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摘要: 【目的】研究 pagP 基因缺失对禽致病性大肠埃希菌 (Avian pathogenic Escherichia coli，APEC)外膜特性的影

响。【方法】采用最低抑菌浓度 (MIC) 试验探索 pagP 基因缺失对菌株生物被膜通透性的影响；通过菌体自聚合试

验、外膜疏水性试验以及生物被膜形成条件，分析 pagP 基因缺失对生物被膜形成能力的影响，并在扫描电镜下观

察细菌生物被膜形态。【结果】pagP 基因缺失后，菌株MIC降低，菌株的外膜通透性增强且菌体自聚合能力显著增

强 (P<0.01)，其中红霉素和氨苄西林的MIC分别为 7 和 20 μg/mL，菌株自聚合能力为 87.89%；pagP 基因缺失对菌

株外膜疏水性无显著影响，疏水性仅为 5.337%；随着细菌在 LB培养基中静置培养时间的延长，生物被膜形成量增

多；pagP 基因缺失株的生物被膜形成能力高于野生株。【结论】pagP 基因缺失可使 APEC外膜特性发生改变，生物

被膜形成能力增强。
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Abstract: 【Objective】To study the effect of pagP gene deletion on outer membrane characteristics of avian

pathogenic Escherichia coli(APEC).【Method】The minimal inhibitory concentration (MIC) experiment was

used to explore the effect of pagP deletion on the permeability of outer membrane of strain. Autoaggregation

experiment, outer membrane hydrophobicity test, and analysis of biofilm-forming conditions of strain were

performed to understand the influence of pagP deletion on biofilm-forming ability. The biofilm morphology was

observed by scanning electron microscopy.【Result】The MIC of strain decreased after the deletion of pagP

gene, the outer membrane permeability of strain increased, and the autoaggregation ability of strain increased

significantly (P<0.01). The MICs of erythromycin and ampicillin were 7 and 20 μg/mL respectively. The

autoaggregation ability of strain was 87.89%. The deletion of pagP gene had no significant effect on the

hydrophobicity of outer membrane of strain, and the hydrophobicity was only 5.337%. The amount of biofilm

increased with the increase of time when the strain was cultured in LB medium. The strain with pagP deletion 
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had higher biofilm-forming ability than wild strain.【Conclusion】The deletion of pagP gene can change the

characteristics of outer membrane of APEC and enhance the biofilm-forming ability.

Key words:  avian pathogenic Escherichia coli; pagP gene; biofilm; hydrophobicity; autoaggregation ability
  

禽大肠埃希菌病是由禽致病性大肠埃希菌

(Avian pathogenic Escherichia coli，APEC) 引起的，

禽大肠埃希菌病的发病率和死亡率随着家禽养殖

业的迅速发展也随之增加，对养禽业的发展造成严

重的经济损失。大肠埃希菌外膜的主要组成成分

有脂多糖 (Lipopolysaccharides, LPS)，其亲水性糖

链可以对疏水性物质进入细胞时产生屏障作用，对

维持细胞稳定性具有重要作用，为细胞生存提供保

护 [ 1 ]。细菌外膜通透性、外膜表面疏水性都与

LPS的结构有关联，LPS还在细胞黏附性和生物被

膜形成过程中起到重要作用 [2]。经过加工修饰后

的 LPS会改变细菌的部分生物学功能。例如，细菌

对某些抗生素和阳离子抗菌肽的敏感性会因为细

菌 LPS 次级脂肪酸链的缺失而增强 [ 3 - 5 ]。细菌

LPS 的类脂 A 通过棕榈酰转移酶的作用使其脂肪

酸链的数目增加[6]，Lau 等[7] 研究发现细胞外膜的

流动性变化与 LPS 脂肪酸链数目的改变有关系，

细胞外膜的流动性变化可以对大肠埃希菌细胞外

膜通透性产生影响，Carty等 [8] 发现细菌外膜通透

性增加会使细菌外排大分子的数量增加，进而提高

细菌生物被膜的形成量。

细菌在遭受到各种环境胁迫，如抗生素、低

pH、高渗透压时，为了抵抗不利的生存环境而形成

生物被膜[4]。细胞表面与疏水性化学分子的结合能

力称为细胞表面疏水性，不同的菌株在不同的生长

条件下细菌外膜表面疏水性对生物被膜形成能力

的影响是不同的[9]。PhoP/PhoQ 二元调控系统是这

种特定机制中细菌调控基因转录表达的关键途径

之一，可通过调控毒力基因的表达来适应外界环境

的变化，有研究表明，与 LPS 合成有关的脂质 A 的

表达受 PhoP/PhoQ 的调控[10]。细菌外膜 LPS 的类

脂 A结构可以通过 pagP 基因编码的棕榈酰转移酶

进行棕榈酰化[11]。pagP 是在沙门菌中发现的，与类

脂 A脂肪酸链修饰有关的蛋白酶, 它是一种外膜棕

榈酰转移酶[11-13]。而在大肠埃希菌和相关的革兰阴

性致病菌中，pagP 可以通过抵抗抗菌肽[14-16] 的作用

帮助致病菌逃避宿主免疫防御，并通过 TLR4 /
MD2 途径调节触发的炎症反应[17-19]。pagP 基因的

转录受 PhoP/PhoQ 调节子控制，其控制在感染宿主

过程中诱导的细菌脂质 A 修饰酶的表达 [ 2 0 - 2 1 ]。

Hittle 等[22] 报道称副百日咳博德特氏菌 Bordetella
parapertussis pagP 基因通过参与介导对脂质 A 的

修饰来调控细菌外膜功能，这是细菌在感染宿主期

间与其相互作用的一种修饰方式。本研究以

APEC 的 pagP 基因缺失株为研究对象，研究 pagP
基因缺失对细菌外膜特性的影响，为进一步研究

pagP 基因在禽致病性大肠埃希菌中的致病作用提

供理论依据。

1   材料与方法

1.1    供试材料

禽致病性大肠埃希菌 AE17野生株、pagP 基因

缺失株 (ΔpagP)与回复株 (CpagP)由安徽农业大学

兽医病理生物学与疫病防控安徽省重点实验室保

存[23-24]；LB 液体培养基、琼脂粉、葡萄糖均购自上海

生工；二甲苯、MH 培养基、戊二醛、丙酮、结晶紫、

红霉素、氨苄西林、乙酸、M9 基本培养基购自源叶

生物。

1.2    细菌外膜通透性检测

采用微量肉汤稀释法[25-26] 测定禽致病性大肠

埃希菌 ΔpagP、AE17 以及 CpagP 对红霉素、氨苄

西林的最小抑菌浓度 (Minimal inhibitory concentration,
MIC)。配制 1.28 mg/mL 的红霉素、氨苄西林贮存

液，收集生长至对数期的细菌菌体，在使用分光光

度计测 D600 nm 时利用 LB 液体培养基稀释菌液，

调整细菌数为 108 CFU/mL，经无菌 MH 肉汤按

1∶100 的体积比稀释为 106 CFU/mL，以无菌培

养基作为对照组，37 ℃ 条件下过夜培养后观察

结果。

1.3    菌株自聚合特性研究

1.3.1    菌株自聚合能力测定　禽致病性大肠埃希

菌 AE17、ΔpagP 以及 CpagP 菌液接种至灭菌的

LB 液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min 条件下培养

至细菌对数生长期，收集菌液，6 000 r/min离心 5 min
获得菌体后，用无菌 PBS 缓冲液洗涤重悬，用分光

光度计测定 600 nm 下的初始吸光度 (D600  nm)。
然后快速取重悬液 5 mL 置于试管中，在 37 ℃ 静

置，12 h后取各菌株上层液体 1 mL，再次在 600 nm
下测定吸光度 (D′600 nm)。每个样品设 3 个平行样。

自聚合能力计算公式：
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自聚合能力 =
(
1−D′600 nm/D600 nm

)×100%。

1.3.2    环境温度及菌液浓度对菌株自聚合能力的

影响　用“1.3.1”的方法处理生长至对数期的 AE17、
ΔpagP 以及 CpagP 菌液，调整初始 D600 nm=1.2并分

装于试管中，分别置于 4、22 和 37 ℃ 条件下，静置

培养 12 h后用分光光度计测 D600 nm，分别计算菌株

在 4、22和 37 ℃ 环境温度时的自聚合能力，分析温

度对菌株自聚合的影响。

相同方法处理生长至对数期的 AE17、ΔpagP
以及 CpagP 菌液，并分别调整每株菌的初始 D600 nm

为 1、2和 3，分装于试管中，37 ℃ 静置培养，测不同

时间段 D600 nm 的值，计算自聚合能力，分析不同初

始菌液浓度对菌株自聚合能力的影响。

1.4    外膜疏水性研究

禽致病性大肠埃希菌 AE17、Δp a g P 以及

CpagP 菌液接种至灭菌的 LB 液体培养基中，置于

恒温震荡培养箱，37 ℃、200 r/min 条件下培养至细

菌的对数生长期，收集菌液，6 000 r/min离心 5 min，
获得菌体后，用无菌 PBS 缓冲液洗涤 3 次，无菌

PBS 缓冲液重悬浮，用分光光度计在 600 nm 下测

定吸光度 (D600 nm)。然后，吸取重悬液 5 mL置于试

管中，加入 2 mL 二甲苯溶液漩涡震荡 2 min, 混匀

后室温静置 30 min，重新形成为水相和有机相两相

体系。轻轻吸取水相，避免吸取到有机相，再次在

600 nm 下测定吸光度 (D′600 nm)。每个样品设 3 个

平行样。外膜表面疏水性计算公式：

疏水性 =
(
1−D′600 nm/D600 nm

)×100%。

1.5    生物被膜形成条件分析

1.5.1    培养基对生物被膜形成的影响　取培养至

对数中期的 AE17 菌液按初始 D600 nm=0.03 分别接

种至含 2 mL LB、M9 和 M9+20 g/L 葡萄糖培养基

的试管中。37 ℃ 静置培养 24 h，吸出培养液，用纯

水清洗 3次，以 1 g/L结晶紫溶液 2.5 mL对管壁上

的生物被膜进行染色，室温静置 15 min，用纯水清

洗直至无紫色液体流出，取 2  mL 体积分数为

30% 的乙酸溶液加入试管中，超声处理 30 min 后，

以体积分数为 30%的乙酸溶液作为对照，用分光光

度计测定 D597 nm，记为生物被膜形成率。以上试验

重复 3次。

1.5.2    溶氧与培养时间对生物被膜形成的影响　

取培养至对数中期的 AE17 菌液按初始 D600 nm=
0.03接种至含 2 mL LB液体培养基的试管中，分别

在转速为 0、100和 200 r/min(以摇床转速来控制溶

氧条件) 条件下培养 24 h，并于 37 ℃ 静置培养 12、

24、36 和 48 h，测定溶氧与培养时间不同情况下的

生物被膜形成率。

1.6    pagP 缺失对生物被膜形成的影响

1.6.1    生物被膜形成能力观察　取培养至对数期

的 AE17、ΔpagP 以及 CpagP 菌液，收集菌体。用

LB 液体培养基调整 D600 nm =0.03，按每孔 200 μL
加入 96 孔试验板中，37 ℃ 静置培养 48 h。用

PBS缓冲液洗 3次，加 1 g/L结晶紫溶液 200 μL，室
温静置 15 min进行染色，用纯水洗净 96孔板，观察

生物被膜形成情况。

1.6.2    扫描电镜观察细菌生物被膜　在 6 孔细胞

板中放入细胞爬片，加入 2 mL浓度为 108 CFU/mL
的菌液，在 37 ℃ 培养箱中静置培养 36 h 后，通过

扫描电镜观察细菌被膜聚合状况。扫描电镜 (SEM)
观察前处理步骤：

1) 样本制备：将培养的细胞爬片取出，PBS 缓

冲液清洗 3次，晾干。

2) 固定：用体积分数为 2.5% 的戊二醛溶液固

定 2 h, 用无菌 PBS缓冲液清洗 3次，尽快将样本放

入体积分数为 3.0% 的戊二醛溶液中，4 ℃ 条件下

固定 6 h，用无菌 PBS缓冲液漂洗 3次，每次 20 min。
3) 梯度脱水：4 ℃ 条件下，使用体积分数分别

为 30%、50%、70%、80%、95% 和 100% 的乙醇溶

液，依次处理 20 min，吸取溶液弃去，再于 4 ℃ 条件

下使用丙酮处理 20 min，重复 2次。

4) 干燥：将处理好的样本浸泡在丙酮中送至安

徽农业大学生物科技楼公共平台中心进行真空冷

冻干燥。

5) 黏台：用导电胶将干燥后的样品固定于样品

台上。

6) 喷金：在不导电的样品表面喷镀一层 10 nm
左右的贵金属。

7)进样观察。

1.6.3    数据分析　应用 SPSS 20.0、GraphPad Prism 5
和 Excel 2007进行数据分析和作图，采用 Duncan’s
法进行处理组间的多重比较分析。

2   结果与分析

2.1    MIC 试验

本试验选取了红霉素和氨苄西林进行 MIC 测

定，研究 pagP 缺失对菌株外膜通透性的影响。结果

显示，对于红霉素，AE17、CpagP 和 ΔpagP 的

MIC 分别为 40、20 和7 μg/mL，ΔpagP 对红霉素的

敏感性显著增加 (P=0.044)。对于氨苄西林，AE17、
CpagP 和 ΔpagP 的MIC分别为 40、28和 20 μg/mL，
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ΔpagP 与 AE17 相比对氨苄西林的敏感性有所增

加，但是差异不显著 (P=0.052)。
2.2    菌株自聚合特性

菌株自身凝集性反映了菌体之间的相互作用，

其对生物被膜的形成可能具有一定的影响。本试验

结果显示，AE17、ΔpagP和 CpagP 的自聚合能力分

别为 27.39%、87.89% 和 28.08%，与 AE17 相比

ΔpagP 的自聚合能力显著增强 (P=0.016)，与 CpagP
相比 ΔpagP 的自聚合能力也显著增强 (P=0.011)，
说明 pagP 基因缺失会增加细菌的自聚合能力。

2.3    温度对菌株自聚合特性的影响

如图 1 所示，在不同培养温度条件下，ΔpagP
的自聚合能力显著高于 AE17 和 CpagP，ΔpagP 的

自聚合能力达到 80% 左右，而 AE17 和 CpagP 的

自聚合能力只有 15%左右；但在不同培养温度条件

下的同一种菌株的自聚合能力没有明显的差异，说

明环境温度与菌株的自聚合特性之间没有直接的

相关性。

2.4    菌液浓度对菌株自聚合特性的影响

菌株自聚合与细胞间的互作有一定的关系。如

图 2所示，在同一初始浓度条件下，AE17和 CpagP

的菌株自聚合能力低于 ΔpagP，且 AE17 与 CpagP
的自聚合能力几乎一致；同一菌株在不同初始浓度

条件下的自聚合能力不同，调节初始菌液浓度的

D600 nm 为 2和 3时，同一菌株的自聚合能力没有明

显差异，而且在 0~1 h的自聚合能力降低较快，但是

当把菌液初始浓度的 D600 nm 调至为 1时，菌株的自

聚合能力明显降低。

2.5    外膜疏水性

细胞表面疏水性大小会影响菌体自凝合能力

和生物被膜形成能力等，因此本试验测定了 ΔpagP、
AE17和 CpagP 的外膜疏水性。结果显示，AE17的
疏水性为 5.923%，ΔpagP 的疏水性为 5.337%，

CpagP 的疏水性为 5.030%，AE17与 ΔpagP 相比外

膜疏水性无显著差异 (P=0.705)，ΔpagP 和 CpagP
相比外膜疏水性无显著差异 (P=0 .842 )，说明

pagP 基因的缺失与细菌的外膜疏水性无特定的

关系。

2.6    培养条件对生物被膜形成的影响

细菌生物被膜是细菌抵御外界环境胁迫而形

成的，细菌生物被膜的形成能力与外界环境条件的

差异有关系，因此我们研究了细菌培养时间、培养

基中含氧量和培养基种类不同对细菌生物被膜形

成的影响。

以 AE17 为分析对象，分析在不同培养条件下

的生物被膜形成能力。在 LB 培养基中 D597 nm=
0.542，M9 基本培养基中 D597 nm=0.485，M9+w 为

0.2% 的葡萄糖培养基中 D597 nm=0.535。结果显示，

细菌在 3 种培养基中生物被膜形成能力差异不显

著 (P=0.155)。以摇床不同转速来调节细菌培养时

环境的含氧情况，结果显示在静置状态 (摇床转速

为 0) 时 D597 nm=0.508，摇床转速为 100 r/min 时

D597 nm=0.215，摇床转速为 200 r/min 时 D597 nm=
0.125。静置状态与转速 100 r/min 相比差异显著
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图 1    不同培养温度下菌株自聚合能力

Fig. 1    Autoaggregation abilities of bacteria strains at
different culture temperatures
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图 2    不同初始浓度对菌株自聚合能力的影响

Fig. 2    Effects of different initial concentrations on autoaggregation abilities of bacteria strains
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(P=0.029)，与转速 200 r /min 相比差异也显著

(P=0.009)，说明静置状态明显更利于生物被膜形

成。AE17 的生物被膜形成量随着时间的延长逐渐

增加，0 h 时 D597 nm=0.369，24 h 后 D597 nm=0.432，
36 h 后 D597 nm=0.706，48 h 后 D597 nm=0.820。结合

以上结果，选取 LB 培养基在静置状态下培养 48 h
来检测 pagP 缺失对细菌生物被膜形成的影响。

2.7    生物被膜形成能力观察

AE17、ΔpagP 以及 CpagP 菌株在 96 孔板，LB
培养基中培养 48 h，结晶紫染色观察细菌生物被

膜，结果如图 3所示，培养 48 h的 ΔpagP 的生物被

膜脱落，AE17和 CpagP 回复株的生物被膜完好。

2.8    扫描电镜观察细菌被膜

在六孔板中放入爬片，细菌在六孔板中培养，

经过处理进行扫描电镜观察，结果如图 4 所示，

pagP 基因缺失株连接紧密，而 AE17 和 CpagP 的

分布相对松散。说明 pagP 缺失株的聚合能力强。

 

3   讨论与结论

3.1    pagP 基因缺失对细菌抗生素敏感性的影响

研究表明，敲除 LPS合成过程中的某些重要基

因，会使得对应的突变株对抗生素的敏感性增强[27]。

Vuorio 等[28-29] 对大肠埃希菌影响 LPS 结构的一些

基因缺失的研究发现，基因缺失后 LPS含量显著降

低，使得细胞外膜这个天然屏障对抗生素的抵抗能

力严重减弱，从而细菌对抗生素的敏感性升高。细

菌对某些抗生素和阳离子抗菌肽的敏感性会因为

细菌 LPS 次级脂肪酸链的缺失而增强[3, 9]。这一结

论与本试验结果一致，说明可能是由于 pagP 缺失，

使 pagP 介导的 LPS 中类脂 A 的脂肪酸链修饰功

能不能发生，脂肪酸链的数目发生变化，从而影响

大肠埃希菌的外膜通透性。

3.2    pagP 基因缺失对细菌疏水与自聚合能力的影响

不同的菌株在不同的生长条件下细菌外膜表

面疏水性对于生物被膜形成能力的影响是不同的[9]。

细菌的生理状态易受到外界环境温度的影响，温度

的高低会影响细胞代谢活动的强弱。因此，为了研

究细菌生理状态是否对菌株自聚合能力产生影响，

试验对不同培养温度条件下的菌株自聚合能力进

行测定。试验结果表明 pagP 基因缺失对菌株的外

膜疏水性无显著影响，但却明显增强了其自聚合能

力，可能 pagP 基因缺失后菌株通过另外的途径来

增强细菌之间的相互作用，加速细菌的凝集。

3.3    pagP 基因缺失对细菌生物被膜形成的影响

细菌生物被膜是细菌的自我保护机制，是细菌

抵御外界环境胁迫而形成的，细菌生物被膜的形成

能力与外界环境条件的差异有关系。LPS的结构与

细菌生物被膜形成能力的强弱密切相关[2, 7]。LPS
在细菌生物被膜形成过程中的作用在大肠埃希菌

中已有报道[30-31]。马鹏[32] 的研究发现，在 LPS 上不
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图 3    结晶紫染色观察细菌生物被膜

Fig. 3    Crystal violet staining for bacterial biofilm
observation
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图 4    扫描电镜观察不同菌株生物被膜

Fig. 4    Scanning electron microscope observation of biofilms of different strains
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同位点的磷酸基团的改变和脂肪酸链多糖链的改

变会不同程度地影响大肠埃希菌的生物被膜形成

能力，因此 LPS结构与生物被膜的形成具有紧密的

联系。宋祥军等 [24] 通过结晶紫法检测发现 pagP
基因缺失 APEC 导致生物被膜形成能力增强，与本

试验结果一致。生物被膜形成能力测定以及扫描电

镜观察显示，pagP 缺失后的 APEC生物被膜形成能

力显著高于 AE17，与 MIC 试验以及菌株自聚合试

验相联系，pagP 缺失细菌外膜通透性增加，自聚合

能力增强，生物被膜形成能力增加，这与 Carty 等[8]

的研究类似，即细菌外膜通透性的增加会提高生物

被膜的形成量。本试验对 pagP 缺失后细菌其他性

能所受的影响还有待进一步研究。

细菌的鞭毛、菌毛和 LPS等结构与细菌生物被

膜的形成有关，包括 LPS在内的多种细胞大分子影

响了细胞外膜的疏水性和菌株自身凝集特性，细胞

外膜的疏水性和菌株自身凝集特性与细菌生物被

膜形成能力的强弱有关联。本研究发现 pagP 缺失

使 APEC 的细菌外膜通透性增加，自聚合能力增

强，生物被膜形成能力增加，从而使细菌的自我保

护能力增强。我们研究了 pagP 基因缺失对细菌外

膜特性的影响，为进一步研究 pagP 基因在禽致病

性大肠埃希菌中的致病作用提供了理论依据。
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