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研究报告 

活性污泥中群体感应淬灭菌的分离纯化及功能验证 

廖家龙  郑雪漫  黎双飞  徐芳芳* 
深圳大学生命与海洋科学学院 广东省植物表观遗传学重点实验室 深圳市海洋生物资源与生态环境重点实验

室 深圳市微生物基因工程重点实验室  广东 深圳  518055 

摘  要：【背景】近年来，群体感应淬灭(Quorum Quenching，QQ)技术在膜生物污堵防控中的应用研

究受到了广泛关注。然而，目前已成功分离纯化的高效 QQ 菌有限，更多高效 QQ 菌资源亟待挖掘。

【目的】从实际运行的膜生物反应器(Membrane Bioreactor，MBR)活性污泥中采样，分离并富集高

效 QQ 菌。【方法】以根瘤农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) A136 为报告菌株，使用指示琼脂平板

法测定各菌株的 N-辛酰基高丝氨酸内酯(N-Octanoyl-DL-Homoserine Lactone，C8-HSL)降解能力。以

紫色色杆菌(Chromobacterium violaceum) VIR24 为报告菌株，定量测定所得 QQ 菌降解 N-己酰高丝

氨酸内酯(N-Hexanoyl-DL-Homoserine Lactone，C6-HSL)信号分子的能力。通过微生物形态、生理生

化及 16S rRNA 基因序列测定、构建系统发育树、扫描电子显微镜形态观测等方法对菌株进行分类

学鉴定。用共培养法分析 QQ 菌对生物膜形成的抑制能力，通过聚乙烯醇和海藻酸钠包埋固定化 QQ

菌。【结果】筛选出了 6 株高效 QQ 菌，其中对 C8-HSL 分解能力最强的为杆状、革兰氏阴性戴尔福

特菌属(Delftia sp.) JL5。定量分析结果表明菌株 JL5 能在 10 h 内完全降解 C6-HSL。菌株 JL5 显著抑

制铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) PAO1 和菠萝泛菌(Pantoea ananatis) SK-1 生物膜的形成。

固定化后的 JL5 微球仍具有高效的 C6-HSL 和 C8-HSL 信号分子分解能力，而且分解速度较被广泛

报道的红球菌(Rhodococcus sp.) BH4 更快。【结论】研究分离得到了高效的 QQ 菌，能够有效抑制

N-酰基高丝氨酸内酯(N-Acyl-Homoserine Lactones，AHL)型群体感应菌生物膜的形成，固定化后仍

然具有强 QQ 活性，具备广泛的应用前景，为后续 QQ 膜生物污堵防控技术的实践应用奠定了基础。 
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Isolation and characterization of indigenous quorum quenching 
bacteria from activated sludge 
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Guangdong Provincial Key Laboratory for Plant Epigenetics, Shenzhen Key Laboratory of Marine Bioresources and 
Ecology, Shenzhen Key Laboratory of Microbial Genetic Engineering, College of Life Sciences and Oceanography, 
Shenzhen University, Shenzhen, Guangdong 518055, China 

Abstract: [Background] In recent years, the application of quorum quenching (QQ) technology in the 
prevention and control of membrane biofouling has received extensive attention. However, limited QQ 
bacteria have been successfully isolated and identified. More efficient signal molecule degrading bacteria 
awaits identification and further investigation. [Objective] Isolate more efficient QQ bacteria from native 
real membrane bioreactor (MBR) activated sludge and extending QQ bacteria resources. [Methods] 
Agrobacterium tumefaciens A136 was used as the reporter strain, to test isolated strain’s C8-HSL 
(N-octanoyl-DL-homoserine lactone) degradation. Reporter Chromobacterium violaceum VIR24 was used 
to quantify signal molecules degradation of QQ bacteria. 16S rRNA gene sequencing was used to identify 
isolated bacteria, phylogenetic trees taxonomic of the isolates were then constructed. Scanning electron 
microscopy (SEM) was used to determine the morphology of bacteria. Coculture of QQ strain and typical 
biofilm forming bacteria was conducted to analyze biofilm inhibition ability of isolates. QQ beads was 
prepared using polyvinyl alcohol and sodium alginate. [Results] Six QQ strains were successfully isolated 
and identified, among which a Gram negative rod strain Delftia sp. JL5 showed the highest efficiency in 
C8-HSL degradation. Besides, our results showed that JL5 significantly inhibited biofilm formation of 
both Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Pantoea ananatis SK-1, which are two typical 
N-acyl-homoserine lactones (AHL) dependent biofilm forming bacteria. Furthermore, JL5 remained high 
AHL degrading activity after being entrapped in QQ beads. Its AHL degrading efficiency was higher than 
the widely reported Rhodococcus sp. BH4. [Conclusion] We successfully isolated QQ bacteria. The 
isolates showed high C6/C8-HSL degrading ability. The bacteria inhibited biofilm formation efficiently. 
This research set solid foundation for further application of QQ bacteria in biofouling control. 

Keywords: quorum sensing, quorum quenching, bacterial isolation, anti-biofouling 

膜 生 物 污 堵 导 致 膜 生 物 反 应 器 (Membrane 

Bioreactor，MBR)的运行高能耗、高成本等问题，

是制约 MBR 进一步推广应用的首要因素之一。膜

生物污堵的传统解决方法包括物理清洗、化学清

洗、膜材料改进、活性污泥条件改善、反应器运

行模式调节等[1-2]，但这些方法都不能从根本上解

决生物污堵的问题。近年来，利用群体感应淬灭

(Quorum Quenching，QQ)技术控制膜污堵的研究

受到了广泛关注。QQ 技术有望从生物的角度控制

膜生物污堵的问题。形成膜生物污堵的首要原因

在于微生物在膜材料表面附着、定殖并逐渐发展

成为生物膜(Biofilm)[3]。生物膜的形成受到细菌群

体感应(Quorum Sensing，QS)系统的调控，QS 是

指细菌通过生产、释放并检测特定的化学信号分

子进行通讯，从而调控细菌群体行为的一种现

象。当信号分子达到特定阈值后，细菌能够接收

到信号并激活下游一系列功能基因的表达，如毒

力表达[4]、抗生素分泌[5]、孢子形成[6]和生物膜形

成[7]等。细菌的群体感应信号类型主要包括革兰氏

阴性菌的 N-酰基高丝氨酸内酯(N-Acyl Homoserine 

Lactones ， AHL) 、 革 兰 氏 阳 性 菌 的 自 诱 导 肽

(Autoinducer Peptides，AIP)以及 2 类细菌跨物种交

流的自诱导肽(Autoinducer-2，AI-2)。QQ 技术主

要通过破坏细菌的信号分子、阻断菌间信号传导

从而干扰和破坏细菌间的正常交流。QQ 途径主要

包括抑制信号分子产生、分解或失活已产生的信
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号分子、干扰信号分子与受体结合或破坏受体蛋

白等[8]。近年来，基于群体感应淬灭理论的膜污染

控制技术发展迅速，在实验室规模、中试规模

MBR 中的抗膜生物污堵效果均得到了有效验证，

并有望投入实际应用中 [9-12]。研究表明，堵塞的

MBR 膜组件表面含有种类丰富的细菌、真菌和原

生生物等微生物，而且微生物的分布呈现显著的

时空变化与域间关联性[13]，其中细菌之间存在广

泛的通讯交流。研究已证明，革兰氏阴性菌在膜污

堵中占据主导地位，而且 AHL 信号分子是 MBR

废水处理系统中最为普遍存在的信号分子之一[14]。

因此，淬灭 AHL 类信号分子是有效减缓膜污堵的

潜在手段。然而，当前可应用于防止膜污堵的 QQ

菌菌种单一，菌种资源匮乏。本文汇总了当前研究

较多的 QQ-MBR 相关的菌株(见表 1)，其中已进行

中试应用测试的 AHL 型 QQ 菌仅有 Rhodococcus sp. 

BH4 一株。由于污水处理活性污泥是一个复杂的

微生物群落，外源加入的细菌往往难以适应复杂

的土著环境，因而会影响 QQ 效果。然而分离土著

QQ 菌可以在不影响污水处理水质的同时有效避免

细菌的环境适应性问题，更易于实际应用。因此

迫切需要从实际运行的 MBR 反应器中分离培养土

著 QQ 微生物菌，进而建立和完善适应中国污水处

理厂中水质状况的 QQ 菌库。 

本研究从实际运行的 MBR 污水处理设备中分

离纯化具有 AHL 降解能力的菌株，通过定性、定

量测定菌株对典型革兰氏阴性菌 N-酰基高丝氨酸

内酯信号分子的降解能力、分析所得 QQ 菌对生物

膜的抑制能力，筛选出高效 QQ 菌株，再对其进行

菌种鉴定、包埋固定，并验证包埋后菌株的 QQ 活

性，以期为后续进一步应用到实际的 QQ-MBR 中

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

红球菌 Rhodococcus sp. BH4 (BH4)由首尔国立

大学 Lee Chung-Hak 教授惠赠。用于生物膜抑制能

力 检 测 的 QS 菌 株 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

aeruginosa) PAO1 (ATCC 15692) 和 菠 萝 泛 菌

(Pantoea ananatis) SK-1 (ATCC 19321)，以及报告菌

株 根 瘤 农 杆 菌 (Agrobacterium tumefaciens) A136 

(Ti−，pCF218，pCF372，ATCC 51350)和紫色色杆

菌(Chromobacterium violaceum) VIR24 (ATCC 12472)

均为实验室保存菌种。 

1.2  培养基 

用 于 QQ 菌 筛 选 的 培 养 基 包 含 ： Na2HPO4   

6.0 g/L，KH2PO4 3.0 g/L，NaCl 0.5 g/L，NH4Cl  

1.0 g/L，MgSO4 0.3 g/L，CaCl2 10.0 mg/L，FeCl3 

0.1 mg/L ， CuSO4·5H2O 0.1 mg/L ， MnCl2·4H2O  

0.1 mg/L，ZnSO4·7H2O 0.1 mg/L，pH 7.0−7.3，   

1.0×105 Pa 灭菌 25 min，待冷却后加入 399.5 mg/L 用

0.22 μm 针式滤器过滤除菌的 C8-HSL。 

 
表 1  近年来废水中分离的 QQ 菌株 
Table 1  QQ strains isolated from wastewater treatment systems in recent years 

QQ 菌 

QQ strain 

可分解的 AHL 

Degradable AHL 

QQ 酶 

QQ enzyme 

应用案例 

Case studied 

参考文献 

References 
Pseudomonas sp. 1A1 C6, C8, C10, C12, 3OC6, 3O, 3OC10, 

3OC12 
Acylase Lab-scale MBR [15] 

Rhodococcus sp. BH4 C6, C8, C10L, C12, 3OC6, 3OC8, 3OC10, 
3OC12 

Lactonase Lab-scale MBR, 
pilot-scale MBR 

[16-17] 

Enterococcus HEMM-1 C4−C14 Lactonase AHL degradation [18] 

Rhodococcus 
erythropolis W2 

3-O-HSL Oxidoreductase AHL degradation [19] 

Bacillus sp. T5 C8 Lactonase Lab-scale MBR [20] 

Bacillus cereus HG10 C6−C10 Lactonase Biofilm inhibition [21] 
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1.3  主要试剂和仪器 

AHL 型 信 号 分 子 N- 己 酰 高 丝 氨 酸 内 酯

(N-Hexanoyl-DL-Homoserine Lactone，C6-HSL)与

N-辛酰高丝氨酸内酯(N-Octanoyl-DL- Homoserine 

Lactone，C8-HSL)，Sigma 公司；LB 肉汤培养

基、四环素、大观霉素、5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-吡

喃 半 乳 糖 苷 (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- 

β-D-Galactopyranoside ， X-Gal) 、 二 甲 基 亚 砜

(Dimethyl Sulfoxide，DMSO)、甲醇、结晶紫、乙

酸、聚乙烯醇(Polyvinyl Alcohol，PVA)、海藻酸钠

(Sodium Alginate ， SA) 、 Na2SO4 、 CaCl2 、

H3BO3、Tris-HCl 缓冲液、Na2HPO4 与 NaH2PO4、

戊二醛与甘油，Macklin 公司。 

高分辨扫描电镜，Thermo Scientific 公司；多

功能酶标仪，BioTek 公司；PCR 仪，Bio-Rad 公

司；凝胶成像系统，上海复日科技有限公司。 

1.4  QQ 菌的分离纯化 

MBR 活性污泥样本源自深圳市某污水处理厂

实际运行工艺。菌株分离纯化方法参考已建立的

方法[22]。大致流程为：将取得的活性污泥样品用

超纯水稀释 10 倍后，以 5% (体积分数)接种于 LB

液体培养基中，30 °C、200 r/min 恒温振荡培养  

48 h 后 将 培 养 液 以 2% ( 体 积 分 数 ) 转 移 至 以   

399.5 mg/L C8-HSL 为唯一碳源的基本培养基中，

30 °C、200 r/min 恒温振荡富集培养 24 h。用无菌

水将培养液稀释 100 倍后涂布到 LB 平板上，30 °C

恒温培养 24−48 h，挑取不同形态菌落进行分离纯

化，并对所有分离菌落进行 QQ 功能检测。 

1.5  QQ 能力测定 

QQ 能力测定通过分析细菌对信号分子 AHL 的

分解情况进行表征。AHL 的定性测定采用报告菌

A136 的 X-Gal 生物显色法[17,23]。首先将分离菌株接种

至 LB 液体培养基中，30 °C、200 r/min 培养过夜，将

所得培养液稀释至 OD600 为 1.0，加入 200 nmol/L 

C8-HSL，30 °C、200 r/min 分别孵育 5 h 和 10 h

后，   6 230×g 离心 5 min 取上清液，用 0.45 μm

滤膜过滤除菌后−20 °C 保存备用。用含有 45 μg/mL

四环素、50 μg/mL 大观霉素和 200 μg/mL X-Gal 及

报告菌株 A136 的 LB 平板检测上清液中剩余的

C8-HSL 含量。30 °C 恒温培养 24 h 后观察指示平

板显色圈的大小和颜色深浅。  

AHL 的定量分析采用 VIR24 报告菌检测[24]。

基本原理为 VIR24 接收到 AHL 信号分子后产生紫

色素，通过提取并测量紫色素的吸光值表征体系

中信号分子的含量。将细菌接种到 LB 液体培养基

中，30 °C、200 r/min 振荡培养过夜，用新鲜 LB 液

体培养基稀释至 OD600 为 1.0，加入 10 μmol/L 

C6-HSL 后 30 °C、200 r/min 振荡培养，在 5 h、  

10 h 时分别取 500 μL 培养液，6 230×g 离心 5 min

收集上清液，将上清液放入 95 °C 恒温水浴锅灭活  

5 min，待冷却后于−20 °C 冷冻保存。将报告菌株

VIR24 于 LB 液体培养基中 30 °C、200 r/min 培养过

夜后，稀释至 OD600 为 0.1 备用。取稀释液 1 000 μL

添加到 24 孔板中，再分别加入标准样品(10、5、

2.5、1.25 μmol/L C6-HSL)和待测样品 20 μL，加入

等体积无菌水作为阴性对照，30 °C、200 r/min 恒

温振荡培养 24 h。培养液 9 300×g 离心 5 min 后去

上清，加入 150 μL 二甲基亚砜重悬，将细胞置于

超声清洗仪 30 °C 水浴中，600 W 处理 10 min，11 

600×g 离心 5 min，取上清 100 μL 加入 96 孔板中，

530 nm 下测样品的吸光值。 

1.6  QS 活性验证 

用报告菌株 A136 检测分离所得 QQ 菌的 AHL

信号分子生产能力。报告菌株 A136 接种于含有   

45 μg/mL 四环素及 50 μg/mL 大观霉素的 LB 液体培

养基中，30 °C、200 r/min 培养过夜。将待测 QQ 菌

接种至 LB 液体培养基中，30 °C、200 r/min 培养   

48 h。11 600×g 离心 5 min 收集上清液，并将上清

液置于 95 °C 恒温水浴锅灭活 3 min，冷却至室

温。将上清液与 A136 菌液(含 200 μg/mL X-Gal)以

1:10 混合后，取 100 μL 至 96 孔板中，30 °C 恒温

培养过夜，观察样品的显色情况。 
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1.7  QQ 菌的生物膜抑制能力分析 

以典型 AHL 型群体感应铜绿假单胞菌 PAO1

和菠萝泛菌 SK-1 为测试对象，分析分离所得 QQ

菌对 PAO1 和 SK-1 生物膜生长的抑制情况[25]。QQ

菌、PAO1 和 SK-1 分别在 30 °C、200 r/min 下 LB

液体培养基中培养过夜后，用新鲜 LB 培养基稀释

至 OD600 为 0.05。分别取 100 μL 单菌菌液或 1:1 混

合后的混合菌液至 900 μL LB 液体培养基中(24 孔

板)，30 °C 孵育 24 h 后倒去培养液；用灭菌水轻柔

清洗 3 次，去除游离细菌；加入 95%甲醇溶液，室

温孵育 10 min，固定孔壁上的生物膜；倒去甲醇溶

液静置晾干，加入 120 μL 0.1%的结晶紫溶液，室

温染色 15 min；倒去结晶紫溶液，缓慢冲洗 3−4 次

吸干水分；倒置孔板静置干燥，加入 120 μL 30%乙

酸溶液，室温 180 r/min 下孵育 10−15 min 溶解结晶

紫，590 nm 下测定样本的吸光度。 

1.8  QQ 菌的分类鉴定 

1.8.1  QQ 菌的形态鉴定 

在 LB 平板上观察 QQ 菌的菌落形态，用革兰

氏染色法于油镜下观察菌体形态。用扫描电子显

微镜观察 QQ 菌形态[9]。QQ 菌接种于 LB 液体培

养基中，30 °C、200 r/min 培养过夜，11 600×g 离

心 5 min 收集菌体，重悬于 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲

液中，重复洗涤 2 次后加 1%戊二醛固定 30 min。

梯度乙醇脱水，干燥，粘样，喷金并进行扫描电

镜检测。 

1.8.2  QQ 菌的生理生化分析 

参照《伯杰细菌鉴定手册》(第 8 版)[26]和《微

生物学实验》 [27]对 JL5 进行葡萄糖氧化发酵试

验、柠檬酸盐试验、淀粉水解试验、过氧化氢酶

试 验 、 明 胶 水 解 试 验 、 硝 酸 盐 试 验 、 甲 基 红

(M.R)试验、V.P 试验、吲哚试验、乙酰甲基甲醇

试验。 

1.8.3  QQ 菌的 16S rRNA 基因序列测定与分析 

利用 16S rRNA 基因测序鉴定分离所得 QQ 菌

株。用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取

细 菌 基 因 组 DNA ， 使 用 通 用 引 物 对 27F 

(5′-AGATTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增

细菌的 16S rRNA 基因[21]。纯化 PCR 产物并送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测序，测序结果通

过 NCBI 的 BLAST 进行序列识别，再与 GenBank

数据库中的序列进行比对，获得相关物种信息。

将 获 得 的 分 离 株 序 列 与 已 知 的 高 效 QQ 菌 株

Rhodococcus sp. BH4 的 16S rRNA 基因序列一起，

采用 MEGA 7.0 软件绘制系统发育树，比较分离得

到的 QQ 菌与 BH4 的亲缘关系。 

1.9  固定化 QQ 菌的信号分子分解能力验证 

1.9.1  QQ 菌的包埋固定 

采用 PVA 和 SA 交联制备 QQ 微球[28]。配制

200 mL 的 12.5% PVA 和 1.25% SA 的混合液，

1×105 Pa 灭菌 30 min。将 QQ 菌在 LB 液体培养基

中 30 °C、200 r/min 培养 24 h，6 230×g 离心 10 min

收集菌体，去除上清液后加去离子水重悬细菌。

将 QQ 菌悬液与聚合溶液以 1:4 的比例混合后滴入

300 mL 饱和 H3BO3-CaCl2 混合液中交联反应 1 h。

用去离子水清洗 2 次第一交联反应后的 QQ 微球，

继而将 QQ 微球放入 200 mL 的 0.5 mol/L Na2SO4 溶

液中反应 6−8 h，去离子水洗涤 2−3 次后保存备用。 

1.9.2  固定化 QQ 菌降解信号分子的能力验证 

用传感菌 A136 表征所得 QQ 菌降解 C8-HSL 的

能力。取 25 颗 PVA-SA 包埋的 QQ 微球加入 10 mL 

Tris-HCl 溶液(50 mmol/L，pH 7.0)中，加入 200 nmol/L 

C8-HSL，30 °C、200 r/min 振荡培养，以空微球作

为阴性对照。分别于 1、30、60、90 min 取样测定

C8-HSL 的分解情况。报告菌株 A136 指示琼脂平

板制备过程同 1.5。以标准浓度 C8-HSL 为对照，

将不同时间点取得的样品滴加至 A136 指示平板的

孔洞后 30 °C 培养 24 h，观察平板上显色圈的大小

及颜色。 

2  结果与讨论 

2.1  QQ 菌的分离 

从实际运行的 MBR 污水处理设备中以 AHL 为
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唯一碳源富集培养并经多次平板划线后分离得到

纯培养物，从中挑取了 21 个单菌落进行富集培养

(分别命名为 B-3、A1-1、A1-2、A1-3、A1-4、

A2-5 、 A2-6 、 A2-7 、 A2-8a 、 B-1 、 A2-9 、

A2-10、A4-11、A4-12、A4-13、A5-14、A6-15、

A7-16、A8-17、A9-18 和 A2-19)。以目前研究最

为广泛的高效 QQ 菌株 BH4 为阳性对照，对比分

析了分离所得 21 株细菌的 C8-HSL 信号分子分解

能力(图 1)。结果表明其中有 17 株菌能够有效降

解 C8-HSL，具有 QQ 活性；其中 9 个菌株在 24 h

内将 C8-HSL 完全降解。从中挑选出原始命名为

A2-9、A4-13、A5-14、A6-15、B-1、B-3 的 6 株

具备较高 QQ 活性的细菌，进一步富集培养并依

次正式命名为 JL5、SZU83、SZU18、XM19、

FF19 和 SZU68。 

2.2  QQ 菌株的 16S rRNA 基因测序 

对分离纯化的 6 种 QQ 活性较高的分离株进行

16S rRNA 基因测序，结果如表 2 所示。 

比对结果显示 6 株分离所得 QQ 菌分别属于假

单胞菌属(Pseudomonas sp.)、戴尔福特菌属(Delftia 

sp.)及不动杆菌属(Acinetobacter sp.)，比对结果与

数据库中相关细菌的相似性接近 99%。值得注意的

是，具有显著 C6-HSL 降解能力的菌株 JL5 与戴尔

福特菌属的 Delftia lacustris 的相似性为 99.93%， 
 

 
 

图 1  分离所得细菌的群体感应淬灭能力验证 
Figure 1  Quorum quenching ability of isolated strains 

注：BH4 为阳性对照 

Note: BH4 is a positive control 
 

表 2  分离所得的 QQ 菌测序结果 
Table 2  Sequencing results of isolated QQ bacteria 

原始命名 

Original name 

菌株 

Strains 

GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

相似菌株 

Similar strains 

相似性 

Similarity (%) 

A2-9 JL5 MN559091.2 Delftia lacustris strain 332 (NR_116495.1) 99.93 

A4-13 SZU83 MN559093.1 Pseudomonas multiresinivorans strain ATCC 700690 (NR_119225.1) 98.90 

A5-14 SZU18 MN559094.1 Pseudomonas nitritireducens strain WZBFD3-5A2 (NR_133020.1) 99.01 

A6-15 XM19 MN559095.1 Pseudomonas nitroreducens strain NBRC 12694 (NR_113601.1) 99.41 

B-1 FF19 MN559097.1 Acinetobacter modestus strain NIPH 2369 (NR_148845.1) 98.06 

B-3 SZU68 KY039272.1 Pseudomonas nitroreducens strain DSM 14399 (NR_114975.1) 99.04 
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初步鉴定为 Delftia sp.，该菌已送至中国典型培养

物保藏中心进行菌种保藏(保藏编号为 CCTCC M 

2021139)。Gül 等[29]报道 Delftia sp. T6 具有显著降

解 AHL 型信号分子的能力。此外，相关研究报道

Delftia sp.具有许多其他特性，主要包括具有嗜盐/

耐 高 盐 能 力 ( 能 耐 受≥100 mmol/L 的 硒 酸 盐 与    

25 mmol/L 亚硒酸盐)、硝酸盐还原能力、细胞外肽

聚糖降解能力、对许多类型重金属的耐受能力、

多种有机化合物利用能力以及促进植物生长的能

力[30-33]。然而应用 Delftia sp.作为 QQ 菌应用于膜

防污堵的研究鲜有报道。 

将分离株的 16S rRNA 基因测序结果与已有的

高效 QQ 菌 Rhodococcus sp. BH4[17]的 16S rRNA 基

因序列进行比对，使用最大似然法构建系统发育

树，分析 6 个分离株与 BH4 的亲缘关系，结果如 

图 2 所示。由分离株与高效 QQ 菌株 BH4 的系统发

育 树 可 看 出 ， 6 株 分 离 株 由 4 个 分 支 组 成 ：

SZU83、XM19 与 SZU18 构成一个以 Pseudomonas 

sp.为代表的独立分支；JL5 与 FF19 处在同一分

支，但代表不同的属；BH4 单独处在一个分支

上；SZU68 处在与其他分离株相对较远的分支

上。观察分支结点与分支长度可知 JL5、FF19 与

SZU83、SZU18、XM19 的亲缘关系较近，它们与

BH4 的亲缘关系稍远，SZU68与 SZU83、SZU18、

FF19、XM19、JL5 的亲缘关系都较远。JL5 与已报

道具有高效 QQ 能力的 BH4 属于不同属。此外，序

列比对结果显示 SZU83、SZU18、XM19 与 SZU68

均属于 Pseudomonas sp.，但 SZU68 与 SZU83、

SZU18、XM19 处于距离较远的不同分支。 

2.3  分离菌株的 QQ 能力定量检测 

为定量分析所得 QQ 菌对 AHL 型信号分子的

降解能力，使用报告菌株 VIR24 测定了 6 株 QQ

菌对 C6-HSL 降解能力，通过 C6-HSL 的浓度变化

表征分离株的 QQ 活性(图 3)。结果表明共同培养

5 h 后，JL5 将 C6-HSL 从初始的 10.0 µmol/L 降低

至 1.2 µmol/L，降解率达 88%，而其他分离株

SZU83、SZU18、XM19、FF19 和 SZU68 降解了约

40%−50%的 C6-HSL；培养 10 h 后，JL5 几乎完全

降解体系中的 C6-HSL，SZU18 和 SZU83 的降解量

达到 70%；SZU68、XM19、FF19 的降解量分别为

60%、58%和 68%，对 C6-HSL 的分解能力弱于

JL5、SZU18 和 SZU83。不加任何菌株的 C6-HSL

对照样中，经过 10 h 的培养后 C6-HSL 的含量略微

下降，信号分子的自然降解率大约为 10%。 

 

 
 

图 2  分离纯化所得的 QQ 菌与已有 QQ 菌 BH4 的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of newly isolated strains and previously reported Rhodococcus sp. BH4 
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上述结果表明菌株 JL5 具备较强的 AHL 信号

分子降解能力(10 h 时已基本将培养液中的 C6-HSL

完全降解)，其他 5 株细菌同样具有较好的该降解能

力，但较菌株 JL5 弱。此外，除了菌株 SZU68，大

部分分离株在前 5 h 的 C6-HSL 降解速率比后 5 h

大。上述结果表明 6 株细菌均具有 AHL 信号分子

降解能力，在后续研究中具备潜在的应用价值。

根据上述筛选结果，选取了最高效的 QQ 菌 JL5 为

对象，继续深入研究其细菌形态、对典型模式菌

的生物膜形成抑制能力及固定化后的 QQ 效果。 

2.4  高效 QQ 菌 JL5 的形态学和生理生化分析 

菌株 JL5 在 LB 平板上呈不透明的淡黄色菌

落，菌落边缘整齐、表面光滑、圆形凸起，革兰

氏染色呈阴性。扫描电镜结果表明 JL5 呈杆状，菌

体长度约为 2.6−3.1 μm，宽度约为 0.6−0.8 μm (图

4)。葡萄糖氧化发酵试验、柠檬酸盐试验、过氧化

氢酶试验结果呈阳性，M.R 试验、吲哚试验、V.P

试验、淀粉水解试验、明胶水解试验、乙酰甲基

甲醇试验及硝酸盐试验结果呈阴性。 

2.5  菌株 JL5 的生物膜抑制能力分析 

铜绿假单胞菌 PAO1 和菠萝泛菌 SK-1 是典型

的 AHL 型 QS 细菌，其生物膜的产生受 QS 过程的 

 

 
 
 

图 3  QQ 菌降解 C6-HSL  
Figure 3  QQ bacteria degraded C6-HSL 

注：实心、空心柱子分别表示 5 h、10 h 时剩余的信号分子的量  
Note: The solid column and the hollow column indicate the 
degradation of the signal molecule at 5 h and 10 h, respectively 

 
 
图 4  JL5 扫描电镜观察结果(15 000×) 
Figure 4  Scanning electron microscope (SEM) observation 
of JL5 (15 000×) 
 

调控。为了检测 JL5 抑制生物膜形成的能力，将其

与 PAO1 和 SK-1 共同培养，并测定了共培养前后生

物膜形成的差异。结果如图 5 所示，空白对照组 LB

培养基中基本无生物膜的形成，JL5 形成生物膜的

能力较弱，而 PAO1 和 SK-1 在单独培养时具有极强

的生物膜形成能力，而 JL5 的加入将 PAO1 和 SK-1

的生物膜形成量分别降低了 57%和 68%，说明 JL5

对 PAO1 和 SK-1 的生物膜形成有显著的抑制能力。 

2.6  固定化 JL5 微球的 QQ 能力检测 

将 JL5 与 PVA 和 SA 的混合液在饱和硼酸氯化

钙混合溶液中进行第一交联反应，在 0.5 mol/L 

Na2SO4 溶液中进行第二交联反应，获得直径约 

 

 
 

图 5  JL5 对 PAO1 和 SK-1 生物膜形成抑制作用分析 
Figure 5  Inhibition of PAO1 and SK-1 biofilm formation 
via JL5 
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为 4 mm、密度约为 1.06 mg/mL、大小接近、形态

均一的细菌包埋珠(图 6A)，其包埋后的电镜照片

如图 6B 所示。通过报告菌株 A136 指示琼脂平板法

分析了固定化 JL5 微球的 C8-HSL 降解能力，以确

认包埋后 QQ 菌的活性。结果表明包埋微球具备较

强的韧性及稳定性，形态和结构完整，并未出现

破损、变形等不良情况。JL5 微球、BH4 微球和无

菌的空微球分别与 200 nmol/L C8-HSL 共培养 1、

30、60 和 90 min 后，通过报告菌株 A136 指示琼脂

平板法测定了剩余信号分子的浓度(图 6C)。结果表

明，JL5 微球显示出较强的 C8-HSL 降解能力，1 min

时加样孔周围的蓝圈尺寸与对照组相当；30 min 后

加样孔周围的蓝圈范围明显变小，C8-HSL 的量开

始快速降低；60 min 时，加样孔周围的蓝圈范围极

小，颜色较浅；90 min 后加样孔周围蓝色消失，表

明 C8-HSL 已被完全降解。BH4 微球培养液在 90 min

时仍观察到颜色圈，表明 C8-HSL 未完全降解。定

量分析结果表明(图 6D)，JL5 和 BH4 在 30、60、

90 min 时的降解率分别为 70%、91%、98%和

50%、73%、88%，相同时间内 JL5 的降解速率较

BH4 高，而 90 min 时对照组空微球中 C8-HSL 自然

降解率约为 5%，自然降解可能因为微球的吸附作

用。因此，PVA 与海藻酸钠混合材料的包埋过程

并未破坏 JL5 的 QQ 活性，包埋固定化后的 JL5 微

球能在 90 min 内将 C8-HSL 完全降解，而且降解速

率高于目前研究最为广泛的 BH4 菌株。 

上述结果综合表明了 JL5 具备高效的 AHL 型

信号分子降解能力，能有效抑制典型 QS 模式菌的

生物膜形成，包埋固定化后仍具备高 QQ 活性，但

其分解 AHL 的分子机制有待进一步探究。目前已

发现的细菌 AHL 分解酶通常包括三大类，即内酯    

酶[34]、酰基转移酶[35]和氧化还原酶[36]。内酯酶作

用于高丝氨酸内酯环，通过打开内酯环使信号分

子失去活性，该过程与 pH 介导的内酯环水解类

似，可以简单地通过降低 pH 值使内酯环重新闭

合，从而使 AHL 恢复活性。酰基转移酶则作用于信

号分子的酰基侧链，通过切断侧链中的酰胺键，将

信号分子分解成脂肪酸和高丝氨酸内酯环，该分 

 

 
 
图 6  JL5 固定化微球的 QQ 能力分析 
Figure 6  QQ activity of JL5 beads 

注：A：JL5 固定化微球；B：JL5 固定化微球电镜照片(放大倍数 15 000×)；C：JL5 微球、BH4 微球及空微球的 C8-HSL 降解能力

比较；D：JL5 微球、BH4 微球及空微球的 C8-HSL 降解时间曲线 
Note: A: Immobilized QQ beads; B: SEM picture of immobilized JL5 beads (magnification 15 000×); C: C8-HSL degradation comparison 
between JL5 beads, BH4 beads and vacant beads; D: C8-HSL degradation time course of JL5 beads, BH4 beads and vacant beads 
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解过程不可逆。氧化还原酶的报道相对较少，这

一类酶不降解信号分子，而是通过氧化或还原酰

基侧链对信号分子进行修饰。本研究对 JL5 分解信

号分子的机制进行了初步探索，发现 JL5 降解信号

分子的酶位于细胞内，而且被 JL5 分解后的信号分

子活性不可逆，表明 JL5 的 QQ 酶更有可能属于酰

基转移酶类，具体的信号分子降解机制有待进一

步深入研究。 

3  结论 

本研究从实际运行的 MBR 活性污泥样本中成

功富集培养并纯化出了 6 株高效土著 QQ 菌，其中

Delftia sp. JL5 是一株具极强群体感应淬灭能力的

细菌，该属的细菌曾被报道具有硝酸盐还原、高

盐耐受、抵抗多种重金属等能力，但该菌属在

QQ-MBR 中的应用鲜有报道，有待进一步深入研

究。本研究验证了 JL5 能够高效降解 C6-HSL 和

C8-HSL，可有效地抑制典型 AHL 型群体感应的革

兰氏阴性菌 PAO1 及 SK-1 生物膜的形成。此外，

包埋固定化后的菌株 JL5 依然保持了高 QQ 活性，

能够有效降解信号分子，因此在基于群体感应淬

灭的 MBR 膜生物污染防控领域具有较大的应用

潜力。然而，菌株 JL5 降解信号分子的分子机

制、包埋固定化后其在实验室水平及工程水平

MBR 中膜防污堵的能力、在 MBR 中 QQ 活性的

稳定性、耐用性及环境适应性等问题有待进一步

完善与研究。 
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