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摘要: 粪肠球菌是一种通常寄居在人和动物胃肠道中的机会致病菌,并广泛存在于环境中。 其可通过基因的水平转移获得抗

生素抗性。 纳米二硫化钼(molybdenum disulfide, MoS2 )是一种新型的二维层状材料,有广泛的应用前景,但缺乏对纳米 MoS2

完整的生物安全评价。 本研究以粪肠球菌为接合模型,将纳米 MoS2 加入接合体系中研究其对信息素诱导质粒 pCF10 接合转

移的影响。 研究发现,纳米 MoS2 具有促进接合转移的作用,其中 25 mg·L-1的纳米 MoS2 促进效果最明显,可以将接合频率

提高 5 倍 ~ 8 倍。 因为纳米 MoS2 良好的生物相容性对细胞膜通透性、细胞内活性氧水平和接合转移调控基因的表达都没有

产生明显影响。 纳米 MoS2 具有吸附性能,而且又是片层状的结构,这使得其可以附着在细菌表面,促进细菌的聚集,进而促

进 pCF10 质粒接合转移的发生。
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Abstract: Enterococcus faecalis is an opportunistic pathogen that usually resides in the gastrointestinal tract of hu-
� mans and animals and widely exists in the environment. It can acquire antibiotic resistance through horizontal gene

transfer and facilitate the spread of antibiotics resistance genes (ARGs). The problem of bacterial resistance is be-
coming increasingly serious, resulting in increased economic losses and deaths. Molybdenum disulfide (MoS2) is a
new kind of two-dimensional layered material, which has a wide application prospect, but the complete biosafety
evaluation of MoS2 is still lacking. In this study, Enterococcus faecalis was used as the conjugation model bacteri-
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� um, and nano-MoS2 was added into the conjugation system to study its effect on the conjugation transfer of the
plasmid pCF10. It was found that nano-MoS2 can promote conjugation transfer, and 25 mg·L-1 nano-MoS2 has the
most obvious effect, which can increase the conjugation frequency by 5 ~ 8 times. Because of the good biocompati-
bility of nano-MoS2 , it has no significant impact on cell membrane permeability, intracellular reactive oxygen spe-
cies level and the expression of conjugation and transfer regulation genes. Nano-MoS2 can attach to the surface of
bacteria to aggregate bacteria, and then promote the conjugation transfer of pCF10 plasmid due to its adsorption
properties and lamellar structure. Adhesion of bacteria is an important prerequisite for the occurrence of conjugation
transfer, which may be the reason why nano-MoS2 promotes conjugation transfer.
Keywords: molybdenum disulfide; Enterococcus faecalis; antibiotic resistance gene; conjugation transfer

　 　 细菌耐药已经成为人类健康的一大威胁,具有

抗生素抗性的细菌引起的感染每年导致全球约 70
万人死亡,估计到 2050 年,每年有超过 1 000 万人

死亡[1]。 耐药问题之所以发展得如此迅速,主要原

因之一 是 抗 生 素 抗 性 基 因 ( antibiotics resistance
genes, ARGs)可以通过水平转移的方式进行传播。
水平转移可以发生在任何环境中,特别是当细菌密

度较高时,例如,在土壤、污水处理厂以及人和动物

的肠道微生物群中[2-7]。 水平转移方式包括转化、转
导和接合转移[8],其中接合转移是水平转移的主要

方式[9]。
自 20 世纪 80 年代以来,由于粪肠球菌的耐药

性不断增强,粪肠球菌菌株越来越多地与医院获得

性感染有关[10-12]。 粪肠球菌在环境中分布也十分广

泛,养殖场废水、生活污水、自然水源、土壤、饲料和

粪便中都有分布[13],其对多种抗菌药物具有耐药性,
也容易被诱导产生获得性耐药[14]。 粪肠球菌间的

ARGs 主要通过信息素诱导的接合质粒进行转移传

播, 典 型 的 信 息 素 响 应 质 粒 有 pCF10、 pAD1、
pAM373 和 pMG2200,其中 pCF10 质粒是最有代表

性的一种[15]。 其转移机制是由受体菌分泌一种

cCF10 信息素,供体菌识别到信息素后开始启动质

粒的接合转移过程[16]。 pCF10 质粒的转移频率可以

达到 10-2 ~ 10-1[17],主要发生在可引起严重院内感

染的肠球菌间,能够使肠球菌获得对被称为最后一

种抗生素的万古霉素的耐药性[15]。 粪肠球菌耐药性

的传播不仅给临床中细菌感染的治疗带来巨大挑

战,也严重影响到生态安全。 经过抗生素治疗的动

物的污水和粪便污染水源,可导致 ARGs 传播,可以

传播到水产生物,并通过食物链逐级传递,最终影响

整个生态环境[18]。
水环境是 ARGs 的巨大储存库[19],在水环境中

还会有一些纳米材料[20]。 已有研究表明纳米材料可

以促进 ARGs 的传播[21]。 一些新兴纳米材料的生物

效应和生态安全性有待深入研究。 纳米二硫化钼

(molybdenum disulfide, MoS2 )是一种新兴的过渡金

属二硫化物,由 1 层钼和 2 层硫组成,是类似石墨烯

的二维材料。 因其具有高的比表面积、优异的光热

转换性能、易于功能化等优点,已在催化、传感、载药

和疾病治疗等领域得到广泛应用[22]。 随着纳米

MoS2 应用的增多,其在环境中的残留水平可能增

加,与其他纳米粒子一样,纳米 MoS2 的积累对生态

环境和人类健康构成了威胁。 本文研究了纳米

MoS2 对粪肠球菌中信息素诱导的耐药质粒接合转

移的影响,并初步研究了其机制。 为研究纳米MoS2

的生物效应及其安全应用提供理论指导。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 菌株、质粒及培养条件

本实验中用到的粪肠球菌 OG1RF[23] (ATCC
47077,NCBI:txid474186)购自美国典型培养物保藏

中心(ATCC),信息素诱导质粒 pCF10 由美国明尼苏

达大学 Gary Dunny 教授惠赠。 受体菌为粪肠球菌

OG1RS,由粪肠球菌 OG1RF 经本实验室诱导获得

链霉素抗性,并命名为 OG1RS;供体菌为粪肠球菌

OG1RF(pCF10),其携带信息素调控质粒 pCF10 [24],
该质粒编码四环素抗性基因。 供体菌、受体菌均利

用 BHI 液体培养基培养,并添加相应的抗生素(受体

菌:3 000 μg·mL-1链霉素(S8290,Solarbio),供体菌:
10 μg·mL-1四环素(A500731,Sangon Biotech))。 菌

液在 37 ℃恒温恒湿培养箱中培养 10 h 后,将菌液

按 1 ∶10 的比例转接至新鲜的 BHI 培养基中,置于

37 ℃恒温恒湿培养箱中 4 ~ 5 h 生长至对数期后

备用。
1. 2　 接合转移实验

菌液在 4 ℃ 条件下 6 000 r·min-1 转速离心
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5 min ( Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, 德

国),弃上清后用含 2 mmol·L-1乙二胺四乙酸(ethyl-
ene diamine tetraacetic acid, EDTA)的磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer solution, PBS)重悬菌液并洗涤 3
次,最后用 LB 液体培养基重悬菌液并调整菌液浓

度至 1.5×108 CFU·mL-1。 供、受体菌按 1 ∶1 的比例

混合后加入纳米 MoS2 悬液(NM000310,Solarbio),
使其终浓度为 1、5、10、25、50、100 和 200 mg·L-1,并
用振荡器振荡混匀,每组 3 个重复。 将接合菌液放

入 37 ℃恒温恒湿培养箱培养。 2 h 后取 100 μL 菌

液利用含 2 mmol·L-1 EDTA 的 PBS 溶液梯度稀释,
取合适稀释梯度的 10 μL 菌液分别滴在含有 10 μg
·mL-1四环素和 3 000 μg·mL-1链霉素的双抗 BHI
琼脂培养基上筛选接合子,含有 3 000 μg·mL-1链

霉素 BHI 琼脂培养基上筛选受体菌、含有 10 μg·
mL-1四环素的 BHI 琼脂培养基上筛选供体菌,37
℃倒置培养 36 h 左右计数形成的单菌落,并计算接

合频率(接合频率=接合子数量/受体菌数量)。
1. 3　 不同因素对接合转移的影响

分别研究不同时间、不同温度和不同 pH 条件

下的接合转移规律。 将纳米 MoS2 加入接合体系

中,使终浓度为 25 mg·L-1,在培养箱放置不同时刻

然后对接合子计数,计算接合频率;将接合体系在不

同温度下(16、26、30 和 37 ℃ )接合 2 h,计算接合频

率;用 NaOH 溶液和 HCl 溶液调节接合体系的初始

pH,使 pH 分别为 6、7 和 8,在 37 ℃条件下接合 2 h,
计算接合频率。
1. 4　 纳米 MoS2 作用后活性氧水平检测

对数生长期的菌液用 PBS 洗涤 2 次,再用液体

LB 培养基重悬,并稀释至 108 CFU·mL-1。 装载

DCFH-DA 探针(CA1410,Solarbio)终浓度为 2 μmol
·mL-1,37 ℃放置 20 min 后用 PBS 洗掉多余探针,
加入纳米 MoS2 使终浓度为 25 mg·L-1,作用 2 h,用
酶标仪(Molecular Devices,SpectraMax M5,美国)检
测荧光强度(激发光 488 nm,发射光 525 nm)。
1. 5　 纳米 MoS2 作用后细胞膜通透性检测

对数生长期的菌液用 PBS 洗涤 2 次,再用液体

LB 培养基重悬,并稀释至 108 CFU·mL-1。 供、受体

菌按 1 ∶ 1 的比例混合后加入纳米 MoS2 悬液,使终

浓度为 25 mg·L-1(空白对照组加入等量双蒸水),作
用 2 h 后,稀释至 107 CFU·mL-1。 取 1 mL 加入 5
μL 的 PI 染液(E607306,Sangon Biotech),37 ℃培养

箱避光放置 20 min,用流式细胞仪(Cell Sorter S3e,

BioRad,美国)检测。
1. 6　 实时定量聚合酶链反应定量基因表达

实验组和对照组接合 2 h 后收集菌体用 RNA
提取试剂盒(DP430,天根)提取总 RNA,再用反转录

试剂盒 (KR116-02,天根)将 RNA 反转录得到 cD-
NA。 以 cDNA 作为模板,用 PowerUp SYBR Master
Mix(A25742,Thermo)在 CFX96 BioRad qPCR 系统

(CFX96 Optics Module,BioRad,新加坡)上进行实时

定量聚合酶链反应(qPCR),定量基因的表达。 qPCR
反 应 体 系 如 下: 10 μL PowerUp SYBR Master
Mix,7 μL ddH2O,上下游引物各 1 μL,模板 1 μL;
qPCR 反应条件如下:95 ℃预变性 5 min,40 个循环

的 95 ℃变性 10 s、60 ℃ 退火 30 s、72 ℃ 延伸 10
s,72 ℃终止 10 min,熔解曲线 65 ℃ 升至 95 ℃。
qPCR 中所有引物使用 DNAStar 7.1 设计,由上海生

工合成,序列如表 1 所示。
实验中基因的表达量由绝对定量的方法计算获

得,并利用 16S RNA 作为内参基因修正体系中的细

� 胞含量。 相关基因的标准曲线如图 1 所示。
1. 7　 扫描电镜观察细菌形态

实验组和对照组接合 2 h 后在 4 ℃ 条件下

6 000 r·min-1离心 5 min,弃上清后加入 2.5% 戊二

醛(PH9003,Phygene)在 4 ℃条件下固定 48 h,PBS
离心洗涤 3 次, 依次用 30% 、 50% 、 70% 、 80% 、
90% 、95%和 100%无水乙醇梯度脱水,其中 100%
无水乙醇脱水 2 次。 每次脱水 10 min,然后 6 000 r·
min-1下离心 3 min,最后置于冷冻干燥机 (FDU-
1200,EYELA,上海,中国)中冻干,用扫描电镜(Sig-
ma300,ZEISS,德国)观察并用能谱仪 (Xplore 30,
OXFORD,英国)进行元素扫描分析。

2　 结果(Results)
2. 1　 纳米MoS2 浓度对 pCF10 质粒接合转移的影响

接合 2 h 后,空白对照组的接合频率为 3.7 ×
10-3,与空白对照组比较,经过纳米 MoS2 处理后接

合频率都有所提高,最高可以达到 2.4×10-2。 纳米

MoS2 的作用具有浓度效应,促进效果呈现先增大

再减小的趋势,其中 25 mg·L-1纳米 MoS2 的促进效

果最明显,接合频率可以达到空白对照组的 5 倍 ~ 8
倍(图 2(a))。 但对供、受体菌的生长无影响(图 2(b)),
说明纳米 MoS2 只影响了接合转移过程。
2. 2　 纳米 MoS2 作用时间对 pCF10 质粒接合转移

的影响
　 　 将纳米 MoS2 加入接合体系中,使终浓度为 25
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mg·L-1,对不同时刻的接合子计数,计算接合频率。
空白对照组在 4 h 到达接合终点,接合频率最高,达
到 1.4×10-2。 纳米 MoS2 作用后与对照组比较,1 ~
8 h 的接合频率都有所提高,最高可以达到 3.7 ×
10-2,并且将接合终点由 4 h 提前到 2 h。 综合来看

纳米MoS2 在不同时刻的促进效果不同,其中 2 h 时

促进效果最明显,可以将接合频率提高 6 倍(图 3)。
2. 3　 纳米 MoS2 作用下温度对 pCF10 质粒接合转

移的影响
　 　 将接合体系在不同温度下接合 2 h,计算接合频

率。 对照组在 16 ℃的接合频率较低为 7×10-6,26
℃接合频率提高到 1.3×10-3,26 ~ 37 ℃温度升高后

接合频率基本不变。 纳米 MoS2 作用后随着温度升

高接合频率增加,37 ℃接合频率最高,达到 4×10-3。
实验组与对照组比较,37 ℃时促进效果最显(图 4)。
2. 4　 纳米 MoS2 作用下 pH 对 pCF10 质粒接合转

移的影响
　 　 调节接合体系的 pH,在 37 ℃条件下接合 2 h,
pH=6 ~ 8 范围内,随着 pH 的升高,实验组与对照组

的接合频率都增加,分别为 2.3×10-3 和 3.7×10-3。
pH 为 8.0 时促进效果最明显(图 5)。
2. 5　 纳米 MoS2 对细胞膜通透性的影响

质粒的接合转移需要供体菌和受体菌细胞膜间

的接触融合,这一过程与细胞膜状态直接相关。 为

了确定纳米 MoS2 影响接合转移的机制,对纳米

MoS2 处理后的细胞膜通透性进行了测定。 PI 染液

是一种细胞核染色试剂,不能通过完整的细胞膜,但
可以通过破损的细胞膜对核染色。 通过检测对照组

与实验组的荧光细胞的比例,可以反映细胞膜通透

性的变化。 经检测,空白对照组中荧光细胞比例为

0.55% ;MoS2 作用 2 h 后荧光细胞比例为 0.66% (图
6)。 荧光细胞比例只发生微小变化,二者没有统计

学差异,说明纳米 MoS2 没有对细胞膜通透性产生

明显影响。
2. 6　 纳米 MoS2 对细胞活性氧水平的影响

纳米材料的小粒径及高生物活性,可以使细菌

产生羟基自由基 (·OH),进而产生活性氧 (ROS)反
应,利用 DCFH-DA 探针可以检测细胞内活性氧水

平。 DCFH-DA 探针进入细胞后,在活性氧存在的

条件下,被氧化生成荧光物质,通过检测对照组与实

验组的荧光强度,可以反映细胞内活性氧水平。 经

检测,MoS2 作用 2 h 后,供体菌和受体菌中荧光强

度值都在 800 左右(图 7),说明纳米 MoS2 没有对细

胞活性氧水平产生明显影响。
2. 7　 纳米 MoS2 对 pCF10 质粒接合转移调控基因

表达的影响
　 　 纳米 MoS2 可以促进 pCF10 质粒接合转移的发

生,浓度为 25 mg·L-1的纳米MoS2,在 37 ℃、pH=8.0
的条件下作用于接合体系 2 h 后 pCF10 质粒的接合

转移频率可升高 5 倍 ~ 8 倍。 因为接合转移过程受

表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequence
基因

Gene

引物

Primer

序列

Sequence

功能

Function

产物长度/bp

Products size/bp

prgA

prgB

prgA-F GTTTGATGATGGCCGCTTAGGTTA

prgA-R CACTTCGCCGTTTTGGTATTGACT

prgB-F AGCGGATGGAAAATTTTACTCACC

prgB-R GCGCACTAGATACAGGCACATTA

编码黏附蛋白

Coding adhesive protein

编码黏附蛋白

Coding adhesive protein

175

197

prgY
prgY-F TTTGGAAGGTGCGGAAGAATC

prgY-R GTAAATGCGCCTGCCCAATA

调控供体自诱导

Regulating self-induction
202

prgZ
prgZ-F GACTTTGACTGCAGGGACACC

prgZ-R AGCGCCATCTCTAATCACAAT

负责信息素转运

Transporting pheromone
202

prgQ
prgQ-F TATAGGAGGGGTGTAAATGAAAAC

prgQ-R CCGTCCTATGGCAGTCG

编码 iCF10 信息素

Coding iCF10 pheromone
143

ccfA
ccfA-F AGATATACGAAGGCCCGCTGAA

ccfA-R AATTAGTTATCCGCTGCTCCTGA

编码 cCF10 信息素

Coding cCF10 pheromone
243

16S
16S-F
16S-R

GCGGCGTGCCTAATACA

CCGCGGGTCCATCC

内参基因

Reference genes
219
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图 1　 qPCR 实验中基因的标准曲线

注:CT 值表示扩增程中,扩增产物的荧光信号达到设定的荧光阈值时所对应的扩增循环数(cycle threshold)。

Fig. 1　 Standard curves of genes in qPCR experiments
Note: CT represents the corresponding amplification cycle threshold when the fluorescence signal of the amplification product reaches the set

fluorescence threshold during the amplification process.

图 2　 纳米 MoS2 对接合转移的影响

注:(a)不同浓度纳米 MoS2 对 pCF10 质粒接合转移的影响规律;(b)纳米 MoS2 对供体菌和受体菌的影响;MoS2 表示二硫化钼,

*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。

Fig. 2　 Effect of nano-MoS2 on conjugation transfer

Note: (a) Effects of different concentrations of nano-MoS2 on pCF10 plasmid conjugation and transfer; (b) Effects of nano-MoS2
on donor bacteria and recipient bacteria; MoS2 stands for molybdenum disulfide, * represents P<0.05, ** represents P<0.01.
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图 3　 纳米 MoS2 作用时间对 pCF10 质粒接合转移的影响

注:*表示 P<0.05。

Fig. 3　 Effect of MoS2 action time on pCF10 plasmid

conjugation transfer
Note: * represents P<0.05.

图 4　 纳米 MoS2 作用下温度对 pCF10 质粒接合转移的影响

注:*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。

Fig. 4　 Effect of temperature on pCF10 plasmids conjugation
transfer under nano-MoS2

Note: * represents P<0.05, ** represents P<0.01.

图 5　 纳米 MoS2 作用下 pH 对 pCF10 质粒接合转移的影响

注:*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。

Fig. 5　 Effect of pH on pCF10 plasmids conjugation transfer
under nano-MoS2

Note: * represents P<0.05, ** represents P<0.01.

图 6　 纳米 MoS2 对细胞膜通透性的影响

Fig. 6　 Effect of nano-MoS2 on cell membrane permeability

图 7　 纳米 MoS2 对细胞活性氧水平的影响

Fig. 7　 Effect of nano-MoS2 on the level of reactive

oxygen species in cells

到一系列基因的调控,用荧光定量 PCR 的方法对调

控基因的表达情况进行定量。 ccfA 和 prgQ 分别是

� 编码信息素 cCF10 和 iCF10 的基因,prgA 和 prgB
是编码黏附蛋白的基因,prgZ 是负责信息素导入的

� 基因,prgY 是供体自诱导的调控基因。 25 mg·L-1

� 的纳米MoS2 作用于接合体系 2 h 后,与空白对照组

比较,这些基因的表达都无明显变化(图 8),说明纳

米 MoS2 不会影响基因的表达,这是因为纳米 MoS2

是惰性材料,有良好的生物相容性。
2. 8　 纳米 MoS2 促进细菌聚集

细菌聚集是接合转移发生的重要前提,粪肠球

菌自身的黏附蛋白可以促进细菌的黏附和聚集,但
纳米 MoS2 作用后并没有使黏附蛋白编码基因上

调。 通过扫描电镜发现,纳米 MoS2 加入到接合体

系中会附着在细菌表面(图 9),能谱仪元素分析的结

果也显示在团聚的细菌表面有钼(molybdenum, Mo)
元素和硫 (sulfur, S)元素分布 (图 10 )。 因为纳米

MoS2 本身具有吸附性能,而且 MoS2 是片层状的结

构,不容易进入细胞内部,这使得纳米 MoS2 会吸附
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图 8　 纳米 MoS2 对质粒接合转移调控基因表达的影响

注:(a) 纳米 MoS2 对编码 cCF10 信息素的 ccfA 基因的影响;

(b) 纳米 MoS2 对编码 iCF10 信息素的 prgQ 基因的影响;(c) 纳米 MoS2 对编码黏附蛋白的 prgA 基因的影响;

(d) 纳米 MoS2 对编码黏附蛋白的 prgB 基因的影响;(e) 纳米 MoS2 对供体自诱导调控基因 prgY 的影响;(f) 纳米 MoS2 对负

责信息素导入的 prgZ 基因的影响。

Fig. 8　 Effect of nano-MoS2 on gene expression of plasmid conjugation transfer

Note: (a) Effect of nano-MoS2 on ccfA gene encoding cCF10 pheromone;

(b) Effect of nano-MoS2 on prgQ gene encoding iCF10 pheromone; (c) Effect of nano-MoS2 on prgA gene encoding

adhesive protein; (d) Effect of nano-MoS2 on prgB gene encoding adhesive protein; (e) Effect of nano-MoS2 on donor

self-induced regulatory gene prgY; (f) Effect of nano-MoS2 on prgZ gene responsible for pheromone import.

在细菌表面。 与空白对照组比较,表面吸附了纳米

MoS2 的细菌会变得更加聚集(图 9),进而促进了接

合转移的发生,使接合频率提高。

3　 讨论(Discussion)
粪肠球菌是一种通常生活在人类和其他动物胃

肠道中的细菌,也会作为益生菌添加到饲料中[25]。

由于粪便污染和饲料浪费,最终会导致环境中粪肠

球菌的数量增加。 同时革兰氏阳性菌中的肠球菌、
链球菌和葡萄球菌是引起医院感染最常见的病原

体,在公共卫生方面需要特别关注致病性革兰氏阳

性菌中耐药性的传播。 例如万古霉素的耐药性,这
在肠球菌中很常见,虽然肠球菌感染一般不会危及

生命,但万古霉素耐药基因一旦传播给金黄色葡萄
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图 9　 纳米 MoS2 促进细菌聚集

注:(a) 空白对照组;(b) 加入纳米 MoS2 的实验组。

Fig. 9　 Bacterial aggregation promoted by nano-MoS2

Note: (a) Blank control group; (b) Added nano-MoS2 .

图 10　 纳米 MoS2 附着在细菌表面

注:(a) SEM 图像;(b) Mo 元素分布;(c) S 元素分布;Mo 表示钼元素,S 表示硫元素。

Fig. 10　 Nano-MoS2 attached to the surface of bacteria

Note: (a) SEM images; (b) Distribution of Mo element; (c) Distribution of S element; Mo stands for molybdenum element,

and S stands for sulfur element.

球菌等细菌就会导致致命疾病[26]。 临床上肠球菌已

成为引起医院感染的第二大致病菌[27],并可以通过

接合转移的方式传播 ARGs[16],使其对人类健康和

环境安全的风险日益增加。 然而,目前人们往往关

注于革兰氏阴性菌,如大肠杆菌中耐药基因的接合

转移研究,而忽视了革兰氏阳性菌中耐药基因的接

合转移。 因此本研究中建立了革兰氏阳性菌粪肠球

菌中 pCF10 质粒介导的耐药基因接合转移模型。
pCF10 质粒是信息素诱导质粒,接合转移过程

受到信息素的调节[16],对编码信息素的 ccfA 和

� prgQ 基因,以及与信息素相关的 prgY 和 prgZ 基因

� 的表达进行定量分析,发现纳米 MoS2 并没有对这

些基因的表达产生影响,说明纳米 MoS2 没有影响

信息素的产生和转运。 另外黏附蛋白在 pCF10 质

粒的接合转移过程中也发挥重要作用,它使供体菌

与受体菌可以紧密地结合在一起。 对编码黏附蛋白

的 prgA 和 prgB 基因的表达进行定量分析,发现纳

� 米 MoS2 同样没有对这些基因的表达产生影响。
一些纳米材料会通过影响活性氧系统和改变细

胞膜的通透性影响质粒的接合转移。 例如纳米氧化

铝可以使革兰氏阴性菌中羟基自由基的生成增加,
同时细菌的总抗氧化能力、过氧化氢酶活性、超氧化

物歧化酶活性和谷胱甘肽还原酶活性也随着纳米氧

化铝水平的升高而升高。 另外还会破化细胞膜结构

并进入细菌细胞[21]。 对本实验中纳米 MoS2 作用后

粪肠球菌的活性氧水平和细胞膜的通透性进行了测
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定,发现纳米 MoS2 对活性氧系统和细胞膜的通透

性均没有影响,这一结果与基因表达的结果一致。
这可能是由于粪肠球菌是革兰氏阳性菌,细胞壁较

厚,纳米材料不易进入细菌细胞,另外纳米 MoS2 是

片层状的二维结构,比纳米颗粒更难进入细胞;纳米

MoS2 还具有良好的生物相容性,这些性状使得纳

米 MoS2 不会影响细菌生长和细菌结构,因此分子

水平和细胞膜水平没有发生变化。
扫描电镜和能谱分析结果表明,纳米 MoS2 会

黏附在细菌表面,促进细菌聚集,为细菌之间的接合

转移提供良好的条件,最终导致接合转移频率增加。
也有报道称在转化过程中细菌的黏附和运动会使细

菌摄入外界 DNA[28],接合过程也是受体菌获取受体

菌之外的 DNA,而且接合过程需要供体菌与受体菌

接触,然后通过Ⅳ型分泌系统将供体中的质粒传递

给受体[29],所以细菌的聚集为接合转移的发生提供

了很好的环境。 纳米 MoS2 正是因为促进了细菌聚

集才导致接合转移频率增加。
作为一种类石墨烯材料,MoS2 的规模化生产

和市场化发展迅速[30]。 可能会有大量的 MoS2 从实

验室中排出,此外,清洁产品和润滑剂的应用会将数

以吨计的纳米 MoS2 释放到环境中[31],MoS2 在环境

中的释放将对生物体和人类健康构成潜在风险[32]。
虽然纳米 MoS2 具有良好的生物相容性,但是较高

的浓度会对生物体表现出显著的毒性。 目前关于纳

米 MoS2 的环境残留浓度还未见报道,有一些关于

纳米 MoS2 生物毒性的研究发现:50 mg·L-1 的

MoS2 对 A549 细胞活力的抑制率为 25.6% [33];>25
mg·L-1的 MoS2 纳米片通过干扰细胞表面受体和

mTOR 途径诱导 LC3-GFP U87 细胞自噬[34];饲料中

150 mg·kg-1 MoS2 可引起肠道炎症,扰乱小鼠肠道

氨基酸代谢和肠道微生物群落[31]。 本研究通过研究

纳米 MoS2 对粪肠球菌中接合转移的影响,进一步

完善了纳米 MoS2 的生态环境风险评价,为纳米

MoS2 的应用提供了更丰富的理论指导。
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