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摘   要：【背景】广泛存在于革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌中的自诱导物 autoinducer-2 (AI-2)能

够介导细菌种内和种间通讯，并调节细菌的多种生理过程。然而恶臭假单胞菌 KT2440 能否感知

AI-2 信号还未见报道。【目的】挖掘介导恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 趋化反应的趋化受体，检

测 AI-2 信号通过趋化受体对恶臭假单胞菌 KT2440 生物膜形成的调控作用。【方法】本研究首先

检测恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 信号的趋化反应，随后表达纯化了与铜绿假单胞菌 AI-2 受体

高度同源的甲基化趋化受体 McpU 的配体结合结构域(ligand-binding domain，LBD)，利用哈维氏

弧菌的生物发光实验和等温滴定量热法(ITC)分析 McpU-LBD 与 AI-2 的相互作用；软琼脂平板法

和毛细管定量分析法分析 KT2440 及 mcpU 敲除菌株(ΔmcpU)对 AI-2 的趋化反应；结晶紫染色法

检测 AI-2 对 KT2440 及 ΔmcpU 生物膜形成能力的影响。【结果】软琼脂平板法和毛细管定量分析

发现 KT2440 对 AI-2 信号表现出明显的正趋向性。哈维氏弧菌的生物发光实验和 ITC 分析发现

AI-2 与 McpU-LBD 具有高亲和力相互作用。进一步研究发现 KT2440 对 AI-2 的趋化反应是通过

McpU 介导的。生物膜测定结果显示，AI-2 能通过其受体 McpU 显著增强 KT2440 的生物膜形成

能力(P<0.05)。【结论】以上结果表明，甲基化趋化受体 McpU 介导了恶臭假单胞菌 KT2440 对   

AI-2 的趋化作用，并且 AI-2 通过作用于该受体显著提高恶臭假单胞菌 KT2440 的生物膜形成能力。 

关键词：恶臭假单胞菌；甲基化趋化受体蛋白；AI-2；趋化作用；生物膜  
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Autoinducer-2 regulates the chemotaxis and biofilm 
formation of Pseudomonas putida KT2440 by the 
methyl-accepting chemotaxis protein McpU 

XIE Laigong, ZHAO Wenjin, ZHANG Lei* 
College of Life Sciences, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract: [Background] Autoinducer-2 (AI-2), ubiquitous in Gram-negative bacteria and 

Gram-positive bacteria, can mediate intraspecific and interspecific communication and regulate a 

variety of physiological processes. However, whether Pseudomonas putida KT2440 can sense AI-2 

signal has not been reported yet. [Objective] To explore the chemotactic receptor mediating the 

chemotaxis of KT2440 to AI-2, and to detect the regulatory role of AI-2 in the biofilm formation of 

KT2440. [Methods] Firstly, soft agar plate assay and quantitative capillary assay were employed to 

detect the chemotactic response of KT2440 to AI-2. Then, the ligand binding domain (LBD) of the 

methyl-accepting chemotaxis protein McpU which had a high homology with that of the known AI-2 

receptor TlpQ in Pseudomonas aeruginosa was expressed and purified. Vibrio harveyi MM32 

bioluminescence and isothermal titration calorimetry (ITC) were adopted to detect the interaction 

between McpU-LBD and AI-2. Soft agar assay and quantitative capillary assay were carried out to 

evaluate the chemotaxis of the mcpU knockout strain (ΔmcpU) to AI-2. The effect of AI-2 on the 

biofilm formation of KT2440 and ΔmcpU was detected by crystal violet staining. [Results] KT2440 

exhibited chemotaxis to AI-2. The bioluminescence and ITC assays showed that AI-2 bound to 

McpU-LBD with high affinity. The chemotaxis of KT2440 to AI-2 was mediated by McpU, and AI-2 

significantly enhanced the biofilm formation in KT2440 via its receptor McpU (P<0.05). [Conclusion] 

McpU mediates the chemotaxis of P. putida KT2440 to AI-2, and AI-2 significantly enhances the 

biofilm formation of P. putida KT2440 by engaging McpU. 

Keywords: Pseudomonas putida KT2440; methyl-accepting chemotaxis protein; autoinducer-2 (AI-2); 
chemotaxis; biofilm 

群体感应(quorum sensing，QS)是依赖细菌群

体密度调控细菌生理状态的一种机制，能够介导

细胞间的通讯并且在细菌环境适应性中发挥重

要作用[1]。由自诱导物 autoinducer-2 (AI-2)介导的

QS 系统广泛存在于革兰氏阴性菌和革兰氏阳性

菌中，能够介导细菌种内和种间通讯，并调节细

菌多种生理过程，例如生物膜的形成，毒力和耐

药性等[2–4]。luxS 基因编码的 S-核糖基高半胱氨

酸酶分解底物后形成 4,5-二羟基 -2,3-戊二酮

(4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione，DPD)，DPD 能

够自发环化形成 AI-2[5]。AI-2 并不是一个单一的

信号分子，而是一组由 DPD 迅速转换成的不同

衍生物混合物[6]。细菌通过相应受体感知环境中

的 AI-2，当 AI-2 的浓度超过阈值时，就会激活

QS 系统，调控细菌的基因表达和群体行为[7]。迄

今为止已经鉴定出 3 种类型 AI-2 受体：(1) 仅存

在于弧菌属中的 LuxP[8]；(2) 在大肠杆菌、沙门氏

菌等肠道菌以及根瘤菌科、芽孢杆菌科和梭菌科

的少数种中被发现的 LsrB[9]；(3) 本课题组最新鉴

定的含 dCACHE 结构域的第三类 AI-2 受体[10]。
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LuxP 与 AI-2 结合后，能够调节膜传感器组氨酸激

酶 LuxQ 的活性。随后 LuxPQ 共同调控磷酸化信

号转导的级联反应，从而通过调控下游基因表达

协调细菌群体行为[11]。由 LsrB 参与组成的 ABC

转运系统与 AI-2 的内化有关[12]。dCACHE 结构域

广泛存在于细菌中，并存在于少量古菌中[10,13–14]。

dCache_1 家族是 dCACHE 家族中最大的子家族，

原核生物中许多参与信号转导的蛋白质都具有

dCache_1 结构域，包括甲基化趋化受体蛋白 

(methyl- accepting chemotaxis proteins，MCPs)、

组氨酸激酶(histidine kinases，HKs)、c-di-GMP

合成酶和磷酸二酯酶 (c-di-GMP synthases and 

phosphodiesterases，CSPs)、丝氨酸磷酸酶(serine 

phosphatases ， SPs) 、 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 激 酶

(serine/threonine kinases，STKs)、腺苷酸或鸟苷

酸环化酶(adenylate/guanylate cyclases，ACs/GCs)

等[13]。带有 dCache_1 结构域的诸多蛋白被鉴定

为 AI-2 受体，表明 AI-2 是一类原核生物种间对

话的通用信号语言[10]。 

在自然环境中，细菌能够向对自身生长有

益的物质定向聚集或者主动远离对自身生长有

害的物质，这种行为被称为细菌的趋化性。细

菌能够利用趋化性向有利于其生长和生存的环

境迁移[15]，以使其能够适应环境的变化，这对细菌

是有益的。甲基化趋化受体蛋白是细菌中最常见

的化学感受器，在细菌许多生理功能中发挥重

要作用，包括外源污染物的降解和胞内第二信

使 c-di-GMP 水平调节等[16–17]。 

作为目前遗传背景研究最为清晰、代谢过

程研究最为透彻的假单胞菌，恶臭假单胞菌

KT2440 被广泛应用于科学研究和环境治理中，

例如生物修复、生物催化、生物排污和代谢工

程等方面[18]。本研究发现恶臭假单胞菌 KT2440

对 AI-2 具有趋化性，通过生物信息学分析发现

恶臭假单胞菌 KT2440 的甲基化趋化受体蛋白

McpU 具有 dCache_1 结构域而且其与铜绿假单

胞菌已知的 AI-2 受体 TlpQ[10]具有高度同源性。

本研究对恶臭假单胞菌 KT2440 中 McpU 介导

的对 AI-2 的趋化作用进行分析，并检测 AI-2

信号通过 McpU 对该菌生物膜形成的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验相关菌株、质粒及引物 

实验所用菌株和质粒详见表 1，所用引物

详见表 2。 
 

表 1  实验用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Relevant characteristics References or sources

Strains   
Pseudomonas putida KT2440 Wild-type; Chlr Laboratory stock 

E. coli TG1 Host for cloning Laboratory stock 
E. coli S17-1 F thi pro hsdR [RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7 (Tp Sm)] Laboratory stock 
E. coli BL21(DE3) Host for expression vector pET-28a Laboratory stock 
E. coli BL21(DE3) lacking luxS ΔluxS deletion mutant in E. coli BL21(DE3) [10] 
V. harveyi MM32 lacking luxN and luxS luxN::cat luxS::Tn5kan [19] 

Plasmids   
pET-28a Expression vector with N-terminal hexahistidine affinity 

tag; Kanr 
Laboratory stock 

pK18mobsacB sacB-based gene replacement vector; Kanr Laboratory stock 
pBBR1MCS-5 Rep Bordetella, lacZ, Gmr Laboratory stock 
pBBR1MCS-5-mcpU pBBR1MCS-5 expressing mcpU This study 

Kan: kanamycin; Chl: chloramphenicol; Gm: gentamicin. 
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表 2  实验所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers names Sequences (5′→3′) Purposes 

F ACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGA
TCCACCCAGGCCCATCGCAGC 

Forward primer to clone mcpU-LBD into pET-28a 

R GTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAG
CTTTCAGTTGGCGTTCTGGTTATGGGCA

Reverse primer to clone mcpU-LBD into pET-28a 

UP-F AGGAAACAGCTATGACATGATTACGAAT
TCGACCATCCTGTGCTTCTCGTTCCT 

To amplify the upstream homologous arm of mcpU from strain 
KT2440 for fusion 

UP-R CCTCCACCGAAACCTGCGTGGAGGCGA
CGCAGCGGCAT 

To amplify the upstream homologous arm of mcpU from strain 
KT2440 for fusion 

Down-F ATGCCGCTGCGTCGCCTCCACGCAGGTT
TCGGTGGAGG 

To amplify the downstream homologous arm of mcpU from 
strain KT2440 for fusion 

Down-R GCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGAT
CCGACGGCGATGGTCACACAGGT 

To amplify the downstream homologous arm of mcpU from 
strain KT2440 for fusion 

C-F TCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTAC
CGATGCCGCTGCGTCGCCTCT 

Forward primer to clone mcpU into pBBR1MCS-5 

C-R GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATC
CCTAGACGCGAAACTGCTCCATCAGC 

Reverse primer to clone mcpU into pBBR1MCS-5 

 
1.1.2  主要试剂、仪器及培养基 

实验中所使用的 Pfu 高保真酶和限制酶均

购买自 TaKaRa 公司；DNA 回收使用的试剂盒

和质粒提取使用的质粒小提试剂盒均购买于北

京天根生化科技有限公司；实验用的 DPD/AI-2

购买于美国 Omm Scientific 公司；pET-28a 使用

BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ进行双酶切，pK18mobSacB

使 用 EcoR I 和 BamH Ⅰ 进 行 双 酶 切 ；

pBBR1MCS-5 使用 Kpn I 和 BamH Ⅰ进行双酶

切；软琼脂平板使用的琼脂是购买于美国 BD

公司的 Bacto agar。 

等温滴定量热仪，TA 仪器公司；多功能酶

标仪 Victor X3，PerkinElmer 公司。电转化仪，凝

胶图像分析系统，核酸电泳及蛋白电泳系统，上海

Tanon 公司。超微量分光光度计，DeNovix 公司。 

Tris-HCl 缓冲液：25 mmol/L Tris，150 mmol/L 

NaCl，pH 7.5。透析缓冲液：含 10%甘油的

Tris-HCl缓冲液。PBS 缓冲液：137 mmol/L NaCl，

2.7 mmol/L KCl，10 mmol/L Na2HPO4，2 mmol/L 

KH2PO4，pH 7.5。 

抗生素购买自北京索莱宝科技有限公司，使

用浓度为卡那霉素 50 μg/mL，氯霉素 20 μg/mL，

庆大霉素 10 μg/mL。 

1.1.3  培养基与生长条件 

LB 液体培养基(g/L)：NaCl 10.0，胰蛋白

胨 10.0，酵母浸出物 5.0。LB 固体培养基(g/L)：

NaCl 10.0，胰蛋白胨 10.0，酵母浸出物 5.0，

琼脂粉 15.0。趋化培养基(g/L)：Na2HPO4·12H2O 

17.9，KH2PO4 3.0，NH4Cl 1.0，NaCl 0.5；使用前

需补加 0.1 mmol/L CaCl2、2 mmol/L MgSO4 和     

2.5 mmol/L 葡萄糖。 

AB 培养基参照 Bassler 等[5]的方法配制。 

恶臭假单胞菌 KT2440 及其相关菌株使用

LB 培养基于 30 °C 培养，大肠杆菌使用 LB 培

养基于 37 °C 培养，哈氏弧菌 MM32 使用 AB

培养基于 30 °C 培养。 

1.2  mcpU 敲除菌株的获取 
mcpU 基因的敲除基于同源重组的方式进

行，本研究使用 pK18mobsacB 自杀载体[20]。以

恶臭假单胞菌 KT2440 为模板，利用引物对

UP-F 和 UP-R 以及 Down-F 和 Down-R 分别扩

增出 mcpU 的上游和下游同源交换臂。通过重

叠 PCR 连接上下游 PCR 片段，并将其克隆到

线性化载体 pK18mobsacB，然后将连接产物热
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激转化 E. coli S17-1，获得转化子。通过携带重

组质粒的 E. coli S17-1 和恶臭假单胞菌 KT2440

两亲本接合转移，按照 1:100 稀释，涂布在含

有卡那霉素和氯霉素抗性的 LB 固体培养基上。

30 °C 培养 24 h 后，通过 PCR 筛选出发生同源

单交换的克隆。将发生单交换的菌株涂布在含

有 20% (W/V)蔗糖的 LB 固体培养基上，利用

sacB 基因的编码产物能将蔗糖分解成有毒物质

使细菌致死这一特性[21–22]，实现重组质粒的消

除，并使用 PCR 筛选出消除重组质粒的 mcpU

缺失菌株。 

1.3  mcpU 回补菌株的构建 
实验采用质粒回补方式，将 mcpU 的基因

片段克隆到 pBBR1MCS-5，得到重组载体。并

将重组载体通过电穿孔的方式转化 ΔmcpU，经

PCR 验证，构建回补菌株 ΔmcpU (mcpU)。在野生

型菌株和 ΔmcpU 菌株中也转入了 pBBR1MCS-5

质粒，分别记为 KT2440 (vector)和 ΔmcpU (vector)，

用于野生、突变及回补菌株的表型比较。 

1.4  哈氏弧菌生物发光实验 
参考文献[10]表达纯化 McpU-LBD。将携

带 mcpU-LBD 片段的 pET-28a 表达载体热激转

化 E. coli BL21(DE3)和缺失了 luxS 基因的      

E. coli BL21(DE3)中。使用 LB 培养基将所得   

2 种菌株于 37 °C、220 r/min，培养至 OD600 为

0.8，然后转移至 23 °C、150 r/min，并使用   

0.25 mmol/L IPTG 诱导 7 h。4 °C 离心收集菌体

并使用 PBS 缓冲液洗涤 1 次菌体。随后按 1:5

的质量体积比，使用 PBS 缓冲液重悬菌体，超

声破碎，4 °C、8 000 r/min 离心 60 min，取上

清，使用镍离子亲和树脂(Ni2+-NTA)进行蛋白纯

化。使用含 25 mmol/L 咪唑的 PBS 缓冲液洗去

杂蛋白，再用含 250 mmol/L 咪唑的 PBS 缓冲液

洗脱目标蛋白，得到McpU-LBD。使用 50 mmol/L 

NaH2PO4 (pH 8.0)，300 mmol/L NaCl 和 1 mmol/L 

dithiothreitol (DTT)将纯化的 McpU-LBD 经

Sephadex-G25 葡聚糖进行脱盐处理，然后将

McpU-LBD 浓缩至 10 mg/mL 左右，70 °C 加热

10 min 使其变性，以释放结合的配体，离心收

集上清液。 

在 AB 培养基中过夜培养哈维氏菌 MM32

至 OD600 达到 0.8，然后按照 1:5 000 将其稀释

到新鲜的 AB 培养基中，并以每孔 90 μL 将稀

释后的菌液添加到 96 孔微量滴定板中。随后，

取 10 μL 上清液添加到孔中，以等体积的 PBS

缓冲液和 1 μmol/L DPD/AI-2 分别作为阴性和

阳性对照。30 °C、170 r/min。振荡培养 10 h 后

使用多功能酶标仪测量生物发光量(每秒计数)。

AI-2 活性以蛋白变性上清液诱导发光值与不加

上清液空白对照发光值的比值表示。 

1.5  等温滴定量热法(ITC)分析 
使用重组烟草花叶病毒蛋白酶(rTEV)切除

目标蛋白 N 端的六聚组氨酸标签，经镍柱亲和

层析，得到纯化的 McpU-LBD，使用透析缓冲

液透析无标签蛋白。ITC 实验在 20 °C 下进行，

上样前需要对样品进行脱气处理，然后将 1 mL

蛋白质(70 μmol/L)和 250 μL DPD/AI-2 溶液 

(700 μmol/L)分别添加到样品池和注射器中。等

温滴定量热仪搅拌速度为 200 r/min，每针滴定

25 次，间隔 300 s。每个样本进行 3 个独立的实验。

在对照实验中，将 DPD/AI-2 溶液 (700 μmol/L)

滴定到样品池的缓冲液中，以获得稀释热。最

后每组实验数据减去稀释热，得到反应热数据，

使用 NanoAnalyze 3.4 版本，对 ITC 数据进行分

析并拟合曲线。 

1.6  趋化性检测 
将相关菌株接种在趋化培养基中，于 30 °C、

220 r/min 振荡培养至 OD600为 0.4。4 500 r/min 室

温离心 3 min，弃上清，收集菌体，然后用新鲜趋

化培养基重悬，4 500 r/min 室温离心 3 min，如此
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操作 2 遍，最后将菌体重悬于趋化培养基中。 

1.6.1  毛细管定量分析法分析 

参照先前报道的方法进行 [23]。分别吸取

230 μL 上述菌液分装在聚苯乙烯 96 孔板中。

利用火焰将毛细管一端热封，将开口端插入

DPD/AI-2 溶液中。然后将开口端浸入聚苯乙

烯 96 孔板细菌悬液中，静置 30 min，取出毛

细管，用无菌水清洗毛细管外壁，然后将毛细

管内部细胞吹入培养基中，梯度稀释，取 100 μL

涂布平板，于 30 °C 恒温培养 24 h 后，进行

CFU 计数。 

1.6.2  软琼脂平板法分析 

在趋化培养基(含有 0.18%的纯化琼脂粉)

中心接种 10 μL 1 mmol/L DPD/AI-2 溶液，4 °C

过夜静置，使 DPD/AI-2 向周围充分扩散以形成

浓度梯度。在中心点两侧距离中心点 1.5 cm 处

分别接种 2 μL 菌液，30 °C 培养 16–20 h，培养

结束后，测定菌液接种点距离 DPD/AI-2 接种点

最近(D1)和最远(D2)菌落边缘的距离，并计算

趋 化 响 应 指 数 RI (response index) 值 ：

RI=D1/(D1+D2)，RI 值大于 0.52 的菌落被认为

具有趋化性[24]。 

1.7  生物膜形成能力分析 
将 KT2440和 ΔmcpU突变体的过夜培养物

按 1:100 的比例转接至含有 2 mL LB 液体培养

基的玻璃试管中，初始 OD600 为 0.06，向培养

基中加入终浓度为 10 μmol/L DPD/AI-2 溶液，

30 °C、120 r/min 孵育 36 h。除去菌液，并用

PBS 缓冲液洗涤试管 2 次。自然晾干后，使用

0.1%结晶紫染液染色 20 min，然后用 PBS 洗去

游离的结晶紫。自然晾干后，使用 3 mL 的 95%

乙醇溶解固定的结晶紫，并记录 OD595 值。 

1.8  生长曲线的测定 
为分析 AI-2 是否影响 KT2440 和 ΔmcpU

的生长，将 2 种菌株在 LB 固体培养基上活化，

并挑取单菌落接种于 LB 液体培养基中，30 °C、

200 r/min 培养至 OD600 为 0.6。取适量菌液再次

转接至新鲜 LB 液体培养基中，使初始 OD600

为 0.05，并在 30 °C、200 r/min 培养。每隔 2 h，

取样测定 OD600 值，并绘制生长曲线。 

2  结果与分析 

2.1  恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 具有趋

化性 
首先利用毛细管定量分析法检测恶臭假单

胞菌 KT2440 对不同浓度 DPD/AI-2 的趋化性，

以确定 KT2440 对 DPD/AI-2 最适趋化浓度。结

果显示，KT2440 对 1 mmol/L 的 DPD/AI-2 具有

最显著的趋化性(P<0.001)(图 1A)。软琼脂平板

法分析结果也表明 KT2440 对 DPD/AI-2 表现出

明显的正趋化性(RI=0.62)(图 1B)。 

2.2  McpU 蛋白序列分析 
为了挖掘介导恶臭假单胞菌 KT2440 对

AI-2 趋化反应的趋化受体，本实验基于铜绿假

单胞菌中已知 AI-2 受体 TlpQ 的氨基酸序列在

恶臭假单胞菌 KT2440 基因组中进行 BlastP 搜

索，检索到与其同源性最高的甲基化趋化受体

蛋白 McpU。使用 Clustalx 软件对 McpU 和 TlpQ

进行序列比对，结果显示，McpU 与 TlpQ 同源

性为 62.13%。利用 HMMER (http://www.ebi.ac. 

uk/Tools/hmmer/)和 SMART (http://smart.embl- 

heidelberg.de/)在线软件预测 McpU 的结构域，

结果如图 2A 所示，McpU 除具有胞内典型的

MA (methyl-accepting domain)结构域和 HAMP

结构域外，还具有 2 个跨膜螺旋以及位于周质

空间的 dCache_1 结构域(图 2A)。更为重要的

是，该结构域还含有对应与 TlpQ 的 dCache_1

结构域中结合 AI-2 的关键位点 W192、Y208、

D210 和 D239[10]的保守位点(图 2B)，所以推  

测该 dCache_1 结构域是 McpU 与 AI-2 的结合
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区域即 McpU 的配体结合结构域(McpU-LBD)。

结合以上信息，推测 McpU 是 AI-2 的潜在受  

体并介导恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 的趋化

反应。 

 

 

 
图 1  恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 具有趋化性 
Figure 1  KT2440 exhibits obvious chemotaxis to AI-2. A: the chemotaxis of Pseudomonas putida KT2440 
to different concentrations of DPD/AI-2. B: the chemotaxis of KT2440 strain to AI-2 is detected by soft agar 
plate gradient assays. The white imaginary circle indicates the DPD/AI-2 inoculation point. Data were shown 
as mean±SEM. The error bars represent the standard deviations of three independent experiments. Statistical 
significance was evaluated using the two-tailed unpaired Student’s t-test. P<0.05 was considered to indicate a 
statistically significant difference. ***: P<0.000 1. 

 

 
 

图 2  McpU 的生物信息学分析 
Figure 2  Bioinformatics analysis of McpU. A: domain architectures of the chemoreceptor McpU. B: 
analysis of conserved sites of dCache_1 domains in McpU and TlpQ. Multiple alignment analysis of 
dCache_1 domains in McpU and TlpQ was performed with ClustalW embedded in MEGA7. 
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2.3  恶臭假单胞菌 KT2440 对 AI-2 的趋化

反应依赖甲基化趋化受体 McpU 
为了检测 McpU 能否介导恶臭假单胞菌

KT2440 对 AI-2 的趋化反应，本研究利用软琼

脂平板法和毛细管定量分析法检测了 KT2440 

(vector)、ΔmcpU(vector)和 ΔmcpU(mcpU)对 AI-2

的趋化反应。软琼脂平板检测结果表明，

KT2440(vector)(RI=0.61)和ΔmcpU(mcpU)(RI=0.58)

对 AI-2 具有趋化反应，而 ΔmcpU(vector) 

(RI=0.49)对 AI-2 未表现出趋化反应(图 3A)。毛

细管定量分析结果(图 3B)也表明，KT2440 (vector)

对 AI-2 具有趋化性，而 ΔmcpU 突变株对 AI-2

未显示出趋化反应，但是在 ΔmcpU 中回补

mcpU，能使 ΔmcpU 菌株恢复对 AI-2 的趋化性。

以上结果说明 McpU 介导了恶臭假单胞菌

KT2440 对 AI-2 的趋化反应。 

2.4  McpU-LBD 与 AI-2 具有高亲和力的

相互作用 
为了检测 McpU-LBD 是否能与 AI-2 结合，

将 McpU-LBD 纯化浓缩后热变性，并将上清液

添加到哈氏弧菌的培养基中，通过检测哈氏弧

菌的发光能力来确定 McpU-LBD 能否与 AI-2

结合。如图 4A所示，与从缺失 luxS基因的E. coli 

BL21(DE3)纯化 McpU-LBD后的变性上清液相

比，从 E. coli BL21(DE3)中纯化 McpU-LBD 的

变性上清液能使哈氏弧菌显著发光(P<0.01)。

这说明 McpU-LBD 能够结合 AI-2，热变性后

McpU-LBD 结合的 AI-2 被释放到上清液中，

所以当 McpU-LBD 的热变性上清液加入到哈

氏弧菌的培养基中能够使哈氏菌显著发光。在

通 过 弧 菌 生 物 发 光 实 验 间 接 证 明 了

McpU-LBD 与 AI-2 的结合之后，进一步利用

ITC 实验验证 McpU-LBD 与 AI-2 的直接相互

作用。ITC 滴定结果表明，McpU-LBD 对 AI-2

显示出热量变化趋势(图 4B)，并且 McpU-LBD

与 AI-2 的结合常数达到了 0.28 μmol/L，充分

证明了 McpU-LBD 对 AI-2 存在高亲和力的直

接相互作用。 
 

 
 

图 3  McpU 介导 KT2440 对 AI-2 的趋化反应 
Figure 3  McpU is required for chemotaxis induced by AI-2. A: The chemotaxis of KT2440(vector), 
ΔmcpU(vector) and ΔmcpU(mcpU) to AI-2 is detected by soft agar plate gradient assays. The white 
imaginary circle indicates the DPD/AI-2 inoculation point. B: The chemotaxis of KT2440 (vector), 
ΔmcpU(vector) and ΔmcpU(mcpU) to 1 mmol/L DPD/AI-2 by quantitative capillary assay. Data were 
presented as mean±SEM. The error bars represent the standard deviations of three independent experiments. 
P values were determined using the two-tailed unpaired Student’s t-test. P<0.05 was considered to indicate a 
statistically significant difference. *: P<0.05. 



 

 

 

636 Xie Laigong et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(2) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 

图 4  McpU 与 AI-2 具有高亲和力的相互作用 
Figure 4  High affinity interaction between McpU and AI-2. A: McpU-LBD is capable of retaining AI-2. 
McpU-LBD(+) was expressed in wild type of E. coli BL21(DE3). On the contrary, McpU-LBD(-) was 
expressed in E. coli BL21(DE3) lacking luxS. Light production by the AI-2 reporter V. harveyi strain MM32 
lacking luxN and luxS was measured following the addition of a buffer control or ligands released from the 
purified proteins upon denaturing by heating and AI-2 activity was reported as fold induction of 
bioluminescence over background obtained in the buffer control alone[11]. B: The binding affinity between 
McpU-LBD and AI-2 is evaluated using ITC analysis. Data were expressed as mean±SEM. The error bars 
represent the standard deviations of three independent experiments. Statistical significance was estimated via 
two-tailed unpaired Student’s t-test. P<0.05 was considered to indicate a statistically significant difference. 
**: P<0.01. 
 

2.5  AI-2 通过 McpU 增强 KT2440 的生物

膜形成能力 
为了探究 AI-2 对恶臭假单胞菌 KT2440 生

物膜形成的影响，进行了生物膜定量检测实验。

图 5A 显示了 KT2440 及 ΔmcpU 在 30 °C、   

150 r/min 培养 36 h 后产生的生物膜经结晶紫染

色及定量后的结果。在 AI-2 的作用下，KT2440

菌株的生物膜形成量显著提高(P<0.05)，而 AI-2

对 ΔmcpU 菌株的生物膜的形成能力没有显著

影响(P>0.05)。为了检测 AI-2 对 KT2440 与

ΔmcpU 生物膜形成能力的影响是否是该信号影

响了菌株的生长速度所致，本研究在 LB 液体 

培养基中测定了 AI-2 对 KT2440 和 ΔmcpU 生

长的影响。结果表明，无论是否存在 AI-2，

ΔmcpU与 KT2440的生长曲线几乎一致(图 5B)，

说明 AI-2 的添加不影响菌株的生长能力。综合

以上结果，可以说明 AI-2 通过作用于其受体

McpU 增强了恶臭假单胞菌 KT2440 的生物膜

形成能力。 

3  讨论与结论 

化学感应通路是细菌中一种重要的信号转

导系统[25]，其核心是由化学感受器即甲基化趋

化受体蛋白、组氨酸激酶 CheA 和偶联蛋白 
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图 5  McpU 介导 AI-2 对恶臭假单胞菌 KT2440 生物膜形成的作用 
Figure 5  AI-2 regulates Pseudomonas putida KT2440 biofilm formation via McpU. A: AI-2 promotes 
biofilm formation of Pseudomonas putida KT2440. –: No DPD/AI-2; +: 10 μmol/L DPD/AI-2. B: effect of  
10 μmol/L DPD/AI-2 on the growth of KT2440 strain and ΔmcpU strain. Data were represented by mean± 
SEM. The error bars represent the standard deviations of three independent experiments. P values were 
calculated by two-tailed unpaired student’s t-test. P<0.05 was considered to indicate a statistically significant 
difference. **: P<0.01. 
 

CheW 组成的三元复合物。化学感受器的配体

结合域能够识别并结合信号分子进而调节

CheA 自磷酸化，磷酸化的 CheA 进一步调节调

控蛋白 CheY 磷酸化，磷酸化的 CheY 与鞭毛马

达相互作用，最终导致细菌表现趋化性[26]。恶

臭假单胞菌 KT2440 共有 27 个化学感受器，已

被注释的配体主要为有机酸、嘌呤、氨基酸和 γ-

氨基丁酸 [27]。据现有报道，恶臭假单胞菌

KT2440 中还未发现 AI-2 受体。先前的研究证

明 McpU 能够特异性结合多胺类化合物[28]。本

研究利用哈维氏弧菌生物发光实验和 ITC 证明

McpU 与 AI-2 具有高亲和力相互作用，这不仅

扩大了 McpU 配体结合能力，同时也表明在环

境中恶臭假单胞菌 KT2440 并不是孤立地存在，

而是能够通过识别群体感应信号分子 AI-2，参

与种间信息交流，这为研究恶臭假单胞菌

KT2440 在环境中与其他微生物群落成员之间

的相互作用奠定了基础。 

研究证明，化学感应通路除了能够介导细

菌趋化性之外，还具有其他生理功能。例如，

通过调控胞内 c-di-GMP 的水平进而调控细菌

生物膜的形成[17]。细菌生物膜是细菌为了适应

生存环境而自发产生的一种积极的、保护性的

生存方式，赋予细菌许多抗性，使细菌免受环

境压力的影响。生物膜的形成是一个复杂的过

程，可以概括为 3 个阶段，首先是细菌的粘附，

然后细菌不断地增殖生长形成微菌落，并产生

细胞外基质，最终形成结构完整、能够行使功

能的生物膜结构，最后就是生物膜的离散[29]。

生物膜的形成是群体协同行为，离不开细胞之

间的通讯联系，因此常常受到群体感应信号的

调控。KT2440 作为一种工业微生物，常被用作
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工业宿主进行生物生产。因此，提高 KT2440

环境生存的耐受性使其能够承受工业生产压力

尤为重要。本研究通过结晶紫染色法检测了

AI-2 对 KT2440 及 ΔmcpU 生物膜形成能力的影

响。结果表明，AI-2 刺激恶臭假单胞菌 KT2440

生物膜形成，且这一刺激效应依赖于 McpU。

这表明恶臭假单胞菌 KT2440 本身虽不能产生

AI-2，但是其对 AI-2 的感知可能会使其在与产

AI-2 细菌伴生时，能够通过促进生物膜形成增

强其环境适应能力。例如，大肠杆菌与产 AI-2

粪肠球菌共培养时，能够增强大肠杆菌的聚集

和生物膜形成能力，并提高了大肠杆菌的抗逆

性[30]。因此通过调控恶臭假单胞菌 KT2440 对

AI-2 的感知来提高 KT2440 的环境生存耐受性

可以作为一种新的策略，这为阐明恶臭假单胞

菌 KT2440 的环境适应机制提供了新的思路。 
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