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研究报告 

土壤中群体感应淬灭细菌的原位分离与筛选 

张清霞*  孔祥伟  张迎  吉艳艳  童蕴慧  纪兆林 
扬州大学园艺与植物保护学院  江苏 扬州  225009 

摘  要：【背景】许多革兰氏阴性细菌通常以 N-酰基高丝氨酸内酯(N-acylhomoserine lactones，AHLs)

作为群体感应主要的信号分子。【目的】从土壤中筛选和鉴定新型群体感应淬灭细菌。【方法】通过“垫

圈法”从土壤中原位培养分离细菌，采用琼脂条法、报告菌平板法及 β-半乳糖苷酶活性测定筛选群体

感应淬灭细菌，根据 16S rRNA 基因序列同源性分析确定菌株系统发育地位。【结果】从不同地区土

样中原位培养共分离获得细菌 502 株。以根癌土壤杆菌 Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4)作

为报告菌，最终得到 11 株具有较强降解 AHLs 能力的细菌，包括假单胞菌 5 株、不动杆菌 4 株、变

形杆菌和莱茵海默氏菌各 1 株。大部分细菌可完全降解 N-3-羰基十二酰基高丝氨酸内酯

(3OC12-HSL)，部分细菌对 N-(3-氧代己酰)高丝氨酸内酯(3OC6-HSL)和 N-3-氧代辛酰高丝氨酸内酯

(3OC8-HSL)具有一定降解活性。【结论】Proteus 和 Rheinheimera 可降解 AHLs，为今后防治依赖群

体感应的植物细菌病害提供新型生防资源。 

关键词：群体感应淬灭，N-酰基高丝氨酸内酯，变形杆菌，莱茵海默氏菌 
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Abstract: [Background] N-acylhomoserine lactones (AHLs) are used as the main quorum-sensing 
signaling molecules in many Gram-negative bacteria. [Objective] To screen and identify new quorum 
quenching (QQ) bacteria from soil organisms. [Methods] We used “washer method” to grow organisms by 
cultivation in situ. QQ bacteria were screened through “agar slice”, “reporter plate” and the assay of 
β-galactosidase activity. The phylogenetic status was determined based on 16S rRNA gene homology 
analysis. [Results] Here, 502 organisms were obtained from the soil samples in situ and screened for 
AHL-degrading bacteria using A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) as a reporter strain. Eleven isolates 
degraded AHLs within 24 h. Based on their 16S rRNA gene sequences similarities, five isolates (3-49, 
3-58, 61, 66, 120) and four isolates (3-59, 151, 3-41, 2-34) were assigned to the genera Pseudomonas and 
Acinetobacter. Strain 2-63 and 129 were identified as Proteus sp. and Rheinheimera sp., respectively. Most 
of these strains degraded strongly 3OC12-HSL and were active against 3OC6-HSL and 3OC8-HSL. 
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[Conclusion] This study showed that Proteus sp. and Rheinheimera sp. may degrade AHLs, which might 
provide new biocontrol resources to control of the quorum sensing-dependent bacterial diseases.  

Keywords: Quorum quenching, N-acylhomoserine lactone, Proteus, Rheinheimera 

群体感应(Quorum sensing，QS)是细菌通过感

知环境中信号分子的浓度判断细菌群体密度的大

小，从而启动或关闭相关基因的表达来适应环境的

变化，是细菌群体间的一种调控方式[1]。许多植物

病原细菌通过群体感应系统来调控毒性基因的表

达，因此群体感应系统是潜在的植物病害防治靶

标。这种对细菌 QS 调控机制的干扰和破坏称为群

体感应淬灭(Quorum quenching，QQ)。阻断这些信

号通路的酶被称为群体淬灭酶[2]。已报道的 N-酰

基高丝氨酸内酯(N-acylhomoserine laetones，AHLs)

淬灭酶主要有 3 种类型：内酯酶(Lactonase)，可降

解高丝氨酸内酯环；酰基转移酶(Acylase)，可将

AHL 分解为高丝氨酸内酯和游离的脂肪酸；氧化

还原酶(Oxidoreductase)，可将酰胺侧链上位点 5

和 6 的羰基还原为羟基[3]。自 2000 年报道第一个

AHL 淬灭酶 AiiA 以来，约有 40 个 AHL 淬灭酶基

因得到克隆和解析，其中大部分为 AHL 内酯酶，

尚未见到关于 AHL 脱羧酶和 AHL 脱氨酶的报道[4]。

由于细菌分离培养技术和 AHL 淬灭酶筛选报告菌

体系的局限性，已报道的 AHL 降解菌的种类范围

相似，而且多数淬灭酶基因已经被克隆并完成酶活

机制解析。因此，通过传统方法进一步挖掘 AHL

淬灭酶基因资源将会更加困难。 

近年已有学者通过不同手段，如使用营养少

或不添加营养的培养基，相对长的培养时间，保

护细胞不受外源氧化物的伤害，添加群体感应信

号分子、短肽、腐殖酸及腐殖酸类似物等从土壤

中原位分离细菌的报道[5]。Kaeberlein 等[6]最早设

计一个扩散池(Diffusion chamber)在模拟自然环境

中分离获得了一些新型微生物，Nichols 等[7]在扩

散池基础上又研发出一个隔离芯片(Ichip)，Ichip

可实现高通量土壤原位培养细菌，通过这种方法

可以使得从土壤中分离获得的细菌占土壤微生物

总量的 50%。本研究在 Ichip 基础上拟通过垫圈

法从不同地区土样中分离细菌，采用琼脂条法、

报告菌平板法、β-半乳糖苷酶的活性测定法进行

复筛，构建细菌系统发育进化树，并检测对不同

信号分子的降解能力，旨在为群体感应淬灭提供

新型菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  细菌菌株 

信号分子产生菌荧光假单胞菌 Pseudomonas 

fluorescens 2P24[8]、报告菌根癌土壤杆菌 Agrobacterium 

tumefaciens NTL4 (pZLR4)[9] (Gmr，使用浓度 20 μg/mL)

和 群 体 感 应 信 号 分 子 降 解 酶 产 生 菌 苍 白 杆 菌

Ochrobactrum sp. T63[10]由中国农业大学张力群教

授馈赠。报告菌和待检测细菌均用 ABM 培养基在

28 °C、180 r/min 振荡培养 48 h 测定降解信号分子

的能力。N-(3-氧代己酰)高丝氨酸内酯(3OC6-HSL)、

N-3-羰基十二酰基高丝氨酸内酯(3OC12-HSL)和

N-3-羰 基 辛酰 基高 丝氨酸 内酯 (3OC8-HSL)购自

Sigma 公司。 

1.2  培养基 

ABM 培养基(g/L)：将 880 mL 水琼脂加热融

化并冷却至 50 °C，分别向其中加已灭菌的 50 mL 

20盐溶液(NH4Cl 10.00，MgSO4·7H2O 3.00，KCl 

1.50，CaCl2·2H2O 0.10 和 FeSO4·7H2O 0.03，蒸馏

水 500 mL，pH 7.2)、50 mL 20缓冲液(K2HPO4 

30.00 和 KH2PO4 11.50，蒸馏水 500 mL，pH 7.0)

和 20 mL 10%甘露醇，制备成固体 ABM 培养基[11]。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0，pH 7.0−7.2。 

CN 培养基(g/L)：酸水解酪蛋白 1.0；牛肉膏

蛋白胨培养基 1.0[12]。 

Z buffer(g/L) ： Na2HPO4·12H2O 21.4 ，

NaH2PO4·2H2O 6.2，MgSO4·7H2O 0.2，KCl 0.4，β-

巯基乙醇 7.0 mL[11]。 
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1.3  主要试剂和仪器 

硝化纤维素膜(直径 0.22 μm 和 0.45 μm)，英潍

捷基贸易有限公司；制霉菌素(50 μg/mL)和放线菌酮

(100 μg/mL)，INALCO 公司；维生素复合液(稀释

1 000 倍)，ATCC 公司。恒温培养箱，宁波江南仪

器厂；旋转蒸发仪，安捷伦公司；分光光度计和

PCR 仪，东胜兴业科学仪器有限公司；离心机，

Thermo Scientific 公司。 

1.4  P. fluorescens 2P24 所产信号的粗提液制备 

P. fluorescens 2P24 用 900 mL 液体 LB 培养基

在 28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h，12 000 r/min

离心 15 min 去沉淀，等体积乙酸乙酯萃取，32 °C

旋转蒸发有机相后用 2 mL 甲醇溶解，粗提液保存

于–20 °C 备用。信号分子粗提液系列稀释 4 个倍数

浓度梯度：2、2×10–1、2×10–2、2×10–3 倍。 

1.5  垫圈法分离细菌 

参照 Nichols 等[7]方法，略作修改。将从不同

地区采集的土样平铺于培养皿底部，将 0.45 μm 的

微孔滤膜置于土样表面(土壤中细菌能够通过这个

膜)，上面放置内径为 3 cm 的垫圈，将含有维生素

和制霉菌素的水琼脂培养基加入垫圈中，待培养基

凝固后再将 0.22 μm 的微孔滤膜放置在水琼脂表

面(图 1)，封口膜密封后，放置 28 °C 培养 10 d 后

取出，将琼脂片切成 4 块，分别放于 5 mL 的 CN

培养基中，28 °C、180 r/min 振荡培养 1 d 取出试

管，将培养液在 LB 平板上划线，28 °C 培养 3 d

后选取不同形态的单菌落保存。 

1.6  AHLs 淬灭细菌的筛选 

AHLs 作为信号物质能诱导报告菌 NTL4 中

lacZ 基因启动子的表达，产生 β-半乳糖苷酶。其

活性大小与信号分子的多少呈正相关性，所以通过

测定报告菌产生酶的活性可以检测待测细菌干扰信

号分子生物功能的能力。本研究采用琼脂条法[8]初

筛、报告菌平板法[10]复筛，筛选 AHLs 降解酶产生

菌，选取平板上没有出现蓝色的细菌进一步研究。 

1.7  待测细菌对模式 QS 系统干扰能力的测定 

1.7.1  待测细菌外泌物对 QS 系统的干扰能力 

将 600 μL 待测细菌上清液和等体积报告菌培

养液混合；28 °C 培养 30 min 后加 20 μL 信号分子

粗提液，28 °C 反应 6 h 后 12 000 r/min 离心 5 min；

测定沉淀细胞中 β-半乳糖苷酶的活性。酶活力的

定义：在以上条件下每分钟分解 1 nmol ONPG 所

需的酶量为 1 个酶活单位(U)。1 U=(1 000×OD420)/ 

(T×V×OD600)。T 表示 β-半乳糖苷酶与底物反应的

时间(min)；V 表示与 Z buffer 混合的报告菌细胞悬

浮液的体积(mL)。 

 

     
 

图 1  垫圈法原位培养土壤中微生物 
Figure 1  “Washer method” for in situ cultivation of soil microorganisms 
注：1：直径 0.22 µm 微孔滤膜；2：金属垫圈；3：直径 0.45 µm 微孔滤膜；4：琼脂、维生素复合液和制霉菌素混合物. 

Note: 1: Top membrane filter (0.22 µm diameter); 2: Metal washer; 3: Bottom membrane filter (0.45 µm diameter); 4: Mixture (agar+ 
vitamins+nystatin). 
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1.7.2  待测细菌菌体对 QS 系统的干扰能力 

将菌体用无菌双蒸水清洗 2 次，配成细胞浓度

为 1×108−9×108 CFU/mL 细胞悬浮液后取 400 μL

与 20 μL 信号粗提液混匀，28 °C、130 r/min 培养

4−5 h；12 000 r/min 离心 1 min 后将上清液与报告

菌培养液按 2:1 (体积比)混匀后 28 °C、180 r/min

振荡培养 3 h，测定 OD600，12 000 r/min 离心 5 min

后测定沉淀细胞中 β-半乳糖苷酶的活性[10]。 

1.8  16S rRNA 基因的克隆及序列分析 

采用 CTAB/NaCl 法提取细菌基因组 DNA 作

为模板，以扩增细菌 16S rRNA 基因的保守引物

63F (5′-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3′)和 1387R 

(5′-GGGCGGTGATGTACAAGGC-3′)进行 PCR 扩

增[13]。PCR 扩增产物送交生工生物工程(上海)股份

有限公司测序。将所得序列登录 NCBI 网站进行

BLAST 比对，选取相似性 96%以上的序列，再结合

其模式菌株序列，采用 MEGA 5.05 软件进行遗传距

离分析，基于邻位相连法(Neighbor-Joining，NJ)构建

细菌 16S rRNA 基因的系统发育进化树，1 000 次自

举(Bootstrap)进行进化树的可信度评估[14]。 

2  结果与分析 

2.1  群体感应信号降解酶产生菌的分离与筛选 

通过垫圈法共分离得到 502 株细菌。从假单胞

菌 2P24 中提取的信号分子梯度稀释后，用琼脂条

法确定最佳浓度，其中稀释 2 000 倍报告菌颜色浅

蓝，因此后续筛选时使用稀释 200 倍的信号分子溶

液。A. tumefaciens NTL4 (pZLR4)作为报告菌受到

外源 AHLs 类型的信号分子刺激后，激发 NTL4 中

lacZ 基因表达，产生 β-半乳糖苷酶，分解培养基

中 X-Gal 呈现蓝色，并且蓝斑的大小间接反映降解

能力的强弱。通过琼脂条初筛和报告菌平板复筛最

终得到 21 株细菌。 

为进一步明确待测细菌对模式 QS 系统干扰

能力的方式，分别检测待测细菌培养液上清和菌

体对 QS 系统的干扰能力。已知苍白杆菌 T63 可

产生降解 AHLs 的内酯酶，并且该酶是在细胞内

发挥降解作用[10]。通过与对照菌株 T63 比较，筛

选到 11 株具有较强降解酶活性的细菌，其中菌株

120、129、151 上清液中 β-半乳糖苷酶活力较低，

明显低于阳性对照(图 2C)，说明这 3 株细菌可以

产生 AHLs 降解酶分泌到培养液中；菌株 3-49、

3-58、3-59、61、66 等菌株菌体 β-半乳糖苷酶活

性较低，均显著低于阳性对照(图 2B、D)，说明

这 5 株细菌产生的 AHLs 降解酶存在于胞内；菌

株 2-34、2-63、3-41 胞内外的 β-半乳糖苷酶活性

均较低，说明这 3 株细菌可能产生不止一种 AHLs

降解酶(图 2A、B)。 

2.2  群体感应淬灭细菌的分类鉴定 

将分离得到的 11 株群体感应淬灭细菌的 16S 

rRNA 基因序列上传到 NCBI 与已知标准菌株 16S 

rRNA 基因序列进行比对，结果表明菌株 3-59 和

151 均与标准菌株 A. pittii CIP 70.29 相似性达 99%，

菌株 2-34 和 3-41 分别与标准菌株 A. baumannii 

ATCC 19606 和 A. radioresistens DSM 6976 相似度

为 99%；菌株 3-49 与 P. gessardii DSM 17152 相似

度为 96%；菌株 61、66 和 120 与 P. granadensis 

F-278770 相 似 度 均 为 99% ； 菌 株 3-58 与 P. 

taiwanensis BCRC 17751 相似度为 99%；菌株 129

与标准菌株 Rheinheimera tangshanensis JA3-B52

相似度为 98%；菌株 2-63 与标准菌株 Proteus 

penneri NCTC 12737 和 Proteus vulgaris ATCC 29905

相似度均为 99%以上。而且 11 株细菌与各自相似

性最高的标准菌株在系统进化树上均处在同一分

支上(图 3)。综上，分离得到的 11 株群体感应淬灭

细菌经鉴定可分为 4 个属，不动杆菌属(4 株)、假

单胞菌属(5 株)、变形杆菌属(1 株)、莱茵海默氏菌

属(1 株)。 

2.3  对不同信号分子的降解活性分析 

通过报告菌平板法，以 3 种标准信号分子

3OC6-HSL、3OC8-HSL 和 3OC12-HSL 做底物，检

测供试细菌对不同信号分子的降解能力。苍白杆菌

T63 产生的 AidH 内酯酶可降解这 3 种信号分子[15]， 
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图 2  群体感应淬灭细菌上清和细胞对 QS 系统的干扰能力 
Figure 2  Quorum quenching activity in culture supernatant and culture cells on QS system 
注：图 A 和 C 表示细菌外泌物中 β-半乳糖苷酶活性；图 B 和 D 表示细菌菌体中 β-半乳糖苷酶活性；C 和 NC 分别表示阳性对照和

阴性对照. 

Note: A and C: The activity of β-galactosidase in culture supernatant; B and D: The activity of β-galactosidase in culture cells; “C” and “NC” 
indicated positive control and negative control, respectively.  

 

作为本文参照菌株。结果表明大部分待测细菌可完

全降解 3OC12-HSL，报告菌不变蓝，部分细菌可

降解 3OC6-HSL 和 3OC8-HSL，报告菌蓝斑明显小

于阳性对照(表 1)。 

3  讨论与结论 

有报道指出环境中存在的微生物估计达到

105−106 种，但在当前的实验条件下可分离鉴定的种

类数量较少，自然界中约有 99%的微生物在常规试 

验条件下难以分离获得，这使微生物资源的开发利

用受到限制[16]。宏基因组技术通过不培养微生物

而直接对环境中总 DNA 进行克隆筛选来突破这个

瓶颈。近年已有利用宏基因组学方法筛选 AHL 淬

灭酶的报道，如内酯酶 BpiB07、BpiB04、BpiB01、

BpiB05、QlcA，AHL 酰基转移酶 QsdB，AHL 氧

化还原酶 BpiB09，然而从土壤宏基因组文库中筛

选 QS 淬灭酶得到的阳性克隆概率仍然较低[4]。 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列的系统进化树 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 
注：分支点上的数字为自展值，标尺表示 0.02 核苷酸置换率，序列登录号列于括号中. 

Note: Numbers at the nodes represented the bootstrap values. The scale bar 0.02 means the nucleotide substitution rate of 0.02. The sequence 
accession numbers are shown in the brackets.  

 
本研究从垫圈法模拟土壤环境分离到的细菌

中筛选得到 11 株 AHL 淬灭细菌，经 16S rRNA 基

因序列分析，结果显示 3-49、3-58、61、66、120

为假单胞菌属细菌，3-59、151、3-41、2-34 为不

动杆菌属细菌，2-63 为变形杆菌，129 为莱茵海

默氏菌。本论文中垫圈法原位分离到的假单胞菌

和不动杆菌也曾经有文献报道过。如假单胞菌 P. 

aeruginosa 和 P. syringae 均可产生 2 种以上 AHLs

酰基转移酶，而且主要降解长链信号分子[17-18]。

不动杆菌中也可产生 AHL 酰基转移酶和 AHL 内

酯酶 [19-20]。Sun 等 [21]从海洋细菌 Rheineimera 

aquimaris QS102 的乙酸乙酯提取物中分离获得二

酮哌嗪物质，该物质可干扰许多革兰氏阴性细菌

的群体感应活性，但尚未有关于变形杆菌和莱茵

海默氏菌通过产生淬灭酶降解酰基高丝氨酸内酯

信号分子的报道。可见，使用营养少或不添加营 
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表 1  群体感应淬灭细菌对不同信号分子降解能力测定 
Table 1  Assay of the AHL-degrading ability from different bacterial strains 

分离物 

Isolate 

3OC6- 
HSL 

3OC8- 
HSL 

3OC12- 
HSL 

分离地点或参考文献 

Isolation location or reference 

Ochrobactrum sp. T63 ++ ++ ++ [10] 

Proteus sp. 2-63 + + ++ 内蒙赤峰 Chifeng, Inner Mongolia 

Rheineimera sp. 129 + – ++ 吉林长春 Changchun, Jilin province 

Acinetobacter sp. 2-34 – – + 内蒙赤峰 Chifeng, Inner Mongolia 

Acinetobacter sp. 3-41 + + ++ 江苏盐城 Yancheng, Jiangsu province 

Acinetobacter sp. 3-59 + + ++ 江苏盐城 Yancheng, Jiangsu province 

Acinetobacter sp. 151 – – + 吉林长春 Changchun, Jilin province 

Pseudomonas sp. 3-49 ++ ++ ++ 江苏盐城 Yancheng, Jiangsu province 

Pseudomonas sp. 3-58 ++ ++ ++ 江苏盐城 Yancheng, Jiangsu province 

Pseudomonas sp. 61 + – ++ 吉林长春 Changchun, Jilin province 

Pseudomonas sp. 66 + – ++ 吉林长春 Changchun, Jilin province 

Pseudomonas sp. 120 ++ + ++ 吉林长春 Changchun, Jilin province 

注：++：降解能力强(报告菌不变蓝)；+：具有一定降解能力(报告菌部分变蓝)；–：无降解能力. 所有标准信号分子使用浓

度为 0.001 mmol/L. 

Note: ++: Strong degradation ability (Reporter strain does not turn blue); +: Degradation ability (Reporter strain partially turn blue); –: No 
degradation ability. The concentration of all AHLs is 0.001 mmol/L.  

 
养的培养基、相对长的培养时间可分离到新型

AHLs 降解细菌。采用常规丁内酯平板法主要分离

得到节杆菌、假单胞菌和芽孢杆菌，这 3 种类型

的细菌在土壤中较常见，容易分离获得[22]。垫圈

法分离得到的大部分细菌仍然是假单胞菌，推测

可能因为未进行富集培养，使得分离物中假单胞

菌成为优势种群，因此今后可采用 γ-己内酯处理

土壤 1 个月后再用垫圈法进行分离，以提高分离

物的种群丰度[23]。 

不同类型信号分子降解酶的作用底物有差

异。通常内酯酶可降解多种 AHLs，而酰基转移

酶可有效降解长链的信号分子，具有较强的底物

特异性且大部分属于胞内酶。假单胞菌产生的信

号降解酶均属于酰基转移酶[4]，本文分离到的假

单胞菌 3-49、3-58、61、66 和 120 可完全降解

3OC12-HSL，而对 3OC6-HSL 和 3OC8-HSL 有较

弱的降解能力，是否属于酰基转移酶仍需进一步

研究。同样地 Proteus sp. 2-63 和 Rheineimera sp. 

129 也对长链信号分子 3OC12-HSL 具有较强的降

解活性，可部分降解 3OC6-HSL。这 2 种细菌能

降解信号分子尚未见文献报道，今后将进一步挖

掘新的降解酶基因并解析其作用机制，为预防和

控制依赖于群体感应系统表达致病性的细菌病害

提供新型微生物资源。 
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