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摘要:目的:以 铜 绿 假 单 胞 菌(Pseudomonasaeruginosa,

PA)为指示菌,基于群体感应系统筛选拮抗 PA 作用的乳

酸菌(Lacticacidbacteria,LAB)并探讨拮抗机制.方法:

通过牛津杯 法 筛 选 抑 制 PA 生 长 的 LAB,测 定 LAB 的

AIＧ２表达量,LAB抑制PA生物膜形成力、绿脓菌素表达

量及 LAB无菌上清液与 PA 共培养时 AIＧ２信号分子的

表达量,并利用皮尔森相关性分析探讨 LAB拮抗 PA 机

制.结果:格氏乳杆菌 LGchen和唾液乳杆菌 SＧ５Ｇ６的整

体抗菌效果比较强,抑菌圈达到２０mm 以上,AIＧ２相对

荧光值达到１．２以上,抑制PA的绿脓菌素表达率达５０％
以上,抑制PA生物膜形成率达７０％左右.LAB抑制PA
生长的能力与 LAB的表达 AIＧ２的能力、抑制 PA 的生物

膜形成能力呈正相关,与 PA 的绿脓菌素表达呈负相关.

结论:LAB可以通过提高 AIＧ２表达,抑制 PA 生物膜形

成和绿脓菌素表达来抑制PA的生长.

关键词:乳酸 菌;铜 绿 假 单 胞 菌;群 体 感 应;自 诱 导 分 子

AIＧ２

Abstract:Objective:Inthisstudy,Pseudomonasaeruginosa
(PA)wasusedastheindicatorbacteria,andbasedonthe

quorumsensingsystem,thelacticacidbacteria(LAB)thatanＧ

tagonizedtheeffectofPA werescreenedandtheantagonistic

mechanism was preliminarily discussed． Methods: The

mechanismofLABantagonizingPAwasexploredbythetestsof

OxfordCupMethodscreeningLABtoinhibitthegrowthofPA,

AIＧ２expressionofLAB,biofilmformationabilityofPA,pyoＧ

cyaninexpressionandtheAIＧ２expressionofPAwithLABsterile

supernatants,andtheanalysisofPearsoncorrelation．Results:

TheresultsshowedthatLactobacillusgasseriLGchenandLacＧ

tobacillussalivariusSＧ５Ｇ６havestrongerabilitiesofantagonizing

PAgrowth．Theinhibitionzonewasmorethan２０mm,andthe

relativefluorescencevalueofAIＧ２wasmorethan１．２,andtheinＧ

hibitionrateofPApyocyaninexpressionwasabove５０％,andthe

inhibitionrateofPAbiofilmformationwasabout７０％．TheabiliＧ

tyofLABtoinhibitthegrowthofPA waspositivelycorrelated

withtheabilityofLABtoexpressAIＧ２andtheinhibitionbiofilm

formationabilityofPA,andthiswasnegativelycorrelatedwith

thepyocyaninexpressionofPA．Conclusion:LABcaninhibitthe

growthofPAbyincreasingtheexpressionofAIＧ２,inhibitingPA

biofilmformationandpyocyaninexpression．

Keywords:lactic acid bacteria; Pseudomonas aeruginosa;

quorumsensing;autoinducerＧ２(AIＧ２)

铜绿假单胞菌(Pseudomonasaeruginosa,PA)又称绿

脓杆菌,是典型的条件致病菌[１],同时也是重要的食源性

致病菌,其产生的毒力因子可引起食物中毒和饮用水的

６
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污染,导致患者产生头晕、呕吐和腹泻等症状[２－３].由于

PA具有内源性、获得性和适应性多重耐药机制,常导致

多重耐药性 PA 菌 株 的 出 现 和 抗 生 素 治 疗 的 失 败[４].

２０１７年世界卫生组织将耐碳青霉烯的PA列为迫切需要

开发新抗菌药物治疗的细菌之一.因此,开发新的抗菌

药物和寻找天然具有抗菌作用的替代物是临床 PA 治疗

的理想选择.

乳酸菌(Lacticacidbacteria,LAB)是一类对人体有

益的重 要 微 生 物,被 公 认 为 是 安 全 的 食 品 级 微 生 物.

LAB在自然界中广泛存在,土壤、食品以及人体、畜禽肠

道内均含有 LAB.LAB代谢过程中产生的有机酸抗菌

肽,可抑制病原微生物生长繁殖、调节肠道微生物菌群平

衡,从而对宿主的营养状态、生理功能、应激反应等产生

作用.目前临床中许多益生 LAB已被用来预防或治疗

各种胃肠疾病,包括感染性腹泻、新生儿肠炎、慢性结肠

炎、肠易激综合症和炎症性肠病[５].

微生物通过群体感应系统(QS)协调群体行为,其中

存在多种 QS系统,革兰氏 G＋ 和革兰氏 G－ 中都存在的

自诱导物 AIＧ２,是不同种属细菌间通讯交流的通用信号

分子.AIＧ２是一种呋喃酮类化合物,为对称的双五圆环

结构的呋喃酮酰硼酸二酯,是甲硫氨酸循环通路———甲

基循环的一个副产品.目前已知７０多个种属的细菌基

因组中含有luxS 的同源序列,并且 AIＧ２的生物合成途

径基本相似.微生物菌群中 AIＧ２ 信 号 分 子 的 表 达 受

AIＧ２/LuxSQS系统调控,且参与 QS的luxS 基因可调控

LAB的生理活性[６],LAB的抑菌机制与 AIＧ２/LuxS的表

达系统有关[７－８].QS系统可以调控 LAB的多项重要生

理功能,如调控菌体生物膜的形成[９]、胞外酶的合成[１０]、

抗菌肽的合成[１１]、肠道定殖能力[１２]等.Park等[１３]发现

从泡 菜 中 筛 选 出 的 清 酒 乳 杆 菌 (Lactobacillussakei)

NR２８对大肠埃希氏杆菌(Escherichiacoli)ATCC４３８９４
的 AIＧ２具有淬灭作用,能达到降低致病性的目的.陈小

春等[１４]研究发现太平洋杆菌可通过抑制 PA 的 QS系统

降低PA毒力因子的表达.Rana等[１５]利用 LAB(乳酸乳

球菌、发酵乳杆菌和鼠李糖乳杆菌)上清液抑制 PAO１信

号分子 AHL的表达,从而抑制弹性蛋白酶活性,降低PA
生物膜的形成.Chappell等[１６]通过构建乳杆菌工程菌,

表达降解 PA 生物膜的酶,抑制 PA 生物膜的形成.综

上,LAB有抑制PA的作用,但LAB抑制PA的作用机制

尚未明晰.

研究拟筛选抑制PA的 LAB,通过测定 LAB群体感

应信号分子 AIＧ２的表达,LAB抑制 PA 生物膜形成、绿
脓菌素(PYO)表达及 LAB无菌上清液与 PA 共培养时

AIＧ２信号分子的表达探讨 LAB拮抗 PA 的机制.旨在

为乳杆菌拮抗PA的机制研究提供新的思路,也为乳杆菌

益生特性的应用提供依据.

１　材料与方法

１．１　菌株与培养基

１２株LAB(其中６株来源于泡菜,２株来源于腐乳,

２株来源于鸡粪便,１株来源于发酵米,１株来源于酸奶)、

铜绿 假 单 胞 菌 (PAO１)、哈 维 氏 弧 菌 (Vibrioharveyi
BB１７０,BB１５２)大肠杆菌(EscherichiacoliDH５α):实验

室保存菌株;

LAB培 养 用 MRS 培 养 基、AO１ 用 LB 培 养 基、

BB１７０和BB１５２用海生培养基、DH５α 用 LB培养基:青
岛海博生物技术有限公司.

１．２　菌株的培养及上清液制备

LAB按体积分数２％接种于 MRS培养基中,３７℃活

化３代,继续培养１８h;PAO１按体积分数１％接种于 LB
培养基,３７℃活化３代,继续培养１８h;BB１７０、BB１５２按

体积分数２％接种于 AB培养基中,３０℃活化３代,继续

培养１２h;DH５α 按体积分数１％接种于 LB培养基中,

３０℃活化３代,继续培养１８h.以上菌株获得培养液后,

６０００r/min离心１０min,上清液用０．２２μm 过滤器过滤,

获得试验菌株的无菌上清液,于－８０℃超低温冰箱保存

备用.

１．３　共培养物上清液的制备

将LAB上清液、MRS培养基上清液、DH５α 上清液

以及LB培养基上清液分别按V上清液 ∶VPA菌液 ＝１∶１分

别接入浓度为１０６ CFU/mL 的 PA 菌液中,培养２４h,

６０００r/min离心１０min,上清液用０．２２μm 滤菌器过滤,

得到无菌共培养上清液,于－８０℃超低温冰箱保存备用.

１．４　LAB抑菌能力测定

参照Chappell等[１６]的方法并稍作修改.将质量分

数２％琼脂灭菌后倒入平板中,凝固后放入４个无菌牛津

杯,倒入浓度约为１０６CFU/mL的PA菌液,待凝固后,用
镊子夹出.取２００μLLAB上清液加入到牛津杯孔中,

３７℃培养２４h,测定抑菌圈直径.每个样品做３个平行,

重复３次.以 MRS培养基(pH４．０)作为空白对照.抑

菌圈直径＞１５mm 判定为高度敏感;抑菌圈直径为１１~
１５mm 判定为中度敏感;抑菌圈直径为５~１０mm 判定

为低度敏感;抑菌圈直径为４mm 判定为不敏感[１７].

１．５　信号分子 AIＧ２的检测

参照蔡针华等[１８]的方法稍作修改.将 BB１７０按体

积分数２％接种于海生培养基,３０ ℃培养１２h,至菌体

OD６００nm为０．８~１．２,用新鲜的 AB培养基以１∶１００稀释

BB１７０培养液,充分震荡混匀后备用.将 LAB上清液、

BB１５２无菌上清液、DH５α 无菌上清液和 BB１７０培养稀

释液分别作为待测样品、阳性对照、阴性对照和介质对

照,各４个平行.按体积比１∶１００与稀释后的BB１７０培

养液混合培养３．５h,测定化学发光值.用相对荧光强度

７
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表示信号分子 AIＧ２的强度,分别按式(１)和式(２)进行

计算.

NAIＧ２＝
FI,１

FI,２
, (１)

TAIＧ２＝
FI,３

FI,４
, (２)

式中:

NAIＧ２———阴性对照组相对荧光强度;

FI,１———阴性对照组荧光强度;

FI,２———阳性对照组荧光强度;

TAIＧ２———待测组相对荧光强度;

FI,３———待测样品荧光强度;

FI,４———介质对照组荧光强度.

１．６　绿脓菌素(PYO)的测定

参照 Lou等[１９]的方法稍作修改.将共培养物上清

液于－８０ ℃超低温冰箱中预冻２h后冻干浓缩.加入

３mL三氯 甲 烷,待 完 全 溶 解 后 加 入 １ mol/L 的 盐 酸

１mL,充 分 振 荡 后 静 置.待 分 层 后 取 盐 酸 层 测 定 其

OD５２０nm,此 OD５２０nm即表示PYO含量.

１．７　生物膜的测定

参照张立冬等[２０]的方法并稍作修改.PA 按体积分

数１％接种于LB培养基,３７℃培养１８h后,用 LB培养

基按１∶１００稀释,充分震荡备用.将LAB上清液按体积

比１∶１００与稀释后的 PA 培养液混匀,移取２００μL至

９６孔酶标板中,３７ ℃培养１８h,倒掉菌液,用 PBS冲洗

４次,烘干.吸取２００μL结晶紫染液染色１０min,倒出染

色剂再用PBS冲洗４次,烘干.加入２００μL脱色剂,测
定 OD６００nm.以 OD６００nm表示生物膜的生成量,以 MRS与

PA共培养的 OD６００nm为阳性对照,并按式(３)计算细胞膜

抑制率.

BFI ＝
A１

A２
×１００％ , (３)

式中:

BFI———细胞膜抑制率,％;

A１———各种LAB与PA共培养时所测的 OD６００nm;

A２———MRS与PA共培养时所测的 OD６００nm.

１．８　数据分析

采用SPSS２０单因素方差分析进行差异性分析(P＜
０．０５),并使用 GraphPadPrimer８．５软件进行绘图.

２　结果与分析

２．１　LAB抑菌能力

由表１和图１可知,LGchen、SＧ５Ｇ６和L１３株LAB的

抑菌圈直径分别为２２．２７,２０．２０,２０．１３mm,显著高于其

他９种LAB的,N３４的抑菌圈直径最小,为１２．３３mm,说
明LAB对 PA 的 抑 菌 效 果 具 有 菌 株 特 异 性.试 验 中

MRSＧpH４．０作为参照也有一定的抑菌效果,说明酸对

PA生长有一定的抑制效果,但筛选的 LAB的抑制效果

强于 MRS抑制效果,推测 LAB的抗菌作用除受酸影响

外,还可能与LAB的其他代谢物质有关,如过氧化氢、乙
酸、乳酸及其他有机酸和细菌素等物质均有抑菌作用.
刘君等[２１]从鱼、虾肠道分离得到的戊糖片球菌对美人鱼

发光杆菌、大肠杆菌、溶藻弧菌、铜绿假单胞菌、创伤弧

菌、副溶血弧菌等有不同程度的抑制作用.朱英莲等[２２]

从发酵食品中分离出的６株 LAB,其中３株有较好的抑

制假单胞菌效果,产生的 LAB素具有很好的耐热性,在
酸性条件下表现出良好的抑菌效果.LAB上清液对 PA
的生长也有明显的抑制效果,说明 LAB的代谢物具有抗

菌作用,其具体抗菌物质需进一步研究.
为研究LAB抑制PA感染的机制,选取４株抑菌高

度敏感(LGchen、ZX５、L１和SＧ５Ｇ６)和２株抑菌中度敏感

(N３４和L２３)的 LAB进一步研究.经１６SrRNA 鉴定,

N３４和L２３为植物乳杆菌,SＧ５Ｇ６和ZX５L为唾液乳杆菌,

LGchen和L１分别为格氏乳杆菌和戊糖片球菌.

２．２　LAB信号分子 AIＧ２的表达

LAB群体感应信号分子 AIＧ２具有保守性,利用指示

菌BB１７０识别 LAB产生的 AIＧ２信号分子,LAB可诱导

BB１７０荧光酶基因的表达,从而产生发光反应.依据文

献[２３]报道,LAB的 AIＧ２表达最高值出现在稳定期初期

或对数期末期,故采用培养１８h的 LAB上清液进行测

定.由图 ２可知,SＧ５Ｇ６、LGchen和 ZX５产生信号分子

AIＧ２的能力较强,而 L２３表达 AIＧ２的能力较弱.结合

表１分析,推测 LAB信号分子 AIＧ２的表达可能与 LAB
的抑菌能力相关.AIＧ２作为 LAB种间交流信号分子,受
其 QS系统的调控,影响 LAB的多项重要生理功能.邵

长林[２４]发现粪肠球菌V５８３在培养过程中孵育过量的信

表１　LAB上清液对PA的抑菌效果†

Table１　AntibacterialeffectofLABsupernatantonPA

菌种 抑菌圈大小/mm 敏感度 来源 菌种名称

N３４ １２．３３±０．０３b 中度敏感 泡菜　 植物乳杆菌

LGchen ２２．２７±０．２７e 高度敏感 酸奶　 格氏乳杆菌

ZX５ １８．１３±０．２１cd 高度敏感 泡菜　 唾液乳杆菌

L１ ２０．１３±０．１９de 高度敏感 腐乳　 戊糖片球菌

SＧ５Ｇ６ ２０．２０±０．１１de 高度敏感 泡菜　 唾液乳杆菌

L２３ １５．３３±０．１５bc 中度敏感 发酵米 植物乳杆菌

N８ １５．００±０．１７bc 中度敏感 泡菜　 植物乳杆菌

N９ １６．４７±０．１３c 高度敏感 泡菜　 植物乳杆菌

H２７Ｇ１２ １５．４７±０．１０bc 中度敏感 泡菜　 未鉴定　　

G２０ １８．８５±０．３４cd 高度敏感 鸡粪便 鸡乳杆菌　

１３Ｇ７ １８．１３±０．２５cd 高度敏感 鸡粪便 未鉴定　　

L２ １６．６７±０．３０c 高度敏感 腐乳　 戊糖片球菌

MRS(pH４．０) ９．１３±０．０２a 中度敏感

　†　字母不同表示差异性显著(P＜０．０５).
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图１　LAB抑制PA生长

Figure１　LABinhibitionthegrowthofPA

字母不同表示差异性显著(P＜０．０５)

图２　LAB信号分子 AIＧ２的表达情况

Figure２　ExpressionofLABsignalmoleculeAIＧ２

号分子 AIＧ２会降低其翻译、代谢、能量产生等１５个相关

蛋白的表达量,并促进生物膜的形成.杨杰[２５]在培养植

物乳杆菌 KLDS１．０３９１ 时添加外源信号分子 AIＧ２,发现

菌体细菌素产量增加,并且不同添加量对细菌素的促进

作用不同.宋刚等[２６]研究发现,菌体释放的自诱导分子

AIＧ２或者共培养环境中的某些特定菌株,能够激发 LAB
的群体感应系统,而LAB细菌素的产生受群体感应系统

的调控,其合成量会提高,进而使得LAB对PA的抑菌能

力提高.由此推测,LAB的 AIＧ２表达能力会促进其抗菌

能力,LAB的 AIＧ２表达量高可能会增强其抑制 PA 的生

长能力.

２．３　LAB上清液与PA共培养信号分子 AIＧ２的表达

由图３可知,共培养物上清液的相对荧光强度有显

著差异性(P＜０．０５),其中 LGchen和 L１ 对共培养的

AIＧ２表达有明显的抑制作用,ZX５与 SＧ５Ｇ６对共培养的

AIＧ２表达影响不大,而 N３４和L２３上调了共培养的 AIＧ２
表达.

２．４　LAB对PYO表达的影响

由图４可知,６株LAB中LGchen、SＧ５Ｇ６和 L２３抑制

绿脓菌素表达的效果显著(P＜０．０５),而菌株N３４、L１上

字母不同表示差异性显著(P＜０．０５)

图３　LAB上清液与PA共培养 AIＧ２信号分子的

表达情况

Figure３　TheexpressionofAIＧ２signalmoleculecoＧculＧ
turedwithLABsupernatantandPA

字母不同表示差异性显著(P＜０．０５)

图４　LAB上清液对PA的绿脓菌素表达的影响

Figure４ 　 The effect of LAB supernatant on the
expressionofpyocyanininPA

调了PA绿脓菌素的表达,ZX５对PA绿脓菌素的表达影

响不大.PYO 是 PA 一种重要的毒力因子,与 PA 的致

病性和感染性都密切相关[２７].PYO 是有活性的次级代

谢物,可无阻碍穿透生物膜、打断呼吸链、产生大量的氧
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自由基和过氧化氢等导致细胞死亡[２８].抑制 PYO 的表

达,在一定程度上可以抑制 PA 的生长,从而降低 PA 的

毒性,抑 制 其 感 染.唐 云 鹏 等[２９]研 究 表 明,不 同 浓 度

PYO对PA生长具有一定的促进作用.

２．５　LAB对PA生物膜形成的影响

PA生物膜的形成与其耐药性产生有密切关系,生物

膜可以阻止PA与抗菌药物直接接触,从而提高PA对抗

菌药物的耐药性[３０].因此,去除病原菌的生物膜来抑制

病原菌的生长与定植是一个非常好的防治病原菌感染的

策略.由图５可知,６株 LAB均能抑制 PA 的生物膜形

成,但抑制率存在差异,其中,LGchen和 SＧ５Ｇ６对 PA 生

物膜形成的抑制率较好,N３４的抑制效果较差;而 ZX５、

L１和 L２３的抑制效果相差不大,说明 LAB可以通过抑

制PA生物膜形成达到抗菌的目的.Srikanjana等[３１]研

究表明,LAB具有拮抗李斯特菌、沙门氏菌和金黄色葡萄

球菌的作用,是因为 LAB将其他致病菌的细胞膜破坏,
从而使致病细胞萎缩或裂开从而达到抗菌作用.

２．６　LAB拮抗PA的相关性分析

由表２可知,LAB的抑菌能力与 LAB抑制 PA 生物

膜形成能力及LAB的 AIＧ２表达量呈正相关,说明 LAB
抑制能力越强,其抑制PA生物膜形成的能力越强,同时,

字母不同表示差异性显著(P＜０．０５).
图５　LAB抑制PA生物膜的形成

Figure５　LABinhibitstheformationofPAbiofilm

LAB的 AIＧ２表达影响LAB抑菌能力.LAB抑菌能力与

共培养物上清液 AIＧ２表达量呈负相关,说明LAB的抑菌

能力越强,PA的 AIＧ２表达能力越弱.LAB的 AIＧ２表达

与共培养物上清液 AIＧ２表达呈负相关,说明 LAB表达

AIＧ２能力越强,其抑制PA的 AIＧ２表达能力越强.综上,

LAB的抑菌性与其 AIＧ２的表达、抑制 PA 生物膜形成及

抑制 PA 的 AIＧ２表达有关,但与 PYO 的表达无显著相

关性.

表２　皮尔森相关性分析

Table２　Pearsoncorrelationanalysis

指标 抑菌能力 生物膜抑制率 绿脓菌素表达量 乳酸菌 AIＧ２表达量 共培养 AIＧ２表达量

抑菌能力 １．０００

生物膜抑制率 ０．８０３ １．０００

绿脓菌素表达量 －０．３３３ －０．５０５ １．０００

乳酸菌 AIＧ２表达量 ０．７４７ ０．５３３ ０．０９８ １．０００

共培养 AIＧ２表达量 －０．７４８ －０．５１５ －０．３０５ －０．９２９ １．０００

３　结论
试验筛选的植物乳杆菌 N３４和 L２３,唾液乳杆菌SＧ

５Ｇ６和ZX５,格氏乳杆菌LGchen和戊糖片球菌L１可以拮

抗铜绿假单胞菌感染,其抗菌机制与乳酸菌抑制铜绿假

单胞菌生长,抑制铜绿假单胞菌生物膜形成,乳酸菌自身

AIＧ２表达量以及抑制铜绿假单胞菌的 AIＧ２表达量有关.
其中,格氏乳杆菌 LGchen和唾液乳杆菌SＧ５Ｇ６的整体抗

菌效果比较显著,具有潜在商业应用的价值,后续将从代

谢组学和转录组学进一步研究拮抗机制.

莫婷婷、张凤霞、陈政良、陈小珍等人参与该研究的

试验数据测定,在此表示感谢!
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