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摘   要：【目的】研究不同浓度的和厚朴酚(honokiol)抑制大肠埃希菌(Escherichia coli)的供试

菌株 10389 生物被膜(biofilm，BF)形成的作用机制。【方法】用氯化三苯基四氮唑比色法(TTC)
和四唑盐减低法(XTT)测定 honokiol 抑制 E. coli 10389 生物被膜形成的药物最低抑菌浓度

(MIC)和最低杀菌浓度(MBC)及其抑制作用与时间的关系；通过 qRT-PCR 法检测不同浓度的

honokiol 对 E. coli 10389 生物被膜形成基因和群体感应系统相关基因表达量的影响；通过生

物发光法和 qRT-PCR 法检测亚-MIC honokiol 对 E. coli 10389 呋喃糖基硼酸二酯(AI-2)及其调

控的与生物被膜形成相关的下游基因表达量的影响。【结果】Honokiol 能抑制 E. coli 10389
生物被膜的形成，但不同浓度的 honokiol 抑制 E. coli 10389 BF 形成的作用机制不同。其中，

与对照组相比，MIC 的 honokiol 能使 E. coli 10389 BF 形成相关基因编码毒素(hha)和细菌酸

性调节因子(ariR) mRNA 的表达量显著提高，抗毒素(ybaJ)的 mRNA 表达量显著降低。亚-MIC
的 honokiol 则能抑制 E. coli 10389 分泌 AI-2 的量，降低由其调控的与 BF 形成相关的下游基

因的 mRNA 表达量。与对照组相比，16 μg/mL 的 honokiol 可使荚膜异多糖酸基因 mqsR、类

黏蛋白基因 mcbR 和鞭毛形成基因 csrA、flhD、flhC 和 flic 的 mRNA 表达量分别降低 65.21%、

55.01%、73.16%、62.01%、60.30%和 59.71%。【结论】Honokiol 能抑制 E. coli 10389 BF 的

形成，但不同浓度的 honokiol 其抑制 E. coli 10389 BF 形成的作用机制不同。其中，MIC 的

honokiol 主要是通过影响 BF 形成的相关基因表达量来抑制 E. coli BF 的形成；而亚-MIC 的

honokiol 则主要是通过抑制 Luxs/AI-2 系统的 AI-2 合成酶 luxs 基因的表达量，降低 AI-2 的分
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泌量，进而影响荚膜多糖、类黏蛋白和鞭毛等合成抑制 E. coli BF 的形成。  

关键词：大肠埃希菌；生物被膜；和厚朴酚  

Mechanism of honokiol in inhibiting Escherichia coli biofilm 
formation 
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Abstract: [Objective] To investigate the mechanism of honokiol at different concentration in 
inhibiting Escherichia coli 10389 biofilm (BF) formation. [Methods] We employed 
triphenyltetrazolium chloride (TTC) method to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) 
and minimal bactericidal concentration (MBC) of honokiol for the test strain and tetrazolium salt (XTT) 
reduction assay to investigate the influence of honokiol concentration on BF formation of the test strain 
and the influence over time. Through qRT-PCR, we examined the effect of honokiol concentration on 
the expression of genes related to BF formation and quorum sensing of the test strain. We detected the 
effect of honokiol at sub-MIC on the expression of furanosyl borate diester (AI-2) in E. coli 10389 and 
its regulated downstream genes associated with BF formation by bioluminescence and qRT-PCR. 
[Results] Honokiol inhibited the BF formation of E. coli 10389, but the mechanism was different for 
different concentration of honokiol. Among them, honokiol at MIC significantly increased the mRNA 
expression of toxin gene hha and bacterial acid regulator ariR involved in the BF formation of E. coli 
10389 and significantly decreased the mRNA expression of toxin overexpression-modulating gene ybaJ 
compared with the control group. Honokiol at sub-MIC can suppress AI-2 secretion by E. coli 10389 
and decrease the mRNA expression of its regulated downstream genes related to BF formation. 
Compared with the control, 16 μg/mL honokiol reduced the mRNA expression of colanic acid gene 
mqsR, mucoid gene mcbR, and flagellum formation-related genes csrA, flhD, flhC, and flic by 65.21%, 
55.01%, 73.16%, 62.01%, 60.30%, and 59.71%, respectively. [Conclusion] Honokiol suppresses the 
BF formation of E. coli 10389, but the mechanism is different for honokiol of different concentration. 
Among them, honokiol at MIC mainly inhibits BF formation by affecting the expression of related 
genes, and honokiol at sub-MIC by suppressing the expression of the AI-2 synthase luxs gene of 
Luxs/AI-2 system, decreasing AI-2 secretion, and further influencing the synthesis of capsular 
polysaccharide, mucoid, and flagellin. 

Keywords: Escherichia coli; biofilm; honokiol 
 

细菌生物被膜(biofilm，BF)指细菌为适应

外界环境，粘附于非生物或活性组织表面，分

泌胞外基质并将菌体自身包裹其中而形成的特

定细胞群体。有研究表明，BF 的形成是造成病

原细菌持续性感染和细菌耐药的主要原因之 
一[1–4]。其中，超过 80%的细菌性疾病与细菌生
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物被膜的形成有关[5–6]。据报道，E. coli BF 的

形成受多种基因调控，如编码毒素基因 hha、
抗毒素基因 ybaJ 和细菌酸性调节因子基因 ariR
等[7]。和厚朴酚(honokiol)是我国传统中药厚朴

的有效成分之一，已有的研究结果显示，

honokiol 对菌体 BF 的形成有一定的抑制和破

坏作用 [8–11] 。大肠埃希菌 (Escherichia coli) 
10389 为能够形成 BF 的菌株，本研究以该菌

株为供试菌株，系统研究不同浓度的 honokiol
抑制其 BF 形成的作用机制，旨在为临床解决

由 E. coli 引起的持续性感染提供理论依据和

新的策略。  

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

供试菌株 E. coli 10389 购自中国工业微生

物菌种保藏管理中心；阴性对照菌株 E. coli 

DH5α 购自中国医学菌种保藏中心；哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi) BB170 由济南大学生物科学与

技术学院提供。 
1.1.2  实验药品 

和厚朴酚、氯化三苯基四氮唑(TTC)购于上

海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 ； PCR 扩 增 及

real-time PCR 相关试剂等购于大连 TaKaRa 生

物有限公司。 
1.1.3  主要实验仪备 

Multiskan FC 型酶标仪(Thermo 公司)；PCR
仪(TTECHNE-512 型)；实时荧光定量 PCR 仪

(TaKaRa TP800) ； 日 立 荧 光 光 谱 仪 (Hitachi 
F-7000)。 

1.2  Honokiol对E. coli 10389 BF形成的抑

制作用 
氯化三苯基四氮唑 (TTC)比色法 [12]测定

honokiol抑制供试菌株 BF形成的最小抑菌浓度

(minimal inhibitory concentration，MIC)和最小

杀菌浓度(minimal bactericidal concentration，
MBC)：于 96 孔板中分别加入培养至对数期的

菌悬液(106 CFU/mL)和不同浓度的 honokiol，使
药物的终浓度分别为 0、4、8、16、32、64 和

128 μg/mL，以不加药物的孔为空白对照组，每

组设置 5 个复孔。37 °C 下静置培养 24 h 后，

向每孔中分别加入 0.2%的 TTC 并继续避光培

养 4 h。培养结束后，以没有红色还原物产生的

最低浓度作为 MIC 浓度。从大于 MIC 的孔中，

分别吸取 20 μL 分别涂布于 LB 固体培养基上，

37 °C 下培养 24 h。以没有菌落生长的最低药物

浓度作为 MBC 浓度。实验重复 3 次。四唑盐

(tetrazolium salt，XTT)减低法[13]测定不同的药物浓

度和作用时间对供试菌株 BF 形成的影响：在 96 孔

板中加入培养至对数期的菌悬液(106 CFU/mL)和
不同浓度的 honokiol (8、16、32 μg/mL)，分别

测定其在不同的作用时间对供试菌株 BF 形成

的影响。以不含药物、只含菌体和培养基的孔

为阴性对照组，以不含菌体、只含培养基的孔

为空白对照组，每组设置 5 个重复孔。37 ºC 下

培养 24 h 后，向每孔中分别加入 XTT-维生素

K3 溶液，继续避光培养 2 h。然后利用酶标仪

在 495 nm 波长处测定吸光度(OD)，并根据下列

公式计算 honokiol 对供试菌株的相对抑制率

(X)。实验重复 3 次。 

1 100%
OD OD

X
OD OD

 −
= − × − 

空白对照组实验组

阴性对照组 空白对照组

( 1 ) 

1.3  Honokiol 对 E. coli BF 形成基因和群

体感应(QS)系统基因表达量的影响 
将培养至对数期的 E. coli 10389 菌悬液按

1%接种量接种于 20 mL 含不同浓度 honokiol
的 LB 液体培养基中，使 honokiol 的终浓度分

别为 0、8、16 和 32 μg/mL。于 37 °C 下培养

16 h 后离心收集菌体。再用试剂盒提取 E. coli
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的总 RNA，两步反转法合成模板 cDNA。根据

GenBank 中 E. coli 10389 的基因序列，利用

Primer 5.0 PCR 引物设计软件设计 E. coli 10389
与生物被膜形成相关基因的引物，引物委托生

工生物工程 (上海 )股份有限公司合成。采用

qRT-PCR 法以 E. coli 10389 16S rRNA 为内参基

因检测基因表达量，所设计的引物见表 1。 

1.4  亚-MIC honokiol 对供试菌株 AI-2 分

泌量的影响 
AI-2 的测定采用 V. harveyi BB170 生物学

发光法[14]。其原理是极少量的 V. harveyi BB170
可在含 AI-2 分子的培养基中诱发发光反应，其

发光强度与 AI-2 的浓度成正比。具体的测定步

骤： (1) 将培养至对数期的供试菌株和 V. 

harveyi BB170 菌悬液离心，用 0.22 μm 的滤膜

过滤后备用。(2) 将 V. harveyi BB170 滤液用

AB 培养基稀释至 5 000 倍，取 180 μL 置于不

同的 EP 管中，再分别加入 20 μL 上述过滤后菌

液，于 28 °C 培养 5 h 后利用多功能酶标仪(生
物化学发光模式)检测 495 nm 处的吸光值。 
1.5  亚-MIC honokiol 对受 AI-2 调控的 BF
形成相关基因 mRNA 表达量的影响 

按照 1.3 的方法检测亚-MIC honokiol 对

AI-2 调控的 BF 形成的相关基因表达量，引物

见表 2。 

1.6  统计分析方法  
实验数据均采用平均值±标准差。实验结果

通过 SPSS 12.0 软件进行统计分析。 
 
表 1  生物被膜形成相关基因 qRT-PCR 引物 
Table 1  qRT-PCR primer for genes associated with biofilm formation 
Genes Forward primer (5ʹ→3ʹ) Reverse primer (5ʹ→3ʹ) Product size/bp 
16S rRNA GCAACGCGAAGAACCTTACC GACACGAGCTGACGACAACC 112 

hha AATGCGTTTACGTCGTTGCC TTCATGGTCAATTCGGCGAG 135 

ybaJ CAATCATGGCTGGGTAAACGA CGCAGGATTCTCTTTCGTCG 265 

ariR TCAGCAGTGTTAGGGCAGGC TCGCAACACGATTTCCAGTG 156 

luxs TGCCGAACAAAGAAGTGATG CTTCGTTGCTGTTGATGCGTA 348 

pfs CCTGGCACCAACGTTGAAAG TGGCGCGTACGACAACAAAC 347 

tnaA AAGATGCGATGGTGCCGATGG GCGATACGATAAGCCAGCCAGTC 199 

 
表 2  AI-2 相关基因 qRT-PCR 引物 
Table 2  qRT-PCR primer for genes associated with AI-2 regulation-related genes 
Genes Forward primer (5ʹ→3ʹ) Reverse primer (5ʹ→3ʹ) Product size/bp 
16S rRNA GCAACGCGAAGAACCTTACC GACACGAGCTGACGACAACC 112 

mqsR CAATGCCGGGCAAGTTCGTA GGGTCTGTAAACATCCTGCCA 186 

qseB ACAACACGTAGTGCCCTGTT TGGCCTGTAACAAGCCTGGG 150 

qseC TGTCTGGATGACCTCACCTGATGG AACATAATCGGCAGTGCGACCAG 132 

flhD CAACGTTAGCGGCACTGACT CGCCCAGGGTGATCAATTCC 96 

flhC CGTTAGCGGCACTGACTCTTCC CTGAGTAATCGTCTGGTGGCTGTC 98 

flic GTAACGCCAACGACGGTATCTCC TCAGTTCACGCACACGCTGTAAG 90 

mcbR TTCTGTCGCACCTGCACAAGC AGCAATTCCTGGAGTTCCGCAAG 156 

csrA TCTGACTCGTCGAGTTGGTGAGAC CGCCAATACGTACCTGGTTGCC 92 
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2  结果与分析 
2.1  Honokiol 对供试菌株 BF 形成的抑制

作用 
实验结果显示，honokiol 对供试菌株 BF 形

成的抑制作用与浓度和时间在一定范围内具有

依赖关系，其抑制 BF 形成的 MIC 和 MBC 分

别为 32 和 64 μg/mL。其中，8、16 和 32 μg/mL
的 honokiol 对 BF 形成的抑制率分别为 51%、

73%和 97% (P<0.01)(图 1)。MIC 的 honokiol 在
9 和 24 h 时对供试菌株 BF 形成的抑制率分别

为 88%和 97% (P<0.01)；亚-MIC 的 honokiol
对供试菌株 BF 形成的抑制作用在 9 h 时达到最

大，其中，16 μg/mL honokiol 在 9 h 对 BF 形成

的抑制率为 75% (P<0.01)(图 2)。 

2.2  Honokiol 对供试菌株 BF 形成相关基

因表达量的影响 
qRT-PCR 结果显示 (图 3)，不同浓度的

honokiol 对 BF 形成相关基因的 mRNA 表达量

的影响不同。其中，与对照组相比，MIC 的

honokiol 可使 hha 和 ariR 的 mRNA 表达量分 
 

 
 

图 1  Honokiol 对 E. coli 10389 BF 形成的抑制 
作用 
Figure 1  Inhibition of E. coli 10389 BF formation 
by honokiol. Compared with control group, *: 
P<0.05, **: P<0.01. 

 
 

图 2  亚-MIC和 MIC honokiol抑制 E. coli 10389 
BF 的形成过程 
Figure 2  Inhibitory effect of MIC and sub-MIC 
honokiol on E. coli 10389 BF formation at different 
time. Compared with control group, *: P<0.05, **: 
P<0.01. 
 
 

 
 

图 3  Honokiol 对 E. coli 10389 hha、ybaJ 和 ariR
基因表达的影响 
Figure 3  Effects of honokiol on the expression of 
hha, ybaJ and ariR genes of E. coli 10389. 
Compared with control group, *: P<0.05, **: 
P<0.01. 
 
别增加了 21.51%和 35.99% (P<0.05)，ybaJ 的

mRNA 表达量减少了 62.02% (P<0.01)。而    
亚-MIC的 honokiol对上述基因的表达量影响不

大(P>0.05)。 
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2.3  Honokiol 对供试菌株 QS 系统相关基

因表达量的影响 
qRT-PCR 结果显示(图 4)，honokiol 能显著

影响 luxs 的 mRNA 表达量。其中，与对照组相

比，16 和 32 μg/mL 的 honokiol 可使 luxs mRNA
表达量均减少 50% (P<0.01)，但对 pfs 和 tnaA 
mRNA 表达量影响不大(P>0.05)。 

2.4  Honokiol抑制供试菌株 luxs mRNA的

表达量与作用时间的关系 
qRT-PCR 结果显示 (图 5)，亚 -MIC 的

honokiol 在 0–9 h 内，对 luxs mRNA 表达量的

抑制作用在一定范围内与作用时间呈正相关。

与对照组相比，16 μg/mL 的 honokiol 在 9 h 时

可使 luxs mRNA 表达量降低 51% (P<0.05)。而

MIC honokiol 在 0–24 h 内对 luxs mRNA 表达量

的影响均无明显变化(P>0.05)。鉴于 luxs 主要是

通过 AI-2 来影响 BF 的形成，本研究测定了    
亚-MIC honokiol 对供试菌株 AI-2分泌量的影响。 

2.5  亚-MIC Honokiol对AI-2分泌量的影响 
实验结果显示(图 6)，在 0–9 h，亚-MIC 

honokiol 能显著抑制供试菌株的 AI-2 分泌量。 
 

 
 

图 4  Honokiol 对 E. coli 10389 luxs、pfs 和 tnaA 
mRNA 表达量的影响 
Figure 4  Effects of honokiol on the mRNA 
expression of luxs, pfs and tnaA of E. coli 10389. 
Compared with control group, *: P<0.05, **: P<0.01. 

 
图 5  Honokiol 对 E. coli 10389 luxs 基因转录的

影响 
Figure 5  Effect of honokiol on E. coli 10389 luxs 
transcription. Compared with control group, *: 
P<0.05, **: P<0.01. 
 

 
 

图 6  亚-MIC honokiol 对 E. coli 10389 AI-2分泌

量的影响 
Figure 6  Effects of sub-MIC honokiol on E. coli 
10389 AI-2 secretion. Compared with control group, 
*: P<0.05, **: P<0.01. 
 
其中，与对照组相比，16 μg/mL 的 honokiol 在 9 h
时可使 AI-2 的分泌量减少 29.32% (P<0.01)。 
2.6  亚-MIC honokiol 对 AI-2 调控的 BF
形成相关基因的影响 

qRT-PCR 结果显示(图 7)，亚-MIC honokiol
可显著抑制荚膜异多糖酸基因 mqsR、类黏蛋白

基因 mcbR、鞭毛形成基因 csrA、flhD、flhC、 
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图 7  亚-MIC Honokiol 对 AI-2 调控 BF 形成下

游相关基因的影响 
Figure 7  Effects of sub-MIC Honokiol on the 
expression. Compared with control group, *: 
P<0.05, **: P<0.01. 
 
flic 的 mRNA 表达量且呈浓度剂量依赖，但对

qseB、qseC 的 mRNA 表达量无显著影响。其中，

与对照组相比，16 μg/mL 的 honokiol 可使

mqsR、mcbR、csrA、flhD、flhC 和 flic 的 mRNA
表达量分别降低 65.21%、55.01%、73.16%、

62.01%、60.30%和 59.71% (P<0.01)。 

3  讨论与结论 
细菌 BF 形成的分子机制极为复杂，与药

物的浓度、BF 形成阶段的相关基因和群体感应

系统有关[15–18]。本研究结果显示，和厚朴酚对

E. coli 10389 BF 形成的抑制作用与药物浓度呈

剂量依赖关系，且不同浓度的 honokiol 抑制 BF
形成的作用机制不同。 

hha、ybaJ 和 ariR 是与 E. coli BF 形成的相

关基因，其中，hha 能通过调节 E. coli 的卷曲

菌毛基因和鞭毛基因等的表达影响细菌 BF 的

定殖、粘附和聚集；ybaJ 为抗毒素基因，可与

hha 调控合成的蛋白间的拮抗作用共同影响 BF
的形成[19]；ariR 则可通过影响 ymgB 蛋白的表

达，降低细菌的运动性来影响 BF 的形成[20]。

本研究结果显示，MIC 的 honokiol 可显著上调

hha、ariR 的 mRNA 表达量，降低 ybaJ 的 mRNA
表达量，但亚-MIC honokiol 对上述基因基本无

影响，表明 MIC 的 honokiol 主要是通过影响

hha、ybaJ、ariR 等与 E. coli BF 形成相关的基

因表达量来发挥作用，而亚-MIC honokiol 抑制

E. coli BF 的形成则是通过其他不同的途径。 
近年来的研究表明，QS 系统在细菌 BF 的

形成过程中发挥重要的作用。E. coli 的 QS 系统

主要有Ⅰ型 (Luxs/AI-1)、Ⅱ型 (Luxs/AI-2)和
indole 系统。其中，Luxs/AI-2 系统在 E. coli BF
的形成、成熟和散播过程中发挥着重要作用[21–23]。

QS 系统影响生物被膜的形成主要通过细菌分

泌产生的自诱导信号分子(AI)进行调控。其中，

E. coli不能合成分泌 AI-1，AI-2的合成受 Pfs (S-
腺苷高半胱氨酸核酸酶)和 Luxs (AI-2 合成酶)  
2 个限制酶调控，而 indole 的合成受 indole 合

成酶基因 tnaA 调控[24–26]。本研究结果显示，  
亚-MIC 和 MIC honokiol 均能抑制 luxs mRNA
表达量，但在不同时间范围内对 luxs 基因

mRNA 表达量影响不同，对 pfs 和 tnaA mRNA
表达量基本无影响。其中，亚-MIC 的 honokiol
抑制 AI-2的分泌量与 luxs mRNA表达量的降低

趋势一致，表明亚-MIC 的 honokiol 可通过降低

Luxs/AI-2 系统中的 luxs mRNA 表达量，抑制

AI-2 的合成与分泌来影响 E. coli BF 的形成。

已有的研究表明，AI-2 影响 E. coli BF 形成的

机制主要包括：AI-2 分子进入细胞并磷酸化，

调控 mqsR 基因的表达影响荚膜异多糖酸的合

成；调控双组分调节系统基因(qseBC)或细菌全

局性调控因子(csrA)，以及通路中的相关基因

(flhDC 和 flic 等)，影响鞭毛和群体感应等多种

生理过程；调控转录因子(mcbR)的表达影响类

黏蛋白的合成等[27]。本研究结果显示，亚-MIC
的 honokiol 可显著抑制 mqsR、csrA、flhDC、
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flic 和 mcbR 的 mRNA 表达量，但对 qseBC 
mRNA 的表达量无显著抑制作用。表明亚-MIC 
honokiol 主要是通过影响荚膜异多糖酸、类黏

蛋白和鞭毛的合成抑制 E. coli BF 的形成。 
综上所述，honokiol能抑制 E. coli 10389 BF

的形成，但不同浓度的 honokiol 抑制 E. coli 
10389 BF 形成的作用机制不同。其中，MIC 的

honokiol主要是通过影响 BF形成的相关基因表

达量来抑制 E. coli BF 的形成；而亚-MIC 的

honokiol 则主要是通过抑制 Luxs/AI-2 系统的

luxs 基因的表达量，降低 AI-2 的分泌量，影响

荚膜多糖、类黏蛋白和鞭毛等合成抑制 E. coli 
BF 的形成。 
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