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创伤弧菌溶细胞素融合蛋白重组、表达与

细胞毒活性鉴定
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摘要 研究重组创伤弧茵溶细胞素融合蛋白 (rVvhA)诱导人脐静脉内皮细胞(human umbili-

cal vein endothelial cells, human ECV304)凋亡的作用 。 诱导含 pET-28a(+)vvhA 重组质粒的 BL21 大

肠杆菌表达创伤弧菌溶细胞素融合蛋白，应用 NF+ 亲和层析方法对 rVvhA进行纯化;利用分步稀释

加透析相结合的方法进行蛋白质复性;绵羊红细胞裂解试验对复性后的 rVvhA 进行溶血活性初步

测定; MTT 法检测 rVvhA 对人 ECV304 细胞的体外毒性作用;应用 Hochest33342/PI ~.舌细胞荧光双

染及流式细胞术分析 rVvhA对人 ECV304 细胞诱导凋亡的影响 。 结果显示，用 NF+-NTA His Band 

亲和层析柱纯化 rVvhA 纯度达 88.6% 左右;复性后的 rVvhA 有一定的溶血活性，其溶血活性具有

时间-剂量依赖性; MTT 结果显示 rVvhA 具有降低人ECV304 细胞的存活率活性;浓度为 2.0 HU/ 

rnl rVvhA作用人ECV304 12 h 后，其诱导凋亡的活性高于对照组和浓度为 0.5 HU/rnl rVvhA 处理

组，具有剂量依赖性;浓度为 2.0 HU/ml rVvhA 处理纽加用 40μmollL caspase 全酶抑制剂(Z-VAD­

FMK)后凋亡率较 2.0 HU/rnl rVvhA 处理组有一定程度降低。 rVvhA对人 ECV304 细胞具有诱导凋

亡的生物学活性， 推测诱导调亡途径可能与 caspase 家族有关 。
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创伤弧菌是一种具有英膜的革兰氏阴性嗜盐弧

菌，存在于海洋环境中，尤其是海湾附近的港口 。 临

床病例分析和流行病学调查资料显示该菌主要引起

原发性败血症及严重的伤口感染[1] 。 此菌引起的感

染病程发展非常迅速， 发病后死亡率高达 50% 以上，

被认为是一种少见而又致命的感染性疾病 ; 由于此菌

感染后病情凶险，其确切的致病机制研究逐渐引起国

内外学者的关注[2] 。 国内浙江沿海地区曾有过此菌

感染的相关报道[3] 。 研究发现，与创伤弧菌致病性相

关的的毒力因素包括溶细胞素、 金属蛋白酶、英膜

多糖、脂多糖 、 磷脂酶等[4 ] 。 创伤弧菌溶细胞素

(Vibrio vulnificus cytolysin, VVC)是由创伤弧菌结构

基因 vvhA (V. vulnificus structural gene for cytolysin) 

编码的一种相对分子质量为 50 851 Da 的细胞外蛋

白质，是一种能使细胞膜形成孔道的细胞毒素和洛血

毒素，是创伤弧菌向胞外释放的唯一外毒素， 毒力强，

具有种特异性，极低剂量即可表现出极强的生物学活

性，被认为是创伤弧菌释放的主要毒素之一[匀 。 由于

vvhA 突变菌株对实验小鼠的半数致死剂量(median le­

由al dose, LDso)与未突变的野生株致死'1'1相差不大[6，7]

故 VVC 在创伤弧菌致病力中的作用仍有争议，其确

切的致病机制尚未完全阐明 。

研究证实，从临床和环境中分离到的创伤弧菌的

vvhA 基因序列比较保守[剖，故我们在前期工作中成功

构建了重组表达载体 pET-28a( + )vvhA 质粒[9]; 本实验

以人 ECV304 细胞为模型，观察重组创伤弧菌溶细胞

素融合蛋白(rVvhA)对人类内皮细胞凋亡的影响，以

探讨其所致的细胞损伤相关机制，为进一步探索VVC

的致病机制提供理论依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞林、菌种和质粒 人脐静脉内皮细胞

株(lines of human umbilical vein endothelial cell , human 

ECV304)由中国医学科学院惠赠 ; E. coli BL2 1(DE3) 

(含 pET-28a(+)vvhA 质粒)菌株由本实验室构建及保

存 。
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1.1.2 主要试剂及耗材 N户-NTA His Band 亲和

层析柱购自上海申能博彩生物科技有限公司;异丙基

硫代。-D- 半乳糖昔(IPTG)购自宝生物工程(大连)有限

公司;还原型谷肮甘肤(GSH) 、 氧化型谷肮甘肤

(GSSH)、 二硫苏糖醇ρπ丁、盐酸肌及精氨酸均为 BBI

公司产品; RPMII640培养基为美国Gibco公司产品胎

牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司;细胞

培养板和培养瓶购自 Coming 公司; Hoechst33342IPI 

细胞凋亡与坏死检测试剂盒、 caspase 全酶抑制剂

(Z-V AD-FMK)及Mπ细胞毒性与增殖检测试剂盒均

购自碧云天生物技术研究所;膜联蛋白(annexin) V-

488/PI 凋亡检测试剂盒为美国 Invitrogen 公司产品。

1.2 方法

1.2.1 rVvhA 的表达、纯化及复性 按照文献进

行[轧IOL 扩增含 pET-28a( + )vvhA 的 BL21 大肠杆菌，经

诱导、破菌后分离变性包涵体，表达产物用聚丙烯

曹先肢凝胶电泳(SDS-PAGE)鉴定，利用 Bandscan V5.0 

软件分析融合蛋白表达量。将大量诱导菌体获得的

包涵体沉淀反复洗涤后，用 Ni2+-NTA His Bind 亲和

层析柱纯化，各洗脱样品用 SDS -PAGE 分析纯化效

果。用变性液调整纯化后的 rVvhA 浓度至 500 mg/ 

rnl，用复性液(50 mmol/L Tris-HCl 、 0.3 mol/L NaCl 、

0.01 mol/L KCl 、 2.2 mmol/L MgC12 、 2.2 mmol/L 

CaC12 、 0.4 mollL 庶糖、 0.5 mollL 精氨酸、 30 mmollL 

DTT 、 GSH : GSSH=5 汀， pH 8.5)逐滴加入并搅拌

稀释 rVvhA，使蛋白质的终浓度约为 100 mg/L, 4 .C , 

磁力搅拌器温和搅拌 48 h，然后将复性样品转移至截

留分子量为 14 kDa 的透析袋中用透析液(20 mmollL 

Tris-HCl 、 0.5 moνL NaCl, pH 8.0)透析 48 h，期间多

次更换透析液， 20 000 r/min 离心取上清液，超滤浓缩

至适当体积，用 PBS 进行缓冲液转换， Bradford 法进

行蛋白质定量后，于 70 .C冷冻干燥成粉末保存。

1.2.2 溶血活性测定 按照文献进行[II]， rVvhA干

粉用 1 rn1 0.1 %PBS-BSA (pH 7勾缓冲液溶解， Bradford 

法进行蛋白质定量后将 rVvhA 稀释至所需蛋白质

浓度，分别为 0.5 HU/ml , 1.0 HU/ml 、 2.0 HU/ml 、

3.0 HU/rn1;于不同浓度组中依次各加入 1 rn1 0.7% 的

绵羊红细胞悬液， 1 : 1 混合， 37 .C温育 30 min, 2 500 

r/min 离心除去未裂解红细胞，取上清液，测波长 545

m光吸收值。 1 HU(溶血单位)即使红细胞悬液中的

血红蛋白释放一半时所需的作用蛋白质的量。 前期

实验测定 rVvhA 的榕血活性约为 0.2 mg/HU[9] 。

1.2.3 人ECV304细胞林培养及传代 ， 人ECV304

·研究论文·

细胞培养于含 10% 胎牛血清， 100μg/rn1 链霉素， 100

U/rn1青霉素的RPMI-1640培养液中， 置37 .C , 5%C02 

饱和温度的 CO2 培养箱中培养。当培养的细胞生长
铺满瓶底时，用 0.25% 膜蛋白酶消化传代， 每 2-3 天

更换新鲜培养液。

1.2.4 MTT 法测定细胞生长抑制率 收集对数生

长期的人ECV304细胞，接种于 96孔板(2xl04个月L)，

4h 细胞完全贴壁后加入 rVvhA ， 使其终浓度分别为

0.5 HU/ml 、 1 .0 HU/ml 、 1 . 5 HU/ml 、 2.0 HU/ml 、

2.5 HU/ml 、 3.0 HU/ml 、 3.5 HU/ml 、 4.0 HU/ml 

设加培养液的阴性对照组置培养箱中培养 24h 。 按

MTT检测试剂盒操作说明进行。 用酶标仪测定 570

m处各组细胞(6 个孔)的 A 值，以此表示细胞的相对

活力。

1.2.5 Hoechst33342IPI 荧光双染进行细胞凋亡形态

学观察 人 ECV304 细胞按 lxl05 个 / 孔接种 35

mm 小培养皿，长满瓶底 70% 后改用无血清培养液温

育，并进行实验分组，分别为加培养液的对照组、

0.5 HU/rn1 rVvhA 处理组、 2.0 HU/rn1 rVvhA 处理组、

2.0 HU/rn1 rVvhA+40μmoνLZ-VAD-FMK组(Z-VAD­

FMK 的使用按其操作说明进行实验处理)。 作用 12

h后，按 Hoechst33342IPI荧光染色试剂盒的操作说明

进行活细胞染色，使用激光共聚焦显微镜观察细胞凋

亡的形态(200x)。正常细胞核 Hoechst33342 染色为

淡蓝色荧光， PI 不染色;凋亡细胞核 Hoechst33342 染

色为强亮蓝色荧光， PI 不染色;死亡细胞核 Hoechst

33342 染色为强亮蓝色荧光， PI 染色呈红色荧光。

1.2.6 流式细胞术定量检测细胞凋亡 人ECV304

细胞按 5xl05 个 / 孔接种 6 孔板，长满瓶底 90% 后改

用无血清培养液温育，并进行实组分组，按细胞凋亡

形态学观察处理分组。作用 12 h 后 ， 分别收集不同

处理组细胞，按膜联蛋白 V-4881PI凋亡检测试剂盒操

作说明进行处理。 1 h 内用流式细胞仪检测各组凋

亡细胞率。

1.2 .7 统计学处理 以上实验至少重复 3 次，采用

SPSSI3.0 软件进行统计学分析。所有变量均用社s

表示。采用单因素方差分析(ANOVA)，各实验组与

阴性对照组间比较采用 t检验，以 P<0.05 为差异具有

统计学意义。

2 结果
2.1 rVvhA 的表达、 包涵体的提取及纯化

表达的融合蛋白约为54 kDa，电泳结果与该融合

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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蛋白的理论推算值基本相符 见图 1 。 利用 Bandscan

V5 .0软件分析， 以包涵体的形式表达的重组蛋白质占

菌体总蛋白质的 60% 左右， 经反复洗涤后， 初步纯化

的包涵体纯度可达到 78 % 左右。变性的包涵体经

Ni俨2μ+

蛋臼质(医图12勾)，用 Bandscan V5 . 0 软件分析， 经 NTA-

500 和 NTA-IOOO洗脱后的纯化蛋白质纯度分别达到

85 .4%和 8 8 . 6% 。

2.2 复性重组蛋白质溶血活性检测l

复性重组蛋白质溶血活性检测结果见图 3 0 0.5 

HU/ml rVvhA 作用组与 PBS 阴性对照组差异无统计

学意义(P>0 . 05 ); 而 1 . 0 HU/ml 、 2 .0 HU/ml 、 3 .0 HU/ 

ml rVvhA作用组与 PBS 阴性对照组差异有统计学意

义(P<O .O l) ， rV vhA 具有溶血活性，且呈时间一剂量

依赖性 。

2.3 MTT 结果

不同浓度活性 rVvhA 与人 ECV304 细胞作用 24

h后其细胞毒性作用均有差别其中 1.5 HU/ml rVvhA 

作用组其细胞活性百分率仍大于50%， 其半数抑制浓

度(ICso)小于 2 .0 HU/mL 0.5 HU/ml rVvhA 作用组其

细胞存活率与对照组相比， 差异无统计学意义(P>

0. 0日，而 1 .0-4 .0 HU/mJ rVvhA 作用组其细胞存活率

与对照组相比， 差异均有统计学意义(P<0 .05 ) ， 不同

浓度rVvhA对人ECY304细胞的增殖抑制作用随浓度

的增加而逐渐增强( 图 的 。

2.4细胞;用亡形态学观察结果

Hoechs t33342/PI 活细胞荧光双染结果见图 5 。

对照组细胞核均匀， Hoechst33342 染色呈弥散均匀淡

染荧光， PI 不染色 ; 0 .5 H U/ml rY v hA 作用组经

Hoechst33342 染色后可见大部分为正常细胞核，仅少

量细胞核出现核固缩， 染色呈亮蓝色荧光增强等凋亡

细胞核形态学改变，其中 PI 染色细胞数极少; 2.0 HU/ 

mlrVvhA作用组凋亡细胞比例较 0.5 HU/ml rYvhA作

用组明显增加， 核为强亮蓝色荧光染色， 核边缘呈明

显波纹状或折缝状改变，可见到染色质聚集、 边缘化

等凋亡早期典型形态学改变， PI 不染色 ; 2.0 HU/ml 

rVvhA+40 μmol/L Z-V AD-FMK作用组凋亡细胞比例

较 2.0 HU/ml rVvhA 作用组有所下降， 细胞凋亡影响

与0.5 HU/ml rVvhA作周组相当 。 rVvhA对人ECV304

的凋亡诱导作用具有浓度依赖性， caspase全酶抑制剂

对 rVvhA 的细胞毒活性具有一定的抑制作用 。

2.5 流式细胞术检测;用亡

流式细胞仪结合膜联蛋白 V-488/PI 标记法检测

kDa 

97.2 

66 .4 

44.3 

29.0 

20.1 

M 2 3 4 5 

图 1 rVvhA表达的 SDS-PAGE 分析

M 蛋白质分子世标准; 1: 未经 lPTG 诱导的重组质粒转化的 BL21

总蛋白 ; 2: 0.5 mmol/L IPTG 诱导的重组质粒转化的 BL21 总蛋白;

3 和 4 : 0.5 mmollL IPTG 诱导碎j~l后上消液锺臼与沉淀蛋白; 5 : 洗

涤后的表达蛋 白。

M 2 3 4 5 6 7 

kDa 

66.0 

45.0 
35.0 

27.0 

14.2 

图 2 rVvhA经 Ni2+-NTA 亲和层中斤纯化 SDS-PAGE 分析

M 蛋白质分子量标准; 1 样品穿透液 ; 2: GuNTA-O 洗脱蛋白; 3-7 
20 mmo 1 /L 、 60 mm o 1 /L 、 1 00 mmo 1 / L 、 500 m mo1/L 、 1 000 
mm o1/L I咪 l哇洗脱蛋白。

____ PBS (由itl' MWtJ

0.4 r -0- r:<vhA \?~ ~! ~~m!) 
I ~ rV vhA (1.0 HU/ml) 

.......... rV vhA (2.0 HU/ml) 
0.3 ~ --- rVvhA (3.0 HU/ml) 

<C.:l. 0.2 

0.1 

0.0 

。 1 0 20 30 40 50 60 70 
温-fîî1.t问(l11 i l1 )

图 3 rVvhA的溶血活性分析(与对照组比， *P<O.Ol ) 

发现， 0. 5 HU/mJ rVvhA 作用人 ECV304 细胞 12 h 后

与未处理的对照组相比，细胞惆亡率分别为(l 1. 29 :t

6. 9)% 和(3 . 63 :t1. 7)% ， 0.5 HU/ml rYvhA 作用组凋亡

率高于对照组， 但差异无统计学意义(P>0.05); 2.0 HU/ 

ml rVvhA 作用 1 2 h 后调亡率为(2S . S7 :tS . 6)% ， 明显

高于对照组(3 .63 :t L7)% ， 差异有统计学意义(P<O.O I) ，

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统， 使实验数据更逼真 Tel: 02 1-31263268 www.baolor.com 
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(
法)M
即
使
阵
理
一黯

… 阴性对照
_ rVvhA (0.5 HU/ml) 
圃跚跚 rVvhA (0.1 HU/ml) = rVvhA ( 1.5 HUlml) … rVvhA (2.0 HU/ml) …rVvhA (2.5 HU/ml) 
巳二::J rVvhA (3 .0 HU/ml) 
巳二:::J rVvhA (3 .5 HU/ml) …. rVvhA (4.0 HU/ml) 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

92 

4 3 2 

rVvhA (HU/ml) 

。
。

rVvhA 对人 ECV304细胞活性的影响(与对照组比， 功 P<O.05 ， **P<O.Ol ) 图 4

(0 ,) (C ,) (B ,) (A ,) 

H33342 

(0
2

) (C
2

) (B
2

) (A,) 

PI 

图 5 不同浓度 rVvhA处理组诱导的人 ECV304 细胞;用亡核形态学比较(Hoechst33342lPI 活细胞荧光染色)

A: 对照组细胞核， 其中 A ， 为 H33342 染色的细胞核(200时 ; A 2 为 PI :染色的细胞核(200 x) . B: 0.5 HU/ml rV vhA 处理组细胞核， 其中 B ，为

H33342 染色的细胞核(200x); 民 为 PI 染色的细胞核(200叶 。 C: 2.0 HU/ml rVvhA 处理组细胞核，其中 C ， 为 H3 3 342 染色的细胞核(200x);

C2 为 PI 染色的细胞核(200叶 。 0 : 2.0 HU/ml rVvhA+40μmol/L Z- V AO-FMK 处理组细胞核，其中 队 为 H33342 染色的细胞核(200x); O2 

为 PI 染色的细胞核( 200x) 。

(4) 
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o 

图 6 不同浓度 rVvhA 处理组与对照组细胞经膜联蛋白 V-488 和 PI 双染后流式凋亡分析图

1 : 对照组; 2: 0 .5 HU/ml rVvhA 作用组; 3: 2.0 HU/ml rV vhA 作用组; 4 : 2.0 HU/ml rVvhA+40μmol/L Z- V AO-FMK 作用组。

不同浓度 rVvhA 处理组对人 ECV304 细胞;用亡的影响(王土 s， n=3) 表 1

对照组 rVvhA 

2o HU/ml+40μmo l /LZ-V AO-FMK 组

1 3 . 5 士 3 . 9 *

3.8 Lt4.5 

68 . 6 1 土 5 .3

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 www.baolor.com 

2.0 HU/ml ~且

25 . 57 土 5 . 6 **

5.05 :1:3. 1 

45 .4 5 主5.6

Tel: 021-31263268 

0 .5 HU/ml 组

凋亡细胞 3.63 :1: 1.7 

死细胞 1.35 :1: 0 .8 

活细胞 84.6土 3.7

与对照组比， 忡P<O . OI; 与 2. 0 HU/ml rVvhA 作用组比， * P<0 . 05 。

11 .29 :1:6 .9 

1. 41 土0.8

73 . 2 1:全 2 . 4

细胞比例(%)
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具有明显的剂量依赖性; 2.0 HU/ml rVvhA+40 μmol/L 

Z-VAD-FMK 作用组凋亡率为(13.5土3.9)%，明显低于

2.0 HU/ml rVvhA作用组，差异有统计学意义(P<0.05)

(表 1 ， 图 6) 。

3 讨论

血管内皮细胞直接和血液接触，容易受到血液中

病理生理变化的影响，多种因素的综合作用会导致内

皮功能障碍，出现凋亡或坏死改变，进而引起一系列

继发机体生理生化功能改变，出现各种临床病症[ 1 21 。

VVC 在体内试验及体外试验中对血管内皮细胞均显

示出很强的生物学作用血管内皮细胞被认为是其作

用的主要靶细胞之一[ 1 3 1 0 Kwon 等[ 14]研究证实 VVC

在 0.4 HU/ml 时即可诱导人ECV304细胞产生大量的

超氧阴离子，导致细胞色素 c 释放和 capase-3 的激活

及 DNA裂解，致使细胞凋亡;浓度在 2.0 HU/ml 时会

引起人 ECV304 细胞大量死亡。 本实验证实以基因

工程方式克隆表达复性出的 rVvhA 不仅具有特征性

的溶血活性，还可抑制人 ECV304 细胞生长， 24 h 的

中效浓度(effective concentratÍon for 50% inhibition , 

EC50)为2.0HU/ml，低于此浓度时生长抑制不明显，而

高于该浓度时，细胞生长受到显著抑制。因此，我

们选用此浓度诱导人 ECV304 细胞凋亡。在本实验

中，经 2.0 HU/ml rVvhA 处理人ECV304 细胞 12 h 后，

运用 Hoechst33342lPI 活细胞荧光双染可观察到的细

胞凋亡的核形态学改变(核固缩、染色质聚集、边

缘化等)，流式细胞仪检测其诱导的细胞凋亡率为

(25.57土5.6)%，说明该浓度是比较合适的 rVvhA 诱导

人 ECV304 细胞凋亡的浓度。 Caspase 全酶抑制剂可

一定程度降低 2.0 HU/ml rVvhA 诱导的细胞凋亡率，

为(13.5土3.9)%，推测 caspase 家族可能在 rVvhA 诱导

的细胞凋亡中发挥作用但不排除rVvhA诱导的细胞

损伤还涉及其他信号转导通路的可能。亦有研究证

实不依赖 caspase 的细胞凋亡损伤模式存在[15] 。因

此， 其具体的细胞毒性机制仍有待进一步研究。

Gray等[1 61证实天然的VVC其溶血活性单位lHU

为 0.0 1 mg，我们前期结果证实 rVvhA 溶血活性单位

1 HU 约为 0.2mg[町，溶血活性明显降低，考虑此蛋白

质为融合蛋白，其空间结构与天然蛋白仍有较大的差

异，稳定性较差， 导致其生物学活性一定程度降低 。

此次实验证实rVvhA替代天然的VVC用于VVC致病

机制研究的具有一定的可行性，为进一步阐明VVC的

动物致死活性与其细胞毒性机制之间的关系提供了

一些相关的实验与理论依据 。
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Recombination Expression and Cytolytic Bioactivity of vvhA 

Fusion Protein : Cytolysin of V.vuln侨cus

Jing Gui , Mei-Ying Xiao , Yong-Liang Lou*, Die Hu , Jie Yan 1, Ye-Jing Zhu 

(Department ofmicroecology, Key Research Laboratoηfor Medical Genetics ofZhejia，吨， Wenzhou Medical College 
Wenzhou 3250元， China; 2Department of Medical Microbiology and Parasitology, College of Medicine, 

Zhejiang University, Hangzhou 310031, China) 

Abstract The aim of the study is to investigate cytolytic bioactivity of vvhA fusion protein (rVvhA): 

cytolysin of V. vulnificus on the apoptosis of human ECV304 cells. rVvhA was expressed highly in E.coli BL21 

(DE3) bearing recombinant plasmid pET-28a( + )vvhA induced by 0.5 mmol/L IPTG. The expressed product was 

denatured and then purified by metal affinity chromatography using NF+-NTA resin. Finally, rVvhA was refolded 

using dilution and step dialysis. The bioactivity of rVvhA was confirmed by cytolysis against sheep erythrocytes and 

evaluated by MTT, Hoechst33342lPI fluorescent staining and flow cytometry. The results showed that rVvhA was 

purified to a purity of 88 .6%. The fusion protein had a cytotoxic effect against sheep erythrocytes in time- and dose­

dependent manner and reduced the viability of human ECV304 cells in a dose-dependent manner; The caspase pan 

inhibitor, Z-V AD-FMK, can partially inhibit rVvhA induced apoptosis. rVvhA has cytotoxic effect on human ECV304 

cells and this process is probably correlated with the activation of caspase. 

Key words V. vuln~卢cus; cytolysin; rVvhA; human ECV304; cell apoptosis; caspase 
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