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AI-2 对鸭疫里氏杆菌粘附入侵 Vero细胞及其相关基因转录
水平的影响
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摘要:【目的】自诱导信号分子 AI-2 (Autoinducer-2，AI-2)作为细菌间的通用自诱导信号分子，参与细菌众多
生理功能的调控。本研究通过开展 AI-2 在鸭疫里氏杆菌(Riemerella antatipestifer，RA)CH3 株对非洲绿猴肾
细胞(Vero 细胞)的粘附、入侵以及对 RA 相关基因调控作用的研究，为进一步研究 AI-2 对 RA 的调控作用
奠定基础。【方法】在 CH3(血清型 1 型)对 Vero 细胞的粘附、入侵过程中加入不同浓度的 AI-2，研究其对
CH3 粘附、入侵 Vero 的影响;在添加 184. 0 μmol /L AI-2 的胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)中培养 RA CH3 菌株，
利用 real-time PCR 来检测 AI-2 对 RA 相关基因转录水平的影响。【结果】结果表明，AI-2 浓度为
18. 4 μmol /L时，AI-2 对 CH3 粘附 Vero 细胞的抑制性最强，为 62%，当 AI-2 浓度为 184. 0 μmol /L 时，AI-2 对
CH3 入侵 Vero 细胞的促进性最强为 194%。荧光定量 PCR 结果表明 AI-2 对部分基因的转录有促进作用，对
部分基因的转录有抑制作用。【结论】AI-2 参与调控 RA 粘附、入侵 Vero 细胞及 RA 毒力因子、免疫原性蛋
白基因以及代谢相关基因转录水平的调控。
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鸭疫里氏杆菌病是由鸭疫里氏杆菌(Riemerella
antatipestifer，RA)引起的鸭、鹅、火鸡及其它鸟类的
一种高致病性、接触性传染病，造成的疾病为鸭传染
性浆膜炎，一般侵害 1 － 8 周龄(尤其是 2 － 3 周龄)
的雏鸭，在临床上表现为精神不振、纤维素性心包
炎、肝周炎和气囊炎等，是目前危害养鸭业最为严重
的传染病之一。RA 血清型众多，已确定的血清型有
21 种，国内流行的主要是血清 1 型、2 型和 10 型。

密度感应(Quorum Sensing，QS)是细菌通过分
泌自诱导信号分子(Autoinducer，AI)来监测细菌群

体密度并协调细菌生物功能的信息交流机制。存在
于革兰氏阴性和阳性菌中的 LuxS /AI-2 型密度感应
系统，可产生用于细菌种间交流的通用自诱导信号
分子 AI-2。在细菌体内，AI-2 的产生来源于 S-腺苷
甲硫氨酸( S-adenosylmethionine，SAM)代谢，通过酶
Pfs 和 LuxS 催化的酶促反应生成 AI-2 的前体物质
4，5-二 羟 基-2，3-戊 二 酮 ( 4，5-dihydroxy-2，3-
pentanedione，DPD )，DPD 不 稳 定，重 排 后 形 成
AI-2［1］。

AI-2 作为细菌通用信号分子对细菌具有重要
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的调控作用，细菌通过识别、呈递、内化 AI-2 来调节
自身一系列基因的表达，如毒力因子的表达、运动
性、孢子形成以及生物被膜的形成等［2 － 4］。研究表
明细菌可以通过分泌 AI-2 来干扰其他细菌的生理
行为［5］，如戈登氏链球菌 ( Streptococcus gordonii)可
以通过分泌 AI-2 来调节白色念珠菌 ( Candida
albicans)的生物被膜形成［6］。最近的研究表明，有
些细菌自身并不产生 AI-2，但是却可以利用其他细
菌产生的 AI-2 来调节自身的行为，比如苜蓿中华根
瘤菌(Sinorhizobium melilot)自身没有产生 AI-2 的能
力，但是可以利用胡萝卜软腐欧文氏菌 ( Erwinia
carotovora)分泌的 AI-2［7］对其生理进行调控。

目前，关于 RA 是否产生 AI-2 的研究尚未见报
道，而且关于 RA 是否可以利用外源 AI-2 的研究也
未见报道。本实验通过研究 AI-2 对 CH3 粘附、入
侵 Vero 细胞的影响以及其对 CH3 毒力因子、代谢
相关基因的影响，探讨 AI-2 对 CH3 的调控作用，为
进一步研究 AI-2 的作用提供基础。

1 材料和方法

1. 1 菌株、细胞及试剂
鸭疫里氏杆菌 CH3 株，本实验室分离、鉴定［8］

和保存。Vero 细胞，本实验室保存。商品化 AI-2 购
于美国 OMM 公司，分装于细胞冻存管中置于
－ 80℃待用; 反转录试剂盒购于 Promega 公司;
SYSBGREE 购于 Promega 公司;Trizol 购于 Invitrogen
公司;DNA-free kit 购于 Ambion 公司。
1. 2 AI-2 对 CH3 粘附 Vero 细胞的影响

鸭疫里氏杆菌 CH3 株 1 ∶ 100 接种 TSB 培养基
中，于 37℃培养 5 h 后，4℃、3824 × g 离心 15 min，
用 PBS ( 140 mmol /L NaCl，3 mmol /L KCl，
10 mmol /L NaH2PO4，1. 5 mmol /L KH2PO4，pH 7. 3)

洗两遍，制成浓度为 1 × 108CFU /mL 悬液。
用含青霉素、链霉素和 10%胎牛血清的 DMEM

(Hyclone) 培养 Vero 细胞，置于 5% CO2细胞培养
箱中 37℃ 培养，传代至 24 孔板上，待其长满单层
(每孔约含 2. 5 × 105个细胞)后，用于粘附入侵试
验。参照本实验室建立的 RA 粘附、入侵 Vero 细胞
的方法进行实验［8］。将对数生长期的 CH3 细菌离
心，PBS 洗两次，用不含抗生素的细胞培养液重悬。
待 24 孔板中的细胞满单层，每孔接种 100 μL 菌悬

液，同时分别加入 18. 4 μmol /L，92. 0 μmol /L 和
184. 0 μmol /L 的 AI-2，200 g 离心 5 min 后置于 37℃
含 5% CO2培养箱培养 1. 5 h，弃培养液，PBS 洗涤，
加 100 μL 的 0. 1% 胰酶 － 0. 02% EDTA 室温
10 min，消化细胞，再加 900 μL DMEM，并用巴氏吸
管吹打，取 100 μL 进行 10 倍稀释，各稀释度取
100 μL接种 TSB 平板，37℃培养，记录菌落数，计算
粘附率。实验设 3 个重复，整个试验重复两次进行。
1. 3 AI-2 对 CH3 入侵 Vero 细胞的影响

侵袭实验按照粘附实验方法进行，但是加庆大
霉素(100 μg /mL)杀胞外菌，洗细胞时用 PBS 洗 5
次。粘附细菌的计数情况同 1. 2。
1. 4 细菌总 RNA 的提取与 cDNA 合成

将 CH3 于 TSB 液 体 培 养 基 或 添 加 了
184. 0 μmol /L AI-2 的 TSB 液体培养基中培养 5 h，
离心收集细菌，按 Invitrogen 公司的 Trizol 步骤进行
总 RNA 的抽提。cDNA 的合成参照 Promega 公司的
M-MLV 说明书进行:cDNA 合成:8 μL RNA(2 μg)
溶液中加入 1 μL 随机引物(100 pmol)和 6 μL ddH2

O，混匀后 70℃水浴 5 min，冰浴。再加入下列组分:
5 μL 5 × RT Buffer，1. 25 μL dNTP (10mM)，1 μL
RNase Inhibitor(Promega，USA)，1 μL M-MLV 反转
录酶(Promega，USA)，2. 75 μL ddH2O 混匀，42℃作
用 1 h。
1. 5 实时荧光定量 PCR 检测 AI-2 对 CH3 部分毒
力及代谢相关基因的影响

参照 RA NCBI 递交的相关基因序列，选取 Met、
ABC、Hsm、Dam、Tr、Ompa、GroEL 基因，运用 Pimer 3
Input( version0. 4. 0)设计 8 对引物用于反转录和进
行 real-time PCR(表 1)。

AI-2 对 RA 基因转录水平的影响参照本实验室
建立的方法进行适当修改后进行［9］，以 CH3 的
cDNA 为参照模板，以添加 184 μmol /L AI-2 的 CH3
的 cDNA 为目标模板运用相对定量法进行分析。

以 16S rDNA 为内参基因，荧光定量 PCR 的反
应体系参照 SYBR Premix Ex Taq ( Promega)进行，
25 μL反应体系中加入:12. 5 μL 2 × SYBR Buffer，
2 μL cDNA(或者灭菌水作为空白对照)，0. 5 μL 上
游 引 物 ( 10 μmol /L )，0. 5 μL 下 游 引 物
(10 μmol /L)，9. 5 μL ddH2 O。反应条件为:95℃
10 min;95℃ 15 s，60℃ 30 s，40 个循环。

数据分析采用 2 － △△ CT(Livak)法［10］。
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表 1 用于荧光定量检测的特异性引物
Table 1 Primers for real-time PCR

Gene Description Primer Sequence(5'→3') Tm /℃

Met Methionine synthase MetF GCTCTTGCGGATAGATTTGC 59. 95
MetR TGGTCTGGACATGCAGGATA 60. 07

ABC ABC transporter ABCF CCGACCATAATGTGCAACAG 59. 99
ABCR TCTGGGTCGTTGGCTAAATC 60. 07

Hsm HomocysteineS-methyltransferase HsmF GACGGTGCTATGGGCACTAT 59. 98
HsmR CAGGGTGCTCCCAATCTTTA 60. 07

Dam DNA-adenine methylase DamF AAGCCGCCCTGTTTATTTTT 59. 52
DamR CAAAATCAAGCGTTTGCTCA 60. 11

Tr Thioredoxin reductase TrF TAGAGCGTGCAGTGGTCATC 60. 02
TrR ACATCTCCTGCCGCAAATAC 60. 10

Ompa ompa /motbdomain-containing protein OmpaF ACTCAAGGAAGAGCGGATCA 59. 95
OmpaR GACGCTTGCCAAAAGTTAGC 60. 02

GroEL protein GroEL GroelF TAGCGCAAGCTATCGTGAGA 59. 88
GroelR TGCCTTGTCAATCCCTCTTT 59. 67

2 结果

2. 1 AI-2 对 CH3 粘附入侵 Vero 细胞的影响
2. 1. 1 不同浓度 AI-2 对 CH3 生长速率的影响

本实验分别添加 18. 4 μmol /L，92. 0 μmol /L，
184 μmol /L 的 AI-2 于 TSB 液体培养基中以培养菌
株 CH3，并设不添加 AI-2 的 CH3 为空白对照，以分
别获得不同 AI-2 浓度的培养物。结果如图 1 所示，
不同浓度的 AI-2 对 CH3 的生长速率都没有影响。
因此，本实验中 AI-2 对 CH3 粘附入侵 Vero 细胞的
影响只与 AI-2 的浓度有关。

图 1 菌株 CH3 在不同浓度 AI-2 的生长曲线
Fig． 1 Growth curves of strain CH3 growing in different

concentrations of AI-2

2. 1. 2 不同浓度 AI-2 对 CH3 粘附率和入侵率的
影响

AI-2 对 CH3 粘附 Vero 细胞的结果表明，低浓

度 AI-2 能抑制 CH3 的粘附性，当 AI-2 浓度为

图 2 不同浓度 AI-2 对 CH3 的粘附作用(A)和入侵

作用(B)的影响
Fig． 2 Effects of AI-2 on CH3 bacterial adherence ( A) and

invasion(B) to Vero cells．

18. 4 μmol /L时，CH3 对 Vero 细胞的粘附率最低，约
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为 60%。随着 AI-2 浓度的增加，AI-2 对 CH3 粘附
Vero 细胞的抑制性逐渐降低。不加入 AI-2 时，CH3
对 Vero 细胞的粘附率定义为 100% (图 2-A)。

粘附率计算公式为:原始粘附率(% ) =粘附细
菌数 /原始接种细菌数 × 100%［11］，再根据 CH3 组
原始粘附率为 100%进行换算。

AI-2 对 CH3 入侵 Vero 细胞的结果表明，当 AI-
2 浓度为 184 μmol /L 时，CH3 对 Vero 细胞的入侵率
为 190%，随着 AI-2 浓度的降低，CH3 入侵 Vero 细
胞的入侵率逐渐降低。不加入 AI-2 时，CH3 对 Vero
细胞的入侵率定义为 100% (图 2-B)。

入侵率计算公式为:原始入侵率(% ) =入侵细
菌数 /原始接种细菌数 × 100%［11］，在根据 CH3 组
原始入侵率为 100%进行换算。
2. 2 实时荧光定量 PCR 引物设计及其特异性分析

依据已发表的鸭疫里氏杆菌全基因组序列(NC
_014738. 1)，运用 Pimer 3 Input( version0. 4. 0)设计
8 对引物用于实时荧光定量 PCR 检测。对引物的
PCR 检测结果表明，8 对引物均可以扩增出预期片
段(图 3)，运用 real-time PCR 对引物的特异性进行
检测，结果表明所设计 8 对引物特异性高，可用于荧
光定量的检测。

图 3 PCR 检测所设计引物的特异性
Fig． 3 PCR amplification for the target genes． 1． Met; 2．

ABC; 3． Hsm; 4． Dam; 5． Tr; 6． Ompa; 7． GroEL; 8. 16s;

9． Negative control．

2. 3 AI-2 对 CH3 毒力因子、免疫原性蛋白基因及
代谢相关基因的转录影响

AI-2 对 CH3 8 个基因的转录水平影响结果表
明:ompA 平均上调 1. 24 倍 GroEL 平均上调 1. 31

倍，与不添加 AI-2 时的转录水平相比差异极显著，

其余基因均下调，Met，ABC，Hsm 平均下调为初试
水平的 0. 34 倍，0. 54 倍和 0. 64 倍，差异极显著，Tr

下调为初始水平的 0. 74 倍，差异显著，Dam 下调为

初始水平的 0. 92 倍，差异不显著(表 2，图 4)。

表 2 184 μmol /L AI-2 对基因转录水平的影响
Table 2 Transcriptional levels of the genes

regulated by 184 μmol /L AI-2

Gene Fold change in expression P value
Met 0. 34↓ ＜ 0. 01
ABC 0. 54↓ ＜ 0. 01
Hsm 0. 64↓ ＜ 0. 01
Dam 0. 92↓ ＞ 0. 05
Tr 0. 74↓ ＜ 0. 05
Ompa 1. 24↑ ＜ 0. 01
GroEL 1. 31↑ ＜ 0. 01

图 4 184μmol /L 的 AI-2 对基因转录的调节
Fig． 4 Genes regulated by184μmol / L AI-2．

3 讨论

病原菌侵入机体，首先要粘附在特定的靶器官
或靶细胞上，而病原菌的粘附、入侵能力常常与毒力
因子表达有关［12］。此外，病原菌代谢能力的改变也
影响其毒力因子的表达，因此病原菌因代谢能力的
改变及影响的毒力因子的表达都有可能影响病原菌
的粘附能力和入侵能力［13］。

AI-2(Autoinducer-2)是 2 型密度感应系统(QS，
quorum sensing system)的信号分子，可被同种细菌
或不同细菌通过感知周围 AI-2 的密度来调节自身
各基因的表达［14］。Cao M 等研究 SS2( Streptococcus
suis serotype 2)LuxS 的功能时发现 AI-2 涉及到许多
毒力因子的表达调控［15］。Gospodarek E 等研究发
现病原微生物间的通过 QS 相互交流是毒力因子产
生的基础［16］。而 AI-2 本身是蛋氨酸甲基活化途径
的副产物［17］，故它不仅调控 QS，也与细菌代谢息息
相关。Li L 等研究发现 AI-2 可以影响细菌的粘附
性和入侵性［18］。
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AI-2 对 RA 粘附入侵能力的影响，目前尚未见
报道，本研究通过体外添加 AI-2，发现 AI-2 对其粘
附能力和入侵能力的影响均呈现浓度依赖性，即低
浓度的 AI-2 显著抑制了 RA 对 Vero 细胞的粘附性，
浓度升高其抑制性却降低;而高浓度的 AI-2 显著促
进了 RA 对 Vero 细胞的入侵性，低浓度时几乎没有
影响。上述结果的可能原因是:由于细菌对细胞的
粘附与入侵机制不同，因此粘附率与入侵率并非一
定成正相关。细菌的粘附性与其生物被膜形成能力
有一定的关系。已有文献报道外源 AI-2 会抑制生
物被膜的形成能力［19］。

根据之前的研究，细菌粘附分为四个阶段:先锋
(Pionners)，移居 ( Settlers)，团体 ( Society)，群落
(Community)。部分先锋细菌首先大面积的粘附并
建立分子桥梁，然后小面积地建立紧密的特异性的
联系，接着与周围环境互相作用，同时 QS 发挥作用
协调细菌的行为，最后细菌细胞之间进行信号交流，
共聚集，代谢协同并进行基因之间的交流［20］。本实
验通过外源添加 AI-2，可能干扰了细菌群体之间的
正常交流，也有可能影响了细菌之间的代谢协同，从
而导致粘附力下降。而细菌侵袭细胞更多地与毒力
因子的表达以及与宿主细胞之间的相互关系有关。

接着我们通过 real-time PCR 进一步研究外源
AI-2 究竟调节了 RA 哪些与粘附入侵能力相关基因
的在转录水平的表达。由于对 RA 粘附入侵细胞的
分子机制研究尚少，我们选择了检测与 AI-2 自身代
谢相 关 的 基 因: 表 达 蛋 氨 酸 合 成 酶 的 基 因
(Methionine synthase)，表达同型半胱氨酸甲基转移
酶的基因(Homocysteine S-methyltransferase)，可能相
关的参与甲基化的基因:表达 DNA-腺嘌呤甲基化酶
的基因(DNA-adenine methylase)，Sun 等研究发现其
与 Edwardsieda taeda 的致病性有关［21］，可能相关的
还原 性 酶 表 达 基 因: 硫 氧 还 原 蛋 白 还 原 酶
(Thioredoxin reductase)，与能量相关的 ABC 转运蛋
白表达基因，同时选择了已被证实是毒力因子的
Ompa［8］，选择和具有免疫原性的 GroEL 作为检测对
象［22］。real-time PCR 结果说明，AI-2 可能通过下调
RA 的 Methionine synthase， Homocysteine S-
methyltransferase，DNA-adenine methylase，Thioredoxin
reductase 等类似的代谢相关基因以及下调 ABC 等
类似的能量相关基因来干扰细菌间信息交流，阻碍
细菌代谢协同能力，以及减少细菌能量供应，来降低

细菌的粘附能力。而外源添加 AI-2 上调了 RA
Ompa 基因的表达和增强了对 Vero 细胞的侵袭性，
该结果与本实验室先前的有关 RA Ompa 基因的研
究相一致，本实验室先前的研究表明 Ompa 可能是
RA 的一种粘附因子，Ompa 基因缺失株对 Vero 细胞
的粘附和入侵能力均降低［8］。当然，AI-2 在细菌液
体培养基中对细菌基因的表达的影响与其在与细胞
共培养时对细菌粘附侵入细胞时基因的表达可能有
所不同。同时培养时间不同，基因表达也不尽相同。
所以，AI-2 对 RA 毒力及致病性的影响及其分子机
制还需要进一步实验加以证明。

本研究通过外源添加 AI-2 来检测其对 RA 粘
附入侵能力的影响以及转录水平的影响，为进一步
研究 AI-2 对 RA 的调控奠定了基础。
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Effect of autoinducer 2 on Riemerella antatipestifer
adherence and invasion to Vero cells
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Haiwen Liu，Shengqing Yu*

Shanghai Veterinary Research Institute，Chinese Academy of Agricultural Sciences (CAAS)，Shanghai 200241，China

Abstract:［Objective］ Autoinducer 2 ( AI-2 )，used to communicate among bacterial species， regulates numerous
physiological functions of bacteria． In this study，we studied the effect of AI-2 on adherence and invasion of Riemerella
antatipestifer (RA) strain CH3 to Vero cells and transcriptional levels of virulence-related and metabolism-related genes
were investigated． ［Methods］ To verify whether the adherence and invasion of CH3 was affected by AI-2，we added
different concentrations of AI-2 to the cocultures of Vero cells and CH3 and then calculated adherence percentages and
invasion percentages of tested groups． We further added AI-2 (184. 0μmol / L) to the tryptone soya broth culture of CH3
and then detected the effect of transcriptional levels of related genes of CH3 using real-time PCR． ［Results］ The
adherence of CH3 to Vero cells was decreased most to 62% with 18. 4μmol / L AI-2 and the invasion of CH3 to Vero cells
was increased most to 194% with 184. 0μmol / L AI-2． The result of real-time PCR shows that AI-2 increased
transcriptional levels of some virulence-related genes and decreased transcriptional levels of some metabolism-related
genes． ［Conclusion］ These results suggest that AI-2 affected adherence and invasion of CH3 to Vero cells． Moreover，
AI-2 could regulate some genes of CH3 to modulate particular physiological behaviors．
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