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rVvhA功能模序膜成孔的预测及细胞毒作用机制分析
刘艳飞　陈建林　许　玲　楼永良*

(温州医学院检验医学院, 温州 325035)

摘要      利用生物信息学预测rVvhA的141-335位氨基酸片段有膜成孔模序。基因克隆表达得到

95%以上纯度的rMpf, 电子透射电镜观察其能够抑制Hela细胞生长且呈剂量依赖性, 即0.8, 1.6, 2.4 µg/
mL rMpf作用8 h后, 细胞和线粒体形态均发生凋亡和坏死改变, 细胞内活性氧产生明显, 线粒体膜

电位下降, mPTP荧光检测膜通道孔活性增强。以上结果表明, rMpf具有诱导Hela细胞损伤的生物

学活性, 可通过改变膜通透性引起细胞凋亡。
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创伤弧菌溶细胞素(Vibrio vulnificus cytolysin, 
VVC)作为创伤弧菌唯一分泌至细胞外, 具有很强的

活性、毒性和种属特征性的外毒素, 是创伤弧菌感

染最重要的毒力因子[1]。我们的前期工作已证实, 利
用基因工程方式克隆表达、纯化和复性重组创伤弧

菌溶细胞素(rVvhA), 不仅具有溶血活性, 还可以使

ECV304细胞凋亡[2], 具有胶体渗透性, 对多种细胞

具有致凋亡、坏死和致应激作用, 结合到靶细胞膜

上后, 能寡聚形成Ca2+不能渗透的跨膜小孔[1,3-4]。

VVC是一类胆固醇细胞溶素(cholesterol-depen-
dent cytolysins, CDCs)、膜成孔毒素[5], 此类毒素羧

基端包含一个共同基序: 含有半胱氨酸的11肽(ECT-
GLAWEWWR)[6-7], 有学者认为该段基序是其发挥溶

细胞作用的必需结构。成孔毒素发挥溶细胞功能的

机制首先是单体发生寡聚化, 形成环状前孔结构, 继
而发生构象改变使前孔插入膜中, 最终形成一个大

型的β桶状孔道, 可造成靶细胞因自身渗透压的改变

而裂解[6-8]。对VVC晶体结构分析其包含不同的功

能结构域, 其中膜成孔结构域的β链和α螺旋参与细

胞结合单体寡聚化和前孔形成, 在细胞成孔过程中

发挥了主要作用[8-9]。有些成孔毒素通过线粒体膜引

起细胞色素C释放, 激活caspase-9和Ca2+外流从而诱

导细胞凋亡[10-11]。因此, 本实验主要针对VVC成孔

功能域发挥的作用进行探究分析, 同时结合生物信

息学方法对蛋白质结构和功能进行预测分析, 重组

表达预测到可能的VVC膜成孔多肽, 进一步研究上

述功能肽的生物学活性, 对于完善VVC的结构功能

研究及创伤弧菌致病机制研究有重要意义, 更为今

后进一步开发出新型的致凋亡肽和膜成孔肽及以此

为基础的新型细胞转染试剂和改造该毒素的新药开

发提供了科学依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    载体和质粒        含vvhA基因的克隆质粒由浙

江大学医学院病原生物学教研室惠赠, E.coli BL21 
(DE3)菌株、原核表达载体pET28a(+)由本实验室保存。

1.1.2    细胞株和培养基        Hela细胞株由本实验室

保存, RPIM1640培养基购自美国Gibco公司, 胎牛血

清购自杭州四季青生物工程材料有限公司

1.1.3    主要试剂        限制性核酸内切酶Xho I、Nco I, 
质粒小量抽提试剂盒、DNA胶回收试剂盒、ExTaq
酶、DNA DL2 000 Marker、DNA DL5 000 Marker、
T4 DNA连接酶、PCR试剂均购于日本宝生物工程

(大连)有限公司; Ni2+-NTA His Band亲和层析柱购自

上海申能博彩生物科技有限公司; 还原型谷胱甘肽

(GSH)、氧化型谷胱甘肽(GSSG)、β-巯基乙醇(2-ME)
均为BBI公司产品; 精氨酸购自上海生工生物工程

有限公司; CCK-8细胞毒性与增殖检测试剂盒、细

胞膜红色荧光探针(DiI)、线粒体膜电位检测试剂盒

(JC-1)、活性氧检测试剂盒均购自碧云天生物技术

研究所; 活体细胞线粒体膜通道孔(MPTP)荧光检测

试剂盒购自上海杰美基因医药科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1    膜成孔功能模序的预测        利用BLAST对
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VVC基因和氨基酸序列比对分析, 搜寻同源序列, 利
用SOPMA和Tmpred Server对VVC进行在线二级结

构和相关跨膜功能域预测分析, 利用InterPro对VVC
进行在线综合注释和结构域预测, 最后利用SWISS-
MODLE在线预测VVC三级结构, 并对模型进行评

估分析, 获得可能存在的膜成孔模序。

1.2.2    膜成孔多肽mpf基因的获得与克隆        根据

预测的膜成孔基因的核酸序列, 以pET28a(+)作为表

达载体并利用其His6-Tag自然结尾, 利用primer 5.0
引物设计软件进行全基因引物设计, 如下:

上游引物P1: 5’-CGC CAT GGT ATC GGG TTA 
CAC ACC GAA AAA AG-3’,  下游引物P2: 5’-TTC TCG 
AGC AGT GGA TGA TTC CAG TCG ATG-3’, P1、

P2的5’端分别引入Nco I、Xho I限制性酶切位点及

保护性碱基。引物由上海生工生物工程有限公司合

成。PCR反应条件: 94 ºC 5 min; 94 ºC 30 s, 55 ºC 45 s, 
72 ºC 60 s, 30个循环; 72 ºC 5 min, 4 ºC 10 min。将

纯化的mpf基因与pET28a(+)质粒连接构建重组质粒, 
PCR和双酶切鉴定重组质粒, 并送上海生工生物工

程有限公司测序。

1.2.3    rMpf的表达、纯化、复性及活性测定        前期工 
作成功构建了重组质粒pET-28a(+)-mpf, 0.5 mmol/L 
IPTG诱导E.coli BL21(DE3)(含pET-28a(+)-mpf质粒)
菌株表达, SDS-PAGE分析表达产物。通过Ni2+-NTA
亲和层析法纯化表达产物。复性液结合分步透析

法复性后, 检测其活性。rMpf蛋白冷冻干燥成粉末, 
于–80 ºC保存。

1.2.4    Hela细胞株的培养及传代        Hela细胞培养

于含10%胎牛血清的RPIM1640培养液中, 置37 ºC、
5% CO2、饱和湿度的CO2培养箱中培养。当细胞生长

至铺满瓶底时, 用0.25%胰蛋白酶消化传代, 每2~3 d
更换新鲜培养液。

1.2.5    细胞生长抑制实验        采用CCK-8法, 收集

对数生长期的Hela细胞, 接种于96孔板(1×104/孔)。
待细胞生长过夜使其成为单层细胞, 同时进行分组

实验, 分别为加基础培养液的正常组和0.4, 0.8, 1.6, 
2.4, 3.6 µg/mL rMpf作用组, 另外设加培养液的正常组

和只加试剂的空白组, 每组设三个复孔。置37 ºC、5% 
CO2、饱和湿度的CO2培养箱中, 作用4 h。用酶标仪

测定450 nm处各组细胞的吸光度(D)值, 以(D作用组– 
D空白组)/( D正常组–D空白组) ×100%表示细胞的相对活力。

1.2.6    rMpf作用Hela细胞后形态学观察        Hela细

胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细胞生长过夜使其成

为单层细胞, 改为无血清的基础培养基, 同时进行

分组实验, 分别为加基础培养液的正常组和0.8, 1.6, 
2.4 µg/mL rMpf作用组, 置37 ºC、5% CO2、饱和湿

度的CO2培养箱中, 作用2~8 h后, 于倒置显微镜下观

察细胞形态变化。

1.2.7    rMpf作用Hela细胞后超微结构观察        Hela
细胞按5×106/孔接种于6孔板, 待细胞生长过夜使其

成为单层细胞, 改为无血清的基础培养基, 同时进行

分组实验, 分别为加基础培养液的正常组、1.6 µg/mL 
和2.4 µg/mL rMpf作用组, 置37 ºC、5% CO2、饱和

湿度的CO2培养箱中, 作用8 h后, 收集细胞, 经戊二

醛预固定, 磷酸缓冲液冲洗, 四氧化锇酸后固定, 双
蒸水冲洗, 逐级丙酮脱水, 包埋、聚合, 半薄切片, 光
镜观察定位, 超薄切片, 醋酸铀、柠檬酸铅双染, 电
子透射电镜(Hitachi Ltd公司H-7500型号)下观察细

胞和线粒体的超微结构。

1.2.8    rMpf作用Hela细胞膜荧光探针(DiI)观察

Hela细胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细胞生长过夜

使其成为单层细胞, 改为无血清的基础培养基, 同时

实验分组: 加基础培养液的正常组和0.8, 1.6, 2.4 µg/mL 
rMpf作用组, 置37 ºC、5% CO2、饱和湿度的CO2培

养箱中, 作用4 h后, 按细胞膜荧光探针说明装载探

针, 激光共聚焦观察荧光分布变化情况。

1.2.9    Annexin V-FITC/PI检测细胞凋亡与坏死率

Hela细胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细胞生长过夜

使其成为单层细胞, 改为无血清的基础培养基, 同时实

验分组: 加基础培养液的正常组和0.8, 1.6, 2.4 µg/mL 
rMpf作用组, 置37 ºC、5%CO2、饱和湿度的CO2培

养箱中, 作用4 h。按Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检

测试剂盒提供的操作说明进行, 染色完后1 h内用流

式细胞仪检测各组细胞凋亡和坏死的情况。

1.2.10    检测rMpf对Hela细胞胞内活性氧水平的

影响        Hela细胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细胞

生长过夜使其成单层细胞, 改为无血清的基础培养

基, 同时实验分组: 加基础培养液的正常组和0.8, 1.6, 
2.4 µg/mL rMpf作用组, 置37 ºC、5% CO2、饱和湿度

的CO2培养箱中, 作用4 h, 然后按活性氧检测试剂盒

装载探针, 于荧光显微镜下观察和荧光酶标仪检测

活性氧产生的动态变化。

1.2.11    检测rMpf对Hela细胞线粒体膜电位(Dψ)的
影响        Hela细胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细
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胞生长过夜使其成为单层细胞, 改为无血清的基础

培养基, 同时实验分组: 加基础培养液的正常组、

CCCP阳性对照组和0.8, 1.6, 2.4 µg/mL rMpf作用组, 
置37 ºC、5% CO2、饱和湿度的CO2培养箱中, 作用4 h, 
其中CCCP(10 mmol/L)作用30 min, 收集细胞, 按线

粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)操作说明书进行处理。

根椐红绿两种荧光强弱变化的特征, 利用流式细胞

仪和荧光显微镜检测绿色荧光率, 反映线粒体膜电

位的变化。

1.2.12    检测rMpf对Hela细胞线粒体膜通道孔活性

的影响        Hela细胞按4×105/孔接种于6孔板, 待细

胞生长过夜使其成为单层细胞, 改为无血清的基础培

养基, 同时实验分组: 加基础培养液的正常组和0.8, 
1.6, 2.4 µg/mL rMpf作用组, 置37 ºC、5% CO2、饱

和湿度的CO2培养箱中, 作用4 h, 按活体细胞线粒

体膜通道孔(MPTP)荧光检测试剂盒操作说明进

行, 于荧光显微镜观察, 荧光酶标仪检测RFU值, 每
隔5 min检测一次, 持续30 min, 计算线粒体膜通道孔

活性。

1.2.13    统计学处理        以上实验均重复3次以上, 
采用SPSS16.0软件进行统计学分析, GraphPad Prism 
5.0软件进行作图分析, 相关变量采用均数±标准误

(means±SEM)表示。组间比较采用单因素方差分析, 
各实验组与正常组间比较采用t检验, P<0.05为差异

具有统计学意义。

2   结果
2.1  模序mpf的预测及其重组质粒pET-28a(+)-mpf

的表达

BLAST比对VVC基因、氨基酸序列, 结果其

与已知的杀白细胞素/溶血素家族、多种细菌成孔

毒素具有很高的同源性, 如霍乱弧菌成孔毒素、嗜

水气单胞菌成孔毒素等。SPOMA和Tmpred Server
分析天然的VVC二级结构多个位点具有跨膜结构, 
进一步功能结构域分析得到了含有跨膜结构α螺旋

(295-313位氨基酸)(图1A)和β片层结构的可能的成

孔模序Leukocidin/haemolysin(图1B)以及mpf三级结

构模型(图1C)。
PCR扩增膜成孔模序mpf对应的基因片段(603 bp)

连入载体pET-28a(+), 经双酶切并测序证明pET-
28a(+)-mpf融合基因的序列与GenBank登陆的vvhA
基因序列(M34670, gi: 155311)相同。将该成功构建的

重组体经三步洗涤法、Ni2+-NTA亲和层析法纯化得

到rMpf(图2), 分子量约为27 kDa, 复性液结合分步透

析法复性后, 其最低有效浓度为0.4 µg/mL。
2.2  rMpf的细胞毒性结果

CCK-8结果显示, 0.4, 0.8, 1.6, 2.4, 3.6 µg/mL rMpf
作用4 h后, Hela细胞存活率明显下降且呈剂量依赖

性, 存活率分别为93.49%、86.57%、79.45%、64.12%
和28.30%, 与正常组相比, 差异均有统计学意义

(P<0.01)(图3)。
rMpf作用Hela细胞2 h后, 相差显微镜下观察, 

0.8 µg/mL rMpf组细胞开始变圆(图4B), 1.8, 2.4 µg/mL 
rMpf组细胞发生皱缩, 甚至变形或肿胀(图4C和图

4D); 作用到8 h, 可见细胞染色质聚集, 细胞核固缩

(图4b和图4c), 细胞膜连同细胞浆与细胞核逐渐脱

离, 出现脱胞现象(图4d); 同时, 作用到4 h, 装载DiI
细胞膜探针, 在激光共聚焦下观察, 可见包绕细胞膜

的红色荧光, 随着rMpf浓度增加, 染料逐渐随着细胞

浆膨出、或进入胞浆形成有红色荧光膜包绕的单独

泡状结构(图5)。
电子透射显微镜下观察1.6, 2.4 µg/mL rMpf作

用Hela细胞8 h后, 细胞膜表面微绒毛消失; 细胞浆存

在许多空泡; 细胞核固缩; 核染色质凝聚, 并集中分

布在核膜的边缘(图6B和图6C)。同时细胞器线粒体

也有异常改变: 浓缩、肿胀、正常的嵴结构消失, 呈
多囊状、空泡化、气球样改变, 细胞核溶解(图6b和
图6c)。可见, rMpf对Hela细胞损伤具有时间–剂量

依赖性。

2.3  流式细胞仪定量检测细胞凋亡率

流式细胞术结合Annexin V-FITC/PI检测rMpf
作用Hela细胞4 h后, 0.8, 1.6, 2.4 µg/mL处理组的凋

亡率分别为(13.17±0.38)%、(15.80±0.98)%和(20.83± 
1.20)%, 随处理浓度的升高凋亡率增高, 较正常组

(7.20±0.36)%相比, 差异具有统计学意义(P<0.01, 表
1和图7)。由此可见, rMpf能诱导Hela细胞凋亡, 且
具有剂量依赖性。

2.4  rMpf对Hela细胞胞内活性氧水平的影响

DCFH-DA装载后, 荧光显微镜下可见, rMpf作用

Hela细胞4 h后, 0.8 µg/mL rMpf组呈弱阳性, 2.4 µg/mL 
rMpf组呈强阳性, 胞内ROS水平随着rMpf作用浓度

的增加荧光逐渐增强(图8); 同时荧光酶标仪检测发

现, Hela细胞活性氧产生量也随着浓度的增加逐渐

升高, 与对照组相比, 作用4 h后, 0.8, 1.6, 2.4 µg/mL 
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A: tmpred Server分析VVC跨膜结构图, score大于500有意义; B: interProScan预测VVC功能位点模序图; C: SWISS-MODEL预测VVC成孔模序三

级结构模型图。

A: tmpred Server transmembrane structure analysis of VVC. The scores of (A) above 500 are considered significant; B: interProScan functional motif 
prediction of VVC; C: SWISS-MODEL tertiary structure prediction of VVC pore-forming motif.

图1　VVC功能结构位点预测图

Fig.1　The motif and domain prediction of VVC
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A: M: 蛋白质分子量标准(低); 泳道1、2: pET28a(+)-mpf未用IPTG诱导、 
经0.5 mmol/L IPTG诱导后的全菌; 泳道3、4: 超声后上清、超声后的

沉淀; 泳道5: 三步洗涤后的沉淀; B: M: 蛋白质分子量标准(低); 泳道

1: 蛋白穿透液; 泳道2~9: 重组蛋白分别经NTA-0, 20, 40, 60, 80, 100, 
200, 300 mmol/L洗脱后的蛋白。

A: lane M: low molecular protein marker; lane1, 2: crude extract of 
BL21(DE3) pET28a(+)-mpf induced without and with IPTG; lane3, 4: 
supermatant and sediment of BL21(DE3) pET28a(+)-mpf induced with 
0.5 mmol/L IPTG; lane 5: inclusion body with three-step washing; B: lane 
M: low molecular protein marker; lane 1: penetration sample; lane2~9: 
protein after elution with various concentrations of imidazole(0, 20, 40, 
60, 80, 100, 200, 300 mmol/L).

图2　SDS-PAGE分析融合蛋白rMpf的表达、纯化情况

Fig.2　Analysis of the expression and purification of rMpf 
by SDS-PAGE

*P<0.01.
图3　rMpf对Hela细胞活性的影响

Fig.3　The effect of rMpf on viability of Hela cells

rMpf作用组差异具有统计学意义(P<0.01)(图9)。由

此可见, rMpf对Hela细胞具有损伤作用, 诱导胞内

ROS水平升高且呈rMpf剂量依赖性。

2.5  rMpf对Hela细胞线粒体膜电位(Dψ)的影响

0.8, 1.6, 2.4 µg/mL rMpf作用Hela细胞4 h, 装载

JC-1后荧光显微镜下观察, 随着rMpf浓度增加, Hela
细胞红色荧光逐渐减弱, 绿色荧光逐渐增强(图10)。
同时流式细胞仪检测显示, rMpf作用组Hela细胞

绿色荧光率分别为(10.0±0.76)%、(19.83±3.89)%和

(35.6±2.14)%, 与正常组(6.73±1.19)%、CCCP阳性

对照组(39.28±0.82)%相比, 0.8 µg/mL rMpf作用组没

有显著差异(P>0.05), 1.6, 2.4 µg/mL rMpf作用组差

异具有统计学意义(P<0.01)(图11和表2)。说明随着

rMpf浓度增加, Hela细胞线粒体膜电位逐渐下降。

A、a: 正常组; B、b: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C、c: 1.6 µg/mL rMpf
作用组; D、d: 2.4 µg/mL rMpf作用组。图A~图D作用2 h, 图a~图d作
用8 h。
A, a: control; B, b: 0.8 µg/mL rMpf group; C, c: 1.6 µg/mL rMpf group; 
D, d: 2.4 µg/mL rMpf group. A~D, 2 h; a~d, 8 h.
图4　不同浓度rMpf作用Hela细胞2 h、8 h细胞形态变化(200×) 
Fig.4　The morphology of virous concentrations of rMpf to 

Hela cells for 2 h and 8 h(200×)
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表1　不同浓度rMpf对Hela细胞凋亡率影响的比较

Table 1　Comparison of apoptosis of Hela cells with virous concentrations of rMpf(means±SEM, n=3)
细胞比例(%)	 对照组		  rMpf(µg/mL)         
Cell proportion(%)	 Control	 0.8	 1.6	 2.4    
Apoptosis rates	 7.20±0.36	 13.17±0.38**	 15.80±0.98**	 20.83±1.20**  
Necrosis rates	 1.90±0.23	 3.03±0.34*	 4.80±0.21**	 6.87±0.35** 
*P<0.05, **P<0.01.

A: 正常组; B: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D: 2.4 µg/mL rMpf作用组。

A: control; B: 0.8 µg/mL rMpf group; C: 1.6 µg/mL rMpf group; D: 2.4 µg/mL rMpf group.
图5　LCSM检测不同浓度rMpf作用Hela细胞4 h对细胞膜的影响(600×)

Fig.5　Identification of Hela cells membrane with various concentrations of rMpf for 4 h by LCSM(600×)

A、a: 正常组的细胞和线粒体形态; B、b: 1.6 µg/mL rMpf作用组细胞和线粒体形态; C、c: 2.4 µg/mL rMpf作用组细胞和线粒体形态。

A, a: control; B, b: 1.6 µg/mL rMpf group; C, c: 2.4 µg/mL rMpf group.
图6　不同浓度rMpf作用Hela细胞8 h细胞和线粒体超微结构改变

Fig.6　The ultrastructure of mitochondria and Hela cells with various concentrations of rMpf for 8 h
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A: 正常组; B: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D: 2.4 µg/mL rMpf作用组。

A: control; B: 0.8 µg/mL rMpf group; C: 1.6 µg/mL rMpf group; D: 2.4 µg/mL rMpf group.
图8　荧光显微镜检测不同浓度rMpf对Hela细胞ROS的影响(200×)

Fig.8　Identification of Hela cells ROS generation with various concentrations of rMpf by fluorescence microscope(200×)

A: 正常组; B: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D: 2.4 µg/mL rMpf作用组。

A: control; B: 0.8 µg/mL rMpf group; C: 1.6 µg/mL rMpf group; D: 2.4 µg/mL rMpf group.
图7　流式细胞仪检测不同浓度rMpf对Hela细胞凋亡的影响

Fig.7　Analysis of Hela cells apoptosis with various concentrations of rMpf by flow cytometry 

图9　荧光酶标仪分析不同浓度rMpf对Hela细胞胞内活性氧的影响

Fig.9　Analysis of Hela cells ROS generation with various concentrations of rMpf by fluorescence microplate reader
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A、a: 正常组; B、b: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C、c: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D、d: 2.4 µg/mL rMpf作用组; E、e: CCCP作用组; A~E: 绿色荧光; 
a~e: 红色荧光。

A, a: control; B, b: 0.8 µg/mL rMpf group; C, c: 1.6 µg/mL rMpf group; D, d: 2.4 µg/mL rMpf group; E, e: CCCP group; A~E: green; a~e: red.
图10　荧光显微镜检测不同浓度rMpf对Hela细胞线粒体膜电位的影响(200×)

Fig.10　Identification of Hela cells mitochondrial membrane potential with different concentrations of rMpf by 
fluorescence microscope(200×)

A: 正常组; B: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D: 2.4 µg/mL rMpf作用组; E: CCCP作用组。

A: control; B: 0.8 µg/mL rMpf group; C:1.6 µg/mL rMpf group; D: 2.4 µg/mL rMpf group; E: CCCP group.
图11　流式细胞仪检测不同浓度rMpf对Hela细胞线粒体膜电位的影响

Fig.11　Analysis of Hela cells mitochondrial membrane potential with various concentrations of rMpf by flow cytometry
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2.6  rMpf对Hela细胞线粒体膜通道孔活性的影响

rMpf作用Hela细胞4 h, 荧光显微镜下可见正常

组细胞呈绿色弱荧光, 而rMpf作用组大部分细胞脱

落变圆, 随着rMpf浓度增加, 绿色荧光逐渐增强(图
12); 荧光随着时间延长(30 min内)有增强趋势(图13), 
钙黄绿素持续进入线粒体聚集, 而淬灭率很低, 线粒

体膜通道孔均已经完全开放并处于长期开放状态。

3   讨论
VVC毒性很强, 对多种哺乳细胞有损伤作用, 

已证实其具有溶血活性、致炎应激、诱导凋亡等作

用。VVC属于成孔毒素, 有研究报道, 该类毒素晶体

结构有三个功能结构域: 溶细胞结构域、β-三叶草形

凝集素结构域以及β-柱状凝集素结构域, 不同的部分

发挥不同的作用[12]; VVC经胆固醇介导, 插入靶细胞

膜内形成四聚体跨膜小孔, 导致细胞裂解[3,13], 但对

VVH氨基酸序列分析预测其没有β-柱状凝集素结构

域, 即没有了结合细胞膜的受体。然而, Kashimoto
等[14]报道VVH的334位的苯丙氨酸对于其结合和寡

聚化起着重要的作用, 且能稳定成孔结构域的β片层

结构, 从而形成跨膜小孔, 溶解细胞。

进一步分析VVH作用机制及其起作用的功能

结构域或模序, 利用生物信息学预测VVH具有成孔

毒素共同的结构特征: 含有半胱氨酸的11肽(ECT-
GLAWEWWR)[6-7], 分析可能有膜成孔模序, 并用工

程菌E.coli BL21(DE3)pET-28a(+)-mpf高效表达出活性多肽

rMpf。作为VVH溶细胞毒素的成孔活性部分, rMpf
单独也能发挥一定的溶细胞作用, 即作用于真核细

胞原生质膜, 在膜上形成孔道结构, 打破细胞内外分

子差异屏障, 从而引起细胞膨胀和细胞溶解[6-7]。本

实验中, CCK-8实验证明该段多肽具有细胞毒性作用, 
0.8, 1.6, 2.4 µg/mL rMpf作用于Hela细胞, 镜下观察细

胞肿胀, 膜结构会连同胞浆与细胞核逐渐脱离, 胞浆

空泡化, 最后破裂溶解, 细胞器如线粒体呈多囊、气

球样改变。

细胞通透性的改变早期会引起细胞因子的释

表2　不同浓度rMpf 对Hela细胞线粒体膜电位的变化比较

Table 2　Comparison of mitochondrial membrane potential of Hela cells with virous concentrations of rMpf(means±SEM, n=3)
荧光率(%)	 正常组   rMpf(µg/mL)  CCCP(10 μmol/L)
Flourescencerates(%)	 Control  0.8 1.6 2.4 
Green rates	 6.73±1.19	 10.00±0.76*	 19.83±3.89*	 35.60±2.14**	 39.28±0.82**
与对照组相比较, *P<0.05, **P<0.01。
*P<0.05, **P<0.01 vs control group.

A: 正常组; B: 0.8 µg/mL rMpf作用组; C: 1.6 µg/mL rMpf作用组; D: 2.4 µg/mL rMpf作用组。

A: control; B: 0.8 µg/mL rMpf group; C:1.6 µg/mL rMpf group; D: 2.4 µg/mL rMpf group.
图12　荧光显微镜检测不同浓度rMpf对Hela细胞线粒体膜通道孔活性的影响(200×)

Fig.12　Identification of Hela cells mPTP with various concentrations of rMpf by fluorescence microscope(200×)

图13　荧光酶标仪分析不同浓度rMpf对Hela细胞线粒体膜

通道孔活性的影响

Fig.13　Analysis of Hela cells mPTP with various concen-
tration of rMpf by fluorescence microplate reader 
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放, 从而诱导凋亡, 最终导致细胞的死亡[7]。依赖线

粒体的细胞凋亡途径中, 涉及多种细胞因子的参

与, ROS在细胞凋亡和坏死过程中起着重要介导作

用, 其在体内的生成可破坏细胞内的氧化还原体

系的平衡, 一方面引起DNA的损伤, 另一方面同时

激活细胞凋亡的信号转导通路[15-16]。本实验中, 经
rMpf处理过的Hela细胞活性氧产生, 且随着rMpf浓
度增加荧光增强, ROS水平不断升高, 诱发线粒体损

伤[17], 可观察到线粒体的形态改变、线粒体膜电位

下降, 1.6 µg/mL和2.4 µg/mL rMpf作用组绿色荧光

率分别为(19.83±3.89)%和(35.6±2.14)%, 而正常组为

(6.73±1.19)%。诸如此类的改变会直接或间接地引

发PT通道[18-19], PT是定位于线粒体内外膜接触点的

非特异性钙离子依赖性通道[20-21], 如钙离子过度进

入、线粒体谷胱甘肽的氧化和活性氧族水平的增加

等导致膜通道孔的持续开放, 线粒体通透性显著改

变, 而造成细胞色素C的释放和线粒体膜电位的消

失[22]。钙黄绿素进入细胞及线粒体会产生极强的绿

色荧光, 线粒体膜通道孔瞬时开放, 钙黄绿素释放出

来, 被钴离子淬灭。但本实验中, 荧光显微镜下观察

绿色荧光反而随着rMpf浓度的升高而增强, 30 min
内RFU值也呈升高趋势, 可能rMpf作用Hela细胞后, 
线粒体膜通道孔完全开放, 大量进入线粒体聚集的

探针只有少量释放淬灭。

膜成孔片段作为VVC重要的功能结构, 在其溶

细胞过程中发挥了重要的作用, 但rMpf作为单独的

多肽, 细胞内亚细胞器均有损伤, 且有细胞活性分

子产生, 可以通过线粒体途径引起细胞膜成孔而凋

亡。可以推测, rMpf不仅仅只是作用于细胞膜, 而
是通过细胞膜进入细胞内, 发挥毒性作用。相差显

微镜和透射电镜下均可见大部分细胞形态呈明显凋

亡改变, 而流式结合Annexin V-FITC/PI测定细胞凋

亡只有一部分Annexin V阳性, 说明还有部分已经凋

亡细胞并未被Annexin V染色, 故考虑今后可以选择

cleaved caspase-3来测定凋亡细胞。关于这些疑问

我们将会进一步进行研究与分析。
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The Prediction and Cytotoxicity Mechanism Analysis on the 
Functional Motif of the Membrance Pore-forming in rVvhA

Liu Yanfei, Chen Janlin, Xu Ling, Lou Yongliang*
(School of Medical Lab Science, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325035, China)

Abstract        It was predicted that the area between the sites 141-335 of rVvhA amino acid sequence has the 
membrane pore-forming motif through the methods of bioinformatic. Using methods of geng-cloning, purification 
and renaturation, the rMpf proteins with purity of more than 95% was obtained. It can inhibit the growth of Hela 
cells and the effect was depended on doses, 0.8, 1.6, 2.4 µg/mL rMpf was used respectively for 8 hours, by trans-
mission electron microscopy it was found that the cells show characteristic of apoptosis and the structure of mito-
chondrion was altered; intra-cellular ROS production was increased obvioulsy; mitochondrial membrane potential 
was lowered; mitochondrial permeability transition pore activity was increased as revealed by mPTP’s fluorescence 
inspection. The above data show that rMpf plays a role in inducing Hela cells’ damage, and leads to cell apoptosis 
via influencing cell membrane permeability.
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