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专论与综述 

信号分子 AI-2 的检测方法研究进展 
燕彩玲  李博  顾悦  贾原博  刘亚东  贺银凤* 

(内蒙古农业大学食品科学与工程学院  内蒙古 呼和浩特  010018) 

 
 

摘  要：很多细菌在生长过程中会产生一些小分子量的自诱导分子，也称为信号分子，当其随着

细胞数量增加而积累到一定阈值时能够调控细菌特定基因的表达，这个过程称为群体感应

(Quorum sensing，QS)。多数自诱导分子具有物种特异性，但很多种属的细菌都会产生一种共同

的自诱导分子 AI-2，AI-2 被认为是细菌种间交流的通用语言。定量检测 AI-2 对于研究与其相关

的生理生化过程是非常必要的。然而，目前还没有一种标准的定量检测 AI-2 的方法。因此，本

文就目前关于 AI-2 的检测方法进行综述，为后续研究者提供参考。 

关键词：群体感应，信号分子 AI-2，检测 

Methods for the determination of autoinducer-2—a review 
YAN Cai-Ling  LI Bo  GU Yue  JIA Yuan-Bo  LIU Ya-Dong  HE Yin-Feng* 

(College of Food Science and Engineering, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot, Inner Mongolia 010018, China) 

Abstract: Quorum sensing is a cell-cell signaling process that many bacteria use to regulate gene 
expression by synthesizing small signaling molecules called autoinducers as a function of the density of 
the population. Most autoinducers are species-specific, however, one autoinducer called autoinducer-2 
(AI-2) is produced and detected by many species of bacteria and utilized in interspecies 
communication. Quantitative determination of AI-2 is essential for exploring the bacterial AI-2-related 
physiological and biochemical processes. However, there is no standardized method for the 
quantification of AI-2. Thus, this paper reviews the methods of determination of AI-2 and addresses the 
need in further research. 
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许多细菌在生长过程中会合成、释放并感知到

一种自诱导信号分子。当菌体达到一定浓度，这种

信号分子会积累到一个阈值，就会调控特定基因的

表达，这种现象称为群体感应(Quorum sensing，QS)
现象。目前所知，QS 可以介导调控细菌一系列的

重要功能，如生物发光性、孢子形成、DNA 转移、

生物膜形成以及抗生素生成、毒力因子形成等[1]。

虽然某些群体感应信号分子具有种特异性，如革兰

氏阴性(G−)菌通常利用酰基高丝氨酸内酯类(AHLs)
作为信号分子，而革兰氏阳性(G+)菌则利用一些自

诱导肽类物质作为其信号分子。但近年来发现，另

一种信号分子 AI-2 存在于许多革兰氏阴性菌和革

兰氏阳性菌中。还有一些病原菌，如弧菌属和沙门

氏菌，也利用 AI-2 感知细胞浓度[2]。这种特殊的可

以作为种间交流的信号分子引起了极大的关注。事

实上，AI-2 极有可能参与调控细菌重要生理功能相

关基因的表达。有研究报道，LuxS 基因参与金黄色

葡萄球菌的药物敏感性的调控，这很有可能是 AI-2
的介导作用[3]；一些双歧杆菌中由 LuxS 基因调控

产生的 AI-2 信号分子参与其生物膜形成过程[4]，我

们也对植物乳杆菌HE-1的生物膜形成与AI-2/LuxS
介导的群体感应之间的关系进行了研究，结果显

示，植物乳杆菌 HE-1 生物膜生成时间和生成量与

AI-2 信号分子的产生时间和产生量非常吻合[5]。 
AI-2 是由 S-腺苷同型半胱氨酸(SAH)经过高半

胱氨酸核苷酶(Pfs)和 S-腺苷同型半胱氨酸核苷酶

(LuxS)的一系列反应被分解转化成腺嘌呤、同型半

胱 氨 酸 和 4,5- 二 羟 基 -2,3- 戊 二 酮

(4,5-Dihydroxy-2,3-pentanedione，简称 DPD[6])。DPD
不稳定，能自发环化形成不同的呋喃化合物，作为

AI-2 信号分子或 AI-2 的前体物质。DPD 在溶液中

形成的不同异构体中，哪种形式的物质才能用来检

测 AI-2 确实是个问题。随后，研究者们利用哈维氏

弧菌(Vibrio harveyi)中 AI-2 的接收蛋白 LuxP 与配

体结合的性质确定出 AI-2 的活性结构为含硼形式

的呋喃酰硼酸二酯，它由(4S)-4,5-二羟基-2,3-戊二 

酮(4S-DPD)与硼酸分子自动缩合而成，可以使该细

菌自发产生荧光。利用鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhimurium)中 AI-2 的接收蛋白 LrsB 确定出 AI-2

的第二种活性形式不含硼元素，它直接由 4,5-二羟

基-2,3-戊二酮(DPD)与水缩合环化而成，即(2R,4S)-

四羟基四氢呋喃[7-9]。到目前为止，已知的生物体内

具有活性的 AI-2 只有这两种形式。不同细菌中 AI-2

分子的结构并不一定相同，但是许多学者认为 AI-2

可能都是 DPD 的衍生物。所以，一般以 DPD 为研

究对象研究 AI-2 的合成与降解。作为一种细菌的信

号分子，DPD 在细胞内的生理浓度非常低，所以提

取非常困难，主要以化学合成 DPD 为主。其中，

利用 Baylis-Hillman 反应化学合成 DPD 是一种较为

简单易行的合成途径[10]。生理条件下的 DPD 分子

以多种形式存在，3 种异构体、2 种水合物以及与

硼酸分子结合等，见图 1[11]。 

在 V. harveyi 中，BAI-2 的接收器是 LuxP 蛋白，

LuxP 蛋白是细菌周质结合蛋白(bPBPs)中的一种。

LuxP/BAI-2 复合物与 LuxQ 蛋白相互作用，LuxQ

蛋白是一种双组份磷酸感应激酶，磷酸转移酶蛋白

LuxU 识别 LuxPQ 并将之传递给下游反应调节蛋白

LuxO，LuxO 根据是否处于磷酸化状态决定开启或

关闭 LuxCDABE 启动子的表达。像其它 bPBPs 一

样，LuxP 由两个区域组成，两区域由枢纽区联接，

在这两个区域的接触面上存在有配体结合区，当

BAI-2 与之结合，两区域关闭，完全卷入配体。在

Salmonella typhimurium 菌中， LrsB 蛋白识别

R-THMF 异构体将其吸收到细胞质中，LrsB 蛋白也

是一种 bPBP，结构类似于 LuxP[12]。 

基于 AI-2 可能参与细菌细胞中重要的生理生

化作用，对其进行定量检测是必不可少的。目前，

研究者们在已有方法的基础上仍然在不断地进行

优化与探索。本文对典型的检测 AI-2 的方法进行综

述，比较每一种方法的优缺点，为以后能准确定量

检测AI-2以及深入研究AI-2的作用机理提供参考。 
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图 1  DPD 分子不同的存在形式[11] 
Figure 1  Different forms of DPD[11] 

 

1  信号分子 AI-2 的定量检测方法 

1.1  V. harveyi BB170 生物学发光法  

这是由 Bassler 等构建的，也是最早用来检测

AI-2 的方法[13]，是目前使用最普遍最常用的的方

法。该方法需要利用 V. harveyi BB170 (一种突变菌

株，其发出的荧光只受 AI-2 信号分子的调控)作为

报告菌株。首先要收集待测菌的培养上清液，加入

到 V. harveyi 报告菌株的稀释液(将 V. harveyi BB170 
接种到 AB 培养基，30 °C 通气培养过夜至 OD600

值为 0.7−1.2，然后以 1:5 000 比例稀释到新鲜 AB
培养基中)，以 AB 培养基作为阴性对照，细菌生长

培养基作为介质对照，V. harveyi BB152 (AI-2+)上清

液作为阳性对照。使用光度计，在 490 nm 处测量

每个样品的发光情况(还有一些光度计，这一步设置

为化学发光模式)。外源添加含有 AI-2 的样品溶液

后，报告菌株诱导发光的时间会提前，根据 V. 
harveyi BB170 诱导发光强度计算 AI-2 的活性[11]。 

这个方法主要用于检测目标菌株培养液中的

AI-2，也能够比较不同菌株变异体产生 AI-2 的相对

浓度。同时，这是一种简单、方便、廉价的检测

AI-2 的方法，能够筛选大量样品。但是，该方法对

实验条件非常敏感，培养基中所有成分都会影响 V. 
harveyi BB170 报告菌株的生长和发光，比如 pH、 

蔗糖以及高浓度的 AI-2 本身等，从而影响 AI-2 的

检测，出现假阳性或假阴性的结果，不能作为准确

定量 AI-2 的方法。 

但基于该方法的优点及应用的普遍性，并且当

时由于 AI-2 浓度低且不稳定，利用高效液相色谱

(HPLC)和气谱(GC)检测还比较困难，有研究者对其

进行了优化修饰，并系统分析了影响诱导发光的一

些参数。结果表明，一些微量元素对实验有很大的

影响。特别地，Fe3+显著促进了 V. harveyi BB170

的生长和发光，还有一些微量元素和维生素具有抑

制作用。可以通过对报告菌株生长的 AB 培养基中

补充 Fe3+，培养至 OD600 值为 1.0−1.1，与新鲜 AB

培养基稀释比例为 1:5 000，此时可以产生最大的诱

导发光强度，提高实验的可重复性[14]。我们也在前

期研究中对应用该方法(使用多功能酶标仪化学发

光模式)检测荧光强度检测坚强肠球菌 SQ-3-2 中

AI-2 信号分子的条件进行了优化，证明最佳检测条

件为待测样品 pH 为 7.0，加样比例为 1:100。以便

更准确检测乳酸菌产 AI-2 信号分子的规律[15]。 

1.2  基于 LuxP 的荧光共振能量转移(LuxP- 
FRET)报告系统检测法 

主要是对 AI-2 的接收蛋白 LuxP 进行修饰，在

LuxP 的 N 端和 C 端融合 CFP 蛋白 (蓝绿色荧光蛋
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白)和 YEP 蛋白(黄色荧光蛋白)，融合蛋白称为

CLPY。当 AI-2 与其结合，会诱导两个荧光基团之

间发生荧光共振能量转移(FRET)，AI-2 浓度的增加

导致 FRET 比值(OD527/OD485)减少[11]，根据这种剂

量依赖型的减少来定量检测样品中 AI-2 的浓度。样

品和 CLPY 一起孵育，最后用光度计测量 FRET 比

值。AI-2 的浓度可以从 FRET 比与体外 AI-2 已知

浓度的标准曲线中进行计算。这个试验需要对

CLPY 蛋白进行纯化，一旦纯化完成，便可以更快、

更有效的检测大量样品。 
该方法相比于报告菌株的方法，速度较快，且

不受 AI-2 高浓度(<10 µmol/L)的影响，能在微摩尔

水平上检出 AI-2。既可以应用于细胞培养液中 AI-2
的检测，也可以用于被感染组织液中 AI-2 浓度检

测[16]。但是 FRET 在结合 AI-2 和未结合 AI-2 两种

状态下的总体改变是很小的，对于复杂的生物样品

较敏感，而且检测限还不足以应用于临床样品(如唾

液、血清)中 AI-2 的检测。该方法主要针对于含硼

形式的 AI-2，对硼离子敏感。 

1.3  群体感应工程蛋白检测法 

由于 AI-2 在人体以及通过食物传播的很多病

原菌(包括沙门氏菌、各种致病性大肠杆菌)的群体

感应系统中具有特别重要的作用，检测生理学样品

中 AI-2 浓度对于检测细菌感染和监测抗菌治疗的

功效是非常有意义的。所以，最近有研究者在前人

的研究基础上报道了一种迅速、高灵敏度、有选择

性的基于蛋白质的生物感受系统，能够在低于纳摩

尔水平上检测出 AI-2，并成功用于检测唾液、血清

等临床样品中的 AI-2。 
这个生物感受系统仍然是以荧光能量共振转

移(FRET)原理为基准的。首先制备 LuxP-EGFP 融

合蛋白，EGFP 是一种增强的绿色荧光蛋白，再将

一个荧光基团 MDCC (香豆素衍生物)连接到 LuxP
上作为能量供体，融合蛋白上的荧光蛋白(EGFP)
作为能量受体。MDCC 在 425 nm 处受到激发，将

能量转移给 EGFP，且 EGFP 在 507 nm 的发射能量

达到峰值。添加 BAI-2 会引起剂量依赖型的 FRET

减小，导致在 507 nm 处发射的荧光能量减少。实

验还表明当 MDCC 和融合蛋白浓度分别为

2.5×10−7 mol/L 和 5×10−9 mol/L 时可以导致最大的

FRET 比。这种生物感受系统能在低于纳摩尔水平

上检测出 BAI-2，检测限(LOD)为 1×10−10 mol/L，
是目前利用基于 LuxP 生物检测系统中检测限最低

的。另外，通过实验证明，该方法同样可以检测无

硼形式的 AI-2，LOD=1×10−9 mol/L[17]。 
群体感应工程蛋白检测法速度快、检测限低，

更重要的是，除了检测含硼形式的 AI-2，还能够检

测无硼形式的 AI-2，这对于检测人体病原菌(如沙

门氏菌)是很有意义的，在临床上有很大的潜在应用

价值。但是，实验过程中仍然需要复杂的前处理过

程，尚没有大量的实际应用。 

1.4  气质联用(GC-MS)检测法 

相比于前面的几种方法，这是一种能直接分析

并准确定量 AI-2 前体物质 DPD 的方法。用 GC-MS
分析 DPD 需要两步衍化过程。首先，添加过量的

1,2-苯二胺至细菌上清液中，形成对应的喹喔啉衍

生物。这步美拉德反应需要 30 min 来完成，由 1H
核磁共振谱[18]检测。添加 1,2-苯二胺后，上清液 pH
由 6.5 升至 8.5，这会诱导基质中其它化合物的副反

应。用磷酸钾缓冲液调节 pH 至 7.2，避免其它化合

物生成 DPD。为了对具有极性的喹喔啉衍生物进行

分析，必需要对其极性羟基进行修饰。所以通过

Extrelut NT 液液萃取，二氯甲烷作为洗脱液，同时

除去水分，过滤掉某些不溶性物质。第二步衍化反

应是将二氯甲烷提取物用 N-甲基三甲基硅基三氟

乙酰胺(MSTFA)处理，将 20 μL 二氯甲烷提取液注

入气相色谱中，利用全扫描 EI 源(70 eV)进行检

测[19]。再利用质谱根据关键片段的特征确定该衍生

物。采用同位素稀释内标法对 DPD 进行定量检测，

从而使结果更准确。有试验表明，硼离子的有无并

不会影响实验结果，当信噪比(S/N)为 5 时，检测限

为 0.7×10−3 mg/L，定量限为 2.1×10−3 mg/L，该浓度

下，分析物的相对标准偏差小于 7.5%。 
利用气质联用(GC-MS)的方法可以直接分析目
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标分子，且检测限低，灵敏度接近甚至高于生物感

受系统的方法，可以满足很多条件下的 AI-2 检测。

但是由于工序复杂，需要两步衍化过程，操作起来

比较困难。 

1.5  液相色谱-串联质谱(HPLC-MS/MS)检测法 

HPLC-MS/MS 检测 AI-2 时，主要是利用一系

列功能化的邻苯二胺标记试剂与 DPD 反应，所有

的这些标记试剂在检测 DPD 衍化物时都有益。对

DPD 进行衍化后，通过液相色谱分离，再通过串联

质谱的选择反应监测(SRM)方式进行检测。同时监

控第一个质量分析器对特定起源离子质荷比的分

析和后续质量分析器对大量碎片离子质荷比的分

析。利用这样的技术，就算是具有相同标称质量的

混合物(如柠檬酸盐和异柠檬酸盐)也可以通过其独

特的碎片模式被区分开而无需使用色谱。Campagna

等首先检测细菌产生的 AI-2 对该方法进行了概念

验证，之后又对临床相关样品唾液中的 AI-2 进行了定

量检测[20]，结果表明唾液中的DPD平均为526 nmol/L，

该浓度足以介导口腔细菌的繁殖。 

HPLC-MS/MS 检测法能对多种来源样品中的

AI-2 进行定量检测，特别是对复杂基质的临床样

品，影响因素少。但是，该方法中功能化的衍化试

剂具有复杂的结构，需要很多合成程序，这就限制

了它的广泛使用。此外，设备昂贵。 

1.6  柱前衍生化高效液相色谱荧光检测器

(HPLC-FLD)检测法 

目前，能较灵敏检测 AI-2 都需要精密的仪器或 

复杂的工序，最近有研究者建立了一种简单、灵敏

的定量检测 AI-2 的方法。利用 2,3-二氨基萘(DAN)
和 DPD 反应生成一种新的荧光物质(图 2[21])，这种

物质具有特定的激发波长和发射波长[21]。然后利用

HPLC-FLD 检测 AI-2 的浓度。首先，将 DPD 稀释

到 0.01−14.00 mg/L 的浓度范围作为标准溶液。

将 10 mg DAN 溶解于 50 mL 0.1 mol/L HCl 中。再

将 400 μL 标准溶液或上清液与等体积的 DAN 溶液

在 2 mL 管形瓶里混合 2 min，90 °C 水浴 40 min。
冷却后，用 HPLC-FLD 进行分析。上样 20 μL，用

反相 C18 色谱柱分离 30 min。0.1%甲酸(溶剂 A)和
乙腈(溶剂 B)作为移动相，流速为 0.1 mL/min。洗

脱程序设置如下：t=0 min，70%溶剂 A，30%溶剂

B；t=4 min，70%溶剂 A，30%溶剂 B；t=12 min，
35%溶剂 A，65%溶剂 B；t=27 min，70%溶剂 A，

30%溶剂 B。荧光检测器的激发波长和发射波长分

别设置为 271 nm 和 503 nm。用质谱进一步确定衍生

物的结构。标准曲线线性变化，相关系数为 0.999 9，
检测限为 1.0×10−3mg/L，相对标准偏差小于 6%。

多数 G+菌都能满足这个条件适合生物样品中 AI-2
的定量分析。 

HPLC-FLD 检测法程序较简单，灵敏度高，硼

离子对其也无影响，适合定量检测微生物样品中的

AI-2，但是还没有对更多样品进行检测，有待于进

一步探究。 

2  结束语 

国内外对群体感应的研究已有几十年，对 AI-2 

 

 
 

图 2  DPD 与 DAN 的衍化反应[21] 
Figure 2  Derivatization scheme for DPD with DAN[21] 
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的定量检测方法取得了很大进展。目前，以上几种

方法是定量检测 AI-2 的最基本方法，还有一些研究

者在这些方法的基础上进行了优化或者探索了新

的方法。如 Wattanavanitchakorn 等报告了一种简单、

快速的比色法定量检测鼠伤寒沙门氏菌中的

AI-2[22]，但是该方法适合检测菌体上清液中的

AI-2，且需要做更多样品的验证试验；而且由于AI-2
含量低、不稳定，很多细菌中的 AI-2 活性形式并不

确定，使得各种方法在实际应用中存在一定的局限

性。有的方法不能够准确定量，有的方法只能检测

含硼形式的 AI-2，还有些方法检测范围较窄等。然

而，AI-2 的作用受到越来越多的关注，其在生物体

内的作用机制有待深入研究，而且化学合成的 AI-2

活性较生物体内的低，因此，寻找一种更加灵敏、

迅速、有效的定量检测 AI-2 的方法依然会是研究群

体感应的一个重要方向。 
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