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在细菌进化过程中，非致病菌向致病菌进化的一个主

要策略是由携带毒力基因的噬菌体进入宿主菌，并在宿主

细菌中进行基因交流，改变宿主菌的表型或增加宿主菌的

毒力，使无致病力的菌株转变为致病菌。本文就致病性霍

乱弧菌的分子进化、CTXO和VPI基因家族的结构、功能和

基因组的多样性，以及CTXO基因组整合的分子生物学机制

进行综述。

1．致病性霍乱弧菌的产生：霍乱弧菌在其进化过程中，

已有超过200个。抗原的血清群，其中产毒的01和0139血

清群菌株可引起霍乱流行和大流行⋯。根据其生物学、血清

学及分子生物学特征，Ol群霍乱弧菌分为不同亚群，并在流

行病学上的意义具有很大差异乜’。致病性霍乱弧菌的菌株

染色体上携带有噬菌体CTXO毒力基因簇，其中包括霍乱肠

毒素基因ctxAB，能够编码产生霍乱肠毒素(CT)，而CT则是

引起严重的水样腹泻，导致感染者脱水、酸中毒甚至死亡等

症状的主要致病因子。1996年Waldor和Mekalanos”J在研究

中发现，ctxAB基因并不是霍乱弧菌基因组自身的固有成分，

而是CTXO基因组的一部分。CTXO是一个具有单链DNA

的温和性噬菌体，CTXO在感染并侵入霍乱弧菌体内后，整

合到霍乱弧菌的基因组中，成为霍乱弧菌基因组的一部分。

自然环境中的霍乱弧菌并非都感染了CTXO，只有那些

感染cTxm并整合了CTXO基因组的霍乱弧菌(即产毒株)才

有可能引发霍乱。引起典型霍乱的霍乱弧菌(产毒株)必须
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具备两个条件，一是其基因组中插入了ctxAB基因，二是能够

分泌CT。由致病性霍乱弧菌产生的CTXO又可以感染环境

中非致病性的霍乱弧菌菌株(非产毒株)，将ctxAB基因插入其

基因组中，使非致病菌株获得致病性。包括霍乱弧菌、大肠埃

希菌等在内的一些致病菌的基因组中，均有许多与其致病性

相关的基因簇伴生在一起，称为致病毒力岛(VPI)“3。在霍乱

弧菌致病株的VPI基因簇中含有一个基因编码TCP菌毛。霍

乱弧菌可依赖该菌毛定植在人体肠道壁的黏膜上，同时TCP

菌毛又是CTXO侵入霍乱弧菌的受体，即只有CTXO与TCP

菌毛结合后，CTXO核酸才能侵入霍乱弧菌。

2．CTXO及VPI基因家族的结构和功能：

(1)CTXO基因家族的结构和功能：CTXO基因组的基本

结构由核心区和RS2区两部分组成。核心区包括psh、c印、

pillc”、ace、zot和ctxAB等基因，前4个基因与噬菌体颗粒的组

装及结构形成有关，即cep编码核心菌毛，plllc”编码产物与

CTXO颗粒识别霍乱弧菌细胞上的受体有关，zot和ace基因

编码的两种毒素蛋自在噬菌体颗粒形成中发挥功能；ctxAB

基因与噬菌体形成无关，但编码CT毒素的A亚单位和B亚

单位，是霍乱的致病因子。另外我们b1发现有不携带ctxAB

的CTXO前体形式nct—CTXO，或称为pre．CTXO【6】。RS2区

包括rstR、rstA2和rstB2基因，rstA2基因编码的RstA蛋白与

CTx①的复制与整合有关【71；rstB2基因的编码产物与CTXO

在细菌染色体基因组特异位点的整合有关；rstR的转录方向

与rstA2和ntB2相反，它编码一种抑制蛋白RstR，可以结合于

rstA之前的ig～2启动子序列而抑制rstA的转录，因此具有噬

菌体免疫的作用，即RstR蛋白可以防止CTXO的转入或阻止

转入的cTxm进行复制与整合。有些菌株中的CTXO基因组

内还含有重复序列RSl区域，Davis等【8l曾经报道过RSl控制

着噬菌体颗粒的产生。该序列只是比RS2多rstC基因，其编

码的RstC蛋白可以与RstR结合起到拮抗抑制作用，控制着

CTXO的溶原现象、CTXO的颗粒产生和CT毒素的表达。

RSl通常出现于CTXO的相邻两侧，中间无其他染色体间隔

位点。

(2)VPI基因家族的结构和功能：霍乱弧菌的主要定居

因子之一是TCP菌毛，TCP合成基因存在于一段40 kb的

DNA片段，被命名为VPI，但在一些非产毒株中也存在【91。

CTXO利用TCP作为受体，并且VPI编码的ToxT调节蛋白能

够调控TCP基因和霍乱毒力基因的转录以适应不同的宿主

与外界环境。

VPI可分成3个功能区域(图1)。VPI左侧区域包括编

码一个转座酶和几个功能未知的ORFs；VPI中心区域包括许

多编码TCP的tc口基因簇，还包括tcpPH基因，参与TCP的调
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控和霍乱弧菌毒素的表达；VPI右侧区域包括TCP的转运和

组装基因、毒素调控toxT元件(是TCP的产物)、￡cⅣ基因(加

工)、oc厂基因(与定植作用有关)、int(与噬菌体样整合酶高度

同源)。

3．cTxm及VPI基因家族的多样性：

(1)CTXO家族基因组的多态性：在不同来源的霍乱弧

菌中，cTx①基因组的差异主要是由于抑制基因rstR和函一2

序列在DNA序列上的明显变化所致。根据菌株rstR—ig一2序

列的差异，可将cTxo分为不同类型，包括古典型来源的

CTX“o，El Tor型来源的CTX”①，部分0139霍乱菌株中发

现的加尔各答型的CTX“。o，以及在部分非Ol、非0139菌株

中发现的rstR一4}、rstR一4}+和rstR一5基因，ntR6以及

rstR一232。本研究组曾在我国珠江河口水体霍乱弧菌监测

中，发现一种与上述rstR和培一2序列不同新的cTxO类型，

命名为rstR”，相对应的cTxm类型命名为CTX4m型。

(2)vPI①家族基因组的多态性：霍乱弧菌VPI毒力岛为

可移动元件，其多态性主要表现在￡c以及tcpH-tcpA间隔

区。目前根据￡刚基因所推测出的蛋白序列的差异，将霍

乱弧菌大致分为5类，即tcpA．env、tcpA．cla、tcpA．E1 Tor、

tcpA．Nandi、tcpA．Novais【l⋯。此外在产毒的非01群、非0139

群(0141、08、037)霍乱弧菌中存在新的￡c阳等位基因⋯1，且

对丝状噬菌体CTXO敏感，提示产毒非Ol群、非0139群菌

株的出现可能是非产毒株通过新型功能性的TCP菌毛获得

CTXm进化而来。

4．cTxm基因组在霍乱弧菌染色体上的整合机制：目前

研究认为，cTxm和其他一些丝状噬菌体的整合机制，是噬

菌体利用了宿主菌染色体上的二聚体位点，从而整合到后者

的一条或两条染色体上。由于CTXO的基因组为单链形式．

目前的研究多倾向于噬菌体是以复制型双链的形式整合。

cTxO整合到霍乱弧菌基因组中需要两种宿主编码的酪氨

酸重组酶XerC和XerD【l“。在正常情况下XerC和XerD是通

过RecA介导的同源重组，在28 bp的dif位点上的特定位置

增加一个交叉，以解决其环形染色体二聚体的产生““。在霍

乱弧菌的两条染色体上各含有一个二聚体位点(difl和

dit2)，dif位点由两个ll bp的特殊结合位点组

成，分别结合两种Xer重组酶，并由一个6 bp的

中心区隔开““。CTXO中双链DNA的复制型

包括2个类似于dif的反向序列，称为attPl和

attP2，由噬菌体基因组上的一段90 bp的DNA

片段隔开““。CTxm在霍乱弧菌dif位点上的

整合，依赖于一个150 bp的叉状发卡结构的形

成，即噬菌体的单链核酸反向折叠形成发卡结

构，attPl和attP2在该发卡结构的茎部配对结

合，暴露出噬菌体的结合位点attP(+)。

由核蛋白复合物启动整合反应(-“，该核蛋

白复合物包括CTXO的attP(+)、一个dif位点

和一对Xer重组酶。其中Xer重组酶催化一对

特殊链上从3’端到结合位点键的断裂，在一端

产生重组DNA的共价磷酸酪氨酸的连接，在另一端产生游

离的5’羟基末端。CTXO整合依赖于在噬菌体连接位点的

重叠区和宿主染色体二聚体位点的同源区断裂处链上碱基

对的互换，经XerC的催化，在紧邻XerC位点形成伪霍利迪

(pseudo—Holliday)连接，经过复制可转化成产物。因为噬菌

体的连接位点是掩藏在双链噬菌体DNA中，故此过程为不

可逆。这样在宿主染色体上，噬菌体的整合就可以产生一个

新的dif功能位点和两个非功能性类似于dif的位点序列，即

attPl和attP2。

有实验证实”“，这种整合最初是通过El Tor变异型的

CTx西在大肠埃希菌中和difl相互作用，及在体外通过大肠埃

希菌Xer重组酶作用得以完成。一项敏感的定量试验证实

CTX”m的单链DNA(+)能够整合到霍乱E1 Tor型菌株的difl

位点““，该整合模式也明确了不同CTXO变异型所具有的结

合位点与宿主二聚体位点之间的相容性，决定整合的惟一因

素是可能形成的Waston．crick或者摆动碱基对，并以相互作用

来稳定由XerC催化的噬菌体连接位点和其目标二聚体位点

间的链交换。这就解释了为什么CTX”西只在dill位点整合，

CTX“①既可以在difl位点上整合，又可以在dif2位点上整

合。而且这种整合模式并不仅限于cTx①，在另外一些丝状

噬菌体上也发现整合在dif位点上，如TLC、VEJ、VGJ、VSK、

vSKK(AF452449)等均被整合在difl或dif2位点““”]。

对于这个特殊的CTXq)整合模式。仍存在亟待解决的问

题。首先，CTXO的惟一连接位点的环状单链DNA分子其整

合效率很低””，但如果噬菌体的RS区存在时，整合效率则很

高。这可能是因为噬菌体单链环状基因组的稳定性弥补了

宿主菌中单链DNA的不稳定性，而单链DNA结合蛋白

RstB，在底物的稳定性方面也发挥了重要作用。其次，cTxm

的单链DNA和宿主的双链DNA交换，噬菌体利用弧菌的

Xer重组酶系统，这是否与弧菌特定的生活环境和特定的基

因组结构和排列有关尚需进一步研究。

5．研究展望：WHO分析报告显示。2l世纪霍乱仍处于高

发态势，其中非洲一些地区已成为持续高发区，并依然在向

全球扩散，如2010年拉丁美洲的海地出现了范围最大的暴

RsIk城

‘而—}cpPHABQ—CRDSTEF'而面兀面历j而
斤椎lfl显示VPl的3个功能I)(域

图l cTxmflJ VPI联㈧簇的J占夺结构
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发。201。我周目前处于霍乱流行的间歇期，但仍不能忽视其所

具有的潜在威胁。在自然环境中存在的霍乱非产毒株可在

一定条件下捕获噬菌体CTXdO而成为产毒株。目前虽已了

解霍乱弧菌的CTXO整合机制，但是不同变异型的霍乱菌株

对噬菌体的敏感度亦不同，何种变异型的霍乱弧菌更易捕获

噬菌体而成为潜在的流行株，还需要进一步监测，以便从分

子水平揭示霍乱弧菌毒力基冈的进化及转移特征，这对于了

解流行菌株变迁进化规律和发展趋势具有重要意义。
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