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膜胆固醇对重组创伤弧菌溶细胞素活性的影响
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摘要 研究膜胆固醇对重组创伤弧菌溶细胞素(recombinant Vibrio vulnificus hemolys in, 

rVvhA)生物学活性的影响，以进一步明确 rVvhA 的分子致病机制 。 利用甲基 -ß- 环糊精(MßCD)可

以去除细胞膜上胆固醇的能力， rVvhA作用细胞之前，细胞预先经5 mmol/L MßCD处理。 测定MßCD

预处理组和未处理组(即 rVvhA 直接作用组)细胞的存活率 、 细胞内钙 离子浓度、培养上清中钟离

子浓度及细胞凋亡与坏死情况。 结果显示 MßCD预处理组的细胞存活率较 rVvhA 直接作用纽高 、

rVvhA 引起的钙 离子内流和钟离子释放受到抑制、细胞凋亡率也明显降低。 结果表明，在 rVvhA 活

性发挥中 细胞膜上的胆固醇是必须存在的， 胆固醇的降低会抑制 rVvhA 的活性。
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创伤弧菌(Vibrio vulnificus, Vv)是一种革兰阴性

的嗜盐性弧菌[l] ， 自然存在于近海或海湾的海水中及

鱼类、贝 甲类等海产品中 。 V v 主要通过经 口感染

和伤口接触两条途径感染人体， Vv感染后， 若未能得

到及时有效的治疗，可迅速发展成败血症， 死亡率高

达 55 . 5 % [2] 。 创伤弧菌溶细胞素(Vibrio vuln ificus 

hemolysin, VvhA)是Vv唯一分泌至胞外的具有种特异

性的外毒素[坷， 是 Vv主要的致病因子之一， 毒性很强，

具有溶解细胞、 诱导细胞凋亡的作用 ， 但是其具体

的致病机制仍未十分明确 。

VvhA是一种孔形成毒素(pore-forming toxin, P盯)，

作用细胞后可在细胞膜表面形成跨膜小孔。 对P盯家

族成员如产气英膜梭菌溶素 o (perfringolysin 0 , PFO) 、

链球菌溶血素 。 (strepto lysin 0 , SLO)及中间型链球

菌溶素(intermedilysin ， IL Y)等研究发现， 膜胆固醇在

P盯的活性发挥中起着重要作用 ， 膜胆固醇减少会抑

制毒素的活性作用 [4 ]。本实验利用甲基 -ß - 环糊精

(MßCD)预处理以降低小鼠单核E噬细胞(J774A. l )细

胞膜上胆固醇的含量，再经 rVvhA 作用，比较 MßCD

预处理组和 rVvhA 直接作用组细胞存活率、 胞内钙

离子浓度、饵离子释放量及细胞凋亡等情况， 从而

研究得到膜胆固醇在rVvhA活性发挥中的作用， 为进

一步明确 rVvhA 的分子致病机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

l.1.1 菌种和细胞林 E.coli BL2 1 (DE3)(含 pET-

28a( + )-vvhA 质粒)菌株由本实验构建和保存; J774A.l 

由浙江大学病原微生物教研室惠赠。

l.l.2 主要试剂及耗材 NF+-NTA His Band 亲和l

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 ) 、 蛋白质低分子量

Marker、 Trixton-X 1 00 购自宝生物工程(大连)有限

公司 ; 还原型谷脱甘肤(G SH ) 、 氧化型谷脱甘肤

(GSSH) 、 二硫苏糖醇(DTT) 、 盐酸肌及精氨酸均为

BBI 公司产品; MßCD(甲基 书- 环糊精)购 自 Sigma 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 ; MTT 细胞

毒性与增殖检测试剂盒、 青链霉素 、 膜酶细胞消化

液 、 Fluo-3 AM 钙离子检测荧光探针、 6 厘米细胞

培养皿及培养板购自碧云天生物技术研究所;细胞胆

固醇检测试剂盒购自美国 Cayman 公司 ; 饵离子检测

试剂盒购 自南京建成生物工程研究所， A nnexin 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为 Willco wells B. V .公

司产品 。

1.2 方法

1.2. 1 rVvhA 的表达、 纯化、 复性及溶血活性测定

按照文献[5 ]进行，前期工作己成功构建了重组质粒

pET- 28a(+)-vvhA o 0.5 mmo l/L IPTG 诱导 E. CO(1
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BL21(DE3) (含 pET -28a( + )-vvhA 质粒)菌株表达，

SDS-PAGE 分析表达产物。 通过 Ni2+-NTA 亲和层析

吨纯化表达产物 。 稀释复性结合分步透析复性后 ，

利用绵羊红细胞测定其溶血活性 。 rVvhA 蛋白冷冻

干燥成粉末于 一70
0

C保存 。 1 溶血单位(HU)为使红细

胞悬液中的血红蛋白释放一半所需要的 rVvhA 量。

1.2.2 J774A. 1 细胞培养及传代 J774A . 1 细胞培

养于含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养液中， 置于

37
0

C 、 5 % CO2 饱和湿度的 CO2 培养箱中培养。当
细胞生长铺满瓶底时，用 0.25% 膜蛋白酶消化传代 。

每 2-3 天更换培养液。

1.2.3 MßCD预处理及其去胆固醇能力的检测 收

集对数生长期J774A. 1 细胞，调整密度为 2x105 个/时，

接种于激光共聚焦专用小皿(35x22 mm， 玻璃底面厚

度为 0. 17 mm)中 ， 1 mlJ 皿， 37
0

C 、 5% CO2 培养 24 h 。

MßCD 用 pH7.4 PBS 配制成 5 mmollL 、溶液， 0.22μm

滤器过滤。 rVvhA 作用之前细胞预先与 5 mmol/L 

MßCD 置于 37
0

C 、 5% CO2 条件下孵育 30 min o 利

用激光共聚焦显微镜按照细胞胆固醇检测试剂盒操

作说明测定细胞膜上胆固醇的变化情况。

697 

Fluo-3 AM 钙离子检测荧光探针(用含 1 % BSA 的

Hanks 稀释)， 37
0

C避光孵育 40 min ， 使探针负载 。

Hanks 洗涤 3 次， 继续孵育 20 min，使负载更完全 。

激光扫描共聚焦显微镜下进行连续扫描，激发波长

488 nrn ， 发射波长 527 n日1， 扫描时间 4 s，间隔时间 4 s, 

共扫描 6 min o 加 rVvhA 前先扫描几张作为正常对

照，于间隔期迅速加入 2.0 HU/rnl rVvhA作用于细胞，

继续扫描，以得到rVvhA作用组和I MßCD预处理组细

胞瞬间钙离子浓度的变化情况 。

1.2.7 细月色凋亡丰金测 实验分为 rVvhA 直接作用

生且(0 HU/ml 、 1.0 HU/ml 、 2.0 HU/ml 、 3 .0 HU/ml) 

和 MßCD 预处理组(MßCD+ 对应浓度的 rVvhA ) 。

J774A.1 细胞按 2x105 个 /孔接种 6 孔板， 生长 24 h, 

改为无血清的基础培养基， 5 mmollL MßCD 预处理

细胞 。 加入相应浓度 rVvhA 作用细胞，作用 6 h 后，

分别收集不同处理组细胞，按 Annexin V-FITC 细胞

凋亡检测试剂盒提供的操作说明进行。染色完毕 1 h 

内用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

1.2 .8 统计学处理 以上实验重复 3 次，采用

SPSS16 .0 软件进行统计学分析 。 所有变量均采用表

1.2.4 细胞生长抑制实验 实验分 rVvhA 直接作 示。 P<0.05 为差异具有统计学意义。

用组(0 HU/rnl 、 0.5 HU/ml、1.0 HU/rnl 、 1 . 5 HU/ml 、

2.0 HU/ml 、 2.5 HU/ml 、 3 . 0 HU/ml 、 4 . 0 HU/ml)丰1]

MßCD 预处理组(MßCD+ 对应浓度的 rVvhA)。收集

对数生长期细胞， 调整密度为 2x105 个 Irnl ， 接种于 96

孔板， 100μ11 孔， 待细胞完全贴壁后， MßCD 预处理

细胞 30 min。弃去孔内所有液体，改加 RPMI-1640，

并加入不同量 rVvhA 同时设立试剂空白组 。 每组

设 3 个复孔 。 蛋白作用 6 h 后， MTT 法检测细胞存

活率，测定 570 nm 处各孔的吸光度(A)值，以(A作川组 ­

A空削[)I(A 川;自 [ -A 空 ÎI组)x100% 表示细胞的相对活力 。

1.2.5 培养上清中钟离子浓度的测定 实验分为

2 结果

2.1 rVvhA 的表达、纯化及复性效果

表达的 rVvhA 分子量约为 54 kDa，以包涵体形

式存在(图 1 ， 条带 2) 。经反复洗涤、 Ni2+-NTA 亲和

层析法纯化得到 rVvhA( 图 1 ，条带 5 、 条带 6) 。 稀

释复性结合分步透析进行蛋臼复性。溶血活性为

0 . 2μg/HU 。

kDa M 2 3 4 5 6 

rVvhA 直接作用组(0 HU/ml 、 0.5 HU/ml 、 1.0 HU/rnl 、 97.2 

2.0 HU/ml 、 3 . 0 HU/ml 、 4 .0HU/ml)和 MßCD 预处

理组(MßCD+ 对应浓度的 rVvhA ) ， 细胞以 2x 105 

个 Iml 密度接种于 12 孔板中 ， 培养 24 h o MßCD 预

处理 。 将孔内液体弃去，改加 RPMI-1640，并加入

相应量的 rVvhA 作用细胞 6h 。 收集培养液上请，按

二试剂盒操作说明测定饵离子浓度 。

1.2.6 瞬时胞内钙离子浓度的测定 实验分为

rVvhA 直接作用组(2 . 0 HU/ml)和 MßCD 预处理组

(MßCD+ 对应浓度的 rVvhA) ， J774A.1 细胞以 2x105

个 Iml 接种于 LSCM 小皿中，培养 24 h o 5 mmol/L 

MßCD 预处理细胞 。 两实验组细胞均加 5μmol/L

66.4 +一一- rVvhA 

44.3 

29.0 

20. 1 

14.3 

Fig.l Expression and purification of rVvhA 
M: prote in marker; 1: to tal bacteri a not induced by IPTG; 2 , 3: 

sediment and supernatant of the total bacteria induced by IPTG ; 4: 

sediment of the total bacteria ultrasounded; 5: washed inc lusion 
body of rVvhA; 6: purified rV vhA. 
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M~CD 去胆固醇能力的检测结果

图 2 所示， 经 5 mmol/L MßCD 作用后 ， J774A. l 

细胞上胆固醇含量明显减少 。 Image-Pro Plus 6.0 辑

件分析，细胞经MßCD处理后胆固醇含量大约减少了

64%，与对照组相比， 差异有明显统计学意义(P<O.OI )

(图 3) 。

2.3 M~CD 预处理抑制 rVvhA 的细胞毒性作用

如图 4所示， rVvhA直接作用后细胞存活率明显

下降，且呈剂量依赖性， 0 .5 HU/ml 组较对照组有降

低，但无明显差异。 1.0 HU/ml 、 1.5 HU/ml、 2.0 HU/ml 、

· 研究论文·

2.2 2.5 HU/ml 、 3.0HU/ml 作用组与对照组相比均有显著

差异(P< 0.0 5 ) 0 MßCD 预处理组细胞存活率较

rVvhA直接作用组升高， 除 0.5 HU/ml 作用组外，1.0

3.0 HU/ml 各组存活率与 rVvhA直接作用组相比差异

具有统计学意义(P<O.O日， 同时 MßCD 预处理组与正

常对照组比较， 存活率没有显著差别 。

2 .4 M~CD 预处理抑制IJ rVvhA 引起的细胞内押

离子释放
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rVvhA 直接作用细胞可引起细胞内饵离子释放

至胞外， 与对照组相比， 0.5 HU/ml 组无明显差异，

Fig.2 Cholesterol depletion by MßCD in J774A.l cells (x600) 
A: control; B: J774A.l incubated with 5mmol/L MßCD for 30min 
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Fig.4 Effects ofMßCD on rVvhA induced-cell cytotoxicity of 

J774A.l cells 
*P<0 .05 , ** P<O .Ol , compared with control; ' P<0 .05 , " P<O.O l , 

compared with rVvhA, respectively. 

5 mmo l/L MßCD 

Fig.3 The extent of cholesterol depletion by MßCD in 

J774A.l cells 
**P<O.O l , compared with control 

Control 

20 

1.0 HU/ml 、 2.0 HU/ml 、 3.0 HU/ml 组均有显著差别

(P< 0.05) 。 而 MßCD 预处理组细胞培养上清中饵离

子的浓度较对照组虽有升高但差异没有统计学意义

(P>O.O日， 与 rVvhA直接作用组相比，除 0.5 HU/ml已

度组外， 其余 3 个浓度组都具有显著差异(P<O.05 ) 。

2.5 M~CD 预处理抑制 rVvhA 引起的钙离子内

流

• rVvhA 

口 MßCD+rVvhA
* 

10 E 
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E 
c _ 
2l ;,.J' 

5 言
S 4 E E 

z 、J
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如图 6 所示， Al 、 A2 分别代表 rVvhA 直接作用

组加入rVvhA作用前后细胞内钙离子变化情况， 可见

0.5 1 2 
rVvhA 例U/ml)

Fig.5 Effect of MßCD on r V vhA induced release of potassium 

ion from J774A.l cells 
*P<0.05 , compared with control; ' P<0 .05 , compared with rVvhA 

。
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庐， ‘

Fig.6 Effects of M~CD 00 rVvhA-ioduced iocrease of [Ca叮i io J774A.l cells 

A: rVvhA directly treated; B: cell incubated with MßCD before rVvhA treated; 1: control ; 2: treated with 2.0 HU/ml rVvhA ; 3: the change 

of f1 uorescence intensity in HUVEC. 

Table 1 Effects of M~CD 00 rVvhA-ioduced cell apoptosis of J774A.l cells (i.-挡， n=3) 

Cell proportion (%) Control group rVvhA MßCD+rVvhA 

1.0 HU/ml 2.0 HU/ml 3.0 HU/ml 1.0 HU/ml 2.0 HU/ml 3.0 HU/ml 

Apoptosis cell s 4.31 土1. 5 1 3.5土2.14* 24.9土1. 3** 30.3土 3 .4** 6.3土2.03' 8 . 7士 1 .95" 7 . 1 土 3 . 0"

Dead cells 6.7士1. 63 13.2:t4.02 17 .4土2 .6 39 . 2土5.1 7.3土 3 .4 9 9 .4土1. 67 10. 1:t4 .3 

Live cells 88.3土2.2 69土 5.1 3 54 .4土4 . 16 28.1 土 3.5 85.3 士 2.6 1 84 . 3土 3 .1 8 3土1.1

*P<0.05 , ** P<O.OI , compared with control; ' P<0.05 , " P<O.OI , compared with rVvhA 
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Fig.7 Effects of M~CD 00 rVvhA ioduced-cell apoptosis of J774A.l cells 

Note:AI -C l: cells treated w抽 1.0 HU/ml , 2.0 HU/时， 3.0 HU/ml rVvhA for 仙， respectively ; A2-C2: cells incubated with 5 mmol/L MßCD 

for 30 min before treated with 1.0 HU/ml , 2.0 HU/ml , 3.0 HU/ml rVvhA; Con: contro l. 
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当加入 rVvhA 后，细胞荧光强度明显变强，提示胞内

钙离子浓度增加， A3为任意选取的8个细胞荧光强度

变化曲线。 Bl 、 B2 为 MßCD 预处理组加入 rVvhA

作用前后细胞内钙离子浓度变化情况，可见rVvhA作

用前后钙离子浓度变化不明显 。 B3 为选取的 8 个细

胞荧光强度变化曲线，趋势较平缓。

2.6 M~CD 预处理抑制 rVvhA 引起的细胞凋亡

如表 1 所示， 1.0 HU/ml rVvhA直接作用 J774A. l

细胞 6 h 后与对照组的细胞凋亡率分别为 13 . 5 %土

2. 14% 和 4 . 31 %:t1. 5% ， 差异有统计学意义(P<O.O日，

2.0 HU/ml 和 3.0 HU/ml rVvhA 作用后凋亡率分别为

24.9%士1.3% 和 30 . 3%:t 3 .4%，明显高于对照组， 差异

有统计学意义(P<O .O l) ， 具有明显的剂量依赖性。 而

MßCD预处理组， 三个浓度rVvhA作用后细胞凋亡率

分别为 6 . 3 %:t 2.03% 、 8 . 7%土1. 95% 和 7.1 %士3 . 0% ，

与对照组相 比虽略有升高但差异无统计学意义

(P>O . O日， 与 rVvhA 直接作用组相比， 1.0 HU/ml 、

2.0 HU/ml 和 3.0 HU/m1 3 个作用浓度的凋亡率均降

低，且具有显著性差异(P<0.05 ) 。

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， 毒性强，是创伤弧菌的

重要致病因子之一，但其致病机制至今仍未十分明

确。本实验利用基因工程方式表达得到 rVvhA，己

证实 rVvhA具有溶血活性、致炎应激、诱导HUVEC

细胞凋亡等作用 [6-8] ， 在本实验中我们利用 rVvhA 替

代天然 VvhA 进行分子致病机制的研究。

实验结果表明 ， rVvhA 对 J774A. l 具有细胞毒'性

作用，可以抑制细胞增殖， 呈剂量依赖性。 rVvhA 作

用 J774A. l 后可引起细胞内饵离子外流和钙离子增

加。有文献报道， 伺离子外流是 rVvhA 在细胞表面

聚合形成可渗透单价离子的跨膜小孔引起的 ; 钙离子

增加是细胞外钙离子通过跨膜孔道被动扩散入细胞

内所致[9. 1 0] 。 研究发现， 早期凋亡细胞可以测及的最

早生物学变化就是细胞内快速、 持续的钙离子浓度

升高，而钙离子作为参与许多生命活动的关键第二信

便，作为一种诱导细胞凋亡的信号己得到多方面的验

证。 有报道指出 ， 细胞张力收缩是凋亡发生的标志，

发生在细胞 DNA 裂解前，并且伴随着细胞内押离子

释放[ ll]，提示细胞凋亡的发生与饵离子释放有联系 。

图 7 和表 1 也证实 rVvhA 可以民导 J774A. l 细胞发生

凋亡。

胆固醇广泛存在于哺乳动物细胞膜，它可以影响

-研究论文-

生物膜的某些生物物理特性如膜流动性、侧向扩散

和通透性等，并能调节膜蛋白的结构和功能[1匀，同时

也是构成脂质双分子层的重要组分， 可以影响其动力

学改变和功能改变。 近年的研究发现胆固醇在病原

体与宿主细胞间的相互作用中有着重要意义， 它可以

作为细胞上病原体结合的受体， 也可以作为一种调节

因素增强毒素活性。 Park 等 [1 3]报道， 低密度脂蛋白

胆固醇(LDL-C)通过引起 VvhA 寡聚而使 VvhA 丧失

活性，提出细胞膜中的胆固醇是 VvhA 作用靶细胞质

膜上的受体这一观点 。 MßCD 是一种经典的胆固醇

络合剂， 可以选择性的、快速有效的去除细胞膜上

的胆固醇[ 1 4 ， 1 5] 。 本实验采用 5mmol/L MßCD 预处理

细胞以降低细胞膜上胆固醇含量，且 MTT 结果证实

5mmol/L MßCD 本身对细胞没有细胞毒作用 。 比较

MßCD预处理组和rVvhA直接作用组，前者rVvhA作

用后细胞存活率明显增加，饵离子外流、 乳酸脱氢

酶释放及钙离子内流均受到一定程度抑制，细胞凋亡

率也明显降低。结果提示细胞膜上胆固醇含量的减

少很大程度上影响了 rVvhA 生物学活性的发挥。

分析胆固醇对rVvhA的影响作用， 若胆固醇是其

受体，则含量的减少将直接影响毒素结合至细胞上的

量，从而影响活性。在对破伤风杆菌溶血素(tetanol)哑n)

和PFO等的研究发现， 当脂质体中胆固醇所占摩尔百

分比为 40 mol% 时，两种毒素只是少量结合到细胞

上，而当比例上升到 55 mol% 时， 毒素的结合量达到

最大值[l6， l 7]，提示毒素结合至细胞不仅要求胆固醇的

存在，还需要胆固醇达到一定水平。在对SLO及 ILY

等的研究发现细胞上胆固醇含量降低并不会明显降

低毒素的结合量， 但是毒素的活性几乎完全抑制问 。

一方面可能是膜上胆固醇含量减少影响了脂质双层

的流动性，从而影响毒素单体寡聚化形成多聚体， 最

终影响活性 。 另一方面， 胆固醇可以通过促进膜成

孔毒素跨膜片段插入膜中[1 8 ]调节毒素的活性。

综上所述，本研究发现rVvhA对 J774A. l 细胞有

细胞毒性作用 ， 可以抑制其增殖。 rVvhA 具有膜成

孔作用，可以引起钙离子内流及钥l离子释放，同时可

以引起细胞凋亡 。 细胞经 MßCD 处理降低了膜上胆

固醇含量后可以降低 rVvhA 的活性，提示rVvhA活'性

的发挥需要细胞膜上胆固醇的存在，而膜胆固醇影响

rVvhA 活性的具体机制还有待进一步的研究。
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Membrane Cholesterol Influences the Activity of Recombinant Vibrio 

Vuln侨cus Hemolysin 

Hui Dingl , Li-Ni Pan l, Qiu Guo l, Yong-Liang Lou l*, Jie Ya时，Yue Wu l , Fu-Le Wang l 

(1 Zhejiang Provincial Key Laboratory of Medical Genetics, School of Medical Lab Science , ，年'enzhou Medical College, 

陆nzhou 325035, China; 2Department of Medical Microbiology and Parasitology, College of 

Medicine, Zh乓jiang University, Hangzhou 310031,China) 

Abstract To study the effect of membrane c h olesterol on the activity of recombinant Vibrio vulnificus 

h emolysin (rVvhA). Before treated with rVvhA, J774A. l cell s were incubated with 5 mmol/L MßCD for 30 min to 

remove c holesterol from cells. After rVv h A treatment , the cell viability was determined b y MTT assay. The intrac­

ellular [Ca2+] was determined u sing Fluo-3 AM fluorescent probe combined with Laser scanning confocal microscope, 

the release of cellular K + into reaction medium and the cell apoptosis were detected according to detect kit instructions. 

The results showed cell pretreated with MßCD increased the cell viability, blocked rVvhA induced Ca2+ influx and K + 

releas e , and inhibited the rVvhA induced-apoptosis.. In conclu sion, membrane cholesterol i s required for activity of 

rVvhA , the depletion of c holes terol can inhibited the activity of rVvhA. 

Key words Vibrio vulnificus; h e molys in; MßCD ; cholésterol 
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