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研究报告 

群体感应淬灭酶克隆表达及其对铜绿假单胞菌的影响 

张宝 Δ1  王志航 Δ2  储卫华*1 
1 中国药科大学生命科学与技术学院  江苏 南京  210009 

2 中国药科大学药学院  江苏 南京  210009 

摘  要：【背景】由于抗生素的大量使用，导致细菌耐药性越来越强，寻找新的抗细菌感染药物成为

研究热点。【目的】克隆表达群体感应淬灭酶，探究其对铜绿假单胞菌毒力及致病性的影响。【方法】

利用 PCR 技术从产群体感应淬灭酶的芽孢杆菌 QSI-1 基因组 DNA 中克隆出 aiiA 基因，将其克隆到

表达载体 pET30a 并导入大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)中进行诱导表达，通过镍柱亲和层析获得纯化

的 N-酰基高丝氨酸内酯酶。用不同浓度的淬灭酶作用于铜绿假单胞菌，检测其对铜绿假单胞菌毒力

因子产生以及生物膜形成能力的影响；以秀丽隐杆线虫为模型，考察其对线虫感染铜绿假单胞菌存

活率的影响。【结果】克隆表达出群体感应淬灭酶，该酶能显著抑制铜绿假单胞菌毒力因子产生和生

物膜的形成，并能降低铜绿假单胞菌对感染线虫的致死率。【结论】群体感应淬灭酶可作为一种能高

效抑制细菌致病性的物质，为临床治疗细菌性感染提供新的策略。 

关键词：群体感应淬灭酶，铜绿假单胞菌，毒力因子，生物膜，秀丽隐杆线虫 

Cloning and expression of quorum quenching enzyme affecting 
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Abstract: [Background] Due to the extensive use of antibiotics, antimicrobial resistance has become a big 
problem. Searching for new antibacterial drugs has become a research hotspot. [Objective] Cloning and 
expression of quorum quenching enzyme and investigate its effect on the pathogenicity of Pseudomonas 
aeruginosa. [Methods] Quorum quenching enzyme gene aiiA gene from quorum quenching bacterium 
Bacillus sp. QSI-1 was amplified by PCR methods. The aiiA gene was cloned into the expression vector 
pET30a and transformed into E. coli BL21(DE3). The expression AiiA protein was purified with a HiTrap 
Q Sepharose column. P. aeruginosa PAO1 was cultured in medium containing different concentration of 
quorum quenching enzyme. The supernatant was used to detect the level of pyocyanin, rhamnolipid and 
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total protease, and biofilm also been detected. The quorum-quenching enzyme was applied to 
Caenorhabditis elegans infected with P. aeruginosa, the survival rate of the nematode was calculated. 
[Results] We successfully cloned an N-acylhomoserine lactonase gene from Bacillus sp. QSI-1. The 
purified quorum quenching enzyme significantly inhibited the production of virulence factors and biofilm 
formation in P. aeruginosa and reduced the mortality of nematodes infected by P. aeruginosa. 
[Conclusion] As a substance that can effectively inhibit pathogenic bacteria, quorum quenching enzyme 
may become a new drug for clinical treatment of bacterial infections. 

Keywords: Quorum quenching enzyme, Pseudomonas aeruginosa, Virulence factor, Biofilm, 
Caenorhabditis elegans 

由于抗生素的过量使用，导致细菌耐药性越来

越强，甚至产生超级细菌，严重危害人类和动物的

健康。1994 年 Fuqua 等[1]发现细菌间存在一种信息

交流方式，即群体感应(Quorum sensing，QS)，而

细菌毒力因子和生物膜的产生依赖于群体感应系

统[2]。研究发现通过抑制致病菌群体感应可有效抑

制其致病能力，所以群体感应成为一种新型抑菌靶

标[3]。可以通过两种方式对群体感应进行干预：竞

争性抑制和降解信号分子。竞争性抑制可以通过抑

制信号分子合成和降低或抑制受体蛋白活性两种

方式来实现。降解群体感应信号分子使其不能达到

激活致病基因表达的临界浓度，从而影响毒力基因

的表达。降解信号分子可通过生物和化学的方法实

现：生物分解——群体感应淬灭酶，如内酯酶和酰

化酶；化学降解——一些化学物质能降解信号分

子，如氧化卤素。N-酰基高丝氨酸内酯酶存在于多

种 微 生 物 中 ， 可 以 水 解 酰 基 高 丝 氨 酸 内 酯 类

(Acyl-homoserine lactones，AHLs)信号分子，阻断

细菌间群体感应，从而降低毒力因子和生物膜水

平。铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)

是引起临床感染的常见条件致病菌。在连续 7 年中

国国家重症监护病房细菌耐药监测统计的数据来

看，从中国的 ICU 分离出的致病菌中，铜绿假单胞

菌数量占第一位，而且临床上使用的抗生素的敏感

率都在 80%以下[4]。对于耐药 PA，临床上有效药物

较少，给治疗带来严峻挑战。铜绿假单胞菌通过分

泌毒力因子，包括鼠李糖脂、绿脓菌素、弹性蛋白

酶等引起致病，并通过形成生物被膜，阻碍药物的

渗入，抵御抗生素的破坏。这些致病因子及生物膜

的产生和群体感应密切相关，所以抑制群体感应成

为一种有效的抗铜绿假单胞菌感染的手段。本研究

通过克隆表达出 N-酰基高丝氨酸内酯酶，研究其对

铜绿假单胞菌致病性的影响，为治疗临床该细菌感

染防治提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

铜绿假单胞菌 PAO1，产群体感应淬灭酶芽孢

杆菌 QSI-1，大肠杆菌 OP50，紫色杆菌 CV12472

为中国药科大学微生物实验室保存。实验前用无菌

牙签蘸取菌株于 LB 固体平板上划线，37 °C 培养过

夜，再用无菌牙签挑取菌落于 LB 固体培养基(g/L：

胰化蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，NaCl 5.0，琼脂

粉 15.0，pH 7.4)上三区划线，待培养过夜长出单菌

落后，用无菌牙签挑取单菌落接种到 5 mL LB 液体

培养基中，37 °C、220 r/min 培养 18−24 h。秀丽隐

杆线虫 N2 为本校微生物实验室储藏。线虫培养在

涂有 OP50 的 NGM 培养基(g/L：胰蛋白胨 2.5，NaCl 

3.0，琼脂粉 17.0，另外添加过滤除菌的 1 mol/L 氯

化钙1 mL，1 mol/L 硫酸镁1 mL，5 mg/L 胆固醇1 mL，

1 mol/L 偏磷酸钾缓冲液 22 mL)上生长。 

1.2  群体感应淬灭酶的克隆表达及活性测定 

设 计 aiiA 基 因 引 物 ， Primer-F 

(5′-ATCGGATCCATGACAGTAAAGAAGCTTTATT
TCG-3′)和 Primer-R (5′-GTCGAATTCCTCAACAA 

GATACTCCTAATGATGT-3′)，分别在上、下游引物

两端引入 BamH I 和 EcoR I 酶切位点，引物由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。分别以芽孢杆
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菌 QSI-1 基因组 DNA 为模板，PCR 扩增 aiiA 基因

片段，PCR 反应体系：Taq DNA 聚合酶 25 μL，

Primer-F (10 pmol/μL) 1 μL，Primer-R (10 pmol/μL) 

1 μL，模板(0.5 μg/μL) 2 μL，ddH2O 补至 50 μL。PCR

反应条件：95 °C 2 min；94 °C 30 s，50 °C 45 s，72 °C 

2 min，30 个循环；72 °C 2 min；4 °C 1 h。将扩增

产物酶切连接于同样酶切的质粒载体 pET30a，转化

E. coli BL21(DE3)，将转化的菌液涂于含有 Amp 的

LB 固体培养基上筛选阳性转化。挑取单菌落接种

于 5 mL LB 液体培养基中，37 °C、220 r/min 培养

过夜，次日按 2%的接种量接种到 50 mL LB 液体培  

养基，当 OD600 为 0.6−0.8 之间时，加入终浓度为   

1 mmol/L IPTG 进行诱导。收集 IPTG 诱导 4 h 后的

菌体，0.9%的生理盐水洗涤 1 次，超声波破碎，将

16 000 r/min 离心 20 min 后收集的上清液按照使用

说明过镍柱纯化蛋白，Bradford 法测定蛋白浓度[5]。 

1.3  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌毒力因子

及生物膜的影响 

在 5 mL 铜绿假单胞菌培养液中加入终浓度为

0、15、30、60 μg/mL 的淬灭酶，37 °C、220 r/min

培养过夜，5 000 r/min 离心 5 min，取上清用于毒

力因子的测定。 

总蛋白酶检测：采用脱脂奶平板法测定蛋白酶

活性。在脱脂奶平板用无菌吸管均匀打孔，孔中加

入培养上清液。37 °C 孵育 24 h。测量蛋白溶解圈

的直径。 

鼠李糖脂检测[6]：用 1 mL 乙醚提取 300 μL 上

清，涡旋 30 s，取乙醚层，挥干，加入 0.5 mL 无菌

水，再加入 4.5 mL 含 0.19%地衣酚(53%硫酸)的溶

液。将试管 80 °C 水浴 30 min，室温静置 15 min，

测 OD421。 

绿脓菌素检测[7]：取一定量上清，加入 2/3 体

积的氯仿，涡旋 30 s，充分静置，取下层，加入等

体积 0.2 mol/L HCl，涡旋 30 s，静置分层，取上层

液体测 OD520。 

生物被膜检测[8]：将培养体系缩小至 2 mL，

37 °C 静置培养 48 h。倒去菌液后用 ddH2O 洗残留

浮菌 3 次，每支试管加入 1 mL 0.2%结晶，染色 30 min

后倒去结晶紫，用缓水流冲洗试管 3 次，烘干，每

管加入 2 mL 95%乙醇脱色 10 min，测 OD590。 

1.4  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌感染的秀

丽隐杆线虫存活率的影响 

参照文献[9]对野生型线虫 N2 进行同步化处理

得到虫卵。将虫卵转移到涂布有大肠杆菌 OP50 的

NGM 平板上，16 °C 孵化过夜得到 L1 期幼虫。将

L1 期线虫转接到涂有 OP50 的 NGM 平板上，20 °C

培养 48−52 h 到 L4 期，用 M9 缓冲液将线虫从平板

上洗出，1 200 r/min 离心 2 min，重悬、清洗、收集

虫体。分别向 3 个实验组培养基中加入终浓度为

3.25、7.5、15 μg/mL 的淬灭酶，空白对照组和感染

模型组加入相同体积的无菌水。在实验组和感染模

型组中加入 100 μL 过夜培养的铜绿假单胞菌菌悬

液，对照组加入同体积OP50菌悬液，涂布均匀，37 °C

培养过夜。向每个平板上转接 10 条 L4 期线虫，20 °C

培养，每隔 1 d 统计一次线虫存活数，计算成活率[10]。 

2  结果与分析 

2.1  群体感应淬灭酶克隆表达及活性测定 

PCR 扩增产物经 1%琼脂糖电泳结果见图 1，其

大小跟预期结果一致，大小为 756 bp。重组菌经 IPTG

诱导表达，表达产物经镍柱纯化后进行 SDS-PAGE，

电泳结果表明E. coli BL21(DE3)-pET30a-aiiA成功表

达出群体感应淬灭酶，在 31 kD 处有明显条带即为

淬灭酶条带(图 2)。经 Bradford 法测定，所纯化的蛋

白浓度为 1.5 mg/mL。将纯化后的淬灭酶作用于紫色

杆菌 CV12472，发现表达的高丝氨酸内酯酶能有效

抑制紫色杆菌 CV12472 产生紫色色素(图 3)，说明该

酶能抑制紫色杆菌的信号分子活性。 

2.2  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌毒力因子

产生的影响 

实验结果表明表达的淬灭酶对铜绿假单胞菌

毒力因子的产生有明显的抑制作用。淬灭酶对绿脓

菌素有着较强的抑制作用，当淬灭酶为 30 μg/mL

时抑制作用最强，抑制率达到 58.83%，在 60 μg/mL 
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图 1  PCR 产物电泳 
Figure 1  PCR products of aiiA gene 
 
 
 

 
 
 
图 2  表达的 AiiA 蛋白 SDS-PAGE 图 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of AiiA protein 
 
 
 

 
 
 

 

图 3  AiiA 群体感应淬灭活性测定 
Figure 3  Characterization of the quorum quenching 
activity of AiiA 

时稍有减弱，仍达到 42.40%，如图 4A 所示。淬灭

酶对鼠李糖脂也有显著的抑制作用，实验组产生鼠

李糖脂的水平降到对照组的 40%以下，如图 4B 所

示。为了更好地检测总蛋白酶生成的变化，采用脱

脂奶平板法，实验组溶蛋白圈大小明显小于对照

组，说明淬灭酶抑制了铜绿假单胞菌蛋白酶的产

生，如图 4C 所示。 

2.3  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌生物膜产

生的影响 

采用结晶紫染色法测定淬灭酶对 PA 生物膜形 
 

 
 

图4  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌毒力因子产生的影响 
Figure 4  Effects of AiiA on virulence factors production of 
Pseudomonas aeruginosa  

注：A：绿脓菌素；B：鼠李糖脂；C：蛋白酶. *：P<0.05. 

Note: A: Pyocyanin; B: Rhamnolipid; C: Protease. *: P<0.05. 
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成的影响，结果如图 5 所示。由图 5 可见淬灭酶明

显抑制了 PA 生物膜的形成，且随着浓度增加其抑

制程度逐渐增强，在 30 μg/mL 时抑制率达到

58.83%，但浓度为 60 μg/mL 时抑制率有所减弱，

达到 42.40%，但实验组间无差异性。 

2.4  群体感应淬灭酶对感染线虫存活率的影响 

培养基中加入不同剂量的淬灭酶后，铜绿假单

胞菌感染的线虫存活率较感染模型组高，但实验组

间无明显差距。前 3 天模型组和实验组存活率差距

拉大，淬灭酶浓度较高，相应的线虫存活率也稍高，

之后存活率差距逐渐缩小，如图 6 所示。 

 

 

 
图 5  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌生物膜产生的  

影响 
Figure 5  Effect of AiiA on biofilm formation of 
Pseudomonas aeruginosa 

Note: *: P<0.05. 

 

 
 

图 6  群体感应淬灭酶对铜绿假单胞菌感染线虫的存活

率的影响 
Figure 6  Effects of AiiA on the survival rate of Pseudomonas 
aeruginosa infected nematodes 

3  讨论与结论 

细菌耐药性问题日益严重，其主要原因是由于

抗生素的广泛使用。传统抗生素类药物主要通过抑

制致病菌生长或者杀死致病菌为目的，使细菌生存

压力增大，从而导致菌株的耐药性突变。细菌在生

长过程中，会自发产生和分泌一些小分子物质，其

中就包含可以调控自身特定基因表达的群体感应

信号分子。细菌通过感知环境中信号分子的浓度变

化来改变自身群体行为，产生细胞毒素、毒力因子、

生物被膜等一系列细菌特征性表型。铜绿假单胞菌

致病基因的表达受群体感应系统调节，促使其产生

致病性和耐药性。因此，可以通过抑制细菌群体感

应系统来抑制其致病性和耐药性的产生，群体感应

作为一种高效的新型抗细菌感染制剂具有非常广

阔的前景[11]。 

本研究通过克隆表达出群体感应淬灭酶，通过

体外抗铜绿假单胞菌毒力因子产生及生物膜形成

实验以及线虫感染模型，研究了不同浓度的群体感

应淬灭酶对铜绿假单胞菌致病性的影响。以产群体

感应淬灭酶的芽孢杆菌 QSI-1 基因组为模板，克隆

并表达了高丝氨酸内酯酶，该酶能抑制紫色色杆菌

产生紫色素，说明其能对信号分子产生淬灭作用。

同时群体感应淬灭酶能显著抑制铜绿假单胞菌毒

力因子产生和生物膜的形成；动物模型表明该酶能

降低铜绿假单胞菌对线虫感染的死亡，显著提高了

感染线虫的存活率。已有文献报道将微生物产生的

群体感应淬灭酶克隆表达[12]。Cai 等[13]克隆表达了

海 洋 来 源 的 Ruegeria mobilis YJ3 菌 的 淬 灭 酶

RmmL，发现该酶能抑制铜绿假单胞菌绿脓菌素以

及鳗弧菌蛋白酶的产生，这些结果与本研究结果一

致。从本研究结果说明，群体感应淬灭酶能够抑制

细菌间群体感应信号，可以有效抑制细菌毒力因子

的产生以及生物膜的形成，并能降低细菌对动物的

感染。本研究为群体感应淬灭酶用于开发抗细菌性

感染药物提供了理论基础，为抗细菌性感染提供了

新的途径。 
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