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不携带霍乱毒素基因的 !"#!类前噬菌体

基因组克隆与分析"
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（中国预防医学科学院流行病学微生物学研究所 卫生部医学分子细菌学重点实验室 北京 %$""$6）

摘 要：霍乱弧菌的霍乱毒素基因 !"#$% 由其溶原性噬菌体 9:;!编码，由此携带毒素基因在

产毒株与非产毒株间水平转移。从无 !"#$% 的 <( :’/ 型菌株中，发现不同时间、地点来源的部

分菌株仍带有 9:;!基因组的其它基因，在研究菌株染色体上呈双拷贝串联排列。克隆后测

序发现基因组全长 #4$3-=，其抑制基因 &’"( 却与古典型菌株来源 9:;!的相同，因此从 <% :’/
菌株中发现整合有古典型来源的这类噬菌体。其它各基因与 9:;!序列基本一致，但 >+,8
9:;!的 )*" 基因末端及下游间隔区与 9:;!的相差很大，进一步的序列测定与比较表明 >+,8
9:;!中无 !"#$% 应是其固有结构，而不是 !"#$% 丢失所形成的。将这种独特的前噬菌体命名

为 >+,89:;+(?@@!。研究菌株染色体上 >+,89:;!基因组上下游也各存在 :A9 因子和 B:; 毒力

基因簇的同源序列，揭示它们与 >+,89:;!基因组有与 9:;!相同的联系。从序列分析上认为

>+,89:;!与 9:;!在遗传分化上有不同，可能是 9:;!的前体形式，这对 9:;!的来源、分化

以及新病原产生的研究具有重要意义。
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霍乱弧菌（ +,-&,* !.*/0&10）是弧菌科弧菌属中致人疾病的重要病原菌，产霍乱毒素

（9:，+E’(./? ,’FG>）的霍乱弧菌导致感染者剧烈的水样腹泻，严重者可致死亡。9: 为一种

D8H 型肠毒素，这两个亚单位的基因 !"#$% 在染色体上串联排列［%］。近年来发现 !"#$% 由

溶原性的丝状噬菌体（定名为 9:;!）编码［"］，该噬菌体基因组由同向重复序列 BI［1，!］和核

心区构成，核心区 !"#$% 上游依次排列着 )*"、1!0、*&23 和 !04［%，1，!］。BI 序列编码位点特异

的重组系统［#，6］。9:;!以霍乱弧菌的毒素共调菌毛为受体、染色体上 ?,,BI 序列为特异

整合位点，会导致毒素基因在产毒株和不产毒（无 !"#$%）的非致病性菌株间的水平转

移［6］。

9:;!基因组的重复序列 BI 中的一个关键基因 &’"( 编码抑制子，可使 9:;!维持溶

原状态；&’"( 还在噬菌体免疫中起作用［4］。古典型菌株与 <( :’/ 型菌株的 9:;!中 &’"(
（各称作 &’"(+(?@@和 &’"(<:）序列有非常明显的差异，且没有相互的免疫能力［4］；另外在部分

*%12 群霍乱弧菌中也发现另外一种独特的 &’"( 序列（ &’"(+?(+）［3］，因此 &’"( 使三种 9:;!
表现有差异（各称作 9:;+(?@@!、9:;<:!和 9:;+?(+!），而基因组其它部分高度一致。



通常认为在 !"#!中 !"#$% 与噬菌体中其它基因成分是作为整体存在的。在所收集

的 $% 株国内分离的不产毒素 &’ "() 型霍乱弧菌中，发现有 % 株虽不含 !"#$%，但具有 &’"、
(!)、!)* 和 *+，提示 !"#!的一种不含 !"#$% 的新的存在形式［,］。本文克隆了这种噬菌体

的基因组，发现以双拷贝串联形式存在，-./ 测定发现其 +,"- 基因与古典型菌株 !"#!的

+,"- 相同，虽然这种噬菌体基因组存在于 &’ "() 型菌株中，而且 &’" 基因的末端有较大改

变。我们将这种噬菌体定名为 0123!"#1’455!（0(03 !"#$% !"#1’455!），其基因组序列已录入

6708409（/11755:(0 .(;/<==>?>?）。序列分析认为这种不携带毒素基因的 0123!"#!基因

组可能是 !"#!家族的前体形式，这对霍乱弧菌中毒素基因的来源、这种形式在 !"#!家

族和霍乱弧菌的进化与分化中的意义等研究具有重要意义。

! 材料和方法

! "! 基因克隆用受体菌株和质粒

实验用菌株和质粒见表 $。

表 ! 实验用菌株及重组质粒

"4@’7 $ +2)4:05 40A B’45C:A5 D57A :0 2E:5 52DAF

+2)4:0 40A B’45C:A *7’42:G7 1E4)4127):52:1 +(D)17
+2)4:05

H?>$I &’ "() @:(2FB7 (J . ; !/’0)+() 57)(K)(DB L$，!"#$% M &’" N (!) N ’+12 N !)* N *+N LD) ’4@
OO%P &’ "() @:(2FB7 (J . ; !/’0)+() 57)(K)(DB L$，!"#!M LD) ’4@

QR$>, +)!$$ ,3*4%% )56$$ /,6-$O "/7!（ 0(!3*+’$%）8’［ "+(9P?*+’$% N 0(!:;0(!<!=$I］ LD) ’4@
S8$>$ ,3*4%% /,6>=>（ +%?%）+)!$I? @(0A= @(0B== ?)"%$ LD) ’4@

T&P,=
8 /,6-IO%（ + MA ? N

A ）,3*4%% ,3*8IH 0(!C$ ’+!（ 0(!:<C）? @(0D= @(0 B== ?)"%$

"+*-II
U)(C7K4

U’45C:A5
BS!O, !(5C:A G712()，():R8$ !L+，/CB)"72) U)(C7K4
BV!$H !’(0:0K G712()，():R8$ 0(!W’，/CB) LD) ’4@
B$$6 N % -(D@’7 1(B:75 (J 0123!"#! J)(C 52)4:0 H?>$I，1’(07A :02( BS!O,，/CB) "E:5 52DAF

B012US
E75A" J)4KC702 (J B$$6 N % 5D@1’(07A :02( BV!$H，1(024:0:0K 2E7 -(D@’71(B:75 (J

0123!"#! K70(C7，/CB)

B012 US3U I;I9@ F," J)4KC702 (J B012US，1’(07A :02( BV!$H，/CB) "E:5 52DAF

B012US3R
<)(C B012US，2E7 I ; O9@ =03$ J)4KC702 :5 A7’727A，1(024:0:0K 2E7 EF@):A:X7A 5:0K’7

1(BF (J 0123!"#! K70(C7，/CB)
"E:5 52DAF

B!"I/$$ !(024:0:0K !"#! K70(C7 (J &$ "() 52)4:0 $?=$，/CB) LD) ’4@［$>］

BW!"I/ <)(C B!"*I/$$，1(024:0:0K 70A (J &’" 40A J()7B4)2 (J !"#$，/CB) "E:5 52DAF
"42$ P=H@B J)4KC702 1(024:0:0K 422*+ (J 52)4:0 OO%P，1’(07A :02( B6&R3"，/CB) "E:5 52DAF

! "# 培养基及抗生素

!$#$! T8 培养基：$>K 胰蛋白胨、IK 酵母提取物和 IK.4!’，定容至 $T，调 BS 至 OY%，高压

灭菌。

!$#$# T8/ 培养基：每升 T8 中加入 $IK 琼脂粉，高压灭菌。

!$#$% 抗生素浓度：如无特别说明，则氨苄青霉素浓度为 $>>#KZCT。
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! "# 以 $%&’() 载体构建染色体基因库

!*#*! 建基因库用染色体酶切片段制备：将玻璃棒缠绕制备的霍乱弧菌染色体 !"# 按

文献［$$］用 !"#%#& 进行部分酶切，采用倍比稀释内切酶的方式进行预试验，取染色体片

段众数在 %’ ( )’*+ 的酶浓度及时间进行目的片段的大量制备。

!*#*+ 使用的限制性核酸内切酶分别购自华美生物工程公司、,-*-.- 宝生物工程（大连）

有限公司和中国医学科学院基础医学研究所，牛小肠碱性磷酸酶为 /.0123- 公司产品，,)
!"# 连接酶为华美生物工程公司产品。

!*#*# 染色体基因库的构建：参考文献［$4］及 /.0123- 公司 /-5*-3262!包装系统试剂盒

说明书，并略有改动，简述为：$"%7& 完全消化 879:; 并用碱性磷酸酶去磷酸化，取约 4!3
并与约 %!3 的 !"#%#& 制备的染色体片段混合，加入 ,) !"# 连接酶，$<=过夜连接。取一

管 > :?=冻存的包装蛋白置冰块表面，待融化后立即加连接产物与之混合，44=包装 %@，

加 )’’!A 噬菌体缓冲液（4?110BCA ,.DEF79B 87:G)，$??110BCA H39B4，$?110BCA H3IJ)）及一

滴氯仿，待用时置 )=。AK 培养基中加入麦芽糖（终浓度 ?L4M）及 H3IJ)（终浓度 $?110BC

A），接种新鲜培养的受体菌 7K$?$，%:=培养至 &’<??约 ?LN，按约 $C’? 比例再转种含麦芽

糖及 H3IJ) 的 AK，快速摇动培养至 &’<?? 约 ?L< ( ?LN。每次取包装物 $??!A 与 ?L41A 感

受态菌液混匀，%:=置 %?1D6 进行吸附转染，转至 %:=摇床缓摇 )’1D6 使氨苄青霉素抗性

基因表达，涂氨苄青霉素平皿培养。长出的菌落进行原位杂交，检测所需菌落。

! ", 质粒提取

按文献［$$］，以碱裂解法提取质粒。

! "- !"# 片段的回收

用低熔点琼脂糖或透析袋回收 /9O 产物或内切酶切质粒电泳分离的 !"# 片段，参考

文献［$$］。

! ". 大肠杆菌感受态细胞的制备和连接物或质粒转化

按文献［$$］，采用冷 9-9B4 法。

! "/ 非放射性 012 探针标记及 3%456789 杂交和菌落原位杂交检测

采用地高辛（!D3）非放射性 !"# 探针标记试剂盒（O05@2 公司）以随机引物法对 !"#
片段进行标记和检测，按试剂盒说明书进行。检测 ()*+、()*$、,-)、"(. 及 (./ 基因所用探

针片段均为 /9O 扩增产物，各扩增片段均位于其结构基因内，产物均经 $L’M低融点琼脂

糖凝胶电泳纯化。提取的质粒 !"# 经内切酶完全酶切，电泳后，凝胶变性、中和，转移片

段至 ?L)’!1 硝酸纤维素膜，干烤 4@ 固定 !"# 待杂交检测。菌落原位杂交过程为将待检

菌用灭菌牙签点种于灭菌的平贴于固体培养基上的 ?L)’!1 硝酸纤维素膜上，培养至菌落

直径 $ 毫米后，将膜平贴于浸透 $?MI!I 的滤纸上 $’1D6，之后将膜揭起来，在一干净滤纸

上吸去背面液体，将膜平贴于含 ?L’10BCA "-J7 和 $L’10BCA "-9B 的变性液浸透的滤纸上

$?1D6，再如此依次经含 $L’10BCA "7)#5 和 ?L?410BCA "-J7 的中和液及 4 P II9 各作用

$?1D6，用 4 P II9 以吸管轻吹去菌落，晾干后干烤备用。

! ": 限制性核酸内切酶图谱及基因组物理图谱的构建

根据已发表的 9,Q"基因组中的核酸内切酶（尤其特征性内切酶）选择部分识别六碱
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基的内切酶进行单酶切及双酶切带基因组的重组质粒，电泳计算片段分子量，并参考

!"#!基因组结构特点定位和构建基因组图谱。染色体上 !"#!基因组的物理图谱用特

征性内切酶酶切染色体。

! "# $%& 序列测定和分析

含重组质粒的菌株交由赛百盛（北京）生物工程公司和 "$%$&$ 宝生物工程（大连）有限

公司商业测序，对于长片段插入片段，采用设计引物自两端步进测序方式。测序结果用

’()*+*、以及 ’()*"), 软件中的 -’+"*-.、/)0’,)1、/-2)3+2( 分析。

’ 结果

’(! 用 )*+,-. 质粒 /012# 克隆菌株 345!6 株染色体上无毒素基因的 178!基因组

!"#!基因组特异片段探针杂交检测显示在我们收集的无毒素基因菌株中有一部分

仍含有 !"#!的其它基因同源序列［4］，选择其中一个菌株 56789，提取染色体后以 !"#:)+
部分酶切，经与载体连接和转染，构建了 56789 染色体文库。将这些克隆子用 $%& 探针进

行菌落原位杂交，筛选阳性克隆子。实验发现 56789 染色体经 ’();"酶切、以 $%&、"*+、

*+, 和 ,* 探针杂交后，在 <8%= 片段的相同位置均出现杂交带［4］，因此对获得的阳性克隆

子也用 ’();"酶切作 *>?@AB&C 转膜，用 $%&、*+, 和 ,* 探针杂交作进一步验证，结果大多数

重组质粒在 <8%= 片段均出现杂交带。

选取一克隆子（重组质粒命名为 D882 E F）作为研究出发质粒，将其转化入受体菌

3-:4<，提该质粒后用 ’();"完全酶切，回收约 <8%= 片段，与 ’();"酶切并去磷酸化的载

体 DG!85 连接，转化受体菌 H/874，经蓝白斑筛选及 $%& 探针菌落原位杂交，将其中一个阳

性重组质粒命名为 DCI@0J。构建的该质粒的一部分内切酶的物理图谱，并与已发表的

!"#!基因组图谱［F，6］作比较（图 8），可见菌株 56789 染色体上 !"#!基因组中没有携带毒

素基因 *&-./，我们把这种不同的基因组结构命名为 CI@K!"#IL$MM!，这是溶原性噬菌体

!"#!的一种新的存在形式。从构建的物理图谱分析，CI@K!"#IL$MM!在菌株 56789 染色体

上呈串联的双拷贝存在，而且是紧连在一起的。

图 ! 9):;178)<=++!与 178!基因组比较（上）以及重组质粒克隆片段（下）示意图

NOPQ8 !>RD$&OM>C >S @AB PBC>RBM’M@&?I@?&B >S CI@K!"#IL$MM! $C; !"#!（?D），$C; MIABR$@OI &BD&BMBC@$@O>C >S IL>CB; S&$PRBC@M
OC @AB &BI>R=OC$C@ DL$MRO;M

“!"#DAO PBC>RB”RB$CM @AB >&P$COT$@O>C >S MOCPLB I>DU >S !"#!PBC>RBQ CI@K!"#IL$MM!PBC>RBM，VAOIA $&B @$C;BR ;>?=LB I>DOBM，
OM OC @AB IL>CB; S&$PRBC@ OC DCI@0JQ WL$I% @&O$CPLBM OC;OI$@B OC@BP&$@O>C MO@B $@@,* >& BC; &BDB$@，-,Q W&>%BC LOCB OC R$D >S M?=K
IL>CB DL$MRO; DCI@0JK/ OC;OI$@BM @AB ;BLB@B; 01## S&$PRBC@ S&>R DCI@0JQ DCI@0JK0 I>C@$OCM 9 QX%= 23&# S&$PRBC@ IL>COCP OC@>

DG!85QJ：’();"；W：/41$；0：23&#；/：01## Q
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! "! #$%&’()$*+,,!全基因组序列测定与分析

!"#!在 !"#"中的 $%&’ 基因内部有一个切点，而在其它区域没有。在 $%&’!"#%()**"
中也是这种情况（见图 +）。!"#!切 ,$%&-. 获得 / 0123 片段，由于 $%&’!"#%()**"基因组为串

联的双拷贝，则以 $%&’ 中 !"#!为界，相当于 $%&’!"#%()**"基因组的前半段接在了 !"#!后

半段的尾部。将此片段克隆入 ,4!+5，构建重组质粒 ,$%&-.’-（图 +）作为模板进行测序，

以从外侧向中间设计引物步进测序方式。测序结果与已发表序列进行比较和拼接，得到

$%&’!"#%()**"的 /1653, 全基因组序列。分析可见在 $%&’!"#%()**"中没有 (#)*+ 基因，其 78
序列为 789，含 %"#,、%"#* 和 %"#+，无 %"#-。比较中发现 $%&’!"#%()**"的 %"#, 与来自 :( ";< 菌

株的 !"#"中的 %"#, 序列［=］明显不同，>?@ 同源性仅 AABAC，进一步与已发表的来自古典

型 /=DE 的 !"#"中 %"#, 开放读框序列［1］比较，结果两者完全一致。在我们的结果中，此

:( ";< 菌株溶原性的 $%&’!"#"的抑制基因 %"#, 为古典型的，因此命名为 $%&’!"#%()**"。

图 ! 菌株 -./01 染色体上串联双拷贝 #$%&’()$*+,,!基因组的相邻区域序列

FGH09 "IJ %;$&J<KG$;L* <JHG;$ *JMLJ$%J ;N &IJ O;L3(J %;,GJ* ;N $%&’!"#%()**" HJ$;KJ*

"IJ <JHG;$ %;$&)G$G$H &IJ J$O ;N .$# ;N &IJ N;<KJ< %;,P )$O &IJ N;<J,)<& ;N 78 ;N &IJ ()&J< 0 >;&* G$OG%)&J &IJ I;K;(;H;L* 3)*J*，

)$O 3<;2J$ (G$J* KJ)$ H),*0 @<<;Q* G$OG%)&J &IJ J$O ;N .$# ;< *&)<& ;N 780 "IJ 1’3)*J <J,J)&（""""R@"）G$ L,*&<J)K ;N (#)*+

G* G$OG%)&JO QG&I *G$H(J L$OJ<(G$J*（%L<SJ* )$O 3JJ(G$J*），)$O :7 G* K)<2JO QG&I O;L3(J L$OJ<(G$J*0

$%&’!"#%()**"和 !"#"中 %"#*、%"#+、(/0、$%&’、1(/ 和 .$# 基因的同源性比较，发现这些

基因几乎一致，尤其 %"#*、%"#+ 和 1(/，核苷酸的差异造成的结果只是静息改变，氨基酸序

列完全相同。需注意的是 .$# 基因，在末端的核苷酸序列以及以此推测的末端 96 个氨基

酸残基发生了较大变化（图 9），此肽段占 T;& 多肽链的 /C（96UV66）。质粒 ,!"/@++［+6］包

含来自产毒的 :( ";< 菌株 +=9+ 的 !"#"基因组，对之进行了亚克隆，含其中的 2($7W’341
!片段（包含 .$# 开放读框的末端和 (#)*+ 的前端），得到克隆子 ,T!"/@，测序获得 .$# 与
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!"#$% 之间的间隔区，与 &!"’()*!+,--!基因组中 !"# 末端及后面的间隔区比较，没有发现同

源序列，而且在 ()*.)!的 !"#’$#%&’ 间隔区中作为增强 $#%&’ 表达的七碱基重复序列，在

&!"’()*!+,--!基因组 !"# 末端及后面的间隔区中也不存在（图 /）。

! "# $%&’()*!在菌株 +,-./ 中整合位点和两侧染色体序列

将含双拷贝 &!"’()*!+,--!的重组序列 0&!"12 以 ()*"切（()*"在 !"# 中有单一切

点），大片段自连后得到了含单拷贝的 &!"’()*!+,--!的重组质粒 0&!"12’3（图 4），以此质粒

为模板设计引物 56 前部及 !"# 末端向染色体方向测序，得到 &!"’()*!在 7894: 上整合部

位的邻接染色体 ;<$ 序列。

!0#0. 菌株 7894: 中 &!"’()*!的整合位点和末端重复：分析其中的 ,""56 及末端重复

（.5）序列，得到 ,""56 及 .5 在双拷贝 &!"’()*!+,--!中分布为：第一个 &!"’()*!拷贝为

4=>0 ,""56 序列，第二个拷贝的开始端及 !"# 末端为 47>0 的 .5 序列（图 4）。在不同菌株

的 ()*!及 &!"’()*!+,--!位置，.5 表现为两种序列［:，4?］，两者有一个碱基的差别。这些 .5
是由 ()*!及 &!"’()*!+,--!在通过 ,""56 位点整合后造成整合位点倍增，以及噬菌体基因

组在染色体上拷贝扩增时形成的。即使噬菌体基因组末端无 56 序列，也存在 47>0 的 .5
序列。

!0#0! &!"’()*!在 7894: 染色体上基因组两侧的染色体序列分析：经 %@$6)< 同源性检

索，在测序的范围内发现菌株 7894: 的 &!"’()*!+,--!基因组上游的染色体片段中含 )@( 的

末端同源片段，同时含有 )@( 与 ()*!间隔的 ABC 区。)@( 是霍乱弧菌 DE=F> 静息质粒

0)@( 在染色体上整合的形式［4D］，)@( 也与 &!"’()*!+,--!在菌株 7894: 染色体上串联排列。

7894: 的这一染色体片段与霍乱弧菌 <48G84 株 5)* 基因簇中 +#%& 基因末端序列以

及 5)* 与 ()*!之间的染色体序列［4:］也是几乎完全相同的，说明在 &!"’()*!+,--!的下游

也存在 5)* 基因簇。

图 # ()*!1 菌株 223# 的 4&&56 整合位点两侧染色体序列与菌株 +,-./ 的 $%&’()*%7488!基因组

两侧染色体序列比较

HBIJ? (CK0,LA CM "NA ,OP,!A&" IA&CKA -AQRA&!A- CM ,""56 CM ()*!S -"L,B& ==D?，"C "NA ,OP,!A&" LAIBC&- CM &!"’()*!+,--!
IA&CKA- CM -"L,B& 7894:

)NA OCR>+A !C0BA- CM &!"’()*!+,--! ,LA +B-"AO LA-0A!"BTA+U C& "NA "C0J

!0#0# 菌株 7894: 染色体上 &!"’()*!+,--!基因组两侧的片段与 ()*!S 菌株 ,""56 位点两

侧序列相同：引物 (V( $V( $V$ (V$ $() ()$ )V) ( 和 ($( ))) VV) V($ ($( $$) )V$
(V［D］位于染色体上整合的 ()*!两侧，以此对引物扩增 ()*!S .+ )CL 菌株 ==D? 的染色

体，得到预测的约 ?/7>0 片段，将此扩增片段克隆（克隆子 0),"4）进行了测序，见图 /，其中

含有 4=>0 的 ,""56 位点。

7=: 微 生 物 学 报 D/ 卷



将测得的 !"#$% 染色体上 &’()*+,’-.//!基因组两侧的序列与所测得 *+,!0 菌株 1123
34!56 染色体序列相比较（图 3），发现两者几乎完全相同，与文献报道［2］中 *+,!0 7- +89
菌株 442#)!# .((:; 两侧染色体短片段也相同。从这些结果分析 .((:; 位点在 7- +89 型霍

乱弧菌染色体上位置可能是相同的，也提示 !"#$% 株中 &’()*+,’-.//!是经感染其原本不含

这一噬菌体的菌株整合上去的（图 3）。

! 讨论

! "# 根据 $%&’()*%+,--!的结构特点，提示其基因组是固有结构，而不是 !"#$% 丢失形成

的

*+,!携带毒素基因在霍乱菌株中的水平播散造成产毒菌株在自然界的保存，并出

现新的流行、产生新的病原菌。在发现 *+,!时［"］以卡那霉素抗性基因作为标记替换

*+,!中的 !"#$% 基因，诱导和证明了 *+,!的存在，这也表明 !"#$% 是作为 *+,!的携带

基因而存在的，在噬菌体形成、复制、整合及切离中并不起作用，由此 &’()*+,!也是可以

单独作为遗传因子而存在的。另外，细菌基因组中 < = *>含量明显与染色体 ?@A 其它

区域不同的基因簇，往往提示与该菌株来源不同，是外来的成分。 !"#$% 基因 < = *>含量

为 3"B!>，明显低于霍乱弧菌染色体（平均 21>），而 &’()*+,!的 < = *> 含量也为

21B3>，!"#$% 的 < = *>含量也明显低于 *+,!中其它各基因，这有可能表示 !"#$% 的来

源与 *+,!不同，甚至有可能 !"#$% 是 *+,!从别的一种古老的细菌中另外整合携带上

的。

在我们的研究中，发现没有 !"#$% 的有些菌株中仍检测到 *+,!的其它基因，由于不

带 !"#$% 基因，将这一独特的噬菌体基因组命名为 &’()*+,’-.//!。含这种基因组的四株 7-
+89 小川型菌株分离自不同时间和地区，对 &’()*+,’-.//!全基因组的克隆与测序证实了这

种结构存在于自然菌株中。我们分析了 *+,!中 !"#$% 读码框架外侧的序列，寻找同向

重复或反向重复、大的发夹结构等，并与 &’()*+,’-.//!中 &’" 结构基因两侧序列进行比较，

比如在 *+,!中重复了两个拷贝而在 &’()*+,’-.//! &’" 下游中存在一个拷贝的类似结构，

但没有发现有意义的序列，!"#$% 两侧间隔区有同向重复序列，但一般是简单序列的重

复，复杂度很低。因此 *+,!中 !"#$% 的携带是如何发生的，是本身固有的、还是 *+,!作

为移动因子插入另外的细菌染色体上时带下来的，还需进一步的证据。

&’()*+,’-.//!的另一基因序列特点是 &’" 基因末端。在基因大小及排列上，&’" 基因类

似于 C$3 的基因"［"］，C$3 的基因"产物为内膜蛋白，在噬菌体组装中起作用，破坏了 &’"
基因则 *+,!也不会形成病毒颗粒［"］。&’()*+,’-.//!&’" 基因末端 %2 个碱基（$! 个氨基酸

残基）与 *+,!中的 &’" 差别明显，由于这些差异表现于 3D端，而且大多是相同性质的氨基

酸残基替换，可能其功能没有改变。而来自古典型菌株 %"EF 的 *+,!中 &’" 末端与 7- +89
来源的 *+,!是相同的，因此 &’()*+,’-.//!的 &’" 末端为其特异的结构。在 *+,!中 !"#$%
连接于 &’" 下游，!"#$% 基因受 "’#( 的正性调控，+8G: 也与 ?@A 结合，!"#$% 上游的七碱基

串联重复 ++++<A+ 是 +8G: 结合然后激活 !"#$% 表达的部位［$"，$1］，这一短序列在高产毒株

%"EF 中重复了八次，而此短序列的第一个重复却是 &’" 的末端，其中的 +<A 在 &’" 基因中

用作终止密码，因此在 *+,!中看来 !"#$% 与 &’" 基因在序列上有一定的联系（图 4）。&’()
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!"#!的 !"#$%端没有这一结构（图 &），这提示 ’()*!"#!不携带 $#%&’ 有其结构基础。因

此，’()*!"#!不携带 $#%&’ 原本就是这样的结构，而不是 !"#!缺失 $#%&’ 所形成的。基

于以上分析，我们认为 ’()*!"#!的结构可能是 !"#!的前体形式。

!"# 以 !"#$ 基因序列为标志分析 $%&!家族成员在菌株间的传递

’()*!"#(+,--!整合于 ./ 群 0+ "12 型霍乱弧菌中，然而其 ()#* 基因与古典型菌株来源

的 !"#(+,--!中 ()#* 相同，说明古典型来源的 !"#(+,--!类成员转染进了 0+ "12 型菌株中，因

此并不是不同生物型的 !"#!仅局限于在各自的生物型中播散。目前从基因组分布上

看，!"#!的转染表现为生物型特异倾向，但实验中来自 0+ "12 的 !"#0"!可以高频率地感

染古典型菌株（古典型菌株 !"#(+,--!因难以诱导而没有感染 0+ "12 菌株的研究结果）［3，4］。

目前也已知 ./$5 群产毒菌株携带的 !"#!为 0+ "12 型来源的，一方面 ./$5 群菌株是在

0+ "12 型菌株正在流行时出现的，很多的研究提示 ./$5 群菌株与 ./ 群 0+ "12 型菌株有密

切的遗传关系，而且两种菌株的作为 !"#!受体的毒素共调菌毛主要亚单位 #$+& 序列是

相同的。这种 !"#!基因组在不同型别菌株中的分布也许与菌株出现流行的年代不同、

不同型菌株间接触机会极少有关。

霍乱毒素除了能引起宿主疾病，其对霍乱弧菌本身在宿主内的存活可能也是一个有

利因素［6］。在小肠环境内，产毒霍乱菌株从效果上讲能得到富集［/6］，而在自然环境中，为

什么产毒菌株能大量繁殖引起霍乱流行、此时在自然环境中霍乱毒素对霍乱弧菌来说又

有什么作用，都还难以解释。无 $#%&’ 基因而具有 "!7 的霍乱菌株在环境标本中并不被

经常能分离到，这种霍乱菌株在自然界中保持较少的数量［/6］。相比较来说 ’()*!"#!与

!"#!的区别在于不含 $#%&’ 基因，可能因此而造成 ’()*!"#!在霍乱菌株中并不是广泛

存在的。对其进行研究，为阐明 !"#!的发生、不同型菌株间的水平传递以及霍乱病原体

的产生、进化具有重要意义。
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