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　　摘要：细菌染色体上的ｍｎｔ／ｈｅｐｎ操纵子构成毒素 －抗毒素系统（ＴＡ，ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎｓｙｓｔｅｍ）新家族，但该家族成
员的生化及遗传特征有待阐明。为了证明集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色体上基因 ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１的转录调控作用，以无启动
子的β－半乳糖苷酶基因（ｌａｃＺ）为报告基因，构建了ｌａｃＺ转录融合重组质粒，通过测定含重组质粒的大肠杆菌细胞的
β－半乳糖苷酶活性，确定ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１编码产物对其启动子活性的调控作用。结果表明，蛋白 Ｓｓｌ２７４９使 β－半乳
糖苷酶活性显著增加，提示 Ｓｓｌ２７４９可激活 ＰＴＡ启动子转录活性，蛋白 Ｓｌｌ１４１１抑制 Ｓｓｌ２７４９的转录激活作用。因此，

Ｓｓｌ２７４９可能与ＰＴＡ中的调控序列结合调控ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１操纵子的转录，Ｓｌｌ１４１１对Ｓｓｌ２７４９转录激活活性的抑制作用

提示二者之间存在相互作用。
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　　细菌毒素 －抗毒素（ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎ，ＴＡ）系统由位于同
一操纵子中分别编码毒素蛋白和抗毒素的２个基因构成。染
色体上的ＴＡ系统通过调控细胞的生长使细胞适应环境胁
迫［１－２］。已鉴定的ＴＡ系统毒素蛋白通过作用于重要的细胞
结构，调控细胞生长［３］。抗毒素为不稳定的蛋白，与毒素蛋

白形成复合体抑制其毒性作用；抗毒素或毒素 －抗毒素复合
体反馈调控 ＴＡ系统表达［４－５］。根据编码产物的序列相似

性，将已证明的Ⅱ型ＴＡ系统分为ｒｅｌＢＥ、ｍａｚＥＦ、ｖａｐＢＣ等８个
家族［５］；但近来生物信息分析发现了更多的 ＴＡ系统家
族［６－７］，如ｍｎｔ／ｈｅｐｎ。ｍｎｔ／ｈｅｐｎ家族 ＴＡ系统由分别编码含
核苷酸转移酶结构域蛋白（Ｍｎｔ）和核酸结合蛋白结构域蛋白
（Ｈｅｐｎ）的２个基因构成［６］。对流感嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）染色体上的ｍｎｔ／ｈｅｐｎ家族 ＴＡ系统 ＨＩ００７３／ＨＩ００７４
基因编码的Ｈｅｐｎ蛋白结构分析显示，Ｈｅｐｎ含有４个螺旋折
叠的核苷转移酶底物结合结构域［８］。因此，推测该系统编码

的毒素蛋白可能作为核酸或蛋白修饰酶作用于 ＲＮＡ或蛋白
质，抑制细胞生长［６］。但对该系统编码产物的ＤＮＡ结合能力
分析显示，Ｈｅｐｎ和Ｍｎｔ对非特异的ＤＮＡ没有结合能力，推测
可能结合于序列特异的 ＤＮＡ［８］，集胞藻（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）
ＰＣＣ６８０３染色体上的 ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１操纵子构成 ｍｎｔ／ｈｅｐｎ
家族ＴＡ系统［６］。本研究以无启动子的大肠杆菌的 β－半乳
糖苷酶基因（ｌａｃＺ）为报告基因，证明了 ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１编码
产物对其启动子的反馈调控作用。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　试剂和仪器　邻硝基苯 β－Ｄ－半乳吡喃糖苷
（ＯＮＰＧ）、溴化乙锭（ＥＢ）、各类抗生素、分子生物学试剂等均
购自宝生物（大连）有限公司，引物合成及 ＤＮＡ测序由上海
生工生物工程技术服务有限公司完成。ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
Ｍａｓｔｅｒｔｙｃｌｅｒ型），分光光度计（７２２型），稳流稳压电泳仪
（ＤＹ－６０２Ｓ型），气浴恒温振荡器（ＴＨＺ－８２Ｂ型），超级恒温
浴槽（ＨＳＳ－１数字式）等。
１．１．２　菌株、质粒和培养条件　用于质粒克隆的宿主菌
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α在３７℃下 ＬＢ培养基中培养，含有质粒
的大肠杆菌加入相应的抗生素（硫酸卡拉霉工作浓度为

５０μｇ／ｍＬ，壮观霉素的工作浓度为１００μｇ／ｍＬ，双抗时则各自
减半），所用质粒均为笔者所在实验室构建并保存。

１．２　试验方法
１．２．１　重组质粒的构建　重组质粒的构建按分子克隆标准
方法进行。以Ｔ４ＤＮＡ聚合酶获得平末端化重组ＤＮＡ。以集
胞藻ＰＣＣ６８０３染色体为模板，以特异性引物（表１）通过 ＰＣＲ
扩增相应的ＤＮＡ片段。ＰＣＲ反应体系按产品说明设定，所用
程序依反应对象设置。

表１　本试验所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｓｌｒ０１６８－１ ＧＡＴＡＴＣＧＴＴＣＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＣＡＣ
ｓｌｒ０１６８－２ ＧＡＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＡＣＣＡＧＡＧＧ
ｓｓｌ２７４９－１ ＧＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＣＣＴＧＧＣＣＧＡＴＧＣＣＣ（ＢａｍＨⅠ）
ｓｓｌ２７４９－２ ＣＡＧＴＧＣＴＡＡＣＴＧＧＧＴＡＡＣＡＣＣ
ｓｓｌ２７４９－Ｂ ＧＡＴＧＣＣＡＴＴＣＣＣＧＡＴＴＧＧＧＡＧ
ｓｌｌ１４１１－Ｘ ＣＴＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡＴＡＧＡＣＡＡＧＧＡＡＡＡＡＧＧＧ（ＸｈｏⅠ）
ｌａｃＺ－Ｒ ＣＴＧＣＧＣＡＡＣＴＧＴＴＧＧＧＡＡＧＧ

１．２．２　大肠杆菌中 ＬａｃＺ活性测定方法　 将待测菌株在含
相应抗性的 ＬＢ培养基中培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．６，并调 Ｄ６００ｎｍ为
０．３。各取 ２００μＬ菌液，离心收集后用 １ｍＬ的 ＺＢｕｆｆｅｒ
（６０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
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１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，４０ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇）悬浮，依次加入
５０μＬ的０．１％ ＳＤＳ、５０μＬ氯仿和２００μＬ４ｍｇ／ｍＬＯＮＰＧ，在
３０℃反应２０ｍｉｎ后加入５００μＬ的１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３终止反
应。反应液于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清在４２０ｎｍ处
测吸光度Ｄ４２０ｎｍ，用不含有藻细胞的反应液作为空白对照，根
据公式Ｍｉｌｌｅｒ＝１０００×Ｄ４２０ｎｍ／（１．５ｍＬ×２０ｍｉｎ×Ｄ６００ｎｍ）计
算ＬａｃＺ活力。

２　结果与分析

２．１　无启动子的ｌａｃＺ平台质粒ｐＪＳ７５９
以ｓｌｒ０１６８－１／ｓｌｒ０１６８－２为引物，集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色

体ＤＮＡ为模板，扩增基因 ｓｌｒ０１６８部分编码序列片段。扩增
产物以Ｔ４ＤＮＡ聚合酶补平后与 ＰｖｕⅡ酶切 ｐＵＣ１８质粒的大
片段连接，得到的重组质粒为ｐＪＳ３７８。该质粒中ｓｌｒ０１６８片段
含ＥｃｏＲⅠ位点。以 ＤｒａⅠ酶切 ｐＲＬ５７［９］，回收含有壮观霉素
（Ｓｐｒ）／链霉素（Ｓｍｒ）抗性基因的 Ω片段，将此片段插入
ｐＨＢ１１１７［１０］ＳａｌⅠ酶切补平后的位点，得到的质粒命名为
ｐＪＳ７５９ａ。ＸｂａⅠ／ＰｓｔⅠ酶切ｐＪＳ７５９ａ后回收Ω－ｌａｃＺ片段，克
隆于ｐＪＳ３７８ＥｃｏＲⅠ酶切补平后的位点，得到的重组质粒命名
为ｐＪＳ７５９（图 １）。该重组质粒中，含有 ＰＣＣ６８０３染色体
ｓｌｒ０１６８整合片段（约１．０ｋｂ）、大肠杆菌复制起始位点 ＯｒｉＶ、
含壮观霉素／链霉素抗性基因的 Ω片段、Ω片段两侧段的茎
环结构（用以终止该质粒上可能存在的背景转录）以及下游

的无启动子的报告基因ｌａｃＺ（图１）。

２．２　ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１转录调控重组质粒的构建
以ｓｓｌ２７４９－１和ｓｌｌ１４１１－Ｘ为引物，ＰＣＲ扩增含启动子

ＰＴＡ以及 ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１编码序列的片段，正向克隆于
ｐＭＤ－１８Ｔ中，得到的重组质粒为ｐＪＳ９８８。以 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ
酶切 ｐＪＳ９８８，回收片段补平后插入 ｐＪＳ７５９ＢｇｌⅡ位点，以
ｓｓｌ２７４９－１和ｌａｃＺ－Ｒ为引物 ＰＣＲ鉴定 ＰＴＡ插入方向与 ｌａｃＺ
方向相同的重组质粒，重组质粒命名为 ｐＪＳ１０１０。该重组质
粒中导入便于克隆的酶切位点。以 ｓｓｌ２７４９－１和 ｓｓｌ２７４９－２
为引物，ＰＣＲ扩增启动子ＰＴＡ片段，以ｓｓｌ２７４９－１和ｓｓｌ２７４９－Ｂ
为引物，ＰＣＲ扩增含 ＰＴＡ与 ｓｓｌ２７４９编码序列的片段。扩增产
物分别正向克隆于 ｐＭＤ－１８Ｔ，得到重组质粒 ｐＪＳ１０５５和
ｐＪＳ１００５。以ＰｓｔⅠ／ＫｐｎⅠ酶切 ｐＪＳ１０５５和 ｐＪＳ１００５，回收片段
克隆于ｐＪＳ１０１０相应位点，ＰＣＲ鉴定后的重组质粒分别命名
为 ｐＪＳ１０７６和 ｐＪＳ１０２４（图 ２－Ａ）。重组质粒 ｐＪＳ１０７６、
ｐＪＳ１０２４和ｐＪＳ１０１０分别含 ＰＴＡ－ｌａｃＺ、ＰＴＡ－ｓｓｌ２７４９－ｌａｃＺ和
ＰＴＡ－ｓｓｌ２７４９－ｓｌｌ１４１１－ｌａｃＺ的转录融合片段（图２－Ｂ）。因
此，在细菌细胞中，ＰＴＡ启动子控制 ＴＡ系统基因及报告基因
ｌａｃＺ的表达。

２．３　启动子ＰＴＡ在大肠杆菌细胞中活性的转录调控分析
由于大肠杆菌基因组中未发现编码Ｍｎｔ／Ｈｅｐｎ的基因，并

且Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中 ｌａｃＺ基因失活，因此，以大肠杆菌为宿主
细胞分析ｍｎｔ／ｈｅｐｎ家族ＴＡ系统的转录调控，可排除同源基
因的干扰。含转录融合质粒 ｐＪＳ１０７６、ｐＪＳ１０２４、ｐＪＳ１０１０的重
组菌株分别命名为 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０７６）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
（ｐＪＳ１０２４）和Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０１０）。以含空载体的重组质
粒ｐＪＳ７５９的菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ７６５）作为对照，测定各重
组菌株细胞的β－半乳糖苷酶活性，结果如图３所示。从图３
看出，菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０７６）β－半乳糖苷酶活性显著
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高于对照菌株（Ｐ＜０．０５），表明启动子ＰＴＡ具有转录活性。Ｅ．
ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０２４）的β－半乳糖苷酶活性显著高于 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α（ｐＪＳ１０７６）（Ｐ＜０．０５），表明 Ｓｓｌ２７４９对 ＰＴＡ启动子具有
转录激活作用。菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０１０）的β－半乳糖苷
酶活性略高于对照菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０７６）（Ｐ＜０５），但
显著低于Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ１０２４）（Ｐ＜０．０５），表明ｓｌｌ１４１１减
弱了ｓｓｌ２７４９编码产物对启动子 ＰＴＡ的转录激活作用，因此，
Ｓｓｌ２７４９可能与 ＰＴＡ中尚待证明的调控序列结合，正调控
ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１操纵子的转录，而 Ｓｌｌ１４１１具有抑制 Ｓｓｌ２７４９
的转录激活作用。

３　讨论

ｍｎｔ／ｈｅｐｎ是根据ＴＡ系统保守的遗传结构及其编码产物
序列，通过生物学信息学鉴定的一个新的 ＴＡ系统家族［６］。

此前 对 Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａ中 ｍｎｔ／ｈｅｐｎＴＡ 系 统 家 族 成 员
ＨＩ００７３／ＨＩ００７４的研究结果表明，其编码产物尽管分别含有
核苷转移酶ＤＮＡ结合结构域和底物结合结构域［８］，但通过凝

胶阻滞试验和滤膜结合试验表明，ＨＩ００７３／ＨＩ００７４编码产物
都不能与非特异的 ＤＮＡ结合［８］。本研究利用报告基因在大

肠杆菌细胞中分析集胞藻染色体上的公认的ｍｎｔ／ｈｅｐｎＴＡ系
统ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１的转录调控，证明 Ｓｓｌ２７４９蛋白对该操纵子
的转录调控具有激活作用，提示 Ｓｓｌ２７４９可直接或间接结合
于ＰＴＡ中尚待证明的特异性调控序列。

在已鉴定的ＴＡ系统中，抗毒素蛋白通常与启动子 ＤＮＡ
序列结合，反馈抑制操纵子的转录，并且毒素蛋白可加强这种

反馈抑制作用。ｓｓｌ２７４９／ｓｌｌ１４１１与典型的 ＴＡ系统转录调控
不同，但与结核分枝杆菌染色体上的 ＴＡ系统 ｒｅｌＢＥ和 ｒｅｌＦＧ
的转录调控模式相似：抗毒素蛋白分别对各自的操纵子具有

正调控作用，相应的毒素蛋白对抗毒素蛋白的转录激活活性

具有抑制作用［１１］。这些结果表明，不同家族的ＴＡ系统，甚至
同一家族中不同成员的转录调控模式不同。ＴＡ系统转录调
控模式的差异可能与ＴＡ在细胞中的生理功能差异有关。

ＴＡ系统编码的毒素蛋白和抗毒素蛋白在细胞内相互作
用形成复合体，并抑制毒素蛋白的毒性作用［５］。已证明 Ｈ．
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ中 ｍｎｔ／ｈｅｐｎＴＡ系统 ＨＩ００７３／ＨＩ００７４编码产物之间
能相互作用形成复合体［８］。本研究中 Ｓｌｌ１４１１与 Ｓｓｌ２７４９同
时表达时，Ｓｓｌ２７４９对ＰＴＡ启动子的转录激活作用起到一定程
度的抑制作用，提示Ｓｌｌ１４１１与 Ｓｓｌ２７４９之间可能存在相互作
用。笔者所在实验室最近的研究结果显示，在大肠杆菌中诱

导Ｓｌｌ１４１１过量表达时可抑制细胞生长；在相同的表达系统中
诱导Ｓｌｌ１４１１和Ｓｓｌ２７４９共表达时，细胞可正常生长（结果待
发表）。这些结果提示ｍｎｔ／ｈｅｐｎ基因构成真正的ＴＡ系统。
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