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摘要：【目的】阐明霍乱弧菌 ToxR 蛋白功能调控的分子机制。【方法】利用巯基捕获(thiol-trapping)的方

法分析 DsbA 蛋白对 ToxR 周质空间结构域半胱氨酸残基的氧化作用；采用定点突变的方法构建 ToxR
半胱氨酸突变株(ToxRC236/293S)；利用荧光素酶基因作为报告基因分析 ToxR 野生型(ToxRwt)和半胱氨酸突

变体(ToxRC236/293S)诱导下游基因表达的活性；通过细菌双杂交系统分析 ToxRwt 和 ToxRC236/293S 蛋白之间、

ToxR 与 ToxS 之间以及 ToxS 之间的相互作用。【结果】ToxR 周质空间结构域半胱氨酸残基确实可以被

DsbA 蛋白氧化，且当 ToxR 与 ToxS 共表达时，ToxR 诱导 ctxAB 转录表达的活性显著增强，且在 dsbA

基因缺失突变株中 ToxR 诱导 ctxAB 转录表达的活性更高；成功构建株霍乱弧菌 ToxR 半胱氨酸突变株

(ToxRC236/293S)，在没有 ToxS 存在的条件下，ToxRC236/293S 诱导毒力基因表达的活性与 ToxRwt 相当；细菌

双杂交系统分析发现当 ToxR 与 ToxS 共转录表达时，ToxS 极大增强 ToxR 蛋白之间的互作；在 dsbA 基

因缺失突变株中，ToxS 之间的相互作用显著增强。【结论】ToxR 蛋白本身的氧还状态对其诱导毒力基

因表达的活性没有影响；ToxS 通过增强 ToxR 形成二聚体的能力从而增强其诱导毒力基因的表达，而

DsbA 对 ToxS 蛋白之间的相互作用具有抑制作用，DsbA 通过影响 ToxS 的蛋白互作从而影响 ToxR 蛋

白的功能。本文为进一步阐明霍乱弧菌毒力基因表达调控的分子机制提供重要的理论依据。 
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霍乱弧菌(Vibrio cholerae)是一种引起霍乱的

革兰氏阴性细菌。而霍乱是一种烈性肠道传染病，

被列为我国传染病防治法规定的两种甲类传染病

之一，也是国际 3 种检疫传染性疾病中危害最为

严重的一种[1–2]。研究发现霍乱弧菌毒力基因的表

达一方面受到细胞内级联调控系统的控制，另一

方面受到体外环境信号因子的诱导[3–4]。许多研究

表明环境中温度、pH 值、氧气浓度、胆汁酸分子、

钙离子以及某些营养元素的浓度等，对霍乱毒力

基因的表达有不同的影响[5–8]。而霍乱弧菌本身的
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基因转录调控蛋白通过改变蛋白的构象对环境因

子作出应答，从而在不同的生存环境中调控不同

的基因的表达，以便最好地适应其生存环境[8]。 

ToxR 蛋白是霍乱弧菌重要的基因转录调控

蛋白，除了调控与毒力基因相关的 toxT 基因以

外，还调控一系列与霍乱弧菌生理和致病相关的

基因[9–10]。ToxS 是在霍乱弧菌基因组中与 ToxR

处于同一个转录操纵子与 ToxR 共转录的一个跨

膜蛋白，ToxR 的蛋白活性依赖于 ToxS[11]，有研

究指出在霍乱弧菌生长至稳定期，ToxS 可帮助

ToxR 免受蛋白酶的降解[12–13]。然而 ToxS 究竟如

何增强 ToxR 的蛋白活性，具体的分子机制目前还

不是很清楚。 

ToxR 与另一个毒力表达调控蛋白 TcpP 都是

细胞内膜调控蛋白，跨膜调控蛋白很可能通过感

知外界环境信号的改变对蛋白功能进行调控，从

而使得细菌适应不同的生存环境[14]。前期研究发

现，TcpP 周质空间结构域的两个半胱氨酸残基是

霍乱弧菌对肠道信号因子胆汁酸分子作出应答的

重要调控位点，通过改变这两个氨基酸残基的氧

还状态从而调控 TcpP 蛋白的活性[15–16]。然而，

ToxR 是通过什么样的分子机制感知外界环境信

号从而对蛋白功能进行调控，目前还不清楚。ToxR

蛋白的周质空间结构域也含有两个半胱氨酸残基

C236 和 C293，那么这两个半胱氨酸残基在 ToxR

的蛋白功能中发挥怎么样的作用呢？DsbA 蛋白

是位于革兰氏阴性细菌的周质空间的二硫键氧

还蛋白，协助分泌到周质空间含有半胱氨酸残基

的蛋白质形成二硫键，从而折叠成正确的蛋白构

象[17]。位于周质空间的半胱氨酸残基很可能受到

DsbA 蛋白的氧化催化作用。因此，本研究通过检

测 DsbA 蛋白对 ToxR 与 ToxS 蛋白的功能及蛋白

之间相互作用的影响，结合基因定点突变的方法，

确定霍乱弧菌 ToxR 蛋白的氧还状态对 ToxR 蛋白

功能的作用，初步探讨 ToxR 蛋白应答环境因子进

行功能调控的分子机制，从而为进一步阐明霍乱弧

菌毒力基因表达调控的分子机制提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和培养条件：霍乱弧菌 C6706 

(野生型菌株，由南京农业大学朱军老师实验室馈

赠，本实验室保存)、toxRS 突变株、dsbA 基因缺

失突变株(dsbA–)、E. coli DH5、重组质粒 toxR:: 

pBAD24 和 PctxAB:: pBBR-lux，PompT:: pBBR-lux

均由本实验室保存。所用到的菌株于 37 °C 在 LB

培养基中培养。抗生素使用浓度分别为：氨苄青

霉素(Ap) 100 μg/mL，氯霉素(Cm) 20 μg/mL。本

实验室是病原微生物二级实验室，可进行涉及第

一类、第二类动物病原微生物有关实验活动。 

1.1.2  主要试剂：PCR 扩增酶：KOD-Plus-Neo，

Taq 酶等，购自 TOYOBO 公司。限制性内切酶：

Nco I-HF，Hind III-HF，EcoR I-HF，Pst I-HF，T4

连接酶等，购自 NEB 公司。DNA Ladder，Prestained 

Protein ladder 等均购自宝生物工程(大连)有限公

司。质粒小提试剂盒，PCR 产物或凝胶回收试剂盒，

购自天根生物。引物由苏州金唯智公司合成。AMS 
(4-Acetamido-4ʹ-Maleimidylstilbene-2,2ʹ-Disulfonic 
Acid, Disodium Salt)购自赛默飞世尔公司(Thermo- 

Fisher)。ToxR 抗体由金斯瑞公司合成。 

1.2  ToxR 蛋白的氧还状态分析 

利用巯基捕获的方法[18]验证 ToxR 蛋白周质

空间结构域的两个半胱氨酸残基能否被 DsbA 氧

化形成二硫键。简述如下，把 ToxR 蛋白重组表达

质粒转入大肠杆菌或霍乱弧菌 dsbA 基因缺失株，
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在 37 °C 下振荡培养细菌至对数生长期(OD600≈0.5)，

然后加入阿拉伯糖诱导剂，诱导蛋白表达 2 h 后，

用终浓度为 10%的三氯乙酸(TCA)沉淀蛋白，在

4 °C 放置 8 h 或冰上放置 2 h。蛋白经 12000 r/min

离心收集后，弃掉上清液，蛋白沉淀用冰预冷的丙

酮洗涤沉淀 3 次，然后用含有或不含有 10 mmol/L 

AMS 的 Tris-SDS 缓冲液溶解蛋白，在 37 °C 孵育

30 min，蛋白样品经 SDS-PAGE 和 Western Blotting

分析 ToxR 蛋白氧还状态。 

1.3  荧光素酶报告基因表达分析 

为了研究 ToxR 对下游基因 ctxAB 和 ompT 表

达的影响，将含有 ctxAB 和 ompT 启动子与荧光素

酶基因融合表达质粒分别转入含有 ToxR 重组表

达质粒的大肠杆菌菌株中，将菌株分别稀释接种

至 96 孔板，在 37 °C 静置培养。用酶标仪分别检

测 600 nm 和 420 nm 吸光值，计算单位荧光值

(OD420/OD600)。 

1.4  细菌双杂交系统验证 ToxR 蛋白之间的相互

作用 

细菌双杂交系统是检验细胞体内蛋白之间相

互作用的重要遗传工具，尤其是对于膜蛋白胞内

互作的研究。本方法主要参考 Euromedex 公司的

细菌双杂交系统试剂盒说明书(Cat N°: EUK001)。

简述如下，利用基因克隆的方法，把 ToxR 蛋白分

别与大肠杆菌腺苷酰环化酶两个功能结构域的羧

基端进行融合表达的质粒转入大肠杆菌检测菌株

BTH101[19]，细菌在含有 0.5 mmol/L IPTG 的 LB

培养基中，在 30 °C 下培养 8 h，通过测定 β-半乳

糖苷酶活性确定蛋白互作的强弱。 

2  结果和分析 

2.1  霍乱弧菌 ToxR 蛋白可以被 DsbA 氧化 

利用巯基捕获的方法，分别检测大肠杆菌和

霍乱弧菌 DsbA 蛋白对 ToxR 蛋白氧还状态的影

响，结果发现无论是在大肠杆菌或霍乱弧菌中，

当有 DsbA 存在时，ToxR 都是以氧化态的形式存

在，而在 dsbA 基因缺失突变株(EcdsbA-和 VcdsbA-)

中，ToxR 蛋白主要以还原态的形式存在(图 1)。

因此，ToxR 蛋白周质空间的半胱氨酸残基主要被

DsbA 蛋白氧化形成二硫键。 

    
 

图 1.  ToxR 蛋白氧还状态分析 
Figure 1.  ToxR redox status assay. A: Expression of ToxR was induced before AMS trapping. Reduced ToxR 
shows a 1 kDa upshift on SDS-PAGE. ToxR was detected by Western blotting using anti-ToxR antibody. Blot 
shown is representative of at least three separate experiments. B: Quantification of band intensities from blot shown 
in panel A was performed using ImageJ software. Graph represents percentages of reduced ToxR. Data shown are 
averages of three independent experiments. R: reduced ToxR; O: oxidized ToxR. 
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2.2  DsbA 对 ToxR 蛋白功能的影响 

ToxR 蛋白的氧还状态受 DsbA 蛋白的氧化催

化，为了研究 ToxR 蛋白的氧还状态对其蛋白功能

的影响，在大肠杆菌 DH5α 菌株和 dsbA 基因缺失

突变株中检测 ToxR 蛋白对霍乱弧菌毒素基因

ctxAB 的诱导调控功能。结果发现在大肠杆菌的

dsbA 基因缺失突变株中，在 ToxR 与 ToxS 共表达

的条件下，ToxR 激活 ctxAB 的表达显著增强   

(图 2)。这表明在有 ToxS 存在的条件下，DsbA 会

抑制 ToxR 诱导下游基因的表达。 

2.3  ToxRC236/293S 诱导下游基因表达的功能分析 

根据 ToxR 在大肠杆菌 dsbA 基因缺失突变株

中诱导 ctxAB 表达的活性增强(图 2)，我们推测还

原态的 ToxR 蛋白可能具有更强的诱导活性。因

此，利用定点突变的方法，把 ToxR 蛋白周质空间

结构域的 2 个半胱氨酸残基都突变为丝氨酸，得 
 

 
 

图 2.  大肠杆菌中 ToxR 诱导 ctxAB 表达分析 
Figure 2.  ctxAB expression assay in E. coli activating 
by ToxR. E. coli strains DH5α and dsbA– containing 
PctxAB-lux transcriptional fusion plasmids and PBAD 
vector control (vector) or PBAD-ToxRS (ToxRS) were 
grown in LB with 0.01% arabinose at 37 °C until 
OD600≈0.2. Luminescence was measured and reported 
as light units/OD600. Data are the means±SD (n=3). 
***, P<0.0001. 

到 ToxRC236/293S，在与 ToxS 共表达的条件下，通

过检测 ToxRC236/293S 诱导 ctxAB 的转录水平，结果

却发现在 dsbA+和 dsbA-菌株中，ToxRC236/293S(M)
诱导 ctxAB 转录表达的活性与 ToxRWT(WT)的活性

没有显著区别(图 3-A)。在霍乱弧菌中检测 ToxR
对 ompT 的调控作用中也发现同样的表型，当

ToxR 与 ToxS 共转录表达时，在霍乱弧菌 dsbA 基

因缺失突变株中，ToxR 抑制 ompT 表达的活性增

强 ， 然 而 不 管 是 否 有 DsbA 存 在 ， ToxRWT 与

ToxRC236/293S 对 ompT 具有相似的抑制活性(图 3-B)。 

在这些检测体系中，ToxR 与 ToxS 是在同一

个重组质粒上共转录表达的，为了分析在没有

ToxS 的条件下 ToxR 诱导 ctxAB 表达的活性，构

建了单独表达 ToxR 蛋白的重组质粒，分析在没有

ToxS 蛋白的条件下，ToxR 对 ctxAB 转录的激活作

用。结果表明在没有 ToxS 的条件下，ToxR 诱导

下游基因的表达活性显著降低 (图 3-C)。比较

ToxRWT 在 dsbA+和 dsbA-菌株中的活性发现，在

没有 ToxS 蛋白存在的条件下，DsbA 对 ToxR 的

功能几乎没有影响(图 3-D)。 

这些结果表明 ToxS 对 ToxR 诱导 ctxAB 基因

转录表达的活性具有重要作用，而 ToxR 蛋白本身

的氧还状态对其蛋白功能并没有太大的影响，而

只有当 ToxR 与 ToxS 共同转录表达的条件下，

DsbA 很可能通过影响 ToxR 与 ToxS 的相互作用，

从而影响 ToxR 的功能。 

2.4  ToxR 与 ToxS 蛋白之间的相互作用 

为了进一步探究 DsbA 如何通过影响 ToxR

与 ToxS 的相互作用从而影响 ToxR 的功能，我

们首先把 toxRS (VC0983-VC0984)基因、单独的

toxR (VC0984)基因以及单独的 toxS (VC0983)与

细菌双杂交系统的 2 个检测质粒融合表达，通过

在 dsbA+和 dsbA-菌株中检测菌体的 β-半乳糖苷 
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图 3.  大肠杆菌中 ToxRWT 与 ToxRC236/293S 诱导 ctxAB 和 ompT 的表达分析 
Figure 3.  ctxAB or ompT expression assay activating by ToxRWT or ToxRC236/293S. A and D: E. coli strains DH5α 
and dsbA-containing PctxAB-lux transcriptional fusion plasmids and PBAD vector control (V) or PBAD-ToxRWT (WT) 
or PBAD-ToxRC236/293S (M) were grown in LB with 0.01% arabinose at 37 °C until OD600≈0.2. Luminescence was 
measured and reported as light units/OD600. B: V. cholerae strains toxRS-or toxRS-/dsbA-containing PompT-lux 
transcriptional fusion plasmids and PBAD vector control (V) or PBAD-ToxRSWT (WT) or PBAD-ToxRSC236/293S (M) 
were grown in LB with 0.01% arabinose at 37 °C until OD600≈0.2. Luminescence was measured and reported as 
light units/OD600. C: E. coli strains DH5α containing PctxAB-lux transcriptional fusion plasmids and PBAD vector 
control (V) or PBAD-ToxRS (RS) or PBAD-ToxR (R) were grown in LB with 0.01% arabinose at 37 °C until 
OD600≈0.2. Luminescence was measured and reported as light units/OD600. Data are the means±SD (n=3). NS, 
non-significant; ***, P<0.0001. 

 
酶活性。结果发现在 ToxS 与 ToxR 共转录的情

况 下 ， ToxR 蛋 白 之 间 有 很 强 烈 的 相 互 作 用   

(图 4-A 白色柱)，而且在 dsbA-突变株中，ToxR

的互作更强。然而，当没有 ToxS 蛋白存在的条

件下，ToxR 蛋白之间的互作要弱得多(图 4-A 灰

色柱)，而且 DsbA 对 ToxR 的互作影响不大，这

说明 ToxS 蛋白可增强 ToxR 蛋白之间的相互作

用。而且 ToxRC236/293S 的互作与 ToxRWT 相当，

这说明 ToxR 蛋白本身的氧还状态对蛋白的相互

作用没有影响。 
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图 4.  利用细菌双杂交系统分析 ToxR 与 ToxS 蛋白互作 
Figure 4.  ToxR or ToxS protein interaction assay in bacterial two-hybrid system. Full length ToxR or ToxS was 
fused with the T25 and T18 domains of adenylate cyclase (CyaA) from Bordetella pertussis, respectively, and the 
T25, T18 fusion pairs were introduced into E. coli cyaA mutants[19] or cyaA/dsbA double mutants[20]. Cultures were 
grown in LB medium with 0.5 mmol/L IPTG at 30 °C for 8 h without shaking and β-galactosidase activity was 
measured and reported as Miller Units[21]. Data are means±SD (n=3). ***, P<0.0001. RS: ToxRWT and ToxRWT 
interaction with co-transcribed ToxS; R: ToxRWT and ToxRWT interaction without ToxS; RccS: ToxRC236/293S and 
ToxRC236/293S interaction with co-transcribed ToxS; Rcc: ToxR C236/293S and ToxR C236/293S interaction without ToxS; 
S: ToxS and ToxS interaction; R-S: ToxRWT and ToxS interaction; Rcc-S: ToxR C236/293S and ToxS interaction. 

 
把 ToxS(VC0983)与细菌双杂交系统的 2 个检

测质粒融合表达，通过在 dsbA+和 dsbA-菌株中检

测菌体的 β-半乳糖苷酶活性，发现在 dsbA-突变株

中，ToxS 之间的相互作用显著增强(图 4-B 白色

柱)，ToxS 的互作使得 β-半乳糖苷酶活性在 dsbA-

突变株中比 dsbA+增加 4 倍以上。而 ToxR 与 ToxS

的相互作用在 dsbA-突变株与 dsbA+菌株中也有约

2 倍的差异(图 4-B 灰色柱)，而 ToxR 的氧还状态

对 ToxR 与 ToxS 的互作没有显著的影响。这些结

果表明，DsbA 主要通过抑制 ToxS 蛋白之间的相

互作用，从而抑制 ToxR 蛋白之间的互作，进而影

响 ToxR 蛋白的功能。 

3  讨论 

本研究发现，ToxR 蛋白周质空间结构域的半

胱氨酸残基可被 DsbA 蛋白氧化，然而，ToxR 蛋

白本身的氧还状态对其诱导毒力基因 ctxAB 的转

录表达没有影响。ToxS 蛋白通过增强 ToxR 蛋白

形成二聚体，从而促进 ToxR 诱导下游毒力基因的

表达。而 DsbA 蛋白通过抑制 ToxS 蛋白之间的相

互作用从而影响 ToxR 蛋白的调控功能。研究发现

ToxR 蛋白是霍乱弧菌中诱导多种基因表达的重

要调控因子，包括与致病性相关的毒力基因、与

生物被膜合成相关的基因、外膜蛋白 OmpT 和

OmpU 基因等[10,22–23]。在霍乱弧菌 toxR 基因缺失

突变株中，这些基因的表达会发生显著的变化，

然而在霍乱弧菌中，ToxR 通常不是单独激活这些

基因的表达，而往往是与其他一些调控因子共同

调控下游基因的表达。因此，ToxR 蛋白对下游基

因的调控功能在霍乱弧菌中显得更为复杂[10]。如
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在霍乱弧菌中 ToxR 与另一个膜蛋白 TcpP 共同调

控 ToxT 的表达，ToxT 进而激活霍乱弧菌与致病

相关的一系列毒力基因的表达，如毒素协同菌毛

(Toxin cooperative pilus, TCP)、霍乱毒素(Cholera 

toxin, CTX)、黏附因子等[24]。在霍乱弧菌中 ToxT

是直接激活 CTX 基因表达的调控因子，而 ToxR

是通过激活 ToxT 的表达从而诱导 CTX 的表达。

然而，在大肠杆菌中 ToxR 蛋白可以直接激活 CTX

的表达，因此，通过在大肠杆菌中检测 ToxR 诱导

CTX 的表达，可以直接确定 ToxR 蛋白对下游基

因的转录调控功能[25]。本研究主要是通过检测在

大肠杆菌中 ToxR 诱导 CTX 的表达活性，研究

ToxR 蛋白的氧还状态对其蛋白功能的影响，从而

确定环境信号因子是否可通过影响 ToxR 蛋白的

氧还状态从而影响 ToxR 蛋白的调控功能。 

霍乱弧菌生活环境复杂多变，要适应不同的

生境就需要调控不同的基因的表达，细菌体内的

基因转录调控蛋白通过感知外界环境信号因子，

改变蛋白的功能，从而使得细菌最好地适应生存

环境[4,26]。作为霍乱弧菌最重要的基因表达调控蛋

白之一的 ToxR 蛋白的功能也需要根据外界环境

的变化对自身的功能进行调控，从而诱导或抑制

不同的基因的表达。前期研究发现，霍乱弧菌 TcpP

蛋白的氧还状态对蛋白的转录调控功能具有重要

的影响[16]。而本研究却发现 ToxR 蛋白本身的氧还

状态对蛋白功能的影响不大(图 3)，然而，细胞周

质空间的二硫键氧还蛋白 DsbA 却对 ToxR 的转录

调控功能具有抑制作用(图 2)。这些结果表明 ToxR

蛋白很可能通过一种未知的分子机制感知周质空

间氧还状态的变化，从而对其蛋白功能进行调控。

本研究初步探讨了 ToxR 蛋白功能受 DsbA 蛋白调

控的分子机制，发现 DsbA 很可能间接通过调控

ToxS 的互作从而影响 ToxR 蛋白的功能。然而

ToxS 蛋白本身并不含有半胱氨酸残基，而 DsbA

是二硫键氧还蛋白，那么 DsbA 究竟是如何影响

ToxS 蛋白的相互作用呢？我们推测，DsbA 很可

能通过周质空间或细胞膜上其他的调控因子影响

ToxS 的蛋白互作。另外，我们前期研究发现，肠

道中的胆汁酸分子会抑制 DsbA 蛋白被 DsbB 蛋白

再氧化[15]，那么胆汁酸分子是否可通过抑制 DsbA

蛋白的功能从而促进 ToxR 蛋白诱导霍乱弧菌毒

力基因表达的活性呢？我们将在本研究的基础上

对这些问题进行更深入的探讨，这必将有助于我

们更清楚地阐明霍乱弧菌毒力基因表达调控的分

子机制。因此，本研究的结果为进一步研究霍乱

弧菌的致病机制提供重要的理论依据。 
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ToxS homodimerization enhances ToxR acitivating virulence 
gene expression in Vibrio cholerae 

Xianghong Wang1, Ting Zhang2, Fei Tu2, Mengting Shi1, Hui Wang1*, Menghua Yang2* 
1 College of Life Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 
2
 College of Animal Science and Technology, Zhejiang Agricultural and Forestry University, Hangzhou 311300, Zhejiang Province, 
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Abstract: [Objective] In this study, we demonstrated the mechanism of ToxR activating virulence gene expression 
by modifying its protein function in Vibrio cholerae. [Methods] ToxR redox status assay with or without DsbA was 
analyzed by thiol-trapping assay. ToxR cysteine mutant ToxRC263/293S was obtained by site-directed mutagenesis. 
Escherichia coli strains containing ctxAB promoter luxCDABE transcriptional fusion and a plasmid-coded ToxR 
expressed under the control of arabinose were used to analyze the transcriptional level. ToxR and ToxS proteins 
interaction was detected by the bacterial two-hybrid system. [Results] The two cysteines in the periplasmic domain 
of ToxR could be oxidized by DsbA. When ToxR and ToxS were co-transcribed under the control of the same 
promoter, ToxR activated ctxAB expression to a higher level in E. coli dsbA knock out mutant. However, when 
ToxR was expressed alone without ToxS, the redox status of ToxR had no effect on its activation of ctxAB 
expression in E. coli. Bacterial two-hybrid system assay showed that ToxS greatly enhanced ToxR 
homodimerization regardless of the redox status of ToxR, and DsbA strongly repressed ToxS-ToxS interaction. 
[Conclusion] The redox status of ToxR has no effect on its activating virulence gene expression and ToxS enhances 
ToxR activity by promoting ToxR homodimerization. DsbA indirectly affects ToxR activating virulence genes 
expression by repressing ToxS homodimerization. 

Keywords: Vibrio cholerae, expression regulation, ToxRS, redox status, protein interaction 
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