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摘  要： 通过用乙酸乙脂分别对天山根瘤菌 CCBAU3306 培养物上清液中自体诱导物分子进行抽提、浓缩，并采用液质

联用对自体诱导物分子进行结构分析，最终获得该根瘤菌所产生酰基高丝氨酸内酯类信号分子的结构，并采用纯品进行活性的

比较，发现调控蛋白与纯品结合后具有生物活性，能与目的 DNA 片断结合，证明了该结构的准确性。 
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许多与植物共生的细菌都是通过一种依赖于细胞密

度的方式来调控特定基因的表达，这种调控方式被称之

为群体感应（quorum sensing）[1]。酰基高丝氨酸内酯类

化合物（acylated  homoserine lactone, AHL）作为革兰氏

阴性细菌群体感应调控中普遍存在的信号分子[2]，其在

细胞中的浓度随着细胞密度的增加而增加，当积累到阈

值浓度时就能够诱导特定基因的表达[3]。目前已经鉴定

出的AHL合成酶有 3 种类型，分别是 LuxI，LuxM 以及 

HtdS[4]。AHLs 由一个可变的乙酰基链尾部与一个稳定的

高丝氨酸内酯头部相连，乙酰基链长度为 4 ~ 18 个碳，其

第三个碳上的氢常被羟氧基或氧基取代，另一个改变是

在乙酰链上存在双键。目前发现最长的乙酰基链是由苜

蓿中华根瘤菌合成的带 18 个碳的 AHLs[5]。 

氮是植物生长所需的重要营养物质，而根瘤菌能在

豆科植物根部形成根瘤，或者定殖于部分非豆科植物根

部，从而固定空气中的分子氮，与植物建立互惠的共生

关系[6-7]。根瘤的形成是一个复杂的信号交换过程，群体

感应参与调节共生固氮相关基因的表达[8]， 因而发挥着

重要的作用，但是目前对于中慢生型根瘤菌群体感应的

研究报导却很少。本实验室前期实验对不同中慢生型天 

 

山根瘤菌群体感应中自体诱导物活性和种类进行研究，

发现差异较大，为进一步阐明同属不同种根瘤菌间群体

感应系统的多样性，本研究通过采用液质联用的方法，

以酰基高丝氨酸内酯环的特征碎片峰 m/z 102 对高效液

相分离出组份中的酰基高丝氨酸内酯类信号分子进行二

维质谱分析，根据不同类型酰基高丝氨酸内酯类化合物

的结构特点及[M+H]＋推算出各种信号分子的结构，并利

用纯品通过凝胶阻滞分析证明了该结构的生物学功能，

研究为进一步阐明自体诱导物合成酶多样性与信号分子

多样性间相互关系及不同菌株间信号系统间分子对话具

有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒及生长条件    表 1 为本试验所使用 
 

表 1  供试菌株 

菌株 特性 来源 

天山根瘤菌 CCBAU3306 野生型 中国农业大学 

JZA1 自体诱导物检测菌株 本实验室保存 

R10(pCF218) 阳性对照菌株 本实验室保存 
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的菌株特性。根瘤菌在 TY 培养基中 28℃ 培养，JZA1、

R10 分别在 LB 和 AT 培养基中 28℃ 培养。 

1.1.2  试剂和仪器    邻硝基苯-β-D-半乳吡喃糖苷

（O-Nitrophenyln-β-D- Galactopyranoside，ONPG），异丙

基-β-硫代半乳糖苷（Isopropyl-β-Dthiogalactosid，IPTG），

5-溴 -4-氯 -3-吲哚 -β-D-半乳糖苷（5-bromo-4-chloro- 

3-indolyl-β-D-galactoside，X-Gal）购于 Sigma 公司；C18 

反相薄层层析板购于 Merck 公司。高效液质联用仪为 

Waters micromass 公司生产，型号为 quattro。 

1.2  方法 

1.2.1  自体诱导物活性检测（β-半乳糖苷酶法）    

按参考文献[9-10]的方法进行。 

1.2.2  C18 反相薄层层析（thin-layer chromatography，

TLC）    按参考文献[11]的方法使用 Whatman 的反

向层析进行。 

1.2.3  自体诱导物缺失突变株的筛选    按参考文

献[11]的方法进行。 

1.2.4  AHL 结构的质谱分析    将待测菌株的培养

上清液用二氯甲烷萃取，真空旋转蒸发后溶于适量二

氯甲烷中，用于电喷雾电离质谱（electrospray ionization 

mass spectra，ESI MS/MS）分析。 

1.2.5  DNA 凝胶阻滞分析（gel retardation assay） 

  通过 PCR 的方法扩增得到需要分析的 DNA 片

段（含有或不含有MrtR box），并在扩增过程中加入带

有α-P32同位素标记的dATP，可以得到带有同位素标记

的  DNA 片段。把带有标记的  DNA 片段、纯化的MrtR 

蛋白以及 AI 分子以适当比例混合后，加入 1/10 体积的

结合缓冲液，用超纯水把反应体系补充到适当体积，

于 30℃ 作用 30 min 后，反应体系中加入甘油至终浓度

为 5%，然后用低浓度（6%）聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测。 

2  结果与分析 

2.1  中慢生天山根瘤菌自体诱导物信号分子结构的

测定 

为进一步揭示不同菌株间信号分子的差异，通过

液质联用的方法对天山根瘤菌模式菌株 CCBAU3306 

产生的信号分子结构进行了快速测定。因为 AHLs 类

信号分子具有固定的高丝氨酸内酯环，因此在质谱中

会形成特征的  m/z102 的碎片峰[12]（图  1a），以此为母

离子进行电喷雾电离质谱，能对样品中的  AHLs 分子

进行质谱分析。

 

图 1  AHLs 分子裂解的方式 (a) 和分子结构示意图 (b, c) 

 

因为  AHLs 分子的可变端为烃链，而酰基高丝氨

酸内酯基团是稳定的，根据这一现象根据分子离子峰

的数值可以得出以下公式计算  AHLs 分子的分子式： 

氢取代类：
/ 1 171

28

m z
n

 
 ， n 为自然数；羟基取代

类：
/ 1 187
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m z
n

 
 ，n 为自然数；不饱和羰基类：

/ 1 185

28
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 ，n 为自然数。 

以氢取代为例，m/z-1  为检测的信号分子的分

子量，R为烷基取代，其基本的氨基高丝氨酸内酯

基团的分子量是  100（如图 1b），RCO-基团来源于

脂肪酸合成途径，该酰基链为偶数个碳，最简单的

是C4 -HSL，分子量是 171，其他的分子与它的差别

在于(-CH2-CH2- )n基团的数量，因此用分子量减去

 C4 - HSL 的基本分子量  171，氢取代类的差别在于

(-CH2-CH2-)n基团的数量，该基团的分子量为  28，

按公式得出的  n  值的两倍即为比  C4-HSL 多的碳

原子数，加  4  后即为该分子的碳链长度，也就可知

该类信号分子的分子式。同理在另两类信号分子中

（如图 1c）用分子量分别减去最基本信号分子的分

氢取代类 (b)

AHLs 分子裂解的方式 (a) 不饱和基取代类 (c) 

m/z 102

[M+H]*ion

[M+H-101]*ion
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子量，再按(-CH2-CH2-)n基团的数量的差别进行计

算可以分别得出各自的分子式。根据高效液质联用

的结果（图 2）可以得出天山根瘤菌 CCBAU3306 

所产生自体诱导物分子式为 3OH-C12-HSL 和  3OH- 

C14-HSL（图 3a）。
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图 2  天山根瘤菌 CCBAU3306 自体诱导物色质联用检测结果 

Fig.2  Detections of AHLs produced by Mesorhizobium tianshanense CCBAU3306 with HPLC–mass spectrometer 

 

 

图 3  天山根瘤菌 CCBAU3306 自体诱导物结构及功能验证 

 

2.2  中慢生天山根瘤菌自体诱导物信号分子活性的

检测 

为进一步验证测定结果的准确性，采用标样进行

生物活性检测。因为群体感应系统的调控蛋白能与其

自体诱导物合成酶合成的信号分子结合，形成二聚体

后具有生物活性，并与目的基因片断发生结合，所以

用合成的 3OH-C12-HSL 与该根瘤菌群体感应系统的

调控蛋白 MrtR 作用，通过凝胶阻滞分析发现在加入标

准品后 MrtR 能与目前片断结合（图 3b），因此证明该

信号分子能与调控蛋白作用，该结构是其合成酶合成

的一种 AHLs 类信号分子。 

3  讨论 

本研究建立了一种快速的检测方法确定细菌产生 

AHLs 类信号分子分子式的方法，这种群体感应系统信

号分子的结构、合成酶基因和调控基因存在多样性，
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而且合成酶的专一性不高，往往一种酶能合成几种不

同结构的 AHL 分子[13]，在不同的细菌中调控的生理功

能各不相同，具有相对的独立性，但在特定的情况下

例如当土壤中两种不同细菌产生相同的  AHL 分子时

也能产生信号间分子对话，因此对  AI-1 型群体感应系

统的研究除了对相关基因进行分析，对其产生的自体

诱导物分子结构进行分析也十分重要，这对我们了解  

AI-1 型信号途径的多样性具有重要的意义。在一般情

况下对有机化合物进行结构分析首先需要对样品的组

分进行分离、纯化，在化合物含量较低的情况下很难

得到符合仪器分析所需含量的化合物纯品，而 AHLs 

作为细菌的信号分子，其诱导细菌活性的浓度很低（1 

~ 10 μg/ml），同时一种细菌又往往产生多种 AHLs 信

号分子，其结构上的相似性又增加了分离纯化的难度，

因此用传统的分离及分析方法很难得到一种信号分子

结构。 

电喷雾电离质谱是通过测量样品组分的质量电荷

比（M/Z）检测样品组分的分子量。由于电喷雾电离

质谱对于高分子化合物的测定可以产生多电荷峰，与

传统的质谱相比扩大了检测的分子质量范围，同时提

高了仪器的灵敏度，在皮摩尔数量级的水平或更少的

样品检测中，当分辨率为 1000 时可达到  0.005% 的精

度。由于  AHLs 类信号分子都具有稳定的酰基高丝氨

酸内酯环，能形成特征的  m/z 为 102 的碎片峰，通过

标样确定该母离子峰就可以专一性地检测液相色谱各

组分中的  AHLs 分子，而其他杂质对检测结果不会产

生干扰，这样在液相色谱图中只显示样品中各种  

AHLs 的分离峰，大大简化了分离纯化的步骤，再利

用  AHLs 可变乙酰基链在长度排列上的规律，可以归

纳出计算公式，根据每种  AHLs 分离峰在质谱仪中所

测定的分子量大小就可以快速得到样品中各种  AHLs 

的分子式和结构类型。该方法的建立能方便对各种细

菌所产生 AHLs 分子进行分析，推动对该种群体感应

系统全面了解。 
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