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青海弧菌 Q67 自体诱导物的检测及其 
对菌体发光的影响 
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摘  要: 青海弧菌 Q67 是一种我国新近确定的淡水发光细菌, 其发光强度随毒物浓度改变的特性

使其可作为水质检测的指示菌株。利用生物检测菌株快速检测、C18 反相薄层层析和 β-半乳糖苷

酶含量测定, 证实了该菌存在 LuxI-LuxR 型群体感应系统, 并产生 N-酰基高丝氨酸内酯类自诱导

物。进一步的实验表明, 该信号分子活性随生长阶段有较大变化, 其粗提物不仅能调控菌体的生

物发光, 对菌体生长繁殖也产生较大影响。 
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Detection of autoinducer in Vibrio qinghaiensis sp. -Q67 and  
its effect on luminescence 
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Abstract: Vibrio qinghaiensis sp. -Q67 was a newly identified luminescent bacterium in fresh wa-
ter, its character of luminous intensity changed with toxic pollutant concentrations made it as an 
strain for water quality monitoring. Through bioassay strain JZA1 test, C18 reverse phase thin-layer 
chromatography and LacZ activity test, it was identified that Q67 had a LuxI-LuxR type Quo-
rum-Sensing and produced N-acyl-homoserine lactone (AHL) as autoinducer. The other test results in-
dicated that the content and activity of the signal molecular in Q67 changed with its growth phases. The 
crude extract from Q67 affected not only its luminescence but also its growth and reproduction. 
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在环境监测中, 利用发光细菌的发光强度检测

水质毒性已经越来越广泛, 其中应用最广泛的当属

海 洋 发 光 细 菌 , 如 费 氏 弧 菌 Vibrio fischeri 。 V. 
fischeri 产生 3-oxo-C6-HSL 信号分子, 当信号分子

浓度达到一定的阈值时 , 能启动菌体中发光系统

luxCDABE 基因的表达, 发射可见荧光。这一调控系

统 被 称 为 细 菌 的 群 体 感 应 (Quorum-Sensing)系 统 , 
即 QS 系统[1]。V. fischeri 的群体感应是 LuxI-LuxR
型 QS 系 统 [2], 即 在 低 细 胞 密 度 时 细 菌 积 累

3-oxo-C6-HSL, 扩 散 到 胞 外 , 当 达 到 一 定 浓 度 时 , 
3-oxo-C6-HSL 与 LuxR 蛋白结合, LuxR 蛋白构象发

生改变, 能识别 DNA 的 lux 框区域, 启动发光基因

的表达。3-oxo-C6-HSL 属于自诱导物 N-酰基高丝氨

酸内酯 (N-acyl-homoserine lactone, AHL)类信号分

子, 目前在很多革兰氏阴性细菌中都发现产生此类

信号分子。 
海洋发光菌生境中 NaCl 浓度较高, 用于检测淡

水水质急性毒性时需要添加 2%的 NaCl, 这对毒性

测定会造成一定干扰。淡水发光菌则没有此类需求, 
因此逐渐受到大家的关注。青海弧菌 Q67 (Vibrio 

qinghaiensis sp. -Q67)是我国学者 20 世纪 90 年代

才鉴定的淡水发光细菌 [3], 可作为水质监测的指

示菌 [4−5], 并在汶川地震水质检测中得到了应用。不

过, 青海弧菌的发光机理和 QS 系统的研究等尚未

深入报道 , 所以检测青海弧菌是否产生自诱导物 , 

并对自诱导物的活性变化规律、对菌体发光和生长

的影响等方面的研究非常有价值。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及其生长条件   
青海弧菌 Q67, 购于华东师范大学朱文杰教授, 

20 °C 培养。培养基配方(g/L): 胰胨 5, 酵母膏 5, 
甘油 3, MgCl2 3.2, KBr 0.2, CaSO4 0.1, NaCl 4, 
KCl 4, pH 9.0。AHL 检测菌株: Agrobacterium tu-
mefaciens JZA1 [KYC55(pJZ372)(pJZ384)(pJZ410)], 
南京农业大学钟增涛教授、朱军教授惠赠 , 于 AT
培养基 [6]28 °C 培养 , 四环素 2 mg/L, 壮观霉素

100 mg/L, 庆 大 霉 素 100 mg/L 。 Agrobacterium 
tumefaciens R10, 为 AHL 高表达菌株。 

1.2  主要试剂与仪器   
X-gal、ONPG (邻硝基苯-β-D-半乳吡喃糖苷)、

四 环 素 、 壮 观 霉 素 、 庆 大 霉 素 为 Sigma 产 品 ; 
3-oxo-C6-HSL、3-oxo-C8-HSL 为 Fluka 产品; 其它

试剂均为分析纯; C18 反相薄层层析板购于 Merck 公

司; RS9901 生物发光仪(上海容圣生物电子公司)。 

1.3  信号分子的定性检测 
1.3.1  上清制备: 青海弧菌 Q67 过夜活化, 然后转

接培养至对数期 , 取 1 mL 菌液 10 000 r/min 离心

5 min, 取上清液−20 °C 保存。 
1.3.2  生物显影 [7]: JZA1 过 夜 活 化 后 , 接 种 至

50 mL AT 培养基中培养 24 h。配制 100 mL 固体培

养基(琼脂含量 1.2%), 冷却至 46 °C 时, 将 50 mL 
JZA1 培养物倒入, 混匀。加入 3 种抗生素和 20 μL 
X-gal, 迅速倒入细菌培养板。A 孔加入 20 μL 青海

弧菌 Q67 液体培养基, B 孔加入 20 μL R10 培养上清, 
C 孔加入 20 μL 青海弧菌 Q67 培养上清, 28 °C 培养

12 h。 

1.4  C18 反相薄层层析 
1.4.1  AHLs 类信号分子粗提液的制备[7−8]: 青海弧

菌 Q67 培养至 OD600 为 1.8−2.0, 离心取上清, 用等

量酸化乙酸乙酯(含 0.5%甲酸)提取 3 次, 取有机相

混合, 蒸干溶剂, 溶于一定量的甲醇中, −20 °C 保存。 

1.4.2  TLC 检测 [9]: 将 3-oxo-C6-HSL (75 g/L)、

3-oxo-C8-HSL (75 g/L)和青海弧菌 Q67 的信号分子

粗提液分别点样于 C18 反相薄层层析板(TLC)上, 以

60%的甲醇为流动相层析 2−3 h, 风干后在层析板上

铺一层含有 X-gal 和检测菌株 JZA1 的 AT 水琼脂培

养基, 培养 12 h 后观察层析板的颜色变化。 

1.5  β-半乳糖苷酶含量测定[7]   
JZA1 培养至 OD600

 0.4−0.6, 用 LB 培养基按

一定比例稀释 , 取 1 mL 分装于离心管中 , 加入

200 μL 青海弧菌 Q67 培养上清, 过夜培养。在 5 mL
离心管中依次加入 0.8 mL Z-buffer、200 μL 过夜培

养的菌液、1 滴 0.1% SDS、3 滴氯仿 , 剧烈振荡。

然后加入 100 μL 4 g/L 的 ONPG 摇匀 , 待变黄加入

600 μL Na2CO3 (1 mol/L)终止反应 , 记变色时间。

10 000 r/min 离心 5 min。测定上清的 OD420 和 OD550, 
及 JZA1 菌液的 OD600。 
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β-半乳糖苷酶含量计算公式: 

420 550

600

1 000 ( 1.75 )OD ODIU
t v OD

× − ×
=

× ×  
IU: 酶诱导单位, 1 IU 等于催化 1 μmol ONPG

所需要的酶量; 
t: 反应时间, min; 

v: 细菌培养液体积, mL;  

OD420: 酶与 ONPG 反应产物的含量; 
OD550: 试验溶液中颗粒物含量, 通常接近零值; 

OD600: 试验用培养液中细菌含量。 

1.6  菌体生长曲线、菌体发光曲线和 AHLs 类信

号分子活性变化的测定  
−80 °C 保存的青海弧菌 Q67 接种至新鲜培养

基, 每 2 h 分别测定其 OD600、菌体发光值和 AHLs

类信号分子活性。菌体发光值(RLU)用 RS9901 生物

发光仪测定, 每次测量取 1 mL 菌液, 10 倍增益。 

1.7  信号分子粗提液对菌体生长和发光影响曲线

的测定 
将培养至对数期的青海弧菌 Q67 加入 150 mL

新鲜培养基中, 加入不同比例的青海弧菌 Q67 信号

分子粗提液, 28 °C 摇床培养, 每 2 h 测 1 次 OD600

和发光值(10 倍增益)。 

2  结果分析 

2.1  信号分子的检测结果 
采用的一株针对 AHLs 类信号分子有高敏感性

的检测菌株 JZA1, 为自体诱导物合成酶 traI 基因缺

陷的根癌农杆菌, 其自身不能产生自体诱导物, 它

的 PtraI-lacZ 完全依赖于外源自体诱导物诱导表达。

LacZ 与显色底物 X-gal 反应变蓝, 通过对 LacZ 酶活

的测定反映外源 AHL 活性的高低。 

加入青海弧菌 Q67 培养上清的 JZA1 水琼脂培

养物过夜培养后显蓝色(图 1), 说明青海弧菌 Q67 在

培养过程中产生了 AHLs 类群体感应信号分子。 
AHL 分子的典型特征是含有高丝氨酸内酯环

和一个酰胺链, 酰胺链中的碳原子数(从 4 到 18 个, 

多为偶数, 奇数只有 7)和第 3 位上取代基(氢、羟基

和羰基)决定了该类信号分子对细菌的不同调控功

能[10]。结构不同的 AHLs 类信号分子在以 60%甲醇

为流动相的 C18 反相薄层层析板上的迁移率不同 , 

迁移率主要取决于酰胺链中碳原子的多少。碳原子

数越多, 迁移率越小; 碳原子数越少, 迁移率越大。

TLC 结 果 如 图 2 所 示 , 1 和 2 分 别 为 标 准 品

3-oxo-C6-HSL 和 3-oxo-C8-HSL, 3 为青海弧菌 Q67

的 AHLs 信号分子粗提液。可以看出青海弧菌 Q67

层析出现两团比较集中的显色斑。说明可能合成 2

种不同的 AHLs 类信号分子。迁移率较大的活性较

强, 迁移率与标准品 3-oxo-C6-HSL 几乎相同, 说明

其酰胺链中可能含有 6 个碳原子。 
 

 

图 1  AT 水琼脂固体生物显色 
Fig. 1  AT medium agar bioassay 
Note: A: Medium of Q67 (Negative control); B: R10 (Positive 
control); C: Q67. 
 

 

图 2  不同 AHLs 的 TLC 层析分析 
Fig. 2  TLC analysis of AHLs 
Note: 1: 3-oxo-C6-HSL; 2: 3-oxo-C8-HSL; 3: Q67.  
 
2.2  信号分子含量与细菌生长和发光的关系 

由 于 β- 半 乳 糖 苷 酶 含 量 可 以 间 接 反 映 外 源

AHLs 类信号分子活性的高低, 所以结合图 3 和图 4

可以看出, AHLs 类信号分子慢慢积累, 8 h 以后开始

启动发光系统。随着细菌密度的增大, AHLs 活性增

大, 20 h 后 AHLs 活性达到最大值, 22 h 以后细菌生

长达到稳定期, 并在稳定期时 AHLs 活性开始下降, 

衰亡期检测不到 AHLs 活性(图中未显示)。
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图 3  青海弧菌 Q67 的生长曲线和发光变化曲线 

Fig. 3  Growth curve and Q67 suspension luminescence vs. time 
 

 

图 4  青海弧菌 Q67 上清液中 AHL 的活性变化 
Fig. 4  AHL activity curve of Q67  
 

2.3  信号分子粗提液对菌体生长的影响  
对照组不加青海弧菌 Q67 的 AHLs 粗提液, A 组

加入从 10 mL 青海弧菌菌液中提取的 AHLs, B 组加

入从 40 mL 青海弧菌菌液中提取的 AHLs。如图 5

所示, 添加 AHLs 提取液后青海弧菌 Q67 的生长速

度加快, 提前进入对数生长期, 并且 AHLs 的浓度

越大, 生长也越快, 到达生长稳定期时细菌的密度

没有对照组密度大。原因可能是由于外加的信号分

子被细菌误以为是自己产生的, 信号分子浓度达到

一定值后, 细菌通过某种感知系统确定周围的细菌 

 
图 5  AHLs 提取液对青海弧菌 Q67 生长的影响 
Fig. 5  Effect of AHLs from Q67 on Growth 
 
密度已经很大, 食物竞争压力变大等, 从而对自身

生长代谢进行调控, 抑制自身生长繁殖。 

2.4  信号分子粗提液对菌体发光的影响  
如图 6 所示, 3 组的发光曲线跟生长曲线类似, 

在前几个小时, 加入青海弧菌 Q67 的 AHLs 粗提液

的青海弧菌 Q67 培养液发光迅速增强, 但是在达不

到正常菌液发光值最高点时就已经开始减弱。说明

青海弧菌 Q67 的群体感应 AHLs 类信号分子调控该

菌的发光起始和最大发光强度, 但是不能解释发光

为什么会迅速减弱, 是否跟 AHLs 的调控有关有待

进一步探究。 
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图 6  AHL 提取液对菌体发光的影响 
Fig. 6 Effect of AHL from Q67 suspernatant on lumines-
cence 

3  讨论 

青海弧菌 Q67 是淡水发光菌一新种, 对其研究

还比较少。首次证明了青海弧菌 Q67 产生了 AHLs
类信号分子, 说明其可能拥有 LuxI-LuxR 型 QS 系

统。对其发光机制的深入了解可为如何提高发光强

度、延长发光稳定期等提供理论依据和支撑, 充分

发挥青海弧菌 Q67 在检测水质毒性方面的应用潜

能。近年来, 细菌群体感应系统调节细菌的多种功

能被研究, 如根瘤菌与植物共生、蓝细菌中异形胞

的分化、芽胞杆菌中感受态与芽胞的形成、根癌农

杆菌中 Ti 质粒融合转移、病原细菌胞外酶与毒素产

生、生物膜形成、菌体发光、色素产生、抗生素形

成、细菌运动等[11−15]。信号分子可以调节类球红细

菌饥饿状态下对碳源的利用 , 使细菌增长出现小

峰值[16], 但是还未有报道过群体感应系统调节碳源

充足时细菌的生长繁殖。信号分子粗提液可以影响

青海弧菌 Q67 的生长繁殖和发光, 其群体感应系统

启动了青海弧菌 Q67 的发光系统。实验所用的青海

弧菌 Q67 的 AHLs 提取液为粗提物, 除了 AHLs 类

信号分子外还可能存在其它物质影响该菌的生长和

生物发光, 需要进一步研究。如提纯信号分子, 或者

用分子生物学的方法敲除信号分子合成酶基因等

等。另外, 该菌后期发光值减小、信号分子活性减

少甚至完全消失的机理有待探讨, 这些对研究青海

弧菌 Q67 生物发光和生长衰亡都有一定价值。 
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