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摘  要: 目的  探讨信号分子 AI-2 对海产品中分离的副溶血性弧菌四环素耐药基因接合转移的影响作用。方法  

分别构建经 AI-2 处理和未经 AI-2 处理的副溶血性弧菌和大肠埃希氏菌的接合反应体系, 通过菌落计数法测

定不同浓度 AI-2 对副溶血性弧菌四环素耐药基因接合频率的影响, 采用逆转录实时荧光定量聚合酶链式反

应法测定不同浓度 AI-2 对接合转移调控相关基因转录水平的影响。结果  副溶血性弧菌 Vp2015094 和

Vp2016058 的四环素耐药基因可以通过接合作用转移至大肠埃希氏菌 K12 中, 15、30 μmol/L 浓度 AI-2 能显

著提高Vp2015094的接合频率(P<0.05), 6、15、30 μmol/L浓度AI-2能极显著提高Vp2016058的接合频率(P<0.01), 

30 μmol/L 浓度 AI-2 能显著提高 Vp2015094 的接合转移调控相关基因 traF 的转录水平以及 Vp2016058 的接合调

控相关基因 traF、trbB 的转录水平(P<0.05)。结论  AI-2 能增强副溶血性弧菌四环素耐药基因的接合转移, 表明

AI-2 能促进细菌耐药基因的扩散, 为建立基于群体感应的细菌耐药性控制技术奠定基础。 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of signaling molecule AI-2 on conjugation transfer of 

tetracycline resistance genes in Vibrio parahaemolyticus strains from seafoods. Methods  The conjugation reaction 

systems for Vibrio parahaemolyticus and Escherichia coli treated and untreated by AI-2 were constructed, the effects 

of AI-2 at different concentrations on conjugation frequency of tetracycline resistance genes in Vibrio 

parahaemolyticus were determined by colony counting method, the effects of AI-2 at different concentrations on the 

transcriptional levels of conjugation transfer related genes of Vibrio parahaemolyticus were assayed by reverse 

transcription and real-time quantitative polymerase chain reaction. Results  The tetracycline resistance genes in 

Vibrio parahaemolyticus Vp2015094 and Vp2016058 could transfer into Escherichia coli K12, AI-2 at the 

concentrations of 15 and 30 μmol/L could significantly increase the conjugation frequency of Vp2015094 (P<0.05), 

AI-2 at concentrations of 6, 15 and 30 μmol/L could increase the conjugation frequency of Vp2016058 very 

significantly (P<0.01), 30 μmol/L AI-2 could significantly increase the transcriptional levels of conjugation transfer 

regulated genes traF in Vp2015094 and both traF and trbB in Vp2016058 (P<0.05). Conclusion  AI-2 can enhance 

the conjugation transfer of tetracycline resistance genes in Vibrio parahaemolyticus, which indicates that AI-2 can 

accelerate the dissemination of antibiotic resistance genes. These results provide a basis for developing control 

techniques of antibiotic resistance based on quorum sensing. 

KEY WORDS: Vibrio parahaemolyticus; signaling molecule AI-2; tetracycline resistance genes; conjugation transfer 
 

 

0  引  言 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种革兰

氏阴性嗜盐菌 , 广泛分布于海洋环境和海产品中 , 人类

感染该菌会患急性肠胃炎, 表现为腹泻、腹痛及呕吐等症

状, 严重者出现败血症[1]。副溶血性弧菌已成为全球最重

要的食源性致病菌之一, 是我国引起食源性疾病的最主

要微生物病原[2‒3]。抗菌药的广泛使用导致细菌耐药性日

益严重, 导致临床用药失效, 严重威胁人类健康。通过多

年的监测发现 , 作为海产品中最主要的食源性致病菌

——副溶血性弧菌也存在一定程度的耐药性[4‒5], 影响着

海产品的质量安全。 

细菌耐药性的产生机制包括固有性耐药和获得性耐

药, 其中获得性耐药占主要, 耐药基因的水平转移是获得

性耐药的主要原因[6]。由于很多耐药基因位于质粒上, 因此

质粒的接合转移是耐药基因扩散的最主要方式[7‒8]。接合质

粒能够自发进行接合反应, 这不仅与接合转移相关基因有

关, 还与细菌中的其他调控系统相关, 其中就包括群体感应

(quorum sensing)系统[9]。群体感应是细菌间交流的一种现象, 

通过分泌的信号分子调控自身行为及生理过程[10]。群体感

应信号分子主要包括革兰氏阳性细菌中的自诱导肽类

(autoinducing peptide, AIP)、革兰氏阴性细菌中的酰基高丝

氨酸内酯类(acyl-homoserine lactones, AHLs)及革兰氏阳性

细菌与阴性细菌中都存在的自诱导Ⅱ类分子(autoinducer-2, 

AI-2)[11]。研究表明, 信号分子 AHLs 能增强耐药质粒的接

合转移, 促进耐药基因的扩散[12‒13]。而作为细菌种间交流

的信号分子 AI-2 介导的群体感应系统 LuxS/AI-2, 已被证

实能调控细菌的众多重要生理功能包括耐药性[14‒17], 但是

否能调控耐药基因的接合转移不得而知。因此, 本研究通

过分析信号分子 AI-2 对副溶血性弧菌四环素耐药基因接

合转移的影响作用, 为阐明副溶血性弧菌的耐药传播机

制、研制基于群体感应系统的防控副溶血性弧菌耐药性的

新技术奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  菌  株 

副 溶 血 性 弧 菌 Vp2015094( 分 离 自 海 水 贝 ) 、

Vp2016058(分离自海水虾)(耐受四环素, 保存于本实验室); 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli) K12(耐受萘啶酮酸, 中国

工业微生物菌种保藏中心)。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

信号分子 AI-2, 根据文献[14]方法制备及测定活性。 

Luria-Bertani (LB)培养基: 酵母粉(5.0 g/L)、胰蛋白胨

(10.0 g/L)(英国 Oxoid 公司)、NaCl (10.0 g/L)(国药集团化

学试剂有限公司)、琼脂(15 g/L)(固体培养基中加入)。 

LBS 培养基: LB 培养基中添加 NaCl (20 g/L)。 

伊红美蓝琼脂(eosin-methylene blue agar, EMB)培养

基、MH 琼脂(mueller-hinton agar, MHA)培养基(北京陆桥

技术股份有限公司); 质粒小提试剂盒、细菌总 RNA 提取

试剂盒 [天根生化科技 (北京 )有限公司 ]; 逆转录(reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) 试剂盒

PrimeScriptTM RT reagent kit with gDNA Eraser、荧光定量

PCR (real time PCR)试剂盒 TB GreenTM Premix Ex TaqTM 
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Ⅱ、DNA marker DL2000[宝生物工程(大连)有限公司]; 盐

酸四环素(25 g)、萘啶酮酸(25 g)、扩增用引物(序列见表

1)[生工生物工程(上海)股份有限公司]。 

LightCycler 480Ⅱ荧光定量 PCR 仪(瑞士 Roche 公司); 

TC-96/G/H(B)3 PCR 仪 ( 杭 州 博 日 科 技 有 限 公 司 ); 

nanophotometer 微量核酸蛋白测定仪(德国 Implen 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  接合转移实验 

将活化后的供体菌副溶血性弧菌 Vp2015094 、

Vp2016058 分别接种于 10 mL LBS 液体培养基(含 20 μg/mL

四环素), 受体菌大肠埃希氏菌 K12 接种于 10 mL LB 液

体培养基(含 100 μg/mL 萘啶酮酸), 36 ℃、150 r/min 培

养 10~12 h。分别将 3 株菌的培养液 8000 r/min 离心    

10 min, 获取菌体, 弃去培养液, 加入新鲜的 LB 液体培

养基 , 重新悬浮菌体后再离心 , 按照此操作 , 对菌体洗

涤 3 次, 确保将抗生素除尽。将洗涤后的菌体用 LB 液

体 培 养 基 调 节 至 麦 氏 浊 度 为 0.5, 然 后 将 供 体 菌

Vp2015094、Vp2016058 分别与受体菌大肠埃希氏菌 K12

菌以体积比 1:1 混合, 36 ℃静置培养 4 h 进行接合反应。

将接合后菌液进行适当倍数稀释后, 涂布 EMB 平板(含

20 μg/mL 四环素和 100 μg/mL 萘啶酮酸), 于 36 ℃培养

18~24 h。从 EMB 平板上挑取接合子单菌落接种于 10 mL 

LB 液体培养基(含 20 μg/mL 四环素和 100 μg/mL 萘啶酮

酸 ) 中 , 同 时 将 供 体 菌 副 溶 血 性 弧 菌 Vp2015094 、

Vp2016058 接种于 LBS 液体培养基(含 20 μg/mL 四环素)

中, 36 ℃、150 r/min 培养 18~24 h。将菌液稀释至麦氏

浊度约 0.5, 涂布于 MHA 平板上, 待菌液吸收后, 采用

纸片扩散法进行四环素和萘啶酮酸的药敏实验, 36 ℃培

养 18~24 h[21]。同时, 对接合子和供体菌的液体培养物

采用质粒小提试剂盒提取质粒 , 并以质粒为模板采用

PCR 扩增四环素耐药基因, 判定四环素耐药基因转移情

况。同时, 将供体菌和受体菌分别培养后涂布 EMB 平板

(含 20 μg/mL 四环素和 100 μg/mL 萘啶酮酸), 以排除自

发突变产生具有抗性的假接合子。 

 

表 1  引物序列 
Table 1  Sequences of primers 

分类 名称 序列(5′→3′) 目的基因 文献 

耐药基因扩增引物 

tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 
tetB [18] 

tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG 

tetM-F GTRAYGAACTTTACCGAATC 
tetM [19] 

tetM-R ATCGYAGAAGCGGRTCAC 

tetE-F AAACCACATCCTCCATACGC 
tetE [18] 

tetE-R AAATAGGCCACAACCGTCAG 

接合相关基因荧光定量 PCR 扩增引物 

16S-F CAGCTCGTGTTGTGAAATGT 
16S rRNA [20] 

16S-R CGTAAGGGCCATGATGACTT 

traF-F AGCCACCACCATTACAGCATCAC 
traF 

本研究 
traF-R GCGGTCAGATAAGAGGCAGAAACG 

trbB-F TGCTTCGTACCACACTGCGTTATC 
trbB 

trbB-R TCTCGCTGAATC GGC ATG AATGG 

 

1.2.2  AI-2 对接合频率的影响 

向 1.2.1 中供体菌和受体菌 1:1 (V:V)混合培养液中分

别添加终浓度为 6、15 和 30 μmol/L 的信号分子 AI-2, 以

不添加 AI-2 信号分子为对照组, 36 ℃静置培养 4 h。取一

定量混合菌液用无菌生理盐水进行 10 倍梯度稀释, 取适

宜稀释度的菌液 100 μL 涂布于 EMB 平板(含 20 μg/mL 四

环素和 100 μg/mL 萘啶酮酸), 于 36 ℃培养 18~24 h, 计算

接合子数量(Nc, CFU/mL)。同时取等量菌悬液涂布于 EMB

平板(含 100 μg/mL 萘啶酮酸), 于 36 ℃培养 18~24 h, 计算

受体菌数量(Nr, CFU/mL)。根据接合子数量和受体菌数量

计算接合频率(F), 计算公式为式(1):  

F=Nc/Nr                   (1) 

1.2.3  AI-2 对接合调控相关基因的影响 

取 1.2.2 中接合后菌液 1 mL, 12000 r/min 离心 5 min, 

采用细菌总 RNA 提取试剂盒提取沉淀菌体 RNA, 采用逆

转录试剂盒进行 RT-PCR, 再通过 real time PCR 测定菌株

接合转移调控相关基因 traF 和 trbB 的转录水平, 以 16S 

rRNA 基因作为内参基因[13]。荧光定量 PCR 反应体系包括: 

预混液(2×) 10 μL, 正、反向引物(10 μmol/L)各 0.8 μL, 

cDNA 2 μL(约 100 ng), 用无菌水补足 20 μL; 反应条件为: 

95 ℃ 30 s, 40个循环的 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 溶解曲线反应

条件为 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 60 s。 

1.2.4  数据分析 

实验结果以平均值±标准偏差表示, 数据的差异性采
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用 t 检验进行统计分析 , P<0.05 表示具有显著性差异 , 

P<0.01 表示具有极显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  接合子的鉴定 

供体菌副溶血性弧菌 Vp2015094 和 Vp2016058 含有耐

药质粒, 携带四环素耐药基因, 而受体菌大肠埃希氏菌 K12

对萘啶酮酸耐药, 可以通过菌株的耐药性和耐药基因的转移

来鉴定接合子。通过药敏实验发现, Vp2015094、Vp2016058

与K12产生的接合子都能耐受四环素和萘啶酮酸2种药物(见

图 1)。同时提取接合子和供体菌质粒, 并以此为模板进行

PCR 扩增, 检查耐药基因转移情况。如图 2 所示, Vp2015094

含有 tetB 和 tetM 基因, 其接合子也能扩增出这 2 个基因, 

Vp2016058 含有 tetB 和 tetE 基因, 其接合子也能扩增出这 2

个基因, 而受菌体 K12 则不含这 3 个基因。综合药敏实验和

基因扩增结果, Vp2015094 和 Vp2016058 的四环素耐药基因

可以通过接合转移传递到大肠埃希氏菌 K12 中。 
 

 
 

图 1  副溶血性弧菌及接合子对四环素和萘啶酮酸的药敏实验 

Fig.1  Drug sensitivity test for tetracycline and nalidixic acid of 
Vibrio parahaemolyticus and conjugons 

 

 
 

注: M: DL2000; 1~6: tetB (从左至右依次为 Vp2015094、

Vp2016058、Vp2015094-K12 接合子、Vp2016058-K12 接合子、

K12、空白); 7~10: tetM (从左至右依次为 Vp2015094、

Vp2015094-K12 接合子、K12、空白); 11~14: tetE (从左至右依次

为 Vp2016058、Vp2016058-K12 接合子、K12、空白)。 

图 2  副溶血性弧菌及接合子的四环素耐药基因扩增 

Fig.2  Amplification of tetracycline resistance genes of Vibrio 
parahaemolyticus and conjugons 

2.2  信号分子 AI-2 对接合频率的影响 

Vp2015094 和 Vp2016058 在与大肠埃希氏菌 K12 接合

中, 两者相对应的接合频率均随 AI-2 浓度的增加而升高, 

但升高的程度不同。如图 3 所示, Vp2015094 与大肠埃希氏菌

K12 接合体系中, 6、15、30 μmol/L 的 AI-2 分别使接合频率

提高了 13%、32%、37%, 与对照组(control)相比, 15 μmol/L 

AI-2 处理后, 接合频率显著增高(P<0.05), 30 μmol/L 的 AI-2

处理后 , 接合频率极显著增高 (P<0.01)。如图 4 所示 , 

Vp2016058 与 K12 接合体系中, 不同浓度 AI-2 促进接合频

率提高了 88%、208%、224%, 与对照组相比, 3 个浓度的

AI-2 都极显著地增加接合频率(P<0.01)。对于 2 株副溶血性

弧菌在接合反应中的不同表现, 推测菌株个体的差异性对

接合频率有影响。通过两组接合体系结果表明, AI-2 能促进

质粒的接合转移从而导致耐药基因的转移扩散, 且接合频

率的提高与 AI-2 浓度有剂量依赖关系。 

信号分子是细菌交流的工具, 当环境中存在信号分子

时, 菌体感知信号分子会直接导致细菌与细菌接触机会的

增加, 势必会引起接合频率的变化。以往的研究更多的是探

讨Ⅰ型群体感应信号分子 AHLs 对耐药基因接合转移的影响

作用。以含有耐药质粒 RP4 在大肠埃希氏菌 MG1655 之间

的接合转移作为群体感应对接合转移影响的研究模型, 探

讨了 AHLs 对接合频率的影响, 结果发现低浓度的信号分子

C8 能明显增强四环素对 RP4 质粒接合转移的促进作用, 当

供体菌和受体菌间的信息交流被群体感应抑制剂 R3P 阻断

时, RP4 的接合转移就会显著下降, 这说明群体感应系统确

实能够维持接合反应的稳定发生 [12,22]。同样 , 外源添加

AHLs 能有效促进同种细菌间耐药基因的水平转移, 其中

C8-HSL 的影响作用最明显, 可促进接合频率提高 28.6 倍; 

此外, 添加外源信号分子分泌菌也能不同程度地提高抗性

基因的水平转移, 效果最显著地可增强 17.4 倍[23‒24]。本研

究中接合频率提高水平与其他研究报道不同, 推测可能是

因为信号分子种类不同, 在种间的基因水平转移作用低于

种内, 也可能是供体菌和耐药质粒个体差异所致。 
 

 
 

注: *: AI-2 组与对照组比较, P<0.05; **: AI-2 组与对照组比较, 

P<0.01, 下同。 

图 3  AI-2 对副溶血性弧菌 Vp2015094 接合频率的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of AI-2 on conjugation frequencies of Vibrio 
parahaemolyticus Vp2015094 (n=3) 
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2.3  信号分子 AI-2对接合调控相关基因转录水平的

影响 

已有研究表明 traF 是质粒接合转移必不可少的基因, 

traF 基因突变可以使其接合转移功能丧失, 回补该基因可以

恢复接合转移功能, 对水平转移过程具有正调控作用[25‒26]。

trbB 基因与质粒接合相关, 为质粒配对和转移复制的调控基

因, 主要负责供体菌和受体菌细胞的接触和 DNA 跨膜转运

过程[27]。本研究通过实时荧光定量 PCR 测定信号分子 AI-2

对接合调控相关基因 traF 和 trbB 转录水平的影响。 

 

 
 

图 4  AI-2 对副溶血性弧菌 Vp2016058 接合频率的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of AI-2 on conjugation frequency of Vibrio 
parahaemolyticus Vp2016058 (n=3) 

 

在 Vp2015094 与大肠埃希氏菌 K12 接合体系中, 如图 5

所示, 6、15 μmol/L 的 AI-2 对 traF 和 trbB 的转录水平没有显

著影响, 30 μmol/L AI-2 能显著提高 Vp2015094 中 traF 基因的

转录水平(P<0.05), 转录水平增加了 18%。在 Vp2016058 与大

肠埃希氏菌K12接合体系中, 如图 6 所示, 6、15 μmol/L 的AI-2

对 traF 和 trbB 的转录水平没有显著影响, 30 μmol/L AI-2 能显

著提高 traF 和 trbB 基因的转录水平(P<0.05), 转录水平分别增

加了 25%和 19%。这些结果表明较高浓度的 AI-2 能提高 traF、

trbB 的转录水平, 推测信号分子 AI-2 主要通过促进 traF、trbB

基因转录水平来提高耐药质粒接合频率。类似的研究结果证实

群体感应信号分子 AHL (C8-HSL)能增强耐药质粒 RP4 的接合

转移基因 traF、trbBp 等的表达水平[13], 也解释了 C8-HSL 提高

了质粒接合频率的原因[23‒24]。这些研究表明群体感应系统具有

调节细菌接合转移功能, 参与调控质粒的接合转移机制。虽然

低浓度(6、15 μmol/L)的 AI-2 对接合相关基因的表达水平没有

明显影响, 但同样会促进接合频率的提高。接合转移是一个复

杂的生理过程, 低浓度的 AI-2 可能通过调控其他系统来促进

质粒的接合转移, 有待进一步的研究确证。 

3  结论与讨论 

本研究以影响海产品质量安全的副溶血性弧菌为对

象, 分别构建了副溶血性弧菌 Vp2015094 和大肠埃希氏

菌 K12、副溶血性弧菌 Vp2016058 和 K12 的接合体系; 15、

30 μmol/L 浓度 AI-2 能显著提高 Vp2015094 的接合频率

(P<0.05), 6、15、30 μmol/L 浓度 AI-2 能极显著提高

Vp2016058 的接合频率(P<0.01); 30 μmol/L 浓度 AI-2 能

显著提高 Vp2015094 的 traF 的转录水平以及 Vp2016058

的 traF、trbB 的转录水平(P<0.05), 表明 AI-2 可能通过调

控接合转移相关基因的表达水平来提高接合频率。本研究

可为阐明副溶血性弧菌的耐药传播机制、研制基于群体感

应系统的耐药性控制技术奠定基础。 
 

 
 

图 5  AI-2 对 Vp2015094 接合相关基因表达水平的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of AI-2 on the transcription level of conjugation 
regulated genes in Vp2015094 (n=3) 

 

 
 

图 6  AI-2 对 Vp2016058 接合相关基因表达水平的影响(n=3) 

Fig.6  Effects of AI-2 on the transcription level of conjugation 
regulated genes in Vp2016058 (n=3) 

 

细菌的代谢调控非常复杂, 目前尚未见关于 AI-2 对接合

转移的调控作用及机制的报道, 后续将通过转录组测序技术分

析并挖掘 AI-2 对耐药质粒接合转移的调控通路和机制, 此外, 

还可通过敲除 AI-2 合成关键酶的基因 luxS, 分析 luxS 基因缺

失株与野生株耐药质粒接合的差异和分子机制, 从外部添加

和内部阻断 AI-2 两种方式来进一步深入研究 LuxS/AI-2 群体

感应系统对副溶血性弧菌耐药基因转移的调控机制。 
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