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乙醇促进副溶血性弧菌直接耐热溶血素的基因表达 
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摘要：研究乙醇对副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus）直接耐热溶血素(thermostable direct hemolysin，TDH)产生和它的编码

基因 tdh 表达的影响。以 0.5%、1.0%、2.0%、4.0%、8.0%乙醇处理 2 株带有 tdh 副溶血性弧菌 ATCC33847 和 SZ32，研究对副溶血

性弧菌有氧或者无氧生长的影响。选取 1.0%乙醇处理来研究 TDH 产量和 tdh 表达变化。使用 TDH 抗血清试剂盒测定副溶血性弧菌

培养液上清中 TDH 水平；使用荧光定量 PCR 方法分析 tdh 基因表达状况。低浓度（0.5%、1.0%、2.0%）乙醇存在时，副溶血弧菌菌

株的生长未受到显著影响，乙醇浓度 4.0%时副溶血性弧菌生长受到明显抑制，8%时未见有细菌生长。1.0%乙醇处理副溶血性弧菌培

养液上清中 TDH 水平较未处理显著上升。胞内 tdh 表达水平升高，ATCC33847 在有氧和无氧时分别升高到 6.6 倍和 5.7 倍，SZ32 在

有氧和无氧时分别升高到 5.9 倍和 8.6 倍。乙醇能够促进 tdh 基因表达从而使得 TDH 蛋白产量升高。本研究还比较了甲醇、乙醇、正

丙醇对 tdh 表达的影响，发现它们对 tdh 表达均具有促进作用但相互之间没有明显差异。 
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Abstract: The effect of ethanol on thermostable direct hemolysin (TDH) production and corresponding tdh gene expression by Vibrio 

parahaemolyticus was studied. Two tdh-positive V. parahaemolyticus strains, ATCC33847 and SZ32 were separately treated with 0.5%, 1.0%, 

2.0%, 4.0%, and 8.0% ethanol solutions. The effects on aerobic or anaerobic growth of V. parahaemolyticus were monitored, while changes in 

TDH production and tdh gene expression were studied with 1.0% ethanol treatment. TDH concentration in V. parahaemolyticus culture 

supernatant was quantitatively analyzed using a TDH detection kit (KAP-RPLA, Denka Seiken Co., Japan), while tdh gene expression was 

analyzed by real-time fluorescence-based quantitative polymerase chain reaction. The results showed that V. parahaemolyticus growth was not 

influenced by the presence of ethanol at low concentrations (0.5%, 1.0%, and 2.0%). On the other hand, 4.0% and 8.0% ethanol caused 

significant and total inhibition of bacterial growth, respectively. With ethanol treatment, TDH titers of culture supernatants showed a significant 

increase under aerobic as well as anaerobic conditions and intracellular tdh expression was also elevated. Moreover, ATCC33847 strain showed 

an increase in tdh expression by 6.6- and 5.7-fold, while SZ32 strain showed an increase by 5.9- and 8.6-fold under aerobic and anaerobic 

conditions, respectively. Thus, ethanol treatment enhanced tdh gene expression, which may have resulted in an increase in TDH production. The 

effects of methanol, ethanol, and n-propanol on tdh gene expression were also compared and the results showed increased tdh gene expression 

by all three alcohols, however, the effects were not significantly different.  
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副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus）是一种

中度嗜盐菌，广泛存在于各类水产食品的生产环境中，

导致水产食品的污染。食用副溶血性弧菌污染的水产

食品可致急性胃肠炎等食物中毒症状发生[1~2]。大多数

副溶血性弧菌临床分离株带有 tdh 基因，而环境分离

株极少检出为 tdh 阳性[3]。tdh 基因负责编码一种称为

直接耐热溶血素（thermostable direct hemolysin，TDH）

的毒力蛋白，使得带有 tdh 基因的副溶血性弧菌在“我

萋氏血平板”（Wagatsuma agar）上生长时在菌落周围

形成一个 β-溶血环，这个溶血现象也被称为“神奈川

现象”（Kanagawa phenomenon）[4]。TDH 被认为是副

溶血性弧菌最为关键的毒力因子[5]，它是一种具有肠

毒性和细胞毒性的穿孔素蛋白[6]，对热耐受，可使人

的红细胞发生溶血。 

由于TDH在副溶血性弧菌致病能力上发挥关键作

用，人们研究了副溶血性弧菌细胞内外各种因素对

TDH产生以及tdh基因表达的影响。在20世纪70年代，

日本学者发现副溶血性弧菌的神奈川溶血现象与培养

基中的各种组分有关[4]，甘露醇以及高浓度NaCl的出现

能够促进TDH的产生和神奈川溶血。有学者研究了胆

酸对TDH产生的影响[7]，结果表明胆酸能够促进TDH

的产生。还有学者研究发现，副溶血性弧菌的转录调

控因子Hfq抑制tdh基因的表达[8]。本文作者在研究副溶

血性群体感应系统对tdh基因表达的调控作用时，发现

作为酰基高丝氨酸内酯信号分子溶剂的甲醇对tdh表达

具有促进作用。甲醇和乙醇均为常见的有机溶剂，而

乙醇还与食品饮料息息相关，因而本文专门开展了乙

醇对副溶血性弧菌直接耐热溶血素产生和基因表达的

影响研究。通过分析分别在有氧和无氧条件下乙醇对

副溶血性弧菌生长、tdh基因表达、TDH蛋白产量的影

响，我们首次证实乙醇的存在促进了tdh基因的表达。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

表 1 本实验中使用的副溶血性弧菌菌株 

Table 1 Vibrio parahaemolyticus strains used in this study 

菌株 血清型 分离样本 分离地点 tdh 

ATCC33847 O4:K11 粪便 马里兰州 + 

SZ32 O3:K6 肛拭 深圳 + 

表 1 为本实验所用副溶血性弧菌菌株。

ATCC33847 购自美国典型菌物保藏委员会，为美国科

研人员于马里兰州食物中毒病人腹泻样本中分离。

SZ32 分离自深圳食物中毒病人的肛拭样本。两株副溶

血性弧菌 O 抗原血清型通过 PCR 方法鉴定[9]，K 抗原

血清型通过传统抗血清凝聚实验鉴定。两株副溶血性

弧菌使用前均使用 PCR 方法鉴定为 tdh 阳性[10]。菌株

以 15%甘油管-30 ℃保存。本实验所用培养基为缓冲

蛋白胨水（Buffered Peptone Water，BPW，广东环凯），

如无特别说明，培养基中氯化钠浓度调成 3%。 

1.2  副溶血性弧菌生长曲线测定 

向新鲜 BPW 培养基中无菌加入不同体积无水乙

醇，使得乙醇终浓度分别为 0.5%、1.0%、2.0%、4.0%、

8.0%，备用。将 ATCC33847 和 SZ32 复壮过夜。离心

收集菌体。以新鲜无菌 BPW 培养基洗涤菌体两次，

之后以不同浓度乙醇的 BPW 重悬菌体，调节菌悬液

密度（以 600 nm 吸光值表示，OD600nm）为 0.01。以

Bioscreen C 全自动生长曲线测定仪记录菌体有氧生

长状况，向生长曲线测定板的每个孔中各加入 400 L

不同浓度乙醇的菌悬液，37 ℃培养 24 h，每隔 2 h 记

录 1 次 OD600nm。无氧培养时，取 50 mL 菌悬液加入

三角瓶中，置于厌氧手套箱 37 ℃培养，在 6 h、12 h、

18 h、24 h 时取出，测定 OD600nm。根据有氧和无氧条

件下各时刻 OD600nm，绘制生长曲线。每个条件下至

少保证 3 个平行试验。 

1.3  副溶血性弧菌胞外 TDH 产量测定 

测定副溶血性弧菌 TDH 产量和 tdh 基因表达时，

我们选取 1.0%乙醇作为处理条件，研究乙醇的影响。

以乙醇处理培养物为对照，取含有 1.0%浓度乙醇

OD600为 0.01 的各菌悬液 50 mL，有氧或者无氧培养。

有氧培养 5 h、无氧培养 12 h 后，分别取适当体积菌

液离心，上清液用于测定副溶血性弧菌胞外 TDH 水

平，菌体沉淀用于提取总 RNA 进行基因表达分析。

参照日本学者的方法[7]，采用日本 Denka Seiken 一种

针对副溶血性弧菌 TDH 的免疫血清试剂盒

KAP-RPLA 对上清液中的 TDH 进行定量分析[8]。具体

操作简述如下：取一 V 型底的 96 孔板，将两种培养

物上清液分别以试剂盒中的稀释剂进行 2 倍梯度稀

释，每孔中液体体积为 25 L，接着向梯度稀释的上

清液加入 25 L 含有抗 TDH 的免疫磁珠反应试剂。

轻柔震荡混匀后，将 96 孔板置于室温下孵育 24 h 取

出观察。出现磁珠扩散圈的反应孔判定为阳性，如果

反应孔中的磁珠全部聚集在底部，则判定为阴性结果。

把出现阳性结果的最高稀释度认定为上清液中的

TDH 效价，以 KAP-RPLA 滴度表示。 

1.4  副溶血性弧菌总 RNA 提取 

如前所述，将经过和未经过 1.0%乙醇处理的菌体
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用于总 RNA 提取。总 RNA 采用天根公司 RNAprep 

pure Cell/Bacteria Kits 提取，过程参照说明书进行。提

取过程中加入了 DNA 酶消化残留的基因组 DNA，故

抽提的总 RNA 样本可以直接用于荧光定量分析。 

1.5  荧光定 量 PCR（Quantitative real-time 

PCR） 

为了分析酒精处理对 tdh 基因表达水平的影响，

我们对提取的总 RNA 进行了荧光定量 PCR 相对定量

分析。目的基因为 tdh，内参选择为 16S rDNA 序列，

引物设计如下表 2。tdh1f/tdh1r 用于扩增 tdh 的一段

大小为 195 bp 的序列，174f/174r 引物用于扩增 16S 

rDNA 的一段大小为 174 bp 的序列。荧光定量 PCR 分

析用两步法进行，首先将总 RNA 反转录成 cDNA，

再针对cDNA进行荧光定量分析。利用天根公司Quant 

cDNA 第一链合成试剂盒进行反转录。反转录以试剂

盒以 Random 引物扩增。反转录体系于 37 ℃水浴 1 h，

得到 cDNA。以 cDNA 为模板使用天根公司 Taq PCR 

MasterMix 进行第二步扩增（Sybr Green 染料法）。扩

增程序为：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 20 s，55 ℃

退火 20 s，68 ℃延伸 30 s，循环 40 次，每个循环结

束采集信号，最后进行溶解曲线分析程序。扩增程序

在 Mastercycler ep realplex 4 系统（Eppendorf，德国）

进行。每个条件至少设置 3 个平行试验。 

表 2 荧光定量 PCR引物 

Table 2 Primers for real-time fluorescence-base quantitative 

polymerase chain reaction 

基因 
引物

名称 
序列 

产物大

小/bp 

tdh 
tdh1f aat acc caa gct ccg gtc aat g 

195 
tdh1r acc gct ctt ata gcc aga cac c 

16S 

rDNA 

174f atg gct cag att gaa cgc tg 
174 

174r tca tgc ggt att agc cat cg 

1.6  甲醇、乙醇和正丙醇处理副溶血性弧菌 

取分别带有 1.0%甲醇、乙醇、正丙醇的新鲜 BPW

培养基各 50 mL，用于培养 ATCC33847 菌株。培养物

初始菌体密度如前 1.1 所述 OD600nm为 0.01，于 37 ℃

摇床培养。5 h 后测定 OD600nm，同时收集菌体，按照

1.3 和 1.4 的方法抽提总 RNA 进行荧光定量分析。对

照组为不添加有机溶剂的新鲜 BPW 培养基培养的

ATCC33847。数据处理方法参照 1.5。 

1.7  统计学分析 

荧光定量原始Ct值数据通过2
-CT法[11]转化成相对

表达倍数，再利用Excel和SPSS软件对进行统计分析。

平均值和标准误差从三个以上独立的平行试验结果得

到。运行SPSS 11.0软件One-way ANOVA程序分析数据

差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  乙醇对副溶血性弧菌生长的影响 

乙醇作为一种天然的微生物次级代谢产物，低浓

度时对微生物生长并无明显抑制作用，但是当浓度升

高时能够造成蛋白质变性，抑制或者杀灭微生物，医

学上常用 75%酒精进行皮肤表面的消毒。图 1 为在不

同浓度乙醇处理下，ATCC33847 和 SZ32 在有氧和无

氧培养时间的生长曲线。 

ATCC33847 和 SZ32 有氧培养时，在乙醇浓度为

0.5%和 1.0%时，生长曲线与没有进行乙醇处理时生长

曲线基本一致：接种培养后 6 h 菌体生长迅速，OD600

超过 1.0，之后进入一个菌体密度缓慢上升的稳定期，

24 h 时 OD600 接近 1.7。乙醇浓度为 2.0%时，

ATCC33847 和 SZ32 的有氧生长曲线也与对照一致但

是 OD600稍低于对照。当乙醇浓度达到 4.0%，两株菌

的生长曲线明显下移，最大菌体密度在 0.7 左右，且

达到最大值后，菌体密度有缓慢的下降，显示部分细

胞开始裂解。当乙醇浓度达到 8.0%时，两种菌株生长

曲线处于基线水平，说明它们的有氧生长完全受到抑

制。无氧培养条件下乙醇对副溶血性弧菌生长的影响

与有氧培养条件下类似。因为无氧培养时，副溶血性

弧菌生长较慢，且频繁取样容易导致无氧环境的破坏，

所以测定生长曲线时仅选取 6 h、12 h、18 h、24 h 共

4 个时刻测定 OD600nm。未经乙醇处理情况下，经过指

数期生长，ATCC33847 和 SZ32 菌体密度在 12 h 达到

稳定，ATCC33847 为 0.5 左右，SZ32 为 0.6 左右。0.5%

和 1.0%乙醇处理的副溶血性弧菌生长曲线与无乙醇

处理时基本一致。2.0%乙醇处理时，两株菌的生长曲

线下移，说明菌体生长受到部分抑制；4.0%乙醇处理

时，两株菌的生长曲线下移更为明显，菌体密度最大

值仅在 0.2 左右，当乙醇浓度达到 8.0%时，未见菌体

生长。 

2.2  乙醇对 TDH 产生的影响 

副溶血性弧菌食物中毒案例中，副溶血性弧菌可

能在人体肠道中产生和分泌 TDH 蛋白，TDH 蛋白具

有肠毒性和细胞毒性[4]，可直接作用于肠上皮细胞，

导致急性腹泻的发生。本实验考察了 ATCC33847 和

SZ32 培养物上清的 TDH 水平。 
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图 1 乙醇影响下副溶血性弧菌生长曲线 

Fig.1 Effect of ethanol on growth curves of V. parahaemolyticus 

strains 

注：a：ATCC33847 有氧生长曲线，b：SZ32 有氧生长曲

线，c：ATCC33847 无氧生长曲线，d：SZ32 无氧生长曲线。 

由于在有氧或者无氧培养条件下 0.5%和 1.0%乙

醇浓度均不影响副溶血性弧菌生长，选取乙醇浓度

1.0%处理 ATCC33847 和 SZ32。图 2 为不同处理条件

下副溶血性弧菌 TDH 产量变化。对照中 ATCC33847

在有氧培养 5 h 后上清液中 TDH 效价达到 1:32，而

1.0%乙醇处理后升高到 1:128；无氧培养时，对照 TDH

效价为 1:16 而乙醇处理升高到 1:128。SZ32 在有氧或

者无氧条件下 1.0%酒精处理后 TDH 效价同样升高：

有氧条件下由1:32升高到1:128，无氧条件下有由1:32

升高到 1:256。 

 

 

图 2 副溶血性弧菌 TDH产量 

Fig.2 Thermostable direct hemolysin (TDH) production by V. 

parahaemolyticus strains 

注：ATCC33847 发酵上清液中 TDH 含量，SZ32 发酵上

清液中 TDH 含量。 

ATCC33847 和 SZ32 是两株没有明确亲缘关系的

临床分离菌株，它们分离时间和地点不同，血清型分

别为 O4:K11 和 O3:K6。然而乙醇处理后两株副溶血

性弧菌有氧或者无氧培养时 TDH 产量均显示升高趋

势，这表明乙醇能够提升副溶血性弧菌 TDH 的产量。

这种提升不可能是通过增加副溶血性弧菌细胞数量达

到，也不可能通过裂解副溶血性弧菌细胞从而加速

TDH 释放达到，因为生长曲线分析表明，1.0%乙醇基

本不影响副溶血性弧菌的有氧或者无氧生长。乙醇促

进副溶血性弧菌TDH产生的原因可能在于提高了 tdh

基因表达水平。 

2.3  乙醇对 tdh 基因表达的影响 

为了验证乙醇通过影响基因表达来促进 TDH 产

生的猜测，本研究提取了副溶血性弧菌总 RNA，通过

荧光定量分析 tdh-mRNA 基因相对于 16S rRNA 的丰
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度状况。 

 

 

 

 
图 3 乙醇对副溶血性弧菌 tdh表达的影响 

Fig.3 Effects of ethanol on tdh expression by V. 

parahaemolyticus 

注：a：ATCC33847 有氧培养，b：ATCC33847 无氧培养，

c：SZ32 无氧培养，d：SZ32 有氧培养。*：与对照相比差异性

显著，P<0.05。 

图 3 为有氧或者无氧条件下 1.0% 乙醇处理

ATCC33847和SZ32时tdh 表达水平相对内参基因的表

达变化。ATCC33847在有氧培养条件下经1.0%乙醇处

理后，tdh-mRNA丰度相对于未经过酒精处理的对照组

提高到6.6倍；无氧培养时tdh-mRNA丰度达到对照组的

5.7倍。SZ32在有氧培养条件下tdh-mRNA丰度经1.0%

乙醇处理提高到对照组的5.9倍，无氧培养时提高到8.6

倍。这说明乙醇提升TDH毒力蛋白的产量是由于促进

副溶血性弧菌tdh基因表达实现的。 

2.4  不同醇类对副溶血性弧菌 tdh 基因表达的

影响 

 

 
图 4 甲醇、乙醇、正丙醇对副溶血性弧菌 tdh表达的影响 

Fig.4 Effects of methanol, ethanol, and n-propanol on tdh 

expression by V. parahaemolyticus 

注：a：ATCC33847 有氧生长 5 h，b：甲醇、乙醇、正丙

醇对 tdh 表达的影响。 

为了探索乙醇对副溶血性弧菌 tdh 基因表达作用

是否具有特异性，我们继续测试了甲醇、乙醇和正丙

醇 3 种有机溶剂对 tdh 基因表达的作用。结果表明，

醇类有机溶剂均能够促进 tdh 基因表达，如图 4 所示。

摇床培养 5 h 后，1.0%甲醇和 1.0%乙醇处理的

ATCC33847的菌体密度与对照组无明显差异，OD600nm

约在 1.1~1.2 之间；而 1.0%丙醇处理后菌体生长有一

定程度的抑制 OD600不超过 1.0（图 4a）。相对于对照

组，无论是甲醇、乙醇还是正丙醇，均显著促进 tdh

基因表达：本试验中，1.0%甲醇、1.0%乙醇和 1.0%

正丙醇处理的 ATCC33847，tdh 表达倍数分别为对照
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的 6.4、5.9、7.6 倍。然而 3 种有机溶剂处理组之间，

tdh 表达倍数并无显著差异。推测醇类代谢相关的过

程影响了 tdh基因的表达。 

3  结论 

3.1  作为副溶血性弧菌最为关键的毒力因子，TDH产

生和tdh表达受到较多的研究。NaCl、糖类等培养基组

分能够影响副溶血性弧菌的TDH溶血活性[10]。胆酸在

无氧条件下均能够促进TDH的产量[8]。在分子水平上，

科研人员研究某些转录调控因子对tdh基因表达的影

响，发现Hfq能够显著抑制tdh表达[11]。本研究首次发现：

低浓度乙醇在不影响菌体生长的情况下能够促进副溶

血性弧菌tdh表达水平上升从而提高TDH产量。台湾学

者曾对副溶血性弧菌进行乙醇休克（ethanol shock）研

究[12]，他们的研究结果中TDH产量与对照无明显差异，

这与本实验研究结果不一致。原因在于本研究中乙醇

是作为培养基的一部分一直存在于副溶血性弧菌培养

体系中，能够持续作用于副溶血性弧菌；而对副溶血

性弧菌进行乙醇休克研究时，使用的是亚致死浓度

（5.0%），处理15~60 min后重新于无乙醇培养基中培

养。本实验的结果适时反映了乙醇调节TDH产量和tdh

表达的效果。乙醇促进tdh基因表达的具体机制目前还

不得而知，但是由于乙醇是一种分子量极小的有机溶

剂，基本不可能存在针对某个特定基因的专一性促进

或者抑制作用（乙醇代谢基因相关除外），推测可能

是通过影响副溶血性弧菌某种转录调控因子来实现。

而且不仅仅乙醇存在这种影响，甲醇、正丙醇也能够

促进tdh表达，说明这种影响可能是通过小分子醇类共

同的代谢调控通路实现的。 

3.2  副溶血性弧菌食物中毒事件中，酒精饮料的消费

可能加剧中毒症状。人体的主要消化吸收器官为小肠，

饮酒时大部分酒精由小肠吸收。饮酒后，由于食物的

稀释和小肠的吸收，小肠中可能存在低浓度的乙醇。

当饮酒者发生副溶血性弧菌感染时，低浓度乙醇与副

溶血性弧菌共存于小肠中，促进副溶血性弧菌大量产

生TDH毒素，加剧腹泻症状的发生。本研究利用体外

实验模拟了食物中毒饮酒者的肠道环境，研究了酒精

加剧副溶血性弧菌食物中毒的可能性。1.0%乙醇无论

有氧还是无氧条件下，对包括O3:K6血清型在内的两株

副溶血性弧菌临床分离菌株TDH产生和tdh表达均呈现

明显的促进作用。这个结果暗示我们，在进食水产食

品时饮酒将提升副溶血性弧菌食物中毒的风险。当然，

这个推论还需要进行进一步的动物实验验证。 
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