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　　摘要：细菌染色体上的毒素－抗毒素（ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎ，ＴＡ）系统通过转录水平和转录后水平调控毒素活性，从而
控制细胞的生长速度和死亡，使细菌适应各种环境胁迫。为了证明集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色体上 ｒｅｌＮＥｓＴＡ系统的转录
调控，构建了以无启动子的β－半乳糖苷酶（ｌａｃＺ）基因为报告基因的重组质粒，并测定含转录融合重组质粒的大肠杆
菌细胞的β－半乳糖苷酶活性。结果表明，抗毒素ＲｅｌＮ能显著抑制ｒｅｌＮＥｓ启动子的转录活性，而毒素ＲｅｌＥｓ能部分减
弱这种抑制作用，提示ｒｅｌＮＥｓ系统的编码产物对该操纵子具有反馈调控作用。
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　　毒素 －抗毒素系统（ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＴＡ）由位于
同一操纵子中的抗毒素基因和毒素基因构成，二者共同表

达［１］。其中抗毒素基因编码不稳定的抗毒素蛋白，毒素基因

编码稳定的毒素蛋白；抗毒素基因编码的毒素蛋白可被依赖

ＡＴＰ的蛋白酶降解成不稳定的抗毒素蛋白，与毒素蛋白相互
作用形成ＴＡ复合体，可抑制毒素的细胞毒性。ＴＡ蛋白复合
体可以通过抗毒素蛋白结合于ＴＡ系统中启动子的调控序列
上，从而反馈调控ＴＡ系统的转录［１］。细菌染色体上的ＴＡ系
统通过转录水平和转录后水平调控毒素活性，从而控制细胞

的生长速度和死亡，使细菌适应各种环境胁迫［２］。蓝藻是一

类古老的放氧光合细菌，具有独特的环境适应能力能和极强

的生态竞争优势。集胞藻（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）ＰＣＣ６８０３染色体上
的基因 ｓｓｒ１１１４／ｓｌｒ０６６４构成 ＴＡ系统，其中 ｓｌｒ０６６４为毒素基
因（ｒｅｌＥｓ），ｓｓｒ１１１４为抗毒素基因（ｒｅｌＮ）［１］。抗毒素蛋白ＲｅｌＮ
与ＲｅｌＥｓ相互作用形成复合体，能够抑制毒素的毒性作用［２］。

目前ｒｅｌＮＥｓＴＡ系统编码产物对其操纵子是否具有转录调控
作用尚不清楚。本研究以来源于大肠杆菌的 β－半乳糖苷酶
基因（ｌａｃＺ）为报告基因，构建了ｒｅｌＮＥｓ操纵子与ｌａｃＺ的转录
融合质粒，通过对含有这些质粒的重组菌株的 β－半乳糖苷
酶活性的分析，确定了该系统的转录调控。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌株与质粒　试验菌株为ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α，质粒
为笔者所在实验室构建并保存。

１．１．２　试剂　主要试剂有：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。

１．１．３　仪器　主要仪器有：Ｍａｓｔｅｒｔｙｃｌｅｒ型 ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ），７２２型分光光度计，ＤＹ－６０２５型稳流稳压电泳仪，ＴＨＺ
－８２Ｂ型气浴恒温振荡器，ＨＳＳ－１数字式超级恒温浴槽等。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株、质粒的培养条件　将用于质粒克隆的宿主菌
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α在３７℃、ＬＢ培养基中培养，在含有质粒
的大肠杆菌培养基中加入相应的抗生素（硫酸卡拉霉素的工

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）。

１．２．２　重组质粒的构建　重组质粒的构建按分子克隆的标
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，用特异性引物（表１）通过
ＰＣＲ扩增相应的ＤＮＡ片段。ＰＣＲ反应体系按产品的说明设
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 序列（５′→３′）
ｌａｃＺ－Ｒ ＣＴＧＣＧＣＡＡＣＴＧＴＴＧＧＧＡＡＧＧ
ｓｓｒ１１１４－１ ＣＣＡＡＡＧＣＣＧＣＴＧＣＣＣＣＣＡＧ
ｓｓｒ１１１４－２ ＣＴＴＧＡＣＴＣＧＧＣＴＧＧＴＡＴＴＣＣ
ｓｓｒ１１１４－Ｂ ＧＡＧＡＧＧＴＡＣＣＣＴＴＣＴＣＣＴＡＴＡＴＴＣＧＧＧ
ｓｌｒ０６６４－Ｘ ＣＴＣＧＡＧＧＴＣＴＴＣＴＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＣＣＣＣ

１．２．３　大肠杆菌中ＬａｃＺ活性的测定方法　将待测菌株在含
相应抗性的 ＬＢ培养基中培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．６，并调节 Ｄ６００ｎｍ
为０．３。各取２００μＬ菌液，离心收集后用１ｍＬＺＢｕｆｆｅｒ（含
６０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，４０００ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，４０ｍｍｏｌ／Ｌβ－琉基乙醇）悬浮，依次加入
５０μＬ０．１％ ＳＤＳ、５０μＬ氯仿、２００μＬ４ｍｇ／ｍＬＯＮＰＧ，在
３０℃ 反应２０ｍｉｎ后加入５００μＬ１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３以终止反
应。将反应液于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清在４２０ｎｍ
处测吸光度Ｄ４２０ｎｍ，以不含有藻细胞的反应液作为空白对照，
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根据下列公式计算ＬａｃＺ活力：
Ｍｉｌｌｅｒ＝１０００×Ｄ４２０ｎｍ／（１．５ｍＬ×２０ｍｉｎ×Ｄ６００ｎｍ）。

２　结果与分析

２．１　ｒｅｌＮＥｓ操纵子启动子结构分析
在ｒｅｌＮＥｓ操纵子中，抗毒素基因ｒｅｌＮ位于毒素基因ｒｅｌＥｓ

上游，二者有１１个核苷酸序列的重叠（ＡＴＧＴＣＧＡＡＴＡＡ），提
示二者可能构成一个二元操纵子，在同一启动子控制下共转

录。对ｒｅｌＮＥｓ操纵子可能的启动子区域进行分析发现，ｒｅｌＮ

起始密码子（ＡＴＧ）上游２个核苷酸处有公认的核糖体结合位
点（ＲＢＳ，ＧＡＧＧＡＡ）；上游 ４０个核苷酸处有方向重复序列
（ＩＲ，５′－ＴＴＣＣＧＧＡＣＧＧＣ－４Ｎ－ＧＣＣＴＡＧＡＴＧＧＡ－３′）；上游
１２６个核苷酸处有启动子公认的 －１０序列（ＴＣＣＴＡＡＡＧＴ），
１４５个核苷酸处存在公认的－３５序列（ＴＴＧＣＣＡ）（图１）。因
此，ｒｅｌＮＥｓ启动子区域（ＰｒｅｌＮＥｓ）含有启动子的所有组分，ＰｒｅｌＮＥｓ
可能是具有活性的启动子。此外，ＰｒｅｌＮＥｓ含有转录调控因子结
合的 ＩＲ序列，ｒｅｌＮＥｓ操纵子编码产物可能具有反馈调控
活性。

２．２　ｒｅｌＮＥｓ操纵子与ｌａｃＺ转录融合质粒的构建
为了构建 ｒｅｌＮＥｓ操纵子与 ｌａｃＺ转录融合质粒，将含

ｒｅｌＮＥｓ启动子和 ｒｅｌＮＥｓ编码序列的片段克隆于报告质粒
ｐＪＳ７５９［２］中无启动子的报告基因ｌａｃＺ上游。分别以ｓｓｒ１１１４－
１／ｓｓｒ１１１４－２、ｓｓｒ１１１４－１／ｓｓｒ１１１４－Ｂ、ｓｓｒ１１１４－１／ｓｌｒ０６６４－Ｘ
为引物，ＰＣＲ扩增启动子含 ＰｒｅｌＮＥｓ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ－
ｒｅｌＥｓ片段。将扩增产物分别正向克隆于 ｐＭＤ－１８Ｔ中，将得
到的重组质粒分别命名为 ｐＪＳ３７０、ｐＪＳ３９６、ｐＪＳ９６３。用 ＰｖｕⅡ
酶切重组质粒后，回收 ＰｒｅｌＮＥｓ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ－ｒｅｌＥｓ
片段，并将这些回收产物分别与ＢｇｌⅡ酶切后 Ｔ４ＤＮＡ聚合酶
补平末端的 ｐＪＳ７５９载体连接。以 ｓｓｒ１１１４－１、ｌａｃＺ－Ｒ为引
物，筛选ＰｒｅｌＮＥｓ插入方向与ｌａｃＺ相同的克隆（图２），所得的重
组质粒命名为 ｐＪＳ７６８、ｐＪＳ７６９、ｐＪＳ９７８，这些重组质粒分别含
转录融合片段ＰｒｅｌＮＥｓ－ｌａｃＺ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ－ｌａｃＺ、ＰｒｅｌＮＥｓ－ｒｅｌＮ－
ｒｅｌＥｓ－ｌａｃＺ（图３－Ａ）。

２．３　ｒｅｌＮＥｓ启动子转录活性的调控
分别用转录融合质粒 ｐＪＳ７６８、ｐＪＳ７６９和 ｐＪＳ９７８转化

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，重组菌株分别命名为 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ７６８）、
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ７６９）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ９７８）。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。图３－Ｂ结
果显示，菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ７６８）的 β－半乳糖苷酶活性
显著高于对照菌株，表明启动子 ＰｒｅｌＮＥｓ具有转录活性；Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α（ｐＪＳ７６９）的 β－半乳糖苷酶活性显著低于 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α（ｐＪＳ７６８）的β－半乳糖苷酶活性，表明ＲｅｌＮ对启动子
ＰｒｅｌＮＥｓ具有负调控作用；但重组菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ９７８）的
β－半乳糖苷酶活性高于Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＪＳ７６９），提示ＲｅｌＥｓ
可能抑制ＲｅｌＮ的转录抑制活性。

３　讨论与结论

ＴＡ系统在转录水平和转录后水平通过降低抗毒素水平
并释放毒素来激活毒素蛋白活性［１－２］。在正常的生长条件

下，连续合成的抗毒素蛋白与毒素蛋白形成ＴＡ蛋白复合体，
与操纵子序列结合从而抑制ＴＡ操纵子的转录。在胁迫条件
下，依赖ＡＴＰ的蛋白酶被激活，抗毒素被降解，ＴＡ系统的转
录水平增加［１－２］。如大肠杆菌中，氨基酸饥饿激活 Ｌｏｎ蛋白
酶，并降解ｒｅｌＢＥＴＡ系统的抗毒素蛋白，从而激活该 ＴＡ系
统［３－７］。已证明集胞藻 ＰＣＣ６８０３染色体上的操纵子 ｒｅｌＮＥｓ
编码ｒｅｌＢＥ家族ＴＡ系统，其中ｒｅｌＥｓ为毒素基因，ｒｅｌＮ为抗毒
素基因，分别编码毒素蛋白 ＲｅｌＥｓ和抗毒素蛋白 ＲｅｌＮ［１］。抗
毒素蛋白ＲｅｌＮ与ＲｅｌＥｓ相互作用形成复合体，抑制毒素的毒
性作用［２］。但与大肠杆菌中的ｒｅｌＢＥ同源系统不同，ｒｅｌＮＥｓ系
统中的抗毒素可被集胞藻中的 Ｌｏｎ和 ＣｌｐＸＰ２ｓ降解，从而激
活该系统的细胞毒性作用。

ＴＡ系统抗毒素的 ＤＮＡ结合结构域包括４个不同的家
族：Ｈｅｌｉｘ－Ｔｕｒｎ－Ｈｅｌｉｘ（ＨＴＨ）、Ｒｉｂｂｏｎ－Ｈｅｌｉｘ－Ｈｅｌｉｘ（ＲＨＨ）、
ＡｂｒＢ、Ｐｈｄ／ＹｅｆＭ［１］。ＲｅｌＮ与已知抗毒素无序列同源性，但二级
结构 分析显示，其Ｎ末端含有类似于ＡｂｒＢ结构域的
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β－α－β结构域，因此属于 ＡｂｒＢ家族的转录调控因子［８－１０］。

本研究通过转录融合分析了ｒｅｌＮＥｓ操纵子的转录调控，结果
显示，ＲｅｌＮ可反馈抑制 ｒｅｌＮＥｓ启动子的转录活性，但 ＲｅｌＥｓ
能抑制ＲｅｌＮ的转录抑制活性；在 ｒｅｌＮＥｓ启动子区域存在一
个回文序列 ５′－ＴＴＣＣＧＧＡＣＧＧＣ－４Ｎ－ＧＣＣＴＡＧＡＴＧＧＡ－
３′，推测抗毒素蛋白ＲｅｌＮ可能通过其 Ｎ末端的类 －ＡｂｒＢ结
构域与该序列结合，从而反馈抑制 ｒｅｌＮＥｓ启动子的转录活
性。由于在细胞内ＲｅｌＮ与ＲｅｌＥｓ相互作用形成复合体［２］，推

测ＲｅｌＮ－ＲｅｌＥｓ可能部分抑制 ＲｅｌＮ与启动子中的调控序列
结合的能力，从而降低 ＲｅｌＮ的转录抑制活性。但 ＲｅｌＮ与
ｒｅｌＮＥｓ的调控序列结合活性、特异性以及蛋白酶 Ｌｏｎ和
ＣｌｐＸＰ２ｓ介导环境胁迫因子激活该 ＴＡ系统的过程仍需进一
步通过研究证明。
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