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研究报告 

高产信号分子 AI-2 乳酸菌的筛选及其 Pfs 基因的克隆和表达 

顾悦  廉雪花  吴荣  田建军  杨军  贺银凤* 

(内蒙古农业大学食品科学与工程学院  内蒙古 呼和浩特  010018) 

 
 

摘   要：【目的】从锡盟地区酸马奶酒分离的乳酸菌中筛选出高产信号分子自体诱导物 2 

(Autoinducer-2，AI-2)的乳酸菌，通过优化其重组蛋白 Pfs 的诱导条件体外合成信号分子 AI-2。【方

法】利用生物学发光法对不同乳酸菌产信号分子 AI-2 的产量进行比较，以高产信号分子 AI-2

乳酸菌基因组 DNA 为模板，扩增其 S-腺苷高半胱氨酸核苷酶(S-adenosylhomocysteine nucleosidase，

Pfs)基因，构建原核表达载体。利用异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG)进行重组蛋白的诱导

表达，通过优化培养基、诱导温度、诱导前菌体密度、IPTG 浓度以及诱导时间得到高表达的

Pfs 蛋白，使其与底物作用最终体外合成信号分子 AI-2。【结果】10 株乳酸菌均可产信号分子

AI-2，其中屎肠球菌 8-3 分泌信号分子 AI-2 的产量明显高于其他菌株；重组蛋白的最佳诱导条

件为：选取 SOC (Super optimal broth with catabolite repression)作为诱导表达培养基，菌液 OD600

为 0.5–0.7 时加入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG，37 °C 诱导 12 h；利用最优诱导条件获得了浓

度为 4.08 g/L 的纯化 Pfs 蛋白，体外合成了信号分子 AI-2。【结论】酸马奶酒中分离出的 10 株

乳酸菌均可产生信号分子 AI-2，且屎肠球菌 8-3 可通过 Pfs 基因的作用生成信号分子 AI-2。 

关键词：乳酸菌，信号分子 AI-2，S-腺苷高半胱氨酸核苷酶(Pfs)，诱导表达，重组蛋白 

Screening lactic acid bacteria with high production of AI-2 and 
cloning and expression of the Pfs gene 

GU Yue  LIAN Xue-Hua  WU Rong  TIAN Jian-Jun  YANG Jun  HE Yin-Feng* 

(College of Food Science and Engineering, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot,  
Inner Mongolia 010018, China) 

Abstract: [Objective] The study in order to screen the strain with high yield of autoinducer-2 (AI-2) 
of lactic acid bacteria strains which isolated from koumiss of Ximeng region in Inner Mongolia, and 
optimize the condition of recombinant protein to synthesize signal molecule AI-2 in vitro. [Methods] 
Using biological luminescence method to compare the contents of signal molecule AI-2 which 
produced by different lactic acid bacteria, with high production of signal molecule AI-2 lactic acid 
bacteria genomic DNA as a template, expanded its S-adenosine homocysteine nucleoside enzyme 
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(Pfs) gene to build the prokaryotic expression vector. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
was used to induce expression of recombinant proteins. The culture medium, induction temperature, 
the density of bacteria, IPTG concentration and inducing time were optimized to get the high 
expression of Pfs protein, and finally synthesized signal molecule AI-2 in vitro. [Results] Ten strains 
of lactic acid bacteria could produce AI-2, and the relative luminescence intensity of AI-2 secreted by 
Enterococcus faecium 8-3 was obviously higher than other strains. The optimal inducing condition of 
the recombinant protein was as follows: when the OD600 was 0.5–0.7, using SOC medium as the 
induction medium, the induction were initiated with 0.1 mmol/L IPTG at 37 °C for 12 h; The optimal 
inducing condition was used to induce the target protein and obtained the purified Pfs protein with 
the concentration of 4.08 g/L, and successfully synthesized AI-2 in vitro. [Conclusion] The strains of 
ten lactic acid bacteria isolated from Koumiss could produce AI-2 and the signal molecule AI-2 of 
Enterococcus faecium 8-3 could be synthesized by Pfs gene. 

Keywords: Lactic acid bacteria, Signal molecules AI-2, S-adenosylhomocysteine nucleosidase (Pfs), 
Induced expression, Recombinant protein 

群体感应(Quorum sensing，QS)是细菌通过小

分子物质进行信息交流、感知菌体密度，进而调控

目的基因表达的一种机制[1-2]。群体感应现象可以

调控抗生素和胞外酶的产生、生物膜形成、质粒转

运、菌体抗药性等过程[3-4]。其中，LuxS/AI-2群体

感应系统存在于革兰氏阳性菌和阴性菌中，它们分

泌的信号分子 AI-2 结构相似，而且具有一定的保

守性，是介导种间交流的一类信号分子[5-8]。近几

年的研究发现，在不同乳酸菌种间以及乳酸菌种内

存在着群体感应现象。分离自发酵泡菜中的优势菌

种乳酸杆菌、魏斯氏菌和明串珠菌可以产信号分子

AI-2，并且这些菌株在未分离时可以产更多的信号

分子 AI-2[9]。同时，酸马奶酒分离出的部分乳酸菌

也可以产信号分子 AI-2[10]，并且乳酸菌在与酵母

菌共培养的过程中许多生理性状都受群体感应系

统的调控[11-12]。在粪肠球菌 V583培养过程中孵育

过量的信号分子 AI-2 对其生长速率无明显影响，

但与翻译、代谢、能量产生等 15个相关蛋白的表

达量下降，而且促进了生物膜的形成[13]。对植物

乳杆菌 KLDS1.0391 添加外源信号分子 AI-2 的研

究中也发现，外源信号分子 AI-2 对菌体生长速率

无明显影响，但菌体细菌素产量增加，并且不同添

加量对细菌素的促进作用也不相同[14]。 

目前发现，所有产生信号分子 AI-2 的细菌都

具有相同的合成信号分子 AI-2的途径，即 S-腺苷

甲硫氨酸(S-adenosylmethionine，SAM)代谢过程。

S-腺苷甲硫氨酸作为一种甲基的供体脱去甲基后

生成 S-腺苷高半胱氨酸(S-adenosylhomocysteine，

SAH)。SAH经 Pfs蛋白催化生成 S-核糖高半胱氨

酸(S-ribosylhomocysteine，SRH)和腺嘌呤，S-核糖

高半胱氨酸再经 S-核糖高半胱氨酸裂解酶

(S-ribosylhomocysteine lyase，LuxS)蛋白催化生成

4,5- 二 羟 基 -2,3- 戊 二 酮 (4,5-Dihydroxy-2,3- 

pentanedione，DPD)和高半胱氨酸(Homocysteine，

HCY)。DPD不稳定，可以通过自身的分子重排形

成信号分子 AI-2[15-16]。目前因为商品化的信号分

子 AI-2 在国内比较缺乏，且本身存在易降解的特

性，无法从细菌的代谢产物中分离出来，所以利用

分子生物学手段表达信号分子 AI-2 合成的相关蛋

白对信号分子 AI-2的前体物质 DPD进行合成。有

研究通过扩增 Escherichia coli MG1655的 LuxS基

因和 Pfs基因，并构建原核表达载体表达蛋白最终

体外合成了 AI-2[17-18]。这说明 Pfs蛋白可以外源表

达，并具有其原有的生物活性。 

实验选取分离自锡盟地区酸马奶酒中的 10株

乳酸菌，通过生物学手段，利用哈维氏弧菌(Vibrio 

harveyi) BB170 检测具有生物活性的信号分子

AI-2的产生。同时，对高产信号分子 AI-2乳酸菌
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的 Pfs基因进行克隆，构建原核表达载体，利用大

肠杆菌原核表达系统表达 Pfs 蛋白并进行诱导条

件的优化，最终体外合成信号分子 AI-2，为进一

步研究添加外源信号分子 AI-2 对乳酸菌生理功能

的调节作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、主要试剂和仪器 

分离自酸马奶酒中的粪肠球菌 1-1、1-3、4-3-2，

屎肠球菌 8-3、5-2-1，植物乳杆菌 6-1-1，干酪乳

杆菌 5-1-1、10-3-3，嗜酸乳杆菌 9-2-2，发酵乳杆

菌 2-1，均为本实验室保藏；V. harveyi BB170购

自 ATCC；大肠杆菌 Trans1-T1和 BL21(DE3)感受

态细胞及原核表达载体 pEASY Blunt E1购自北京

全式金生物技术有限公司。 

琼脂糖凝胶回收和质粒小提试剂盒，Axygen

公司；蛋白 Marker，全式金生物技术有限公司；

SDS-PAGE凝胶制备试剂盒，Solarbio公司；Premix 

Taq，宝生物工程有限公司；异丙基硫代半乳糖苷

(Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside，IPTG)、氨苄

青霉素 (Ampicillin，Amp)和溶菌酶 (酶活力 >     

20 000 U/mg)，eBio-top公司。 

THZ-98A 型恒温振荡器，上海一恒科学仪器

有限公司；凝胶成像系统、水平电泳仪和蛋白质电

泳仪，美国 Bio-Rad 公司；T6 新悦可见分光光度

计，北京普析通用仪器有限责任公司；高速冷冻离

心机，Eppendorf公司；Scientific Multiskan FC酶

标仪，美国 Thermo公司。 

1.2  高产信号分子 AI-2 乳酸菌的筛选 

1.2.1  乳酸菌无菌上清液的制备：将培养至对数期

的乳酸菌按 1%接种量接入新鲜的 MRS 培养基[19]

中，37 °C、100 r/min继续培养19 h，菌液6 000 r/min

离心 20 min弃去菌泥，上清液用 0.22 μm滤菌器

过滤除菌；将 V. harveyi BB170 接种于 AB 培养  

基[20]，30 °C、100 r/min振荡培养 16 h，用相同方

法收集无菌上清液作为阳性对照；用 0.22 μm滤菌

器分别过滤 MRS培养基和 AB培养基作为介质对

照和阴性对照。滤液−20 °C保存。 

1.2.2  生物学方法检测信号分子 AI-2：将 V. 

harveyi BB170接种于 AB培养基，30 °C、100 r/min

振荡培养至 OD600为 0.7–1.2，菌液用新鲜 AB培养

基以 1:5 000比例稀释，振荡混匀，将乳酸菌无菌

上清液及阳性、阴性、介质对照与稀释后的 V. 

harveyi BB170菌液按体积比 1:99进行混合，30 °C

继续振荡培养。0–6 h内每 30 min取 200 μL/孔至

96孔酶标板测定其荧光强度。  

0–6 h内以阴性对照荧光强度达到最小值时的

时间点为基准，计算相对荧光强度，公式如下[21]： 

阳性对照相对荧光强度=阳性对照的荧光强

度值/阴性对照的荧光强度值； 

待测样品相对荧光强度=待测样品的荧光强

度值/介质对照的荧光强度值。 

1.3  高产信号分子 AI-2 乳酸菌 Pfs 基因的克隆

与表达 

1.3.1  原核表达载体的构建：以屎肠球菌 8-3的基

因组 DNA为模板，进行 Pfs基因的 PCR扩增，引

物序列为 F：5′-ATGAAAATCGGTATTATCGGC-3′；

R： 5′-TTATACGAGATGTTTGACAAATTCG-3′。

PCR 反应体系(25 μL)为：Premix Taq 12.5 μL，

ddH2O 8.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

模板 2 μL。PCR反应条件：95 °C 4 min；95 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 7 min。

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，采用琼脂糖

凝胶回收 DNA试剂盒回收纯化目的片段。将得到

的 Pfs基因片段与表达载体 pEASY Blunt E1进行连

接后转化入 Trans1-T1感受态细胞，在含有 100 mg/L 

Amp的 LB固体培养基[22]上 37 °C培养过夜，挑取

阳性克隆菌落进行菌落 PCR 鉴定。将鉴定正确的

阳性克隆菌液送至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序。 

取测序成功的菌液进行质粒的提取，将构建到

原核表达载体 pEASY-Blunt E1的 Pfs基因的重组

质粒转化入表达感受态细胞中，在含有 100 mg/L 

Amp的 LB固体培养基上挑取阳性克隆菌落，于含



顾悦等: 高产信号分子 AI-2乳酸菌的筛选及其 Pfs基因的克隆和表达 1159 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

有 100 mg/L Amp 的 LB 液体培养基中 37 °C、   

200 r/min培养 6 h后甘油保存。 

1.3.2  最佳诱导条件的确定：(1) 诱导培养基的确

定。含有重组质粒 pEASY Blunt E1-Pfs 的

BL21(DE3)菌液分别接种于 LB、2YT、SOC、SOB、

TB、M9培养基[22](含 100 mg/L Amp)中培养至OD600

为 0.5–0.7，加入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG进行

重组蛋白的诱导表达，200 r/min诱导 6 h，菌体漂

洗重悬后进行 SDS-PAGE分析。 

(2) 诱导温度的确定。将 BL21(DE3)菌液接种

于 SOC培养基(含 100 mg/L Amp)中培养至 OD600

为 0.5–0.7，加入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG进行

重组蛋白的诱导表达，分别置于 25、30、37 °C    

诱导。  

(3) 诱导前菌体密度的确定。将 BL21(DE3)

菌液接种于 SOC培养基(含 100 mg/L Amp)中培养

至 OD600分别为 0.3、0.5、0.7、0.9、1.1，加入终

浓度为 1 mmol/L的 IPTG进行重组蛋白的诱导。 

(4) 诱导剂 IPTG 浓度的确定。将 BL21(DE3)

菌液接种于 SOC培养基(含 100 mg/L Amp)中培养

至 OD600为 0.5–0.7，加入终浓度分别为 0、0.10、

0.25、0.50、0.75、1.00 mmol/L的 IPTG进行重组

蛋白的诱导表达。 

(5) 诱导时间的确定。将 BL21(DE3)菌液接种

于 SOC培养基(含 100 mg/L Amp)培养至 OD600为

0.5–0.7，加入终浓度为 0.1 mmol/L的 IPTG进行重

组蛋白的诱导表达，37 °C、200 r/min分别诱导 4、

6、8、10、12 h，菌体漂洗重悬后进行 SDS-PAGE

分析。 

1.3.3  重组蛋白存在形式的检测：在最优诱导条

件下对重组质粒进行诱导，6 000 r/min离心 10 min

收集菌体，用 PBS缓冲液[23]漂洗菌体 2次，将菌

体重悬于 PBS中，加入溶菌酶(终浓度为 1 g/L)和

苯甲基磺酰氟 (Phenylmethanesulfonyl fluoride，

PMSF，终浓度为 1 mmol/L)，冰上超声波破碎细

胞，4 °C、12 000 r/min离心 20 min，分别收集上

清和沉淀，沉淀用 PBS 缓冲液漂洗 2 次后重悬于

PBS中，将上清和沉淀进行 SDS-PAGE分析。 

1.3.4  体外合成信号分子 AI-2：采用 Ni柱对优化

诱导的重组蛋白 Pfs 进行纯化，利用超滤管对蛋白

进行浓缩，浓缩蛋白采用 BCA试剂盒测定其浓度。

同时，按上述方法得到纯化的 LuxS蛋白。将 1 g/L

的 Pfs 蛋白和 LuxS 蛋白与 1 mmol/L SAH 在      

10 mmol/L 的磷酸钠缓冲液(pH 7.5)中 37 °C 作用  

1 h，反应液用超滤管去除未反应的蛋白。埃尔曼试

剂法测定其浓度，生物学方法检测其荧光强度[14]。 

2  结果与分析 

2.1  高产信号分子 AI-2 乳酸菌的筛选 

信号分子 AI-2 活性实验是基于它的保守性，

不同细菌产生的信号分子 AI-2 都能被报告菌株  

V. harvey BB170识别，诱导其荧光酶基因的表达，

从而产生发光反应[24-26]。由图 1可知，在 0–3 h内，

阳性对照、阴性对照、介质对照的荧光强度均随时

间的延长而不断下降；随后，介质对照和阴性对照

荧光强度值继续下降，并且阴性对照在 4 h时荧光

强度达到最低，之后开始升高，由于阴性对照中只

有稀释后的指示菌 V. harveyi BB170，表明当培养

时间达到 4 h时，指示菌产生的信号分子 AI-2浓

度达到诱导其发光的时间阈值。因此，以 4 h时的

荧光强度值为基准计算相对荧光强度，表示信号分

子 AI-2活性。 

 

 
 
图 1  各样品不同培养时间的荧光强度 
Figure 1  The fluorescence of different incubation time of 
samples 
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图 2  乳酸菌培养 19 h 上清液相对荧光强度 
Figure 2  Relative fluorenscence intensity of different lactic acid bacteria cell free supernatant in culture 19 h 

 

研究显示，乳酸菌产信号分子 AI-2 都在对数

末期或者稳定期初期，因此实验中选择培养 19 h

时测定不同乳酸菌产信号分子 AI-2 的荧光强   

度[27-28]。由图 2 可知，10 株乳酸菌的相对荧光强

度均大于阴性对照，说明 10株乳酸菌全部可以产

信号分子 AI-2，其中屎肠球菌 8-3的相对荧光强度

明显高于其它几株，因此选取菌株 8-3 用于后续 

实验。 

2.2  Pfs 基因的克隆 

为了进一步研究乳酸菌群体感应系统，对屎肠

球菌 8-3的 Pfs基因进行克隆，PCR扩增产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳，扩增的基因片段大小约为    

750 bp，见图 3。构建重组质粒 pEASY Blunt 

E1-Pfs，经含有 100 mg/L Amp的 LB抗性平板筛

选，挑取阳性克隆菌落进行菌落 PCR验证，克隆

鉴定结果见图 4。选取 PCR鉴定正确的阳性克隆

进行测序，测序结果显示连接后阳性率比较高，

且经氨基酸序列比对分析，屎肠球菌 8-3 的 Pfs

蛋白氨基酸序列与屎肠球菌 AUS0085中 Pfs蛋白

氨基酸序列的相似性高达 100%，进而说明重组质

粒构建正确。 

 
 

图 3  Pfs 基因的 PCR 扩增结果 
Figure 3  PCR production of Pfs gene 
注：M: Marker；1：Pfs基因扩增产物. 

Note: M: Marker; 1: PCR products of Pfs gene. 
 

 
 

图 4  菌落 PCR 鉴定阳性克隆 
Figure 4  Colony PCR identification of positive clones 
注：M: Marker；1：阳性克隆 PCR结果. 

Note: M: Marker; 1: PCR products of positive clones. 
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2.3  诱导条件的优化 

为了进一步提高重组蛋白 Pfs的表达量，实验

从诱导培养基、诱导温度、诱导前菌体密度、诱导

剂 IPTG浓度以及诱导时间 5个方面进行优化。 

2.3.1  重组蛋白诱导培养基的确定：将含有重组

质粒的菌液分别接入不同培养基中，SDS-PAGE分

析结果如图 5所示，重组蛋白在 SOC培养基中诱

导时有明显的诱导条带，重组蛋白大小约为 26 kD，

在 30 kD左右处有明显条带，其余 5种培养基未见

明显的诱导条带，可能是由于 SOC 中含有的少量

葡萄糖提高了重组蛋白的表达量。所以，实验选取

SOC培养基作为诱导培养基。 

2.3.2  重组蛋白诱导温度的确定：对重组蛋白进

行不同温度下的诱导，结果如图 6所示，重组蛋白

在 25、30、37 °C下均有表达，其中 37 °C条件下

诱导表达量明显高于 25 °C和 30 °C，这可能是因

为 37 °C 是大肠杆菌的最适生长温度，因此选择

37 °C作为诱导温度。 

2.3.3  重组蛋白诱导前菌体密度的确定：选取不同

菌体密度进行 IPTG的诱导，结果如图 7所示，诱

导前菌体量对重组蛋白 Pfs的表达略有影响。OD600 

 

 
 

图 5  培养基对重组蛋白 Pfs 表达的影响 
Figure 5  Effect of culture medium on the expression of 
recombinant protein Pfs 
注：M: Marker；1、8：未诱导的全菌体蛋白；2–7：分别为

LB、2YT、TB、M9、SOB、SOC培养基诱导后的全菌体蛋白；

箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1, 8: Not induced recombinant protein; 2–7: 
The culture medium of LB, 2YT, TB, M9, SOB and SOC induced 
recombinant protein; Indicated by the arrows is recombinant 
protein. 

 
 
图 6  诱导温度对重组蛋白 Pfs 表达的影响 
Figure 6  Effect of induction temperature on the 
expression of recombinant protein Pfs 
注：M: Marker；1：未诱导的全菌体蛋白；2–4：诱导温度分

别为 25、30、37 °C；箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1: Not induced recombinant protein; 2–4: 
Recombinant protein was induced when temperatures was 25, 30 
and 37 °C; Indicated by the arrows is recombinant protein. 

 

 
 
图 7  诱导前菌体密度对重组蛋白 Pfs 表达的影响 
Figure 7  Effect of biomass before induction on the 
expression of recombinant protein Pfs 
注：M: Marker；1：未诱导的全菌体蛋白；2–6：诱导前菌液

OD600分别为 0.3、0.5、0.7、0.9、1.1；箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1: Not induced recombinant protein; 2–6: 
Recombinant protein was induced when OD600 was 0.3, 0.5, 0.7, 
0.9 and 1.1; Indicated by the arrows is recombinant protein. 
 
在 0.3–0.7之间时重组蛋白的表达量相对较高，随

着菌体密度的不断增大，诱导的重组蛋白表达量反

而降低，可能是因为在菌体生长过程中随着重组蛋

白表达量的增加，一些蛋白酶的表达也同时增加，

进而加速了重组蛋白的分解。因此选择 OD600 为

0.5–0.7 的代谢相对旺盛的对数期菌体以进行诱导

表达。 

2.3.4  重组蛋白诱导剂 IPTG 浓度的确定：选取不

同浓度的 IPTG进行诱导，结果如图 8所示，IPTG 
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图 8  IPTG 浓度对重组蛋白 Pfs 表达的影响 
Figure 8  Effect of IPTG concentration on the expression 
of recombinant protein Pfs 
注：M: Marker；1–7：IPTG浓度分别为 0、0.10、0.25、0.50、

0.75、1.00 mmol/L；箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1–7: Recombinant protein was induced when 
IPTG concentration was 0, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 and       
1.00 mmol/L; Indicated by the arrows is recombinant protein. 

 
的浓度对重组蛋白 Pfs的诱导表达无明显影响，由

于高浓度的 IPTG对菌株有一定的毒害作用，所以

选择诱导剂 IPTG 的终浓度为 0.1 mmol/L。IPTG

是一种强诱导剂，在细菌的代谢过程中不会被利

用，可以持续性地发挥作用，所以低浓度的 IPTG

就可以起到良好的诱导效果。采用低浓度的 IPTG

可以适当降低转录的速率，有利于蛋白的可溶性

表达[29]。 

2.3.5  重组蛋白诱导时间的确定：对重组蛋白 Pfs

诱导不同的时间，结果如图 9所示，重组蛋白 Pfs

在不同诱导时间下均有表达，其中在 12 h时表达

量较高，因此选择诱导 12 h 为重组蛋白 Pfs 的诱

导时间。 

2.3.6  重组蛋白存在形式的检测：对诱导后的全

菌体蛋白、上清和沉淀分别进行 SDS-PAGE分析，

结果如图 10 所示，经 IPTG 诱导后全菌蛋白中含

有重组蛋白 Pfs，且上清中重组蛋白 Pfs 的含量明

显高于沉淀中，说明重组蛋白 Pfs以可溶性蛋白的

形式存在，而沉淀中含有的重组蛋白可能是由于裂

解细胞不充分所导致的。 

2.3.7  体外合成信号分子 AI-2：通过对重组蛋白

Pfs诱导条件的优化，使得重组蛋白被大量诱导，

经 Ni柱纯化、超滤管离心浓缩后获得重组蛋白 Pfs

的质量浓度为 4.08 g/L。在相同诱导条件及纯化方

法下得到重组蛋白 LuxS的质量浓度为 8.13 g/L。

以 SAH为底物，利用 LuxS和 Pfs蛋白合成信号

分子 AI-2，采用埃尔曼试剂法测得信号分子 AI-2

的摩尔浓度为 203 μmol/L，生物学发光法测得体

外合成的摩尔浓度为 203 μmol/L的信号分子 AI-2

的荧光强度可达阳性对照的 184倍(图 11)。 

 

 
 
图 9  诱导时间对重组蛋白 Pfs 表达的影响 
Figure 9  Effect of induction time on the expression of 
recombinant protein Pfs 
注：M: Marker；1：诱导前全菌体蛋白；2–6：诱导时间分别

为 4、6、8、10、12 h；箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1: Not induced recombinant protein; 2–6: 
Recombinant protein was induced when induction time was 4, 6, 
8, 10 and 12 h; Indicated by the arrows is recombinant protein. 

 

 
 
图 10  重组蛋白 Pfs 的存在形式 
Figure 10  Detection of the form of recombinant protein 
Pfs 
注：M: Marker；1：诱导前全菌体蛋白；2：诱导后全菌体蛋

白；3：诱导后裂解菌体的沉淀；4：诱导后裂解菌体的上清；

箭头所示为重组蛋白. 

Note: M: Marker; 1: Not induced recombinant protein; 2: Induced 
whole cell protein; 3: The precipitation of induced lysed cell; 4: 
The supernatant of induced lysed cell; Indicated by the arrows is 
recombinant protein. 
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图 11  体外合成 AI-2 的活性 
Figure 11  The activity of in vitro synthesis of AI-2 
 

3  讨论 

信号分子 AI-2 介导的群体感应现象广泛存在

于革兰氏阳性菌和阴性菌中，并且其介导的群体感

应系统参与多种细菌的代谢过程。Silva 等[30]研究

发现 Vibrio cholerae的生物膜形成与 AI-2 有关。

Arnold 等[31]研究发现 LuxS/AI-2 系统在 Borrelia 

burgdorferi 感染哺乳动物的过程中起到了重要作

用。Lyon等[32]研究发现 Streptococcus pyogenes中

的 LuxS/AI-2系统对毒素和毒性起到调节作用。但

是这些研究大多集中在致病菌方面，关于乳酸菌信

号分子 AI-2 的报道相对较少。为研究食品中乳酸

菌产信号分子 AI-2 的情况，本研究先利用生物学

发光法对酸马奶酒中分离出的乳酸菌产信号分子

AI-2进行检测，发现分离自酸马奶酒中的 10株乳

酸菌均可以产信号分子 AI-2，其中屎肠球菌 8-3

产信号分子 AI-2的产量明显高于其他几株。同时，

为进一步研究信号分子 AI-2 对乳酸菌生理功能的

影响，本研究根据屎肠球菌 Pfs基因全序列设计引

物，成功扩增出屎肠球菌 Pfs基因。 

研究中选择 pEASY Blunt E1为载体与目的基

因 Pfs进行连接，构建了重组表达载体。外源蛋白质

在宿主中进行表达时多会以包涵体的形式存在[33]，

而在本研究中重组蛋白 Pfs 则以可溶性蛋白的形式

存在，这可能与结合了 His 标签有关。当外源的融

合蛋白与特定的标签结合以后，可以增加重组蛋白

的表达量，并且可以增加重组蛋白的可溶性[34]。 

在信号分子 AI-2 的合成过程中，Pfs 和 LuxS

蛋白是以 SAH 为底物合成 AI-2 的关键酶。Han  

等[35]单独使用 Pfs 或 LuxS 蛋白与底物 SAH 进行

作用均未能产生信号分子 AI-2，而本研究利用纯

化后的重组蛋白与底物相互作用生成了具有生物

活性的信号分子 AI-2，说明本研究中的重组蛋白

Pfs也具有生物活性。重组蛋白的诱导表达为体外

合成信号分子 AI-2 奠定了基础，同时为进一步研

究信号分子 AI-2 对屎肠球菌生理功能的调节提供

了支持。 

4  结论 

(1) 分离自酸马奶酒中的 10 株乳酸菌均可以

产信号分子 AI-2，其中屎肠球菌 8-3信号分子 AI-2

的产量明显高于其他几株。 

(2) 利用屎肠球菌 8-3 基因组 DNA 构建了重

组质粒，并优化了重组蛋白 Pfs的诱导表达条件，

最佳诱导表达条件为：以 SOC 培养基作为表达培

养基，菌液 OD600为 0.5–0.7，诱导剂 IPTG浓度为

0.1 mmol/L，37 °C诱导 12 h。 

(3) 最佳诱导表达条件下重组蛋白有可溶性

表达；通过对重组蛋白 Pfs进行诱导及纯化，得到

4.08 g/L 的具有生物活性的 Pfs蛋白，同 LuxS蛋

白与底物 SAH作用后体外合成了 203 μmol/L的信

号分子 AI-2，其荧光强度可达阳性对照的 184倍，

说明屎肠球菌 8-3可通过 Pfs基因的作用生成信号

分子 AI-2。 
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