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研究报告 

黄河鲤水产细菌的分离及其毒力因子和群体感应信号分 

子的检测 

景如贤  郑亚萌  张宁  张志宇  李祎* 

河南师范大学生命科学学院  河南 新乡  453007 

摘  要：【背景】水产细菌病害制约水产养殖业健康发展，群体感应与细菌毒力因子的产生密切相关，

群体感应调控细菌的毒力因子特性值得进一步研究。【目的】探究群体感应与黄河鲤细菌病害的关系，

明确群体感应对细菌毒力因子特性的影响。【方法】通过 16S rRNA 基因测序并构建系统进化树确定

筛选菌株的进化地位，通过脱脂牛奶平板法和偶氮酪蛋白法检测菌株胞外蛋白酶活力，采用结晶紫

染色法对菌株的生物膜形成能力进行测定，通过报告菌株 BB170 和 CV026 分别测定菌株产信号分

子 AI-2 和高丝氨酸内酯的能力，外源添加高丝氨酸内酯检测信号分子对菌株胞外蛋白酶活力和生物

膜形成能力的影响。【结果】哈夫尼亚菌(Hafnia sp.) Z11 和气单胞菌(Aeromonas sp.) Z12 具有高水平

的胞外蛋白酶活力和生物膜形成能力，能够分泌 AHLs 信号分子且具有菌体密度依赖性。外源添加

HSL 对菌株毒力因子特性有不同程度的影响，外源添加高浓度的 N-丁酰基高丝氨酸内酯(C4-HSL)

和 N-己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)能够分别提高菌株 Z11和 Z12的胞外蛋白酶活力和生物膜形成能

力。【结论】高浓度群体感应信号分子 AHLs 对哈夫尼亚菌和气单胞菌胞外蛋白酶活性有促进作用，

说明该 2 种菌的群体感应现象可能会影响其毒力。 

关键词：群体感应，哈夫尼亚菌，气单胞菌，胞外蛋白酶活力，生物膜 

Detection of virulence factors and quorum sensing signal 
molecules of aquatic bacteria from Yellow River carp 
JING Ruxian  ZHENG Yameng  ZHANG Ning  ZHANG Zhiyu  LI Yi* 

College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang, Henan 453007, China 

Abstract: [Background] Aquatic pathogens restrict the healthy development of aquaculture; quorum 
sensing is closely related to the production of virulence factors. The characteristics of virulence factors 
regulated by quorum sensing is worthy of further study. [Objective] To explore the relationship between 
quorum sensing and bacterial diseases of Yellow River carp, and clarify the influence of quorum sensing 
on the characteristics of virulence factors. [Methods] The 16S rRNA gene was sequenced and the 
phylogenetic tree was constructed to determine the evolutionary status of the selected strains. The activity 
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of extracellular protease was detected by skim milk plate method and azo casein method. The bacterial 
biofilm forming ability was determined by crystal violet staining. The producing ability of AI-2 and AHLs 
was determined by reporter strain BB170 and CV026, respectively. The effects of exogenous HSLs on 
extracellular protease ability and biofilm formation ability were detected. [Results] Hafnia sp. Z11 and 
Aeromonas sp. Z12 were evidenced with high levels of extracellular protease activity and biofilm 
formation ability, and could secrete AHLs signal molecules, which were density dependent. High 
concentration of C4-HSL and C6-HSL could increase the extracellular protease activity and biofilm 
formation activity of strain Z11 and Z12, respectively. [Conclusion] High concentration of quorum 
sensing factors (AHLs) can promote the extracellular protease activity of Hafnia sp. Z11 and Aeromonas 
sp. Z12, suggesting that the quorum sensing of these two bacteria may affect their virulence. 

Keywords: quorum sensing, Hafnia sp. Z11, Aeromonas sp. Z12, extracellular protease activity, biofilm 

黄河流域河南段气候温和，年日照时间和鱼

类生长期较长，鱼类饲料丰富，是发展渔业生产

的“温床”[1]。黄河鲤是该区域重要的养殖品种，其

肉质细嫩鲜美、性状优异，具有较高的经济价值

和营养价值。随着自然环境的恶化和养殖密度的

增加，黄河鲤的养殖环境不断被破坏，特别是细

菌性疾病日益增多，给黄河鲤养殖业带来不可忽

视的影响，造成巨大的经济损失[2]。细菌病害的防

治成为黄河鲤养殖健康发展亟待解决的问题[3]。 

细菌可以产生毒性很强的毒力因子，如胞外

蛋白酶、生物膜、外毒素和黏附因子等，而细菌

的致病性与其毒力因子的表达密不可分。细菌毒

力因子的产生与很多因素有关，随着研究的深

入，人们发现细菌之间存在一种信息交流机制，

称为群体感应(Quorum Sensing，QS)，其主要依

赖于小分子的自体诱导物(Autoinducers，AIs)的

生成、分泌和响应，以激活或抑制特定的靶基因

表达，从而调控细菌中的各种生理过程，包括共

生、发光、毒力因子表达、抗生素合成和生物被

膜形成等；细菌的一些毒力因子特性，如胞外蛋

白酶的产生、生物被膜、毒力因子表达等也受到

QS 系统的调控[4]。目前发现的细菌 QS 系统主要

有 3 类：革兰氏阴性菌中由不同长度酰基侧链的高

丝氨酸内酯(N-Acyl Homoserine Lactone，AHLs) 

介导的 LuxI/R 型信息系统[5]；革兰氏阳性细菌中

寡肽(Autoinducing Peptides，AIPs)介导的信息系

统[6]；在革兰氏阳性、阴性菌都存在，可用于细

菌种间交流的 LuxS/AI-2 型的信息系统[7]。因此，探

究黄河鲤细菌的毒力因子特性与群体感应之间的关

联，对于水产细菌病害的防控有重要意义。 

本研究从黄河鲤组织中筛选出多株细菌，分

别对其胞外蛋白酶产量、生物膜形成能力、群体

感应信号分子类型进行研究，并进一步探究群体

感应信号分子与毒力因子特性之间的关联，以期

为水产细菌病害的研究奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

哈维氏弧菌 BB170 由中国农业科学院上海兽医

研究所韩先干研究员惠赠，于 AB 培养基培养[7]；

紫色杆菌 CV026 由清华大学深圳国际研究生院周

进研究员惠赠，于 LB 培养基中培养。 

1.2  主要试剂和仪器 

胰蛋白胨和酵母提取物，Oxoid 公司；脱脂奶

粉和偶氮酪蛋白，上海碧云天生物技术公司；N-

丁酰基高丝氨酸内酯(C4-HSL)、N-己酰基高丝氨

酸 内 酯 (C6-HSL) 和 N- 辛 酰 高 丝 氨 酸 内 酯

(C8-HSL)，Sigma-Aldrich 公司；细菌基因组 DNA

提取试剂盒，TaKaRa 公司。 

超净工作台，苏州智净净化设备有限公司；

酶标仪，郑州金友宁仪器有限公司；紫外分光光

度计，上海仪电分析仪器有限公司；光学显微

镜，Olympus 公司；PCR 仪和凝胶成像系统，

Thermo Fisher Scientific 公司。 



景如贤等: 黄河鲤水产细菌的分离及其毒力因子和群体感应信号分子的检测 2051 

 

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

1.3  方法 

1.3.1  菌株筛选 

称取黄河鲤背部、腹部和尾部肌肉等不同组

织匀浆，加入无菌生理盐水，获得细菌样品。利

用梯度稀释法将样品分别涂布在 LB 固体培养基表

面，置于 37 °C 培养 3−5 d。挑取不同形态单菌落

于 LB 固体平板划线，置于 37 °C 培养，重复该步

骤直至得到纯培养。 

1.3.2  菌株鉴定 

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取筛选菌株

的基因组 DNA，利用引物 27F (5′-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTT 

ACGACTT-3′) PCR 扩增细菌 16S rRNA 基因。PCR

反应体系：引物终浓度为 0.2 μmol/L，dNTPs 终

浓度为 0.2 mmol/L，10×PCR Buffer 5 μL，Taq 酶 

1 U，ddH2O 补至 50 μL。PCR 反应条件：94 °C 

5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 2 min，

30 个循环；72 °C 10 min。利用胶回收试剂盒将

PCR 产物纯化回收，送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序。将测序结果提交 NCBI 数据库进行

BLAST 序列比对，选取与所测序列相似性较高的

种或属。应用 ClustalX 和 MEGA 4.0 生物软件[8]，

采用 Neighbor-Joining 法构建系统发育树。 

1.3.3  脱脂牛奶平板法检测胞外蛋白酶活性 

配制含有 1%脱脂奶粉的 LB 固体培养基，在

平板未完全凝固之前垂直插入牛津杯。将培养在

含 1%脱脂奶粉 LB 液体培养基的菌种，用无菌的

LB 液体培养基稀释菌液至 OD600 为 0.85−1.00 左

右，将 200 µL 稀释后的菌液加入至固体平板的牛

津杯中培养。以添加无菌 LB 培养液的平板作为阴

性对照，将平板放置于 37 °C 培养，每隔 24 h 检测

其水解圈直径大小。 

1.3.4  偶氮酪蛋白法检测胞外蛋白酶活性 

将上述有水解圈的菌株进一步通过偶氮酪蛋

白法检测胞外蛋白酶活性[9]。将 37 °C、160 r/min

摇床培养的菌株发酵液经8 000 r/min 离心5 min，除

去菌体后收集上清。取 100 µL 无菌上清加入 100 µL

的偶氮酪蛋白溶液(由 50 mmol/L pH 8.0 的 Tris-HCl

缓冲液配制，终浓度为 0.5%)，并置于 37 °C 反应

2 h。加入 500 µL 10% (质量体积分数)三氯乙酸溶液

终止反应，室温放置 30 min。反应液于 8 000 r/min

离心 5 min 后取上清 500 µL，加入 500 µL 1 mol/L 

NaOH 溶液混匀，以只含有 500 µL Tris-HCl 缓冲液

和 500 µL 菌株无菌上清液的反应液作为空白对

照，测定 OD440。每小时 OD440 变化 0.001 定义为

1 个酶活力单位(1 U)。每株菌重复 3 次试验。 

1.3.5  生物膜形成能力的测定 

采用结晶紫染色法对上述菌株的生物膜形成

能力进行测定[10]。将 37 °C、160 r/min 摇床培养过

夜的菌株发酵液稀释至 OD600 为 0.85，按 2%接种

量分别接入每孔盛有 1 mL LB 的 24 孔板中，37 °C

培养 48 h。弃去各孔培养基，蒸馏水洗涤 3 次，室

温干燥 30 min 以上，并于 65 °C 固定 15 min。加入

1 mL 结晶紫染色液染色 30 min，吸弃结晶紫染

液，用去离子水将结晶紫冲洗干净至无色，室温

干燥。加入 1 mL 95%乙醇溶液脱色 30 min 后，用

酶标仪测定其 OD595 值。 

1.3.6  群体感应信号分子 AI-2 的检测 

采用哈维氏弧菌 BB170 生物发光法定量分析

检测上述菌株的 AI-2 信号分子活性[11]。将哈维氏

弧菌 BB170 接种至 AB 培养基中，30 °C、160 r/min

摇床培养过夜，检测其 OD600 为 1.0−1.2 时，将培

养过夜的 BB170 按 1:5 000 比例稀释至新鲜的 AB

培养基中，将培养过夜的待测菌株培养液按 1:100

比例稀释至新鲜的 LB 培养基中继续培养至 OD600

为 0.6−0.8 左右，8 000 r/min 离心 10 min 后取上

清，将上清液通过 0.2 µm 滤膜过滤至无菌的离心

管中。将无菌上清与稀释后的哈维氏弧菌液按 1:9

的比例混合均匀，将在 AB 培养基中培养过夜的哈

维氏弧菌 BB170 的无菌上清和稀释后的哈维氏弧

菌同样按 1:9 的比例混匀，以此作为阳性对照，以

灭菌的 AB 培养基作为阴性对照。将上述各组于

30 °C 通气培养 4 h，利用光度计检测每个样品的生

物体发光值，以此表征 AI-2 的活性，每株菌重复 
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3 次实验。 

1.3.7  群体感应信号分子 AHLs 的检测 

采 用 报 告 平 板 划 线 法 ， 检 测 上 述 菌 株 产

AHLs 信号分子的能力[12]。将待测菌株和报告菌

株紫色杆菌 CV026 分别接种至 LB 培养基中于

37 °C、160 r/min 摇床培养过夜。分别将待测菌株

与紫色杆菌 CV026 在 LB 固体培养基上进行平行

划线，紫色杆菌 CV026 在上，待测菌株在下，

37 °C 恒温培养。以菌株 CV026 本身作为阴性对

照，每隔 24 h 观察结果。 

1.3.8  菌株分泌 AHLs 动力学 

将待测菌株接种到 LB 液体培养基中，于

37 °C、160 r/min 摇床培养，每隔一段时间取样

(0、4、8、12、24、36 和 48 h)，用酶标仪测定其

OD600 值，并将样品经 8 000 r/min 离心 5 min 取上

清液。将含有检测菌株 CV026 的 LB 营养琼脂倒入

底层铺有琼脂的平板中，用牛津杯打孔，每孔加

入 200 μL 上清液，37 °C 培养 24 h，分别测量各组

中 CV026 的变色直径。 

1.3.9  外源 AHLs 对胞外蛋白酶的影响 

将待测菌株于 37 °C、160 r/min 培养过夜后接

种于含有 1%脱脂奶粉的 LB 液体培养基中，分别

加入终浓度为 10 μmol/L 和 50 μmol/L 的外源

C4-HSL、C6-HSL 和 C8-HSL (均溶解于二甲基亚

砜)，以添加二甲基亚砜组作为阴性对照，37 °C 培

养。按照偶氮酪蛋白法测定各组胞外蛋白酶活性。 

1.3.10  外源 AHLs 对生物膜的影响 

将 37 °C、160 r/min 摇床培养过夜的菌株发酵

液稀释至 OD600 为 0.85，按 2%接种量分别接入每

孔盛有 1 mL LB 的 24 孔板中，分别加入终浓度为

10 μmol/L 和 50 μmol/L 的外源 C4-HSL、C6-HSL

和 C8-HSL (均溶解于二甲基亚砜)，以添加二甲基

亚砜组作为阴性对照，37 °C 培养 48 h。按照结晶

紫染色法测定各组生物膜形成能力，并通过光学

显微镜观察各组生物膜形成状况。 

1.3.11  数据分析 

显著性分析采用 t 检验进行分析，其中“*”代表

P<0.05，“**”代表 P<0.01，“***”代表 P<0.001。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选及其胞外蛋白酶活力 

从黄河鲤不同组织中共筛选到 26 株不同菌落

形态的细菌菌株，以胞外蛋白酶作为指标，研究

这些菌株分泌毒力因子能力的差异。结果表明：

在培养 48 h 后，所筛选菌株中有 6 株细菌(Z2、

Z3、Z5、Z8、Z11 和 Z12)在脱脂牛奶平板上产生

透明的水解圈(表 1)。其中 Z2、Z3、Z5、Z11 和

Z12 在经过 72 h 的培养后，其水解圈的最大直径均

能达到 20 mm 以上。但在这 6 株细菌中，菌株 Z2

相比于其他 5 株细菌，产生水解圈时间最早且所产

生的水解圈直径更大，其最大直径达到 32.8 mm。

说明菌株 Z2 的胞外蛋白酶活力最强。 

2.2  菌株的 16S rRNA 基因及系统进化树分析 

为了确定这 6 株细菌的进化地位，对其 16S 

r R N A 基 因 进 行 测 序 分 析 ， 通 过 与 N C B I 的

GenBank 数据库以及 EzTaxon 数据库进行比对，结

果表明菌株 Z2 和 Z12 与气单胞菌属(Aeromonas)相

似性最高，菌株 Z3 和 Z8 与希瓦氏菌属(Shewanella)

相似性最高，菌株 Z5 与热死环丝菌属(Brochothrix)

相似性最高，菌株 Z11 与哈夫尼亚菌属(Hafnia)相

似性最高(表 2)。通过 ClustalX 和 MEGA 4.0 生物软

件，基于 16S rRNA 基因序列并采用 Neighbor- 

Joining 法构建系统发育树，由图 1 可知，待测菌株

均与其相似性最高的菌株在同一分支，表明待测

菌株的进化地位明确。特别是菌株 Z11 所在的哈 

 
表 1  细菌在脱脂牛奶平板上培养不同时间后的水解圈

直径 
Table 1  Hydrolysis circle diameter of bacterial strains 
after cultured on skim milk plate for different times (mm) 

Strains 24 h 48 h 72 h 

LB 0 0 0 

Z2 13.7±1.8 22.9±3.5 29.6±2.8 

Z3 0 18.1±2.3 26.3±0.7 

Z5 0 13.5±3.1 20.2±2.9 

Z8 0 13.9±0.8 18.8±0.9 

Z11 0 14.8±2.1 22.5±2.6 

Z12 0 17.2±2.3 20.9±5.6 



景如贤等: 黄河鲤水产细菌的分离及其毒力因子和群体感应信号分子的检测 2053 

 

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

表 2  检测菌株与部分报道菌株的相似性比较 
Table 2  Similarity comparison between the isolated 
strains and part of reported strains 

Bacterial 
strains 

Top-hit species Similarity 
(%) 

Z2 Aeromonas salmonicida subsp. 
salmonicida ATCC 33658 

99.86 

Z3 Shewanella putrefaciens JCM 20190 98.93 

Z5 Brochothrix thermosphacta DSM 20171 99.79 

Z8 Shewanella xiamenensis S4 98.93 

Z11 Hafnia paralvei ATCC 29927 99.50 

Z12 Aeromonas veronii CECT 4257 99.64 

 
夫尼亚菌属和 Z2、Z12 所在的气单胞菌属均属于

鱼类病原菌，常引发鱼类疾病和死亡。 

2.3  偶氮酪蛋白法测定胞外蛋白酶活力 

采用偶氮酪蛋白法对 6 株细菌的胞外蛋白酶活

力进行进一步检测，结果如图 2 所示。在培养 

24 h 后，菌株 Z2 的胞外蛋白酶活力最高，显著高

于其他 5 株细菌，这也与脱脂牛奶平板法测定的结

果一致，菌株 Z2 在短时间内可表现出较高的胞外

蛋白酶活力且在整个培养过程中均保持较高水

平。随着培养时间的增加，菌株 Z5、Z8、Z11 和

Z12 的胞外蛋白酶活力均呈现递增的趋势，其中菌

株 Z11 和 Z12 在培养 72 h 后的胞外蛋白酶活力明

显增高，与菌株 Z2 没有明显的差别(P>0.05)。菌

株 Z3 和 Z8 的胞外蛋白酶活力在整个培养过程中均

处于较低水平，明显低于其他 4 株细菌(P<0.05)。

由此可知，菌株 Z2 的胞外蛋白酶活力最强，菌株

Z11 和 Z12 分泌胞外蛋白酶的能力有滞后现象，其

在培养后期胞外蛋白酶活力增强。 

 

 
 

 
图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的分离菌株与部分报道菌株的系统进化树 
Figure 1  Neighbour-joining tree showing the phylogenetic positions of the isolated bacterial strains based on 16S rRNA gene 
sequence 

注：步长值通过 1 000 次重复运算在各分支点显示出来；只保留步长值大于 60% 

Note: Bootstrap values (expressed as percentages of 1 000 replications) are shown at branch points; Only bootstrap values >60% are showed 
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图 2  菌株胞外蛋白酶活力的检测(偶氮酪蛋白法) 
Figure 2  Detection of extracellular protease activity with 
method of azo casein method 

注 ： 不 同 的 小 写 字 母 表 示 处 理 之 间 在 统 计 学 上 差 异 显 著

(P<0.05)。下同 

Note: The different lowercases represent statistically significant 
difference (P<0.05). The same below 
 

2.4  生物膜形成能力的测定 

利用结晶紫染色法对 6 株细菌的生物膜形成能

力进行定量测定，其中空白对照组平均 OD595 值加

上其 3 倍标准差(SD)作为细菌生物膜形成的临界值

(ODC)，若待测菌株的 OD595≤ODC 则为无生物膜形

成能力，ODC<OD595≤2ODC则为生物膜形成能力较

弱，2ODC<OD595≤4ODC 则为生物膜形成能力中

等，OD595>4ODC 则为生物膜形成能力强。菌株

Z3、Z5 和 Z11 的平均 OD595 值分别为 1.72±0.30、

1.01±0.26 和 0.76±0.10，均显著大于 4ODC (0.16± 

0.013)，表明这 3 株细菌的生物膜形成能力均很

强。菌株 Z12 的平均 OD595 值为 0.60±0.05，大于

2ODC 且小于 4ODC，表明该菌的成膜能力一般。

然而菌株 Z2 和 Z8 的平均 OD595 值分别为 0.21±0.02

和 0.17±0.01，均小于 2ODC，说明这 2 株菌的成膜

能力较弱(图 3)。结合胞外蛋白酶的水平可知，菌

株 Z11 和 Z12 不仅产胞外蛋白酶能力较强，而且具

有较高的成膜能力，说明这 2 株细菌产毒力因子能

力较强，值得进一步研究。 

2.5  AI-2 的测定 

采用哈维氏弧菌 BB170 检测 6 株菌的群体感应

信号分子 AI-2 活性。如图 4 所示，由 6 株细菌制备

的无菌上清液均可诱导哈维氏弧菌 BB170 发光，

其中菌株 Z11 诱导的发光值在这 6 株菌中最高，显

著高于其他 5 株细菌(P<0.05)。但是与阳性对照

(BB170 无菌上清)相比，6 株菌株所诱导的发光值

较低，显著低于阳性对照组(P<0.01)。因此，6 株

菌虽能分泌群体感应信号分子 AI-2，但 6 株细菌产

AI-2 整体水平不高。 

 

 

 
图 3  生物膜形成能力的测定 
Figure 3  Determination of biofilm forming ability 

注：与对照相比，*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001。下同 

Note: Compared to the control, *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001. The same below 

 

 
 

图 4  AI-2 的测定 
Figure 4  Determination of AI-2 
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2.6  菌株产 AHLs 能力测定 

采用报告菌株紫色杆菌 CV026 检测 6 株菌分泌

AHLs 信 号 分 子 的 能 力 ， 紫 色 杆 菌 CV026 是

cvil:mini-Tn5 突变体，其自身不呈现紫色，当外源

AHLs 信号分子存在时，AHLs 分子则可以与含有

相应靶启动子的基因序列结合，促使紫色素分泌

而使菌体呈现紫色。如图 5 所示，经 48 h 培养后，

以报告菌株自身作为阴性对照，在 6 株菌中只有菌

株 Z11 和 Z12 在培养过程中能分泌 AHLs 信号分

子，诱导紫色杆菌 CV026 产生紫色素，呈现紫

色，而其他 4 株细菌无明显现象，说明菌株 Z11 和

Z12 具有产生 AHLs 信号分子的能力。 

2.7  细菌生长曲线及 AHLs 产生规律 

菌株 Z11 和 Z12 分别接种于 LB 液体培养基 

 

 
 

图 5  报告平板平行划线法检测 AHLs 信号分子 
Figure 5  Determination of AHLs parallel marking 
method 

中，对其生长曲线和 AHLs 分泌动态进行检测。如

图 6 所示，2 株细菌的延滞期很短，生长繁殖迅

速，在培养 4 h 内 2 株细菌均进入对数生长阶段。

随着培养时间增加，菌株 Z11 和 Z12 在 24 h 进入

稳定期，生长趋于稳定，其细菌密度(OD600)分别

达到 1.25±0.02 和 1.32±0.02。2 株细菌分泌 AHLs

动态由紫色圈直径的大小进行表征，紫色圈直径

越大表明 AHLs 累积活性越大。在培养 4 h 后，菌

株 Z11 和 Z12 便有可检测的 AHLs 产生，而且随着

细菌密度的增加 AHLs 累积量增大。菌株 Z11 和

Z12 的 AHLs 分泌量在培养 24 h 和 36 h 达到最高水

平 ， 其 紫 色 圈 直 径 分 别 达 到 16.1±1.15 mm 和

18.7±0.80 mm，随后趋于稳定。结果表明，菌株

AHLs 的分泌动态与其细菌密度有密切关系，随着

细菌密度的增加而分泌量升高。 

2.8  AHLs 对胞外蛋白酶的影响 

为了探究信号分子 AHLs 与菌株胞外蛋白酶活

力的关联，通过外源添加不同浓度的 C4-HSL、

C6-HSL 和 C8-HSL，探究外源 AHLs 对菌株胞外蛋

白酶活力的影响。如图 7 所示，高浓度 C4-HSL 的

添加显著(P<0.01)提高了菌株 Z11 的胞外蛋白酶活

力(图 7A)，而低浓度的 C4-HSL 对菌株 Z11 胞外蛋

白酶活力没有影响，C6-HSL 和 C8-HSL 的添加同

样对菌株 Z11 胞外蛋白酶活力没有作用。图 7B 表

明外源添加 HSL 对菌株 Z12 胞外蛋白酶的影响， 

 

 
 

图 6  菌株 Z11 (A)和 Z12 (B)的生长曲线和 AHLs 产生规律 
Figure 6  Growth curve and AHLs production of strains Z11 (A) and Z12 (B) 
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图 7  外源添加不同浓度 HSLs 对菌株 Z11 (A)和 Z12 (B)胞外蛋白酶活力的影响 
Figure 7  Effects of exogenous HSL with different concentrations on extracellular protease activities of Z11 (A) and Z12 (B) 
 

由结果可知，高浓度 C6-HSL 对菌株 Z11 的胞外蛋

白酶活力有明显(P<0.01)的促进作用。结果表明外

源添加 HSL 对菌株胞外蛋白酶活力有一定的促进

作用，群体感应信号分子 AHLs 的分泌与菌株的胞

外蛋白酶活力有密切关系。 

2.9  AHLs 对生物膜的影响 

为了探究 AHLs 对菌株生物膜形成的影响，通

过 外 源 添 加 不 同 浓 度 的 C4-HSL 、 C6-HSL 和

C8-HSL，测定它们对菌株生物膜形成的影响。如

图 8A 所示，外源添加 C4-HSL 对菌株 Z11 的生  

物膜形成有促进效果，10 μmol/L C4-HSL 在一  

定程度上(P<0.05)提高菌株 Z11 的生物膜形成，  

50 μmol/L C4-HSL 能够显著促进菌株 Z11 的生物膜

形成，而 C6-HSL 和 C8-HSL 对菌株 Z11 的生物膜

形成能力没有影响。在菌株 Z12 中(图 8B)，高浓度

C6-HSL 对生物膜的形成有促进效果(P<0.05)，而

低浓度 C8-HSL 的添加反而抑制了菌株生物膜的形

成(P<0.05)。结果表明，外源添加 HSL 对于菌株生 

 

 
 

图 8  外源添加不同浓度 HSL 对菌株 Z11 (A)和 Z12 (B)生物膜的影响 
Figure 8  Effects of exogenous HSL with different concentrations on biofilm of Z11 (A) and Z12 (B) 
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图 9  正常生长及 HSL 作用下的菌株 Z11 (A、B)和 Z12 (C、D)的生物膜形成状态 
Figure 9  Biofilm formation of strain Z11 (A, B) and Z12 (C, D) with and without addition of HSL 
 

物膜的形成有明显的影响。通过光学显微镜观察菌

株 Z11 和 Z12 在分别添加 50 μmol/L C4-HSL 和

C6-HSL 条件下的生物膜形成水平，结果如图 9 所

示。正常生长的菌株 Z11 细胞聚集成团，菌落相互

融合，形成成熟网状的生物膜(图 9A)；在添加 HSL

后，菌株 Z11 形成的生物膜更加致密(图 9B)；正常

生长的菌株 Z12 与添加 HSL 的菌株 Z12 所形成的

生物膜均比较明显(图 9C)，但是添加 HSL 菌株形

成的生物膜与正常生长菌株相比更加均匀、紧密(图

9D)。结果表明，外源 HSL 的添加对于菌株 Z11 和

Z12 生物膜的形成有一定促进作用。 

3  讨论 

黄河鲤的常见病害主要有细菌性和寄生虫性

两大类，由于细菌繁殖速度快、致病性强，细菌

病害已经成为影响黄河鲤养殖的主要病害。细菌

的致病能力与其毒力因子的产生密切相关[13]，而

毒力因子的表达往往受到群体感应的调控。本文

通过开展群体感应信号分子与毒力因子特性的相

关性研究，以期为黄河鲤细菌性病害的防治提供

理论参考。 

本研究从黄河鲤组织中筛选到多株细菌，通

过对其毒力因子包括胞外蛋白酶和生物膜形成的

测定，最终确定 6 株细菌具有较强的胞外蛋白酶活

力和生物膜形成能力，表明其产毒力因子水平较

高。通过 16S rRNA 基因测序分析，发现这 6 株细

菌分别属于希瓦氏菌属、热死环丝菌属、哈夫尼

亚菌属和气单胞菌属，均被报道有腐败鱼、虾，

导致水产疾病的作用[2]。细菌的致病性与其毒力因

子的合成密切相关，胞外蛋白酶和生物膜是细菌

主要的毒力因子，其中胞外蛋白酶不仅能为细菌

生长提供必要的营养，还直接破坏宿主免疫防御

系统，而生物膜的形成有利于细菌抵抗外界不利

条件，维持其生长繁殖[13]。通过对筛选菌株的胞

外蛋白酶活力和生物膜形成能力的检测，发现菌

株 Z11 和 Z12 与其他 4 株细菌相比，不仅具有较强

的蛋白酶活力，还能形成致密的生物膜，其产毒

能力更强。菌株 Z11 属于哈夫尼亚菌属，该属细菌

是常见的细菌性食品污染菌，通过产生毒力因子

引起多种疾病感染[14]。李英等从海产品中筛选到
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一株蜂房哈夫尼亚菌 H4，具有较高的胞外蛋白酶

活力[15]。马艳等对大菱鲆源蜂房哈夫尼亚菌 Ha-01

生物膜形成能力进行测定，发现生物被膜产生量

与培养时间呈正相关，在 72 h 达到最大值(OD595

达到 0.15 左右)，然后逐渐趋于稳定[16]。与菌株

Ha-01 相比，菌株 Z11 的生物膜产量最大可达到 0.8

左右，表明菌株 Z11 具有更高的生物膜形成能力。

菌株 Z12 属于气单胞菌属，该属细菌是引起水产养

殖病害的最常见致病菌之一，广泛分布于自然界

的各种水体，可大规模引起淡水鱼类皮肤溃疡和

急性出血性败血症，是典型的水产生物病原菌[17]。

崔一等对嗜水气单胞菌 ATCC 7966 的胞外蛋白酶

活力和生物膜形成能力进行测定，结果发现在菌

株 48 h 培养上清液中胞外蛋白酶活力为 91.2±   

3.9 U，经过 36 h 培养后菌株的生物膜产量达到 3.0 左   

右[18]。与菌株 ATCC 7966 相比，菌株 Z12 的生物

膜形成能力(OD595 达到 0.6 左右)较弱，但是其胞外

蛋白酶活力显著高于菌株 ATCC 7966。 

近年来大量研究证实，食源性细菌和水产病

原菌的毒力因子特性均受到群体感应系统的调控，

许多生理特征受到群体感应信号分子的影响[19]。

Kozlova 等发现嗜水气单胞菌 SSU 中存在 LuxS 依

赖型的 AI-2 群体感应系统，并且对该菌的致病性

有一定作用，luxS 基因突变株与野生型菌株相比运

动性下降，但是生物膜合成能力和毒性反而增  

强[20]。本研究中，同属于气单胞菌属的菌株 Z2 和

Z12 产 AI-2 能力很低，因此可能存在其他类型的群

体感应系统。通过报告平板划线法检测发现，菌

株 Z11 和 Z12 均可引起紫色杆菌 CV026 合成紫色

素，而使菌体呈现紫色，表明这 2 株细菌具有分泌

AHLs 信号分子的能力。马艳等利用紫色杆菌

CV026 和根癌农杆菌 A136 进行平行划线检测蜂房

哈夫尼亚菌 Ha-01，发现该菌能引起报告菌株变

色，能够分泌 AHLs[16]。菌株 Z2 和 Z12 均属于气

单胞菌，但是菌株 Z12 能够引起报告菌株变色，而

菌株 Z2 不能。有研究证实，气单胞菌中存在 AHL

系统缺失型菌株，其不能分泌 AHLs；Dos Reis 

Ponce-Rossi 等通过研究不含有 AHL 型 QS 系统的

嗜水气单胞菌 ATCC 7966，发现其产蛋白酶活

性、生物膜形成能力和产毒力因子能力与其他含

有 AHL 型 QS 系统的嗜水气单胞菌无差别，说明

在菌株 ATCC 7966 中存在不依赖 ahyIR 型的调控

系统调控其生理活性[21]。因此，菌株 Z2 可能属于

AHL 系统缺失型菌株。 

研究发现群体感应信号分子对于细菌毒力因

子特性有一定的影响，通过外源添加信号分子

HSLs 研究信号分子对菌株胞外蛋白酶活力和生物

膜 合 成 能 力 的 影 响 [22] 。 本 研 究 发 现 高 浓 度 的

C4-HSL 对菌株 Z11 的胞外蛋白酶活力和生物膜合

成能力均有较好的促进效果。这与 Hou 等的研究

不同，他们发现低浓度(5、10 μmol/L)的 C6-HSL

促进蜂房哈夫尼亚菌生物膜形成，而高浓度的

(20、40 μmol/L)的 C6-HSL 对菌株生物膜形成有抑

制作用[23]。Zhu 等构建蜂房哈夫尼亚菌 H4 的 AHLs

合成基因缺失突变株 ΔluxI，其生物膜形成能力下

降，而外源添加 C4-HSL 能够提高其生物膜形成能

力[24]，表明 C4-HSL 可能作为重要的信号分子参与

其生物膜的形成。菌株 Z12 的胞外蛋白酶活力和生

物膜形成能力受到 C6-HSL 影响较大，高浓度

C6-HSL 对其活力有促进作用。张彩丽等同样发现

高浓度 C6-HSL 对气单胞菌 W41 的生物膜形成有促

进作用，低浓度 C6-HSL 无效果，但是低浓度的

AHLs 促进气单胞菌 W69 生物膜的形成，高浓度的

AHLs 抑制 W69 生物膜的形成[25]。Valderrama 等构

建嗜水气单胞菌的 C4-HSL 合成基因 ahyI 的缺失突

变株，发现突变株不能形成成熟的生物膜，表明

C4-HSL 参 与 其 生 物 膜 的 合 成 [26] 。 C4-HSL 和

C6-HSL 分别对菌株 Z11 和 Z12 的毒力因子特性有

重要促进作用，表明C4-HSL 和C6-HSL 可能分别作

为重要的信号分子参与菌株 Z11 和 Z12 毒力因子的

产生。因此，菌株 Z11 和 Z12 的 AHLs 信号分子类

型及其相关合成基因的确定工作需要进一步研究。 
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4  结论 

本研究从黄河鲤组织中筛选到 2 株胞外蛋白酶

活力较高且生物膜形成能力较强的菌株 Hafnia sp. 

Z11 和 Aeromonas sp. Z12，对其分泌的群体感应信

号分子进行检测，结果发现 2 个菌株产 AI-2 能力较

低，但能够分泌较高水平的 AHLs 信号分子，而且

AHLs 活性具有菌体密度依赖性。AHLs 对菌株胞外

蛋白酶活力和生物膜形成能力影响不同，高浓度

C4-HSL 和 C6-HSL 能够分别提高 Hafnia sp. Z11 和

Aeromonas sp. Z12 的胞外蛋白酶活力和生物膜形成

能力。本研究对水产细菌的毒力因子特性和群体感

应信号分子进行了探究，并证实了信号分子对毒力

因子特性的影响，为水产病原菌的防治提供了一定

的理论支持。 
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