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摘  要: 大肠杆菌细胞染色体上毒素－抗毒素系统(TA, toxin-antitoxin system)基因参与环境胁迫

诱导的细胞死亡或生长抑制。在蓝细菌 PCC6803 染色体上开放阅读框 ssr1114 和 slr0664 具有与

TA系统相同的遗传结构, slr0664编码产物与RelBE毒素－抗毒素系统中的毒素蛋白RelE同源, 但
没有发现有与 ssr1114 编码产物同源的蛋白。为证明 slr0664 和 ssr1114 表达产物的毒性和抗毒性

作用 , 构建了含有乳糖诱导调控的启动子和阿拉伯糖诱导调控的启动子的表达调控系统 , 将
slr0664 基因编码序列置于 Plac 启动子控制下, ssr1114 编码序列置于 PBAD 启动子控制下, slr0664 诱

导表达产物对细胞具有毒性作用, ssr1114 诱导表达产物具有抗 slr0664 表达产物的毒性作用。提示

slr0664为毒素基因, ssr1114为抗毒素基因, 二者组成一个 TA系统, 但其有关特性和功能尚待进一

步证明。 
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Abstract: Chromosomally encoded toxin–antitoxin (TA) systems are thought to result in growth arrest and 
eventual cell death upon exposure to environmental stress in E. coli. In the chromosome of cyanobacteria 
Synechocystis sp. PCC6803, the genetic organization of a 360 bp open reading frame (ORF), slr0664, and 
another small ORF of 256 bp, ssr1114, is similar to that of TA system. The predicted protein encoded by 

slr0664 is homologous to RelE, but neither homologue of ssr1114 nor ssr1114-encoding protein was found 
in TA system. To see whether slr0664 encodes a toxin protein, ssr1114 encodes an antitoxin, an expressing 
plasmid containing promoter Plac and PBAD, was constructed. In this construct, Both slr0664 and ssr1114 
were controlled by Plac and PBAD, respectively. Expression of slr0664 in Escherichia coli results in the inhi-
bition of bacterial growth, the expression of ssr1114 neutralize the toxicity of slr0664 expression. These re-
sults show that slr0664 is toxin gene and ssr1114 is antitoxin gene, both ssr1114 and slr0664 constitute a 
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chromosomal TA system in Synechocystis sp. PCC6803. 

Keywords: Synechocystis sp. PCC6803, TA system, slr0664, ssr1114

毒素-抗毒素系统 (TA, Toxin-antitoxin system)
由位于同一操纵子中的两个基因组成, 分别编码稳
定的毒素蛋白和不稳定抗毒素蛋白。毒素和抗毒素

蛋白形成复合体, 毒素蛋白对细胞的毒性作用被抑
制[1]。该系统最初发现于大肠杆菌低拷贝质粒, 起分
离后细胞杀伤作用, 保证质粒在细胞中的稳定性[2]。

近年来, 随着大量细菌基因组序列的公布, 生物信
息学发现 TA 系统也广泛存在于细菌染色体上, 并
具有与质粒上的同源系统相同的遗传特性[3]。但仅

少数细菌染色体上的 TA 系统通过试验证明, 其中
研究最为清楚的是大肠杆菌染色体上的 mazEF系统
和 relBE 系统。MazF 为具有位点特异性 RNA 内切
酶[4], RelE为依赖核糖体的 mRNA内切酶[4,5]。染色

体上的 TA 系统可被环境胁迫诱导的上调表达蛋白
酶所激活, 但它们的生理功能还不清楚。一般认为, 
TA系统作为原核细胞的胁迫反应因子, 参与或介导
中度胁迫条件下细胞的生长抑制或死亡[6]。 

蓝细菌 PCC6803(Synechocystis sp., 以下简称
PCC6803)为嗜中温性单细胞蓝细菌, 其全基因组已
于 1996 年完成并公布 (http://www.kazusa.or.jp/ 
cyano), 但至今尚未见蓝细菌中 TA系统基因的研究
报道。作者对 PCC6803染色体上的 TA系统进行了
分析, 其中基因 slr0664 编码产物与大肠杆菌中的
RelE 同源, 与上游基因 ssr1114 紧密相连。本文通
过试验证明 slr0664 编码产物为毒素蛋白, ssr1114编
码产物具有抗毒素作用, 研究结果对蓝细菌染色体

上其他 TA系统的鉴定及其功能的研究奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株、藻株、质粒和培养条件 
PCC6803 由中国科学院水生生物研究所徐旭东 

研究员提供, 在 BG11 培养基中 28°C~30°C 和光照
条件下[30 μE(m2·S)]静置培养, 用于质粒克隆的宿
主菌 E. coli DH5α在 37°C LB培养基中培养, 含有
质粒的大肠杆菌加入相应的抗生素(氨苄青霉素, 硫
酸 卡 拉 霉 素 工 作 浓 度 均 为 50 μg/mL) 质 粒
pBAD-gfp[7]由中国科学院水生生物研究所徐旭东研

究员提供, 其他质粒均为本实验室保存。 
1.2  分子生物学操作 

PCC6803 基因组 DNA 提取按徐旭东等描述的
方法[8]。DNA 重组按标准操作方法进行[9]。PCR 反
应体系中含 10 mmol/L Tris·Cl( pH 8.3), 50 mmol/L 
MgCl2, 引物(表 1)各 100 pmol, 200 μmol/L dNTPs, 
50 ng 模板 DNA, 2.5 U DNA 聚合酶(Taq/Pfu=1/1, 
U/U)。PCR反应程序为：94°C 5 min; 94°C 1 min, 
60°C 1 min, 72°C 1 min, 30个循环; 72°C 5 min。引
物中添加相应酶切位点的 PCR产物抽提沉淀后, 直
接以内切酶消化, 酶切产物用凝胶回收试剂盒(上海
生工生物工程技术服务有限公司)回收后用于克隆。
DNA聚合酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶等均
购自晶美生物工程有限公司。重组质粒中的克隆片

段由上海生工生物工程技术服务有限公司测序 
确定。 

 
表 1  PCR 引物及序列(5′-3′) 

Table 1  Nucleotide sequence of gene-specific primers used for PCR(5′-3′) 

引物名称 Primers 序列(5′-3′)Nucleotide sequeces 

pDAB-1 GAGAAAGCTTCGATGCATAATGTGCCTGTC(Hind III) 

pDAB-2 GAGAGAGCTCCACATGTATATCTCCTTCTTAAAGTT(Sac I) 

slr0664-A GAGACATATGTCGAATAATCTCCATTTAGTC(Nde I) 

slr0664-B GAGAGGTACCTTTGGCGATCGCCGTGAG(Kpn I) 

ssr1114-A GAGAGAGCTCGAGAGCTTTTGAGGTAATGGC(Sac I) 

ssr1114-B GAGAGGTACCCTTCTCCTATATTCGGG(Kpn I) 

 
1.3  slr0664、ssr1114 在大肠杆菌细胞中诱导表达

活性分析 
含有 slr0664 或 slr0664-ssr1114 重组质粒测序 

确定其序列后, 分别转化 E. coli BL21(DE3), 以含 
50 μg/mL 硫酸卡拉霉素和 0.2%葡萄糖的LB平板筛
选转化子, 转化子中的质粒经酶切鉴定后, 接种于 
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含 50 μg/mL 硫酸卡拉霉素的 M9(GAC) [0.4%甘油, 
0.05%的酪蛋白水解物(BD Difco Laboratory)]液体
培养基中, 37°C培养至 OD600=0.3~0.6, 含不同重组
质粒的培养物浓度调整至约 OD600=0.1, 取 5 μL 于
M9 (GAC)含 0.1 mmol/L IPTG或 0.1 mmol/L IPTG+ 
0.2% L-(+)-阿拉伯糖的M9 (GAC)平板划线, 37°C培
养 20 h后观察结果。对转化子生长的定量分析, 取
在 M9(GAC)液体培养基中过夜培养的菌液, 接种于
30 mL含 0.1 mmol/L IPTG或 0.1 mmol/L IPTG+0.2% 
L-(+)-阿拉伯糖的 M9(GCA)液体培养基中, 并使接
种物的起始浓度基本相同。于 37°C、200 r/min培养, 
间隔 2 h取样测定 OD600。 

1.4  同源基因的生物信息学分析 
根据已鉴定的细菌染色体上的 TA 系统基因序

列, 以及 TA系统的遗传结构特点, 包括毒素基因抗
毒素基因的大小、排列特征、启动子结构等 , 对
Kasuza Synechocystis sp.基因组数据库(www.kazusa. 
or.jp/cyano/cyano.html)进行检索, 其结果在 NBCI基

因组数据库中进一步搜索, 利用 DNAStar, Windows 
32 MegAlign 5.01(1989-2001)软件对检索结果进行
网上在线分析。 

2  结果 

2.1  ssr1114、slr0664 基因序列分析 
对 Kasuza Synechocystis  sp.基因组数据库

(www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html)检索结果显示, 
PCC6803 染色体上一个 360 bp 阅读框(ORF)为
slr0664, 其上游为另一个 256 bp的阅读框为 ssr1114, 
两阅读框之间有 10个碱基的重叠, 提示两个基因共
同构成一个操纵子, 在启动子序列中有一个 9 个碱
基的倒转重复序列(IR)(图 1a), 在大肠杆菌 relBE系
统中也有相似的序列, 为 RelB-RelE 复合体的结合
位点, 并反馈抑制操纵子的转录。推测 ssr1114的编
码产物为 86 个氨基酸, 分子量为 9908.29, 等电点
为 4.53; slr0664编码产物为 120个氨基酸, 分子量为
13678.58, 等电点为 8.32。根据在细胞内生理条件下 

 

 

 
 

图 1  ssr1114、slr0664 在 PCC6803 染色体上的遗传结构 
Fig. 1  Genetic structure of the ssr1114/slr0664 locus in the chromosome of Synechocystis sp. PCC6803 

注：a: ssr111-slr0664 遗传结构示意图, 箭头所示 ssr1114 和 slr0664 的转录方向, 粗斜体碱基为倒转重复序列(IR); b: slr0664 编码产物与

RelE 蛋白序列比对, Sy6803、EcoK12、N73102、A11017、MePA1 分别表示 Synechocystis sp. PCC6803、Escherichia coli K12、Nostoc 
punctiforme PCC73102、Acaryochloris marina MBIC11017、Methylobacterium extorquens PA1. 
Note: a: Schematic representation of the ssr111-slr0664 locus; b: Sequence alignment of the putative RelE proteins of Synechocystis sp. 
PCC6803 (Sy6803), Escherichia coli K12(EcoK12), Nostoc punctiforme PCC 73102(N73102), Acaryochloris marina MBIC11017 (A11017) 
and Methylobacterium extorquens PA1(MePA1); Residues conserved in at least three homologous proteins are shaded. 
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的电荷特点, ssr1114 和 slr0664 编码产物之间可通
过静电引力相互作用形成复合体。在 K a s u z a 
Synechocystis sp. 基因组数据库中推测 slr0664 和
ssr1114编码产物均注释为假定蛋白。但我们的分析
显示, slr0664 的编码氨基酸序列中存在大肠杆菌
RelE 的保守结构域, 比对结果表明 slr0664 编码产
物与大肠杆菌中 RelE 的相似度为 30.3%, 与通过系
统进化分析证明存在于其他细菌中公认的 relE同源
基因的编码产物具有相似性(20.4%~50.7%)(图 1b)。
但 ssr1114 及其编码产物序列在各数据库中均未检
索到具有同源性的基因和蛋白质。根据遗传结构和

序列分析结果, 推测 slr0664和 ssr1114构成TA系统, 
slr0664 为毒素基因, 而上游的 ssr1114 为抗毒素 
基因。 

2.2  含双诱导控制启动子的质粒构建 
为证明 slr0664和 ssr1114构成 TA系统, 构建了

含有乳糖诱导调控的启动子(Plac)和阿拉伯糖诱导调
控的启动子 (PBAD)的表达调控质粒。以质粒
pBAD-GFP 为模板, 以 pBAD-1, pBAD-2 为引物, 
PCR 扩增含阿拉伯糖操纵子中调控基因 araC 和启
动子 PBAD 片段, 扩增片段以 Hind Ⅲ/SacⅠ酶切后
插入 pET30a Hind Ⅲ/SacⅠ位点, 构建的重组质粒
经酶切鉴定 , 并测序确定序列正确后命名质粒为
pJS298(图 2)。在该重组质粒中有启动子 Plac, 可在
含有 T7 噬菌体 RNA 聚合酶的宿主细胞中被 IPTG
诱导表达。另一个诱导调控的启动子为 PBAD, 受 
L-(+)-阿拉伯糖诱导调控。在两个诱导表达的启动子
之间游多克隆位点, 便于被分析基因的分子克隆。 

2.3  含毒性基因、抗毒性基因的重组质粒构建 
以 slr0664-A 和 slr0664-B 为引物, PCC6803为

模板, PCR扩增 slr0664 编码序列片段, 扩增产物以
NdeⅠ和 KpnⅠ酶切, 酶切产物与 NdeⅠ和 KpnⅠ酶
切 pJS298 连接所得到的重组质粒酶切鉴定和测序
确定后命名为 pJS306(图 3, 图 4), 在该质粒中
slr0664位于启动子 Plac的控制之下, 并受 IPTG诱导
表达。以 ssr1114-A 和 ssr1114-B 为引物, PCC6803
染色体为模板, PCR扩增 ssr1114编码序列片段, 扩
增产物以 SacⅠ和 KpnⅠ酶切 , 酶切产物插入
pJS306 对应的克隆位点 , 鉴定后的重组质粒为
pJS321(图 3, 图 4), 该重组质粒中, slr0664位于 Plac

的控制之下, 受 IPTG 诱导表达; ssr1114 位于 PBAD

控制下, 受 L-(+)-阿拉伯糖诱导表达。 

 
 

图 2  质粒 pJS298 的结构示意图 
Fig. 2  Structure of plasmid pJS298  
注：粗体碱基序列表示起始密码子; 下划线碱基为 SacⅠ酶切位点; 

PBAD 为阿拉伯糖操纵子启动子; Plac 为乳糖操纵子启动子. 
Note: Boldfaced bases show start codon, underlined bases show  
SacⅠsite; PBAD: Promotor of Arabinose operon; Plac: Promoter of 
Lactose operon. 

 

 
 
图 3  IPTG 诱导表达的重组质粒 pJS306 以及 IPTG 诱导

slr0664 和 L-(+)-阿拉伯糖诱导 ssr1114 表达的重组质粒

pJS321 结构示意图 
Fig. 3  Schematic representation of recombinant plasmid  
pJS306 for slr0664 expression induced by IPTG, and plas-
mid pJS321 for ssr1114 expression induced by L-(+)-Ar- 
obinose 
Note: S1、E1、B1、E5、K1、N1 represent Sac I、EcoR I、EcoR V、

Kpn I、Nde I, respectively. 

 
2.4  诱导 slr0664 表达产物对大肠杆菌细胞的毒

性作用 
由于宿主菌 E. coli BL21(DE3)染色体上有来源

于 T7 噬菌体 RNA 聚合酶基因, 表达产物可特异性 
控制重组质粒 pJS306 和 pJS321 中 Plac操控基因的 
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图 4  重组质粒 pJS298、pJS306 和 pJS321 电泳检测 
Fig. 4  Examination of plasmid pJS306 and pJS321 by a 
agar electrophoresis 
1: λ/Hind Ⅲ; 2: pJS298/Hind Ⅲ; 3: pJS306/Hind Ⅲ; 4: pJS321/ 
Hind Ⅲ. 
 

转录。本研究中以添加碳源和氮源的 M9 基础盐培

养基分析诱导表达产物对细胞生长的影响。由于在

有葡萄糖存在时 Plac和 PBAD控制基因的诱导表达受

到抑制, 在分析诱导 slr0664 和 ssr1114 表达产物对

大肠杆菌细胞的毒性和抗毒性作用时, 培养基中以

0.4％甘油作为细菌生长代谢的碳源。分别将重组质

粒 pJS298、pJS306和 pJS321转入 E. coli BL21(DE3)

中所得到的菌株, 在不含诱导剂的 M9(GAC)固体培

养基中都能生长 ;  但在含 0.1 mmol/L IPTG 的 

M9(GAC)固体培养基中, E. coli BL21(DE3)(pJS306)

和 E. coli BL21(DE3)(pJS321)生长受到强烈抑制 , 

而对照转化子 E. coli BL21(DE3)(pJS298)能正常生

长(图 5)。在含 0.1 mmol/L IPTG的 M9液体培养基

的细胞的生长情况分析也有相同的结果, 表明诱导

slr0664 表达产物对大肠杆菌细胞具有毒性作用 , 

slr0664为毒性基因。 

2.5  诱导表达毒素蛋白对毒素蛋白的细胞毒性的

抑制作用 
为了分析 ssr1114 表达产物是否能抑制 slr0664

表达产物对细胞的毒性作用, 将带有重组质粒的菌

株接种于含 0.2%阿拉伯糖和 0.1 mmol/L IPTG 的

M9(GAC)固体培养基中 , 除 E. coli BL21(DE3) 

(pJS306)不能生长外 , 其他均能生长 (图 5); 在含

0.2%阿拉伯糖和 0.1 mmol/L IPTG的 M9(GAC)液体

培养基的细胞的生长情况分析也显示相同结果。根

据上述结果, ssr1114诱导表达产物可抑制 slr0664表

达产物对大肠杆菌细胞的毒性作用, ssr1114 为抗毒

素基因。同时注意到, E. coli BL21(DE3)(pJS321)在

含 0.2%阿拉伯糖和 0.1 mmol/L IPTG的培养基中的

生长速度低于不含诱导剂的培养基中的生长速率 , 

并且在相同条件下, E. coli BL21(DE3)(pJS321)的生

长速度低于 E. coli BL21(DE3)(pJS298)。可能是由于

Plac 和 PBAD 均为强诱导性启动子, 并且在无诱导物

存在时有渗漏表达, 导致细胞毒性作用或细胞代谢

负荷增加, 生长速率降低。 

 

 
 

图 5  在大肠杆菌中诱导表达 slr0664 和 ssr1114 对细胞生长的影响 
Fig. 5  Effect of the expression of slr0664 and ssr1114 on growth of E. coli cells 

注: 分别将含有质粒 pJS298、pJS306、pJS321 的 E. coli BL21(DE3)接种于含葡萄糖、IPTG 或 IPTG+阿拉伯糖的 M9 (GCA)平板, 37°C 培
养过夜. 

Note: E. coli BL21(DE3) with pJS298, pJS306 or pJS321 were streaked on M9 (GCA) plates, respectively with glucose, IPTG or both IPTG 
and L-(+)arabinose. The plates were incubated overnight at 37°C. 
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3  讨论 

TA 系统广泛存在于古细菌和真细菌然色体上, 

不同种属来源的 TA 系统基因家族序列的同源程度

各不相同甚至相差很大, 但遗传结构和功能非常相

似[3]。然而, 仅有极少数细菌染色体上的 TA系统通

过试验研究证明, 其中大肠杆菌染色体上已发现 6

个 TA系统, 其各自的生化功能已比较清楚, 但其生

理功能还存在争议[1]。因此, 对其他种属来源的 TA

系统的鉴定将对其生理功能的研究尤为重要。 

Zhu L 等曾借助表达毒素蛋白的体外分析, 利

用单一诱导调控启动子在 E. coli BL21(DE3)中鉴定

了分支结核杆染色体上的 4 个 TA 系统中的毒素基

因[13]。本研究在此鉴定方法的基础上, 通过构建含

有两个诱导调控的启动子分别控制可能的毒素基因

和抗毒素基因的表达, 分析表达产物对细胞生长的

影响, 判断毒素基因和抗毒素基因。试验结果表明

PCC6803 染色体上的基因 slr0664 为毒素基因, 而

ssr1114 为抗毒素基因, 结合在染色体上遗传结构特

征, ssr1114 和 slr0664组成一个 TA系统。 

序列分析结果表明, slr0664编码产物与 RelE同

源。大肠杆菌中的 relBE 是目前研究最为清楚的一

个 TA系统之一[10]。在营养胁迫条件下, RelE被激活

并通过降解 mRNA 抑制蛋白质合成[4,5], 从而表现

出对细胞的毒性作用, 抑制细胞生长或导致细胞死

亡[11]。尽管 RelE 被激活机制还没有一致结论, 但公

认 relBE 系统可介导环境胁迫诱导细胞死亡或生长

抑制[12]。由于目前对细菌染色体上的 TA 系统的认

识还很有限, 未发现有与 ssr1114编码产物同源的抗

毒素蛋白或已知功能的其他蛋白。因此 , 尽管

slr0664 编码产物与 RelE 同源, 但是否具有与 RelB

相同的生理功能, 以及 ssr1114/slr0664与 relBE属同

一或新的 TA系统家族, 还有待进一步证明。 
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