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·基础研究·
一株奇异变形杆菌对铜绿假单胞菌多细胞行为的抑制作用 *

余时琛 1,2 朱小山 2 周 进 2 蔡中华 2△

（1清华大学生命科学学院 北京 100084；2清华大学深圳研究生院海洋科学与技术学部 广东深圳 518055）

摘要 目的：抗生素耐药性成为了全球性的健康问题。研究发现病原菌的多细胞行为在抗生素的耐药性中起着至关重要的作用

（尤其是生物膜），因而通过抑制多细胞行为而控制耐药性成为当务之急。本文以奇异变形杆菌（ ）为研究对象，考

察它的发酵滤液对一种机会致病菌———铜绿假单胞菌（ ）多细胞行为的作用，以期得到一株多细胞行为抑

制菌：在不影响 生长的前提下，抑制生物膜形成、EPS产生以及定向丛集运动，解除保护，减缓扩散，为降低

耐药性，增强抗生素作用效果提供可能。方法：采用结晶紫生物膜测定法、蒽酮 -硫酸法、平板检测法，探究 发酵滤

液对 生物膜、胞外多聚物、定向丛集运动和生长的影响。结果： 发酵滤液能显著抑制 生物膜

量，在体积百分比浓度为 1 %时，抑制率可达 60.9 %。该菌的发酵滤液还能阻碍 的定向丛集运动，减弱它的吸附和扩

散运动；同时，也减少了 胞外多聚物的产量，在滤液体积百分比浓度为 1 %时，抑制率达到 45.9%。更重要的是，固体

平板实验证明该发酵滤液对 的生长没有影响。结论： 在不影响病原菌生长的前提下，对病原菌的多细胞

行为有一定的控制作用。其发酵滤液中存在着抑制微生物膜、定向丛集运动等的成分，在治疗细菌感染性疾病和降低抗生素耐药

性方面有潜在应用价值。
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Inhibition of Multicellular Behaviors of by a
*

Antibiotic resistance of pathogens has become a global healthcare problem. Many studies have demonstrated

that multicellular behaviors are important in the antibiotic resistance of the encased bacteria. Thus it is urgent to control antibiotic resis-

tance by inhibiting the multicellular behaviors. The filtrate of cultured isolated from a freshwater environment, to inhibit

the multicellular behaviors (biofilm formation, swarming motility) of an opportunity pathogen- were investigated

in this study. We expect to acquire a multicellular behavior inhibitor, which will decrease the biofilm formation, EPS production and
swarming motility of . With the loss of protection and retardation of diffusion, it is possible to control antibiotic resistance

and enhance the effect of antibiotic to . According to crystal violet (CV) method, anthrone-H2SO4 assay, plates

assay, the effects of filtrate of cultured Proteus mirabilis on biofilm, swarming, extracellular polymeric substances were determined.

The cultured filtrate could effectively inhibit the formation of biofilms of with different concentrations

(0.1%, 0.5 %, 1%), and at the concentration of 1%, the inhibition rate reached 60.9%. The filtrate could also suppress the swarming

motility of P. aeruginosa, and the dispersal of slew down. Moreover, the production of extracellular polymeric substances

were significantly decreased, and the highest inhibition rate in this study was 45.9% at the concentration of 1% . Furthermore, the addi-
tion of filtrate did not influence the growth of . can control the multicellular behaviors

of without inhibiting its growth, and may act as a biofilm inhibitor with potential value in infectious disease treatment and

bacterial antibiotic resistance.
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前言

近些年，随着抗生素的滥用，细菌产生了越来越强的耐药

性。抗生素的杀菌能力逐渐下降，细菌感染性疾病，尤其是慢性

疾病有越来越严重的趋势。研究指出，这些致病菌不是独立生

活地，它们经常聚集在一起，产生多细胞行为，以群体为单位生

存 [1]。生物膜和定向丛集运动就是两种非常重要的多细胞行

为[2]。这种行为能够在恶劣环境下，增强细菌存活的机会[3]。其

中，生物膜越来越受到人们的广泛关注。生物膜主要是指，细菌

吸附于物体表面，分泌胞外多聚物（EPS），将细菌封闭其中，各

菌落间相互缠绕粘连后，形成的膜样物[4]。65%的病原菌都以固

着的表面缔合群落，即生物膜形式生长[5, 6]。这种以生物膜形式

生长的细菌引起的感染已经产生了严重问题，因为它能抵抗宿

主免疫系统的应答，且相较于悬浮的细菌，它更加耐受于抗生

素（高达 1000倍）和杀菌剂[7, 8]。更重要的是，病原菌在医学植入

物上定植后形成难以消灭的生物膜的倾向日益频繁[9]。研究也

发现细菌的定向丛集运动也与它的致病性相关，但是具体的机

制还不了解[10]。定向丛集运动存在于各种细菌中，它是一种运

动属性，主要是有三个阶段：（1）合适环境信号的识别，伴随着

向外延伸的多鞭毛的定向丛集细胞的产生；（2）定向丛集细胞
共同调节着向四周运动；（3）巩固营养细胞，起始一轮新的定向

丛集运动[10, 11]。定向丛集的细菌能够在物体表面迅速扩散。

机会致病菌铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）是引
起肺部囊状纤维化的主要原因。在慢性感染中，P. aeruginosa形
成了复杂的具有三维结构的生物膜，封闭了细菌，对抗生素治

疗产生高度抵抗[12]。P. aeruginosa也能产生定向丛集运动，形成
鞭毛快速向外延伸，使 P. aeruginosa快速扩散[13]。因而抑制 P.
aeruginosa生物膜形成及其定向丛集运动，可能为治疗由其引
起的疾病提供一种新思路。

本文利用一株实验室筛选得到的奇异变形杆菌（Proteus
mirabilis），研究它的发酵滤液对 P. aeruginosa生物膜、EPS（胞

外多聚物）产生、定向丛集运动以及生长等的影响，为生物膜抑

制剂的筛选和细菌感染性疾病的防治提供一种可能的新方法。

1 材料与方法

1.1 实验菌株和培养条件

奇异变形杆菌（P. mirabilis）：来源于实验室早期从清华大
学深圳研究生院的池塘中筛选得到的菌株，现已保藏在中国普

通微生物菌种保藏中心，保藏号为：CGMCC No. 6426。

铜绿假单胞菌（P. aeruginosa）：是实验室保藏的野生菌株
（全称：Pseudomonas aeruginosa PAO1），由中国科学院南海海洋

研究所的王晓雪研究员惠赠。目前铜绿假单胞菌（P. aerugi原
nosa）已经成为生物膜研究的模式致病菌。

培养条件：本文中，所有细菌均用 LB培养基（蛋白胨 1 g，

酵母提取物 0.5 g，氯化钠 1 g，去离子水 100 mL，琼脂 1.5 g，pH

7.0，121 ℃灭菌 30 min）活化，其中 P. mirabilis 培养温度为 30
℃；P. aeruginosa培养温度为 37 ℃。
1.2 P. mirabilis的活化与发酵滤液的提取

将 -80 ℃保藏的 P. mirabilis 在 30 ℃水浴锅中温育 30

min，再放入恒温摇床中振荡培养 1 h后，在 LB固体培养基平

板上划线，30 ℃静置培养 12 h以上，直至长出清晰可见的单菌
落。从中挑出 10株单菌落于 1 mL LB液体培养基中，30 ℃，
220 r/min摇床培养过夜。再将 1 mL菌液全部转接入 20 mL LB

液体培养基中，30 ℃，220 r/min摇床培养 8 h，得到活化的 P.
mirabilis 菌液。

接种 1 mL活化的 P. mirabilis 菌液于 100 mL LB 液体培

养基中，置于摇床上，30 ℃，220 r/min培养 48 h，直至培养基营

养成分基本耗尽，细胞密度不再增加为止。

收集发酵液，4 ℃，12 000 r/min，离心 20 min，取上清液。获得的

上清液用 0.22 μ m滤膜过滤，得到滤液。在滤液中加入适量
PEG（聚乙二醇）20 000，浓缩滤液至 10 mL，4 ℃保存在灭菌容

器中，备用。

1.3 P. aeruginosa生物膜量的测定
生物膜量用结晶紫法测定 [14]。从 -80 ℃取出保种的 P.

aeruginosa，用 1.2的方法活化。将活化的 P. aeruginosa菌液用
M63液体培养基（硫酸铵 0.2 g，磷酸二氢钾 1.36 g，七水硫酸亚

铁 0.5 mg，甘油 0.2 g，酪蛋白水解物 0.5 g，去离子水 100 mL，

用氢氧化钾调 pH至 7.0，高温 121 ℃灭菌 30 min后，加入 0.02

g七水硫酸镁，0.2 g葡萄糖）稀释至 OD600为 0.02。取稀释后
的 P. aeruginosa加入到 96孔板中，每孔 100 滋L；再向各孔中加

入不同体积百分比浓度（0.1 %，0.5 %，1 %；以下所述浓度皆为

体积百分比浓度的简称）的 P. mirabilis 发酵滤液，每个浓度设
12个复孔。对照为不加任何发酵滤液的 P. aeruginosa；盖上板
盖，37 ℃下静置培养 48 h，注意保持空气湿度。

48 h 后，倒去培养基，用无菌水轻柔清洗孔板，加入 100

滋L，1 %（1 g/100 mL）结晶紫染液，室温染色 30 min。迅速倒去

染料，彻底而轻柔的清洗孔板至未加任何物质的孔变透明为

止。

室温晾干 96孔板，用 DMSO溶解附着于 96孔板壁上和

底部的结晶紫，并适度稀释，用分光光度计测 OD570，每一孔测

三次，取平均值。吸光值越大，溶解的结晶紫越多，生物膜量越

大，反之越少。

1.4 P. aeruginosa中胞外多聚物（EPS）的分析方法
EPS是生物膜的重要组成部分，本文也测定了 P. aerugi原

nosa EPS总量。EPS测定采用硫酸 -蒽酮检测法[15]，步骤如下。

用 LB液体培养基稀释活化的 P. aeruginosa至 OD600为 0.5，加

入不同浓度的 P. mirabilis 发酵滤液（0.1 %，0.5 %，1 %），每个

浓度 3次重复。对照组不加入任何发酵滤液，即浓度为 0 %。
从每个样品取出 1 mL菌液涂布于 LB固体平板上，置于

37 ℃培养 24 h后，收集约 60 mg的细菌菌苔。加入 1 mL无菌

水重悬，用漩涡振荡仪使得培养物充分混匀。将重悬后的样品

沸水煮沸 10 min，冷却至室温后，每个样品 12 000 × g，离心 10

min。

取 400 滋L适当稀释后的上清液样品，加入 200 滋L蒽酮 -

硫酸检测液，再缓慢加入 900 滋L，95 %的浓硫酸，暗处反应 15

min并冷却至室温，测定 OD620。吸光值越大，EPS中的碳水化合

物与蒽酮 -硫酸反应生成的蓝绿色糖醛衍生物越多，EPS含量

越多，反之越少。

1.5 P. aeruginosa定向丛集运动（swarming）的检测

用 1 mL FAB 液体培养基（0.1 mmol/L 氯化钙，0.01
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mmol/L铁-EDTA，0.15 mmol/L硫酸铵，0.33 mmol/L磷酸氢二

钠，0.2 mmol/L磷酸二氢钾，0.5 mmol/L氯化钠，0.5 % 酪蛋白
水解物，12 mmol/L柠檬酸钠，琼脂 0.4 %，121 ℃灭菌 30 min

后加入 1 mmol/L MgCl2）稀释活化的 至 OD600为

0.02，加入不同浓度的 发酵滤液（0.1 %，0.5 %，1

%），充分混匀后,滴加 5 滋L样品到 0.4 % FAB平板中央，放置

培养箱中，37 ℃培养 48 h，肉眼观察菌株在平板中运动情况[16]。

1.6 P. mirabilis发酵滤液对 P. aeruginosa生长的影响检测
将 LB固体培养基融化冷却至 45 ℃，加入 1 mL活化的 P.

aeruginosa菌液，充分混匀后，倒平板。待平板凝固后，在其上均
匀铺上 3张滤纸片，在滤纸片上滴加 5 滋L P. mirabilis 发酵滤
液，放入 37 ℃培养箱中静置培养过夜，肉眼观察是否产生抑菌

圈。

2 结果

2.1 P. mirabilis发酵滤液对 P. aeruginosa生物膜的影响
该 P. mirabilis 发酵滤液对 P. aeruginosa生物膜的抑制效

果见图 1，与对照组相比，该发酵滤液对 P. aeruginosa的生物膜
有着明显的抑制作用，且这种抑制作用随着加入滤液浓度的增

大而增强。在滤液浓度达到 1 %时，对 P. aeruginosa的抑制率达
到了 60.9 %。

2.2 P. mirabilis发酵滤液对 P. aeruginosa EPS的影响

P. mirabilis 发酵滤液对 P. aeruginosa 的 EPS影响见图 2，

加入发酵滤液后 P. aeruginosa的 EPS的产生量减少；随着发酵

液浓度的逐渐升高，EPS的产生量越来越少，差异显著。在浓度

为 1 %时，抑制率达到了 45.9 %。
2.3 P. mirabilis发酵滤液对 P. aeruginosa 定向丛集运动的影
响

在 FAB平板上 48 h培养后，未加入 P. mirabilis 发酵滤液
的 P.P. aeruginosa 向四周发散迁移，延伸到整个板子，在最前
方呈现一个可见的粘性材料层，使菌落发亮。而加入了 P.
mirabilis 滤液的铜绿假单胞菌 P. aeruginosa 丛集运动减慢，或

者没有发生。菌落向前移动的距离越来越少，前端菌落并未出

现如锯齿状的分支。到 1 %时，基本已经没有了丛集现象（图
3）。

2.4 P. mirabilis发酵滤液对 P. aeruginosa生长影响
利用固体平板观察 P. mirabilis发酵滤液对的 P. aeruginosa

生长的影响，结果如图 4所示，在加入了 P. mirabilis 发酵液的
滤纸片上，并未形成抑菌圈。这表明，P. mirabilis的滤液并不影
响病原菌 P. aeruginosa的生长。

图 1 发酵滤液对 生物膜的抑制作用

Fig.1 The effect of cultured filtrate on biofilm

formation

注：本文运用了方差分析对结果进行检验,当 P<0.05时,有显著差异;

图中 ***表示 P<0.001,有极显著差异。

Note: The values were tested by one-way ANOVA and significant

difference is indicated by asterisks (***, P<0.001).

图 2 发酵滤液对 EPS的抑制效果

Fig.2 The effect of cultured filtrate on EPS

production

注：方差分析中，当 p<0.05时，有显著差异；图中 **，表示 P<0.01，极显

著差异；***，表示 P<0.001，极显著差异。

Note: The values were tested by one-way ANOVA and significant

difference is indicated by asterisks (***, P<0.001; **, P<0.01).

图 3 奇异变形杆菌对铜绿假单胞菌定向丛集运动（Swarming）

的抑制效果

Fig.3 The inhibition of swarming by cultured

filtrate
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3 讨论

在近二十年，人们发现越来越多的细菌通过这样的多细胞

行为聚集在一起，行驶与单个细胞完全不同的功能，能引发诸

多医学和工业问题，它的形成和调节机制越来越受到重视，尤

其是生物膜和定向丛集运动[2]。

生物膜作为多细胞行为的其中一种，是抗生素耐药性形成

的重要原因之一[17]。大量研究表明，生物膜为细菌提供了一层

保护盔甲，它高度有序且复杂的三维结构和表面的高粘度阻碍

了抗生素渗透入生物膜内，影响了杀菌效果[18,19]。EPS作为生物

膜的组成成分之一，在生物膜三维结构的形成和表面的粘度起

着重要作用，其中 Pel多聚糖和藻酸盐的含量，更是生物膜起

始附着和三维蘑菇型结构的形成主要原料 [20]。本文所选的 P.
aeruginosa的发酵滤液物能使 P. aeruginosa的生物膜量减少
60.9 %（图 1），与放线菌提取物对生物膜的抑制作用接近[1]。与

此同时，生物膜中 EPS的产生量减少了 45.9% （图 2），这种
EPS的减少可能是是生物膜量减少的一个原因。

定向丛集运动是多细胞行为的另一方面，它是最先认识到

的细菌表面定植模式，能够使得细菌迅速的在一个营养丰富的

环境或者宿主组织中定位[21]，它的形成与鞭毛和表面的湿润程

度有关。因为这种运动性，定向丛集运动影响着毒力因子的扩

散和致病性的产生[22]。在本文中，奇异变形杆菌的发酵滤液不

仅能抑制生物膜形成，也能抑制定向丛集运动（图 2-3），这间接

减缓了毒力因子的扩散，降低致病性。人们从呋喃酮、脂肪酸、

西洋森也提取出了具有这样的功能的物质[12, 22, 23]，这与本文结

果相符。

近些年，群体感应现象也是人们关注的主要问题之一，它

是细菌感应细胞种群密度波动的一种基因表达调节机制，即具

有群体感应系统的细菌产生、释放信号分子，这种信号分子随

着种群密度的增加而增加，当信号积累到某一临界浓度时，该

种信号分子与特定受体结合，从而激活相关下游基因的表达[24]。

它能调控生物膜的形成，目前得到的大多数多细胞行为等的抑

制剂实际都是一种群体感应抑制剂，如呋喃酮[25]。本次实验所

用的 P. mirabilis 也是实验室通过筛选得到的群体感应的阳性
菌株（另文发表），由此推测 P. mirabilis 发酵滤液对生物膜和定
向丛集运动的抑制作用，可能都与群体感应系统有关，这种相

关性已经有文献报导出来[26]。

本文所用的 P. mirabilis 发酵滤液在不影响病原菌生长的
条件下，一方面抑制了生物膜和 EPS的产生了，解除了生物膜

的保护作用，这可以在一定程度上降低了抗生素的耐受性，与

抗生素协同作用可能会增强抗生素的杀菌能力。而另一方面该

菌滤液减缓了病原菌的定向丛集运动，间接对毒力因子的扩散

和致病性的产生起到一定的抑制作用，对疾病的治疗有着重要

的潜在应用价值。综上，今后的研究重点主要在于：筛选和鉴定

该 P. mirabilis 滤液中产生抑制作用的活性成分，分析该活性成
分对生物膜、定向丛集运动的抑制机制，验证其与抗生素是否

存在协同作用、是否影响毒力因子的产生等。
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