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摘  要: 【目的】从海洋环境中筛选出能有效抑制细菌群体感应的活性菌株, 为以致病菌

群体感应为靶点的新型疗法提供新的天然产物资源。【方法】以紫色杆菌(Chromobacterium 
violaceum)为报告菌, 采用滤纸片法和双层软琼脂法相结合的筛选模型进行群体感应抑制

活性菌的筛选。【结果】通过对美国圣璜岛海域海绵中分离出来的 272 株海洋细菌群体感

应抑制活性的筛选, 得到了具有抑制紫色杆菌素产生的细菌 51 株, 其中 74 号菌株抑制效

果最好, 具有进一步研究的价值。【结论】海洋细菌中有很多具有抑制细菌群体感应效应

的菌株, 是天然群体感应抑制剂的潜在来源。 
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Abstract: [Objective] Quorum sensing inhibitory activity of some marine bacterial isolates was 
investigated to provide potential novel origins of natural products for the promising antibacterial 
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therapeutic approaches targeting on the quorum sensing system of some pathogens. [Methods]  
In this study, we used Chromobacterium violaceum as the report-strain to screen for the quorum 
sensing inhibitory activity from some marine bacterial isolates by disc diffusion assay and 
double-layer soft agar assay. [Results] In total, 272 bacteria strains isolated from the sponge tissues 
collected around the San Juan Island had been tested. The results showed that 51 isolates 
exhibited the quorum sensing inhibitory activity. Among the active strains, bacterium No.74 
had the strongest activity, which is deserved the further study on the isolation and identification 
of quorum sensing inhibitors. [Conclusion] Many marine bacterial isolates exhibit quorum 
sensing inhibitory, which indicated that marine bacteria are also a potential source for the 
natural quorum sensing inhibitors. 

Keywords: Quorum sensing inhibitory activity, Chromobacterium violaceum, Marine bacteria 

细菌感染一直威胁着人类健康, 自 19 世纪晚

期德国的 Robert Koch 实验室证实了感染性疾病

细菌起源学说起, 人类对抗感染性疾病的治疗才

有了相对明确的目标, 以青霉素为代表的抗生素

的出现使有效治疗各种细菌感染成为可能[1]。然

而, 经过半个多世纪的迅猛发展, 越来越严重的

细菌耐药性问题凸现出来, 建立新的治疗模式变

得十分必要。目前认为, 最有前景的治疗措施应

是清除细胞的致病能力而非损伤细胞, 以防抗性

突变株的形成。研究发现, 病原菌的致病性是一

种被称为群体感应(QS)的调控机制控制的, QS 通

过介调致病基因表达能上调致病基因, 如介导病

原菌形成较厚的生物膜, 使传统抗生素难以到达

靶细胞而无法起作用, 同时也能下调致病毒性, 
帮助免疫系统根除侵染病原菌[2]。 

群体感应(Quorum-sensing, QS)是由 Fuqua 等

在 1994 首先提出的[3], 是细菌根据自身细胞密度

变化进行自我调节的一种群体行为[4]。QS 系统调

节细菌诸多生理功能, 如共生、竞争、发光、毒

性因子的释放以及生物膜的形成等[5]。因此, 国

内外关于群体感应抑制剂 (Quorum-sensing in-
hibitor, QSI)的研究也越来越多[6]。目前报道的抑

制剂主要是以天然信号分子(N-acyl homoserine 
lactones, AHL)的化学结构为模板人工合成的。

Balaban 等[7]合成了一种 RNA Ⅲ 抑制肽(RIP), 

通过干扰葡萄球菌 QS 体系来抑制其毒素产生; 
Persson 等[8]合成了一种 AHL 类似物, 能够阻断

QS 报告菌中 LuxR 和 LasR 控制的报告基因表达。

关于天然 QSI 的研究也在日趋增加, 首先被发现

的具有 QS 抑制活性的天然产物是从红藻 Delisea 
pulchra 中 分 离 到 的 溴 化 呋 喃 , 能 够 抑 制

Pseudomonas aeruginosa 等细菌的 QS 活性, 大幅

降低其生物膜对抗生素的敏感性[9]; 大蒜提取物

被证明含有至少 3 种不同的 QS 抑制剂, 其中一

种已被鉴定为环状二硫化合物[10]; Nakayama 等

分离到一种真菌次生代谢物 AMA, 能够抑制

Enterococcus faecalis 通过 QS 介调的明胶酶的产

生, 但不影响其菌体生长[11]。研究表明, 通过从

微生物代谢产物中筛选天然的 QSI, 可能找到不

同于 AHL 结构类似物的结构新颖的活性化合物, 
从而为 QSI 的开发提供新的来源。 

筛选 QSI 化合物的方法有很多种, 其中最典

型的方法是用 A I 活性报告菌分析检测待筛选化

合 物 以 获 得 活 性 QSI[12] 。 紫 色 杆 菌

(Chromobacterium violaceum)是一种革兰氏阴性

菌, 其紫色菌素的表达受群体感应信号系统严密

调控, 所以紫色杆菌可作为一种简便、直接的群

体感应抑制因子筛选模型[13]。本文以紫色杆菌为

报告菌, 采用滤纸片法和双层软琼脂法相结合的

筛选模型, 对 272 株分离自美国圣璜岛海域海绵
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的细菌进行群体感应抑制活性的筛选, 得到具有

细菌群体感应抑制活性的菌株 51 株, 其中 74 号

菌株活性最高。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品: 实验所用的报告菌是由香港科技大

学提供的紫色杆菌(Chromobacterium violaceum); 

测试菌是美国圣璜岛海域海绵中分离得到的 272

株细菌。 

1.1.2  培养基: (1) MB 培养基: 蛋白胨 0.5%, 酵

母膏提取物 0.3%, 柠檬酸铁 0.01%, NaCl 1.945%, 
MgCl2 0.59%, MgSO4 0.324%, CaCl2 0.18%, KCl 
0.055%, 琼脂 1.5%, pH 7.4−7.6。该培养基主要用

于海洋细菌的培养和发酵。 

(2) 软琼脂培养基: 蛋白胨 0.2%, 酵母膏提

取物 0.2%, 可溶性淀粉 0.2%, NaCl 1%, 100 mL

海盐水 (盐度为 3.0%−3.5%), 琼脂 0.75%, pH 

7.0−7.4。主要用于双层软琼脂法筛选活性菌。 

(3) 牛肉膏蛋白胨培养基: 牛肉膏 0.5%, 蛋

白胨 1%, NaCl 0.5%, 琼脂 1.5%, pH 7.0−7.2。主

要用于培养紫色杆菌。 

1.2  方法 
1.2.1  海洋细菌的发酵培养和提取物的制备: 
将细菌从 MB 固体培养基上挑取适量接种到装

有 10 mL 液体培养基的试管中, 28 °C、150 r/min

振荡培养 1.5 d; 然后从试管中吸取 2 mL 菌液接

种到装有 50 mL 培养基的锥形瓶中, 同样条件振

荡培养 2.5 d; 再将 50 mL 菌液接种到装有 800 mL

培养基的锥形瓶中同等条件振荡培养 4 d。用

800 mL 含有 5%丙酮的乙酸乙酯进行萃取, 将上

清液用旋转蒸发仪蒸馏得到粗提物, 氮吹仪下吹

干后称重, 用乙酸乙酯溶成 50 g/L 溶液待用。 

1.2.2  滤纸片法筛选群体感应抑制活性菌: 参照 

单文荣等[14]筛选棉花黄萎病菌抑制剂所用的方

法。具体步骤如下: 制备牛肉膏蛋白胨固体培养基

若干, 取 100 μL 生长良好的紫色杆菌均匀涂抹于

培养基上; 吸取 10 μL 粗提物溶液滴到滤纸片上, 

吹干后反扣在涂有菌液的培养基上, 将培养皿置

于30 °C 恒温培养箱中倒置培养2 d, 每个样品做3

组平行, 并做乙酸乙酯、青霉素、链霉素的抑制试

验。如果筛选样品中含有群体感应抑制因子, 则滤

纸片周围将出现不透明的白色浑浊圈, 在这个圈

内紫色杆菌产生紫色素的群体感应调控机制被破

坏, 色素产生被抑制, 而菌体本身生长未受影响; 

若为无色透明圈, 则表示样品中含有抑制报告菌

生长的活性成分, 抑制圈直径大小取决于抑制因

子的强弱。培养 2 d 后观察实验结果, 测量滤纸片

边缘到色素产生区域的最小半径并记录。 
1.2.3  双层软琼脂法筛选群体感应抑制活性

菌: 参照 Teasdale 等[15]所用的方法适当改变后进

行活性筛选。将海洋细菌从平板上接种到试管中

振荡培养 1.5 d, 吸取 100 μL 菌液加入到无菌的

24 孔板中, 再加入冷却到 40 °C 的软琼脂培养基

900 μL 混匀 , 空白和阴性对照均加入培养基

1 000 μL, 置于 30 °C 恒温培养箱中倒置培养

24−48 h; 取出 24 孔板, 在培养基上覆盖一层

150 μL 的软琼脂培养基, 用于避免细菌和紫色杆

菌直接接触, 凝固后加入 200 μL 混有紫色杆菌的

软琼脂培养基(紫色杆菌:培养基=1:9); 将 24 孔板

再次放到培养箱中倒置培养 72 h, 观察结果, 记

录数据。以阴性对照为参照, 若测试菌所在的孔

中紫色杆菌未产生菌素, 即孔中未出现紫色, 则

说明测试菌有较强的群体感应抑制活性; 若出现

部分浅紫色, 说明抑制活性较弱; 若出现与阴性

对照同等程度的紫色, 说明该测试菌无抑制活

性。若紫色杆菌层无菌体生长, 则说明测试菌对

紫色杆菌生长有抑制作用。 
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2  结果与分析 

2.1  滤纸片法筛选结果 
2.1.1  海洋细菌提取物对紫色杆菌素产生的

影响: 经发酵、萃取和干燥得到粗提物 272 份, 
用滤纸片法进行筛选, 结果显示(图 1), 272 株

海洋细菌中有 17 株具有群体感应抑制活性 , 
能较好地抑制紫色杆菌素的产生 ,  筛出率为 

6.25%。在粗提物浓度为 500 μg/片时, 有 4 株细菌

抑制半径在 2.5 mm 以上, 分别是 66、74、91 和 552

号菌株; 7 株在 1.5 mm−2.5 mm; 6 株小于 1.5 mm。

当测试浓度为 250 μg/片时, 这 17 株活性菌的抑制

效果均大幅减弱, 只有 4 株菌有 1 mm 左右的抑制

圈, 其中 74 号菌株抑制效果最好, 提取物浓度为

250 μg/片时, 其抑制半径仍有 1.5 mm (图 2)。 

 

 

图 1  海洋细菌提取物对紫色杆菌素产生的抑制 
Fig. 1  Inhibition of violacein production by extract of marine bacteria 

 

 

图 2  74 号海洋细菌提取物对紫色杆菌素产生的抑制 
Fig. 2  Inhibition of violacein production by No. 74 ex-
tract 
注: 1: 阴性对照(乙酸乙酯); 2: 0.25 mg 74 号提取物; 3: 

0.50 mg 74 号提取物; 4: 200 μg 链霉素. 
Note: 1: Ngative control (ethyl acetate); 2: 0.25 mg No. 74 
extract; 3: 0.50 mg No. 74 extract; 4: 200 μg streptomycin. 

2.1.2  海洋细菌提取物对紫色杆菌生长情况的

影响: 为了进一步确证 74 号菌株提取物的活性

是群体感应抑制活性而不是抑菌活性, 对其进行

了生长抑制实验。将隔夜培养的紫色杆菌用新

鲜培养基稀释至 OD570 为 0.05, 滴加到 96 孔板

3 个孔中, 分别加入 74 号菌株提取物至终浓度

为 0.25 mg/L、0.5 mg/L 和终浓度为 0.1 mg/L 的

链霉素, 空白对照用 DMSO 补平。30 °C 恒温培

养, 每隔 4 h 测试其 OD570。 

结果显示(图 3), 74 号菌株提取物浓度在

0.25 mg/L 时对紫色杆菌的生长无任何影响 ; 

0.5 mg/L 时 OD570略微下降, 降幅较小, 不影响其

走势; 而链霉素对紫色杆菌生长的抑制作用十分

显著, 在所测定的各个时间点其 OD570 基本没有
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变化。在色素产生方面, 混合培养 8 h 后空白对

照开始出现紫色, 20 h 后提取物浓度为 0.25 mg/L
的孔中开始出现紫色, 48 h 后 0.5 mg/L 的孔中也

开始出现紫色。结合图 1 和图 2 的实验结果, 说

明 74 号海洋细菌提取物抑制紫色杆菌素的产生

不是通过抑制其菌体生长来实现的。 

2.2  双层软琼脂法筛选结果 
运用双层软琼脂法对 272 株海洋细菌进行筛

选, 经过重复实验后, 观察 24 孔板中紫色产生情

况, 发现有较好抑制紫色杆菌色素产生的细菌 40

株(表 1), 筛出率为 14.71%。其中效果最好的有

18 株, 占筛出菌株的 45%, 效果较好的有 15 株, 

效果较差的有 7 株。 

2.3  测试菌株的鉴定 
本次实验所用的测试菌共有 272 株, 采用

IST 序列分析对其中的 146 株进行了鉴定, 分属

25 个菌属, 数量最多的是芽孢杆菌属(Bacillus), 

共 58 株, 占到总菌数的 21.32%; 其次为交替假

单胞菌属 (Pseudoalteromonas) ,  占总菌数的 

4.41%; 嗜冷杆菌属(Psychrobacter) 3.31%, 马里

尼 芽 孢 杆 菌 属 (Marinibacillus) 2.94%, 弧 菌 属

(Vibrio) 2.21%, 类 芽 孢 杆 菌 属 (Paenibacillus) 

2.57%, 葡萄球菌属(Staphylococcus) 2.21%等。在

筛选出的菌株中 , 芽孢杆菌属(Bacillus)和交替

假单胞菌属(Pseudoalteromonas)数量较多, 其余

菌属均有分布, 说明紫色杆菌群体感应抑制剂

在海洋细菌中分布较广, 并不局限在某几个菌

属中。 

3  讨论与展望 

细菌耐药问题是目前人类面临的最大生存危

机。以细菌的群体感应系统为靶标筛得的抗菌药

物, 与传统的抗生素的作用机制完全不同, 只抑

制细菌群体感应调控的致病行为, 不影响细菌的

生长, 因此理论上不会产生细菌耐药性[16]。海洋

生态环境独特, 能产生更多新颖的微生物活性产

物, 海洋微生物中的 QSI 在抗菌、抗病毒、抗肿

瘤、抗海洋污损等方面具有独特的效应。 
 

 
图 3  74 号海洋细菌对紫色杆菌生长情况的影响 

Fig. 3  Effect of bacterium No.74 extract on the growth of Chromobacterium violaceum 
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表 1  双层软琼脂法抑制紫色杆菌素的产生 
Table 1  Inhibition of violacein production by double-layer soft agar assay 

菌号 
Number    

抑制效果 
Inhibition effect 

菌号 
Number 

抑制效果 
Inhibition effect 

菌号 
Number 

抑制效果 
Inhibition effect 

32 + 272 +++ 552 +++ 

66 ++ 276 +++ 562 +++ 

74 +++ 292 + 590 + 

108 ++ 301 ++ 597 +++ 

110 ++ 303 + 604 + 

159 ++ 304 ++ 621 ++ 

170 ++ 406 ++ 652 +++ 

173 +++ 420 +++ 655 ++ 

176 ++ 446 +++ 657 ++ 

192 + 450 ++ 685 +++ 

223 +++ 520 +++ 686 ++ 

259 +++ 525 +++ 691 +++ 

263 ++ 529 +++ 742 + 

743 +++     

注: +++: 抑制效果最好, 未产生紫色; ++: 部分抑制, 产生微量浅紫色; +: 产生浅紫色, 抑制效果较差. 
Note: +++: The best effect of inhibition, no violacein production; ++: Partial inhibition, trace violacein production; +: Weak inhibi-
tion effect, partial violacein production. 

 
本文所用的滤纸片法和双层软琼脂法都是筛

选 QSI 的有效方法, 通过 272 株海洋菌的筛选, 

初步总结出两种方法的优缺点。滤纸片法在实验

过程中需对测试菌进行发酵萃取, 通过粗提物与

报告菌的对峙实验来确定其 QS 活性, 是一种菌

与化合物的对峙; 双层软琼脂法无需发酵萃取, 

是一种菌与菌的直接对峙。就筛出率而言, 滤纸

片法的筛出率为 6.25%, 低于双层软琼脂法的

14.71%; 就实验过程而言, 滤纸片法前期粗提物

的制备花费时间较长, 不如双层软琼脂法简便易

行; 另外, 前者是通过抑制圈半径来确定测试菌

QS 活性大小, 实验数据更为直观、准确, 而后者

的实验结果是通过肉眼观察的, 难免存在误差, 

数据偶然性较大。因此, 我们可以看到两种方法

有利有弊, 在以后的实验中可以先用双层软琼脂

法进行筛选, 对于活性较好的菌株再进行滤纸片

法的进一步确证, 以保证实验的严谨性。 

运用紫色杆菌筛选模型对海洋细菌提取物进

行群体感应抑制活性的筛选, 我们得到了 51 株

能有效抑制紫色杆菌通过群体感应调控的紫色

菌素的产生, 其中 74 号菌株的抑制效果最好, 且

在一定浓度范围内不影响紫色杆菌的生长。史晓

翀等[17]运用紫色杆菌为报告菌, 使用唯一能源法

和报告菌株法对青岛沿海土壤中的细菌进行群

体感应抑制活性的筛选, 得到 21 株活性菌株, 其

中编号为 A8 的菌株效果最好, 对其中有效成分

进 行 分 离 鉴 定 , 发 现 主 要 化 合 物 为 环 二 肽

(Cyclodipeptides)。因此, 在后续实验中, 我们将

对 74 号菌株进行规模化发酵, 对提取物进行分

离纯化, 以得到抑制群体感应的有效化合物, 为

QSI 的进一步研究和开发提供基础。 
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