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【摘要】　目的　研究变异链球菌囊泡是否含有密度感应信号分子-2（autoinducer-2，AI-2），并初步探讨变异链

球菌囊泡对于变异链球菌生长能力和生物膜形成的影响。方法　通过差速离心法获取变异链球菌 UA159 株

囊泡，以纳米流式技术、透射电镜对该囊泡进行粒径分析及表征。将哈维弧菌 BB170 稀释液中分别加入 AB
培养基（对照组）、囊泡提取液（MVs 组）、超滤前上清（Sup 组）、超滤后上清（Sup-af 组），通过哈维弧菌 BB170
生物发光法鉴定其中的 AI-2。以变异链球菌 UA159 株或 luxS 缺失株为对照组，梯度浓度囊泡刺激菌株为实

验组（Mvs-2.0E+7 组、Mvs-2.0E+8 组及 Mvs-2.0E+9 组）；通过生长曲线法、MTT、菌落形成单位（colony-forming 
unit，CFU）计数法测定变异链球菌各株在不同浓度囊泡处理后的生长能力变化；使用结晶紫染色法、激光共

聚焦显微镜观察、蒽酮法等方法明确不同浓度囊泡对变异链球菌各株生物膜形成的影响。结果　成功获取

富集的变异链球菌囊泡，其平均粒径约 94.19 nm，囊泡提取液中囊泡浓度达到 1.87E+11 Particles/mL。哈维弧

菌 BB170 生物发光法显示 Sup 组（超滤前）发光强度高于 Sup-af 组（超滤后），MVs 组发光强度高于对照组。生

长曲线法、MTT 法、CFU 法测定均显示不同浓度囊泡处理后变异链球菌各株生长能力未见显著差异。结晶紫

法定量分析及激光共聚焦显微镜观察显示高浓度囊泡处理（2.0E+9 Particles/mL 组）生物膜形成量低于对照

组，蒽酮法定量显示高浓度囊泡处理（2.0E+9 Particles/mL 组）水可溶性多糖和水不可溶性多糖产量均显著低

于对照组。结论　变异链球菌囊泡中含有密度感应信号分子 AI-2，其囊泡对于变异链球菌生长能力影响不

显著，但具有调节生物膜形成的能力，在高浓度时抑制生物膜形成。
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【Abstract】 Objective　To investigate whether membrane vesicles (MVs) of Streptococcus mutans （S.mutans） con⁃
tain autoinducer-2 (AI-2) and to preliminarily explore the effects of these MVs on the growth and biofilm formation of S. 
mutans. Methods　MVs were isolated from the S. mutans UA159 strain using differential centrifugation. The isolated 
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MVs were characterized by nanoparticle tracking analysis for particle size and concentration and observed by transmis⁃
sion electron microscopy. The presence of AI-2 was identified using the Vibrio harveyi BB170 bioluminescence assay: 
the BB170 diluent was supplemented with AB medium (control group), MV extract (MVs group), pre-ultrafiltration su⁃
pernatant (Sup group), or post-ultrafiltration supernatant (Sup-af group). The effects of MVs on growth and biofilm forma⁃
tion were assessed using the S.mutans UA159 strain or a luxS deletion mutant as the control group, compared with ex⁃
perimental groups stimulated with gradient concentrations of MVs (MVs-2.0E+7, MVs-2.0E+8, and MVs-2.0E+9 
groups). Growth curves, MTT assay, and colony-forming unit (CFU) counts were used to determine changes in growth ca⁃
pacity. Biofilm formation was evaluated using crystal violet staining, confocal laser scanning microscopy, and the an⁃
throne method for polysaccharide quantification. Results　Enriched S. mutans MVs were successfully obtained, with an 
average particle size of approximately 94.19 nm and a concentration of 1.87E+11 particles/mL. The bioluminescence 
assay showed that the luminescence intensity of the Sup group was higher than that of the Sup-af group, and the MVs 
group exhibited higher intensity than the control group. Assessments via growth curves, MTT assay, and CFU counts in⁃
dicated no significant differences in the growth capacity of the various S. mutans strains after treatment with different 
concentrations of MVs. Crystal violet staining quantification and confocal laser scanning microscopy observations re⁃
vealed that high-concentration MV treatment (2.0E+9 particles/mL group) resulted in lower biofilm mass compared to 
the control. The anthrone method showed that the production of both water-soluble and water-insoluble polysaccharides 
was significantly lower in the high-concentration MV group than in the control. Conclusion　 S. mutans MVs contain 
the quorum sensing signal molecule AI-2. These MVs do not significantly affect the growth of S. mutans, but they can 
regulate biofilm formation and exhibit an inhibitory effect at high concentrations.
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龋病是最常见的口腔疾病之一，其主要表现

为牙体硬组织的脱矿与有机物的崩解［1］。龋病发

生发展的过程是宿主、微生物、环境与时间多种因

素综合作用的结果，而变异链球菌作为关键致龋

菌在产酸、产糖、生物膜形成等方面发挥毒力作

用。在口腔微环境中，各菌种间发展出了竞争、共

生、确立生态位的密度感应机制，来实现物种间的

生态信息交流，而生态环境中的不同细菌可以合

成各种密度感应信号分子（autoinducers，AIs），并将

其分泌到胞外发挥功能［2-3］。
现有研究发现，部分细菌可以通过产生并分

泌囊泡（membrane vesicles，MVs）将胞内分泌物转

移至细胞外发挥生物学功能［4］。细菌囊泡在微环

境中可以起到排出代谢物、重塑细胞膜、摄取营养

物质、拮抗抗生素、激发宿主免疫、递送生物活性

物质等多种功能［5-10］。有研究证明，变异链球菌的

囊泡可以调控其他菌种糖代谢与生物膜形成等毒

力表型［11］，提示其囊泡中可能含有生物活性成分，

并可以起到调控作用。同时，其他菌来源的囊泡

也可以影响变异链球菌生物膜形成能力，表明其

同时具有接收其他囊泡信号的能力［12］。在哈维弧

菌中，密度感应信号分子 AI-2 的本质是环化的 4， 
5-二羟基 -2， 3-戊二酮 ［13］，结构近似小分子五碳

糖。其在变异链球菌中的转运途径尚未明确，但

其分子本质符合囊泡转运的基本条件。因此，变

异链球菌囊泡中是否含有 AI-2，其囊泡对于变异

链球菌生长能力及生物膜形成能力又有何影响，

都有待进一步探索。本研究针对变异链球菌囊泡

进行了分离提纯，拟通过哈维弧菌 BB170 生物发光

法鉴定变异链球菌囊泡中的 AI-2，通过生长曲线

法、噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bro⁃
mide，MTT）法、菌落形成单位（colony-forming unit，
CFU）计数法鉴定变异链球菌囊泡作用下不同菌株

的生长能力，通过结晶紫染色、激光共聚焦显微镜

观察、蒽酮法等实验验证变异链球菌囊泡对生物

膜形成能力的影响，为后续龋病防治研究提供

依据。
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1　材料和方法

1.1　实验材料

变异链球菌 UA159 标准株（Streptococcus mu⁃
tans UA159），在此实验中作为野生株（wild type，
WT），由口腔疾病国家临床医学研究中心口腔微

生 态 与 系 统 性 疾 病 实 验 室 提 供 ；变 异 链 球 菌 
UA159 luxS 缺失株（ΔluxS，deletion of luxS）由课题

组前期构建。哈维弧菌（Vibrio harveyi ）BB170 亦由

上述实验室提供。脑心浸液培养基（BHI，Becton，
Dickinson and Company，美国）；Autoinducer bioassay
（AB）培养基（每 100 mL ddH2O 含 0.3 mol/L NaCl，
0.05 mol/L MgSo4，0.2% 酪蛋白氨基酸。调节 pH 至

7.5 后冷却至室温消毒。再加入灭菌的 1 mL pH7.0 
1 mol/L K3PO4，1 mL 0.1 mol/L 的 L-精氨酸，2 mL 
50% 甘油完成配制）。磷酸缓冲液；MTT（上海生工

生物工程技术服务有限公司，上海，中国）；0.1%
（w/v）结晶紫溶液（上海碧云天生物技术有限公司，

上海，中国）；蒽酮（上海阿拉丁生化科技股份有限

公司，上海，中国）；Alexa Fluor® 647（Invitrogen， 
Life Technologies， 美国）；SYTO 9 Nucleic Acid Stain
（Invitrogen，Life Technologies，美国）；0.22 μm 过滤

器（Millipore，美国）；100 kDa Amicon Ultra 过滤器

（Millipore，美国）；超速离心机（Beckman，Optima 
XPN，SW 32 Ti rotor，美国）；纳米流式检测仪 （厦

门福流生物科技有限公司，Flow NanoAnalyzer，福
建，中国）；透射电镜（Hitachi，H-7650，日本）；多功

能酶标仪（美国伯腾仪器，Biotek Epoch，美国）。

1.2　菌株复苏与培养

将 BHI 干粉与 dH2O 按照每 100 毫升水配比

3.7 g 干粉的比例混合，配制 BHI 液体培养基，

120 ℃高温高压灭菌后存储，备用；BHI 液体培养基

中加入 1% 质量分数的蔗糖，配置 BHI-S 培养基，备

用。变异链球菌野生株于 BHI 培养基中 37 ℃过夜

培养，复苏待用。哈维弧菌 BB170 于 AB 培养基中

28 ℃过夜培养，复苏待用。

1.3　变异链球菌囊泡提取与鉴定

变异链球菌野生株 UA159 于 500 mL BHI 培养

基中 37 ℃厌氧培养 16 h，4 ℃ 6 000 g 离心 15 min，
收集上清。上清液于 4 ℃ 10 000 g 离心 15 min，以
清除菌体残留物，保留上清。使用 0.22 μm 过滤器

过滤上清，获得超滤前上清，留存部分备用。剩余

滤液转移至 100 kDa Amicon Ultra 过滤器中，浓缩

后 4 ℃ 100 000 g 超速离心 70 min，吸取上清，获得

超滤后上清，部分保留备用，无菌 PBS 小心冲洗沉

淀获得含有囊泡的滤液［12］，即囊泡提取液。囊泡

大小与浓度使用纳米流式检测仪测定。囊泡提取

液送样进行透射电镜观察。

1.4　生物发光实验

哈维弧菌 BB170 培养过夜后，按 1∶5 000 比例

稀释于新鲜 AB 培养基中，获得 BB170 稀释液。

将 BB170 稀释液与 1.3 中所得囊泡提取液

（MVs 组）、超滤前上清（Sup 组）、超滤后上清（Sup-

af组）分别按 180 μL∶20 μL 的比例加入 96 孔板中。

将 BB170 稀释液与新鲜 AB 培养基按 180 μL∶
20 μL 的比例加入 96 孔板中，作为对照组，用以扣

除 BB170 本身的发光背景影响。

对照组、MVs 组、Sup 组、Sup-af组 4 组每组设置

5 个平行孔，于 28 ℃静置培养，每隔 1 h 用多功能

酶标仪的生物发光模式测 1 次发光度，连续监测直

至差异出现。

1.5　囊泡对变异链球菌生长能力的影响

1.5.1　不同浓度囊泡处理下变异链球菌生长曲线测

定　变异链球菌野生株UA159 及 luxs缺失株过夜培

养，分别加入BHI培养基调平菌液使OD600 nm=0.5，按
1∶100比例稀释于 BHI 液体培养基，加入前文提取

的野生株 UA159 来源的囊泡使其颗粒浓度分别为

2.0E+7、2.0E+8、2.0E+9 Particle/mL，作为实验组，即

Mvs-2.0E+7 组、Mvs-2.0E+8 组、Mvs-2.0E+9 组。本

研究中所涉及囊泡浓度均以此处颗粒浓度为参

考。变异链球菌野生株及 luxs 缺失株作为对照组。

上述每组取 200 μL 接种于无菌 96 孔板中，BHI 液
体培养基设置空白对照孔。每孔加入矿物油 10 μL
以维持厌氧环境。酶标仪选择连续动力学监测，每

隔 1 h检测 1次，共检测 24 h。根据各时间点各组菌

液600 nm的 OD 值绘制生长曲线。

1.5.2　不同浓度囊泡处理下变异链球菌活菌数

量测定　变异链球菌分组同前，培养至对数生长

中期后每组加入新鲜配制的 MTT 溶液使浓度为

0.5 mg/mL，避光，37 ℃厌氧箱孵育 2 h，收集菌液；

4 ℃，4 500 rpm 离心 5 min；吸弃上清，加 1 mL PBS
重悬洗涤，再次离心弃上清，得到细菌沉淀。每组

加入 100 μL DMSO，振荡 15 min，溶解脱色，5 倍稀

释后取 100 μL 转移至新的 96 孔板，酶标仪测定

540 nm 的 OD 值。

1.5.3　不同浓度囊泡处理下变异链球菌菌落形成

单位计数测定　变异链球菌分组同前，37 ℃厌氧

箱孵育 18 h 后，按 10、102、103、104、105、106 倍数梯

度稀释，每组稀释液各取 100 μL 均匀涂布于 BHI
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平板，每个梯度设置 3 个平行板，37 ℃厌氧箱孵育

24 h 后，选取菌落形成数在 30~300 的平板进行

计数。

1.6　囊泡对变异链球菌生物膜形成的影响

1.6.1　结晶紫法测定不同浓度囊泡处理下变异链

球菌生物膜形成量　变异链球菌野生株 UA159 及

luxs 缺失株过夜培养，加入 BHI-S 培养基调平菌液

使 OD600 nm=0.5。按照前述分组处理各组菌液，每组

取 200 μL 设置 3 个平行孔接种于无菌 96 孔板中，

BHI-S 液体培养基设置空白对照孔。整板厌氧培

养 24 h。取出 96 孔板，吸弃各孔上清，加入磷酸缓

冲液 200 μL 漂洗生物膜，重复 3 次。每孔加入甲

醇 100 μL 固定 15 min。吸去甲醇，加入 0.1% 质量

分数的结晶紫溶液 200 μL 染色 5 min。吸去染液，

同前所述使用磷酸缓冲液漂洗，倒置叩板。室温

下晾干后使用 33% 乙酸脱色，每孔加入 200 μL 脱

色液，摇床振荡 15 min。将各组脱色液转移至新的

96 孔板中测定 575 nm 的 OD 值。

1.6.2　激光共聚焦显微镜观察不同浓度囊泡处理

下变异链球菌生物膜形成量　变异链球菌野生株

UA159 过夜培养，加入 BHI-S 培养基调平菌液使

OD600 nm=0.5。将上述菌液按 1： 50 比例加入 BHI-S
液体培养基稀释，囊泡浓度及处理同前。按 Alexa 
Fluor 647-Dextran 染液终浓度 1 μg/mL 加入荧光染

料，每组取 2 mL 接种于无菌 12 孔板中。各孔中加

入圆形细胞爬片，避光培养 24 h。吸弃上清，使用

磷酸缓冲液轻轻漂洗生物膜爬片，重复 3 次。室温

避光，向每个孔中加入 1.5 μg/mL 的 SYTO9 染液，

染色 15 min，重复洗涤 3 次，使用激光共聚焦显微

镜观察。

1.6.3　蒽酮法测定不同浓度囊泡处理下变异链球

菌胞外多糖产量　变异链球菌野生株 UA159 及

luxs 缺失株过夜培养，加入 BHI-S 培养基调平菌液

使 OD600 nm=0.5。按照前述分组处理各组菌液，每

组 4 mL 体系设置 3 个平行管，37℃厌氧培养 24 h。
4 ℃，4 500 rpm离心20 min，分离上清，向沉淀中加入

去离子水 1.5 mL，吹打混匀，再次 4 500 rpm 离心

20 min，合并上清液，得到水可溶性葡聚糖（water-
soluble glucan，WSG）溶液。向沉淀中加入 1.5 mL 
0.5 mol/L NaOH溶液，37 ℃下孵育2 h，4 ℃，4 500 rpm
离心 20 min，分离上清，重复该步骤一次，得到水不

可溶性葡聚糖（water-insoluble glucan，WIG）溶液。

WSG 按经验使用去离子水 20 倍稀释，WIG 按经验

使用去离子水 10 倍稀释。各组溶液取 400 μL 加

入玻璃试管中，加入 3 mL 新鲜配制的 0.1% 蒽酮

试剂，沸水浴加热 15 min，冰浴 15 min，迅速取样

100 μL 测定 625 nm 的 OD 值。

1.7　统计学处理

本文中柱状图均使用 GraphPad Prism 9.3.1 软

件进行作图和统计学分析。发光强度的比较使用

非配对 t 检验进行组间比较，其余使用单因素方差

分析（One-way ANOVA）进行组间比较。统计分析

结果 P < 0.05 为差异有统计学意义，本研究图注中

**为 P<0.01，***为 P<0.001，****为 P<0.000 1。

2　结 果

2.1　变异链球菌囊泡中含有密度感应信号分子-2
囊泡平均粒径约 94.19 nm，囊泡提取液囊泡浓

度达到 1.87E+11 Particles/mL（表 1）。

囊泡提纯后经纳米流式技术鉴定，图 1a 左图

为囊泡粒径分布直方图，粒径为 60~160 nm；图 1a
右图为囊泡分布散点图，横坐标代表侧向散射光

强度（side scatter height，SS-H），纵坐标代表荧光通

道信号强度，其中囊泡未被特异性标记，荧光强度

普遍在 10~1 000，最主要的群体颗粒 SS-H 在 100~
10 000，显示经梯度离心与纳米流式分离得到了高

浓度的变异链球菌囊泡。如图 1b 所示，透射电镜

结果直观显示了囊泡形态与大小。视野中囊泡呈

现圆形或类圆形结构，直径小于 200 nm。如图 1c
所 示 ，MVs 组 在 发 光 强 度 上 高 于 对 照 组（P < 
0.001），MVs 组发光强度可达约 300 流明，提示其含

有能使 BB170 这株 AI-2 报告株发光的物质，即 AI-
2。对提取囊泡各步骤产生的滤液（Sup 组及 Sup-af
组）鉴定，可以发现 Sup 组（超滤前）发光强度高于

Sup-af 组（超滤后）（P < 0.01），即超滤步骤使得含

有 AI-2 的物质得到分离，即囊泡得到分离，提示变

异链球菌囊泡中含有可以使哈维弧菌 BB170 发光

的密度感应信号分子 AI-2。

表 1　变异链球菌 UA159 囊泡纳米流式数据

Table 1　Data of nanoflow cytometry of MVs from S. mutans 
UA159

Information
Median size
Mean size

Standard deviation
Sample flow rate

Sample concentration

Data
92.25 nm
94.19 nm
15.50 nm

15.82 nL/min
1.87E+11 Particles/mL

MVs: membrane vesicles. S. mutans: Streptococcus mutans
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2.2　变异链球菌囊泡不影响变异链球菌生长能力

变异链球菌野生株 UA159 在加入不同浓度的

囊泡后，其生长曲线未见明显差异，进入对数生长

期和平台期时间基本一致，生长速率和最大浓度

也未见明显差异（图 2a）。如 MTT 法测定的活菌数

量在各组间亦未见明显差异（图 2b）（P>0.05）。对

各组进行 CFU 计数，其每毫升菌液 CFU 均在 1010量

级附近，且无显著差异（P>0.05）（图 2c）。因此可

以认为，不同浓度的变异链球菌囊泡对于变异链

球菌野生株生长能力无显著影响。

对变异链球菌 luxS 缺失株重复上述实验，其

生长曲线与 MTT 法测定结果与野生株结果相似，

在不同组别间无显著差异（图 2d~2f）。

2.3　变异链球菌囊泡具有调控生物膜形成的功能

对野生株 UA159 结晶紫生物膜定量检测结果

显示，囊泡浓度达到 2.0E+7 Particles/mL 时，生物膜

形成量差异不明显；2.0E+8 Particles/mL 时，生物膜

形成量相比野生株下降；达到 2.0E+9 Particles/mL
时，生物膜形成量显著下降至野生株一半左右

（P < 0.000 1）。对 luxS 缺失株进行结晶紫定量检

测，各组趋势与野生株处理时基本一致，在高浓度

囊泡处理下出现了生物膜形成量的进一步降低

（P < 0.000 1）（图 3a、图 3b）。激光共聚焦显微镜观

察结果显示，野生株在高浓度囊泡组的生物膜形

成量显著降低，luxS 缺失株也同样在高浓度囊泡

组的生物膜形成量显著降低，且整体较野生株组

别低（图 3c、3d）。蒽酮法对野生株各组进行胞
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a: nanoflow cytometry particle size distribution plot (left) and dot plot (right) show the size and distribution of membrane vesicles. The size of MVs 
ranges from 60 to 160 nm. The SS-H of main particles ranges from 100 to 10 000. b: morphology of MVs from S. mutans UA159 showed by trans⁃
mission electron microscopy. The MVs showed in the field were round or round-like shape, and size of MVs in the field was less than 200 nm. c: 
luminescence by Vibrio harveyi BB170 shows luminescence of control group (Vibrio harveyi BB170 diluent+AB medium), MVs group (Vibrio har⁃

veyi BB170 diluent+membrane vesicles), Sup group (Vibrio harveyi BB170 diluent+supernatant before ultrafilter), and Sup-af group (Vibrio harveyi 

BB170 diluent+supernatant after ultrafilter). The MVs group shows high luminescence compared with the control group, and the Sup-af group was 
lower than the Sup group. n=5. FITC-H: fluorescein isothiocyanate height, the strength of FITC signal. SS-H: side scatter height. MVs: membrane 
vesicles. AI-2: autoinducer-2. S. mutans: Streptococcus mutans

Figure 1　Nanoparticle size, morphological characterization of S. mutans UA159 membrane vesicles and identification of autoin⁃
ducer-2

图 1　变异链球菌 UA159 囊泡纳米粒径、形态表征及密度感应信号分子-2 的鉴定
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外多糖的定量检测结果显示，在囊泡浓度达到

2.0E+9 Particles/mL 时，WSG 和 WIG 均出现显著下

降（P < 0.000 1）。对于 luxS 缺失株的蒽酮法检测

结果，其趋势与野生株相似（P<0.01）（图 3e、3f）。

综上，变异链球菌囊泡在野生株和 luxS 缺失株中

均具有调控生物膜形成的功能，且高浓度时都可

以抑制生物膜形成。

3　讨 论

3.1　囊泡与密度感应信号分子-2
龋病作为一个慢性感染性疾病，微生物在其

中起到的作用不可或缺［14］。近年研究显示，在全

球范围内龋病的年龄标化患病率达 27 500/10 万

人［15］，而我国第四次全国口腔健康流行病学调查

显示，我国成年人患龋率高达 89%~98%［16］。变异

链球菌作为致龋生物膜中的关键菌，研究其在龋

病发生中的作用对于龋病的防治举足轻重。而局

部微环境中微生物之间的互作正在成为疾病防控

研究的新趋势。对于龋病的微环境，变异链球菌

以其 LuxS/AI-2 系统进行种群间的密度感应和交

流［2］，而其分泌的形式、囊泡的具体功能等研究尚

不完善。因此，本研究在此基础上针对变异链球

菌囊泡进行富集提取，并验证其中的 AI-2，并确定

囊泡在细菌生长、生物膜形成等方面的影响。

在以往研究中，真核细胞的囊泡研究较为深

入，其产生的囊泡粒径大、功能丰富，在维持营养、

传递信息等多种层面发挥着生物学功能［17］。革兰

阴性菌可通过两种不同的方式产生囊泡，并具有

不同的内容物与功能［18］；革兰阳性菌目前已有研

究证实其可以产生囊泡，但具体产生机制仍待进

一步研究［19］。本研究中囊泡的粒径分析及透射电

镜均为囊泡形态的表征实验。目前已有相关的变

异链球菌囊泡相关的研究证实，其囊泡通过葡萄

糖基转移酶的作用促进白假丝酵母菌生物膜形
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a: growth curves of S. mutans WT strains treated by MVs shows insignificant differences. MVs-2.0E+7 means the strains in this group were treated 
by 2.0E+7 Particles/mL MVs. MVs-2.0E+8 and MVs-2.0E+9 refer to the concentration of 2.0E+8 Particles/mL and 2.0E+9 Particles/mL(n=3). b: 
MTT assay shows fewer differences between the groups of S. mutans WT strains, indicating similar quantities of living bacterium (n=3). c: CFU of 
S. mutans WT strains treated by MVs show CFU about 1010 per milliliter and insignificant differences between the groups (n=3). d: growth curves 
of S. mutans ΔluxS strains treated by MVs show insignificant differences (n=3). e: MTT assay of S. mutans ΔluxS strains shows similar tendency 
with S. mutans WT strains, presenting no significant differences (n=3). f: CFU counting of S. mutans ΔluxS strains shows insignificant differences 
between the groups (n=3). WT: wild type. ΔluxS: luxS-deficient mutant. MVs: membrane vesicles. MTT: methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bro⁃
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Figure 2　Effect on growth capacity of S. mutans UA159 and ΔluxS strains treated by different concentration of membrane 
vesicles

图 2　不同浓度囊泡对变异链球菌 UA159 株及 luxS 缺失株生长能力的影响
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Figure 3　Effect on biofilm formation ability of S. mutans UA159 and ΔluxS strains treated by different concentration of mem⁃
brane vesicles

图 3　不同浓度囊泡对变异链球菌 UA159 株及 luxS 缺失株生物膜形成的影响
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成［11］，同时还可以调控其泛素化修饰［20］。这表明，

其囊泡发挥了跨物种信息传递的作用，也为细菌-

真菌互作的研究开扩了新思路。也有研究表明，

变异链球菌的囊泡可以通过 tRNA 转运等机制促

进伤口愈合［21］，进一步完善了其囊泡的作用。上

述研究表明，变异链球菌囊泡中含有多种生物活

性物质，可以起到信息传递、物质转运等多方面的

作用。

密度感应信号分子 AI-2，也是生物信号的一

种。其在革兰阳性和革兰阴性菌中高度保守普遍

存在，并可以被跨种属细菌识别，主要负责种群间

的交流［22］。在最早发现 AI-2 系统的哈维氏弧菌

中，依据种群密度的不同，其 LuxQ 蛋白相应的结构

域被激活，将导致不同的发光效应［23］。本研究即

根据该原理，参考改良后的 AI-2 发光实验［24］，对变

异链球菌囊泡及提取过程中各组分进行 AI-2 的鉴

定。由实验结果可知，囊泡组发光强度远高于对

照，其和囊泡的富集有关。本研究在囊泡提取过

程中进行了超滤，具有更多的 AI-2 使得发光强度

更高。而超滤前的液体发光强度高于超滤后的废

液，而废液发光强度和对照近似，说明大部分 AI-2
在囊泡中被富集提取，但不排除囊泡不稳定或是

分散在滤液中的 AI-2 分子存在。该部分实验也直

接证实了变异链球菌囊泡中含有能使哈维弧菌

BB170 发光的密度感应信号分子 AI-2。
3.2　变异链球菌囊泡对变异链球菌生长能力及生

物膜形成的影响

为了进一步研究囊泡的作用，本研究对于变

异链球菌在不同浓度囊泡作用下的生长能力和生

物膜形成能力进行测定。如结果所示，各组细菌

生长能力无显著差异。该部分使用的检测方法分

别为生长曲线法、MTT 法和 CFU 计数法：生长曲线

法即通过连续检测培养体系吸光度变化来反应细

菌生长情况；MTT 则可以被活细胞还原为水不溶

性的蓝紫色结晶，以反应活菌代谢能力；CFU 计数

则直观反映单位体积内能形成菌落的单菌数量。

本研究中，不同浓度梯度的囊泡并不影响野生株

与 luxS 缺失株的生长能力。这可能与 LuxS/AI-2 系

统的原有作用有关：AI-2 作为信号分子主要调控

生物膜形成，其本身浓度的增减对细菌生长能力

影响较小。

有研究指出，AI-2 对于变异链球菌的影响呈现

浓度依赖性［25］，即在特定较低的浓度区间内促进

生物膜形成，而过低浓度或高浓度时转变为抑制

作用［26］。本研究中，向野生株中加入不同颗粒浓

度的囊泡，生物膜形成能力随浓度增高而减少，而

luxS 缺失株也表现出了相同趋势。在野生株中，

可能由于正常分泌的 AI-2 与囊泡中 AI-2 相叠加，

导致在低囊泡浓度（2.0E+7 Particles/mL）时生物膜

形成能力差异不明显，而高浓度（2.0E+9 Particles/
mL）时抑制生物膜形成。在 luxS 缺失株中，高浓度

的囊泡使得 AI-2 浓度过高亦出现了抑制生物膜形

成的表现。激光共聚焦显微镜观察的结果直观地

显示了这一点，两株中均表现为高浓度囊泡组生

物膜形成的抑制。为了更好地定量分析生物膜主

要多糖成分的差异，分别对 WSG 和 WIG 进行蒽酮

法测定，测定结果在两株菌中均表现为高浓度囊

泡刺激时 WSG 和 WIG 生成能力下降。其中，WSG
主要起到为生物膜提供能量储备的作用，而 WIG
则与生物膜结构的支撑和表面黏附相关［27］。该部

分实验结果表明其生物膜形成量与胞外多糖产量

在高浓度囊泡刺激下均出现了减退。

AI-2 的多向调控作用也和密度感应的基本功

能相贴合，即调控种群密度，使之处于动态平衡中

发展［28-30］。同时，也有研究表明，变异链球菌囊泡

可以抑制戈登链球菌与血链球菌生物膜形成［31］。
在本研究中，加入不同梯度浓度的囊泡抑制了变

异链球菌生物膜形成，而未展现出低浓度促进生

物膜形成的现象。这可能和囊泡浓度过高、细菌

本身也可分泌 AI-2 有关。同时，变异链球菌囊泡

中含有多种物质，且会受到其他因素调控［32］，其中

起到调控作用的生物信号并不单一，这可能是在

不影响野生株生物膜形成的低浓度囊泡处理下，

luxS 缺失株的 AI-2 信号得到弥补但生物膜形成能

力未表现出明显差异的原因之一。在 luxS 缺失株

缺乏自身 AI-2 合成能力的情况下，其生物膜形成

依然受到囊泡的抑制，这提示囊泡中可能存在不

依赖于细菌自身 AI-2 合成的、其他的生物膜抑制

机制。而高浓度囊泡本身可能通过物理覆盖、竞

争吸附位点、非特异性结合营养物质或改变液体

表面张力等方式［33］，机械性地干扰了细菌的粘附

和生物膜形成，这也可能是在细菌本身无法合成

AI-2 时高浓度仍能抑制生物膜形成的另一原因。

细菌囊泡作为细菌生产的微型结构，在细菌

中因其独特且丰富的功能而具有良好的科研和应

用前景［34］：因其在免疫方面的作用，部分囊泡具有

制作疫苗的潜力［35］；有研究专注于囊泡经免疫系

统作用而抗肿瘤［36］，或是研究囊泡本身的抗肿瘤
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活性［37］，揭示其在抗肿瘤方面的功效；其作为微小

递送系统也可以转运化疗药物、小干扰 RNA 等以

达到治疗目的［38-39］。在口腔疾病领域，牙龈卟啉单

胞菌及其囊泡在牙周炎发展中起到重要作用［40］，
其囊泡也可以调节细菌共聚等功能［41］，甚至影响

牙周炎相关系统性疾病的发展过程［42］。而对变异

链球菌囊泡的研究尚有不足，本研究所得结论为

开发以其囊泡为基础的生物疗法提供一定的理论

支持，但囊泡的具体作用仍待进一步研究。

3.3　小结

综上所述，本研究通过体外实验验证了变异

链球菌 UA159 囊泡中含有 AI-2，且不同颗粒浓度

的 UA159 囊泡对于变异链球菌生长能力影响不明

显，但高浓度囊泡（2.0E+9 Particles/mL）可以抑制

变异链球菌生物膜的形成能力。本研究为龋病防

治提供了新思路，比如富集口腔菌群囊泡以调控

致龋生物膜形成。同时，本研究仍存在部分不足。

正如前文所讨论的，本研究并未针对高浓度囊泡

的机械性作用进行排除研究，后续可在该方面继

续开展相关探索。考虑到囊泡内容物的复杂性，

后续研究也将针对单一组分进行进一步研究，以

弥补研究的不足。同时口腔这一复杂的微生态系

统存在各种微生物，可在本研究基础上继续开展

基于囊泡的多菌种生物膜研究，以更好地促进龋

病防治研究的发展。
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