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摘要：类球红细菌拥有cer 群体感应系统，它既有细胞间信息传递的功能，也对碳源利用进行调节。为调查自诱导物对碳源利用的影响，在仅少量EDTA作唯一能源物的培养基中加入N-(tetradecanoyl)-DL-homoserine lactone，通过测定活菌数变化观察这种类球红细菌自诱导物的结构类似物对碳源利用的影响。然后利用Biolog-GN鉴定板，在加入外源信号分子和对照的条件下，研究了类球红细菌正常培养与饥饿培养下对95种单一碳源的不同利用情况。结果表明，在存在信号分子的饥饿情况下，细菌能更好的利用EDTA维持活菌数量。当培养到6 h的时候，加入信号分子培养的鉴定板中，正常培养情况下细菌对碳源的利用丰富度指数最高；而在饥饿培养情况下细菌能利用更多种类的碳源。
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细菌通过产生一种被称为自体诱导物（autoinducer, AI）的信号分子来调控某些生理特性的表达，即群体感应(quorum sensing，QS) [1-2]。群体感应是一种细菌细胞间信息传递机制，可以使单细胞的细菌相互协调而产生多细胞生物的行为特征。因而，QS 系统使整个细菌群体步调一致，对细菌的生命活动具有重要意义[3]。

类球红细菌(Rhodobacter sphaeroides) 是革兰氏阴性菌，它产生N-酰基-高丝氨酸内酯(AHLs)类信号分子[4]。到目前为止，对其信号分子调控的群体感应功能研究甚少。群体感应与细胞密度紧密相关，而细胞密度的变化必然与营养饥饿相互联系[5]，所以信号分子的存在可能对饥饿状态下细菌的存活以及正常状态和饥饿后细菌对碳源的利用存在调控。本实验采用与细菌所产生的信号分子同链长的外源物质N-(tetradecanoyl)-DL-homoserine lactone作为诱导物，选择无主要能源物质的培养状态作为饥饿条件，研究细菌如何利用培养基中少量的EDTA来维持活菌数量，并用Biolog-GN板研究信号分子在正常培养以及饥饿24 h后培养状态下对95种单一碳源利用情况的影响，为进一步理解群体感应系统对饥饿下细菌存活和能源代谢调控的研究奠定基础。

1  材料和方法

1.1  菌种来源

类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides），本实验室保藏菌株。

1.2  试剂与仪器

试剂：酰基高丝氨酸环内酯（N-(tetradecanoyl)homoserine lactone, AHL），购自美国Sigma公司；测活菌数的MTS 试剂盒购自美国Promege 公司。

仪器：Microstation system，美国Biolog公司；Biolog-GN微平板，美国Biolog公司；ST－80C照度计，北师大光电仪器厂；紫外分光光度计UV-1700，日本岛津。

1.3  培养基

菌种富集所用的培养基为RCVBN富集培养基[6]，饥饿培养基为利用富集培养基去除主要能源物质后所得到的培养基：EDTA 20 mg，KH2PO4和K2HPO4缓冲液10 mmol，MgSO4·7H2O 120 mg，CaCl2·2H2O 20 mg，生物素15 mmg，维生素B1 1 mmg，尼克酸 1 mmg，微量金属元素存液1 mL，蒸馏水1 L，pH 6.8。

1.4  培养不同时期的细菌转入饥饿培养基中的存活 

实验开始时，向500 mL的培养瓶中加入200 mL培养基，然后接入2 mL处于对数生长期的菌液。将培养瓶置于35 ℃，光照强度为3 000 1x下静止培养。分别取生长处于延迟期（PhaseⅠ），对数期（PhaseⅡ），稳定期(PhaseⅢ)，衰亡期(PhaseⅣ)的菌液5 mL，用孔径0.22 µm的混合纤维素酯微孔滤膜过滤，将滤膜分别转入容量为25 mL，装有15 mL饥饿培养基的培养管中。加入信号分子的终浓度为10 µmol/L，没有加入信号分子的作为对照，实验共设3个重复，培养管在35 ℃下进行避光培养。在培养过程中，每隔24 h取各阶段的菌液测试活菌数变化。活菌数的测定采用MTS试剂盒，测定490 nm 处的吸光值反映活菌数。

1.5  Biolog实验 

按照Biolog的鉴定程序进行，用划线法接种生长到对数期的菌液到Biolog推荐的培养基上，30 ℃培养24 h，用无菌牙签挑取少量新鲜菌落于接种液中，制成菌悬液和标准菌悬液进行对照，误差范围在±2％即可，用8通道加样器接种菌液到Biolog-GN板中，每孔接种菌悬液150 µL，饥饿的处理是在30 ℃下，接种液中悬浮24 h后再接入鉴定板。加盖后放入30 ℃的微生物培养室中培养，取6 h，24 h的培养板在自动读书仪上读数。记录下590 nm波长下的吸光值。所有培养状态平行做3个鉴定板。
1.6  Biolog数据处理方法及代谢分析

平均每孔颜色变化率(AWCD)计算方法[7]如下：AWCD=∑(C-R)/n，式中C为每个有培养基孔的光密度值，R为对照孔的光密度值，n为碳源数目，GN板n值为95。

丰富度指数指被利用的碳源的总数目，为每孔中C-R的值大于0.25的孔数[8]。

多样性指数采用Shannon-Wiener指数（H′）：H′=–∑（Pi ×InPi ），Pi为有培养基的孔与对照孔的光密度值差与整板总差的比值，即Pi= (C-R)/∑(C-R)[9]。本实验采用Biolog 微平板培养6 h和24 h的数据，来进行分析计算。

用KEGG和MetaCyc数据库分析正常对照以及饥饿4种培养状态下不能利用的碳源可能的代谢途径，以及不同培养状态下碳源利用存在差异的原因。

2  结果与讨论

2.1  培养不同时期的细菌转入饥饿培养基中的存活 

在PhaseⅠ的细菌转入饥饿培养后，不加信号分子的培养过程中，活菌数的变化出现了两个较为明显的峰值，而加入信号分子的培养第2个峰值不很明显。在少量EDTA存在的情况下，细菌可以利用它作为暂时的能源物质，使活菌数在初期没有下降，而是在EDTA代谢完以后才开始降低。随着细菌对环境的适应，经过一段饥饿时间后其利用内在能源物质的基因可能被开启，使活菌数在后期出现峰值。在加入信号分子的培养情况下，细菌活菌数开始增多较为明显，可以理解为信号分子是可以在无主要能源物质的情况下调节细菌对EDTA的利用程度，使其保持一定的活菌数。在细菌代谢完EDTA后，信号分子的存在可以调控内在能源物质的利用情况，从而使得在细菌后期的测定中活菌数比对照高。

在PhaseⅡ的细菌转入饥饿培养基后，活菌数曲线先上升后下降。从图形上分析，在转入饥饿培养的前期，加入信号分子可以更好的保持活菌数，相对于对照的情况可以更快的利用EDTA来维持生长，说明信号分子是可以调控细菌能量的分配，在保持细菌活菌数上有贡献。在这个阶段，细菌的饥饿存活机制虽不完善，但是细菌由于自身的储存物质提供能量，可以使细胞继续分裂生长，所以细菌的活菌数比PhaseI转入饥饿培养的细菌来说，活菌数的维持时间要长一些。

在细菌培养到PhaseⅢ时转入饥饿培养基后，活菌数的变化如图1，处于这个时期的细菌已经有一定的饥饿存活机制，在加入信号分子的培养下出现了一个明显的峰值，同样说明信号分子是可以快速启动细菌对EDTA的利用，而使细菌生长。而未加信号分子的培养在第5天的时候才出现小峰，对EDTA利用基因的启动较慢，且活菌数也较低。由于存在的饥饿存活机制，对照培养的细菌总体维持在一个稳定水平上。

在细菌培养到PhaseⅣ后转入饥饿培养基的活菌数变化如图1，处于这个时期的细菌活性较低，不能在平板上形成菌落，从而进入一种非可培养阶段。能源物质的缺乏，使细菌不能生长，但是能维持一定的生理活性[10]。加入信号分子的培养出现了一个微弱的峰形，即使有EDTA的存在，也不能使细菌的活菌数有明显增加。信号分子对细菌的调节作用不明显，能利用的内源物质也相对很少，细菌处于衰亡期。对照的培养细菌没有明显的变化趋势，菌数也维持在一个稳定的水平。

处于不同时期转入饥饿培养的细菌，由于自身活性状态以及转入的细菌数量不一样，在饥饿状态下的存活曲线有所差异，可以看出信号分子的存可以诱导开启某些基因，在一定程度上调节碳源的利用途径，以及内在能源物质的利用[11]，从而影响到活菌数的维持。

2.2  Biolog实验

2.2.1  加信号分子培养下的平均颜色变化率

碳源平均颜色变化率（AWCD）是反映单一碳源利用能力的重要指标[12]，AWCD值及其时间变化可以用来表示细菌的平均活性。在4种类型的培养中，24 h的时候，在正常状态下的对照培养利用碳源能力最强。其次为加入信号分子的培养。但从图中可以看出在培养到6 h的时候，加入信号分子的培养相对于其他情况的AWCD是最高的，说明加入信号分子是可以影响细菌对碳源的快速利用能力的，这个时候的细菌活性最高。饥饿细菌由于活性低，信号分子对其调控的作用不大，能利用碳源的能力不强。


图2  6 h和24 h时不同状态下的平均颜色变化率（AWCD）

Fig. 2  Average well color development under 
different conditions at 6 h and 24 h
（N+AHL：正常状态加信号分子的培养；N-AHL：正常状态未加信号分子的培养；S+AHL：饥饿状态加信号分子的培养；
S-AHL：饥饿状态未加信号分子的培养）
2.2.2  加信号分子培养下的丰富度指数

从图3中可以看出，当细菌在鉴定板中培养到24 h的时候，不加信号分子对照培养的细菌丰富度指数是最高的，但是在加入信号分子的培养下，6 h的时候丰富度指数就已经很高了，相对于未加信号分子培养来说，两者差异很大，说明信号分子是可以促使细菌以较快的速度利用某些碳源。在饥饿培养的情况下，加入信号分子在培养到6 h的时候丰富度指数比不加信号分子的对照培养低，信号分子的存在对活性不高的细菌调控能力是不明显，不过在经过24 h后，其指数相对于对照来说还是有所提高。总体来说，信号分子对细菌丰富度有很大的影响。饥饿情况下的细菌，由于经历过饥饿过程，细菌活性低，对碳源的利用程度也低。

2.2.3  加信号分子培养下的多样性




图1  各阶段的类球红细菌在饥饿培养过程种活菌数随时间的变化(-AHL：未加信号分子；+AHL：加信号分子)

Fig.1 Variations of the active bacterial counts of every stage Rhodobacter sphaeroides in the starvation batch culture

（-AHL: medium without AHL；+AHL : medium with AHL）
从图4中来看，整体上分析，多样性差别不是很大。在饥饿加信号分子的情况下，6 h的时候细菌能利用更多种类的碳源，其次是6 h处加信号分子的培养，说明信号分子对不同碳源利用能力的调控在6 h内就已经启动了。

结合3类数值总体分析，可以看出，饥饿情况下，信号分子使细菌可以利用更多的碳源，但是利用程度不高。信号分子对细菌利用碳源的调控能力较强，加入信号分子可以较快开启利用能源的基因，使细菌活性有所提高，碳源利用程度也较高。


图3  6 h和24 h时不同状态下的丰富度指数

Fig. 3  Abundance index under different conditions at 6 h and 24 h
2.2.4  代谢谱分析

从碳源的利用上看，加入信号分子的培养，无论是正常培养还是饥饿的情况，培养到24 h的时候板上所有的碳源都变颜色。A1孔是水，正常情况下是不变色的，但在6 h的时候，A1孔就已经变色，但这并不是说细菌能利用鉴定板上的水，而是表明类球红细菌能够可以代谢所加入的外源信号分子[13]，并将其转入胞内进行利用，从而使细菌生长或进行其他调控，而信号分子的酰基部分恰恰是可以作为能源物质进行代谢的[14-15]。


图4  6 h和24 h时不同状态下的多样性

Fig.4  Diversity under different conditions at 6 h and 24 h

在4种不同的培养情况下，即使经过24 h的培养后，细菌也不能代谢的碳源是不一样的，表1中列出了细菌所不能利用的碳源，根据Biolog鉴定板上的碳源可以分为6类，分别为糖类、羧酸类、氨基酸类、胺/氨类、聚合物类、其他类来说，细菌对其他类物质和胺类的利用不理想，而存在于糖代谢途径中的物质会更快被细菌利用，因为影响细菌活性的关键的因素就是糖的转移[16]。

表1  4种培养状态下不能利用的碳源

Table 1  The unavailable carbon source at four different conditions
	对照培养
	加信号培养
	饥饿后培养
	饥饿后加信号培养

	丁二胺

D,L-肉碱

D-丝氨酸

葡糖醛酰胺


	吐温40

吐温80

α-酮戊酸
	丁二胺
环糊精

赤藻糖醇

D,L-肉碱

D-丝氨酸

葡糖醛酰胺
	吐温40

吐温80

α-酮戊酸  

α-酮丁酸

α-酮戊二酸




在对照培养下不能利用的碳源，在加入信号分子的情况下却可以利用，说明信号分子可以调控细菌对碳源的代谢，它能够改变代谢途径，使细菌利用某种新的碳源。通过查询KEGG，MetaCyc数据库提供的碳源可能存在的代谢途径发现，外源丁二胺的代谢要消耗ATP。肉碱在生物体内的功能是将脂肪酰基转运通过线粒体膜，有利于脂肪酸氧化供能，是脂肪氧化及分解的促进剂。而在细菌中D,L-肉碱的代谢在有氧条件下需要有一定浓度的NAD(P)H和H+，这些都和能量消耗有直接关系。从这些分析中，可以看出信号分子对能源的分配也具有调控能力。但信号分子的存在也使一些在正常状态的对照培养下能利用的碳源变为不能利用，如吐温40和吐温80，它们是水溶性长链脂肪酸的酯类物质，可影响微生物细胞的膜通透性，由于和信号分子同属酯类，在进入细胞的通路上可能存在竞争。而α-酮戊酸的代谢涉及辅酶A和NAD+，NAD+和能源也有间接关系。

饥饿培养情况下与正常培养情况下不能利用的碳源类型是相似的，对照的饥饿培养还对环糊精，赤藻糖醇这两种大分子物质利用不佳，加信号的饥饿培养对酮酸类物质的不利用情况更明显。总体来说，酮酸的利用都需要辅酶A和NAD+，同样说明信号分子的存在和能量代谢上有关系，但其具体的调控机制还需要进一步研究。

3  结论

(1) 类球红细菌的群体感应调控系统对细菌碳源的利用存在调控，在饥饿情况下，信号分子可以使细菌在最大程度上保持活菌数量，并对可能存在的内在能源的利用存在调节。

(2) 类球红细菌可以利用实验中的外源信号分子，在6 h内启动对碳源的代谢调控。使饥饿后的细菌快速利用更多种类的碳源，来恢复细胞活力，使正常培养的细菌对碳源的利用程度更高。

(3) 信号分子对碳源的调控，涉及到对通用能源ATP，NAD(P)H参与代谢途径的调控。
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Impact of signal molecule on carbon source utilization
of Rhodobacter sphaeroides
Ye Jiangyu1,2, Li Wenjuan1, Zhang Ying2,3, Liao Qiang4
1. City Construction and Environmental Engineering Academy, Chongqing University, Chongqing 400045, China ; 2. Key Laboratory of Eco-enviroments of Three Gorges Reservoir Region of Ministry of Education, Chongqing 400045, China; 3. School of Life Sciences, Southwest University, Chongqing 400715, China ; 4. Institute of Engineering Thermophysics, Chongqing University, Chongqing 400044, China

Abstract: Cer quorum-sensing system exists in Rhodobacter sphaeroides, which instructs cell-cell communication, and also regulates the utilization of carbon sources. To investigate the effect of inducer on the utilization of carbon sources, N-(tetradecanoyl)-DL-homoserine lactone, a structure analog of the signal molecule of R. sphaeroides, was added into the medium which contained a small quantity of EDTA as only carbon source. Used Biolog-GN identification plates, in exogenous signal molecule being added in or not, the utilization of 95 single carbon sources were studied under control culture and starvation. The results showed that the bacterium can make a good use of EDTA to maintain a survival under starvation. After 6 hours cultivation, the abundance index of carbon sources utilization was the highest under normal culture; contrast to this, more types of carbon sources were used under starvation culture.
Key words: autoinducer; carbon source; starvation; Rhodobacter sphaeroides; Biolog
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