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摘要:
 

副溶血弧菌(V.p)是海洋生态系统中的常见细菌,也是我国发生感染性腹泻的主要病原菌。
其致病性与毒力因子密切相关,特别是热稳定性直接溶血素(TDH)、TDH相关溶血素(TRH)和

Ⅲ型分泌系统-2(T3SS-2)。携带毒力基因的菌株可导致患者呕吐、腹泻、伤口感染及败血症等情

况的发生。胆汁酸是激活V.p 毒力因子并感知宿主肠道微环境的关键因素,在消化食物和抗菌性

方面起到重要作用,致病性副溶血性弧菌可感知胆汁酸并激活毒力因子引起感染。本文旨在分析

胆汁酸-细菌相互作用,讨论副溶血弧菌如何感知胆汁酸,以及胆汁酸调节V.p 毒力因子中的作用

机制,为开发潜在的新型抗菌疗法提供思路。
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Abstract Vibrio
 

parahaemolyticus
 

(V.p)
 

is
 

a
 

common
 

bacterium
 

in
 

marine
 

ecosystem
 

and
 

the
 

main
 

pathogen
 

of
 

infectious
 

diarrhea
 

in
 

China.
 

Its
 

pathogenicity
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

virulence
 

factors,
 

especially
 

thermostable
 

direct
 

hemolysin
 

(TDH),
 

TDH-related
 

hemolysin
 

(TRH)
 

and
 

Type
 

Ⅲ
 

secretion
 

system-2
 

(T3SS-2).
 

Strains
 

carrying
 

virulence
 

genes
 

can
 

cause
 

vomiting,
 

diarrhea,
 

wound
 

infection
 

and
 

sepsis
 

in
 

patients.
 

Bile
 

acid
 

is
 

a
 

key
 

factor
 

in
 

activating
 

V.p
 

virulence
 

factor
 

and
 

sensing
 

the
 

host
 

intestinal
 

microenvironment,
 

and
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

digestion
 

of
 

food
 

and
 

antibacterial
 

activity.
 

Pathogenic
 

V.p
 

can
 

sense
 

bile
 

acid
 

and
 

activate
 

virulence
 

factor
 

to
 

cause
 

infection.
 

This
 

paper
 

aims
 

to
 

analyze
 

the
 

bile
 

acid-
bacteria

 

interaction,
 

discuss
 

how
 

V.p
 

senses
 

bile
 

acids,
 

and
 

discuss
 

the
 

mechanism
 

of
 

bile
 

acids
 

in
 

regulating
 

V.p
 

virulence
 

factors,
 

and
 

provide
 

ideas
 

for
 

the
 

development
 

of
 

potential
 

new
 

antibacterial
 

therapies.
Keywords Vibrio

 

parahaemolyticus
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  副溶血弧菌(Vibrio
 

parahaemolyticus,
 

V.p)是
一种革兰氏阴性杆菌,自然存在于海洋环境中。近年

来,由于大流行毒株及多重耐药性菌株的出现,V.p
在全球范围内严重爆发,导致患者出现胃肠炎、伤口
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感染及败血症等症状[1],而常规抗生素治疗对目前情

况的控制并不理想。胆汁由肝脏分泌,在消化功能中

起重要作用,具有一定抗菌性,并能维持肠道微生态

平衡,胆汁酸是其主要成分[2]。近年来研究表明[2-3],
许多肠道病原体利用胆汁酸作为重要环境线索,在感

染过程中上调毒力基因,这一现象已在V.p 感染的

相关 研 究 中 得 到 证 实[3]。热 稳 定 性 直 接 溶 血 素

(thermostable
 

direct
 

hemolysin,
 

TDH)、TDH 相关

溶血素(the
 

TDH-related
 

hemolysin,
 

TRH)和Ⅲ型

分泌系统(typeⅢsecretion
 

system,
 

T3SS)是V.p 的

主要毒力因子,纯化的TDH具有溶血活性且能够促

进兔肠积液的形成[3-4],胆汁酸可使V.p 的TDH分

泌量增高4~32倍[5]。其中V.p 的T3SS-2编码在

致病性岛(pathogenicity
 

island,
 

Vp-PAI)上,Vp-PAI
编码基因的表达受两种转录调节因子VtrA和VtrB
调节。胆汁酸可激活 VtrB,是 Vp-PAI基因的宿主

来源诱导剂[6]。本文就V.p 通过感知胆汁酸,激活

重要的毒力因子(TDH、TRH 和 T3SS-2)分泌的作

用机制作一综述。

1 V.p 的主要毒力因子及其致病性

1.1 TDH和TRH
V.p 广泛存在于海洋环境中,在少数环境分离

株中可观察到致病性,但几乎所有临床分离株都具有

致病性[1]。大部分致病性分离株能够在我妻氏平板

(Wagstsuma平板,含有高盐及人O型或兔红细胞的

琼脂平板)上溶解红细胞,产生β-溶血,这被称为神奈

川现象(Kanagawa
 

phenomenon,
 

KP),导致KP的主

要原因之一是TDH[7]。致病性分离株通常具有两种

主要毒力因子TDH 或TRH 中的至少一种。TDH
由tdh 基因编码,TRH 由trh 基因编码,tdh 和trh
约有70%的同源性,目前tdh 和trh 的基因检测是判

断V.p 是否为致病株的主要方法,即 KP阳性的致

病菌(tdh+)和 KP阴性的(trh+)致病菌[7-8]。TDH
具有多种生物活性,在体内外均可被诱导,是一种跨

膜的成孔毒素,具有细胞毒性、溶血性及肠毒性[7]。

TDH是具有中心孔的四聚体,中心孔形成通道,水和

离子可以自由通过,直接作用于红细胞导致细胞膨胀

溶解。而TDH的溶血过程由受体介导,以温度依赖

的方式紧密结合并破坏红细胞膜和溶酶体膜。高浓

度的TDH还具有肠毒性,可与结肠上皮细胞相互作

用,提高细胞内Ca2+浓度,使结肠上皮细胞内的Cl-

从浆膜层分泌到粘膜层,导致水样腹泻[5-6]。TRH和

TDH具有相似的生物学、遗传学和免疫学特征,其在

兔回肠循环的实验中,同样可诱导肠液聚积,但流行

病学研究显示,trh+V.p 的致病性小于tdh+V.p[4-5]。

1.2 Ⅲ型分泌系统(T3SS)

T3SS是V.p 的另一个重要毒力因子,T3SS系

列家族是一种具有蛋白质结构的分泌装置,其针状的

基体结构从内膜延伸到外膜,毒素及效应蛋白通过针

状结构注入靶细胞,入侵并杀死受感染的宿主细

胞[7]。V.p 有 两 组 T3SS,分 别 位 于1号 染 色 体

(T3SS-1)和2号染色体(T3SS-2)上。所有V.p 都

含有T3SS-1,而T3SS-2主要存在于KP阳性的临床

分离株中,具有肠毒性,能够负调控细胞炎症反应,有
助于免疫逃逸。并且,T3SS-2分泌的效应因子有助

于V.p 侵袭非吞噬性宿主细胞,使其在细胞中存活

和繁殖[8]。T3SS-2存在T3SS-2α和T3SS-2β两种基

因型,T3SS-2β在基因组中更接近TRH,而T3SS-2α
在遗传上受TDH的支持,所以 Wang等[7]推测溶血

素含量表达与T3SS-2类型之间可能存在一定关系。

2 V.p 通过胆汁酸识别肠道微环境并

诱导TDH和T3SS-2产生

2.1 胆汁酸是TDH和T3SS-2相关蛋白的激活剂

2.1.1 肠道环境对V.p 的影响

早年的研究认为,肠道中胆汁酸含量较高时,细
菌生长受到抑制,胆汁分泌量较低(如肝硬化等情况)
或进食混合食物时,细菌在肠道中的繁殖会增加[2]。
但在后来的研究中发现,粗胆汁以浓度依赖的方式诱

导V.p 产生TDH和T3SS-2相关蛋白,并且粗胆汁

的诱导活性在0.04%时达到饱和,与肠道中胆汁的

浓度一致。在与肠道相应的渗透条件下,粗胆汁是一

种有效的宿主来源的TDH和T3SS-2相关蛋白的诱

导剂[9-10]。
在V.p 流行致病株RIMD2210633基因测序结

果中发现,在其第二染色体上,有一个80
 

kb的 Vp-
PAI基因岛,其中包括 TDH、TRH 基因和 T3SS-2
分泌 系 统 基 因[7,11]。一 项 兔 回 肠 模 型 的 实 验 表

明[9,11],缺失Vp-PAI基因的突变株丧失了诱导肠积

液的能力,V.p 诱导肠毒性必须依赖 Vp-PAI基因;

Vp-PAI基因的表达受该基因组岛上编码的两个类似

ToxR(弧菌中一种常见的跨膜调节蛋白)的转录调控

因子VtrA和VtrB控制。VtrA和VtrB构成一个调

节级联,其中VtrA通过与其上游区域结合来积极调

节VtrB的转录和表达[11]。VtrA-B调节级联激活了

Vp-PAI中独有的63个基因,特异性调控 TDH 和
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T3SS-2相关蛋白的基因转录[12]。
多种因素可影响Vp-PAI基因表达[13]。在20℃~

42℃的环境下培养V.p,使用免疫印迹法检测TDH
和T3SS-2相关蛋白 VopD2(T3SS-2易 位 蛋 白)、

VopC(T3SS-2效应蛋白)和 VscC2(T3SS-2装置蛋

白)的分泌量时发现,细菌在37
 

℃和42
 

℃(对应于肠

道温度)下培养时,这些蛋白质的丰度较高[11],说明

人体环境比自然环境更容易促进V.p 毒力因子的释

放。V.p 为嗜盐性细菌,细菌外渗透压对其生长起

到重要作用。在低盐条件下,V.p 的生长密度明显

弱于高盐条件,但是其溶血活性(TDH分泌量)、细胞

毒性及肠毒性均增强[14]。在含有1%
 

NaCl的培养

基中培 养 的 细 菌 Vp-PAI蛋 白 的 产 量 最 大,随 着

NaCl浓度的增 加,蛋 白 质 产 量 逐 渐 减 少,并 且 在

NaCl浓度大于0.3
 

mol/L时 TDH 分泌量尤其受

损[11]。由于肠腔的渗透压可高达4
 

mol/L
 

NaCl的

浓度[2],因此推断,在肠道中一定有其他宿主来源的

诱导因素抵消了肠渗透压对TDH产生的抑制作用。
在评估了各种候选因素后,最终确定胆汁酸是产生这

些蛋白质的有效刺激剂。粗胆汁在3.2
 

mol/L
 

NaCl
条件下以浓度依赖性方式诱导TDH和T2SS-2相关

蛋白的产生,其分泌量在浓度为0.04%的粗胆汁诱

导下达到饱和,这与肠道中胆汁的浓度相对应[11,14]。

2.1.2 胆汁酸中各种胆盐成分对V.p 的影响

在排除了宿主其他肠内环境因素(如温度、渗透

压)后,确定粗胆汁中的几种胆汁酸促进了 VP-PAI
编码基因的转录[15]。粗胆汁中存在9种胆盐,利用

免疫印迹法检测每种胆盐对VtrB的转录诱导活性,
根据活性分为三类:高诱导活性的牛磺酸脱氧胆酸盐

(taurine
 

deoxycholate,
 

TDC)和甘氨酸脱氧胆酸盐

(glycine
 

deoxycholate,
 

GDC);中等诱导活性的脱氧

胆酸盐、牛磺去氧胆酸盐、糖去氧胆酸盐、牛磺胆酸

盐、糖胆酸盐;缺乏诱导活性的鹅去氧胆酸盐(che-
nodeoxycholate,

 

CDC)和胆酸(cholate,
 

CA)。不同

胆盐诱导VtrB表达的程度与TDH 和T3SS-2相关

蛋白的产生水平密切相关,TDC和GDC是最强的诱

导剂,而CDC和CA缺乏诱导活性[11,15]。在经胆碱

胺处理后的兔回肠袢实验中,回肠中的肠积液明显减

少,积液中TDH 和T3SS-2相关毒力因子的含量也

明显减少。胆碱胺能作用于胃肠道中的胆汁酸,结合

形成不溶性复合体,几乎无副作用,这提示了一种新

的潜在治疗方案[11]。

2.2 胆汁酸调节V.p 毒力的信号传导机制

2.2.1 与胆汁酸相关的肠道病原体的毒力调节系统

肠道细菌在人类胃肠道中存活时与胆汁酸呈现

出双重关系[16]。一方面,肠道中的正常菌群和致病

菌都必须与胆汁酸的抗菌作用作斗争;另一方面,致
病菌可以利用胆汁酸作为环境线索来产生毒力因子。
胆汁酸可以诱导霍乱弧菌中的主要毒力调节系统

ToxR/ToxS系统分泌毒力因子[17],但其详细机制目

前还未研究透彻,胆汁酸诱导V.p 产生 TDH 和

T3SS-2相关蛋白同样必须依赖某种调控。肠道细菌

可通过信号传导系统感知环境变化,并通过传输这些

信号诱导细菌作出反应,最简单的单向信号传导系统

包括一个输入传感器域和一个编码在单个蛋白质链

中的输出响应域,双组分信号传导系统通过来自两种

不同蛋白质的输入域和输出域之间传输信号[17-18]。
肠道病原体中共组分信号系统的VtrA-VtrC家族包

括霍乱弧菌中的ToxR/ToxS、TcpP/TcpH及鼠疫耶

尔森菌中的PsaE/PsaF等成员[18]。该家族的成员具

有几个共同特征,这些信号传导系统中的组件都使用

类似的结构域[19]。

2.2.2 胆汁酸对V.p 毒力调节的信号传导机制

在 V.p 的 双 组 分 信 号 传 导 系 统 中 (VtrA-
VtrC),VtrA包括一个N端螺旋-转-螺旋DNA结合

结构域、一个跨膜螺旋和一个C末端周质结构域,而
传感器组分VtrC包括一个跨膜螺旋,后跟一个脂质

的链状结构域。共组分编码基因具有相似序列的操

纵子,并且它们的基因产物通过周质结构域的相互作

用形成异二聚体[3,19]。在VtrA-VtrC的结构作用下,

VtrA作为膜结合转录因子起作用,而VtrC与VtrA
复合物感知胆汁酸。当VtrA-VtrC结合胆汁酸在周

质 中 时,VtrA-B-C 在 细 胞 质 中 被 激 活。研 究 发

现[3,11],无论有无胆汁酸的存在,VtrA的产生都是恒

定的,而VtrB蛋白的产生只有在有胆汁酸存在的情

况下才被诱导。近年来研究发现[19],激活V.p 的Ⅲ
型分泌系统的胆汁酸传感器采用的是由部分重叠的

VtrA和VtrC基因编码的两种蛋白质的异二聚体。
该信号转导系统使用 VtrC中的脂质蛋白样结构域

结合胆汁酸,并将信号通过膜传递到VtrA中的细胞

质DNA结合转录因子[20]。在这个过程中 VtrA和

VtrC相互作用,在细菌周围的膜表面形成蛋白质“复
合体”[15,20]。这两种蛋白质结合形成一种桶状结构,
当胆盐与 VtrA-VtrC 复合体中的疏水室结合时,

VtrA的胞质DNA结合区被激活,进而诱导VtrB激

活TDH和T3SS-2毒力系统,如图1[20-21]。此外研究

还发现,在 VtrA/VtrC周质结构域有一种专有的异

二聚体,
 

VtrA/VtrC异二聚体与胆盐结合成共晶结

构,并且发现这种结合就发生在 VtrC的疏水内腔,
疏水室内残基突变的 VtrC失去了对胆盐的感知能
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力,无法激活产生毒力[22-24]。Zou等[16]研究发现,虽
然胆汁酸中TDC被证明可以激活系统的主调节因子

VtrB,而CDC则不能,其主要原因是TDC与 VtrA-
VtrC复合体的周质结构域结合,激活 VtrA 中的

DNA结合结构域,然后激活 VtrB,而CDC和 TDC
与VtrA-VtrC传导系统竞争结合,CDC抑制了VtrB
的表达[15],这说明胆汁酸中的不同成分在诱导V.p
毒力因子中起到了不同的作用,这也是我们今后要重

点深入研究的课题。这些发现揭示了细菌感知胆盐

的机制,并揭示了进化上保守的受体如何感知环境线

索,从而诱导毒力因子的产生。V.p 的这种机制提

高了其感知胆盐的能力,并将胆盐作为调节毒力的环

境线索。

!"

#$%&

'"

()* +)*

T3SS 2-

图1 胆汁酸诱导Ⅲ型分泌系统的作用机制图

注:Vtr:副溶血弧菌T3SS-2调节因子;
 

T3SS-2:Ⅲ型分

泌系统2

3 其他

V.p 菌株由于基因重组和高突变率而表现出高

遗传多样性,这对人类健康造成了潜在的感染风

险[25]。抗生素治疗是控制V.p 感染的重要手段,但
过度使用抗生素会导致耐药细菌的产生和传播[26]。

Li等[27]对上海地区患者分离出的42种V.p 菌株进

行抗生素耐药表型和基因型的检测,发现所有分离株

均对氨苄西林(100.0%)、链霉素(100.0%)、头孢唑

啉(92.9%)、卡那霉素(92.8%)和阿米卡星(90.5%)
表现出高水平的耐药性[27]。本课题组对宁波地区收

集的121株V.p 进行药物敏感性检测,其中V.p 对

氨苄西林耐药率最高为85.12%,对三代头孢菌素、
氟喹诺酮类药物的敏感度均为100%,其中21株

V.p 菌株毒力基因tdh均为阳性,trh 均为阴性[28]。
目前 宁 波 地 区 V.p 药 物 敏 感 性 要 高 于 上 海 地

区[27-28],但两地距离较近、人口流动频繁,细菌耐药性

的传播不容忽视。除了地区之间耐药性的不同,研究

发现[29-30],肠道中的V.p 抗生素耐药性要明显高于

从水中分离的环境株,
 

这说明复杂的胃肠道环境可

能会加速V.p 获得耐药性。

4 小结

目前研究已经明确,V.p 通过感知胆汁酸来识

别肠道环境,胆汁酸可使V.p 分泌TDH和T3SS-2
的量显著增高,这一机制在V.p 致病过程中起到至

关重要的作用。值得注意的是,目前评估V.p 对胆

汁酸暴露调节反应的实验都使用了 RIMD2210633
菌株,该菌株含有tdh 和T3SS-2α 基因,但缺少trh
基因。而tdh-trh+的菌株不包含转录因子VtrA-B-
C。胆汁酸对tdh-trh+V.p 的菌株是否同样有诱导

能力? 是否存在不同机制? 这些问题需要我们进一

步验证。研发以抑制细菌毒力为目的,而不是杀死或

抑制细菌生长的药物越来越受到关注,对肠道病原菌

的治疗、预防及疫苗研究意义重大。
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