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摘   要：【背景】副溶血性弧菌是全球范围重要的食源性病原菌，能引起急性肠胃炎。群体感应

系统 LuxS/AI-2 影响细菌的生物学特性，为研究副溶血性弧菌的传播机制和控制技术提供了新的

途径。【目的】探讨群体感应信号分子 AI-2 合成关键基因 luxS 对海产品中分离的副溶血性弧菌

Vp2009027 生物学特性的影响。【方法】利用自杀质粒同源重组技术敲除信号分子 AI-2 合成关键

基因 luxS，构建副溶血性弧菌 Vp2009027 的 luxS 基因缺失株，通过比较野生株与 luxS 基因缺失株

的生长曲线、AI-2 活性、运动能力、生物膜形成能力和耐药性，分析 LuxS/AI-2 系统对副溶血性

弧菌生物学特性的影响。【结果】构建了副溶血性弧菌 Vp2009027 的 luxS 基因缺失株，野生株和

luxS 基因缺失株的生长无明显差异，luxS 基因的缺失导致 AI-2 合成受阻、运动能力和生物膜形成

能力增强、四环素耐药性降低。【结论】luxS 基因对副溶血性弧菌的生物学特性具有重要的调控作

用，为进一步研究副溶血性弧菌的传播机制和研发控制技术提供基础。 

关键词：副溶血性弧菌； luxS 基因；信号分子 AI-2；生物膜；四环素耐药性  
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Abstract: [Background] Vibrio parahaemolyticus is an important foodborne pathogen worldwide, 

which can cause gastroenteritis. Quorum sensing system LuxS/AI-2 can regulate the biological 

characteristics of bacteria, which provides a new pathway to study the dissemination mechanism and 

control techniques of V. parahaemolytics. [Objective] To study the effect of quorum sensing signaling 

molecule autoinducer-2 (AI-2) on the biological characteristics of V. parahaemolyticus Vp2009027 from 

seafood. [Methods] The critical gene luxS related to the synthesis of AI-2 was knocked out, and the 

luxS-knockout mutant of V. parahaemolytics Vp2009027 was constructed by homologous recombination 

with suicide plasmid. The effect of LuxS/AI-2 on the biological characteristics of V. parahaemolyticus 

was determined by comparing the growth, AI-2 activity, motility, biofilm formation ability, and 

antibiotic resistance between the wildtype strain and the mutant. [Results] The mutant was constructed 

successfully, which showed no significant difference in growth compared with the wildtype strain. The 

deletion of luxS led to the failure of AI-2 synthesis, increase in motility and biofilm formation ability, 

and weakening of tetracycline resistance. [Conclusion] luxS gene could regulate the biological 

characteristics of V. parahaemolyticus, which provided a reference for further research on the 

dissemination mechanism and development of control techniques of V. parahaemolyticus. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus; luxS gene; signaling molecule AI-2; biofilm; tetracycline resistance 

副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)是

一种全球广泛分布的食源性病原菌，能引起急

性肠胃炎，出现呕吐、腹泻、腹痛等症状，严

重者可发展成为败血症[1-2]。食用未经加工或未

煮熟的海产品极易感染副溶血性弧菌，在我国，

副溶血性弧菌是引起食源性疾病最主要的微生

物病原 [3]。抗生素的过度使用导致细菌耐药性

问题日益严重，海产品中的副溶血性弧菌同样

存在耐药性问题 [4]，影响海产品的质量安全，

其耐药菌通过食物链进入人体会造成常规抗生

素失效，给临床治疗带来巨大挑战，进而威胁

人类健康。因此，开展副溶血性弧菌的特性和

防控技术的研究对提高海产品质量安全、保障

人类健康具有重要意义。 

细菌的群体感应 (quorum sensing)是指细

菌通过产生和交换可扩散的自诱导信号分子

进行细菌之间交流的过程 [5]。不同细菌利用不

同类型的信号分子进行交流，其中 LuxS/AI-2

群体感应系统是目前唯一确认的细菌种间交

流的群体感应系统，广泛分布于革兰氏阳性

菌和阴性菌 [6]。已有研究表明，LuxS/AI-2 能

调控细菌的很多重要生理过程，包括发光、

运动性、生物膜形成和耐药性等 [7-9]。信号分

子 AI-2 的合成主要与 S-核糖同型半胱氨酸酶
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(S-ribosylhomocysteinase，LuxS)相关，该酶由

luxS 基因编码[10]。本实验通过敲除 luxS 基因阻

断 AI-2 的合成，探究 LuxS/AI-2 对副溶血性弧

菌生物学特性的影响作用，以期为副溶血性弧

菌的预防控制提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

副溶血性弧菌 Vp2009027，分离自养殖海

参，保存于农业农村部水产品质量安全检测与

评价重点实验室。大肠埃希氏菌 (Escherichia 

coli) DH5α λpir、E. coli β2155，购自 BioVector 

NTCC 典型培养物保藏中心；E. coli DH5α，购

自天根生化科技(北京)有限公司；哈维氏弧菌

(V. harveyi) BB152、V. harveyi BB170，由中国

海洋大学张晓华教授和曾名湧教授惠赠。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒、细菌总

RNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公

司；逆转录试剂盒 PrimeScriptTM RT Reagent 

Kit with gDNA Eraser、实时荧光定量 PCR 试剂

盒 TB GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ、高保真

DNA 聚合酶 PrimeSTAR Max DNA Polymerase、

DNA 分子量标准 DL2000，宝生物工程(大连)

有限公司；10Tango Buffer、内切酶 Sma I  

(10 U/μL)、T4 连接酶(5 U/μL)，MBI 公司；

pKD3 质粒、自杀质粒 pCVD442、DNA 分子

量标准 Marker Q、四环素，生工生物工程(上

海)股份有限公司；酵母粉、胰蛋白胨，Oxoid

公司。 

所用引物序列见表 1，由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成。 

荧光定量 PCR 仪，Roche 公司；PCR 仪，

北京东胜创新生物科技有限公司；多功能微孔

检测仪，MD 公司；电转仪，Bio-Rad 公司；微

量核酸蛋白测定仪，Implen 公司；Class Ⅱ生物

安全柜，Nuaire 公司。 

 
表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

项目 Item 名称 Name 引物序列 Primers sequence (5′→3′) 

上游同源臂引物 

Primers of upstream homologous arm 

luxS-5F CTGGCTCACGGTTACCAACATTAC 

luxS-5R GAGTAAAGGCATTACATCTCTCCTGATTG 

下游同源臂引物 

Primers of downstream homologous 

arm 

luxS-3F CTGCGCGTAGACTAAGTTCTTTTGG 

luxS-3R GAAGAGTTACGCACGGTCGTAAATG 

氯霉素抗性基因扩增引物 

Primers of chloramphenicol 

resistance gene 

luxS-CmF CAATCAGGAGAGATGTAATGCCTTTACTCCatatgaatatcctccttagttcctattc 

luxS-CmR CCAAAAGAACTTAGTCTACGCGCAGgagctgcttcgaagttccta 

外侧鉴定引物 

Primers of outer fragment 

luxS-outF GATTGATAACCCTGAACTGACGATTTCTG 

luxS-outR CTAATGGTTTCATTCGTTTGCTTGGTG 

内侧鉴定引物 

Primers of inner fragment 

luxS-inF GCATTCATACACTAGAGCACTTGTACG 

luxS-inR CCACACTGGTACTCATTTAGCTCAG 

tetB 荧光定量 PCR 引物 

Primers of tetB for real-time PCR 

tetB-F GGCGCATCGCTGGATTACTTATTG 

tetB-R CGTTGAGAAGCTGAGGTGGTATCG 

16S rRNA 荧光定量 PCR 引物 

Primers of 16S rRNA for real-time 

PCR 

16S-F CAGCTCGTGTTGTGAAATGT 

16S-R CGTAAGGGCCATGATGACTT 
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LB 液体培养基(g/L)：酵母粉 5.0，胰蛋白

胨 10.0，NaCl 10.0。LB 固体培养基：LB 液体

培养基中添加 15−20 g/L 琼脂。LBS 液体培养

基：LB 液体培养基中添加 20 g/L NaCl。LBS 固

体培养基：LBS 液体培养基中添加 15−20 g/L 琼

脂。AB 培养基(g/L)：MgSO4·7H2O 12.6，NaCl 

17.5，酪蛋白(不含维生素) 2.0，加蒸馏水 900 mL

溶解，用 10 mol/L NaOH 调 pH 至 7.0，补足蒸

馏水至 960 mL，1×105 Pa 灭菌 15 min，冷却后

加入 10 mL 无菌 1 mol/L 磷酸钾缓冲液(pH 

7.0)、10 mL 0.1 mol/L L-精氨酸(0.2 μm 滤膜过

滤)、20 mL 50%无菌甘油，混匀。 

1.2  方法 
1.2.1  luxS 基因的敲除与鉴定 

菌株 Vp2009027 在 LBS 液体培养基中

36 °C、150 r/min 振荡培养过夜，采用细菌基因

组 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA。根据副溶

血性弧菌 Vp2009027 的基因序列，获得 luxS 基

因的上、下游同源臂。采用高保真 DNA 聚合酶

和引物 luxS-5F/luxS-5R 和 luxS-3F/luxS-3R 扩增

luxS 基 因 的 上 、 下 游 同 源 臂 。 采 用 引 物

luxS-CmF/luxS-CmR从 pKD3质粒上扩增氯霉素

(Cm)抗性基因。将 luxS 基因上、下游同源臂与

Cm 抗性基因通过融合 PCR 连接，得到上游同

源臂-Cm-下游同源臂的融合 PCR 产物。自杀质

粒 pCVD442 经 Sma I 酶切后纯化，再将融合

PCR 产物与自杀质粒 pCVD442 通过 T4 连接酶

进行连接，然后电转化入 E. coli DH5α λpir 中，

涂布 LB 平板(含氨苄青霉素 50 μg/mL、氯霉素

17 μg/mL)，36 °C 培养 18–24 h，获得阳性克隆

后通过质粒提取试剂盒提取质粒，获得重组质

粒。将重组质粒电转化入 E. coli β2155 中，采

用LB平板(含100 μg/mL氨苄青霉素、0.5 mmol/L

二氨基庚二酸)筛选获得供体菌。将供体菌与副

溶血性弧菌受体菌进行接合实验，在含氯霉素

(17 μg/mL)的 LB 平板上筛选获得氯霉素抗性的

克隆，随机挑选 10 个克隆混合培养，用含 10%

蔗糖和氯霉素(17 μg/mL)的 LB 平板进行二次筛

选。随机挑取 20 个单克隆进行纯培养，采用内

侧鉴定引物扩增菌株的基因组 DNA，确定是否

含有目的片段。将不含目的片段的阳性克隆纯

培养后涂布在含 10%蔗糖和氯霉素(17 μg/mL)

的 LB 平板上，36 °C 培养至单菌落形成。单菌

落纯培养后通过内侧鉴定引物 luxS-inF/luxS-inR

进行 PCR 扩增、外侧鉴定引物 luxS-outF/ 

luxS-outR 进行 PCR 扩增和测序，进一步确证

luxS 基因是否被敲除。 

1.2.2  luxS 缺失对副溶血性弧菌生长的影响 

分别将副溶血性弧菌 Vp2009027 野生株与

luxS 缺失株接种至 LBS 液体培养基中 36 °C、 

150 r/min 活化，调整为相同浓度的菌液(麦氏浓

度约 0.5)，分别取 1 mL 菌液加入 100 mL LBS

中，36 °C、150 r/min 振荡培养，每 2 h 取菌液

于 600 nm 下测定吸光值(OD600)，绘制生长曲

线，比较缺失株与野生株生长能力的差异。 

1.2.3  luxS缺失对副溶血性弧菌AI-2活性的影响 

分别于 0、2、4、6、8、12、16、24、

30、36 h 取 1.2.2 中 Vp2009027 野生株与 luxS

缺失株的培养液，12 000 r/min 离心 10 min，上

清液经 0.2 μm 滤膜过滤后，参照文献[11]的方

法，用报告菌株 V. harveyi BB170 检测 AI-2 的

活性。将−80 °C 冻存的报告菌株 V. harveyi 

BB170 接种到 AB 培养基中，于 30 °C、150 r/min

振荡培养 12 h，用新鲜的 AB 培养基按 1:5 000

比例(体积比)稀释菌液。在 96 孔白色平底微孔

板中加入 20 μL 含 AI-2 的待测无菌上清液和   

180 μL V. harveyi BB170 稀释液，30 °C、110 r/min

振荡培养，每隔 30 min 用多功能酶标仪测定其
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荧光值，直至空白对照组荧光值降至最小值。

将 V. harveyi BB152 和 E. coli DH5α 分别接种到

LBS 培养基和 LB 培养基中，分别于 30 °C 和

36 °C 下 150 r/min 振荡培养 12 h。以 V. harveyi 

BB152 的无菌上清液作为阳性对照、E. coli DH5α

的无菌上清液作为阴性对照及 AB 培养基为空白

对照组，将阳性对照的 AI-2 活性定义为 100%。 

1.2.4  luxS 缺失对副溶血性弧菌运动性的影响 

将 Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株分别接

种于 LBS 液体培养基中，36 °C、150 r/min 振荡

培养过夜，将菌液稀释至麦氏浓度 0.5，再稀释

10 倍，取 1 µL 接种于新鲜配制的运动性培养基

(分别含 0.3%琼脂的 LBS、含 0.5%琼脂的 LBS)

中，以含 2.0%琼脂的 LBS 作为对照，36 °C 培

养，每 2 h 测量菌苔直径[12]。 

1.2.5  luxS 缺失对副溶血性弧菌生物膜形成的

影响 

将 Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株分别接

种于 LBS 液体培养基中，36 °C、150 r/min 振荡

培养过夜，将菌液稀释至麦氏浓度 0.5，再稀释

10 倍，取 200 μL 加入无菌 96 孔板中，置于

36 °C 培养 24 h，取出后倾去培养基，用无菌水

清洗 3 次后 60 °C 干燥固定 30 min，采用 200 μL 

0.1%结晶紫染色 5 min，弃去染液，用无菌水清

洗 3 次后晾干，用 200 μL 95%乙醇溶解，在波

长 590 nm 下测量吸光值(OD590)。 

1.2.6  luxS 缺失对副溶血性弧菌四环素耐药性

的影响 

将 Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株分别接

种于 LBS 液体培养基中，36 °C、150 r/min 振荡培

养过夜，将菌液浓度稀释到约 105−106 CFU/mL。

采用微量肉汤稀释法测定 Vp2009027 野生株与

luxS 缺失株对四环素的最小抑菌浓度(minimal 

inhibitory concerntration，MIC)，配制四环素溶

液(浓度分别为 20、30、40、50、60、70、80、

90、100、110、120 μg/mL)，取稀释菌液与对应

各浓度的四环素等量混匀，36 °C 培养 24 h，测

定菌液吸光值(OD600)，以菌株不生长的最低浓

度为四环素的 MIC。 

选择在四环素亚抑菌浓度(15 μg/mL)体系

下，按照上述操作对野生株和缺失株进行培

养，通过测定 600 nm 下的吸光值确定菌液浓

度，同时采用细菌总 RNA 提取试剂盒提取菌株

的 RNA。采用 PrimeScriptTM RT Reagent Kit 

with gDNA Eraser 试剂盒进行逆转录获得

cDNA，以 16S rRNA 基因为内参基因，采用 TB 

GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒进行实时荧

光定量 PCR，检测四环素耐药基因 tetB 的转录

水平[13-14]。荧光定量 PCR 反应体系(20 μL)：  

2×预混液 10 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各  

0.8 μL，cDNA (约 50 ng) 2 μL，无菌水 6.4 μL。

PCR 反应条件为：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 

30 s，进行 40 个循环；溶解曲线反应条件为

95 °C 5 s，60 °C 60 s。 

1.2.7  数据分析 

实验结果以平均值±标准差 (Mean±SD)表

示。采用 t检验对数据的差异性进行统计分析，

P<0.01 表示差异性极显著。 

2  结果与分析 

2.1  luxS 缺失株的构建 
经过融合 PCR 获得 ΔluxS::Cm 片段，电泳

图如图 1 所示，片段大小为 2 704 bp。将融合

PCR 片段通过连接和转化后，获得重组质粒

pCVD442-ΔluxS::Cm，将其转入 E. coli β2155 后

获得供体菌 β2155/pCVD442-ΔluxS::Cm。将

β2155/pCVD442-ΔluxS::Cm 与受体菌副溶血性

弧菌进行接合，对抗性平板筛选的接合子采用

内侧鉴定引物进行 PCR 扩增，如图 2 所示，部

分菌株没有扩增出 luxS 片段，表明菌株中不含  
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图 1  融合 PCR 构建的 ΔluxS::CM 片段   M：

DNA 分子量标准 Marker Q；1：ΔluxS::CM 片段 

Figure 1  Fragment of ΔluxS::Cm constructed by 
fusion PCR. M: DNA Marker Q; 1: Fragment of 
ΔluxS::Cm. 
 
luxS。将 luxS 阴性的菌株进行纯培养后，再次

用内侧鉴定引物进行 PCR 扩增，未扩增出 luxS 

(图 3)。采用外侧鉴定引物进行 PCR 扩增，扩增

片段大小与预期相符(2 881 bp)，通过测序验证

结果显示序列与设计的一致，进一步证明 luxS

基因敲除成功，将 luxS 基因缺失株命名为

Vp2009027ΔluxS。 

2.2  luxS 缺失对副溶血性弧菌生长的影响 

生长曲线(图 4)可以看出，从最初的 0−2 h

内，副溶血性弧菌 Vp2009027 野生株与缺失株

生长速率大致相同；从培养 2 h 开始，野生株菌

浓度要稍高于缺失株，表明野生株的生长速度

比突变株稍快，到达稳定期后，野生株的菌浓

度仍然高于缺失株，但无显著差异(P>0.05)。 

2.3  luxS 缺失对副溶血性弧菌 AI-2 活性的

影响 
在培养对数后期和稳定期中，Vp2009027

野生株表现出较高的 AI-2 活性，而缺失株在所

有测定时间内的 AI-2 的活性均显著低于野生株

(P<0.01)，接近于阴性对照，表明 luxS 基因的

缺失阻断了 AI-2 的合成(图 5)。 

2.4  luxS 缺失对副溶血性弧菌运动性和生

物膜形成的影响 
如图 6 所示，在 0.3%琼脂培养基和 0.5%琼

脂培养基上培养 2 h，Vp2009027 野生株和 luxS

缺失株的菌苔直径没有明显差异，培养 4 h后，

二者的菌苔直径差异性显著(P<0.01)，luxS 缺失

株的运动能力均显著强于野生株。如图 7 所示，

Vp2009027luxS 缺失株的生物膜形成能力显著高

于野生株(P<0.01)，约为野生株的 1.58 倍。 

2.5  luxS 缺失对副溶血性弧菌四环素耐药

性的影响 
Vp2009027 野生株的MIC 值约为 50 μg/mL，

而 luxS 缺失株的 MIC 值约为 25 μg/mL，即 luxS 

 

 
 
图 2  接合子的筛选   M：DNA 分子量标准 DL2000；1：无模板阴性对照的扩增结果；2：野生株的扩

增结果；3−22：第 1−20 号克隆的扩增结果 

Figure 2  Screening of conjugons. M: DNA Marker DL2000; 1: Amplication of negative control; 2: 
Amplication of wildtype strain; 3−22: Amplications of colonies of No.1 to No. 20. 
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图 3  luxS 内侧鉴定引物 PCR 扩增片段   M：

DNA 分子量标准 Marker Q；1：阳性接合子的扩

增结果；2：野生株的扩增结果；3：无模板阴性

对照的扩增结果 

Figure 3  Fragment of PCR by luxS inner primers. 
M: DNA Marker Q; 1: Amplication of positive 
conjugons; 2: Amplication of wildtype strain; 3: 
Amplication of negative control. 

 

 
 
图 4  Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株的生长曲线 
Figure 4  Growth curve of Vp2009027 wildtype 
strain and luxS mutant strain. 

 
缺失造成菌株耐药性降低。在四环素亚抑菌浓

度(15 μg/mL)下，缺失株的生长量约为野生株

的 60%，四环素耐药基因 tetB 的表达量为野生

株的 41%，表明 luxS 的缺失降低了耐药基因的

表达量，相应地也显著降低菌株对四环素的耐

药性(图 8)。 

 
 

图 5  Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株的 AI-2 活性   

**：P<0.01 表示与野生株相比差异极显著 

Figure 5  AI-2 activities of Vp2009027 wildtype 
strain and luxS mutant strain. **: P<0.01 means very 
significant difference compared to wildtype strain. 

 

 
 

图 6  Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株的运动能力   

A：0.3%琼脂培养基；B：0.5%琼脂培养基。**：

P<0.01 表示与野生株相比差异极显著 

Figure 6  Mobility of Vp2009027 wildtype strain 
and luxS mutant strain. A: 0.3% agar; B: 0.5% agar. 
**: P<0.01 means very significant difference 
compared to wildtype strain. 
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图 7  Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株的生物膜

形成能力   **：P<0.01 表示与野生株相比差异极

显著 

Figure 7  Biofilm formation ability of Vp2009027 
wildtype strain and luxS mutant strain. **: P<0.01 
means very significant difference compared to 
wildtype strain. 

 

 
 

图 8  Vp2009027 野生株与 luxS 缺失株对四环素

耐受性及耐药基因表达水平   **：P<0.01 表示与

野生株相比差异极显著 

Figure 8  Tetracycline resistance and resistance 
gene’s expression of Vp2009027 wildtype strain and 
luxS mutant strain. **: P<0.01 means very significant 
difference compared to wildtype strain. 
 

3  讨论 

LuxS/AI-2 群体感应系统广泛存在于革兰氏

阴性菌和阳性菌中，被认为是细菌种间群体感

应系统。luxS 基因在同种细菌中高度保守且同

源性高，是 LuxS/AI-2 群体感应系统的关键基

因，该基因编码的蛋白作用于 S-核糖同型半胱

氨酸进而合成信号分子 AI-2[10,15-16]。因此构建

luxS 基因缺失株成了研究 LuxS/AI-2 群体感应系

统对细菌生理功能调节机制的重要方法，已有

研究发现敲除 luxS 基因后对细菌的生物学特性

有显著影响 [17-20]。在副溶血性弧菌中也检出

LuxS/AI-2 群 体 感 应 系 统 ， 但 是 目 前 针 对

LuxS/AI-2 群体感应调控副溶血性弧菌生物学特

性的研究还较少[20-21]。本实验通过自杀质粒同

源重组技术敲除了副溶血性弧菌 Vp2009027 的

luxS 基因，成功构建了 luxS 基因缺失株，通过

比较野生株和 luxS 缺失株的生长曲线、AI-2 活

性、运动能力、生物膜形成能力和四环素耐药

性等的差异，探究了 LuxS/AI-2 群体感应系统

对副溶血性弧菌生物学特性的调控作用。 

细菌的群体感应与菌体密度相关，菌密度

能调控信号分子的合成与分泌，反之，不断分

泌的信号分子又能调控细菌的生长 [7]。本实验

中通过比较副溶血性弧菌 Vp2009027 野生株和

luxS 基因缺失株的生长曲线发现，luxS 基因缺

失株的生长曲线略滞后于野生株，但其差异不

显著，可以视为无影响，这与已有报道的鼠伤

寒沙门氏菌、禽致病性大肠埃希氏菌、金黄色

葡萄球菌和肺炎链球菌等细菌的研究结果基本

一致[17-18,22-23]。luxS 基因在参与活化甲基循环、

不同细菌硫代谢和糖类代谢等方面有着重要的

作用[24]，能造成缺失株与野生株生长有差异，

但差异不明显。除了 LuxS/AI-2 群体感应系

统，细菌还含有其他群体感应系统[25]，可能是

造成 luxS 基因缺失对副溶血性弧菌生长无明显

影响的原因。 

本实验测定了 Vp2009027 野生株和 luxS 基

因缺失株在 36 h 内分泌 AI-2 的变化规律，缺失
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株的 AI-2 活性远低于野生株，与阴性对照的活

性接近，表明 luxS 的缺失阻断了 AI-2 的合成。

luxS 是 AI-2 合成路径中的关键基因，luxS 基因

编码的 LuxS 蛋白酶作用于 S-核糖同型半胱氨酸

生成 AI-2 前体[10]，说明 luxS 在 AI-2 合成途径

中起着至关重要的作用，本实验也进一步验证

了敲除 luxS 基因后，从内部切断了 AI-2 的合

成。luxS 的缺失可能直接或间接影响副溶血性

弧菌中受 AI-2 信号分子调控的受体和下游受

体，进而改变细菌的群体行为，例如与细菌生

存能力和致病性相关的运动性和生物膜等。细

菌的运动性包括浮泳运动(swim motility)和群集

运动(swarm motility)这 2 种方式。本实验采用

0.3%琼脂培养基反映菌株的浮泳运动情况，采

用 0.5%琼脂培养基反映菌株的群集运动情况，

luxS 基因缺失引起菌株 Vp2009027 的运动能力

增强。以往的研究显示，对于不同的菌株，

luxS 基因对运动能力的调控作用不同，例如

luxS 基因缺失导致伤寒沙门氏菌运动能力显著

增强[17]，而导致禽致病性大肠杆菌 APECO1 和

DE17运动能力显著降低[18]。影响细菌运动能力

的因素较多，其中最主要的为鞭毛。研究表

明，luxS 的缺失能引起与运动性相关的鞭毛基

因的表达上调或下调，与运动能力的变化并不

一定呈正相关性[18]，因此，luxS 对细菌运动能

力的调控可能存在多种机制。细菌生物膜是区

别于浮游态的一种生长方式，其形成和发展受

到群体感应系统的调控，包括正调控和负调  

控[26-27]。本实验中，luxS 的缺失会造成副溶血

性弧菌 Vp2009027 的生物膜增加，与报道的肠

炎沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的结果一致，可

能因为 luxS 基因缺失后产生的葡糖基转移酶清

除大量可发酵碳水化合物并生成非水溶性葡聚

糖所导致[19,28]。 

前期的研究表明，外源添加信号分子 AI-2

能增强副溶血性弧菌对四环素的耐药性，同时

对相关四环素耐药基因的表达水平有正调节作

用[21]。本实验通过敲除 luxS 基因阻断 AI-2 的合

成，进一步验证 LuxS/AI-2 对副溶血性弧菌耐

药性的调控作用。通过测定 Vp2009027 野生株

与 luxS 基因缺失株的 MIC 发现，luxS 缺失后菌

株的 MIC 明显降低，即菌株的耐药性显著下

降。在四环素亚抑菌浓度胁迫下，luxS 基因缺

失致使菌浓度显著降低，进一步证实 luxS 基因

缺失导致 Vp2009027 耐药性降低。同时利用实

时荧光定量 PCR 从基因水平探究该基因对菌株

耐药性的调控作用，结果发现 luxS 的缺失导致

菌株对四环素耐药基因的转录水平显著降低，

与外源添加 AI-2 对菌株耐药性和耐药基因转录

水平的正调控作用一致。LuxS/AI-2 群体感应系

统对细菌耐药性的调控可能与外排泵相关[29]。

AI-2 分子可通过 ABC 类型转运蛋白进入细胞

内，群体感应系统与外排泵系统两者在调控基

因表达和信号转运过程中形成紧密联系，如猪

链球菌外排泵过量表达，AI-2 分子向胞外积

累，能造成菌体对 β-内酰胺类和喹诺酮类的高

度耐药[30]。同样，四环素耐药基因调控系统是

外排泵系统，包含四环素阻遏蛋白和四环素操

纵子，对细菌四环素耐药性起重要调节作用[31]。

luxS 基因缺失导致 AI-2 合成途径受阻，AI-2 分

泌到胞外的含量大大降低，可能影响了四环素

阻遏蛋白和四环素操纵子的调控作用，从而直

接或间接调控四环素耐药基因 tetB 的转录，造

成耐药性的降低。 

由于细菌的基因调控是一个复杂的过程，

luxS 基因可能调控其他众多的基因，后续将通

过转录组学技术开展副溶血性弧菌野生株与

luxS 缺失株基因表达水平的差异研究，获取
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luxS 缺失后的差异表达基因及调控通路，进一

步解析 luxS 基因对副溶血性弧菌生物学特性的

调控机制。 

4  结论 

本研究以海产品中分离的副溶血性弧菌

Vp2009027 为对象，通过自杀质粒同源重组技

术成功构建了副溶血性弧菌 luxS 基因缺失株，

luxS 的缺失对 Vp2009027 生长无显著影响，阻

断了 AI-2 的合成，显著提高了菌株的运动能力

和生物膜的形成能力；luxS 基因缺失株的 MIC

降低至野生株的 50%；在四环素亚抑菌浓度下，

luxS 基因缺失导致菌密度和四环素耐药基因

转录水平显著降低，提示 luxS 基因缺失导致

四环素耐药性降低。结果表明，luxS 基因对副

溶血性弧菌 Vp2009027 的生物学特性有调控

作用，为开展副溶血性弧菌的防控技术研究提

供基础。 
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