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重组创伤弧菌溶细胞素缬氨酸V201和V289突变

对其活性的影响
郭雅君　叶美萍　王　帅　楼永良*

(温州医学院浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035)

摘要　　将重组创伤弧菌溶细胞素A(recombinant Vibrio vulnificus hemolysin, rVvhA)第201位
和第289位的缬氨酸定点突变为甘氨酸, 并表达rVvhAval201gly,val289gly突变蛋白。检测突变蛋白与未突

变蛋白的溶血活性、对胞内钙离子浓度、钾离子外流及对细胞损伤的影响。结果显示, 与rVvhA相比, 
rVvhAval201gly,val289gly的溶血活性和细胞毒性均降低, 诱导人类脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 
endothelial cells, HUVEC)凋亡、胞内钙离子内流和钾离子外流等作用均受到抑制。实验结果表明, 
在创伤弧菌溶细胞素的活性发挥中, rVvhA中的V201和V289两个氨基酸与该蛋白质损伤靶细胞时

引起胞内外离子平衡失调有关, 并能影响该蛋白质的溶血活性和细胞毒作用。
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创伤弧菌(Vibrio vulnificus, Vv)是一种革兰氏阴

性嗜盐性弧菌[1]。该菌广泛存在于沿海环境中, 并且

已从海水、海底沉淀物、虾类、鱼类、蚌类及蛤类

等海产品中分离得到, 主要经口感染和伤口接触感

染, 并能在短时间内引起伤口发炎, 严重时会导致败

血症, 死亡率高达50%以上。特殊人群如肝病(包括

肝硬化、肝炎等)患者在感染该菌后的发病率高达

95.3%, 较其他人群要高[2]。

VvhA属于膜胆固醇依赖毒素(membrane cho-
lesterol-dependent cytolysins, CDCs), 是创伤弧菌唯

一分泌至胞外的具有种特异性的外毒素[3], 也是其

主要致病因子之一。膜胆固醇对VvhA作用于靶细

胞时的生物学活性有重要的作用[4], 胆固醇可能是

创伤弧菌溶细胞素作用于细胞时与细胞膜表面相互

作用的重要受体[5]。但是, rVvhA如何通过寡聚化结

合细胞膜、插入细胞膜后与细胞膜如何相互作用以

及如何激活胞内信号分子引发细胞的应激和凋亡等

有关机制尚未明了。

Palmer[6]发现, CDC家族中存在与膜胆固醇发生

结合作用的共同基序, 即L/V-X(1-5)-Y-X(1-5)-R/K。目

前研究发现, 产气荚膜梭菌溶素O(perfringolysin O,  
PFO)、肺炎链球菌溶血素(pneumolysin, PLO)、艾滋 
病病毒跨膜糖蛋白gp-41、神经轴突膜蛋白-22 
(neuronal axonal membrane protein-22, NAP-22)等
都是CDC家族成员[6-9]。基于CDC家族都具有上述

共同基序, Soltani等[10]和Farrand等[11]认为其第一个

非极性氨基酸L/V的改变能够影响溶细胞毒素识别

膜胆固醇的能力。因此, 本实验将rVvhA胆固醇结

合模序的第201位和第289位非极性氨基酸——缬

氨酸进行了定点突变, 表达rVvhAval201gly,val289gly, 并
比较突变前后的蛋白质溶血活性差异, 以及它们对

HUVEC细胞毒性、胞内钙离子浓度、培养液上清

钾离子释放量及致凋亡等的影响, 探讨了胆固醇结

合模序中缬氨酸在rVvhA损伤靶细胞中的作用机

理, 为进一步研究胆固醇结合模序的功能提供了实

验依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　菌种和细胞株        菌株E.coli BL21(DE3)(含
pET-28a(+)-vvhA质粒)和HUVEC细胞由本实验室保

存。

1.1.2　主要试剂及耗材        异丙基硫代β-D-半乳糖

苷(IPTG)、蛋白质低分子量Maker、Trixton X-100、
质粒提取试剂盒、PCR反应体系均购自宝生物工程

(大连)有限公司; Ni2+-NTA His Band亲和层析柱购
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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(GSSH)、精氨酸均为美

国波士顿生物技术公司产品; 绵羊RBC购自温州市

晟恒科贸有限公司; RPMI-1640培养基购自Hyclone
公司; 胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限

公司; CCK-8试剂盒、青链霉素、胰酶细胞消化液、

FLUO-3 AM钙离子检测荧光探针购自碧云天生物

技术研究所; 钾离子检测试剂盒购自南京建成生物

工程研究所; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒

购自南京凯基生物技术有限公司; 激光共聚焦专用小

皿(35 mm玻底皿)购自杭州生友生物技术有限公司。

1.2  方法

1.2.1　重组表达载体pET-28a(+)-vvhAval201gly,val289gly的

构建        以pET-28a(+)-vvhA为模板, PCR扩增获得

VvhA。利用DNAMAN生物学软件设计突变引物如

下: 正向突变引物R41: 5’-TAC TCG AAA ACC TTG 
GGG TTT GAT AC-3’, 反向突变引物R42: 5’-TGT ATC 
AAA CCC CAA GGT TTC GAG T-3’, 正向突变引

物R51: 5’-TTC GAG ATG GGC GGT AAA CTC AAC 
TA-3’, 反向突变引物R52: 5’-ATA GTT GAG TTT 
ACC GCC CAT CTC GA -3’; 上游引物P1: 5’-CCC 
CAT GGT AAT GAA AAA AAT GAC TCT GT-3’, 下
游引物P2: 5’-TTC TCG AGG AGT TTG ACT TGT 
TGT AAT GT-3’,  P1、P2 5’端分别引入Nco I和Xho I限
制性酶切位点及保护性碱基, 对VvhA进行定点突变

得到VvhAval201gly,val289gly。将目的基因插入质粒pET-28a
中并进行表达。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。PCR反应条件为: 94 ºC预变性5 min; 94 ºC变性

30 s, 58 ºC退火45 s, 72 ºC延伸1 min, 30个循环; 72 ºC
延伸10 min。
1.2.2　rVvhA的表达、纯化及复性        前期工作中

已成功构建了pET-28a(+)-vvhA, 参照文献[13]进行

rVvhA的表达、纯化及复性。 
1.2.3　rVvhAval201gly,val289gly的表达、纯化及复性        将
pET-28a(+)-vvhAval201gly,val289gly导入大肠杆菌E.coli BL21- 
(DE3)中, 并于30 ºC以0.5 mmol/L IPTG诱导菌株表达

rVvhAval201gly,val289gly, Ni2+-NTA亲和层析法纯化、SDS-
PAGE分析表达产物、复性并分步透析, 目的蛋白冷

冻干燥后于–80 ºC保存。

1.2.4　HUVEC细胞的培养及传代        HUVEC细胞

培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液中, 置于

37 ºC、5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。当细

胞生长密度约为80%时, 用0.25%胰酶消化传代, 每
2~3天更换一次培养液。

1.2.5　溶血活性的测定        取绵羊全血1 mL, 用10
倍体积生理盐水洗涤3次, 1 000 r/min离心10 min, 制
备压积红细胞。取压积红细胞200 µL, 用生理盐水

稀释为2%红细胞悬液。rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly

均设置0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 µg作用组。每个实验

组中都加入200 µL 2%红细胞悬液, 再分别加入0.2, 0.4, 
0.6, 0.8, 1.0 µg的两组蛋白, 置于37 ºC水浴, 每隔

10 min离心取红细胞上清液, 测542 nm处的吸光度D
值。

1.2.6　细胞生长抑制实验        rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly

均分为0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 µg作用组。HUVEC细
胞以1×104/mL接种于96孔板, 100 µL/孔, 待细胞完

全贴壁后, 弃去孔内液体, 改加RPMI-1640, 分别加

入0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 µg的两组蛋白作用6 h, CCK-8
法检测细胞的存活率, 测定450 nm处各孔的吸光度

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。

1.2.7　培养液上清中钾离子浓度的测定        rVvhA
和rVvhAval201gly,val289gly均分为0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 µg
作用组。HUVEC细胞以1×106/mL接种于12孔板中, 
400 µL/孔, 过夜培养。待细胞完全贴壁后, 弃去孔

内液体, 改加RPMI-1640, 加入0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 µg
的两组蛋白作用6 h。收集培养液上清, 按照试剂盒

操作说明测定钾离子浓度。

1.2.8　胞内钙离子浓度的测定        rVvhA和rVvh- 
Aval201gly,val289gly均分为0.2, 0.4, 0.6 µg作用组。HUVEC
细胞以1×106/mL密度接种于LSCM小皿中, 过夜培

养。各实验组细胞均加5 µmol/L Fluo-3 AM钙离子

荧光探针, 37 ºC避光孵育40 min, 装载探针。Hanks
液洗涤3次, 继续孵育20 min。激光扫描共聚焦显微

镜下进行连续扫描, 激发波长488 nm, 发射波长527 nm, 
扫描时间4 s, 间隔时间4 s, 共扫描6 min。以未加蛋

白质处理时的细胞为正常对照, 于扫描间隔期迅速

加入0.2, 0.4, 0.6 µg的未突变蛋白和突变蛋白分别作

用于细胞, 检测荧光信号, 分析胞内瞬间钙离子浓度

的变化情况。

1.2.9　细胞凋亡检测        rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly

均分为0.6, 0.8, 1.0 µg作用组。HUVEC细胞以1×106/mL
接种于6孔板, 1 mL/孔, 过夜培养。待细胞完全贴壁

后, 弃去孔内液体, 改加RPMI-1640, 并分别加入0.6, 
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0.8, 1.0 µg的未突变蛋白和突变蛋白, 作用6 h。分别

收集不同处理组细胞, 按Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒操作说明进行染色, 流式细胞仪检测各

组细胞凋亡率。

1.2.10　统计学处理        以上实验均重复3次以上, 
采用SSPS16.0软件进行统计学分析。所有变量均用

x–±s表示, 各实验组与对照组间比较采用配对t检验, 
组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1  pET-28a(+)-vvhAval201gly,val289gly的构建 

将突变PCR扩增产物连入原核表达载体pET-  
28a(+)中, 得到重组表达载体pET-28a(+)-vvhAval201-

gly,val289gly。测序结果证明, rVvhAval201gly和rVvhAval289gly

的突变位点与预期设计的突变相符(图1)。

2.2  rVvhA与rVvhAval201gly,val289gly的表达、纯化和

复性

参照文献[13]表达的rVvhA分子量为53.04 kDa, 经
IPTG诱导表达的rVvhAval201gly,val289gly分子量为52.96 kDa。

重组蛋白表达后均以包涵体形式存在, 经洗涤、

Ni2+-NTA亲和层析得到纯化的rVvhA(图2A)和rVvh-
Aval201gly,val289gly(图2B), 参照文献[14]对纯化后的蛋白

进行复性、透析后, 冷冻干燥后保存于–80 ºC。

A: rVvhA第201位缬氨酸突变测序比对图; B: rVvhA第289位缬氨酸突变测序比对图。

A: sequence alignment graph of rVvhA residue Val201 mutation; B: sequence alignment graph of rVvhA residue Val289 mutation.

图1　rVvhA第201位和第289位缬氨酸突变测序比对图

Fig.1　Sequence alignment graph of rVvhA residue Val201 and Val289 mutations

A: SDS-PAGE分析融合蛋白rVvhA的表达、纯化; B: SDS-PAGE分析融合蛋白rVvhAval201gly,val289gly的表达、纯化。M: 蛋白质分子量标记; 1: 未诱

导的全菌; 2: IPTG诱导后的全菌; 3,4: 超声破菌的上清液和沉淀; 5: 洗涤后的rVvhA、rVvhAval201gly,val289gly包涵体; 6: 穿透液;  7-12: 0, 20, 40, 60, 
100, 200 mmol/L咪唑洗脱液。 
A: analysis of expression and purification of rVvhA by SDS-PAGE; B: analysis of expression and purification of rVvhAval201gly,val289gly by SDS-PAGE. 
M: protein marker; 1: bacteria not induced by IPTG; 2: bacteria induced by IPTG; 3,4: supernatant and sediment of the total bacteria ultrasounded; 5: 
washed inclusion body of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly, respectively; 6: total bacteria protein after penetrated through the column; 7-12: total bacteria 
protein eluted with 0, 20, 40, 60, 100, 200 mmol/L imidazole.

图2　SDS-PAGE分析融合蛋白rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly的表达和纯化

Fig.2　Analysis of expression and purification of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly by SDS-PAGE
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2.3  溶血活性检测

不同剂量蛋白分别作用10 min(图3A), 20 min 
(图3B), 30 min(图3C)后, rVvhA对红细胞的溶血

能力随毒素剂量、作用时间的增加而增加; 而
rVvhAval201gly,val289gly随毒素剂量及时间的增加, 溶血能

力无显著变化。相同作用剂量下, rVvhAval201gly,val289gly

组较rVvhA组的溶血活性下降。

2.4  对细胞的毒性作用

rVvhA组的细胞毒性与毒素剂量呈正相关, 而
rVvhAval201gly,val289gly不同剂量组细胞毒性无差别。相

同作用剂量下, rVvhAval201gly,val289gly组较rVvhA组细胞

毒性明显降低(图4)。
2.5  胞内钾离子外流情况

与对照组相比, rVvhA组胞外钾离子浓度随毒

素剂量的增加而增加, rVvhAval201gly,val289gly各组也可引

起胞外钾离子浓度的升高, 但与rVvhA组比较, 钾离

子外流显著降低(图5)。
2.6  钙离子的内流

经不同剂量rVvhA作用后, 细胞荧光强度增强, 
提示胞内钙离子浓度升高。A1-A3、B1-B3分别代表 

A: rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly分别作用10 min的溶血效应; B: rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly分别作用20 min的溶血效应; C: rVvhA和rVvhAval201gly, val289gly

分别作用30 min的溶血效应。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与相同浓度rVvhA作用组比较。

A: hemolytic effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly on sRBC after 10 min; B: hemolytic effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly on sRBC after 20 min; C: 
hemolytic effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly on sRBC after 30 min. *P<0.05,**P<0.01 compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared with 
rVvhA of the same concentration.

图3　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly分别作用10, 20, 30 min的溶血效应

Fig.3　Hemolytic effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly on sRBC after 10, 20, 30 min, respectively

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与相同浓度

rVvhA作用组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared 
with rVvhA of the same concentration.

图4　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly的细胞毒效应

Fig.4　Cell cytotoxicity effects of rVvhA and 
rVvhAval201gly,val289gly

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与相同浓度rVvhA作用组比较。

*P<0.05 compared with control; #P<0.05 compared with rVvhA of the 
same concentration.

图5　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly引起的钾离子外流变化

Fig.5　Effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly induced 
release of potassium ion 
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rVvhA作用前后细胞内钙离子的荧光变化情况, 
C1-C3显示了任意选取的10个细胞内钙离子荧光

强度变化曲线。经不同剂量的rVvhAval201gly,val289gly作

用后, 胞内钙离子内流的趋势较rVvhA作用组平缓, 
A4-A6、B4-B6分别代表rVvhAval201gly,val289gly作用前后

细胞内钙离子荧光变化情况, C4-C6显示了任意选取

的10个细胞的钙离子荧光强度变化曲线(图6)。
2.7  细胞凋亡检测结果

与rVvhA组相比, rVvhAval201gly,val289gly诱导细胞凋

亡的能力显著下降, 如表1和图7所示。

A1-A6: 未加蛋白对照组; B1-B3: 0.2, 0.4, 0.6 µg rVvhA作用组; B4-B6: 0.2, 0.4, 0.6 µg rVvhAval201gly,val289gly作用组; C1-C6: 细胞内钙离子荧光强度

变化曲线。

A1-A6: control; B1-B3: 0.2, 0.4, 0.6 µg rVvhA treated group, respectively; B4-B6: 0.2, 0.4, 0.6 µg rVvhAval201gly,val289gly treated group, respectively; C1-
C6: the changes of fluorescence intensity in HUVEC.

图6　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly引起HUVEC细胞内钙离子增加(400×)
Fig.6　Effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly on increase of [Ca2+]i in HUVEC(400×)
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3   讨论
创伤弧菌溶细胞素是创伤弧菌唯一分泌至体

外的具有膜成孔作用的外毒素, 其毒性强, 是创伤

弧菌的重要致病因子之一。原核表达的rVvhA具有

溶血活性、致炎应激、诱导细胞凋亡等作用[13,15-16]。

现已证实rVvhA属于CDC家族, 其活性的发挥需要

细胞膜上胆固醇的参与[4], 但其机制至今仍未十分

明确。

细胞膜上的胆固醇不仅直接影响膜的流动性、

侧向扩散和通透性, 还能调节膜蛋白的结构和功

能[17], 同时又是构成脂质双分子层的重要组分, 可
影响其动力学和功能改变。和胆固醇相互作用的毒

素主要有以下三种特征: (1)富含3个色氨酸和1个半

胱氨酸残基的区域, 如链球菌溶血素O(SLO)小肽段

等; (2)与胆固醇作用相关的基序, 其共同结构是L/
V-X(1-5)-Y-X(1-5)-R/K, 如PLO等; (3)胆固醇依赖性: 

表1　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly的致凋亡效应(n=3)
Table 1　Cell apoptosis effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly(n=3)

细胞比例(%)	 对照组                                                rVvhA(µg)	                                                rVvhAval201gly,val289gly(µg)
Cell proportion(%)	 Control 	 0.6	 0.8	 1.0	 0.6	 0.8	 1.0
Apoptosis cells	 0.24±0.12	 3.00±0.35**	 11.47±1.22**	 21.27±2.48**	 1.70±0.16#	 4.90±1.12#	 8.40±0.72##

Dead cells	 0.17±0.21	 5.20±0.30	 18.17±0.29	 28.93±0.68	 1.02±0.15	 0.92±0.50	 14.02±7.57
Live cells	 99.57±0.25	 81.00±0.44	 58.20±1.04	 53.17±7.01	 95.26±0.90	 92.10±3.55	 65.32±8.99

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与rVvhA作用组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control; #P<0.05, ##P<0.01 compared with rVvhA group.

A1-C1: 0.6, 0.8, 1.0 µg rVvhA分别作用6 h; A2-C2: 0.6, 0.8, 1.0 µg rVvhAval201gly,val289gly分别作用6 h; Con: 对照组。

A1-C1: cells treated with 0.6, 0.8, 1.0 µg rVvhA for 6 h, respectively; A2-C2: cells treated with 0.6, 0.8, 1.0 µg rVvhAval201gly,val289gly for 6 h, respectively; 
Con: control.

图7　rVvhA和rVvhAval201gly,val289gly致细胞凋亡的效应

Fig.7　Cell apoptosis effects of rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly 
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胆固醇对毒素活性的调节可能与其自身结构变化或

者改变脂质膜的某些物理特性有关, 如细胞膜胆固

醇的减少不影响中间型链球菌溶素(ILY)与宿主细

胞的结合, 但是毒素的活性被抑制[6]。

Yu等[5]研究发现, 创伤弧菌溶细胞素通过结合

膜胆固醇继而插入脂质双分子层, 导致跨膜孔形成。

非极性氨基酸在毒素多聚体的形成过程中发挥着关

键作用, 并且它们的改变将直接导致其毒性的降

低[10-11,18]。我们在前期研究中已发现, 细胞膜表面胆

固醇是VvhA发挥细胞毒作用的重要条件之一[4], 但
尚未直接证明上述模序参与结合膜胆固醇。本实验

通过突变其中两条模序中的缬氨酸, 来探讨模序中

非极性氨基酸在rVvhA毒性发挥过程中的作用。

实验结果表明, rVvhAval201gly,val289gly的溶血活性、

细胞毒作用, 引起的钾离子外流、钙离子内流以及

致细胞凋亡的能力较rVvhA显著降低。因此, 我们

推测rVvhA胆固醇结合模序中非极性氨基酸的突变

可能会影响该蛋白多聚体形成的能力, 导致溶细胞

素与细胞膜表面的相互作用过程受损, 最终影响溶

细胞素对靶细胞的毒性。此外, 通过实验结果我们

还推测, 与胆固醇结合是rVvhA进一步发挥毒性的

必要条件[5,19-20], 最终导致胞内外信号的活化, 引起

胞内外钙/钾离子平衡失调、细胞凋亡等一系列下

游事件的发生, 其具体机制还有待进一步研究。
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The Mutation of Valine201 and Valine289 Influences the Activity of 
Recombiant Vibrio vulnificus Hemolysin

Guo Yajun, Ye Meiping, Wang Shuai, Lou Yongliang*
(Zhejiang Provincial Key Laboratory of Medical Genetics, Wenzhou Mediccal College, Wenzhou 325035, China)

Abstract        To compare the activity between rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly, Val201 and Val289 were mu-
tated to glycines and recombinant proteins were expressed after mutations. The hemolytic activity, cytotoxic, intrac-
ellular calcium influx and potassium ion release between rVvhA and rVvhAval201gly,val289gly were compared. The results 
showed that the hemolysis of rVvhAval201gly,val289gly was reduced. Cell death was partly rescued by blocking calcium 
influx and potassium ion release. In conclusion, the mutations of Val201 and Val289 are relevent with the cells ions 
balance, hemolysis and cytotoxicity of rVvhA.
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