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大蒜E素对副溶血弧菌的抑菌活性及机制
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鱼类健康与营养重点实验室, 湖州市渔业环境与水产品质量安全重点实验室, 湖州 313001;
3. 上海莱慎生物科技股份有限公司, 上海 201600)

摘要: 为探究大蒜E素(ALE)对副溶血弧菌的抑菌活性及作用机制, 通过测定最小抑菌浓度(MIC)、最小杀菌

浓度(MBC)和抑菌动态生长曲线, 评价ALE对副溶血弧菌的抑菌作用; 基于电镜观察及胞外β-D-半乳糖苷

酶、蛋白质含量测定，分析ALE对副溶血弧菌细胞结构的影响; 采用结晶紫染色法检测ALE对副溶血弧菌生

物被膜形成的影响; 利用RNA-Seq技术分析ALE对副溶血弧菌转录水平表达的影响。结果显示, ALE对副溶

血弧菌的MIC为7.8 μg/mL, MBC为31.2 μg/mL。与对照组相比, MIC浓度ALE组副溶血弧菌胞外β-D-半乳糖

苷酶活性和蛋白质含量显著增加(P<0.05), 细胞壁膜消融、内容物流失, 生物被膜形成量显著减少(P<0.05)。
转录组分析结果显示, 与对照组相比, 1/4MIC浓度的ALE组副溶血弧菌中显著下调基因145个, 主要富集在

MAPK信号转导、鞭毛组装、生物膜形成等通路; ALE组副溶血弧菌中显著上调基因133个, 主要富集在氨基

酸代谢、降解等通路; RNA-Seq结果与RT-qPCR验证试验结果一致。研究表明, ALE对副溶血弧菌抑菌作用

强, 可能通过破坏细菌菌体结构, 抑制其生物被膜形成, 以及调控鞭毛、生物膜等基因表达, 从而发挥抑菌、

减毒作用。研究结果为探明ALE抑制副溶血弧菌的作用及机理奠定良好基础。
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是水产动

物最常见的致病菌之一, 可感染鱼、虾、蟹等数十

种水产养殖动物, 尤其对对虾养殖危害巨大, 由其

引发的急性肝胰腺坏死症(AHPND)在全球对虾主

产区广泛蔓延传播, 每年造成10亿美元以上的直接

经济损失
[1]
。副溶血弧菌也是一种食源性致病菌,

人类食用了被该菌污染的水产品, 会出现腹泻、呕

吐等急性肠胃炎症状, 严重时甚至危及生命安全
[2]
。

在水产养殖中, 抗生素、消毒剂等仍是防治副溶血

弧菌感染的主要药物
[3], 但长期使用抗生素不仅会

造成菌株耐药性, 破坏微生态平衡, 还会引起食品

安全问题。随着我国水产绿色健康养殖“五大行

动”的实施, 水产养殖抗生素用药减量势在必行, 亟
须寻求更加绿色安全的“替抗”药物。

大蒜被誉为“土里长出来的天然抗生素”, 在我

国有着悠久的药用历史。大蒜素是大蒜主要的生

物活性成分, 其学名为二烯丙基硫代亚磺酸酯, 它
能不可逆的抑制巯基蛋白酶活性

[4], 从而发挥抗菌

作用。大蒜素具有广谱抗菌特性, 不仅对大肠杆菌

(Escherichia coli)、芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、金

黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus)等人类病原

菌有抗菌活性
[5—7], 而且还能抑制哈维氏弧菌(V.

harveyi)、溶藻弧菌(V. alginolyticus)、创伤弧菌(V.
vulnificus)和副溶血弧菌等水产动物病原菌的生
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长
[8—10]

。由于大蒜具有食药同源的特性, 水产养殖

人员常在养殖过程中投喂大蒜素或大蒜提取物, 用
于提高养殖动物免疫力和抗病能力。据报道, 在饲

料中拌服大蒜素能显著提高大菱鲆(Scophthalmus
maximus)[11]

、印度明对虾(Fenneropenaeus indicus)[12]

抗弧菌感染的能力。然而, 大蒜素稳定性较差, 在
光、热、碱性条件下很容易降解, 无法起到长效抗

菌作用, 使其推广和应用受到限制。

为创制更加稳定长效的大蒜素类药物, 人们通

过改造大蒜素的分子结构, 研制出新的仿生抗菌药

物。乙蒜素是最具代表性的大蒜素仿生药物之一,
它是大蒜素的乙基同系物, 目前被作为广谱杀菌仿

生农药, 广泛用于防治植物青枯病、炭疽病、瓜类

霜霉病、辣椒疫病等细菌、真菌性病害
[13, 14]

。大

蒜素硫代亚磺酸类似物也具有良好的抗菌效果, 其
热稳定性优于大蒜素, 而且对大肠杆菌、丁香假单

胞菌(Pseudomonas syringae)和真菌酿酒酵母(Sac-
charomyces cerevisiae)的抑菌活性更强

[15]
。大蒜素

仿生药物的卓越抗菌能力主要归因于其硫代亚磺

酸盐基团, 它能与菌体巯基结合抑制酶活性, 通过

影响细菌正常生物代谢、降低细菌分泌物生成和

黏附能力发挥抗菌作用
[16, 17]

。裴天容等
[18]
研究发

现大蒜素前体物蒜氨酸能与大肠杆菌、金黄葡萄

球菌菌体蛋白质、细菌酶蛋白结合, 进而阻断细菌

与环境物质交换, 抑制细菌生命活动。Liu等[19]
研

究发现乙蒜素可破坏丁香假单胞菌细胞膜的完整

性, 抑制生物膜形成, 并下调鞭毛组装相关基因的

表达, 从而影响其运动能力和致病力。当前研究表

明, 大蒜素仿生药物在病菌防治上有很好的应用前

景, 但此类药物多见于植物病害的防治
[20—22], 鲜有

用于水产病害的研究与应用。

ALE是改变普通大蒜素抗菌活性基团外分子

结构合成的有机化合物, 它保留了抗菌活性部位——
硫代亚磺酸酯结构, 不仅性质稳定、无异味, 而且

杀菌消毒效果良好
[23]
。研究表明, ALE可抑制青霉

菌(Penicillium raperi)的孢子萌发和菌丝生长, 对青

霉菌的抑制效果是普通大蒜素的41.6倍[24]
。目前ALE

主要用于蔬果保鲜、种子消毒等领域, 其对水产病

原菌的抑菌活性及作用机制仍不清楚。本文探究ALE
对副溶血弧菌的体外抑菌活性, 并从细胞结构、转

录组水平解析其抗菌作用机制, 以期为弧菌病绿色

药物研发提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    主要试剂和药品

大蒜E素(ALE, 上海莱慎生物科技股份有限公

司)、二甲基亚砜(DMSO, 麦克林生物技术有限公

司)、刃天青(上海源叶生物科技有限公司)、2216E
肉汤和2216E营养琼脂(青岛海博生物技术有限公

司)、磷酸盐缓冲液(PBS, 北京索莱宝科技有限公

司)、邻硝基苯β-D-半乳吡喃糖苷(ONPG, 北京索

莱宝科技有限公司)、三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐

(Tris-HCI, 北京索莱宝科技有限公司)、考马斯亮

蓝G-250(上海碧云天生物技术股份有限公司)、电

镜固定液 (赛维尔生物科技有限公司 )、Prime-
ScriptTM RT reagent Kit逆转录试剂盒(日本TaKaRa
公司)。 

1.2    菌株培养

副溶血弧菌CICC 21617购自中国工业微生物

菌种保藏管理中心(CICC)。从冰箱取出菌株副溶

血弧菌, 接种于2216E琼脂培养基, 于28℃条件下静

置培养1—2d, 直至长出形态一致的菌落, 即完成细

菌的活化复苏。挑取单菌落接种于含5 mL 2216E
肉汤培养基的试管中, 于28℃ 150 r/min条件下震荡

培养24h, 通过比浊法测定副溶血弧菌菌液浓度, 在
后续实验中用2216E肉汤培养基调至所需浓度。 

1.3    最小抑菌浓度(MIC)测定

采用刃天青法
[25]
测定ALE对副溶血弧菌的

MIC, 在96孔板中加入100 μL 1×105 CFU/mL的副

溶血弧菌菌液, 在第一排孔中200 μL ALE原液, 逐
排进行2倍梯度稀释 , 使药物终浓度分别为7.8、
3.9、1.9、1、0.5和0.2 μg/mL, 另设置1排阳性对照

(100 μL菌液+100 μL 2216E肉汤培养基)和1排阴性

对照(200 μL 2216E肉汤培养基), 每组3个孔(即3个
重复)。将96孔板置于28℃恒温培养箱中培养24h,
每孔加入50 μL刃天青溶液, 培养24h后观察菌液颜

色(粉色表示有菌生长, 蓝色表示抑菌), 无菌生长的

最低药物浓度即为MIC。 

1.4    最小杀菌浓度(MBC)测定

在MIC实验基础上 , 从清澈透明的孔中吸取

100 μL菌液, 均涂布于2216E琼脂平板上, 于28℃的

恒温培养箱培养24h, 以平板上未长出菌落的最低

浓度作为该药物对该菌株的MBC。 

1.5    生长曲线测定

用2216E肉汤培养基将副溶血弧菌菌液浓度调

整至1×107 CFU/mL, 添加ALE并进行2倍梯度稀释,
使得ALE的终浓度分别为MIC、1/2MIC和1/4MIC。
将试管置于28℃、180 r/min摇床中培养, 每隔2h取
培养液测定OD600吸光值。以培养时间为横坐标,
OD600值为纵坐标绘制生长曲线

[26]
。 

1.6    细胞膜通透性测定

设置3个不同浓度(MIC、1/2MIC和1/4MIC)的
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ALE组和1个空白对照组(添加等量PBS), 每组3个
试管。将所有试管放入28℃、180 r/min 摇床中培

养, 6h后测定蛋白质泄露量(考马斯亮蓝法)[27], 12h
后测定β-半乳糖苷酶活性(ONPG法)[28]

。 

1.7    电镜观察

在含1×107 CFU/mL副溶血弧菌菌液的试管中,
加入终浓度为1/2MIC的ALE (ALE组), 另设置添加

等量PBS的对照组 , 在28℃ 180 r/min条件下培养

24h, 分别取1.5 mL菌液, 于4℃ 8000 r/min条件下离

心5min, 弃去上清, 用无菌PBS洗涤沉淀3次, 收集

沉淀, 加入2.5%戊二醛, 放入4℃冰箱中固定12h, 通
过透射电子显微镜和扫描电子显微镜观察菌体结

构和形态。 

1.8    生物被膜含量测定

在1×107 CFU/mL副溶血弧菌菌液中加入终浓

度为1/4MIC、1/2MIC和MIC的ALE, 于28℃、180 r/
min条件下培养6h, 置于恒温培养箱静置培养12h,
待管壁上形成细菌生物膜, 弃去菌液。参考Mizan
等

[29]
的结晶紫染色法测定生物膜含量, 即在试管中

加入1 mL 2% (v/v)结晶紫染色2min, 用自来水反复

轻洗3—5次, 再加入1 mL冰醋酸溶解试管壁显色物

质, 测定溶液的570 nm吸光值。 

1.9    转录组学分析

样品制备、RNA提取和cDNA文库构建及测

序 在1×108 CFU/mL副溶血弧菌菌液中加入终浓度

为1/4MIC的ALE, 作为ALE组(ALE), 另设加入等量

PBS的对照组(CK), 每组3个重复。将所有试管置

于28℃、180 r/min条件下培养16h, 取出样品迅速

置于液氮中, 随后转存–80℃冰箱。参照程安怡等
[30]

所述方法处理样品 , 即采用TRIzol法提取菌液总

RNA, 去除rRNA, 合成双链cDNA, 再依次进行末端

修复、加碱基A、加测序接头处理、PCR 纯化和

富集等操作, 构建最终的cDNA文库, 然后用Nova
SeqXPlus平台进行测序。

测序数据质控、功能注释及差异表达分析　　对

下机数据进行质控处理, 去除包含Adapter的序列和

低质量序列(如测序质量值小于Q20的序列), 使用

统计学方法对所测得的reads进行碱基质量、碱基

错误率等分析。采用Bowtie2[31]
将所有测序reads与

GenBank中副溶血弧菌RIMD 2210633株基因组进

行比对, 获得用于后续分析的mapped data。将测序

数据上传至KEGG数据库进行注释, 全面获得基因

的功能信息。采用主成分分析(PCA)表征不同组别

样品转录组的总体差异。使用DESeq2包[32]
筛选出

各组间差异表达基因(Differentially expressed genes,
DEGs), 即符合|log2 (fold change)|>1, q<0.05 (q值为

校正后的P-value)的基因, 并通过表达量差异火山

图可视化显著上调、下调的基因数量及分布。采

用R脚本对DEGs进行KEGG富集分析
[33], 当经过校

正的P值 (P adjust)<0.05时 , 认为此KEGG PATH-
WAY被显著富集。

RT-qPCR 验证　　为验证RNA-Seq测序结果

的可靠性, 随机选取8个鞭毛组装、生物膜形成、

MAPK信号通路和Ⅵ型分泌系统相关的差异表达

基因进行RT-PCR验证实验。使用NCBI网站的

Primer-BLAST功能设计目的基因引物(表 1), 并由

浙江尚亚生物技术有限公司合成。采用逆转录试剂

盒将菌液RNA反转录为cDNA, 参照Ma等[34]
的方法

进行RT-PCR实验: (1)总体系10 μL: 2×Taq Pro Uni-
versal SYBR qPCR Master Mix 5 μL; 上、下游引物

各0.4 μL; cDNA模板1 μL; ddH2O 3.2 μL; (2)反应程

序: 95℃预变性10min; 95℃变性10s; 55℃退火10s;
72℃延伸30s, 45个循环。以16S RNA为内参基因,
每个样品设置3个重复。 

1.10    数据处理与分析

实验数据采用SPSS 27.0.1进行统计分析, 采用
 

表 1   RT-qPCR所用引物

Tab. 1   Primers used for RT-qPCR

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

Tm值
Tm value

产物
Product (bp)

27-F AGAGTTTGATCCTGGC
TCAG

55.40 1465

1492-R TACGGCTACCTTGTTA
CGACTT

55.81

FliF-F CTATCGCATGCAGGAG
CAGA

55.75 115

FliF-R ATCCAATCCGGTTGGC
AGTT

55.40

FliG-F GAAACGCTGGCGCGA
TTTAT

55.40 145

FliG-R GCTGCGCAATACGGA
AGATG

57.45

FlgE-F TCTAGCAAAAGTGAG
CGGCA

55.40 209

FlgE-R TTAGGTCGACGTTTGA
GCCC

55.75

FleQ-F CCAAAACTGGCAGAA
GTGGC

57.45 153

FleQ-R GTCCCATGGAGTAGG
GGAGT

59.50

CAT1-F CTAACCTAGCGGGCG
ATCTG

59.50 103

CAT1-R GCAAGACGCGAACCG
TATTC

57.45

Hcp-F CACATGGCAAGAAGC
TCACG

57.45 113

Hcp-R GACGGTGTACACGTTG
ACCA

57.45

CIpV-F ACGAAGCAGAAACCA
CGCTA

55.40 190

CIpV-R GCACGAGCAGTTTCGG
TTTT

55.40

Lip-F TCACGAACTGACGTCA
CCAG

57.45 190

Lip-R GCGAAACGCGACTGA
GAATC

57.45
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单因素方差分析(One-way ANOVA)和独立样本T检
验(Independent T-test)计算各组数据的差异。文中

图表用Origin 2021或Microsoft Visio 2023绘制。 

2    结果
 

2.1    体外抑菌活性

刃天青试验结果显示, ALE浓度大于7.81 μg/mL
时菌液显蓝色(无细菌生长), 表明ALE对副溶血弧

菌的MIC为7.81 μg/mL (图 1a); 从96孔板中吸取大

于MIC浓度的各孔菌液进行平板涂布, 结果显示ALE
浓度大于31.25 μg/mL时无菌落长出(图 1b), 表明其

MBC为31.25 μg/mL。 

2.2    生长曲线

基于菌液OD600 nm吸光值比较各组副溶血弧

菌的生长情况, 从生长曲线图 2中可见, 3个ALE处
理组(MIC、1/2MIC、1/4MIC)菌液的OD600值均低

于对照组, 且药物浓度越高其OD600值越低, 其中

MIC组的OD600值始终保持在较低水平(图 2)。 

2.3    细胞膜通透性

基于β-D-半乳糖苷酶活性以及蛋白质含量表

征ALE对副溶血弧菌细胞膜通透性的影响, 结果显

示: 随着药物浓度增加, β-D-半乳糖苷酶活性和蛋

白质含量均呈上升趋势, 其中MIC组的β-D-半乳糖

苷酶活性和蛋白质含量均显著高于对照组(P<0.05),
1/2MIC组的β-D-半乳糖苷酶活性显著高于对照组

(P<0.05; 图 3), 表明ALE处理增加了细菌细胞膜通

透性, 破坏了细菌对细胞内外物质交换的调控作用,
导致胞内大分子物质外漏, 进而影响细菌生理代谢

活动, 甚至导致细菌死亡。 

2.4    电镜观察结果

从透射电镜图中可见, 对照组副溶血弧菌结构

完整, 表面光滑, 细胞内容物分布均匀(图 4a); 而
ALE处理细菌细胞质大量减少, 颜色变浅, 部分细
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图 1   ALE对副溶血弧菌的MIC (a) 和MBC (b)

Fig. 1   MIC (a) and MBC (b) of ALE against V. parahaemolyticus
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图 2   不同浓度ALE作用下副溶血弧菌的生长曲线

Fig.  2    Growth  curve  of V.  parahaemolyticus with  different
concentrations of ALE treatment
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图 3   ALE对副溶血弧菌β-D-半乳糖苷酶活性(a)及蛋白质含量

(b)的影响

Fig.  3    Effects  of  ALE on the  β-D-galactosidase  activity  (a)  and
protein content (b) of V. parahaemolyticus

误差线上字母不同表示组间存在显著差异; 下同

Different  letters  on  the  error  line  indicate  significant  differences
between groups. The same applies below
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胞壁、膜边缘出现消融(图 4b), 菌体细胞有一些明

亮的孔洞, 出现了空泡化现象(图 4c)。在扫描电镜

图中, 对照组菌体细胞保持了完整的形态, 边缘分

明且整齐, 外观圆润且具有较好的光折射性(图 4d);
经ALE处理后菌体细胞形态遭到破坏, 细胞发生裂

解, 细胞表面粘附了大量破损的细胞碎片(图 4e),
而且部分菌体呈现凹陷、起皱及囊泡状变化, 并且

有断裂的迹象(图 4f)。透射电镜和扫描电镜结果均

表明, ALE能破坏副溶血弧菌细胞结构的完整性,
可直接导致菌体裂解死亡, 或通过影响细胞膜的通

透性, 造成胞内大分子的泄漏, 从而影响细菌正常

生理活动。 

2.5    生物被膜含量

对照组副溶血弧菌可在摇菌管壁上形成一层

生物被膜, 结晶紫染色后颜色较深(结果未展示), 而
ALE处理后副溶血弧菌的生物被膜形成显著减少,
其中1/2MIC和MIC组细菌生物被膜含量显著低于

对照组(P<0.05; 图 5), 表明ALE处理抑制了副溶血

弧菌生物被膜的形成, 有助于阻止细菌对宿主的定

植和感染, 切断细菌群体间的信号交流, 并降低细

菌生物被膜的耐药作用。 

2.6    转录组学分析

数据质控及总体差异分析　　质控后所有样

品均获得2200万条以上Clean Reads, 碱基错误率均

低于0.012%, Q20质控合格率均大于98.8%, 与参考

基因组的比对率均大于92.5% (表 2), 表明测序数据

可靠, 可用于后续分析。PCA分析结果显示, ALE
组和对照组样品沿PC1轴明显区分开(图 6a), 表明

二者转录组存在差异。基于DESeq2软件筛选出各

组样品转录显著差异的基因, 并绘制表达量差异火

山图, 结果显示: 与对照组相比, ALE组有133个显

著上调基因和145个显著下调基因(图 6b)。
KEGG富集分析　　将ALE组中显著下调、

上调基因分别进行KEGG富集分析, 结果显示: 下
调基因有6条通路被显著富集(Padjust<0.05), 主要

包括MAPK信号通路 (MAPK  signaling  pathway)、
鞭毛组装(Flagellar assembly)、生物膜形成-铜绿假

单胞菌(Biofilm formation - Pseudomonas aeruginosa)
等通路, 其中涉及MAPK信号通路的为过氧化氢酶

相关基因, 鞭毛组装通路的为极性鞭毛蛋白(FlaD、

FlaJ、FlgM、MotX)、趋化性蛋白(LafT)、鞭毛组

装蛋白等相关基因, 生物膜形成通路的为保守假设

蛋白、ClpA/B型蛋白酶等相关基因(图 7a); 上调基

因也有6条通路被显著富集(P adjust<0.05), 主要包

括精氨酸、脯氨酸、β-丙氨酸、丙酸等代谢相关

通路, 以及赖氨酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降

解相关通路(图 7b)。
RT-qPCR验证　　随机选取转录组测序结果

中显著下调的8个基因进行RT-qPCR验证试验。结

果显示, 与转录组测序结果一致, RT-qPCR试验中

鞭毛组装相关基因(FliF、FliH、FlgE)、生物膜形

成相关基因(FleQ、Hcp、CIpV)、MAPK信号通路

相关基因(CAT1)及细菌Ⅵ型分泌系统相关基因(Lip)
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图 5   ALE对副溶血弧菌生物被膜的影响

Fig. 5   Effects of ALE on the biofilms of V. parahaemolyticus
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图 4   ALE对副溶血弧菌细胞结构的影响

Fig. 4   Effects of ALE on cell structure of V. parahaemolyticus
a、b、c为透射电镜图; e、f、g为扫描电镜图; a、d为CK组 ,
b、c、f、g为ALE组
a, b, and c are transmission electron microscopy images; e, f, and g
are  scanning  electron  microscopy  images;  a  and  d  represent  the
CK group; b, c, f, and g represent the ALE group

 

表 2   质控数据统计

Tab. 2   Quality control data statistics

样品名称
Sample
name

Reads数
Clean
Reads

碱基错
误率

Raw error
rate (%)

Q20
Raw Q20

(%)

参考基因比对率
Reference gene
alignment rate

(%)
CK1 20596202 0.0117 98.87 92.50

CK2 22410474 0.0119 98.80 93.03

CK3 21736136 0.0118 98.85 93.41

ALE1 20806782 0.0118 98.87 94.59

ALE2 20969700 0.0117 98.89 94.91
ALE3 22944334 0.0118 98.88 94.97
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的表达量均显著下调(P<0.05; 图 8), 表明转录组测

序结果可信度较高。 

3    讨论
 

3.1    ALE对副溶血弧菌具有较强的抑杀活性

大蒜素有着“天然抗生素”之称, 具有广谱的抗

菌作用, 可抑制鲁耶尔森氏菌(Yersinia ruckeri)、哈

维氏弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌和副溶血弧菌等

水产致病菌的生长
[8—10, 35], 对对虾黑鳃病、草鱼肠

炎病、烂腮病、赤皮病和鲢暴发性出血症的治疗

效果较好
[12, 36]

。然而, 大蒜素存在刺激性大、热稳

定性差等缺点, 因此人们通过改造大蒜素分子结构

研制性质更稳定的仿生药物。本研究的ALE即为

改造大蒜素抗菌活性基团外合成的大蒜素衍生物,
研究结果表明ALE对副溶血弧菌MIC为7.81 μg/mL、
MBC为31.25 μg/mL, 约为魏宇清等

[37]
报道的大蒜

乙醇提取物对副溶血弧菌MIC值(6.25 mg/mL)的
1/800, 以及马弋等

[9]
报道的大蒜提取物MIC值

(18.25 mg/mL)的1/2300, 与氟苯尼考、硫酸新霉素、

多西环素等抗生素的MIC值接近
[38, 39], 表明ALE对
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图 6    主成分分析(PCA)图(a)与差异表达基因火山图(b)
Fig. 6    Principal component analysis (a) and volcano plots of significantly differentially transcribed genes (b)
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图 7   ALE组中显著下调(a)、上调(b)基因的KEGG富集分析

Fig. 7   KEGG enrichment analysis of significantly downregulated
(a)  and  upregulated  (b)  genes  in  the  ALE group compared  to  the
control group
横坐标表示通路的名称, 柱子颜色表示富集的显著性(即P值),
P<0.05标记为红色星号

The horizontal axis represents the pathway name, and the column
color  represents  the  significance  of  the  difference  (P value).
P<0.05 is marked with a red asterisk
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图 8   差异表达基因的RT-qPCR验证

Fig. 8   Verification of differentially expressed genes by qRT-PCR
*表示P<0.05; **表示P<0.01

* indicates P<0.05; ** indicates P<0.01
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对副溶血弧菌的抗菌作用远强于大蒜素, 可作为抗

生素的潜在替代药物。 

3.2    ALE破坏副溶血弧菌细胞结构的完整性

抗菌药物可通过破坏细菌细胞膜结构, 使其选

择通透性功能受损, 从而影响细菌的功能
[40]
。胞外

β-D-半乳糖苷酶活性和蛋白质含量是评价细菌细

胞膜通透性的重要指标, 目前已被用于评估抗菌药

物对大肠杆菌
[28]
、解淀粉芽孢杆菌

[41]
、嗜水气单

胞菌
[42]
等细胞膜完整性的影响。代博仁等

[41]
研究

发现大蒜有机硫化物处理可提高解淀粉芽孢杆菌

(B. amyloliquefaciens)胞外β-半乳糖苷酶活性, 从而

判定该物质影响了细菌细胞膜的完整性; 孙杨等
[43]

研究发现柠檬草精油处理副溶血弧菌后, 导致上清

液中蛋白质含量、AKP活性和电导率上升, 细胞结

构遭到破坏。本研究ALE处理后副溶血弧菌胞外

的β-D-半乳糖苷酶活性、蛋白质泄露量提高, 表明

ALE处理可能损伤了副溶血弧菌细胞膜结构, 导致

其细胞膜通透性增加。电镜结果显示, 经ALE处理

后, 副溶血弧菌的细胞壁、膜边缘出现消融, 菌体

内染色不均匀, 细胞内容物泄露, 表明ALE破坏了

副溶血弧菌的细胞结构, 增加了其细胞膜通透性,
导致细胞内容物外漏, 进而可能影响一系列生理活动。 

3.3    ALE抑制副溶血弧菌生物被膜的形成

生物被膜是细菌为适应环境而形成的天然屏

障, 副溶血弧菌形成生物被膜后能更好地躲避抗菌

药物的杀伤作用, 更加有效地抵御宿主的免疫防御

机制
[44], 给弧菌病治疗带来了极大的困难。现有研

究表明, 抑制细菌生物被膜形成是抗副溶血弧菌药

物的重要作用机制, 如肖苗
[45]
的研究发现亚抑菌浓

度下麝香草酚可有效抑制副溶血弧菌生物被膜的

形成和毒力基因的表达水平; 芦平等
[46]
研究显示

1/8MIC浓度以上原儿茶酸显著抑制副溶血弧菌生

物被膜的形成, 抑制率达20%以上; 孟赫诚等
[47]
研

究表明舍曲林对副溶血弧菌具有良好的抗菌活性

与生物被膜抑制作用, 在不影响副溶血弧菌生长的

浓度下, 可降低其毒力基因的转录水平。与这些研

究结论一致, 本研究发现1/2MIC以上浓度的ALE能
有效抑制副溶血弧菌生物被膜的形成, 表明其可能

通过抑制细菌生物被膜形成发挥减毒作用。 

3.4    ALE对副溶血弧菌转录组的影响

转录组学技术可以全面研究药物干预后菌体

细胞内所有转录基因的表达变化, 能够更深入、系

统地确定药物的作用机制。大量研究表明, 大蒜素

类衍生物处理可显著改变病原菌的转录组组成, 如
Liu等[19]

用乙蒜素处理丁香假单胞杆菌猕猴桃致病

变种, 筛选到1793个差异表达基因; 冯少龙等
[48]
研

究发现大蒜提取物中有机硫化物阿藿烯和二烯丙

基硫醚能显著改变阪崎克罗诺杆菌(Cronobacter
sakazakii)的转录组, 并通过与细胞内含巯基的蛋白

或酶结合致细菌死亡。在本研究中, ALE组和对照

组细菌转录组存在明显差异, ALE处理主要引起副

溶血弧菌的MAPK信号通路、鞭毛组装、生物膜

形成-铜绿假单胞菌等通路相关基因下调。MAPK
信号通路具有调节细胞的增殖、转化、分化和凋

亡等功能, 能够抑制由过氧化氢、白细胞介素-1β
等因素诱导的细胞损伤

[49]
。细菌鞭毛具有运动性

和趋化性的功能, 还参与生物膜形成、毒力因子分

泌等过程
[50]
。细菌生物膜具有物质运输、信息传

递、能量转换等功能, 维持细菌各项正常的生理活

动
[51]
。因此, ALE处理抑制MAPK信号通路、鞭毛

组装、生物膜形成相关基因的表达, 可能会影响副

溶血弧菌的抗炎功能、运动性能和致病能力, 甚至

会造成菌体细胞凋亡。 

4    结论

ALE在体外对副溶血弧菌的抑菌活性强, 可通

过破坏菌体细胞结构, 改变其细胞膜通透性, 并抑

制细菌生物被膜的形成能力, 进而发挥副溶血弧菌

的杀灭作用。ALE可能通过下调副溶血弧菌鞭毛

组装、生物膜形成、MAPK信号转导等通路, 调控

其生理生化功能、毒力及致病性。本研究为探明

ALE抑制副溶血弧菌作用机理奠定了良好的基础,
有望进一步将其开发为新型抗菌药, 为副溶血弧菌

防治提供新的解决方案。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MECHANISM OF ALLICIN E AGAINST
VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

CAI Xue1, 2, HUANG Lei2, ZHENG A-Qin2, CHU Kuan2, LIN Hua-Li3, YANG Yan-Jie1, 2,
YUAN Ju-Lin2, SONG Da-Wei1 and YAO Jia-Yun2

(1. Life Science College, Huzhou University, Huzhou 31300, China; 2. Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture, Ministry
of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Fish Health and Nutrition of Zhejiang Province, Key Laboratory of Fishery

Environment and Aquatic Product Quality and Safety of Huzhou City, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries,
Huzhou 313001, China; 3. Shanghai Landcent Biotechnology Co., Ltd, Shanghai 201600, China)

Abstract: To investigate the antibacterial  activity of Allicin E (ALE) against Vibrio parahaemolyticus,  the minimum
inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and growth curve were determined. The
antibacterial  mechanisms were investigated by exploring the influence of  ALE on the extracellular  β-D-galactosidase
activity,  protein  content,  bacterial  morphological  structure,  biofilm  formation  ability,  and  transcriptome  of V. para-
haemolyticus. The results showed that the MIC and MBC of ALE against V. parahaemolyticus were 7.8 and 31.2 μg/mL,
respectively. Treatment with ALE resulted in damage to the cell wall and membrane structure of V. parahaemolyticus,
leading  to  the  leakage  of  intracellular  substances.  Compared  with  the  control  group,  extracellular  β-D-galactosidase
activity and protein content in the ALE-treated group were significantly increased (P<0.05), while the amount of bacte-
rial biofilm formation was significantly decreased (P<0.05). The transcriptome analysis results showed that 145 genes
were significantly downregulated in the ALE group, mainly enriched in pathways such as MAPK signal transduction,
flagella assembly, and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa. Conversely, 133 genes were significantly upregu-
lated, mainly related to amino acid metabolism and degradation pathways. The RNA-seq results were consistent with
the RT-qPCR validation tests. Our results demonstrated that ALE showed a strong antimicrobial effect against V. para-
haemolyticus by disrupting bacterial structure, inhibiting biofilm formation, and regulating the expression of genes such
as flagella and biofilms. This study laid an important foundation for exploring the role and mechanism of ALE against
V. parahaemolyticus.

Key words: Vibrio; Allicin; Antibacterial drugs; Antibacterial mechanism; Transcriptome
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