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摘  要: 【目的】对我国高致病性 2 型猪链球菌 05ZYH33 基因组的 89K 毒力岛序列进行

生物信息学分析, 发现存在一对与化脓链球菌 Epsilon-zeta (ε-ζ)同源的Ⅱ型毒素-抗毒素

系统(Toxin-antitoxin system, TA)——SezAT, 推测该系统具有稳定 89K 毒力岛使其不易丢

失的作用。验证 SezAT 为有活性的 TA 系统。【方法】对 SezAT 进行了生物信息学分析; 
RT-PCR 验证 SezAT 共转录特性; 在大肠杆菌中选择性地诱导表达毒素蛋白 SezT 和抗毒

素蛋白 SezA; 最后通过同源重组技术敲除 SezAT 系统。【结果】sezAT 由同一操纵子控

制, SezT 可抑制细菌生长, SezA 可中和 SezT 的毒性作用, 同源重组成功获得 sezT 敲除突

变株。【结论】证实 SezAT 为一对有活性的毒素-抗毒素(TA)系统, 为进一步研究 SezAT
可能发挥稳定 89K 毒力岛的功能, 同时获得 89K 毒力岛缺失突变株并深入认识 89K 在我

国高致病性 SS2 中的作用奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] Bioinformatics analysis revealed that the 89K pathogenicity island 
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(PAI) of highly pathogenic Streptococcus suis serotype 2 (SS2) in China encodes a putative 
type II toxin-antitoxin (TA) system named SezAT, which is homologous to the epsilon-zeta 
system from S. pyogenes. SezAT is presumed to be requisite for the stability of the 89K PAI in 
SS2. To confirm the SezAT system is a functional TA system. [Methods] The sequence char-
acteristics of SezAT were subjected to further bioinformatics analysis. RT-PCR was performed 
to analyze the transcriptions of the sezAT locus and the flanking genes. The SezT toxin and 
SezA antitoxin proteins were selectively overexpressed in Escherichia coli. Deletion 
mutagenesis was carried out to obtain a SezAT-deficient mutant. [Results] Bioinformatics 
analysis and RT-PCR results suggest that sezAT are in the same operon. Overexpression of 
SezT led to severe growth inhibition of the host bacteria, while this toxicity was counteracted 
by the expression of SezA. Finally, the toxin-encoding gene sezT was successfully knockout by 
allelic replacement. [Conclusion] All of these results suggest that SezAT is an activated 
toxin-antitoxin (TA) system. Moreover, our results provide foundations for investigating the 
potential stabilized effect of SezAT in the 89K PAI, and screening an 89K-negative mutant to 
better understand the pathopoiesis of 89 K in highly pathogenic SS2. 

Keywords: Toxin-antitoxin system, Streptococcus suis serotype 2, Highly pathogenic, Pathogenic-
ity island, Knockout 

2 型猪链球菌(Streptococcus suis serotype 2, 

SS2)是一种重要的人畜共患传染病病原菌, 1998

年和 2005 年我国江苏和四川两省分别爆发的大

规模 SS2 感染猪和人的公共卫生事件, 引发临床

上罕见的链球菌中毒性休克综合征(Streptococcal 

toxic shock syndrome, STSS), 致 死 率 高 达

62.7%−81.3%, 引起国内外高度关注[1]。为了对造

成这两次重大公共卫生事件的 SS2 流行菌株的高

致病性进行深入研究, 本课题组前期通过全基因

组测序和比较基因组学分析发现这两次 SS2 流行

菌株均携带有一个独特的 89K 毒力岛, 为揭示我

国 SS2 高致病性尤其是引发 STSS 的分子机制开

辟了方向[2]。我们进一步研究发现, 高致病性 SS2
上的 89K 毒力岛可以极小频率从细菌染色体上

天然切离下来, 并形成环化分子, 进而通过 89K

内 部 编 码 的Ⅳ型 分 泌 系 统 (Type Ⅳ secretion 

system, T4SS)发生基因水平转移, 使不具备 89K

毒力岛的菌株获得该毒力遗传物质, 这对于高致

病性 SS2 菌株的形成与传播有着非常重要的流行

病学意义[3]。为了从整体水平研究 89K 毒力岛的

致病作用, 我们用各种诱导方法(高温、丝裂霉素

C、亚硝基胍 MNNG、电转化等)试图获得一株

89K 毒力岛缺失的 SS2 突变株, 遗憾的是始终未

能成功。 

进一步的生物信息学分析发现, 89K 毒力岛

序列中编码着一个与 Epsilon-zeta (ε-ζ)同源的Ⅱ

型毒素-抗毒素(Toxin-antitoxin, TA)系统, 我们将

其命名为 SezAT (Streptococcus suis epsilon zeta)。
但任何生物信息学分析的结果都只能是提示, 该

TA 系统是否具有生物学功能, 尚需实验验证才

能从功能上确证。 
TA 系统由两个共转录的基因组成, 依据抗

毒素蛋白的性质分为Ⅰ型(本质上是一种 siRNA)
和Ⅱ型(蛋白质)[4]。Ⅱ型 TA 系统两基因分别编码

稳定的毒素蛋白和不稳定的抗毒素蛋白, 毒素和

抗毒素蛋白形成复合体使毒素蛋白对细胞的毒

性作用被抑制[5]。最近的研究表明, 许多大型整

合子(Superintegron)结构中都存在 TA 系统位点。
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这些位点被认为是能够稳定大型整合子的结构, 
从而限制大型整合子及其所携带基因大规模丢

失[6]。基于此, 我们提出设想, 毒力岛既然也属

于大型整合子家族, 是否正是因为 SezAT 能够

稳定 89K 毒力岛防止其丢失, 从而导致我们难

以获得 89K 毒力岛缺失的突变株呢？为此, 本

文旨在对 89K 毒力岛上 SezAT 系统的生物学活

性进行鉴定, 并通过同源重组技术敲除毒素编

码基因 sezT, 为下一步以ΔsezT 突变株为出发点, 

获取 89K 毒力岛缺失突变株, 进一步研究 89K

在 SS2 高致病性中的作用奠定基础。再者, 89K

毒力岛缺失突变株也有发展成为新的疫苗候选

株的前景。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和培养条件 
本实验所用的菌株和质粒见表 1, SS2 在

Todd-Hewitt broth (THB) (Difco Laboratories,  

Detroit, MI) 并 添 加 2% 酵 母 提 取 物 的 培 养 基

(THY)中培养, 大肠杆菌均用 LB 培养基培养。必

要情况下添加抗生素(Sigma), 各抗生素的工作浓

度为: 氨苄青霉素 100 mg/L, 卡那霉素 50 mg/L, 
壮观霉素 100 mg/L, 四环素 10 mg/L。 

1.2  细菌总 RNA 提取和 RT-PCR 
挑取 SS2 05ZYH33 单菌落于 THY 中 37 °C

摇过夜, 次日将过夜菌按 1:100 比例接种至新鲜

THY 中培养至对数生长后期(OD600≈0.8), 取 1 mL
菌液用 SV 总 RNA 提取试剂盒(Promega)抽提细

菌总 RNA, 用逆转录试剂盒 Revert AidTM First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)逆转录生

成 cDNA 用于 RT-PCR。为检测 sezAT 及相邻基

因的共转录情况, 分别以 05ZYH33 基因组 DNA
和 cDNA 为模板, 用扩增各基因间区域的特异引

物 P1/P2、P3/P4、P5/P6、P7/P8 和 P9/P10 (各引

物序列见表 2)进行 PCR, 反应结束后取 5 µL 扩增

产物电泳观察结果。 
 

表 1  本实验所用菌株和质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 

菌株/质粒 
Strains/Plasmids 

特征 
Characteristics 

来源 
Source/reference 

SS2 05ZYH33 2005 年资阳流行毒株, 分离自 STSS 病人 本室保存 

SS2 ΔsezT sezT 基因敲除突变株, SpcR 本文构建 

E. coli JM109 重组质粒克隆宿主菌 本室保存 

E. coli BL21(DE3) 重组质粒表达宿主菌 本室保存 

pUC18 克隆载体, AmpR 本室保存 

pMD19-T T 载体, AmpR TaKaRa 

pSET4s 猪链球菌温敏型自杀质粒, SpcR [7] 

pJS298 含 PBAD 和 Plac 双启动子的表达质粒, KanR [8] 

pMD-sezA 克隆 sezA 抗毒素基因的重组 T 载体, AmpR 本文构建 

pMD-sezT 克隆 sezT 毒素基因的重组 T 载体, AmpR 本文构建 

pJS-A 克隆 sezA 抗毒素基因的重组 pJS298 载体, KanR 本文构建 

pJS-AT 克隆 sezA 抗毒素基因和 sezT 毒素基因的重组 pJS298 载体, KanR 本文构建 

pUC::sezT sezT 毒素基因敲除载体, AmpR, SpcR 本文构建 

pUC::sezAT sezAT 系统基因敲除载体, AmpR, SpcR 本文构建 
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表 2  PCR 引物及序列 
Table 2  Nucleotide sequence of gene-specific primers used for PCR 

序号 
Numbers 

引物名称 
Primers 

序列(5'→3') 
Squences of primers (5'→3') 

酶切位点 
Restriction sites 

1 P1 ACCACAATATCATCTGCTCTTT  

2 P2 TTTCCAACTTTTCAACATACAA  

3 P3 TTCTAAAGCAGCATCCTCTAAT  

4 P4 TTTTCTTTTCTGCACCACTTGA  

5 P5 TCGAAAAATGATGGAATGG  

6 P6 TCTTTGGGCAATGGAGTAA  

7 P7 TGTCCTCCAAGTAAGATAGC  

8 P8 GATAAAAGAACGTGGAGCAG  

9 P9 CTGGCTGTGTTAAATCGTGT  

10 P10 AAGAAAACCCAGAATCAGGA  

11 SezA-F GAGACATATGATGAAAGCAAATATGAGGAG NdeⅠ 

12 SezA-R GAGAGGTACCAGCCACCACCCGATGATGCA KpnⅠ 

13 SezT-F GAGAGAGCTCAATGAGGTTGGAAGAATTTA SacⅠ 

14 SezT-R GAGAGAATTCTTAATTTCATTTCTTCTCTCCA EcoRⅠ 

15 LA-F GAATTCTCTTCTGGGTCAATTCTTTTTACA EcoRⅠ 

16 LA-R GGATCCAACGGTTGGGGGAATTAGTCTCAG BamHⅠ 

17 TRA-F CTGCAGAGCCTCACTAAATTCTTCCAACCT PstⅠ 

18 TRA-R AAGCTTTGTACAAACGCTCGCATCAAC Hind Ⅲ 

19 TARA-F CTGCAGTCATAGATAAAGACCTCCTC PstⅠ 

20 TARA-R AAGCTTCATTAAGAATCATCCTCCAC Hind Ⅲ 

21 Spc-F GCAGGATCCGTTCGTGAATACATGTTATA BamHⅠ 

22 Spc-R GGCTGCAGGTTTTCTAAAATCTGAT PstⅠ 

23 T-F CAAGGTGCTGAGATAGGACAAT  

24 T-R AAGCGGAGCCGGTAAGACAAC  

25 OUT-F GTACTACTAACTTCGCAAAATA  

26 OUT-R TTCAGGCAATACAAGAGACG  

 
1.3  重组质粒 pJS-AT 的构建 

为证实 89K 毒力岛上的 05SSU0936-0937 编码

基因构成 sezAT, 我们将毒素编码基因 sezT 和抗毒

素编码基因 sezA 分别克隆在 pJS298 质粒的阿拉

伯糖启动子(PBAD)和乳糖启动子(Plac)下游[8]。首

先以 05ZYH33 基因组 DNA 为模板 , 用引物

SezA-F 和 SezA-R 扩增抗毒素编码基因 sezA, 连

接至 pMD19-T 载体, 转化 JM109 感受态细菌, 挑

取菌落鉴定阳性克隆, 命名为 pMD-sezA。将质粒

pJS298 和 pMD-sezA 分别进行 KpnⅠ和 NdeⅠ双

酶切, 回收载体和目的片段并进行连接, 构建重

组质粒 pJS-A。然后再用引物 SezT-F 和 SezT-R

扩增毒素编码基因 sezT, 与 pMD19-T 载体连接构

建重组质粒 pMD-sezT。pMD-sezT 质粒经 SacⅠ
和 EcoRⅠ双酶切后回收目的片段, 与经同样双

酶切的 pJS-A 载体进行连接, 构建同时含有 sezT

和 sezA 的重组质粒 pJS-AT, 送测序以验证其序列

的正确性。在重组质粒 pJS-AT 中, Plac 可被 IPTG
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诱导并调控 SezA 抗毒素的表达, 而 PBAD 可被

阿拉伯糖诱导并调控 SezT 毒素的表达。 

1.4  SezAT 的活性测定 
将重组质粒 pJS-A 和 pJS-AT 分别转化 BL21, 

同时转化 pJS298 空质粒做对照。将含有各质粒

的重组菌接种于含卡那霉素的液体 LB 中 37 °C

夜培养, 次日按 1:50 的比例接种至 4 管新鲜含卡

那霉素的 LB 培养基中, 于 37 °C 培养至 OD600 约

0.4。分别加入诱导剂 IPTG (终浓度为 1 mmol/L)

或阿拉伯糖(0.2%), 于加入诱导剂后 0.5、1、2、

3、4、5、6 h 分别取样测定 OD600 值, 同时每个

时间点取菌液以 10−3 比例稀释涂布卡那霉素平

板, 次日进行活菌计数。 

1.5  sezT 和 sezAT 敲除突变株的构建 
为去除 89K 毒力岛中可能起稳定作用的

SezAT, 从而获得 89K 毒力岛缺失突变株, 拟通

过 同 源 重 组 的 方 法 用 壮 观 霉 素 抗 性 基 因 盒

(SpcR)替换毒素编码基因 sezT 或整个 sezAT 系统

编码基因。以敲除 sezT 为例说明构建过程。首

先, 以 05ZYH33 基因组 DNA 为模板, 用引物

LA-UP/LA-D 和 TRA-UP/TRA-D 分别扩增 sezT
上下游同源臂, 并将得到的下游同源臂 LA 和

上游同源臂 TRA 依次克隆到 pUC18 载体的多

克隆位点(EcoRⅠ/BamHⅠ和 PstⅠ/Hind Ⅲ)上。

然后将扩增得到的 SpcR 基因(模板为 pSET4s 质

粒)克隆到已构建好 sezT 上下游同源臂的 pUC18
载体的 BamHⅠ/PstⅠ多克隆位点上, 即为构建

好的敲除质粒 pUC::sezT。构建针对整个 SezAT
的敲除质粒 pUC::sezAT 方法相似 , 区别是将

pUC::sezT 的上游同源臂 TRA 换成针对 sezAT 系

统的同源臂 TARA (由引物 TARA-UP/TARA-D
扩增)。最后将构建好的两个敲除质粒分别电转

化 05ZYH33 感受态细胞, 并涂布于含壮观霉素

的 THY 平板。挑取所有壮观霉素抗性的转化子

用 sezT 内部检测引物 T-UP/D 进行 PCR 初筛, 可

疑突变株用多重 PCR 进一步交叉验证, 最后将

PCR 产物克隆 T 载体送测序, 以证实目的基因

已被 SpcR 替换掉。 

2  结果 

2.1  序列分析 
用RASTA-Bacteria (http://genoweb.univ-rennes1. 

fr/duals/RASTA-Bacteria) 在 线 工 具 [9] 预 测

05ZYH33 基因组, 发现有 3 对 TA 系统存在, 均

位于 89K 毒力岛外且同属于 RelBE 家族, 其毒素

蛋白主要通过抑制蛋白质合成发挥作用[10]。进一

步分析发现 89K 毒力岛负链上的 05SSU0936 基因

(sezT)编码产物与化脓链球菌 pSM19035 质粒上

的 Zeta 毒素在氨基酸水平上有 44%一致性。该基

因与其上游的 05SSU0937 基因(sezA)有 1 个碱基

对的重叠, 即 sezA 的终止密码子 TAA 的最后一

个碱基 A 是 sezT 起始密码子 ATG 的第一个 A, 提

示这两基因可能位于同一操纵子中。这种基因排

列特点与两株肺炎链球菌(TIGR4 和 D39)的 TA

系统(SP_1050-SP_1051, GenBank: NC_003028 和

SPD_0930-SPD_0931, GenBank: CP000410)排列

相似。 

SezT 由 258 个 氨 基 酸 组 成 , 分 子 量 为

29.3 kD, 是含 ATP 水解酶的 P-loop NTPase (又称

Walker A motif)超家族, 研究发现 Zeta 毒素的

Walker A motif 是发挥毒性作用的关键结构域[5]。

SezA 为 168 个氨基酸, 分子量为 19.5 kD, 属

HTH-XRE 超家族, 为一类转录调节蛋白家族。

进一步用 BLASTP 比对发现 SezA 和 SezT 均有

大 量 同 源 蛋 白 存 在 , 其 中 与 PezAT ( 由

SP_1050-SP_1051 构成)同源性高。PezAT 是肺炎

链球菌 TIGR4 上一对 II 型 TA 系统, 已被证实是

一对有活性的 TA 系统, 且 PezAT 位于 27 kb 大小

的毒力岛上, 但 PezAT 对该毒力岛的稳定作用尚

未见报道[5]。同源性蛋白比对如图 1 所示, SezA
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与 PezA (SP_1050)有 81%的一致性, 相似性达到

93%; SezT 与 PezT 有 69%的一致性, 相似性为

86%。近期研究发现 Zeta 毒素和 PezT 通过磷酸

化细胞壁前体物质 UNAG 形成 UNAG-3P, 抑制肽

聚糖合成从而发挥毒性作用[11]。这些结果揭示 89 

K 毒力岛上的 SezAT 可能与 PezAT 一样, 属同一

家族的 TA 系统, SezT 为毒素蛋白, 而 SezA 作为

抗毒素蛋白可拮抗 SezT 毒素蛋白的作用。 
 
A 

 
 

B 

 
 

C 

 
图 1  SezAT 的生物信息学分析 

Fig. 1  Bioinformatical analysis of SezAT 
注: A: sezAT 在 05ZYH33 基因组上的定位示意图(非比例); B: 毒素蛋白 SezT 的氨基酸比对; C: 抗毒素蛋白 SezA 的氨基酸比

对 , 序列分别来源于肺炎链球菌 TIGR4 (SP_1050-SP_1051)、D39 (SPD_0930-SPD_0931)、SS2 05ZYH33 (05SSU0937- 

05SSU0936)和化脓性链球菌的质粒 pSM19035 (Epsilon-zeta). 
Note: A: Genetic location of the sezAT locus in the chromosome of 05ZYH33 (not drawn to scale). B: Amino acid sequence aligment 
of SezT. C: Amino acid sequence aligment of SezA. The sequences are from S. pneumoniae TIGR4 (SP_1050-SP_1051), D39 
(SPD_0930-SPD_0931), S. suis 05ZYH33 (05SSU0937-05SSU0936) and S. pyogenes plasmid pSM19035 (Epsilon-zeta). 
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2.2  SezAT 的转录分析 
为验证 sezAT 是否属同一操纵子控制及其

与相邻基因的转录情况, 首先对 sezAT 及其两

侧 基 因 进 行 生 物 信 息 学 分 析 。 利 用 BDGP 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) 发

现在 sezA(05SSU0937)上游 106 bp 处有一个可能

的启动子区域, 利用 Softberry 网站(http://www. 

softberry. com/berry.phtml)上的 FindTerm 软件在

05SSU0933−05SSU0934 基因间区域预测有转录

终止子的存在, 提示 05SSU0934−05SSU0937 这 4

个基因可能为共转录单位(图 2A)。为了验证预测

结果的正确性, 我们以 05ZYH33 总 RNA 逆转录

生成的 cDNA 为模板, 通过特异性引物进行 PCR, 

设立基因组 DNA 做对照。结果如图 2B 所示, 当

以基因组 DNA 为模板时, 5 对引物均扩增出与理

论值大小相符的特异条带, 而以 cDNA 为模板

(RT-PCR)时, 仅有 P3/P4, P5/P6, P7/P8 扩增出条

带 , P1/P2 和 P9/P10 未 见 扩 增 条 带 , 表 明

05SSU0934−05SSU0937 这 4 个基因是共转录基

因, 即 sezA 和 sezT 同属于一个操纵子。

 

05SSU0935 sezA05SSU0934 05SSU0938sezT

A

05SSU0933

1

P1 P2

2

P3 P4

3

P5 P6

4

P7 P8

5

P9 P10

PsezAT  
 

 
图 2  sezAT 及相邻基因的转录分析 

Fig. 2  Transcriptional analysis of the sezAT locus and its flanking genes of S. suis 05ZYH33 
注: A: sezAT 及其相邻基因(非比例)的排列组成, 软件预测的启动子区域(横折箭头表示)位于 05SSU0938 内部, 转录终止位点

(茎环结构表示)位于 05SSU0933−0934 之间, RT-PCR 所用的 5 对引物及其相应位置如图所示; PsezAT 表示 05SSU0934−0937 可

能为一个共转录单位. B: sezAT 及其相邻基因的 RT-PCR 分析, 左侧为 05ZYH33 基因组 DNA 模板的 PCR, 右侧为以 cDNA
模板的 RT-PCR. 
Note: A: Genomic organization of the sezAT locus and its flanking genes in S. suis 05ZYH33 (not drawn to scale). The fold arrow 
represents the predicted promoter located in 05SSU0938, and the stem-loop structure represents potential transcriptional terminator. 
The location of the primer pairs used in RT-PCR analysis are indicated by inverted arrowheads. PsezAT indicates 05SSU0934−0937 
may be transcribed as a single operon. B: RT-PCR analysis of the sezAT locus and its flanking genes. 05ZYH33 genomic DNA and 
total RNA were analysed by PCR (left) and RT-PCR (right), respectively. The GeneRuler Mix DNA ladder marker is shown in the 
middle (M). 
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2.3  SezAT 的活性测定 
为检测 SezT 和 SezA 的毒性和抗毒性作用, 

我们将这两个编码基因分别克隆在含有 PBAD 和

Plac 双启动子的 pJS298 质粒上(图 3A)。含有

pJS298 空质粒的细菌, 无论加入 IPTG 还是阿拉

伯糖诱导, 其生长繁殖与 BL21 无明显差异。含

pJS-A 质粒的菌株, 在加入 IPTG 后细菌的生长未

受影响。含有 pJS-AT 的菌株, 如图 3B 所示, 在

均不加 IPTG 或阿拉伯糖(−,−)或只加入 IPTG (I,−)

的情况下, 细菌能正常生长, 而当只加入阿拉伯

糖(−,A)时, 细菌生长明显受限, OD600 值在加入阿

拉伯糖后 1−3 h 急剧下降, 3−6 h 内 OD600 维持在

0.4−0.5 低值, 表明加入阿拉伯糖诱导 SezT 毒素

发挥毒性对细菌生长起抑制作用。当 SezA 与

SezT 同时诱导表达(I,A)时, 未出现明显的细菌生

长受限(图 3B、3C), 说明 SezA 可中和 SezT 对细

菌生长的毒性作用。不同于(−,−)和(I,−)组的是, 

(I,A)组的 OD600 值稍低, 可能原因是两种诱导剂

及启动子诱导表达水平不一, 导致 SezT 仍发挥

部分作用使得细菌生长繁殖相对缓慢[12]。通过对

每一时间点的菌液稀释涂板进行活菌计数, 所得

结果与 OD600 检测数据吻合, 单纯诱导表达 SezT

的活菌数比同时间点的其他组细菌都少许多(图

3D), 而同时诱导两种蛋白表达的细菌计数与

(−,−)和(I,−)组相比无明显差异。 

2.4  毒素编码基因 sezT 的敲除 
为进一步验证 SezAT 的生物学功能, 我们构

建了敲除质粒 pUC::sezT 和 pUC::sezAT, 电转化

05ZYH33 感受态细菌, 结果我们筛选 48 个转化

子便得到了 3 株 sezT 敲除的突变株(ΔsezT), 阳性

率 6.25%。如图 4B 所示, 野生株 05ZYH33 因含

有 sezT 基因而不含壮观霉素基因, 故泳道 1、3、

5 为 PCR 阳性, 而泳道 7、9、11 均为 PCR 阴性; 

在ΔsezT 敲除突变株中, 因 sezT 被壮观霉素基因

取代, 故泳道 2、4、6 为 PCR 阴性, 而泳道 8、

10、12 均为 PCR 阳性, 泳道 13、14 可见同源臂

外侧引物 OUT-F/R 的 PCR 产物片段有大小差异, 
因为原来的 sezT 基因(774 bp)被置换成了更大的

壮观霉素基因(1 130 bp)。将野生株和突变株

OUT-F/R 扩增产物克隆 pMD19-T 后送测序, 结

果也明确显示 sezT 被壮观霉素基因替换。然而, 

经过筛选近 800 余个转化子, 我们均未能获得整

个 sezAT 编码基因敲除的突变株。 

3  讨论 

TA 系统最初发现于细菌低拷贝质粒中 [13], 

在细菌生长繁殖中发挥稳定低拷贝质粒的作

用, 若细菌在分裂时丢失该质粒则子代细菌不

能 存 活 , 所 以 又 叫 细 菌 分 裂 后 杀 伤 系 统

(Post-segregational killing system)。根据抗毒素的

性质可将 TA 系统分为两型: I 型 TA 系统其抗毒

素基因编码产物为反义 RNA, 如在 hok/sok 系统

中, mok 是 hok (毒素)翻译必须的蛋白, sok (抗毒

素基因)通过转录出反义 RNA 来抑制 mok 的翻译, 

从而拮抗 hok 基因的活性[4]; II 型 TA 系统的抗毒

素实质为蛋白质, 该蛋白通过与毒素蛋白结合形

成稳定无毒的复合物以中和毒性作用。在已研究

的 II 型 TA 系统中, 抗毒素蛋白的半衰期相对于

毒素蛋白都更短, 这可能与细菌中一些特异性蛋

白酶如 Lon 或 Clp 等可降解抗毒素蛋白以及蛋白

本身空间构象和热稳定性相关[14−15]。因为抗毒素

蛋白降解快, 为中和更稳定的毒素蛋白, 只有维

持抗毒素蛋白的表达以求平衡, 所以 TA 系统又

称为成瘾模块(Addiction modules)。 

近年研究发现 TA 系统不仅存在质粒中, 在

真细菌和古细菌基因组中都存在数量庞大的 TA

系统。基因组序列分析发现, 在硬壁菌门的细菌

基因组中 TA 系统的拷贝数相对要低[16]。2009 年

Makarova 团队通过分析 750 个完整的基因组, 发

现这些基因组中可能存在高达 12 种全新的毒素 
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图 3  SezAT 的活性测定 

Fig. 3  Activity determination of SezAT 
注: A: 重组质粒 pJS-AT 结构示意图, pJS298 为空质粒, pJS-AT 为分别插入 sezA 和 sezT 的重组质粒; B: 加入不同诱导剂(IPTG/
阿拉伯糖)后 E. coli BL21(pJS-AT)的生长曲线; C: 加入诱导剂 3 h 后细菌的生长状态; D: 加入诱导剂 3 h 后取细菌(10−3)涂板. 
其中“I” 代表 IPTG, “A” 代表阿拉伯糖, “−” 代表未加入诱导剂.  
Note: A: Physical map of the pJS298 plasmid and the pJS-AT recombinant plasmid with cloned sezA and sezT. B: Growth curves of 
E. coli BL21 harboring pJS-AT with the addition of different inducers (IPTG/arabinose). C: Growth states of E. coli BL21(pJS-AT) in 
LB medium after 3h induction with different inducers. D: Growth states of E. coli BL21(pJS-AT) on Kana LB agar plate (10−3 dilu-
tions) after 3h induction with different inducers. “I”, “A”, and “−” represent IPTG, arabinose, and neither, respectively. 
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图 4  敲除突变株ΔsezT 的构建及鉴定 

Fig. 4  Construction and confirmation analysis of the knockout mutant strain ΔsezT 
注: A: 毒素基因 sezT 的敲除策略, 同源重组后 sezT 被壮观霉素基因盒(SpcR)替换; B: sezT 基因敲除突变株(ΔsezT)的多重 PCR

验证, 单数泳道(1, 3, 5, 7, 9, 11, 13)的 PCR 模板为野生株 05ZYH33 基因组 DNA, 双数泳道(2, 4, 6, 8, 10, 12, 14)的 PCR 模板为

突变株ΔsezT 基因组 DNA, 所用 PCR 引物标注于各泳道上方. 
Note: A: Strategy for deletion mutagenesis of sezT by allelic replacement with a spectinomycin resistance cassette (SpcR). B: Multi-
ple-PCR analysis of the ΔsezT mutants. The primer combinations used in PCR are presented upon the lanes. Genomic DNA from the 
wild type strain 05ZYH33 (lane 1, 3, 5, 7, 9, 11, and 13) and the ΔsezT mutants (lane 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 14) were used as tem-
plates. The GeneRuler Mix DNA ladder marker is shown to the left (M). 
 
蛋白和 13 种抗毒素蛋白[17]。有意思的是在绝大

多数严格胞内寄生细菌的基因组没有或含有丧

失功能的 TA 系统, 而胞外菌则可以有数十个

TA 系统结构[15]。目前关于细菌染色体上 TA 系

统的功能还存在许多争议, 但为了解释研究中

出现的现象学者们提出了不同的假说, 如生存

应激作用, 控制生长繁殖, 程序性细胞死亡, 持

留菌形成(Persister formation), 稳定基因组功能

以及抗成瘾作用[18], 其中的稳定基因组功能为我

们所关注。 

对我国高致病性 SS2 菌株 05ZYH33 基因组

序列分析发现有 4 对 TA 系统存在, 其中只有一

对位于 89K 毒力岛内, 即 SezAT。为验证 SezAT

构成一对有功能的 TA 系统 , 我们首先通过

RT-PCR 方法证实 sezA 和 sezT 为一对共转录基因; 

同时, 构建的含双启动子的质粒 pJS-AT 在 BL21

中分别诱导表达 SezA 和 SezT, 证实 SezT 为毒素

蛋白, 对细菌的生长有抑制作用, 而 SezA 为抗毒

素 蛋 白 , 能 中 和 SezT 的 毒 性 作 用 ; 结 合

05ZYH33 基因组上的序列结构特点可以推断, 

SezAT 构成了一对有活性的 TA 系统。通过前期

建立成熟的基因敲除技术平台, 我们成功敲除了

毒素编码基因 sezT, 但始终未能得到整个 SezAT

系统的敲除突变株, 这也从侧面反映了 SezAT 的
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活性, 即不能单独敲除抗毒素基因 sezA 或同时敲

除整个 SezAT 系统, 否则细菌在残存的毒素蛋白

的作用下将不能存活[6,19]。 

有文献报道 Vibrio vulnificus(一种嗜盐弧菌)

上的超级整合子由一百多个基因组成, 这些基因

极其稳定, 没有大片段的丢失或重排。其中有 2

对 TA 系统发挥着稳定整合子基因的作用, 而表

达量高的 TA 系统其稳定作用更强[6]。Waldor 团

队从临床分离的一株霍乱弧菌(Vibrio cholerae)中

发现一个 100 kb 大小的基因组岛 SXT, SXT 是属

于 ICEs (Integrating and conjugative elements)的一

种可移动遗传元件, SXT 上有多个耐药基因以提供

耐药性[20]。近年研究发现在霍乱弧菌的 2 号染色体

上有数十对 TA 系统, 且都位于该 SXT 上[15]。

Gerdes 等对 SXT 上两对 higBA 研究发现其可发

挥稳定低拷贝质粒的作用, 推测其可能有稳定

SXT 的功能[21]; Waldor 团队发现 parDE 位点参与

到维持超级整合子的完整性和维持 2 号染色体遗

传稳定性[22], 随后在 SXT 中发现一类新的 TA 系

统——mosAT, 也参与到 SXT 的稳定过程当中, 

且 mosAT 的表达量会随着影响 SXT 切离环化的

提高而提高, 以维持 SXT 环形分子在细菌中的稳

定传代[23]。对于 05ZYH33 上的 89K 毒力岛, 其

切离环化及复制机制与霍乱弧菌上 SXT 极其相

似, 均是以单个环化分子存在细菌中, 如何保证

其在细菌传代过程中不被丢失呢？是否 SezAT 也

具有稳定 89K 毒力岛结构的功能呢？我们下一

步将以 SezAT 系统失活的突变菌株ΔsezT 为对象, 

看是否能筛选到 89K 毒力岛缺失突变株, 为揭示

89K 毒力岛在我国高致病性 SS2 的作用奠定基

础。同时, 这种 89K 毒力岛缺失的突变株将具有

发展成为新的疫苗候选株的前景。 
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