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一株降解 !"酰基高丝氨酸内酯酵母菌菌株的分离鉴定及其降解特性

邱 健，贾振华，马 宏，张 霞，宋水山"

（河北省生物研究所 石家庄 $&$$&/）

摘 要：利用 D酰基高丝氨酸内酯（D37@E-39=6=82+,;2 -7@>=;2，简称 )FG）为唯一碳源和能源，筛选得到一株能够降解
)FG的菌株 H/。常规鉴定和 /(I +JD)序列分析表明，菌株 H/属于红冬孢酵母菌（!"#$#%&#’($()* +#’),#($-%），定名为
! ? +#’),#($-% H/。结果显示 ! ? +#’),#($-% H/能利用所测试的 %种 )FG作为唯一碳源和能源生长，具有降解 )FG的
能力，其对 )FG依赖型胡萝卜欧文氏软腐病菌（.’/(0(1 21’#+#3#’1 8:K8*? 21’#+#3#’1）的致病有一定的抑制作用。
关键词：群体感应；D3酰基高丝氨酸内酯；/(I +JD)；酵母菌；系统发育
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近些年的研究发现，单个细菌之间存在着信息交流，并

且通过这种不同个体甚至不同种群间的信息交流对外界环

境变化进行群体性应答。这种细菌与细菌之间的信息交流

称为群体感应（L:=+:6 82;8,;M，简称 LI）［/］。群体感应在协调
细菌群体基因同步表达和细菌生物学功能上起着非常重要

的作用。具有群体感应的细菌不仅能够向环境中分泌一种

特殊的、可以扩散的化学小分子化学物质（也称为信号分

子），而且还可以检测环境中的信号分子，并且以细胞密度依

赖型的方式对信号分子的积累进行应答。当环境中的信号

分子达到一定的浓度阈值时，它与细菌内的特异受体蛋白结

合，诱导一系列靶基因的表达，调控相关的生物学功能［# ’ !］。

D3酰基高丝氨酸内酯（D37@E-39=6=82+,;2 -7@>=;2，)FG）作为革
兰氏阴性细菌的主要信号分子，是调控群体感应的关键因

子，降解 )FG能扰乱和阻断群体感应，阻断病原菌的发病机
制，提高植物的抗病性。目前国外已报道的含群体感应猝灭

酶的菌种已有 /$ 多种，其中包括 ! 个芽孢杆菌（ 412(,,)%
8*2@,28）、根癌农杆菌（ 56’#712+-’()* +)*-812(-0%）、节杆菌
（5’+"’#712+-’ 8*?）、肺炎克雷伯氏菌（9,-7%(-,,1 &0-)*#0(1-）、铜
绿假单胞菌（ :%-)$#*#01% 1-’)6(0#%1）和雷尔氏菌（ !1,%+#0(1
8*?）各一个，它们分别来自于植物、土壤、生物膜和实验室的
保藏菌种，其中大多数编码 )FG降解酶的基因已经被克隆
并加以研究［&］。这些结果表明，编码 )FG内酯酶的基因可能
广泛地存在于许多原核生物中。另外 N+22;K2+M等在动物细
胞中检测到某种能降解 )FG而使之失活的酶［.］。但并没有
酵母菌的相关报道，实验首次发现一株能降解 )FG的酵母
菌，这一结果丰富了群体感应淬灭酶的来源，并为进一步探

究其作用机理、酶学特性等提供了基础。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 主要试剂和材料：% 种信号分子 D3K:>7;=E-3JG3
9=6=82+,;2 -7@>=;2（0!3FIG）、D392O7;=E-3JG39=6=82+,;2 -7@>=;2

（0.3FIG）和 D3=@>7;=E-3JG39=6=82+,;2 -7@>=;2（0(3FIG）均购自
I,M67公司；P0H用 ;1< 酶、QD1P8、13R2@>=+、1!JD) 连接酶购
自 P+=62M7公司；P0H纯化试剂盒和 JD)凝胶回收试剂盒购
自时代天根公司。

#$#$% 菌种和质粒：大肠杆菌（.%2"-’(2"(1 2#,(）JF&!、==/$（含
有 1((5信号分子水解酶基因）均由实验室保存，根癌农杆菌
（56’#712+-’()* +)*-812(-0%）D1G!（*SGH!），群体感应的报告菌
株，含有 +’1> T ,12?融合基因，以及 +’1!基因，庆大霉素抗性，
用量为 %$"MU6G，本身不产生 )FG8，外源 )FG8可诱导 ,12?基
因大量表达，水解 V3M7-，产生明显的颜色变化（由法国 W7:OO8
教授惠赠）。欧文氏胡萝卜软腐病菌（ .’/(0(1 21’#+#3#’1
8:K8*? 21’#+#3#’1）由中国农业科学院植保所赵延昌博士惠赠
#$#$& 培养基：#无碳源无机培养基：D70- /M，X0- $Y&M，
ZM0-#·.F#[ $Y!M，DF!0- $Y%M，070-#·#F#[ $Y/M，XF#P[!

$Y#M， D7# I[! $Y/&M， #3（ D36=+*9=-,;=）32>97;28:-\=;,@ 7@,Q
（Z5I）/M，蒸馏水定容至 /G，*F&Y&，/#/]，#$6,;灭菌。$麦
氏培养基（用于酵母菌培养）：葡萄糖 /M，X0- /Y(M，酵母浸膏
#Y&M，醋酸钠 (Y#M，蒸馏水定容至 /G，//%]灭菌 #$6,;。%ZZ
培养基（用于 )FG检测）：X#FP[! /$Y&M，XF#P[! !Y&M，ZM# I[!

·"F#[ $Y#M，̂ 2I[! &6M，070-# /$6M，Z;0-# #6M，（DF!）# I[!

#Y$M，甘露糖醇 #Y$M，蒸馏水定容至 /G，/#/]灭菌 #$6,;，
*F"Y$。
#$% 菌种富集、分离纯化
试验土样取江西省庐山松树林土、菠菜地土和河北省石

家庄、邢台、沧州等地的耕作土、菜园土、荒土和草土等，共 &#
个。分别将土壤样品研磨成细小粉末状，以 %_的接入量接
种于富集培养基中（以 0!3FIG为唯一碳源和能源），加少许
玻璃珠，于 %$]、/%$+U6,;摇床上振荡培养 /周左右，培养基
变浑浊后，再按 /_的接入量转接到新的富集培养基中培养
/周左右，如此重复 % ’ &次，然后将富集物在琼脂平板上涂
布，选择不同形态特征的菌落，重新转接至含有 0!3FIG的富



集培养基中，相同条件下培养以验证是否具有对 !"#的降
解能力。将通过富集筛选得到的菌株分离后，得到的斜面培

养基内的菌株接入 #$培养基中 %&’，振荡（(%)*+,-.）培养
%/0后，用接种环取少量菌株样品接入平板固体培养基，采用
平板划线分离法对菌株进行纯化，于 %&’培养 %/0后得到的
单菌落接入斜面培养基。

!"# 所筛得菌株降解 $%&能力的进一步验证
对筛选到的菌株进行 !"#降解能力的进一步验证［1］。

!"’ 菌种的鉴定
!"’"! 形态学观察及生理生化特征：取 (&0培养物，离心弃
去上清，(234戊二醛固定过夜，锇酸固定半小时，5)4、3)4、
1)4、&)4、())4乙醇梯度脱水，液氮冷冻干燥，进行电镜观
察。常规菌种鉴定参照文献［&］进行。
!"’"( (&6 *78! 9:;扩增和序列分析：采用菌落 9:;扩增
方法，将得到的细胞裂解液做为模板，直接用于 9:;扩增。
用于酵母菌 (&6 *78!扩增的 9:;反应的引物为一对真菌通
用引物［<］，正向引物 86(：3=>?@!?@:!@!@?:@@?@?@:>5=，反
向引物 86&：3=>@::?:!??@@:!::@!:??!>5=。9:; 反应条
件为：<3’ /,-.；<3’ (,-.，33’ (,-.，1%’ (,-.，5)个循环；
1%’ (),-.。9:;产物的检测、回收、连接、转化 、阳性克隆参
见文献［()］。测序由上海生工生物公司完成。将菌株 ;(的
(&6 *78!序列与 ?A.$B.C核酸序列数据库中的序列进行比
对，采用 :#D6@!#E软件进行同源性分析，建系统发育树。
!") ! * "#$%&#’()* +!的生长和降解特性
!")"! ! F "#$%&#’()* ;(的生长曲线测定：分别取菌株 ;(的
%)0培养物，以 ()4的接种量接种于 %,#以 :/>"6#、:G>"6#、
:&>"6#为唯一碳源和能源的培养基中，%&’，(%)*+,-.，培养
%/0。每 %0取样 3)!#，并用血小板计数法，测定菌体个数

［((］。

以培养时间为横轴，菌体个数为纵轴绘制生长曲线。

!")"( ! F "#$%&#’()* ;(对信号分子的降解特性："信号分子
标准曲线的测定：实验方法见文献［(%］。#! F "#$%&#’()* ;(
对信号分子降解曲线的测定：取 ! F "#$%&#’()* ;(的 %)0培养
物，以 ()4的接种量接种于 (,#以终浓度为 3))!H+,#的信
号分子 :/>"6#、:G>"6#、:&>"6#为唯一碳源和能源的培养基
中，%&’，(%)*+,-.，培养 %/0。每小时取样 3)!#，离心取上清，
分别点样在含终浓度为 /)!H+,# E>HBI的 JJ固体条状培养
基，用灭菌牙签沾取农杆菌 8@#/（KL#;/）菌液（+,G))!)2/），
间隔均匀地接种于上清点样点以下的固体培养基的条带上，

%&’培养 (3 M (<0，观察现象。根据蓝斑条长度，对照标准曲
线，得到信号分子浓度，以培养时间为横轴，浓度为纵轴，绘

制信号分子降解曲线。

!")"# ! F "#$%&#’()* ;(粗酶液酶活的测定：! F "#$%&#’()* ;(
接入 #$培养基中，于 %&’，(%)*+,-.摇床过夜培养。培养液
/’ G)))*+,-. 离心 (3,-.，弃上清，沉淀用 )2<4 8B:I 洗一
遍，离心，沉淀用液氮冷冻 % M 5,-.后，加 /),# 9$6裂解液，
混匀后 /’静置 5),-.，然后超声破碎（超声条件：功率 /))N，
3O，间隔 3O，重复 << 次），然后裂解液低温 ())))*+,-. 离心
5),-.，弃去沉淀，取出上清过 )2/3!,微孔滤膜，P %)’低温
储存备用。粗酶液酶活测定同 (232%中的#。
!")"’ ! F "#$%&#’()* ;( 对欧文氏软腐病菌的抑制：将胡萝
卜欧文氏软腐病菌以 (4的接种量接种于 %),# #$液体培养
基，5)’ (%)*+,-.培养至 +,G))值约为 )2&左右，用灭菌水稀

释 ()5倍，再分别与 ! F "#$%&#’()* ;(菌液（%&’过夜培养）按
(Q (比例混合，%&’静置 %0备用。将土豆用自来水洗干净，
用 1)4乙醇进行表面消毒后，用灭过菌的小刀将土豆切成厚
度约 (R,的土豆块，放置于铺有滤纸的平板上，在土豆的中
央挖一个深约 )2(R,的小坑，分别将 ! F "#$%&#’()* ;(与致病
菌的混合液接种在土豆小坑中，接种量为 3!#，用移液枪滴加
(,#的无菌水于滤纸上（使土豆保持一定湿度），放置于培养
箱内 5)’培养 %&0后观察土豆的腐烂现象［(5］。

( 结果

("! 样品的富集培养和菌种分离纯化
取自江西庐山土样经过 /次富集培养后，得到的混合微

生物的培养物，它可以在含 3))!H+,#的 :/>"6#的合成培养
基中生长。上述混合培养物在 :/>"6#的平板上进行涂布，
挑取单菌落，经过复筛、纯化后得到一株能以 :/>"6#为唯一
碳源和能源的酵母菌菌株 ;(和两株细菌（结果未列出）。
("( 所筛得菌株降解 $%&能力的进一步验证
进一步验证菌株 ;(的 !"#降解能力，发现该菌具有降

解 !"#的能力（图 (）。因为在单个细菌之间的群体感应信
号分子的浓度从 % M (3!,SI+#不等，所以选择信号分子 :/>
"6#终浓度为 (3!,SI+#。如图 (所示，经过 /0混合培养，阳
性对照出现 5个蓝斑，而 ! F "#$%&#’()* ;(和阴性对照均无蓝
斑出现。说明 ! F "#$%&#’()* ;(与信号分子的混合培养液中，
信号分子被利用，浓度减小，而且它显示很强的降解代谢能

力，它可以将信号分子完全降解。

图 ! 菌株 +!对 $%&降解情况
T-HF( 7AH*BUBV-S. SW !"# XY OV*B-. ;(F !：6V*B-. ;(；$：:/>"6#；
:：6V*B-. 66() F

("# 菌种的鉴定
("#"! 形态学观察及生理生化特征：观察在麦氏平板固体
培养基上培养 %/0的菌株 ;( 的菌落，其特征为粉红色，圆
形，隆起，不透明，表面光滑，湿润，边缘整齐。菌体大小为

/2%3 M 1251!,$/2/G M 12%3!,，细胞为圆或椭圆形（图 %），出
芽生殖，无假菌丝生成。能利用葡萄糖和蔗糖进行发酵，可

以利用蔗糖、棉籽糖、柠檬酸等作为碳源。在无维生素培养

基中生长。

图 ( 菌株 +!的细胞形态（!(,,, -）
T-HF% @0A RAIIZIB* ,S*K0SISHY SW OV*B-. ;(（(%))) [）F

G35 \]D ^-B. )" -& F +./"- 0’/$#1’#&#2’/- 3’4’/-（%))1）/1（%）



图 ! 菌株 "#在含不同 $%&’培养基的生长及对不同 $%&’的降解
!"#$% &’()*+ ,-. ./#’,.,*"(- (0 1234 0(’ 4*’,"- 56$ 7*’,"- 56 ),4 #’()- "- 8"-/’,9 8/.":8 ;(-*,"-"-# <%=273（1），

<>=273（?），<@=273（<）,4 4(9/ ;,’A(- ,-. /-/’#B 4(:’;/，’/4C/;*"D/9B$

()*)( 6@7 ’EF1 G<5 扩增和序列测定、比对、系统发育分
析：扩增菌株 56 的 6@7 ’EF1 基因，长度为 6@H6AC，在
&/-?,-I中的登录号为 EJ>%K>6%。将菌株 56的 6@7 ’EF1序
列与 &/-?,-I数据库中的序列进行同源性比较，发现菌株 56
与红冬孢酵母菌属的 6@7 ’EF1自然类聚。在最相近的 L6个
序列中，菌株 56与他们的同源性为 M@N O MMN。从 L6个序
列中挑选 6P个菌株的 6@7 ’EF1序列与菌株 56构建的系统
发育 树 如 图 Q 所 示。从 图 中 可 以 看 出 菌 株 56 与
!"#$#%&#’($()* +#’),#($-% 聚 为 一 群，表 明 菌 株 56 与
!"#$#%&#’($()* +#’),#($-%的亲缘关系最近。

图 * 以 #+, -./$为基础的酵母菌系统发育树
!"#$Q G+B9(#/-/*"; *’// (0 "4(9,*/. 56 ,-. (*+/’ B/,4* 4*’,"-4 A,4/. (-

6@7 ’EF1 4/R:/-;/4$ F:8A/’4 "- C,’/-*+/4/4 ’/C’/4/-* *+/ 4/R:/-;/4

,;;/44"(- -:8A/’ "- &/-?,-I$ S+/ -:8A/’ ,* /,;+ A’,-;+ C("-*4 "4 *+/

C/’;/-*,#/ 4:CC(’*/. AB A((*4*’,C$ ?,’，6N 4/R:/-;/ ."D/’#/-;/$

()! ! 0 "#$%&#’()* "#的生长曲线和信号分子降解曲线
()!)# ! $ +#’),#($-% 56的生长曲线和信号分子降解曲线：信
号分子 <%=273浓度与蓝斑距离函数为 . T PU>6L@3-（/）V
LU6>MH（!L T PUM@@K）。! $ +#’),#($-% 56 在以 <%=273 为唯一
碳源和能源的培养基中的生长曲线和信号分子降解曲线绘

制如图 %显示。
! $ +#’),#($-% 56能利用 <%=273作为唯一碳源和能源进

行生长，随着菌体数的增加，信号分子 <%=273也逐渐的被消
耗，在经过 LP多个小时的培养后，菌株生长进入衰亡期，<%=
273也停止消耗。另外菌株 56也可利用其他信号分子 <>=
273、<@=273进行生长（图 %=?、图 %=<），说明它的底物谱较宽。
()!)( 粗酶液酶活的检验：粗酶液与 <@=273等体积混合反
应 6L+后，蓝斑实验结果显示（图 H），经过 6L+的催化反应，
信号分子 <@=273能完全被 ! $ +#’),#($-% 56的粗酶降解，说

明该菌株中确实存在能降解 F=酰基高丝氨酸内酯的酶。

图 1 粗酶液与 2+3%,&反应后蓝斑实验
!"#$H E/#’,.,*"(- (0 <@=273 AB *+/ ;’:./ ;/99 /W*’,;*4 (0 4*’,"- 56$ 1：

S+/ ;’:./ ;/99 /W*’,;*4 (0 4*’,"- 56；?：2LX；<：S+/ ;’:./ ;/99 /W*’,;*

(0 4*’,"- 776P $

()1 菌株 "#对欧文氏软腐病菌的抑制
经过 L@+培养后观察土豆的腐烂现象，结果显示（图 >），

未接种筛选菌株混合培养的欧文氏胡萝卜软腐病菌，经过一

段时间的培养，在土豆表面能引起大面积的组织松软腐烂，

而菌株 56与欧文氏胡萝卜软腐病菌混合培养后，能较明显
的抑制土豆表面的腐烂。上述现象说明，菌株 56中存在的
某类物质，阻断或者部分阻断了 0 $ 12’#+#3#’2 4:A4C$
12’#+#3#’2个体之间的群体感应，抑制病害的发生。

图 4 菌株 "#在土豆表面对软腐病菌的抑制
!"#$ > <(-*’(9 (0 4(0* ’(* ."4/,4/ AB 4*’,"- 56 (- C,*,*($ 1Y 6PPP *"8/4

."9:*"(- (0 *+/ ;:9*:’/ A’(*+ (0 0 $ 12’#+#3#’2 4:A4C$ 12’#+#3#’2；?：

<(;:9*:’/ (0 4*’,"- 56 ,-. 0 $ 12’#+#3#’2 4:A4C$ 42’#+#3#’2 $

* 讨论

群体感应现象广泛的存在于原核和真核生物中。尽管

不同物种中群体感应信号分子的结构不尽相同，但在协调种

群内的生物学功能和不同种群间的相互作用中都起到重要

作用。真核生物如白色念珠菌、酿酒酵母等产生的金合欢醇

KHQ邱 健等：一株降解 F=酰基高丝氨酸内酯酵母菌菌株的分离鉴定及其降解特性 $ Z微生物学报（LPPK）%K（L）



和色氨醇等信号分子调控自身从菌丝体到酵母细胞两种形

态的转换，也影响着生物膜的形成。在种群间的相互作用

中，不同物种可以利用自身的群体感应来抑制对手或在相互

竞争中占得先机。比如铜绿假单孢菌和黄单孢菌产生的信

号分子可以抑制白色念珠菌菌丝体的发育［!"，!#］，白色念珠菌

产生的金合欢醇可诱导巢曲霉细胞凋亡［!$］，说明金合欢醇可

能在白色念珠菌与其它真菌的竞争中发挥作用。至今已经

报道的真核生物中产生的 %&’猝灭酶只有 (种，来自猪肝脏
和动物细胞［!)］。这些发现都预示着，当真核宿主不断遭遇病

原微生物的侵染时，真核生物会逐渐形成或利用已有的机制

破坏细菌群体感应信号系统，抵御病原菌入侵。尽管未比较

酵母菌 *!中淬灭酶的能力和已报道细菌中淬灭酶的能力孰
强孰弱，但是在与构建水解酶基因表达载体 ++!,的比较中，
! - "#$%&#’()* *!显示了很强的降解能力。对于该降解能力
是否存在于 ! - "#$%&#’()* *!同源性较高的不同种的酵母菌
中，将进一步进行研究。尽管在细菌和真菌中都发现了群体

感应现象，但是不同种群所利用的信号分子并不相同，可以

推测酵母菌在自然环境中与细菌的相互竞争中不仅通过自

身的群体感应获得优势，而且通过破坏细菌群体感应信号分

子来阻断群体感应的发生。
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