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摘要#0目的1证明集胞藻!,8-1"0("8/#&/"U664D%# 染色体上的假定基因 //*PTSW 和 /**TUYP 构成 =$673家族的
毒素K抗毒素系统!+,IB=K>=+B+,IB= @R@+.C%GQ系统"& 0方法1以 ĜKU6̂ 分析 //*PTSW 和 /**TUYP 的共转录%以
选择性表达系统分析其编码产物对大肠杆菌生长的影响%并通过亲和层析和质谱检测证明编码产物之间的
相互作用& 0结果1//*PTSW 和 /**TUYP 构成的二元操纵子在正常生长条件下共转录$2??$%50 表达抑制大肠杆
菌的生长%2@?0$#D 的同时表达或随后表达可拮抗 2??$%50 的生长抑制作用$2@?0$#D 与 2??$%50 相互作用形成
复合体& 0结论1位于同一操纵子中的假定基因 //*PTSW 和 /**TUYP 构成 =$673家族的 GQ系统&
关键词!集胞藻 U664D%#% 毒素K抗毒素系统% =$673% 蛋白复合体
中图分类号!85##!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%(#K%’

!!细菌毒素K抗毒素系统 !+,IB=K>=+B+,IB= !GQ"
@R@+.C"由位于同一操纵子中分别编码毒素和抗毒
素蛋白的 0 个基因构成& 已鉴定的 GQ毒素具有不
同的生化活性%通过作用于复制’翻译等细胞过程%
抑制细菌生长或导致细胞死亡 ($) & 毒素与抗毒素
形成蛋白复合体抑制毒素活性 ($) & 根据 GQ毒素序
列的相似性%将已鉴定的 GQ系统分为包括 =$673
的多个不同家族 ($) & 最初发现于低拷贝质粒’维持
质粒稳定性的 GQ系统也大量存在于细菌染色体
上 (0 &#) & 染色体上的 GQ系统可作为胁迫反应因
子%通过调控细菌生长使细胞适应不同的环境胁
迫 (( &") & 蓝藻是一类古老的具有放氧光合作用的革
兰氏阴性细菌& 在漫长的自然选择过程中%蓝藻进
化出独特的适应能力%具有显著的生态竞争优势&
譬如%富营养化水体中的某些蓝藻在适当的环境条

件下能迅速生长并形成蓝藻水华 (4) & 蓝藻水华可
导致严重的环境污染%威胁人类身体健康& 因此%蓝
藻中 GQ系统的研究对阐明蓝藻水华的发生以及开
发以 GQ系统为靶标的蓝藻水华控制技术具有重要
的 理 论 与 应 用 价 值& 本 研 究 证 明 了 集 胞 藻
! ,8-1"0("8/#&/" U664D%# 染色体上假定基因 //*PTSW
和 /**TUYP 构成具有活性 =$673家族的 GQ系统&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"#主要试剂和仪器!Y3Q聚合酶’限制性内切
酶’G( Y3Q连接酶% U/BC.2*/B:+$@+ @+/>=O *Y3Q
@R=+9.@B@‘B+等均购自宝生物工程有限公司 !大连%
中国"%镍亲和层析柱 3BK3GQSB@KEB=O .̂@B= 购自
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3,X>L.= !美国"& VK阿拉伯糖!VK>/>-B=,@."和异丙
基K’KY 硫 代 半 乳 糖 苷 ! B@,:/,:R? ’KYK
+9B,L>?>*+,:R/>=,@BO.%1UG\"购自 2BLC>KQ?O/B*9 !美
国"& 引物合成及 U6̂ 扩增片段测序由上海生工生
物工程技术服务有限公司完成& 主要仪器包括高速
冷冻离心机!6.=+/B[<L."D%( %̂ F::.=O,/[%德国"%蛋
白电泳仪 !U,M./U>.E>@B*% EB,̂>O% T2Q"%质谱仪
!29BC>Oa< EB,+.*9 QIBC>G)H0% 29BC>Oa< EB,+.*9%
日本"&
"’"’$#菌株’质粒和培养条件!用于质粒克隆的宿
主菌大肠杆菌!./"01’&"0&$ "(*&"YS"!和诱导表达重
组蛋白的菌株 .9"(*&EV0$!YF#"接种于 VE培养基
中%#’l培养%重组菌株的培养加入相应的抗生素
!氨苄青霉素和硫酸卡拉霉工作浓度均为 "% )L7
CV"&
"’$#分子生物学操作

Y3Q重组按标准操作方法进行 (’) & 按文献(D)
提取的 ,8-1"0("8/#&"U664D%# 染色体用于 U6̂ 扩
增反应模板&

:b205D (5)载体含受 VK阿拉伯糖诱导的启动子
;7!F和1UG\诱导的启动子;@Z*$"%以及编码相应的转
录调控蛋白的基因 $’$3及 *$"C%用于 //*PTSW 和
/**TUYP 的 选 择 性 表 达& 以 @??$%50K3 ! \\Q\Q
6QGQG\QQGG6G\GGGG\QGQ\Q6Q6" 和 @??$%50KE
!\\Q\Q\\QG66Q\\QG\QQ6Q\GQGG\\6" 为引
物%U6̂ 扩增 /**TUYP 基因%扩增产物以 E<11和
7$AS1酶切后克隆于 :b205D 的 E<1177+*11位点%重
组 质 粒 命 名 为 :b2#(#& 以 @@?0$#DK2 ! \\Q\Q
\Q\6G6\Q6GQ6G\QQ\6G\666GQGG" 和 @@?0$#DK
W!\\Q\Q\\GQ66\G6\G6Q6Q\\6QQ\GGQ\Q\"
为引物%U6̂ 扩增含 //*PTSW 片段%以 ,$"1和 [6-1酶
切后克隆于 :b2#(#%鉴定后的重组质粒命名为
:b2#(5& :b2#(# 质粒 中 含 ;@’*$"控 制 的 /**TUYP%
:b2#(5 含 ;@Z*$"控 制 的 /**TUYP 和 ;7!F 控 制 的
//*PTSW&

以 @@?0$#DK3!\\Q\Q6QGQG\Q6GQ6G\QQ\6
G\666GQGG" 和 @??$%50KE!\\Q\Q\\QG66Q\\QG
\QQ6Q\GQGG\\6" 为 引 物% U6̂ 扩 增 含 基 因
//*PTSW 和 /**TUYP 片段%扩增片段经 E<11和 7$AS1
酶切后%克隆于 :FG0D>的 E<11和 7+*11位点%得到
重组质粒 :b2"($& 该重组质粒在 .9"(*&EV0$
!YF#"中诱导共表达氨基末端含有 4 个组氨酸残基

的 SB@4K2@?0$#D 蛋白和 2??$%50 蛋白&
"’(#?@+提取和 ?R!FC?反应

从 0%% CV5F’#%约为 %]D 的集胞藻 U664D%#

培养物中收集细胞%按文献($%)描述方法提取蓝藻
细胞总 3̂Q& 取 # )L总 3̂Q样品为模板%以
U/BC.2*/B:+$@+@+/>=O *Y3Q@R=+9.@B@‘B+合成 *Y3Q

链& 取 $ )L*Y3Q 作 为 模 板% 以 @@?0$#DK2 和
@@?0$#DKW为引物%U6̂ 检测 //*PTSW 和 /**TUYP 的转
录&
"’)#选择性表达 E75$"(& 和 E55"NG$ 的大肠杆菌生
长及活性分析

选择性表达质粒分别转化 .9"(*&EV0$!YF#"

得到相应的重组菌株& 为抑制启动子 ;@’*$"和 ;7!F
本底表达%培养基中添加 %]0_的葡萄糖& 分别以
%]$ CC,?7V的 1UG\和 %]0_ !c7f" 的阿拉伯糖

诱导重组菌株中 ;@Z*$"和 ;7!F控制的相应基因的表
达& 重组菌株接种于 VE液体培养基中 #’l培养至
5F4%%约 %]0& $ CV培养物分别作 $% 倍系列稀释%

并取 0 )V稀释样品滴于含 1UG\!\?< J1UG\"% VK

阿拉伯糖!\?< JQ/>"%1UG\和阿拉伯糖!\?< J1UG\
JQ/>"以及不含诱导剂!\?<"的 VE平板上%#’l培
养 $0 9& 重组菌株接种于 \?< J1UG\% 液体 VE培

养基中%初始 5F4%% n%]$%#’l振荡培养%分别于 %’
0’( 和 D 9 时取样%并离心收集细胞& 细胞以无诱
导剂的 VE培养基洗涤 0 次后%重悬于相同体积的
VE培养基中& 取 $%% )V适当稀释后的细胞悬液涂
布于含相应诱导剂的 VE平板上%#’l培养 #% 9 后
计数菌落 !*,?,=R[,/CB=L<=B+% 6HT"&
"’*#重组蛋白的诱导表达和纯化

共表达质粒 :b2"($ 转化 .9"(*&EV0$!YF#"得
到重组菌株 EV0$ !YF#" ! :b2"($"& 重组菌株接种

于 VE液体培养基中振荡培养至 5F4%%约为 %]4%加
入 1UG\至终浓度 $ CC,?7V%诱导 # &( 9 后收集菌
体& 诱导表达重组蛋白的检测及纯化按文献 ($$)

描述方法进行&
"’K#重组蛋白质谱鉴定

非变性共纯化的 SB@4K2@?0$#D( 和 2??$%50 经
$"_ 2Y2KUQ\F电泳分离染色后%切下目的条带&

蛋白样品处理及质谱分析按文献($$)描述方法进
行& 肽 谱 C7a值 与 Z2KY1\F2G软 件 ! 9++:#77
:/,@:.*+,/A<*@[A.O<"理论值分析比对&

((%$
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$#结果

$’"#""*/89: 和 "**8;</ 的遗传结构和编码产物
集胞藻 U664D%# 染色体上的基因 //*PTSW 与下

游的基因 /**TUYP 紧密相邻%并有 $ 个核苷酸的重
叠%可能组成一个二元操纵子!图 $KQ"& //*PTSW 和
/**TUYP 均注释为假定蛋白基因 ! 9++:#77L.=,C.A
‘>a<@>A,/A;:7*R>=,->@."%分别编码 4D 个和 $0D 个
残基’分子量分别为 ’]’ ‘Y>和 $(]D ‘Y>的蛋白&
对 //*PTSW 和 /**TUYP 编码蛋白的保守结构域分析发

现%/**TUYP 编 码 蛋 白 2??$%50 含 有 U13结 构 域
! UHQZ# UH%$D"%$ 3K+./CB=>? O,C>B= ,[ +9.
:B?B=-B,L.=.@B@@:/,+.B= UB?G"%//*PTSW 编码未知功能
的蛋白 2@?0$#D!U[>C#UH$%%(’"& 为证明 //*PTSW 和
/**TUYP 构成二元操纵子%以分别与//*PTSW 和/**TUYP
互补配对的上下游引物 ĜKU6̂ 分析其转录& 结果
显示%扩增产物与预期结果一致 !0’$ -:" !图 $K
E"%表明 //*PTSW 和 /**TUYP 共转录%并且在正常生长
条件下具有转录活性& 因此%遗传结构和编码产物
序列的分析结果表明%//*PTSW 和 /**TUYP 可能构成
=$673家族的 GQ系统&

图 "%""*PTSW 和 "**TUYP 的遗传结构与转录
HBL</.$A6,K+/>=@*/B:+B,= ,[//*PTSW >=O /**TUYP9!Q" Q@*9.C>+B*OB>L/>C@9,MB=L+9.@+/<*+</.,[//*PTSW >=O /**TUYP9&#"% &$% >=O /B-,@,C.

-B=OB=L@B+.! Ê2" >/.<=O./?B=.OAU2 B=OB*>+.@+9.:>?B=O/,C.@.P<.=*.A2C>??>//,M@@RC-,?Ba.+9./.?>+BX.?,*>+B,= ,[+9.:/BC./@<@.O [,/̂ GK

U6̂ >=>?R@B@B= EA!E" ĜKU6̂ >=>?R@.@[,/*,K+/>=@*/B:+B,= ,[//*PTSW >=O /**TUYP9V>=.$%C,?.*<?>/M.BL9+@+>=O>/O% ?>=.0% +9.L.=,C.Y3QA

?>=.#% +,+>?̂ 3Q% >=O ?>=.(% *Y3QA

$’$#E55"NG$ 表达抑制大肠杆菌生长,E75$"(& 抑制
E55"NG$ 的生长抑制作用

GQ系统的显著特征是毒素基因的表达抑制细
菌生长& 由于大肠杆菌已建立了成熟的诱导表达系
统%通常用于鉴定异源 GQ系统& 我们利用含选择
性表达质粒!图 0KQ"的 .9"(*&EV0$!YF#"重组菌
株分析 //*PTSW 和/**TUYP 表达产物的活性& 1UG\可
诱导重组菌株 EV0$!YF#"!:b2#(#" 和 EV0$!YF#"
!:b2#(5"表达 2??$%50 蛋白%阿拉伯糖可诱导 EV0$
!YF#" ! :b2#(5"表达 2@?0$#D$含空载体 :b205D 的
重组菌株 EV0$!YF#" ! :b205D"为阴性对照& 如图
0KE所示%所有重组菌株在不含诱导剂的 VE平板上
都能生长%对照菌株 EV0$!YF#"! :b205D"在含不同
诱导剂的平板上也能正常生长& 但 EV0$ !YF# "
!:b2#(#"在含 1UG\的平板上的生长都受到抑制$
EV0$!YF#"!:b2#(5"在仅含 1UG\的平板上受到抑
制%在同时含 1UG\和阿拉伯糖的平板上能正常生
长& 因此%无 2@?0$#D 表达时%2??$%50 的表达可抑制
大肠杆菌生长$2@?0$#D 和 2??$%50 同时表达时%细菌
能正常生长& 表明 @??$%50 具有抑制细胞生长作用%

为毒素蛋白$2@?0$#D 具有拮抗 2??$%50 毒性的作用%
为抗毒素蛋白& 因此%//*PTSW 和 /**TUYP 具有 GQ系
统的典型特征&
$’(#E75$"(& 的表达可拯救 E55"NG$ 诱导的生长抑
制

在一些已鉴定的 GQ系统中%终止毒素蛋白的
表达可使细菌恢复生长活性 ($0 &$#) $但有些 GQ系统
毒素诱导的生长抑制需要抗毒素蛋白才能使细胞恢
复活性 ($( &$") & 为检测 2??$%50 表达对细胞活性的影
响%计数 1UG\诱导 2??$%50 表达后的 EV0$ !YF#"
!:b2#(5"细胞在含不同诱导剂的平板上的菌落&
如图 # 所示%1UG\持续诱导 !\?< J1UG\#\?< J
1UG\"或 1UG\诱导0 9后停止诱导 !\?< J1UG\#
\?<"%6HT较未诱导的细胞!% 9"下降约 $%% 倍$但
1UG\诱导0 9后以阿拉伯糖诱导时 !\?< J1UG\#
\?< JQ/>"%6HT与未诱导细胞!% 9"的 6HT相似&
结果提示%2??$%50 的表达使大部分细胞的生长活性
受到抑制%仅小部分!$7$%%"细胞具有生长活性$停
止诱导 2??$%50 不能恢复细胞活性%但随后表达
2@?0$#D 可使细胞恢复生长&

"(%$
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图 $%E75$"(& 和 E55"NG$ 表达对大肠杆菌生长的影响
HBL</.0AF[[.*+,[2@?0$#D >=O7,/2??$%50 ,= +9.L/,M+9 ,[.9"(*&AQ# 2*9.C>+B*/.:/.@.=+>+B,= ,[:?>@CBO@[,/@.?.*+BX..I:/.@@B,= ,[//*PTSW

>=O /**TUYP <=O./*,=+/,?,[U7!F>=O ;@Z*$"% /.@:.*+BX.?RAE# \/,M+9 ,[.9"(*&@+/>B=@*,=+>B=B=L*,//.@:,=OB=L@.?.*+B,=K.I:/.@@B,= :?>@CBO@,=

VE:?>+.@MB+9 L?<*,@.!\?<" % L?<*,@.>=O 1UG\ !\?< J1UG\" % L?<*,@.>=O >/>-B=,@.!\?< J1UG\JQ/>" >@M.??>@L?<*,@.% 1UG\>=O

>/>-B=,@.!\?< J1UG\JQ/>"A

图 (%终止 E55"NG$ 表达或随后诱导 E75$"(& 表达对大肠杆

菌细胞活性的影响
HBL</.#AF[[.*+,[+9.@+,: ,[2??$%50 :/,O<*+B,= ,/+9.@<-@.P<.=+

B=O<*+B,= ,[2@?0$#D :/,O<*+B,= ,= XB>-B?B+R,[.9"(*&9G9.1UG\K

B=O<*.O *.??@,[EV0$!YF#" ! :b2#(5" M./.+/>=@[.//.O >++9.B=OB*>+.O

+BC.:,B=+@+,VE:?>+.@MB+9 ,/MB+9,<++9.*,//.@:,=OB=LB=O<*./@AF//,/

->/@B=OB*>+.+9.@+>=O>/O .//,/,[+9.C.>=@[/,C +9/..B=O.:.=O.=+

.I:./BC.=+@A

$’)#E75$"(& 和 E55"NG$ 相互作用形成复合体
由于 //*PTSW 和 /**TUYP 位于同一操纵子中!图

$KE"%为证明其编码产物 2@?0$#D 对 2??$%50 在细胞
内是否相互作用形成蛋白复合体%将其编码序列置
于 :FG0D>中 ;@Z 启动子控制下%构建诱导 SB@4K

2@?0$#D 和 2??$%50 共表达的重组菌株 EV0$ !YF#"
! :b2"($ "& 如 图 (KQ% 分子 量大 小 约为 5]’ 和
$(]D ‘Y>的蛋白在被诱导后的细胞中表达%与 SB@4K
2@?0$#D 和 2??$%50 重组蛋白的分子量大小一致& 在
非变性条件下被诱导表达的重组蛋白被同时纯化%

而在变性条件下仅5]’ ‘Y>的重组蛋白被纯化& 质
谱分析结果显示% 5]’ ‘Y>的蛋白 有 0 个 肽峰
!$4"(]D4D 和$("’]5(’ C7a"%$(]D ‘Y>有 # 个肽峰
!$###]’#0’$’’5]$00 和05"D]4’% C7a"分别与理论
推测的 SB@4K2@?0$#D 和 2??$%50 肽谱结果相同& 表
明 SB@4K2@?0$#D 和 2??$%50 相互作用形成蛋白复合
体&

(#讨论

本研究证明了集胞藻 U664D%# 在正常生长条
件下 //*PTSW 和 /**TUYP 共转录$@??$%50 过表达能抑
制大杆菌生长%但这种生长抑制作用可被同时或随
后表达的 @@?0$#D 所中和$2@?0$#D 与 2??$%50 可相互
作用形成复合体拮抗 2??$%50 的生长抑制作用& 这
些结果表明 //*PTSW 和 /**TUYP 形成的操纵子具有
GQ系统的一些重要特征& 蛋白质序列分析结果显
示%2??$%50 含有 =$673家族 GQ系统毒素蛋白保守

4(%$
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图 )%E75$"(& 和 E55"NG$ 之间的相互作用
HBL</.(A1=+./>*+B,= -.+M..= 2@?0$#D >=O 2??$%50 &- =&=(9Q# 2Y2KUQ\F>=>?R@B@,[*,K.I:/.@@B,= >=O :</B[B*>+B,= ,[SB@4K2@?0$#D >=O 2??$%50 [/,C

*.??@,[EV0$!YF#" ! :b2"($"AV>=.$% */<O..I+/>*+,[<=KB=O<*.O *.??@$ ?>=.0% */<O..I+/>*+,[B=O<*.O *.??@$ ?>=.@# >=O (% :/,O<*+@:</B[B.O

[/,CB=O<*.O *.??@<=O./=>+BX.>=O O.=>+</B=L*,=OB+B,=@% /.@:.*+BX.?R$ Z% :/,+.B= C,?.*<?>/M.BL9+@+>=O>/O MB+9 @Ba.@>@B=OB*>+.O B= ‘Y>A!E"

>=O !6" >=>?R@.@,[:.:+BO.C>@@[B=L./:/B=+B=L,[SB@4K2@?0$#D >=O 2??$%50% /.@:.*+BX.?R% -RC>@@@:.*+/,C.+/RAQCB=,>*BO @.P<.=*.>=O :/.OB*+.O

C7a,[-,+9 :/,+.B=@>/..C-.OO.O B= .>*9 :>=.?A

的 U13结构域 ($) & 编码含 U13结构域的毒素是鉴
定 =$673家族 GQ系统的重要特征之一& 因此%
//*PTSW 和 /**TUYP 构成具有活性的 =$673家族 GQ
系统& 已有的研究结果证明%含 U13结构域的 GQ
毒素蛋白具有核酸酶活性%并通过降解 Ĉ 3Q抑制
细胞生长 ($4 &$D) & 因此%2??$%50 的生长抑制作用可
能是由于降解细胞中的 Ĉ 3Q%从而抑制蛋白质的
合成&

本研 究 结 果 显 示% 抗 毒 素 2@?0$#D 可 中 和
2??$%50 的生长抑制作用%表明 2??$%50 为可逆的生
长抑制& 已有研究结果表明%营养缺乏’高温或低
温’重金属离子等环境胁迫可诱导蓝藻细胞可逆生
长抑制 ($5) & 2??$%50 的可逆的生长抑制作用类似于
环境胁迫诱导的蓝藻生长表型& 已鉴定的参与细菌
适应性胁迫反应的 GQ系统%在正常生长条件下可
连续合成毒素蛋白和过量的抗毒素蛋白%并形成无
细胞毒性的 GQ复合体$当细菌遭遇环境胁迫时%抗
毒素合成受到抑制并且被蛋白酶降解%从复合体中
释放毒素& 激活的毒素抑制如 Y3Q复制或蛋白质
合成等重要细胞活动%导致细胞生长抑制或部分细
胞死亡 ($) & 因此%集胞藻 U664D%# 染色体上的
//*PTSWR/**TUYP GQ系统可能也通过调控生长使细胞
适应不同的环境胁迫%但其活性调控机制有待阐明&

生物信息学技术分析结果显示 GQ系统也广泛
存在于蓝藻中 (0 &#%0%) & 这些 GQ系统可能在蓝藻适

应性胁迫反应中%通过调控蓝藻生长%使细胞处休眠
或缓慢生长状态%从而降低细胞代谢速率和能量消
耗%增强细胞的抗逆性%提高蓝藻的生态竞争优势&
在适当的环境条件下%蓝藻大量繁殖形成蓝藻水华&
另一方面%由于 GQ系统编码的毒素蛋白具有生长
抑制作用%并且其活性可在不同水平上进行调控&
因此%通过破坏毒素K抗毒素蛋白之间的相互作用或
其他措施%激活毒素生长抑制作用%为开发有效控制
蓝藻水华技术可供了新的思路& 因此%蓝藻中的 GQ
系统值得深入研究&
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系统发育树的构建方法

!!构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位%应该使用正确的方法构建& 具体要求如下#

$A将鉴定菌的 $42 /̂3Q序列递交 \.=E>=‘%用 E?>@+软件搜索相似的 $42 /̂3Q%然后一起构树&

0A采用能反应分支长度的软件!如 3b法"%并用 E,,@+/>: 值分析分支聚类的稳定性&

#A用国际较为通用的一些建树方法%如 3.BL9-,</&b,B=B=L等%这样结果就更为可靠%更直观&

(A请严格按照下列具体要求写作(参见#微生物学报%0%%(%((!0"#$(#A)

% 系统树中#菌名应列出全称%且属和种名应斜体%名称后再加括号%其内含序列号&

& 图注!本刊的图注要求用英文写作"#应标明*树+上所有的内容%包括#括号中的序号’分支点上的数字涵义’%]%$ 代表

的意义&

( 作图要求#要求达到印刷清晰%字体为*GBC.3.M ,̂C>=+%字号为*D:+& 可以选用两种方式,,,!Q"文件格式为*!A

GB[+%分辨率为 4%% 线$!E"文件格式为*M,/O+%画出树%输入文字&

5(%$




