同, Cohen 实验室证明链霉菌线型质粒

pSLA2 和 pSCL1 在去除端粒后仍然能够以环型

质粒的形式进行复制[27−28]。进一步证明 pSLA2

从靠近线型 DNA 分子的中心处开始复制, 进行

双向复制至端粒后, 留下一段约 280 nt 的单链中

间体, 可能通过一种新颖的“打补丁”方式最终

完成端粒处双链 DNA 的复制[28]。 
pSLA2 的中心复制区包含 2 个复制基因

(rep1 和 rep2), 其中 rep1 基因内部含有 1 段

Iteron 序列, rep2 基因编码解旋酶[29]。类似的中

心复制区的结构在线型质粒 pSCL1、SCP1、

SLP2 和 pSHK1 中也存在[27,30−34]。但是, 近年来

在一些链霉菌线型质粒中(如 pSLA2-L、pSCL2、

pRL2、pRL4、pYY8L、pSLA2-M 和 pFRL2 等)

发现了不同结构的中心复制区[35−40] (表 2)。有趣 
 

表 1  链霉菌 Theta 型质粒的复制区 
Table 1  Summary of the replication loci of Streptomyces theta-type plasmids 

质粒 
Plasmids 

大小 
Sizes (bp) 

复制区 
Replication loci 

文献 
References 

SCP2 31 317 repII-rep1-ncs [8,17] 
pFP1 39 360 pFP11.27-iteron [9] 
pFP11 35 139 Iteron-pFP1.14c [9] 
pZL12 90 435 pZL12.20c [10] 
pFP4 40 949 ncs-repA (helicase)-repB (polymerase)  [11] 
pWTY27 14 288 ncs-repA-repB (polymerase) [22] 
pCQ4 84 833 pCQ4.37c [23] 
pSV1  −163 000 repB-repA-iteron-ncs  [12] 

Note: ncs: Non-coding sequence. 
 

表 2  链霉菌线型质粒的复制区 
Table 2  Summary of the replication loci of Streptomyces linear plasmids 

质粒 
Plasmids 

大小 
Sizes (bp) 

复制区 
Replication loci 

文献 
References 

pSLA2  −17 300 rep1 (iterons)-rep2 (helicase)  [28]  

SCP1 356 023 Iterons-rep1 (helicase)-rep2 [31] 

SLP2 50 410 Iterons-rep (helicase)  [32−33]  

pSCL1 11 696 Iterons-rep (helicase)  [27,36]  

pSLA2-L 210 614 Iterons-repL1-repL2  [35]  

pSCL2 −120 000 Iterons-repC1-repC2  [36]  

pRL2 20 252 Iterons-tpg-tap/helicase  [34] 

pRL4 −200 000 ncs-rep  [34]  

pFRL2  −100 000 ncs-rep  [34] 

SAP1 94 287 ncs1-repA1, ncs2-repA2  [34]  

pSHK1 185 421 Iterons-rep1 (helicase)-rep2 [37]  

pFRL1 54 288 ncs-pFRL1.1-pFRL1.2, pFRL1.13-ncs [38] 

pYY8L −280 000 SCP1-rep1 like [39] 
pSLA2-M 113 463 pFRL2.1-pFRL2.2 like [40] 

Note: ncs: Non-coding sequence. 
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的是, 实验证明线型质粒 pFRL1 上存在 2 个不

同的复制区, 其中 1 个紧靠端粒[38]。推测线型

质粒 SAP1 也上存在 2 个不同的复制区[34]。最

初鉴定的 SCP1 只有一个复制区[31], 但是我们

最近发现 SCP1 上存在 3 个不同位置的复制区

(彭诗园等, 未发表的数据)。因此, 线型质粒单

一的、中心复制的概念需要修正。 

最初分离到的线型质粒 pSLA2、SLP2 和

pSCL1 的端粒, 以及天蓝色链霉菌和变铅青链

霉菌线型染色体的端粒, 均具有保守的序列。

最末端的倒转重复序列可以“折返”, 与中间的

序列配对。Chen 总结了“打补丁”方式完成端粒

处双链 DNA 的复制可能有 3 种模型, 包括端粒

“折返”、重组和“颠换”[41]。Qin 等排除了端粒重

组和“颠换”作为链霉菌端粒的复制方式, 鉴定

了端粒的 4 个倒转重复序列是复制所必需, 支

持了“折返”模型[42]。分离到的端粒结合蛋白可

以结合到其中的 2 个重复序列, 并且可以招募

末端蛋白到端粒参与复制 [7,43], 进一步支持了

“折返”模型。一个例外是线型质粒 SCP1 的端粒

不具有保守的序列, 最末端的倒转重复序列不

能“折返”。近年来, 分离了更多的非保守的端粒

序 列 , 如 pRL1、 pRL2、 pSHK1 和 pFDY3L    

等[37,39,44], 只有 pRL2 可以“折返”。另一方面, 一

些与 pSLA2 相似的保守的端粒(如 pFRL1 和

pYY223 等)并不能“折返”(图 2), 暗示端粒“折

返”复制模型需要修改。链霉菌线型质粒和线型

染色体端粒具有共性的特征是, 目前分离到的

所有端粒均有多个倒转重复序列, 提示形成端

粒二级结构对于端粒复制是重要的。 

在寻找参与端粒复制的基因或蛋白的过程

中, 通过直接分离的方法鉴定了与 pSLA2 端粒

DNA 共价连接的末端蛋白 Tpg[7], 进而鉴定了

与 tpg 基因共转录的编码端粒结合蛋白的 tap 基

因[43]。Tap 蛋白可以特异结合到端粒的 2 个重

复序列, 并负责“招募”末端蛋白 Tpg 参与端粒 

 
图 2  链霉菌保守和非保守端粒序列多样化的“折返”的模型 

Fig. 2  Diversity of the telomere “folding-back” of Streptomyces linear plasmids 
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的复制 [43]。采用类似的策略 , 从非保守 SCP1
的端粒上分离到一个新的末端蛋白, 也找到了

相应的端粒复制基因[45]。利用 Tap 抗体鉴定了

一些与端粒相互作用的蛋白, 包括 DNA 多聚 

酶 I 和拓扑异构酶[46], 但是遗传学实验不支持

其参与线型质粒端粒的复制[47]。近期的遗传学

实验暗示 2 个 DNA 多聚酶 IV 可能参与端粒复

制[48], 但是没有直接的体外生物化学的证据。

这些结果表明虽然经过大量的探索, 分离完整

的端粒复制核心复合体尚未完成。 

3  链霉菌线型质粒、环型质粒和噬菌
体的进化关系 

通过人工构建的遗传系统证明了链霉菌线

型质粒与环型质粒在一定条件下可以相互转

换。前期的实验表明, 线型质粒(如 pSLA2 和

pSCL1 等)缺失端粒后能够以环型质粒的方式

繁殖[27−28]。进一步的实验表明, 当 pSLA2 的一

个端粒发生损伤时, 宿主可以采取 3 种修复的

方式：利用另一个端粒重组修复、利用非同源

末端环化和形成全长的倒转重复分子, 修复的

结果导致在细胞群体中形成不同大小的环型质

粒和不同结构的线型质粒[49−50]。另一方面, 一

些进行双向复制的 Theta 型质粒(如 pFP11、

SCP2 和 pWTY27 等)在加上链霉菌线型质粒的

端粒后 , 可以复制成线型质粒 , 并且这些人工

构建的线型质粒在宿主中的遗传稳定性和拷贝

数是正常的[9,22]。随着高通量 DNA 测序技术的

应用, 许多链霉菌大的环型和线型质粒的序列

已完成测序, 生物信息学分析提示链霉菌线型

质粒与环型质粒之间存在亲缘关系。例如, 完整

的次甲霉素生物合成基因簇在环型质粒 pSV1 和

线型质粒 SCP1 上的序列几乎相同[21], pSV1 与线

型质粒 pSLA2-L 的复制基因具有相似性[12]。 

一些大的环型质粒(如 pZL12 和 pFP4 等)

的序列分析表明质粒上存在成簇的噬菌体基

因, 编码噬菌体的头、鞘、尾丝等结构蛋白。

实验证明这些噬菌体基因是有功能的, 如质粒

pZL12 在培养过程中能够以低频率让细胞裂解, 

释放噬菌体颗粒 ΦZL12, 在平板上形成噬菌斑; 

而烈性噬菌体 ΦZL12 感染细胞群体后, 在一部

分细胞中可以转换为“温和”的环型质粒 pZL12 

(图 3)[10]。 

4  结论 

早期报道的大多数链霉菌的环型质粒通常

较小, 且属于滚环复制类型。随着大质粒提取

和检测技术的发展, 尤其是高通量 DNA 测序技 

 
图 3  链霉菌质粒 pZL12 和噬菌体 ΦZL12 相互转换

的模型[10]  
Fig. 3  Model of life cycle of Streptomyces plasmid 
pZL12 and phage ΦZL12[10] 
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术的应用, 使得链霉菌大的环型质粒和线型质

粒的研究取得了较快的进展。相比于研究透彻

的细菌的 Theta 型复制的质粒(如 RK6、R1、F、

ColE1 等), 链霉菌 pSV1 和 SCP2 等大的环型质

粒在复制区的结构、复制蛋白和调控蛋白作用

的分子机理等方面具有多样性和新颖性。与末

端蛋白共价结合的线型 DNA 病毒的复制方式

不同, 链霉菌的线型质粒从“中心”开始复制。随

着大量的线型质粒的中心复制区的鉴定, 表明

中心复制的启动可以靠近端粒, 一个质粒也可

以由 2 个甚至更多的复制区(如 pFRL1、SAP1
和 SCP1 等)。前期的实验支持端粒“折返”的复

制模型 , 新分离的大量的端粒序列显示 , 端粒

“折返”不是必需的, 而形成端粒的二级结构对

于端粒复制是重要的。分离有功能的完整的端

粒复制核心复合体是未来一项有挑战性的工

作。通过大量的内源环型和线型质粒的测序 , 
以及人工构建的测试系统, 显示链霉菌环型和

线型质粒有亲缘关系, 在一定条件下可以相互

转换。天然环型质粒可以与噬菌体共整合, 在

一定条件下也可以相互转换。这些研究进展表

明, 链霉菌环型、线型质粒和噬菌体从结构到

功能到进化具有多样性、新颖性和亲缘关系。 
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