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摘要:【目的】采用 ＲT-PCＲ 的方法分析致病性副溶血性弧菌毒力基因表达，并应用代谢组学的方法研究毒
力基因不同表达水平下致病性副溶血性弧菌代谢组的响应。【方法】本文以致病性副溶血性弧菌( Vibrio
parahaemolyticus)ATCC33846 为材料，分别提取不同温度(4、25 和 37℃ )下菌体总 ＲNA 和代谢组。采用相对
定量的方法检测副溶血性弧菌 tdh 基因在不同温度条件下的表达差异，同时应用超高压液相色谱-四级杆飞
行时间质谱联用仪 ( UPLC /Q-TOF-MS) 系统为工作平台检测其代谢组。采用主成分分析法 ( principal
component analysis，PCA)比较副溶血性弧菌代谢组轮廓差异，并通过皮尔森和斯皮尔曼相关性分析法分析
代谢组与 tdh 基因表达之间相关性。【结果】结果表明，不同温度条件下 tdh 基因表达强弱的排列顺序 25℃
＞ 4℃ ＞ 37℃ ;在 tdh 基因不同表达水平下发生显著性(P ＜ 0. 05)变化的主要代谢物是有机酸、氨基酸、醇、
酮、酯;共得到 11 种代谢物与 tdh 基因表达高度相关(相关性系数︱r︱ = 1，P ＜ 0. 05)，其中 3 种为负相关，8
种为正相关，且醇类代谢物与 tdh 基因表达的正相关性最显著。【结论】本研究发现副溶血性弧菌代谢组与
毒力基因表达存在一定的相关性，有望为副溶血性弧菌致病机理的深入探究提供一定的理论支持。
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中图分类号:Q935 文章编号:0001-6209(2014)08-0882-07

代谢组学是后基因组时代的一个重要的研究领
域，它是对某种生物或细胞的所有低分子量代谢产
物进行定性和定量分析的一门学科，是系统生物学
的重要组成部分［1］。代谢组学已经广泛应用于药
物研发［2］、代谢成分研究［3］、疾病检测［4］等多个
方面。

副溶血性弧菌( Vibrio parahaemolyticus)是一种
革兰氏阴性嗜盐菌，广泛分布于鱼、贝类等海产品
中，可引起腹泻、肠痉挛、恶心等典型胃肠炎反应，严

重者可导致败血症［5］。研究表明副溶血性弧菌的
主要致病因子是溶血毒素 TDH (Thermostable direct
hemolysin) 和 TＲH ( TDH related hemolysin)［6］，分
别由 tdh 基因和 trh 基因编码。Suzuki 等［7］研究发
现神奈川试验与 TDH 的相关性大于其与 TＲH 的相
关性，而且 Vongxay 等［6］对临床样品进行检测发现
tdh 基因的检出率(84% )远大于 trh 基因(12% )。

本文采用 ＲT-PCＲ 技术研究副溶血性弧菌
ATCC33846 在不同温度条件下(4℃、25℃和 37℃ )
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tdh 基因的表达量，应用超高压液相色谱-四级杆飞
行时间质谱联用仪(UPLC /Q-TOF-MS)系统为分析
平台，研究 tdh 基因在不同表达水平下副溶血性弧
菌代谢组轮廓的差异。并进一步分析代谢组与 tdh
基因表达的相关性，为副溶血性弧菌的致病机理的
研究奠定一定的理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌 株: 本 实 验 选 用 的 副 溶 血 性 弧 菌
ATCC33846 购自中国科学院微生物研究所，所含致
病基因为 tdh，血清型为 O3。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:HEPES(L4-羟乙基哌嗪乙
磺酸)购自上海生工生物技术有限公司;甲醇为色
谱纯，购自上海埃彼化学试剂有限公司;甲酸，乙腈
为色谱纯，购自北京国药集团化学试剂有限公司;
Trizol 购自美国 Invitrogen 公司;SYBＲ Green mixture
购自瑞士 Ｒoche 公司; PrimerScript ＲT reagent kit
with gDNA Eraser 试剂盒购自日本 TaKaＲa 公司;胰
蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)购自北京路桥技术有
限责任公司。UPLC /Q-TOF-MS 购自美国 Waters 公
司，配 MassLynx V4. 1 工作站;Centrifuge 5417Ｒ 离心
机和 PCＲ 仪购自德国 Eppendorf 公司;MDF-O53V
－ 80℃冰箱购自日本 SANYO 公司;7500 Fast Ｒeal-
time PCＲ system 购自美国 ABI 公司。
1. 2 样品前处理

将菌种接种于 5 mL TSB(3% NaCl)中，37℃下
摇床培养(180 r /min，10 h)，连续活化 2 次获得种子
液。分 3 组各取 200 μL 种子液，接种于 100 mL TSB
(3% NaCl)中。其中 2 组分别在 25℃和 37℃下培养
(180 r /min，12 h);另一组在 37℃下培养(180 r /min，
12 h)，然后转移至 4℃，静置 12 h。代谢物的提取
参照赵强等［8］采用的方法。
1. 3 液相色谱与质谱条件
1. 3. 1 色谱条件:色谱柱:AcquityTM -BEH C18 反相
柱( 100 × 2. 1 mm，1. 7 μm，Waters，MA，USA ) 和
AcquityTM -BEH C18 保护柱(5 × 2. 1 mm，1. 7 μm);
流动相:0. 1%甲酸水溶液(A) － 乙腈(B);取样率:
20 滴 /秒;负离子洗脱条件:(0 － 2 min:A 99% →
70% ;2 － 4 min:A 70%→25% ;4 － 5 min:A 25%→
25% ;5 － 7 min:A 25%→10% ;7 － 8 min:A 10%→

0;8 － 10 min:A 0→0;10 － 10. 4 min:A 0→99% ;
10. 4 － 12. 2 min:A 99%→99% );正离子洗脱条件:
(0 － 2 min:A 99%→70% ;2 － 4 min:A 70%→25% ;
4 － 7 min:A 25%→25% ;7 － 9 min:A 25%→0;9 －
11. 5 min:A 0→0;11. 5 － 12 min:A 0→99% ;12 －
13. 5 min:A 99%→99% );柱温:40℃。
1. 3. 2 质谱条件:电喷雾离子源(ESI)，采用正、负
离子交替扫描模式检测;离子源温度 100℃ ;脱溶剂
气流量为 650 L /h，脱溶剂温度为 350℃ ;锥孔气流
量是 50 L /h;毛细管和锥孔电压分别是 3000 V 和
55 V;扫描采集时间为 0. 28 s;质核比扫描范围为
50 － 1000 Da。
1. 4 总 ＲNA 的提取和 cDNA 的合成

采用 Trizol 法提取菌体总 ＲNA［9］:取 1mL 副溶
血性弧菌，4℃，15000 × g 离心 5min;弃上清;加入
1 mL Trizol，振荡 15min，室温静置 20 min;加入
200μL 酚 /氯仿 /异戊醇(25 ∶ 24 ∶ 1)，振荡 15 s，静置
2 min，然后 4℃，12000 × g 离心 15 min;将 400 μL 上
清转入 1. 5 mL 离心管中，加入等体积的异丙醇
( － 20℃预冷)，混 匀，－ 20℃ 放 置 20 min; 4℃，
12000 × g 离心 10 min;移去上清，用 1 mL 75%的乙
醇洗涤( － 20℃预冷);吸走上清，晾干，加入 30 μL
DEPC 水溶解。ＲNA 的浓度采用 BioTek 酶标仪测
定，完整性通过 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。每个
样品中 200 ng 总 ＲNA 用于反转录，反转录反应按
试剂盒说明书操作，产物 cDNA 置于 － 20℃备用。
1. 5 ＲT-PCＲ 反应检测 tdh 基因的表达量
1. 5. 1 引物:采用 pvuA、pvsA 为内参基因。实验中
每个样品设 2 个平行，重复 3 次。引物由上海生工
生物有限公司合成，序列见表 1。
1. 5. 2 PCＲ 扩增:反应体系为 20 μL，其中 10 μL
SYBＲ Green mixture，上下游引物各 1. 5 μL，cDNA
2 μL，加 diH2O 至 20 μL。反应条件:95℃ 1 min;
95℃ 15 s，60℃ 1 min，40 个循环;60℃ 1 min 时读取
荧光值。最后进行荧光 PCＲ 产物溶解曲线及毒力
基因表达量分析。
1. 6 数据处理与分析
1. 6. 1 毒力基因表达数据处理和分析:设定纯培养
状态下 25℃，tdh 基因相对表达量为“1”。利用 ABI
7500 软件计算 tdh 基因的相对表达量，通过单因素方
差分析(one-way ANOVA)对基因相对表达量数据进
行统计学分析，结果以 P ＜ 0. 05 表示有显著性差异。
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表 1． ＲT-PCＲ 中所用引物
Table 1． Primers used in ＲT-PCＲ of V． parahaemolyticus

gene sequence (5’→ 3’) length / bp (G + C) content /%

pvuA F1-pvuA: CAAACTCACTCAGACTCCA 19 47. 4

Ｒ1-pvuA: CGAACCGAT TCAACACG 17 52. 9

pvsA F2-pvsA: CTCCTTCATCCAACACGAT 19 47. 4

Ｒ2-pvsA: GGGCGAGATAATCCTTGT 18 50. 0

tdh L-tdh: GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC 22 45. 5

Ｒ-tdh: TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC 24 41. 7

1. 6. 2 代谢组学数据处理和分析:使用 Masslynx
4. 1 进行色谱峰自动识别和峰匹配，采用 one-way
ANOVA 对所得数据进行统计检验，确定发生显著性
变化的代谢物，结果以 P ＜ 0. 05 表示有显著性差
异;并将经过变量筛选后所得数据导入 SIMCA-P
11. 50 中进行主成分分析 ( PCA);用皮尔森和斯皮
尔曼相关性分析法，分析代谢组与 tdh 基因表达的
相关性，若相关性系数︱r︱ = 1，且 P ＜ 0. 05 表明代
谢组与 tdh 基因表达高度相关。

图 1． tdh 基因在 4、25 和 37℃条件下的表达量
Figure 1． The expression level of tdh gene (ATCC33846) at 4，25 and 37℃ ．

2 结果

2. 1 副溶血性弧菌 tdh 基因的表达差异
应用 ＲT-PCＲ 技术对 ATCC33846 在 4℃、25℃

和 37℃纯培养条件下的 tdh 基因表达量进行检测。
采用 7500 Fast Ｒeal-time PCＲ 系统对所得数据进行
分析，设定 25℃ 条件下 tdh 基因的相对表达量为
“1”，对其它温度条件下 tdh 基因的相对表达量进行
计算，所得数值越高说明 tdh 基因的相对表达量越
高，结果显示(图 1)，tdh 基因在不同温度下表达量

顺序为 25℃ ( 1. 0 ) ＞ 4℃ ( 0. 56 ) ＞ 37℃ ( 0. 43 )。

25℃条件下 tdh 基因表达量几乎为 4℃与 37℃条件

下的 2 倍，且存在显著性差异(P ＜ 0. 05)，4℃条件

下 tdh 基因表达量比 37℃条件下高 0. 13，但不存在

显著性差异(P ＞ 0. 05)。所以，在 4℃、25℃和 37℃

这 3 个温度条件中 25℃为副溶血性弧菌 tdh 基因最

适表达温度。

2. 2 副溶血性弧菌代谢组轮廓分析

采用 UPLC /Q-TOF-MS 对 4、25、37℃条件下副

溶血性弧菌的代谢组样品进行检测，并得到副溶血

性弧菌的代谢组的总离子流图。通过峰检测匹配，

并进行变量筛选，发现 4℃时正负离子的峰数量分

别为 1255 和 507，25℃时正负离子组的峰数量分别

为 1293 和 649，37℃时正负离子组的峰数量分别为
1238 和 466。将所得数据进行代谢物鉴定，4℃时检

测到 588 种代谢物，25℃时检测到 655 种代谢物，

37℃时检测到 639 种代谢物，所得代谢物主要是有

机酸，氨基酸，醇，酮，酯。进一步分析显示，不同温

度条件下发生显著性变化的代谢物同样主要是有机

酸，氨基酸，醇，酮，酯。另外，胺，醛，醌等代谢物的

含量也发生显著性变化，但发生显著性变化的代谢

物的数量相对较少。

将经过变量筛选后的数据矩阵导入 SIMCA-P

软件进行多元统计分析。副溶血性弧菌代谢组的

主成分分析( PCA)结果见图 2。图 2 显示 3 组样

品中除 25℃时有 1 个样品平行性较差外其余皆有

明显聚类区分，表明代谢组对 tdh 基因的表达存在

明显响应，同时也表明在正负离子组中区分副溶

血性弧菌的主要代谢物都可被离子化，皆可用于

后续分析。
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图 2． 4、25 和 37℃下副溶血性弧菌代谢组的 PCA 图
Figure 2． PCA results of V． parahaemolyticus metabolomics under 4，

25 and 37℃ ． (A) Positive; (B) Negative． The black，red and blue

triangles represent the samples obtained from 4℃，25℃ and 37℃，

respectively． ( Based on the measurement of four independent

biological replicates． )

2. 3 副溶血性弧菌毒力基因表达与代谢组相关性
分析

利用皮尔森相关性分析法分析副溶血性弧菌代

谢组与 tdh 基因表达的相关性。相关性强弱用数值
－ 1 到 1 来表示。其中负值表示代谢组与毒力基因
表达之间负相关，正值表示正相关。一般认为，相关
性系数︱r︱≥0. 8 表示高度相关，0. 5≤︱r︱ ＜ 0. 8
表示中度相关，0. 3≤︱r︱ ＜ 0. 5 表示相关性很
弱，︱r︱ ＜ 0. 3 表示相关性极弱，甚至可认为不相
关。但有研究表明相关性强弱的阈值可根据实验需
要进 行 选 择［10］，本 实 验 中 选 择 相 关 性 系 数
︱r︱ = 1，且 P ＜ 0. 05 作为代谢组与 tdh 基因表达
高度相关的阈值。经分析发现，共有 11 种代谢物与
tdh 基因表达之间高度相关 (表 2 )。其中代谢物
3-Methylcyclopentene、Conhydrinone、Triglyceride 与
tdh 基因的表达之间呈负相关，表明代谢物含量随
tdh 基因表达量的上升而降低，其余 8 种呈正相关，
表明代谢物含量随 tdh 基因表达量的上升而上升。
随后，用斯皮尔曼相关性分析法对这 11 种代谢物与
tdh 基因表达之间的相关性进行验证性分析，所得结
果与皮尔森相关性分析法一致。

由代谢组轮廓分析发现，tdh 基因不同表达水平
下发生显著性变化的代谢物主要是有机酸，氨基酸，
醇，酮，酯。在此基础上，本文对 11 种与 tdh 基因表
达高度相关的代谢物进行分析发现，其中有醇 2 种
(4-Androstenediol，r = 1;(3β，9β) -7-Drimene-3，11，
12-triol，r = 1)，显著性差异分别为 P = 0. 006 和 P =
0. 009;酯 2 种(Diacylglycerol，r = 1;Triglyceride，r =
－ 1)，显著性差异分别为 P = 0. 008 和 P = 0. 014;有
机酸 1 种(Xanthylic acid，r = 1)，显著性差异为 P =
0. 014，酮 1 种(Conhydrinone，r = － 1)，显著性差异
为 P = 0. 019。综上，在相关性系数︱r︱ = 1的基础
上，醇有 2 种与 tdh 基因表达高度相关且显著性水

表 2． 副溶血性弧菌代谢组中与 tdh 基因表达量高度相关的代谢物
Table 2． The metabolites that highly correlated with the tdh gene expression of V． parahaemolyticus

metabolites
pearson

correlation
P

spearman

correlation
P

diacylglycerol (20:3(5Z，8Z，11Z) /18:2(9Z，12Z) /0:0) 1 0. 008 1 ＜ 0. 001
4-androstenediol 1 0. 006 1 ＜ 0. 001
3-methylcyclopentene － 1 0. 003 － 1 ＜ 0. 001
20-oxo-leukotriene E4 1 0. 003 1 ＜ 0. 001
(3β，9β) -7-drimene-3，11，12-triol 1 0. 009 1 ＜ 0. 001
xanthylic acid 1 0. 014 1 ＜ 0. 001
isosorbide mononitrate 1 0. 017 1 ＜ 0. 001
conhydrinone － 1 0. 019 － 1 ＜ 0. 001
5'-methoxycurcumin 1 0. 014 1 ＜ 0. 001
(E，E)-2，5-hexadienal 1 0. 015 1 ＜ 0. 001
Triglyceride［20:4(8Z，11Z，14Z，17Z) /22:1(13Z) / -18:0］ － 1 0. 014 － 1 ＜ 0. 001
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平皆为极显著，因此我们推测在有机酸，醇，酮，酯，
氨基酸这几类代谢物中醇类与 tdh 基因表达的相关
性最显著。

3 讨论

ＲT-PCＲ 是检测毒力基因表达的一种有效的方
法。在定量的过程中一般要选择在不同处理条件下
不会发生表达改变的基因作为内参。研究表明，若
采用单一基因作为内参可能会造成一定的误差［11］。
因此，基于李沁等［11］对副溶血性弧菌内参基因选择
的研究，本文选用 pvuA，pvsA 为内参基因。ＲT-PCＲ
研究表明，tdh 基因的表达量顺序为 25℃ ＞ 4℃ ＞
37℃，且 25℃条件下 tdh 基因的表达量显著性(P ＜
0. 05)高于 4℃和 37℃条件下的表达量。陈星等［12］

对副溶血性弧菌毒力基因表达差异的研究结果同样
表明 25℃ 为 tdh 基因的最适表达温度，且 4℃ 与
37℃条件下 tdh 基因表达量相对较低。

副溶血性弧菌代谢组研究结果显示，tdh 基因不
同表达水平下发生显著性变化的主要是有机酸，氨
基酸，醇，酮，酯 这 几 类 生 物 体 内 常 见 的 代 谢
物［13 － 14］。有研究表明胞内代谢物产生于分子整合
基因和环境因素共同决定的代谢活动［15］。Ligowska
和 Stintzi 等研究发现鸡肉的贮藏环境能够影响空肠
弯曲杆菌基因的表达［16 － 17］。由此可见环境的改变
可能会导致基因表达的变化。同时，对大肠杆菌的
研究表明其胞内代谢物会随着基因突变［18］、敲
除［19］或培养条件［20］的改变而变化。由此推断实验
中发生显著性变化的代谢物可能是由于环境改变导
致副溶血性弧菌毒力基因表达发生变化，从而导致
部分代谢物的含量发生显著性变化。

本文对副溶血性弧菌代谢组与 tdh 基因表达之
间的相关性分析发现，11 种代谢物与 tdh 基因表达
高度相关(︱r︱ = 1，P ＜ 0. 05)，其中 3 种负相关，
其余 8 种正相关。目前，基因表达与代谢组之间相
关性研究相对较少，但作为研究的前沿，已引起广泛
关注。Laila 等［21］提出用途径直接加权测试法分析
基因表达和代谢组之间的相关性。在医学研究方
面，Ｒied 等通过对基因与代谢组的综合分析发现，
控制哮喘的等位基因的敏感性与代谢物卵磷脂含量
的变化密切相关［10］。本文中对 11 种代谢物的生物
功能进行分析显示，甘油二酯(Diacylglycerol)是细

胞内调节信号传递的第二信使，与 Ca2 +共同激活位
于细胞膜上的蛋白激酶 C［22］。进一步分析发现醇
类代谢物与 tdh 基因表达的正相关性最显著。综
上，本文在对副溶血性弧菌代谢组与 tdh 基因表达
的相关性分析过程中有重要的发现，这可能对进一
步探究副溶血性弧菌致病机理有着极其重要的
意义。
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Metabolome response to tdh expression of pathogenic
Vibrio parahaemolyticus induced by different temperatures

Zhuoran Guo，Xiaowen Cui，Jingjing Wang，Xiaohong Sun，Yingjie Pan，
Yong Zhao*

College of Food Science and Technology，Shanghai Ocean University; Shanghai Engineering Ｒesearch Center of Aquatic-
Product Processing ＆ Preservation; Laboratory of Quality ＆ Safety Ｒisk Assessment for Aquatic Products on Storage and
Preservation (Shanghai)，Ministry of Agriculture，Shanghai 201306，China

Abstract:［Objective］We studied the metabolome responses to different relative virulence gene expression of pathogenic
Vibrio parahaemolyticus based on reverse transcription real-time PCＲ ( ＲT-PCＲ) and metabolomics． ［Methods］ We
extracted total ＲNA and metabolites of V． parahaemolyticus ATCC33846 cultured at different temperatures (4，25 and
37℃ ) ． We applied relative quantification to analyze the tdh expression and Ultra Performance Liquid Chromatography ＆
Quadrupole-Time-of-Flight Mass Spectrometry ( UPLC /Q-TOF-MS ) platform to determine the low-molecular-weight
metabolites． Then，we compared the metabolic profiling of V． parahaemolyticus by principal components analysis． The
correlation between relative gene expression and metabolome was obtained by Pearson and Spearman correlation coefficient
( r) analysis． ［Ｒesults］ The expression level of tdh at different temperatures ranked 25℃ ＞ 4℃ ＞ 37℃ ． The main
metabolites that changed significantly (P ＜ 0. 05) were organic acids，amino acids，alcohols，ketones，and esters． The
results from correlation coefficient suggested that 11 metabolites were highly correlated with tdh expression，including 3
negative correlations and 8 positive correlations，at the threshold of | r | = 1，P ＜ 0. 05． Further analysis revealed that
alcohols were highly significant correlated with tdh expression． ［Conclusion］ The results suggested that there were
significant correlation between metabolome and virulence genes expression，which might contribute to understanding the
pathogenic mechanism of V． parahaemolyticus．
Keywords: Vibrio parahaemolyticus，virulence gene expression，metabolic profiling，correlation analysis
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