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不同环境条件下单增李斯特菌产AI-2信号分子

及生物被膜形成的比较

黄铭新，张杏果，叶国良，李婷，吴金松，钟青萍*

（华南农业大学食品学院，广东省食品质量安全重点实验室，广东广州 510642）

摘要：该研究以食源性致病菌单增李斯特菌为研究对象，考察了培养时间、培养温度、pH 值及 NaCl 浓度等不

同环境因素对单增李斯特菌产群体感应信号分子 Autoinducer-2（AI-2）活性与生物被膜形成的影响。结果表明：在

对数生长期，单增李斯特菌 AI-2 活性随着菌密度增加而增加，到达稳定期后 AI-2 活性呈下降的趋势；在聚苯乙烯

培养板中于 37 ℃培养 24 h，单增李斯特菌的生长量、生物被膜产生量及 AI-2 活性最高，分别是 4 ℃下的 7.65 倍、

11.14 倍和 4.40 倍；在质量分数为 0.5%~9.0% 的 NaCl 添加量下，单增李斯特菌的生长量相近，NaCl 质量分数为 3.0%

时，AI-2 活性最高，相对荧光强度为 6.159，而 NaCl 质量分数为 9.0% 时，生物被膜形成量与 AI-2 活性最低；pH 值

为 5 和 9 时的 AI-2 活性分别为对照组（pH 值 7.4）的 0.11 倍和 0.13 倍，均受到显著的抑制。以上结果说明单增李

斯特菌的 AI-2 活性与生物被膜形成受环境因素的影响，为进一步研究 LuxS/AI-2 群体感应系统调控生物被膜形成及

其淬灭提供参考。
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Abstract: We investigated the effects of different environmental factors, namely, culture time and temperature, pH, and 

NaCl concentration, on autoinducer (AI-2) activity and biofilm formation of the foodborne pathogen Listeria monocytogenes. 

The results revealed that during the logarithmic growth period, the AI-2 activity of L. monocytogenes was initially enhanced 

with an increase in cell density, although on reaching the stable growth period, the activity showed a subsequent declining 
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单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes），
又简称为单增李斯特菌，为革兰氏阳性菌，广泛分

布于各种自然环境与食品中，且在高盐、低温、低

水分活度等极端环境中可存活较长时间，对不良环

境具有较好的耐受性 [1-3] 。单增李斯特菌是一种食源

性致病菌，感染后可引起败血症、脑膜炎及胃肠炎

等疾病。孕妇、老年人和基础病患者等免疫功能低

下的人为易感人群，死亡率为 20%~30%，由该菌

引发的食源性疾病是一个重大的全球性食品安全问

题 [4-6] 。单增李斯特菌可粘附在食品与加工设备表面

并形成生物被膜，其主要由细菌分泌的胞外多聚物

组成，可为细菌提供一道屏障，阻碍抗菌物质向被

膜内渗透以提高细菌耐药性，并增强细菌在不利环

境下的生存能力 [7] 。生物被膜附着在金属设备表面

可导致金属腐蚀，同时其中含有的细菌代谢物还可

能导致人类或动植物感染疾病 [8] 。

群体感应（Quorum Sensing, QS）是同种或不

同种细菌间的交流途径，即通过监测环境变化，细

菌可以产生一种称之为自诱导物（Autoinducer, AI）
的信号分子与受体结合以激活通路，调控生物发光、

细菌毒力基因的表达、细菌素的分泌以及生物被膜

的形成与成熟等生理行为，从而提高自身的生存竞

争力 [9-11] 。

AI-2 信号分子是一类呋喃酮类代谢产物，最初

是在哈维氏弧菌（Vibrio harveyi）中发现，由 AI-2
信号分子介导的 LuxS/AI-2 群体感应系统普遍存在

于大多数革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌中，对细

菌的种间与种内交流起着重要作用 [12-14] 。前期研究

表明单增李斯特菌生物被膜的形成与成熟受 LuxS/
AI-2 群体感应系统调控，但环境因素对单增李斯特

菌 AI-2 活性与生物被膜形成量的影响未见报道 [15] 。

本研究以单增李斯特菌 ATCC19115 为研究对象，

探究培养时间、培养温度、NaCl 浓度与 pH 值等环

境因素对单增李斯特菌产 AI-2 信号分子与生物被膜

形成的影响，并分析其 AI-2 活性与生物被膜形成量

的变化关系，为进一步研究单增李斯特菌的 QS 淬

灭与生物被膜的消除提供数据支撑。

1  材料与方法

1.1 实验菌株

单增李斯特菌 ATCC19115、哈维氏弧菌 BB170
购于广东省微生物研究所微生物菌种保藏中心

（Guangdong Microbial Culture Collection Center）。

1.2 试剂和培养基

脑心浸液肉汤培养基、琼脂粉，广东环凯生物

技术有限公司；硫酸镁、磷酸氢二钾、氢氧化钠、

氯化钠、冰乙酸，广州市化学试剂厂；酸水解酪蛋白，

上海麦克林生化科技有限公司；L- 精氨酸，上海源

叶生物科技有限公司。

自动诱导生物测定（Autoinducer Bioassay, AB）
培养基：称取硫酸镁（MgSO4·7H2O）26 g、NaCl 
17.5 g、酸水解酪蛋白2 g，加入1 000 mL蒸馏水溶解，

用 3 mol/L 氢氧化钠溶液调节 pH 值为 7.5，121 ℃
灭菌 30 min。冷却后，无菌操作加入 10 mL pH 值

为 7.5 的 1 mol/L 的磷酸氢二钾溶液、10 mL pH 值

为 7.5 的 0.1 mol/L 的 L- 精氨酸和 20 mL 体积分数

为 50% 的甘油。

脑心浸液肉汤（Brain-heart Infusion Broth, BHI）
培养基：称取 BHI 培养基粉末 38.5 g 溶解于 1 000 mL
蒸馏水中，调整 pH 值至 7.4±0.2（制备固体培养

基加入琼脂粉 15~20 g），121 ℃灭菌 30 min。

trend. The highest values for growth, biofilm biomass, and AI-2 activity were recorded when L. monocytogenes was cultured 

in polystyrene culture plates at 37 ℃ for 24 h, which were 7.65-, 11.14-, and 4.40-fold higher than the values obtained at 4 ℃ , 

respectively. Listeria monocytogenes showed similar growth performance in response to the addition of 0.5–9.0 wt.% NaCl, 

with AI-2 activity peaking at a NaCl mass fraction of 3.0% and a relative fluorescence intensity of 6.159. The lowest values 

of biofilm biomass and AI-2 activity were recorded at an NaCl mass fraction of 9.0%. Moreover, at pH value 5 and pH value 

9, AI-2 activities were 0.11- and 0.13-fold compared to the control group (pH value 7.4), respectively, indicating a significant 

inhibition of activity at both low and high pH values. Collectively, these findings indicate that AI-2 activity and biofilm 

formation of L. monocytogenes are influenced by environmental factors. These findings will provide a reference for further 

research on the regulation of biofilm formation by the LuxS/AI-2 quorum sensing system and its quenching.

Key words: Listeria monocytogenes; biofilm; environmental factor; AI-2 signaling molecule
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1.3 仪器与设备

Model-1285 生物安全柜，美国 Thermo Electron
公司；YXQ-LS-50A 高压蒸汽灭菌锅，上海博讯实

业有限公司医疗设备厂；PHS-25 pH 计，上海仪电

科学仪器股份有限公司；150A 恒温培养箱，金坛市

荣华仪器制造有限公司；TS-200B 恒温摇床，上海

天呈实验仪器制造有限公司；IVD Multiskan 酶标仪，

赛默飞世尔 ( 上海 ) 仪器有限公司。

1.4 实验方法

1.4.1 菌株活化

将 -80 ℃保藏的菌株取出放入 4 ℃冰箱解冻

30 min，单增李斯特菌按体积分数 2% 接种于 BHI
培养基，37 ℃振荡培养，活化 3 代，哈维氏弧菌

BB170 按体积分数 2% 接种于 AB 培养基，30 ℃振

荡培养，活化 3 代。

1.4.2 哈维氏弧菌BB170生物发光法测定AI-2群体

感应信号分子

采用哈维氏弧菌 BB170 生物发光法测定单增

李斯特菌的 AI-2 活性 [16] 。哈维氏弧菌 30 ℃避光振

荡培养 12 h（90 r/min），活化三代后按体积分数

2% 的接种量接种于 AB 培养基，调整菌液浓度

至 OD595 nm 为 0.75~0.9。按照 1:5 000 比例稀释到新

鲜无菌的 AB 培养基中。单增李斯特菌活化后调整

菌浓度为 106 CFU/mL，以体积分数 2% 的接种量接种

于 BHI 培养基，37 ℃培养 24 h，在 4 ℃、12 000 r/min
条件下离心 10 min 收集上清液。再按照 1:50 比例

将单增李斯特菌上清液与稀释后的哈维氏弧菌菌液

混合，于 30 ℃、100 r/min 振荡孵育 5 h。在 1~5 h
内每隔半小时取 200 μL 培养液于不透明黑色酶标板

中，通过连续波长多功能微孔板检测平台采用生物

发光模式测定荧光强度。以哈维氏弧菌无细胞上清

液为阳性对照，无菌 AB 培养基为阴性对照，无菌

BHI 为介质对照，实验平行 3 次。

1.4.3 单增李斯特菌生长和生物被膜测定

取培养后的单增李斯特菌菌液，调整菌浓度为

106 CFU/mL。采用结晶紫法测定生物被膜量 [17] ，于

96 孔板中进行培养后将中上层浮游菌菌液吸出，用

磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Saline, PBS）洗涤

孔板 3 次，于烘箱 60 ℃干燥 30 min，用质量分数

为 0.1% 的结晶紫染色 5 min，用 PBS 洗涤孔板 3 次，

用体积分数为 33% 的冰醋酸脱色 10 min，酶标仪测

定 OD595nm，实验平行 3 次。

1.4.4 不同培养条件对单增李斯特菌的影响

1.4.4.1 不同培养时间对单增李斯特菌AI-2活性和

生长的影响

调整活化后的单增李斯特菌浓度为 106 CFU/mL，
以体积分数 2% 接种量接种于 BHI 培养基中，37 ℃、

150 r/min 振荡培养 40 h。以不含菌的 BHI 培养基为

空白对照，间隔 4 h 收集不同培养时间的菌液，分

成两份，一份于 4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，用

0.22 μm 微孔滤膜过滤后得到无菌上清液，按照

1.4.2 方法测定各样品的 AI-2 活性。另一份菌液按

照 1.4.3 方法测定单增李斯特菌的生长量。

1.4.4.2 不同培养温度对单增李斯特菌AI-2活性、

生长和生物被膜量影响

调整活化后的单增李斯特菌浓度为 106 CFU/mL，
以体积分数 2% 接种量接种于 BHI 培养基中，在 4、
15、30、37（对照）和 45 ℃下培养 24 h，菌液分

成两份，一份离心过滤收集无细胞上清液，按照 1.4.2
方法测定各样品的 AI-2 活性，另一份按照 1.4.3 方

法测定单增李斯特菌的生长量。同时按照 1.4.3 中

的 96 孔板培养方法测定生物被膜量。

1.4.4.3 不同质量分数NaCl对单增李斯特菌AI-2活
性、生长和生物被膜量影响

调整活化后的单增李斯特菌浓度为 106 CFU/mL，
以体积分数 2% 接种量接种于 BHI 培养基中，BHI
中 NaCl 的质量分数分别设置为 0.5%（对照）、1.0%、

3.0%、5.0%、7.0% 和 9.0%，37 ℃下培养 24 h，菌

液分成两份，一份离心过滤收集无细胞上清液，按

照 1.4.2 方法测定各样品的 AI-2 活性，另一份按照

1.4.3 方法测定单增李斯特菌的生长量。同时按照

1.4.3 中的 96 孔板培养方法测定生物被膜量。

1.4.4.4 不同pH值对单增李斯特菌AI-2活性、生长

和生物被膜量影响

调整活化后的单增李斯特菌浓度为 106 CFU/mL，
以体积分数 2% 接种量接种于 pH 值不同的 BHI 培
养基中，pH 值分别调至 5、6、7、8、9 和 7.4（对照），

37 ℃下培养 24 h，菌液分成两份，一份制备无细胞

上清液，按照 1.4.2 方法测定 AI-2 活性，另一份按

照 1.4.3 方法测定单增李斯特菌的生长量，同时按

照 1.4.3 中的 96 孔板培养方法测定生物被膜量。

1.4.5 数据处理与分析

所有实验重复进行 3 次，实验结果取平均值并

采用 Graphpad Prism 9.5 软件作图，实验数据采用
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SPSS 25.0 软件进行统计学分析，P＜0.05 代表差异

具有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 哈维氏弧菌BB170生物发光法测定AI-2
群体感应信号分子

哈维氏弧菌 BB170 能响应 AI-2 而发光，将含

有 AI-2 的培养液加入哈维氏弧菌 BB170 培养初期

的菌液中会诱导其早期发光，比较添加 AI-2 的培养

物与未添加 AI-2 的培养物的生物发光值差异即可衡

量 AI-2 活性的强弱 [18] 。如图 1 所示，0~3.5 h 时荧

光强度很低，3.5 h 以后，随着溶液中 AI-2 浓度升高，

荧光强度上升，说明指示菌产生 AI-2 足以诱导自

身重新发光的时间为 3.5 h，吕欣然等 [19] 的研究中阴

性对照和介质对照的荧光强度均在 4 h 达到最低值，

阳性对照在 3 h 时达到最低值，与本研究结果相似。

因此选用与哈维氏弧菌 BB170 孵育 3.5 h 作为后续

测定单增李斯特菌 AI-2 活性的标准。

图 1 哈维氏弧菌 BB170 培养不同时间的荧光强度变化

Fig.1 The fluorescence intensity change of Vibrio harveyi 

BB170 at different incubation times

2.2 不同培养时间对单增李斯特菌AI-2活性
和生长的影响

如图 2 所示，随着培养时间的增加，单增李斯

特菌无细胞上清液中 AI-2 的活性不断提高，荧光强

度在 4~32 h 时与菌体密度正相关，培养至 32 h 时

相对荧光强度达到最大值 7.553。在对数生长期时，

随培养时间的增加，单增李斯特菌 AI-2 活性增长较

快，在稳定期时增长较慢，在 32 h 以后呈显著下降

的趋势，表明单增李斯特菌 AI-2 活性和菌体的生长

能力具有相互调控的作用。顾悦 [20] 研究发现屎肠球

菌 8-3 和发酵乳杆菌 2-1 的 luxS 基因转录水平均在

生长对数期达到最高，至稳定期后转录水平下降，

表明 LuxS/AI-2 系统可感应菌体密度以调控生物被

膜形成。

图 2 单增李斯特菌不同生长阶段的 AI-2 活性

Fig.2 AI-2 activity of L. monocytogenes at different 

growth stages

注：图中柱上相同的小写字母表示不具有显著差异

（P＞0.05），不同的小写字母表示具有显著差异（P＜0.05）。

2.3 不同培养温度对单增李斯特菌AI-2活
性、生长和生物被膜量影响

单增李斯特菌可生长温度范围较广，在 4 ℃到

45 ℃下均可生长繁殖 [21] 。从图 3 可知，不同温度下，

单增李斯特菌的生长不同，在 4、15 和 45 ℃时生

长被抑制，4 ℃下单增李斯特菌几乎不生长，而在

30 ℃和 37 ℃（对照）下生长较好，OD595 nm 分别为

1.102 与 0.987。单增李斯特菌的 AI-2 活性受温度影

响较大，在 30 ℃和 37 ℃条件下，单增李斯特菌表

现出较强的 AI-2 活性，37 ℃下活性最高（相对荧

光强度为 3.417），但在 4、15 和 45 ℃条件下的活

性受到显著抑制。单增李斯特菌生物被膜生成量也

与温度的变化相关，在 4 ℃低温环境下生长被抑制

使单增李斯特菌无法生成生物被膜，生物被膜量在

30 ℃和 37 ℃时达到最大值，OD595 nm 分别为 2.672
和 2.697 ；45 ℃时仍具备生物被膜形成能力，但受

到温度的抑制。整体而言，随着温度的上升，单增

李斯特菌生长量、AI-2 活性及生物被膜量均呈先上

升后下降的趋势，且三者之间呈一定的相关性，表

明其生长和生物被膜形成受 LuxS/AI-2 群体感应系

统的调控。另外，细菌鞭毛介导的运动对生物被膜

形成至关重要，较高或较低的温度会导致鞭毛蛋白

表达的下调从而影响生物被膜的形成 [22] 。此外，培

养温度还通过 agrD 等基因而非 luxS 基因调控单增

李斯特菌的疏水性和生物被膜形成，有研究表明

37 ℃下单增李斯特菌疏水性最佳，生物被膜附着能

力更强 [23,24] 。
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图 3 不同培养温度对单增李斯特菌 AI-2 活性、

生长和生物被膜量影响

Fig.3 Effects of different culture temperatures on AI-2 

activity, growth and biofilm amount of L. monocytogenes

注：a 为培养温度对单增李斯特菌 AI-2 活性、生长和生

物被膜量的影响，b 为不同温度下形成的单增李斯特菌生物

被膜的结晶紫染色图。

2.4 不同质量分数NaCl对单增李斯特菌AI-2
活性、生长和生物被膜量影响

如图 4 所示，在不同质量分数 NaCl 添加量下，

单增李斯特菌生长差异不明显，仅在 NaCl 质量分

数为 9.0% 时有所抑制，生长量是对照的 80.43%，

可见高渗透压对单增李斯特菌的生长繁殖有所影

响。单增李斯特菌的 AI-2 活性受 NaCl 添加量的

影响较大，在较低 NaCl 添加量的 BHI 培养基中，

AI-2 活性较高，NaCl 质量分数为 3.0% 时 AI-2 活性

最高（相对荧光强度为 6.159）；随着盐质量分数的

增大，单增李斯特菌的 AI-2 活性显著降低，NaCl
质量分数为 9.0% 时相对荧光强度仅为 0.472，说明

在一定低质量分数的 NaCl 条件下单增李斯特菌的

AI-2 活性高。单增李斯特菌的生物被膜生成量也

与 NaCl 质量分数有关，在质量分数为 0.5%~5.0%
下生物被膜生成量较大，但随着 NaCl 添加量的增

加呈现逐渐下降的趋势。总体来说，在 NaCl 质量

分数为 3.0% 时 AI-2 活性最高，添加量增大后活性

下降；而 NaCl 质量分数不高于 5.0% 时，单增李斯

特菌生长和生物被膜形成较好，这与 AI-2 活性受

NaCl 质量分数影响的变化趋势有所不同，可能是其

生长和生物被膜形成还受到其他群体感应信号分子

的影响。有报道显示副溶血性弧菌在 NaCl 质量分

数为 2%~3% 生物被膜产量最高，AI-2 活性和生物

被膜形成能力受盐度影响具有菌种特异性
 [25,26] 。

图 4 不同质量分数 NaCl 对单增李斯特菌 AI-2 活性、

生长和生物被膜量影响

Fig.4 Effects of different NaCl mass fraction on AI-2 activity, 

growth and biofilm formation of L. monocytogenes

注：a 为 NaCl 添加量对单增李斯特菌 AI-2 活性、生长

和生物被膜量的影响，b 为不同 NaCl 添加量下单增李斯特

菌形成的生物被膜的结晶紫染色图。

2.5 不同pH值对单增李斯特菌AI-2活性、生
长和生物被膜量影响

如图 5 所示，在环境 pH 值为 5~9 之间，单增



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2025, Vol.41, No.1

 79 

李斯特菌生长变化明显，在 pH 值为 7~9 之间单增

李斯特菌生长较好，当 pH 值低于 6 时，单增李斯

特菌生长受到抑制作用。单增李斯特菌的 AI-2 活性

受 pH 值影响较大，在 pH 值为 7 和 7.4（对照）时

明显高于其他 pH 值下的 AI-2 活性，中性 pH 值有

利于单增李斯特菌产 AI-2 信号分子；pH 值为 5 和

9 时的 AI-2 活性分别为对照组的 0.11 倍和 0.13 倍，

均受到显著的抑制。在 pH 值为 6~8 时，单增李斯

特菌易形成生物被膜，但 pH 值为 5 和 9 时生物被

膜量显著降低。Tereza 等 [27] 的研究表明 pH 值为 5
时单增李斯特菌未形成明显生物被膜结构，酸性 pH
值破坏单增李斯特菌生物被膜的一级结构。总体而

言，单增李斯特菌菌体生长、生物被膜量与 AI-2 活

性变化趋势一致，但 pH 值为 8 时不一致，可能是

由于单增李斯特菌对碱性环境耐受，且存在其他的

调控通路，仍能产生一定量的生物被膜 [24] 。

图 5 不同 pH 值对单增李斯特菌 AI-2 活性、

生长和生物被膜量影响

Fig.5 Effects of different pH values on AI-2 activity, growth 

and biofilm amount of L. monocytogenes

注：a 为 pH 值对单增李斯特菌 AI-2 活性、生长和生物

被膜量的影响，b 为不同 pH 值下单增李斯特菌形成的生物

被膜的结晶紫染色图。

3  结论

在对数生长期单增李斯特菌产 AI-2 信号分子与

生长密度呈正相关，进入稳定期后由于菌体密度过

高，产 AI-2 减少。30 ℃与 37 ℃条件下最有利于单

增李斯特菌生物被膜的形成，较低温度或较高温度

会抑制单增李斯特菌 AI-2 的产生与生物被膜的形

成。0.5%~9.0% 质量分数的 NaCl 对单增李斯特菌

生长影响较小，随着 NaCl 添加量的增加，单增李

斯特菌生物被膜产量呈下降趋势，而 NaCl 质量分

数为 0.5%~3.0% 时可促进单增李斯特菌 AI-2 信号

分子的产生。在 pH 值为 6~8 时，单增李斯特菌生

物被膜生成最多，较酸和较碱环境均不利于其生物

被膜形成，且 AI-2 活性在 pH 值中性时最高。因此，

环境因素的变化可影响单增李斯特菌 AI-2 信号分子

的产生和生物被膜的形成，生物被膜形成受 AI-2 信

号分子的调控，但也存在其他通路共同作用影响生

物被膜的形成，有待于进一步探究。
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