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摘  要：【背景】铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)耐药性问题日趋严重的重要原因之一

是细菌生物被膜的产生，群体感应(quorum sensing, QS)系统在其生物被膜形成过程中发挥了重

要作用。QS 抑制剂能够抑制生物被膜的形成和毒力因子的分泌，成为解决细菌耐药性问题的

新策略。【目的】通过化学方法对 las 系统信号分子 N-(3-氧十二烷基 )-L-高丝氨酸内酯

[N-3-(oxododecanoyl)-L-homoserine lactone, OdDHL]的母核和酰基侧链同时改变，合成 N-十一烷酰

基环戊酰胺，命名为 Y0-C11-HSL，探讨其对 P. aeruginosa 生物被膜形成和毒力因子分泌的作用

潜力和分子机制。【方法】采用结晶紫染色和扫描电子显微镜(scanning electron microscope, SEM)
评价 Y0-C11-HSL 对生物被膜形成和结构的影响，通过测定毒力因子的产生和运动试验评析

Y0-C11-HSL 的抑制活性，通过傅里叶红外光谱(Fourier transform infrared spectrometer, FT-IR)研究

Y0-C11-HSL 对胞外聚合物(extracellular polymers, EPS)表面化学基团的影响，采用分子对接进一步

解析 Y0-C11-HSL 的作用机制。【结果】与对照组相比，在 10−200 μmol/L 浓度梯度下，Y0-C11-HSL
能够减少 P. aeruginosa 生物被膜形成，且在 200 μmol/L 时减少率达 24.1% (P<0.01)。此外，在

200 μmol/L 处理下，Y0-C11-HSL 能够显著抑制绿脓菌素、鼠李糖脂、胞外多糖和水解蛋白酶的

分泌，抑制率分别为 34.7% (P<0.01)、33.1% (P<0.01)、27.3% (P<0.01)和 37.3% (P<0.01)，抑制

swarming 和 twitching 运动，抑制率分别为 45.6% (P<0.01)和 51.7% (P<0.01)，影响了 EPS 表面化

学基团。分子对接结果表明，Y0-C11-HSL 能与 OdDHL 结合的 LasR 受体蛋白竞争性结合。【结

论】Y0-C11-HSL 能与 OdDHL 结合的 LasR 受体蛋白竞争性结合，对转录蛋白产生影响，进而下
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调 P. aeruginosa QS 相关基因的表达。 
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Abstract: [Background] Biofilm formation is one of the major reasons for the increasing drug 
resistance of Pseudomonas aeruginosa, and the quorum sensing (QS) system plays a key role in 
biofilm formation. [Objective] QS inhibitors can inhibit the formation of biofilm and the 
secretion of virulence factors, serving as a new approach to address drug resistance. We 
chemically altered both the parent nucleus and acyl side chains of the las QS signaling molecule 
N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) to synthesize N-undecanoyl 
cyclopentamide, named Y0-C11-HSL, aiming to reveal the effects of Y0-C11-HSL on the 
biofilm formation and virulence factor secretion of P. aeruginosa and the underlying molecular 
mechanism. [Methods] Cystal violet staining and scanning electron microscopy (SEM) were 
employed to evaluate the effects of Y0-C11-HSL on the biofilm formation and structure. The 
inhibitory activity of Y0-C11-HSL was assessed by measuring the production and movement of 
virulence factors. The effect of Y0-C11-HSL on the surface chemical groups of extracellular 
polymers (EPS) was investigated by Fourier transform infrared spectrometry (FT-IR), and the 
mechanism of action of Y0-C11-HSL was studied by molecular docking. [Results] Compared 
with the control group, 10–200 μmol/L Y0-C11-HSL reduced the biofilm formation of       
P. aeruginosa, and the reduction rate reached 24.1% at 200 μmol/L (P<0.01). In addition,    
200 μmol/L Y0-C11-HSL inhibited the secretion of pyocyanin, rhamnolipid, extracellular 
polysaccharide, and hydrolytic protease by P. aeruginosa, with the inhibition rates of 34.7% 
(P<0.01), 33.1% (P<0.01), 27.3% (P<0.01), and 37.3% (P<0.01), respectively. Furthermore, 
Y0-C11-HSL inhibited the swarming and twitching of P. aeruginosa, with the inhibition rates of 
45.6% (P<0.01) and 51.7% (P<0.01), respectively, and it affected the EPS surface chemical 
groups. The molecular docking results showed that Y0-C11-HSL competitively bound to the 
OdDHL-bound LasR receptor. [Conclusion] Y0-C11-HSL could competitively bind to 
OdDHL-bound LasR receptor to affect the transcriptional proteins and thus down-regulate the 
expression of P. aeruginosa QS-related genes. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa; biofilm; virulence factors; quorum sensing inhibitor; 
Y0-C11-HSL 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是
一种自然界广泛存在的非发酵革兰氏阴性杆状

细菌[1]，也是一种最常见的条件致病菌，在医

院内极易引发感染[2-3]。P. aeruginosa 可在正常人

的皮肤表面、呼吸道和黏膜组织等部位定殖[4-5]。

此外，该菌对不同环境具有很好的适应性、侵

袭性和产毒性[6]。在上皮损伤或人体免疫力低

下时，如手术创伤和侵入性诊疗后引起的机械

性损伤[2,7]、呼吸机相关性肺炎[8]和囊性纤维化

引起的慢性肺炎[9]等，P. aeruginosa 能够引起局

部和全身感染。这些感染的高发病率主要因为

P. aeruginosa 容易在宿主细胞表面形成生物被

膜，并分泌大量的弹性蛋白酶、绿脓菌素和鼠

李糖脂等毒力因子，能够对宿主造成损害并克

服宿主免疫反应，促进感染[10]。尽管新型的抗

菌药物不断被发现，但 P. aeruginosa 仍然表现

出很高的致死率，在 20%−60%之间[11]。因此，

开发新的治疗方法显得尤为重要。 
生物被膜的形成是 P. aeruginosa 内在耐药

性机制之一[12]，是细菌免遭抗菌剂侵害的一种

保护性屏障[13]。据估计，微生物导致的慢性感

染有 80%与生物被膜形成相关[14]。研究发现，

群体感应(quorum sensing, QS)在调节细菌毒力

的产生和生物被膜的形成中发挥着重要作用，

被认为是应对细菌感染和抗生素耐药性的一种

新的潜在治疗策略[15-16]。目前针对 P. aeruginosa
的 las、 rhl 和 pqs (Pseudomonas quinolone 
signal)这 3个主要的 QS系统研究最多，它们与

P. aeruginosa 的致病性和慢性感染的建立密切

相关 [17]。 las、 rhl 系统由酰基高丝氨酸内酯

(acyl-homoserine-lactones, AHLs)信号分子介导，

其中 las 系统信号分子为 N-(3-氧十二烷基)-L-高
丝 氨 酸 内 酯 [N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine 
lactone, OdDHL]，rhl 系统信号分子为 N-丁酰-L-高
丝氨酸内酯 (N‐butanoyl‐L‐homoserine lactone, 

BHL)，pqs 系统信号分子为 2-庚基-3-羟基-4-喹
诺酮(Pseudomonas quinolone signal, PQS)，每

一种信号分子都充当特定传感和响应系统自诱

导剂[18]，一旦这些信号达到“群体水平”[19]，细

菌将响应这一变化并通过级联信号传导来调控

体内 QS 相关基因的表达，形成生物被膜及分

泌毒力因子[20]。 
QS 抑制剂作为一种抗毒力因子疗法，能够

干扰 QS 系统，减弱 QS 介导的毒力[21]，且与传

统抗生素相比，具有不抑制细菌生长、不使细

菌出现生长压力及较低的细菌耐药性发生率等

优势。已知干扰细菌 QS 系统的方式有 3 种：(1) 
抑制 lasI、rhlI 的基因活性或下调 LasR、RhlR
受体的结合位点，抑制 QS 信号分子的生物合

成；(2) 利用内酯酶、酰化酶氧化还原酶等对

AHL 信号分子进行降解失活；(3) 利用信号分子

结构类似物竞争性地与其同源调节蛋白结合，

导致 AHL 活性降低[22]。AHLs 由一个高丝氨酸

内酯(hormone-sensitive lipase, HSL)环和一个酰

基侧链组成，侧链长度可以在 4−18 个碳原子之

间发生变化，除酰基链的长度外，AHL 在酰基链

的饱和态和第 3 位的氧化态上也会有所不同[23]。

各种合成先导物和天然类似物作为 AHL 的拮

抗剂已有报道[24]。基于此，本文通过化学方法

对 las 系统信号分子 OdDHL 的母核和酰基侧链

同时改变，合成一种 AHL 类似物，研究该化合

物对P. aeruginosa生物被膜的形成、毒力的分泌、

运动性以及对胞外聚合物(extracellular polymers, 
EPS)表面化学基团的影响，并通过分子对接对

该化合物作用机理进行探究。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

铜绿假单胞菌 ATCC 15692，保存于兰州交
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通大学生物与制药工程学院实验室。 
1.1.2  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，氯化钠 10.0。  
Proteose peptone glucose ammonium salts 

(PPGAS)培养基(g/L)：氯化铵 1.1，氯化钾 1.2，
MgSO4·7H2O 0.4，葡萄糖 5.0，蛋白胨 10.0，
Tris-HCl 14.5，pH 7.2。 

群集(swarming)培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，
氯化钠 10.0，酵母提取物 5.0，琼脂 5.0，葡萄

糖 5.0，pH 6.4。 
抽搐(twitching)培养基：含 12 g/L 琼脂的 LB

固体培养基。 
脱脂牛奶固体平板(g/L)：(A 液)脱脂奶粉

40.0，(B 液)琼脂 30.0，103 kPa 灭菌 20 min 后

将 A、B 液混匀，制备平板，凝固后倒置过夜，

用无菌打孔器打孔备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

Y0-C11-HSL 由实验室合成；二氯甲烷

(CH2Cl2)，利安隆博华(天津)医药化学有限公

司；环戊胺和十一烷酰氯，上海麦克林生化科

技 有 限公司 ； 二甲亚 砜 (dimethyl sulfoxide, 
DMSO)，西陇科学股份有限公司。pH 计，上

海仪电科学仪器股份有限公司；洁净工作台，

苏州安泰空气技术有限公司；紫外可见分光光

度计，上海佑科仪器仪表有限公司；多功能酶

标仪，北京普朗新技术有限公司；红外-拉曼光

谱仪和超导液相核磁共振波普仪，布鲁克分析

仪器公司；立式高压蒸汽灭菌器，上海申安医

疗器械厂；旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器

厂；真空冷冻干燥系统，浙江江南制药机械有

限公司；离子溅射喷金仪，南京覃思科技有限

公司；场发射扫描电子显微镜，卡尔蔡司公司。 

1.2  方法 
1.2.1  化合物 Y0-C11-HSL 的合成及表征 

通过化学方法对 las 系统信号分子 OdDHL
的母核和酰基侧链同时改变，合成 N-十一烷酰

基环戊酰胺化合物，命名为 Y0-C11-HSL。

Y0-C11-HSL 化学合成反应如图 1 所示，具体

过程：在冰浴条件下将 100 mmol/L 环戊胺(改
变 OdDHL 母核结构)加入到含有 10 mL CH2Cl2

的圆底烧瓶中，再逐滴加入 10 mmol/L 十一烷

酰氯(改变 OdDHL 酰基侧链结构)，反应 30 min
后撤去冰浴，在室温搅拌条件下继续反应 14 h，
并通过薄层色谱法监测反应；反应结束后，

分别用等体积的 5% (体积分数)的 NaHCO3 溶

液、1 mol/L HCl、饱和 NaCl 溶液洗涤，收集

有机相并加入足量无水 MgSO4 除去残留的水

分，浓缩，产物经核磁共振(nuclear magnetic 
resonance, 1H NMR)测定后，与目标产物 1H 
NMR 一致，确定为 Y0-C11-HSL，−20 ℃密封

保存备用。 
1.2.2  菌株的培养条件 

在无菌条件下，用灭菌牙签挑取粉末菌

并添加到 50 mL LB 液体培养基中，37 ℃、

150 r/min 培养过夜。 
1.2.3  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 生物被膜形成的影响 

将对数期(2.8×109 CFU/mL)菌液用新鲜的

PPGAS 培养基稀释至菌液浓度为 1×107 CFU/mL， 
 

 
 

图 1  化合物 Y0-C11-HSL 的化学合成方法 
Figure 1  Methods for the chemical synthesis of compound Y0-C11-HSL. 
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分组并标记。试验组加入 Y0-C11-HSL (终浓度

分别为 10、100 和 200 μmol/L)，对照组为含有

0.3% DMSO 的菌液，每孔加入 150 μL 混合液，

每组设 6 个平行。将 96 孔板用纱布覆盖后置于

37 ℃恒温培养箱中静态孵育 24 h，弃菌悬液，

生物被膜用无菌磷酸缓冲盐溶液 (phosphate 

buffer solution, PBS)洗涤 3 次，每孔继续加入

150 μL 0.5%的结晶紫染色 15 min，弃结晶紫溶

液，用 PBS 缓冲液洗涤各孔，以除去游离的结

晶紫，室温晾干后加入 33%的醋酸溶解结晶

紫，测 OD570 量化生物被膜的形成[25]。 
1.2.4  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 生长的影响 

将获得的菌液(1×107 CFU/mL)分组并标记。

试验组加入Y0-C11-HSL (终浓度为200 μmol/L)，

对照组为浓度是 0.3% DMSO 的菌液，37 ℃、

150 r/min 培养 24 h，每隔 2 h 测定 OD600
[26]。重

复 3 次。 
1.2.5  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 生物被膜结构的影响 

将无菌盖玻片置于 6 孔板中，试验组加入

2 mL 含有终浓度为 200 μmol/L 的 Y0-C11-HSL

的菌液(1×107 CFU/mL)，对照组加入等量终浓

度为 0.3% DMSO 的菌液，每组 3 个平行。37 ℃

静态孵育 3 d，弃上清液，用无菌 PBS 洗涤去

除浮游细菌，用 2.5%戊二醛溶液固定过夜。用

无菌 PBS 将膜轻轻冲洗 3 次，然后分别用梯度

乙醇 (50%、70%、80%、90%和 95%)各脱水

15 min，100%乙醇脱水 2 次，每次 20 min。将

6 孔板放置在真空冷冻干燥机中干燥 24 h，然

后利用离子溅射仪对样品喷金，增加其导电性。

最后通过扫描电子显微镜 (scanning electron 

microscope, SEM)观察生物被膜的形态和结

构，放大倍数为 4 000 倍[27]。 

1.2.6  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 毒力因子的影响 

绿脓菌素测定采用氯仿‐盐酸双向萃取法[28]。

将获得的菌液分装在无菌三角瓶中，试验组加

入 Y0-C11-HSL，终浓度为 200 μmol/L，对照组

是浓度为 0.3% DMSO 的菌液，37 ℃、150 r/min
培养 16 h，4 000 r/min离心 10 min后用 0.22 μm
过滤器过滤，保留上清液。将上清液与氯仿按

5:3 的体积比加入 10 mL 离心管中充分振荡 1 min
后萃取，用 1 mL 0.2 mol/L 盐酸对有机相进行

反向萃取，测定 OD520
[29]。 

鼠李糖脂的测定采用苔黑酚‐浓硫酸法。同绿

脓菌素测定方法中获得的菌液，37 ℃、150 r/min
培养 48 h。4 000 r/min 离心 10 min，保留上清

液并用浓盐酸调 pH 值为 2.0，取 2 mL 上清液

加入等体积乙酸乙酯，萃取 2 次，彻底挥发乙

酸乙酯后加入 500 μL 去离子水溶解鼠李糖，向

900 μL 苔黑酚-浓硫酸溶液中加入 100 μL 鼠李

糖，80 ℃条件下反应 30 min，待反应液冷却后

测定 OD421
[30]。 

胞外多糖的测定采用苯酚‐浓硫酸法。同绿

脓菌素测定方法中获得的菌液，37 ℃、150 r/min
培养 24 h，4 000 r/min 离心 10 min，将上清液

用 0.22 μm 无菌滤膜过滤，取 2 mL 滤液加入   
1 mL 6%苯酚和 5 mL 浓硫酸，摇匀，待冷却后

测定 OD490
[31]。 

水解蛋白酶的测定方法采用脱脂牛奶固体

平板法。将胞外多糖测定方法中获得的滤液取

20 μL 加入脱脂牛奶平板预先打好的孔中，37 ℃
培养过夜后测量透明圈的大小[32]。 
1.2.7  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 运动性的影响 

对 swarming 运动的影响：将 swarming 培

养基灭菌后，冷却至 50 ℃左右，试验组加入

Y0-C11-HSL (终浓度为 200 μmol/L)，对照组是



 
5020 微生物学通报 Microbiol. China 

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

浓度为 0.3% DMSO 的菌液，充分混匀后制备

固体平板，待平板凝固后倒置培养过夜；然后

将 2 μL 培养至 2.8×109 CFU/mL 的菌液加入平

板中央，37 ℃孵育 24 h，测量孵育部位周围的

迁移距离[33]。 
对 twitching 运动的影响：将 twitching 培养

基灭菌后，冷却至 50 ℃左右，试验组加入

Y0-C11-HSL (终浓度为 200 μmol/L)，对照组是

浓度为 0.3% DMSO 的菌液，充分混匀后制备固

体平板，待平板凝固后倒置 37 ℃培养过夜，用

无菌牙签挑取培养至 2.8×109 CFU/mL 的菌悬

液，刺过琼脂层到培养皿底部，37 ℃孵育 48 h，
小心地弃去培养基，然后用 0.1%的结晶紫溶液

将平板上的 twitching 环染色，测量染色区的

直径以评估 P. aeruginosa twitching 运动[34]。 
1.2.8  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 胞外聚合物表面基团的影响 

将获得的工作菌分装至无菌三角瓶，试验

组加入 Y0-C11-HSL (终浓度为 200 μmol/L)，
对照组是浓度为 0.3% DMSO 的菌液，37 ℃、

150 r/min培养24 h，取10 mL培养液于4 000 r/min
离心10 min弃上清液，用无菌水重悬，再次离心，

重复 3 次。沉淀在−80 ℃条件下速冻 10 min，然

后真空冷冻干燥 24 h，样品与溴化钾按照 1:100 
(质量比)的比例研磨并压片，用傅里叶红外光谱

仪(Fourier transform infrared spectrometer, FT-IR)
对样品表面化学基团进行检测[35]。 
1.2.9  分子对接分析 

分子对接可用于验证分子相互之间的结合

活性。本研究鉴于 LasR 蛋白在铜绿假单胞菌

的 QS 系统中发挥着重要作用，选取 LasR 蛋白

作为目标靶蛋白[36]，Protein Data Bank (PDB) 
ID 为 2uvo，在 PDB 数据库中获取，然后将

2uvo 指定为受体，将 OdDHL 和 Y0-C11-HSL
指定为配体，采用 AutoDock Vina 分子对接程

序进行对接。Pymol 软件用于分子结构和对接

结合物的可视化。AutoDockTools 用于加氢，

检查电荷，将原子类型指定为 AD4类型，计算

gasteiger，并构建受体分子(2uvo)的对接网格盒。

此外，配体小分子应确定 root，在AutoDockTools
中选择配体的可扭转键。最后，在 AutoDockTools
中将受体分子和配体分子的格式从“.mol2”转换

为“.PDBQT”，以便进一步对接。利用 Vina 对

接后，计算小分子与 2uvo 蛋白组合的得分，

并使用 Pymol 和 Discovery Studio 软件进行作用

力分析和可视化。 
1.2.10  统计学分析  

采用 MestReNova. exe 对 Y0-C11-HSL 进行

结构表征。采用 Origin 2021 软件对试验结果作

图，统计分析采用单因素方差分析，P<0.05 和

P<0.01 分别判定具有显著性和极显著性。 

2  结果与分析 
2.1  化合物 Y0-C11-HSL 的合成及表征 

产物经 1H NMR 测定后，与目标产物 1H 

NMR 一致，确定为 Y0-C11-HSL，1H NMR 结

果：(500 MHz, DMSO-d6) δ 7.67 (d, J=7.3 Hz, 
1H), 3.96 (h, J=6.8 Hz, 1H), 2.00 (t, J=7.4 Hz, 
2H), 1.76 (dq, J=12.9, 7.2, 6.8 Hz, 2H), 1.65–1.57 
(m, 2H), 1.52–1.43 (m, 4H), 1.34–1.20 (m, 16H), 
0.85 (t, J=6.8 Hz, 3H)。产物产率为 85%。 

2.2  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 生物被膜形成的影响结果 

通过检测 Y0-C11-HSL 在终浓度为 10、100
和 200 μmol/L 时对 P. aeruginosa 生物被膜形成

的影响，评估 Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa 生

物被膜形成的作用。与对照组相比，如图 2A
所示，Y0-C11-HSL 处理 24 h 后，当浓度为    
10 μmol/L 时，对 P. aeruginosa 的生物被膜产量

有显著影响，其中在 200 μmol/L 时表现出更好
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的抑制效果，其抑制率为 24.1% (P<0.01)，因此

后续试验基于此浓度进行。 
在 200 μmol/L Y0-C11-HSL 浓度时评估   

P. aeruginosa 的生长情况，探究 Y0-C11-HSL
对 P. aeruginosa 生长的影响。从图 2B 生长曲

线中可以明显看出，与对照组相比，200 μmol/L 
Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa 浮游细胞的生长

无显著影响。进一步表明 Y0-C11-HSL 降低  

P. aeruginosa 生物被膜产生的同时，对细菌不

产生生存压力。 

2.3  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 生物被膜结构的影响结果 

为了探究 200 μmol/L Y0-C11-HSL 对    
P. aeruginosa 成熟生物被膜的分散作用，将获

得的附着生物被膜的盖玻片在 SEM 下观察。

如图 3 所示，对照组盖玻片表面覆盖有较厚 
 

 
 

图 2  Y0-C11-HSL 对Pseudomonas aeruginosa 生物被膜形成及生长曲线的影响   A：不同浓度 Y0-C11-HSL
处理对 P. aeruginosa 生物被膜的影响. B：200 μmol/L Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa 生长曲线的影响 
Figure 2  Effect of Y0-C11-HSL on biofilm formation and growth curves in Pseudomonas aeruginosa. A: 
Effect of P. aeruginosa biofilm after treatment with different concentrations of Y0-C11-HSL. B: Effect of 
200 μmol/L Y0-C11-HSL on the growth curve of P. aeruginosa. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 

图 3  Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas aeruginosa 生物被膜结构的影响   A：对照组. B：Y0-C11-HSL 试验组 
Figure 3  Effect of Y0-C11-HSL on the biofilm structure in Pseudomonas aeruginosa. A: Control group. B: 
The Y0-C11-HSL experimental group. 
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的多糖基质，单个细胞很少，表明形成了较厚

的三维生物被膜。与对照组相比，试验组中附

着在盖玻片表面的生物被膜数量显著减少，多

糖基质减少，细胞分散，能清晰地观察到      
P. aeruginosa 形态特征，进一步说明 Y0-C11-HSL
能够抑制生物被膜的产生。 
2.4  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 毒力因子的影响结果 

在终浓度是 200 μmol/L 的 Y0-C11-HSL 存在

下，评估 P. aeruginosa 的绿脓菌素、鼠李糖脂、

胞外多糖和水解蛋白酶 4 种毒力因子的分泌情

况。如图 4 所示，与对照组相比，Y0-C11-HSL
对绿脓菌素、鼠李糖脂、胞外多糖和水解蛋白

酶具有极显著的抑制作用，其抑制率分别达到

34.7% (P<0.01)、33.1% (P<0.01)、27.3% (P<0.01)
和 37.3% (P<0.01)。 

2.5  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 运动性的影响结果 

在终浓度是 200 μmol/L 的 Y0-C11-HSL 浓

度下，评估P. aeruginosa的 swarming与 twitching 
 

 
 

图 4  Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas aeruginosa 毒力因子的影响   A：绿脓菌素的产生率. B：鼠李糖

脂的产生率. C：胞外多糖的产生率. D：水解蛋白酶在脱脂牛奶平板上的水解直径 
Figure 4  Effect of Y0-C11-HSL on Pseudomonas aeruginosa virulence factors. A: Production rate of 
pyocyanine. B: Production rate of rhamnolipid. C: Production rate of exopolysaccharides. D: Hydrolytic 
diameter of hydrolyzed proteases on skimmed milk plates. **: P<0.01. 
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运动。如图 5 所示，与对照组相比，Y0-C11-HSL
对 P. aeruginosa 的 swarming 运动具有显著的抑

制作用，抑制率达到 45.6% (P<0.01)，同时对

twitching 运动也具有明显的抑制作用，抑制率

为 51.7% (P<0.01)。结果表明，QS 抑制剂能够

抑制铜绿假单胞菌的 swarming 与 twitching 运

动，并对 swarming 运动抑制效果更好。 

2.6  化合物 Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas 
aeruginosa 胞外聚合物表面基团的影响结果 

通过红外光谱法对 EPS 表面的基团进行分

析，如图 6 所示，在 500−4 000 cm−1 波段出现了

较多的峰。其中，波数为 3 420 cm−1 处吸收峰是

由 O−H 伸缩振动产生的，是多糖的特征峰，表

明产生了大量的多糖。波数为 2 926 cm−1 处吸收

峰是由 C−H 伸缩振动引起，波数为 1 640 cm−1

处的峰是由于蛋白酰胺Ⅰ带 C=O 伸缩振动所引

起，波数为 1 000−1 200 cm−1 范围内出现的峰是

单糖的特征峰[37]，波数为 1 330−1 340 cm−1 处

吸收峰是 C=O 键的对称伸缩振动，表明多糖

在此段吸收峰内含有羧基和一些苷类物质[38]。 
 

 
 
图 5  Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas aeruginosa 运动性的影响   A：Swarming 运动对照组. B：Swarming
运动 Y0-C11-HSL 试验组. C：Twitching 运动对照组. D：Twitching 运动 Y0-C11-HSL 试验组. E：Y0-C11-HSL
对 P. aeruginosa Swarming 的影响. F：Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa twitching 的影响 
Figure 5  Effect of Y0-C11-HSL on the motility of Pseudomonas aeruginosa. A: Swarming motilities 
control group. B: Swarming motilities Y0-C11-HSL experimental group. C: Twitching motilities control 
group. D: Twitching motilities Y0-C11-HSL experimental group. E: Effect of Y0-C11-HSL on P. aeruginosa 
swarming motilities. F: Effect of Y0-C11-HSL on P. aeruginosa twitching motilities. **: P<0.01. 
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从图 6 中可以明显看出，试验组相较对照组吸

收峰发生变化，这表明 Y0-C11-HSL 对 EPS 表

面 O−H、C=O 等吸电子基团有影响[39]。 

2.7  分子对接分析结果 
AHL 合成酶 LasI 受到 lasI 基因的调控[40]。

因此，Y0-C11-HSL 对 lasI 基因的抑制活性可

能最终反映为 OdDHL 减少积累。 
如图 7 所示，Y0-C11-HSL 通过氢键的形

成和疏水作用力有效地与 LasR受体蛋白结合。

表 1 显示，受体分子(2uxo)与 Y0-C11-HSL 和

OdDHL 两个配体小分子之间的平均结合能均为

−5.8 kcal/mol。通常情况下，当配体与靶蛋白的

结合能小于 0 时可以自发结合。因此，Y0-C11-HSL
可能是与自诱导剂 OdDHL 结合的 LasR 受体蛋

白结合，进一步抑制 QS 基因的相对表达。

Y0-C11-HSL 与 LasR 受体蛋白结合，有 1 个残

基与氢键相互作用，有 11 个残基通过疏水作用

力相互作用。OdDHL 与 Y0-C11-HSL 具有相似

的空间结构，并与 LasR 蛋白结合，其中 1 个残

基与氢键相互作用，不同的是，Y0-C11-HSL 
 

 
 
图 6  Y0-C11-HSL 对 Pseudomonas aeruginosa 胞

外聚合物的 FT-IR 光谱图 
Figure 6  FT-IR spectrum of Y0-C11-HSL on the 
EPS of Pseudomonas aeruginosa. 

有 11 个残基通过疏水作用力相互作用，而 OdDHL
只有 7 个残基通过疏水作用力相互作用。此外，

OdDHL 可通过一条盐桥作用力与受体分子 2uxo
的 114 号 His 氨基酸残基结合，但 Y0-C11-HSL 却

不与这个氨基酸残基结合。不同的作用力不会影

响蛋白与小分子的稳定结合，因为 2 个小分子与

受体分子(2uxo)之间的结合能均为−5.8 kcal/mol，
受体分子(2uxo)与 2 个配体小分子之间均结合稳

定。Y0-C11-HSL 和自诱导因子 OdDHL 有 7 个共

同的相互作用残基位点：Asn-110、Leu-92、
Val-96、Val-171、Ile-175、Leu-66 和 Leu-93。
这 7个活性位点可能在自诱导剂和 LasR调节因

子之间的结合中发挥重要作用，并最终对转录

蛋白产生影响。 

3  讨论与结论 
QS 是一种广泛被病原菌使用的系统[41]。

P. aeruginosa 通过 QS 系统级联调控不同毒力

基因的表达，形成生物被膜和分泌主要致病性

毒力因子[6]。在抗生素耐药性出现后，靶向 QS
系统治疗细菌感染，为减缓细菌耐药性发展提

供了新方案。QS 抑制剂最先在澳大利亚海洋红

藻(Delisea pulchra)产生的次级代谢物中发现，

其中卤代呋喃酮结构类似于 AHL，并能够通过

特异性干扰 LuxR 蛋白水平上 AHL 介导 QS 系

统的基因表达，进而控制细菌在介质表面的定

殖[42]。近年来，越来越多的研究发现，来自植

物(黄芩[43]、肉桂[44])、动物(牛、马)[45]和微生物

(海洋链霉菌)[46]的天然 QS 抑制剂能够减少 QS
调节的毒力因子的表达以及 P. aeruginosa 生

物被膜的形成。然而，由于天然资源开发的有

限性及具体组分的复杂性，多项研究倾向于改

变 QS 系统信号分子的结构来获取非天然 QS 抑

制剂[47]。 
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图 7  OdDHL 和 Y0-C11-HSL 分别与 LasR 蛋白的分子对接分析图   A：OdDHL 与 LasR 蛋白三维分

子对接分析. B：OdDHL 与 LasR 蛋白二维分子对接分析. C：Y0-C11-HSL 与 LasR 蛋白三维分子对接分

析. D：Y0-C11-HSL 与 LasR 蛋白二维分子对接分析. 在三维图中蓝色虚线表示氢键，绿色虚线表示疏

水作用力，红色虚线表示盐桥作用力；在二维图中绿色表示氢键，红色表示疏水作用力 
Figure 7  Molecular docking analysis of OdDHL and Y0-C11-HSL with LasR proteins figure. A: Analysis of 
3D molecular docking of OdDHL and LasR protein. B: Analysis of 2D molecular docking of OdDHL and 
LasR protein. C: Analysis of 3D molecular docking of Y0-C11-HSL and LasR protein. D: Analysis of 2D 
molecular docking of Y0-C11-HSL and LasR protein. In the 3D plot the blue dashed lines represents the 
hydrogen bonds, green dashed lines represent hydrophobic force, red dashed lines are salt bridge force; In the 
2D plot green represents the hydrogen bonds and red represents the hydrophobic force. 
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表 1  OdDHL 与 Y0-C11-HSL 的结合部位和对接分数 
Table 1  Binding sites and docking scores of OdDHL to Y0-C11-HSL 
配体 
Ligand 

OdDHL Y0-C11-HSL 

对接分数 
Docking score (kcal/mol) 

−5.8 −5.8 

氢键相互作用残基 
Hydrogen bond-interacting residues 

Asn-110 Asn-110 

疏水作用力残基 
Of the hydrophobic-acting force residues 

Leu-92, Val-96, Val-171, Ile-175, 
Leu-66, Leu-93, His-70 

Leu-92, Val-96, Val-171, Ile-175, Leu-66, Leu-93, 
Phe-168, Leu-92, Ile-141, Leu-113, Leu-63 

盐桥作用力残基 
Salt-bridge-acting force residues 

His-114 / 

/：不存在盐桥作用力残基 
/: No salt-bridge-acting force residues. 
 

细菌生物被膜是细菌为适应逆境形成的一种

保护机制，是一种复杂的多细胞三维结构。在

LasI/LasR 系统中，LasI 产生 OdDHL 作为自诱

导剂，当达到阈值时，被受体蛋白 LasR 识别

并结合形成配体-受体复合物，激活毒力产生

和生物被膜形成相关基因的表达[48]。前人研究

发现，通过同时改变 OdDHL 信号分子的内酯

环结构与烷基侧链长度合成的系列 QS 抑制

剂，对 P. aeruginosa 生物被膜产量具有不同程

度的抑制作用，其酰基侧链的长度和环结构对

抑制活性至关重要[49]。2015 年，Park 等[50]将

OdDHL 的内酯环替换为吡咯环的同时改变烷

基链长度，合成的系列化合物能够干扰 OdDHL
和 LasR 之间的结合，抑制 P. aeruginosa 生物

被膜的形成；体外试验表明，在较长的烷基链

即达到十二烷基(C12)时表现出较强的抑制生

物被膜形成活性。在本研究中，同时改造

OdDHL 内酯环和酰基侧链合成 Y0-C11-HSL，

通过定量 P. aeruginosa 生物被膜的形成，证

明 Y0-C11-HSL 在 10、100 和 200 μmol/L 浓

度时对生物被膜形成具有统计学意义，并且在

200 μmol/L 浓度时抑制效果更好。通过 SEM观

察了 200 μmol/L Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa
成熟生物被膜的分散作用，发现与对照组相

比，试验组生物被膜分散，有大多可视的单细

胞，几乎看不到微菌落的存在。这些结果表明

Y0-C11-HSL 能够阻碍生物被膜的发育并促进

成熟生物被膜的分散。 
P. aeruginosa 依赖 QS 系统调节分泌的弹

性蛋白酶 (LasA/LasB)在其致病过程中有关键

作用[51]，LasA 和 LasB 可通过降解细胞外基质

的成分，包括胶原蛋白、弹性蛋白、纤连蛋白

和黏蛋白以及细胞连接处的成分，如血管内皮

细胞钙黏蛋白，起到调节蛋白酶活性作用，进

而参与铜绿假单胞菌从宿主免疫系统的逃逸，

导致宿主定殖和组织破坏 [52]。在感染期间，  
P. aeruginosa 通过 II 型分泌系统产生一种重要的

吩嗪类毒性产物即绿脓菌素，它具有分子量小、

容易穿透生物被膜、能够对宿主细胞产生氧化

应激作用、消耗谷胱甘肽及使细胞丧失清除氧自

由基的能力，最终引起胞内氧自由基量增加，造

成细胞死亡[53]。此外，细胞外 DNA (eDNA)是
P. aeruginosa 生物被膜形成和稳定的重要组分，

研究发现绿脓菌素能够通过促进 eDNA的释放来

促进生物被膜的形成[54]。鼠李糖脂是一种糖脂

生物表面活性剂，能促进 P. aeruginosa 表面运

动过程[55]。细胞相互之间黏附并贴附在介质表

面形成微生物群落，这些贴壁细胞通常嵌入自
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产的 EPS 基质中，P. aeruginosa 产生至少 3 种

细胞外多糖，即藻酸盐、Pel 和 Psl，它们与生物

膜的发育与形成有关。其中，在黏液菌株中，藻

酸盐是基质的主要细胞外多糖，而非黏液菌株

主要利用 Pel 和 Psl 多糖形成生物被膜[56]。Müh
等[57]通过高通量筛选技术，发现将 OdDHL 信

号分子的内酯环和侧链均改变后产生的新化合

物 PD12 与 V-06-018，这两种化合物均含有较

长的烷基侧链，且都能通过抑制 lasR 基因的表

达降低弹性蛋白酶以及绿脓菌素等毒力因子的

分泌。本实验研究了 200 μmol/L Y0-C11-HSL 对

P. aeruginosa 分泌的绿脓菌素、鼠李糖脂、胞外

多糖和弹性蛋白酶的影响，结果表明 200 μmol/L 
Y0-C11-HSL 显著降低这些毒力因子的产生。

这项结果进一步支持了化学合成 QS 抑制剂可

以有效减弱 P. aeruginosa QS 相关毒力基因的

表达。另外，本研究通过 FT-IR 对 EPS 表面化

学基团进行探究，与对照组相比，200 μmol/L 
Y0-C11-HSL 改变了 P. aeruginosa 的 EPS 表面

化学基团的波数。 
P. aeruginosa 引起感染的基础离不开宿主

表面生物被膜的形成[58]。研究发现，swarming
运动与生物被膜的形成和病原体的入侵息息相

关，鞭毛的附着能力促进了初始生物被膜的建

立，而运动性允许细胞在最后步骤中扩散[59]。

此外，在细菌起始黏附过程中，IV 型菌毛介导

的 twitching 运动通过促进细胞的表面附着来促

进生物被膜的形成[60]。在本研究中，200 μmol/L 
Y0-C11-HSL 显著抑制 swarming 和 twitching 运

动，表明 Y0-C11-HSL 可能具有干扰鞭毛和 IV 型

菌毛的功能。另外，QS 系统对于细菌的运动有

调节作用[61]，因此 Y0-C11-HSL 对 P. aeruginosa
运动的抑制可能是通过干扰 QS 电路或直接作

用于鞭毛和 IV 型菌毛，从而对细菌的黏附和

定殖、生物被膜的形成起抑制作用。 

最后，将 Y0-C11-HSL 和 OdDHL 这 2 个配

体小分子分别与 LasR 受体蛋白进行分子对接，

结果表明，受体分子(2uxo)与 Y0-C11-HSL 和

OdDHL 这 2 个配体小分子之间的平均结合能均

为−5.8 kcal/mol，配体和受体蛋白可以稳定地

结合，因此，Y0-C11-HSL 可能是与自诱导剂

OdDHL 结合的 LasR 受体蛋白结合，进一步抑

制 QS 基因的相对表达。此外，Y0-C11-HSL 和

自诱导因子 OdDHL 有 7 个共同的相互作用残

基位点：Asn-110、Leu-92、Val-96、Val-171、
Ile-175、Leu-66 和 Leu-93，这 7 个活性位点可

能在自诱导剂和 LasR 调节因子之间的结合中

发挥重要作用，并最终对转录蛋白产生影响。 
综上所述，Y0-C11-HSL 在 200 μmol/L 浓

度条件下对 P. aeruginosa 生长不产生影响的同

时，对生物被膜的形成、毒力因子的体外产生、

运动性等均具有抑制作用。分子对接结果表明，

Y0-C11-HSL 能与 OdDHL 结合的 LasR 受体蛋

白稳定结合，抑制 QS 系统。QS 抑制剂通过减

弱毒力而不是杀死病原体极大地减少了传统抗

菌素治疗引发的相关抗生素耐药细菌的出现，

这为临床治疗病原菌感染和解决抗生素耐药问

题作出了贡献。 
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