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几种海洋弧菌的密度感应系统及其信号干扰
＊
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密度感应(quorumsensing, QS)是细菌通过感受种群密度的变化而控制特定基因表

达的一种机制(Milleretal., 2001)。密度感应细菌可以产生和释放特定的化学信号分

子 , 称为自诱导分子(autoinducer, AI), 其浓度随着细菌密度的增加而增加。当少量细

菌分泌的自诱导分子进入环境后 , 由于其浓度太低而无法被细菌中的受体蛋白检测到;

但是 , 当细菌达到一定密度后 , 自诱导分子的浓度超过一定的阈值 , 受体蛋白与自诱导

分子结合 , 并将此信号传导到细胞内 , 特异性地调控特定基因的表达 。迄今为止的研究

表明 , 许多细菌都可分泌化学信号分子来协调种群的活动 , 这些化学信号的种类是多种

多样的 , 而且同一种细菌可以利用多种化学信号和复杂的调节环路来进行通讯。细菌种

内和种间的通讯对细菌的存活及与自然生境之间的相互作用至关重要 (Milleretal.,

2001)。

迄今为止研究的密度感应系统主要可分为 3类:一类以酰基高丝氨酸内脂(acylated

homoserinelactones, AHL)为自诱导分子 , 如:费氏弧菌(Vibriofischeri);一类以多肽为

自诱导分子 , 如:革兰氏阳性细菌;一类是以哈维氏弧菌(V.harveyi)为代表的密度感

应系统 。在系统中有 3种类型的信号分子(Milleretal., 2001;Defoirdtetal., 2004;Hen-

keetal., 2004), 作者将着重介绍与海洋弧菌的密度感应系统 、信号干扰及其应用相关

的研究成果 , 为今后进一步的研究提供依据。
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一 、海洋弧菌中的密度感应系统

海洋弧菌是海水养殖业的重要致病菌 , 许多病原弧菌的毒力表达是通过密度感应系

统控制的。下面是常见的 6种海洋弧菌的密度感应系统的总结及几种不同弧菌的自诱导

分子的种类 、靶基因和功能(表 1)。

1.费氏弧菌(V.fischeri)

细菌的密度感应最先在发光海洋细菌费氏弧菌中发现(Nealsonetal., 1970)。费氏
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弧菌与许多真核生物呈共生关系 , 生存于宿主的发光器官 , 为宿主提供光线 。光线的发

射与宿主发光器官中细菌的密度密切相关 , 这个现象是由密度感应来控制的 。发光器官

中费氏弧菌的密度可达 10
11
cells/ mL。费氏弧菌生长时向细胞外环境产生和释放自诱导

分子 , 这些分子与细菌一起留在发光器官内部 。据推测 , 特化的真核生物发光器官是自

诱导分子能够积聚到显著的浓度 , 并能担当信号的惟一场所 。自诱导分子的聚集介导宿

主内部而不是宿主外部的细菌间的通讯。费氏弧菌通过检测自诱导分子而引起信号级联

反应 , 最终导致发光 。

表 1　不同弧菌中密度感应系统

弧菌种类 自诱导分子的种类 已知的靶基因和功能

鳗弧菌(V.anguillarum) N-3-氧-乙酰-HSL(AHL);

AI-2;CAI-1

胞外蛋白酶产生及其活力 , 色素产物和生

物膜的形成

霍乱弧菌 (V.cholerae) CAI-1;AI-2

ctx基因(霍乱毒素)(负控制), tcp基因(毒

素协调菌毛)(负控制), vps基因(生物膜

形成所需的多糖基因)(负控制), HA蛋

白酶

费氏弧菌 (V.fisheri) N-3-氧-乙酰-HSL(AHLs);

AI-2

luxICDABE(生物发光), 在宿主定植所需

基因

哈维氏弧菌 (V.harveyi) HAI-1(AHLs);AI-2;CAI-1
luxICDABE(生物发光), Ⅲ型分泌系统(负

控制), 铁载体 , 多糖 , 金属蛋白酶

副溶血弧菌(V.parahaemolyticus) HAI-1 (AHLs);CAI-1 Ⅲ型分泌系统(负控制), 细胞形态

创伤弧菌(V.vulnificus) AI-2
vvpE基因(金属蛋白酶), vvhA基因(溶细胞

素)

费氏弧菌发光所需的荧光素酶(luciferase)由 luxCDABE基因编码 , 该基因是 luxICD-

ABE操纵子的一部分 。两种调节蛋白 LuxI和 LuxR构成密度感应的部件 (apparatus)。

LuxI是自诱导分子的合成酶 , 可以合成一种酰基高丝氨酸内脂(N-[ 3-oxohexanoyl] -ho-

moserinelactone, AHL), 底物是 S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine)和酰基-酰基载体

蛋白(acyl-acylcarrierprotein)。 LuxR是一个约 250个氨基酸的蛋白 , 由两个结构域构

成 , N末端的结构域可与自诱导分子结合 , 而 C末端的结构域可与 luxICDABE操纵子的

启动子上游的回文序列 (palindromicsequence, luxbox)结合后激活核酸的转录。在低细

胞浓度时 , luxICDABE操纵子只以基础水平激活核酸的转录 , 因此通过 luxI产生了低水

平的自诱导分子 。因为编码荧光素酶的基因直接位于 luxI基因的下游 , 因此只产生低水

平的光线。 AHL自诱导分子可以透过细胞膜自由扩散 , 因此细胞外环境和内环境的自

诱导分子的浓度是一致的。随着费氏弧菌的生长 , 自诱导分子积聚到一个浓度阈值

(1 ～ 10μg/mL), 使细胞质中的 LuxR蛋白足以对其感应和结合。 LuxR的 N末段结构域

与自诱导分子相互作用 , 暴露出 LuxR的 C-末端的 DNA结合域 , 使 LuxR能够与 luxICD-

ABE启动子结合并激活其核酸的转录 。这个作用导致自诱导分子的产生和光发射均呈指

数增加 。LuxR-AHL复合物也反向控制 luxR的表达。这个负反馈环路是响应正反馈环路

而降低 luxICDABE表达的代偿性机制。
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类似费氏弧菌的 AHL介导的密度感应系统存在于许多革兰氏阴性细菌 , 尤其是病

原菌中 , 如鳗弧菌 、 嗜水气单胞菌 、 杀鲑气单胞菌等。尽管不同细菌的密度感应的原理

大致相同 , 但编码密度感应系统的基因存在多样性 , 自诱导分子的结构也有差异 , 如不

同种的高丝氨酸内脂环上的碳侧链从 4 ～ 14不等 , 且在第 3位上有的为氧 , 有的为

羟基。

除了 AHL介导的信号系统外 , 费氏弧菌还存在与哈维氏弧菌类似的 AI-2信号系统 ,

由 LuxS合成 AI-2信号分子 , 可被 LuxP和 LuxQ感应(Miyamotoetal., 2003)。

2.哈维氏弧菌(V.harveyi)

哈维氏弧菌是一种发光细菌 , 既是养殖对虾的重要致病菌 , 又是许多养殖鱼类的致

病菌 , 给海水养殖业造成了巨大的经济损失(Austinetal., 1999)。哈维氏弧菌分泌的

胞外产物可能对斑节对虾的致病性起重要作用(Liuetal., 1999)。哈维氏弧菌对鱼类的

致病性与其分泌的胞外产物中的溶血素相关(Zhangetal., 2000;Zhangetal., 2001)。

间接的证据表明 , 哈维氏弧菌毒力的产生是通过密度感应的信号分子调控的(Manefield

etal., 2000)。

与费氏弧菌相似 , 自由生活的哈维氏弧菌也利用密度感应来控制发光。哈维氏弧菌

的密度感应体系比较复杂。已发现哈维氏弧菌中有 3个平行的密度感应系统来控制荧光

素酶的结构操纵子 luxCDABE的密度依赖性表达 (Milleretal., 2001;Henkeetal.,

2004)。每个系统都由传感器及其相应的自诱导分子构成 。

哈维氏弧菌产生的第一类的自诱导分子 HAI-1是 3-羟基丁酰高丝氨酸内脂(N-[ 3-

hydroxybutanoyl] -homoserinelactone)。然而 , 与费氏弧菌不同 , 这种 AHL自诱导分子的

合成不依赖于 LuxI蛋白 , 而是由 LuxLM蛋白合成 HAI-1。 LuxLM蛋白和 LuxI蛋白没有

任何相似性 , 尽管其生物合成途径也许相同。 LuxN是 HAI-1的传感器。 HAI-1可能主要

介导哈维氏弧菌种内的通讯。

哈维氏弧菌产生的第二类自诱导分子 AI-2是一种呋喃糖基硼酸二酯(furanosylborate

diester), 而非 AHL分子 。没有硼酸化的 AI-2前提分子由 LuxS蛋白合成 , LuxP和 LuxQ

两种蛋白一起作为 AI-2的传感器。 LuxP与细胞周质的脱氧核糖结合蛋白类似 。LuxN和

LuxQ都含传感器蛋白激酶和反应调节结构域。因为 AI-2的活性可以在许多其他菌种

(革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌)中发现 , 而且因为 AI-2的生物合成与甲基循环密切相

关 。这种类型的密度感应被认为用于菌种间的通讯 , 可能参与感应菌群的生长期和生长

潜力。

CAI-1是哈维氏弧菌产生的第三类自诱导分子 , 与霍乱弧菌(V.cholerae)的 CAI-1

自诱导分子的活性相似。 CqsA和 CqsS分别用来合成和感应 CAI-1。哈维氏弧菌的 CAI-1

可以控制霍乱弧菌的基因表达;反之 , 霍乱弧菌的 CAI-1也可以控制哈维氏弧菌的基因

表达。因此由 CAI-1介导的细胞间的通讯并不局限于一个种内。和 AI-2类似 , CAI-1也

是菌种间的通讯信号。然而 , 与 LuxS和 AI-2相反 , CqsS和 CAI-1的分布并不特别广

泛 , 可能仅限于弧菌属。目前发现副溶血弧菌(V.parahaemolyticus)中也含有 CqsS, 并

能产生 CAI-1, 但创伤弧菌(V.vulnificus)和费氏弧菌中却不含有 CqsS。目前 CAI-1的结
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构尚未确定 , 也不清楚不同细菌产生的 CAI-1的结构是否相同。

哈维氏弧菌的 HAI-1、 AI-2和 CAI-1一起来调控某些功能 , 如发光现象 、 Ⅲ型分泌

系统(typeⅢ secretion, TTS)、 铁载体 (siderophore)、 多糖和金属蛋白酶的产生等

(Milton, 2006)。

3.霍乱弧菌(V.cholerae)

霍乱弧菌是人类的重要病原菌。霍乱毒素(choleratoxin, CT), 是霍乱弧菌的重要

毒力因子(Dickinsonetal., 2003), 与之同时产生的是毒素协同菌毛(TCP)(Kirnetal.,

2000)。 ctx基因(编码 CT), tcp基因簇(编码 TCP), 都直接地被 ToxT激活 , 而 ToxT被

两个膜定植联合体 ToxR/S和 TcpP/H激活 。霍乱弧菌先利用 TCP定植在肠内表面 , 然

后接受信号诱导 CT和 TCP的表达开始致病。

在霍乱弧菌中 , 密度感应系统处于毒力基因表达的级联调控的顶部 , 根据细胞的密

度在时间和空间上很好地调节毒力因子的表达 。霍乱弧菌具有两个密度感应系统 , 分别

与哈维氏弧菌 CqsA/S系统和 LuxS/PQ系统相似(Milleretal., 2002), 但在霍乱弧菌基

因组中未发现有与哈维氏弧菌的 LuxM/N系统类似的核苷酸序列。 CqsA/S和 LuxS/PQ

系统的功能与在哈维氏弧菌中的相似 , 感应到的信息平行地通过 LuxU传递到转录激活

子 LuxO。当细胞密度低时 , LuxO激活 4个 sRNAs的表达 , 使 hapR(LuxR的类似物)

mRNA变得不稳定 , 抑制 HapR的表达 (Lenzetal., 2004)。当 HapR不存在时 , ctx基

因 、 tcp基因和 vps基因(生物膜形成所需的多糖基因)产生表达(Hammeretal., 2003)。

当细胞密度增大时 , LuxO失活 , 对 HapR的抑制解除 , 而 HapR抑制 tcpPH的激活子

AphA的表达(Kovacikovaetal., 2002)。 TcpP表达的抑制导致 ToxT表达的抑制 , 结果

导致毒力基因表达的抑制。 HapR抑制生物膜的形成 , 激活 HA蛋白酶(能帮助细菌在定

植感染后脱离肠组织的蛋白)的表达 。

Zhu等(2003)描述了霍乱弧菌通过密度感应系统控制其致病过程的模型 。霍乱

弧菌形成的生物膜增加了其对酸的抗性 , 这对其进入宿主和通过胃环境都是很重要

的 。刚进入肠道环境时 , 生物膜内的霍乱弧菌通过密度感应的信号分子抑制 ctx、

tcp和 vps基因的表达 。随后霍乱弧菌脱离了生物膜 , 肠道的密度感应信号分子浓度

很低 , CT和 TCP得到表达 , 霍乱弧菌定植到肠道上皮 。随着细菌的繁殖 , 密度感

应信号分子浓度增加 , 毒力基因受到抑制而 HA蛋白酶被合成 , 使霍乱弧菌脱离肠

上皮而离开宿主 。

4.鳗弧菌(V.anguillarum)

鳗弧菌是海水养殖鱼类的重要病原菌(Austinetal., 1999)。鳗弧菌的一些毒力因

子已被报道(Actisetal., 1999;Austinetal., 1999)。与 pJM1质粒相关的 Fe
3 +
转运系统

在感染过程中起重要作用(Crosaetal., 2002), 且纯化的胞外产物如溶血素 、蛋白酶 、

脂酶和神经毒素乙酰胆碱酯酶在弧菌的致病过程中也起了重要作用。

不管是致病性鳗弧菌还是从环境分离的鳗弧菌都有 AHL产物 , 表明密度感应系统

影响到这种细菌的生态 、 生理和致病性(Buchetal., 2003)。在鳗弧菌中 , 哈维氏弧菌
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LuxR的类似物 VanT已控制胞外蛋白酶的产物及活力 、 色素产生和生物膜的形成(Crox-

attoetal., 2002)。

在致病性鳗弧菌中已发现 3种密度感应系统 , 并且预测到了第 4种 。其中两种

系统与哈维氏弧菌的 LuxM/N和 LuxS/PQ系统相似 (Miltonetal., 2001;Croxattoet

al., 2004)。类似于 LuxM/N系统 , 鳗弧菌中由 VanM(AHL合成酶 )合成 C6-HSL

和 3-羟基 -C6-HSL, 并被 VanN感应 。类似于 LuxS/PQ系统 , 鳗弧菌中 VanS可能合

成 AI-2信号 , 并被 VanQ感应(Croxattoetal., 2004)。两种信号系统汇集于 VanU,

通过 VanO来抑制 VanT的表达 。与弧菌属的其他细菌相比 , VanTmRNA在细胞密

度低的时候较稳定 , 并且在细胞密度增加时也不被诱导 (Croxattoetal., 2004)。

LuxM/N和 LuxS/PQ系统的作用方式与其他弧菌有所不同 。磷酸转运蛋白 VanU可

激活 vanT的表达 , 但 VanO却抑制其表达 。在 VanU不存在时 , VanN和 VanQ都抑

制 VanT的表达 , 表明这些感应器在进行信号传递时都通过 VanU。 VanO通过抑制

VanT和激活 VanU来控制自身的表达 。由于 vanTmRNA数量在生长过程中变化不

大 , 因此这些信号系统可能是限制而不是诱导其表达 。第三类系统与费氏弧菌的

LuxI/R系统相似 。 VanI合成 3-氧 -C10-HSL, 可能与 VanR, VanI的转录激活子结合

(Miltonetal., 1997)。和费氏弧菌一样 , 在 VanM/N和 VanS/Q信号系统和 LuxI/R

信号系统存在等级的连接 。 vanM的完全缺失突变减少了 AHL的产物 , 表明 VanM

产生的信号分子通过 VanI控制信号的表达 (Miltonetal., 2001)。研究表明 , 鳗弧

菌可以产生 CAI-1 , 且含有 CqsA, 因此预测鳗弧菌具有与霍乱弧菌相类似的CqsA/S

系统 , 通过 CqsA合成信号分子 CAI-1 , CqsS为 CAI-1的感应器 , 这可能构成鳗弧

菌的第四类密度感应系统(Henkeetal., 2004)。

5.创伤弧菌(V.vulnificus)

创伤弧菌有 3种生物型:第 1种与人类的疾病相关;第 2种盛行于鳗鲡的感染中;

第 3种是由于接触污染的海产品而导致人类弧菌病 。

创伤弧菌的毒力是多因子的 , 没有一种毒力因子被证明是疾病的主要因素 。细

胞荚膜多糖与毒力相关 , 荚膜保护其不受到血清抗性和巨噬细胞毒素的影响 。此

外 , NAD
+
-结合蛋白 、 脂多糖 、 铁载体 、 细胞溶素及 RTX毒素在创伤弧菌的致病

性中起重要作用 。

在创伤弧菌中没有发现 AHL合成酶的类似物 , 也没有 AHL信号分子的发现 , 表明

没有哈维氏弧菌的 LuxM/N系统 , 也没有费氏弧菌的 LuxI类似物的存在(Kimetal.,

2003)。此外 , 创伤弧菌也不含有 CqsA/S系统(Henkeetal., 2004)。但是 , LuxS类似

物和 AI-2自体诱导分子活力是存在的(Kimetal., 2003;Kawaseetal., 2004), 并且还

发现了与哈维氏弧菌类似的 LuxS/PQ系统 , LuxU, LuxO及 LuxR转录调控子 SmcR

(Milton, 2006)。LuxS和 SmcR正向调控 VvpE金属蛋白酶的表达 , 负向调控溶细胞素

VvhA的表达(Shaoetal., 2001;Kimetal., 2003)。
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6.副溶血弧菌(V.parahaemolyticus)

副溶血弧菌是人类的重要致病菌 , 特别是在大量食用海产品地区 。这种微生物通常

生长在海洋和河口环境 , 适应各种生活方式 , 如自由泳动 、 固着于甲壳类动物或固着于

船底和海洋中的其他表面或以病原菌的形式寄生于宿主体内(Makinoetal., 2003)。

目前已知副溶血弧菌有两类密度感应系统 。一类与哈维氏弧菌的 LuxM/N相似 , 通

过 LuxM产生 HAI-1信号分子 , LuxN作为其感应器 , 通过 LuxPQ、 LuxU、 LuxO等的级

联反应 , 将感应到的信号传递到 OpaR(与哈维氏弧菌中的 LuxR相似), 但其缺少荧光

素酶操纵子(Malinoetal., 2003), 不能使其自身发光 , 其产生的 HAI-1信号分子是目前

研究发现的惟一能使哈维氏弧菌发光的其他种类的细菌(Bassleretal., 1997), 说明副

溶血弧菌的密度感应系统与哈维氏弧菌的极其相似 。另一类密度感应系统类似于霍乱弧

菌的 CqsA/S系统 , 通过 CqsA产生 CAI-1信号分子 , CqsA作为其感应器 , 调控一些特

定基因的表达(Henkeetal., 2004)。

副溶血弧菌通过密度感应系统以与哈维氏弧菌非常类似的方式负控制副溶血弧菌的

Ⅲ型分泌系统(Henkeetal., 2004)。副溶血弧菌的细胞形态也受密度感应的调控 , 通

过与哈维氏弧菌 LuxR类似的 OpaR来调控。当副溶血弧菌缺失与 LuxR类似的 OpaR基

因时 , 其菌落由不透明转变为泳动能力增强的半透明状态(McCarter, 1998)。

二 、密度感应系统的干扰及其应用

由于密度感应系统在病原菌的毒力中有非常重要的功能 , 对密度感应系统的破坏是

一种新的抗感染策略 。

1.抑制信号分子的生物合成

许多革兰氏阴性细菌的 LuxI类蛋白都以酰基 -酰基载体蛋白(合成酰基链)和 S-腺苷

甲硫氨酸(合成高丝氨酸内酯)为底物合成 AHL信号分子。已发现 S-腺苷甲硫氨酸

(S-adenosylmethionine)的类似物如 S-腺苷半胱氨酸(S-adenosylcysteine)能抑制绿脓杆菌

(Pseudomonasaeruginosa)的 LuxI类自诱导分子 Rhll的 97%的活性 。研究数据表明:

AHL合成酶基序不存在于其他的含有 S-腺苷甲硫氨酸结合位点的酶中 , 因此 , 可能可

以用 S-腺苷甲硫氨酸的类似物作为密度感应的抑制剂 , 同时不影响到原核和真核生物其

他重要的活动(Parseketal., 1999)。AHL生物合成需要酰基 -ACP, 三氯生(triclsan)是

一个强有力的烯酰-ACP还原酶的抑制剂 , 该酶参与酰基-ACP的合成 , 所以三氯生存在

时 AHL生成减少(黄和尹 , 2004)。但是 , 为阐明 AHL合成酶抑制剂在水产业的抗感染

作用 , 还需要做更进一步的研究。

2.密度感应系统拮抗剂的应用

1)AHL介导的密度感应的拮抗剂

　　密度感应系统的拮抗剂由某些高等生物产生。如一种生长在澳大利亚东部的海洋红
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藻 ———栉齿藻 Deliseapulchra(俗名梳苔)可以产生卤化呋喃酮作为 AHL介导的密度感

应的拮抗剂(Givskovetal., 1996)。卤化呋喃酮的结构与 AHL有很大相似性 , 能通过与

LuxR类蛋白结合而使其不被激活(Manefieldetal., 1999)。液化沙雷氏菌(Serratialique-

faciens)在琼脂平板上的泳动现象可在 100mg/L的呋喃酮的作用下完全被抑制 , 从而失

去毒力(Givskovetal., 1996)。呋喃酮还可抑制病原菌哈维氏弧菌胞外毒素的产生 。用

呋喃酮处理过的哈维氏弧菌和未处理的哈维氏弧菌的上清液 , 分别肌肉注射斑节对虾

(Penaeusmonodon), 经过处理的呋喃酮可使斑节对虾的致死率降低 50% (Manefieldet

al., 2000)。

除了这种海洋栉齿藻产生的卤化呋喃酮 , 还有一些具有密度感应系统的细菌自身产

生的 AHLs也可以刺激紫色色杆菌 (Chromobacteriumviolaceum)密度感应调控的色素产

生 , 而另外一些 AHLs则完全抑制其产生 (McCleanetal., 1997)。 AHLs起激活还是抑

制作用 , 是由其乙酰链上的分子结构决定的:当 AHLs的乙酰链上的碳原子达到 8时 ,

起激活作用 , 可作为密度感应的激活剂;而当其碳原子为 10或以上时 , 起抑制作用 ,

可作为密度感应系统的拮抗剂(Defoirdtetal., 2004)。此外 , 不同的 AHLs可以减弱水

生病原菌嗜水气单胞菌(Aeromona.hydrophila)和杀鲑气单胞菌(A.salminicida)的毒力 。

在浓度为 10 μm的 N-3-氧 -十二酰基-L-高丝氨酸(N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine)的

作用下 , 杀鲑气单胞菌产生丝氨酸蛋白酶延迟 , 并且产量减少至 50%。

近年来 , 许多科学家开始研究人工合成的 AHLs和呋喃酮类似物的活力 , 其中人工

合成的海洋红藻呋喃酮衍生物 , 二溴亚甲基呋喃酮 [ (5Z)-4-bromo-5-(bromomethylene)-

2(5H)-furanone] , 是最有活力的 AHLs拮抗剂 。这种呋喃酮 , 10 μm的浓度作用下 , 几

乎可以完全抑制铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)的毒力因子的表达(Hentzeretal., 2003)。

在对哈维氏弧菌生长不产生影响的浓度下 , 呋喃酮 C-30对其发光和毒力产物都有抑制

作用。

一些高等植物的分泌液也能影响 AHL介导的密度感应系统(Tepliskietal., 2000)。

反相高效液相色谱分析表明截形苜蓿 (Medicagotruncatula)秧苗和豌豆的提取物中存

在几种不同的 AHL类似物质(Tepliskietal., 2000)。与栉齿藻不同的是 , 这些植物的分

泌物质不仅能激活 AHL介导的密度感应系统 , 同时也能产生抑制反应。同样的结果也

在微藻中发现(Teplitskietal., 2004)。雷氏衣藻(Chlamydomonasreinhardtii)、 可变衣藻

(Chlamydomonasmutablis)、小球藻(Chlorellavulgaris)和另一种小球藻 Chlorellafusca都

可以激活野生型哈维氏弧菌密度感应系统控制的发光现象。但是 , 高等植物和微藻产生

的密度感应系统的类似物的化学性质还有待进一步研究(Defordtetal., 2004)。

2)AI-2介导的密度感应体系的拮抗剂

AI-2的结构近些年来才被阐述(Chenetal., 2002), 所以至今对 AI-2介导的密度感

应系统的研究还不多 。一些研究发现 AHL的拮抗剂类似物 , 可以完全抑制 AI-2介导的

密度感应系统控制的大肠杆菌的泳动。另外 , 呋喃酮可以使大肠杆菌的生物膜减少

55%, 使生物膜中活细胞减少 87%。呋喃酮还可抑制哈维氏弧菌 AHL和 AI-2介导的密

度感应系统控制的发光。由于这些毒力因子是由密度感应系统控制的 , 呋喃酮可削弱这
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些病原菌的毒力(Defordtetal., 2004)。

以上的叙述表明 , 密度感应系统的拮抗剂在水产养殖业的应用 , 可以抵抗由 AHL

介导毒力因子表达的病原菌的感染 , 如对嗜水气单胞菌 、杀鲑气单胞菌和哈维氏弧菌的

作用 , 及由 AI-2介导的哈维氏弧菌和创伤弧菌的感染。此外 , 对海洋栉齿藻 、 小球藻

和衣藻的研究表明 , 藻类可能对密度感应系统的病原菌有阻断作用 , 因而可能对水产养

殖业的感染控制有重要作用。

3.密度感应分子的化学失活

研究表明 , AHL可通过碱水解产生乙酰高丝氨酸而化学失活 (Voelkertetal.,

1970)。其他化学失活的方法还有次卤酸类杀菌剂 , 当其浓度达到 0.14 μM时 , 1min可

使 3位含氧的 AHLs浓度降低到原来的 1 /4, 但是对 3位不含氧的 AHLs没有作用(Bor-

chardtetal., 2001)。失活的 3-氧 -AHLs存在于生物膜的形成过程中 , 但其浓度比 AHL

的浓度要低的多 。Michels(2000)等通过液相色谱进一步研究了失活机制 , 发现反应

的动力学受 pH的影响很大 。在 pH为 6时 , 在两分子的次溴酸和次氯酸的作用下 , 3-氧

AHL产生 2, 2-二卤 -3-氧 AHL分子。然后 , 乙酰链水解 , 产生脂肪酸和 2, 2-二卤 -3-N-乙

酰 -高丝氨酸内酯 。pH为 3时 , 反应停止在卤化 。而 pH为 8时 , 2, 2-二卤-3-N-乙酰 -高

丝氨酸内酯的内酯环水解 , 产生 2, 2-二卤 -3-N-乙酰高丝氨酸(Michelsetal., 2003)。这

说明 , 在处理养殖用水时加入低浓度的强氧化剂 (如臭氧), 可能通过去除病原菌密度

感应系统的分子而成为水产养殖业抗感染的有效方法(Sunnerfelt, 2003)。

4.密度感应分子的酶失活和生物降解

许多细菌有使 AHLs失活的能力 , 如 α变形菌纲 、 β变形菌纲 、 γ变形菌纲和革兰

氏阳性菌等(Defoirdtetal., 2004)。这些细菌能阻断竞争细菌的密度感应系统来获得相

对的优势。有些微生物能通过密度感应系统来控制抗生素的合成 , 从而抑制其附近其他

微生物的生长(Piersonetal., 1998)。还有些微生物能分泌 AHL内酯酶和 AHL乙酰酶使

信号分子失活(Xuetal., 2003)。

1)细菌的 AHL内酯酶

科学家们从不同来源的 500个菌株中分离筛选能使 AHL失活的菌株 , 发现 24个菌

株在不同程度上有使 AHL失活的能力。使 AHL失活能力最强的酶分离自杆菌属

(Bacillussp.)240B1, 纯化的 AiiA酶的浓度为 50mg/L, 作用 10 min后使酰基高丝氨酸

内酯(N-[ 3-oxohexanoyl] -homoserinelactone)从 20 μM降至 5μM。水解产物的色谱分析表

明 , AiiA酶可打开内酯环产生酰基高丝氨酸(N-[ 3-oxohexanoyl] -homoserine)(Donget

al., 2001), 使 AHL失活的酶在杆菌属中普遍存在(Dongetal., 2004)。 AiiA类似物的

氨基酸序列相似性约为 90%。芽孢杆菌产生的 AiiA酶 , 可水解 AHLs的乙酰链 、 高丝

氨酸内脂的氨基键或内酯环的酯键 , 而使 AHLs失活。

初步的研究表明 , 转化有 aiiA基因的重组蔬菜软腐欧文氏菌 (Erwiniacarotovora),

可使该病原菌分泌的能使植物细胞壁降解的产物减少至 10%, 并能完全抑制一些植物
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的软根病(Dongetal., 2000)。对菌株作进一步的体内研究表明 , 用杆菌属菌株使 AHL

降解 , 可使由蔬菜软腐欧文氏菌引起的块茎软腐病减少到 15%, 并使由根瘤土壤杆菌

(Agrobacteriumtumefaciens)引起的马铃薯腐烂减弱到 10%。杆菌属使 AHL降解所产生的

保护作用 , 比荧光假单胞菌 (Pseudomonadschlororaphis)产生的抗生素更有效 。使 AHL

降解 , 不仅是预防措施 , 而且是一种生物治疗方法。最近 , 在苏云金芽胞杆菌(Bacillus

thuringiensis)中也获得类似的结果 (Dongetal., 2004)。野生型苏云金芽孢杆菌产生的

AHL-内酯酶可有效地灭活软腐欧文氏菌的 AHL信号分子 , 并且抑制其在培养基表面的

生长;aiiA基因缺陷型苏云金芽孢杆菌则不能阻止蔬菜软腐欧文氏菌的密度感应信号传

递 , 也不能阻止其在马铃薯根茎的迅速扩散 , 马铃薯会出现局部的腐烂变软症状。

2)细菌的 AHL乙酰酶

在发现杆菌属的 AHL酶的同时 , 还发现了用 AHLs作为惟一碳源和氮源的菌株。Vari-

ovaxparadoxusVAI-C, 可以酰基高丝氨酸内酯(500mg/L)为惟一碳源和氮源。用放射性同

位素标记 AHL, 发现 Va.paradoxus用 AHL乙酰酶裂解 AHL, 释放高丝氨酸内酯和脂肪酸 ,

随后通过 β氧化途径以脂肪酸作为碳源。至于细菌怎样从高丝氨酸内酯环上获得氮源 , 还

有待进一步的研究(Leadbetteretal., 2000)。Lin等 (2003)从混合物种的生物膜中分离

出使 AHL失活的菌株罗尔斯通氏菌属 (Ralstoniasp.)菌株 XJ12B, 并从中分离纯化出能

使 AHLs失活的 AiiD酶。电喷雾电离质谱分析表明 , AiiD能水解 AHLs的氨基。转化有

AiiD基因的重组铜绿假单胞菌(P.aeruginosa), 能抑制该病原菌的泳动 , 并使之对秀丽隐

杆线虫 (Caenorhabditiselegans)的致死率减少到 15%(Linetal., 2003)。

土壤假单胞菌 PAI-A可通过 AHLs乙酰酶使 AHL失活 , 但土壤假单胞菌只能利用碳

原子大于 8的长乙酰链 AHLs。一些病原菌也能降解 AHL, 和土壤假单胞菌病原菌类似 ,

这些病原菌可利用长乙酰链的 AHL, 而不能利用短乙酰链的 AHL(Zhangetal., 2002)。

以上研究表明 , 降解病原菌的密度感应分子可以作为水产养殖业生物控制的有效手

段 , 因此能否降解病原菌的密度感应分子可作为判定有益菌的重要标准。对能降解 AHL

信号分子的杆菌属的研究表明 , 杆菌属除了能产生抑菌物质以外 , 还能使密度感应信号

分子的失活 , 因此可作为有益菌在水产养殖业中广泛应用(Moriarty, 1998;Rengpipatet

al., 2003)。

三 、破坏密度感应系统的局限性

1.抗性产生

　利用破坏密度感应的技术 , 作为新的抗感染策略的最大局限性就是抗性的产生。研究

表明 , 细菌可通过过量表达密度感应系统基因而阻断其自身的密度感应系统 (Zhuet

al., 1998)。许多人工合成的 AHL类似物对野生型根瘤土壤杆菌是有效的抑制剂 , 但在

过量表达有 TraR(LuxR类似物)的重组根瘤土壤杆菌中却未检测到抑制作用的存在 。对

于密度感应系统的破坏也可能会产生抗性 , 但与传统的抗菌化合物相比 , 其抗性产生的

可能性要低得多(Hentzeretal., 2003)。
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2.缺乏专一性

利用破坏密度感应的技术来控制病原菌的另一个限制因素是缺乏专一性 。许多破坏

密度感应系统的技术并不是专一地阻断一种或几种病原菌的密度感应系统。许多能降解

AHL的细菌 , 可使一系列的 AHL失活。并非所有具有密度感应系统的细菌都是病原菌 ,

如密度感应系统也存在于根瘤菌属(Rhizobium)和可产生抗生素的荧光假单胞菌 (Fluo-

rescentpseudomonads)中(Piersonetal., 1997;Piersonetal., 1998)。对密度感应系统的

非专一性地破坏 , 可能会对一些未知的 、 在水生生态系统中有益的微生物区系带来不利

的影响 。目前 , 发展只破坏一种病原菌的技术还有一定的困难 , 为了发展一种新的抗感

染策略 , 还需要更多的关于密度感应系统的机制方面的知识 。

四 、结　　论

通过破坏病原细菌的密度感应系统来抵抗病原菌的感染 , 有望替代抗生素的作用 。

QS干扰分子与传统抗生素不同 , 它不会杀死细菌或抑制单个细菌的生长 , 因此不易诱

导耐药突变 。已有的研究表明 , 许多水产养殖动物病原菌毒力因子的表达与密度感应系

统有关 , 因此这种方法可能在水产养殖业中具有重要价值 , 但目前还缺乏密度感应对水

生病原菌毒力总体影响的数据 。对密度感应领域的基础研究 , 无疑将提供更多的关于密

度感应调控表达基因激活或抑制的精确认识。这些研究有望找到一种更直接的拮抗剂 。

迄今为止 , 对 AHL介导的密度感应系统的研究主要是对人和植物病原菌等革兰氏阴性

菌 , 但在破坏其他种类的病原菌密度感应系统的研究方面将会有很大的发展。

在这种新的策略被应用于水产养殖业之前 , 要注意以下几点 。首先 , 对破坏水生病

原菌毒力的密度感应系统需要更深一步的研究 , 来阐明它是否是一种在水产养殖业真正

有效的抗感染策略。第二 , 应进一步研究破坏密度感应的几种不同技术 , 来确定哪种最

适合于水产养殖业。应当考虑这种技术对人的健康和水产养殖系统本身的影响 , 因为密

度感应系统的非专一性破坏可能会对未知的有益菌的密度感应系统产生不利的影响 。第

三 , 应考虑破坏密度感应系统的化合物的使用方法等。最后 , 虽然与传统的抗生素化合

物相比 , 破坏密度感应系统不易产生抗性 , 但也不能忽视抗性问题产生的可能性。
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QUORUMSENSINGSYSTEMSOFMARINEVIBRIOS
ANDTHEIRSIGNALINTERFERENCE

BAIFangfang　 ZHANGXiaohua　HANYin　CHENJixiang

(DepartmentofMarineBiology, OceanUniversityofChina, Qingdao266003, China)

ABSTRACT

Quorumsensingisamechanisminwhichbacteriacoordinatetheexpressionofcertain

genesinresponsetotheirpopulationdensity.Manymarinevibriosareimportantpathogensin

aquacultureandmanypathogenicvibriosarefoundtocontroltheexpressionofvirulencefactors

byquorumsensingsystem.Thefrequentuseofantibioticsisleadingtotherapiddevelopmentof

resistance.Thereisanurgentneedtodevelopalternativewaystocontrolinfectionscausedby

bacterialpathogensinaquaculture.Disruptionofbacterialquorumsensinghasbeenproposedas

anewanti-infectivestrategy.Thisarticlesummarizethequorumsensingsystemsinmarinevib-

rios, themodesofsignalinterferenceandtheirpotentialapplicationsinaquaculture.


