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摘   要：【目的】探究毒力基因 ompA 在禽致病性大肠埃希菌(avian pathogenic Escherichia coli, 
APEC)分泌外膜囊泡 (outer membrane vesicle, OMV)诱导鸡气管黏膜上皮细胞 (chicken trachea 

epithelium cells, CTECs)凋亡中的功能，为后期深入研究 APEC-OMV 的致病机制奠定基础。【方法】

以 APEC 分离株 AE17 为野生株，利用 CRISPR/Cas9 系统构建 ompA 基因缺失株，利用表达载体

pET-28a 构建 ompA 基因过表达株，并分别提取野生株、缺失株、pET-28a 空载株及过表达株的 OMV。

通过透射电镜、纳米颗粒分析、annexin V-FITC/PI 双染检测及超微病理切片等实验探究毒力基因

ompA 在 APEC-OMV 诱导 CTECs 细胞凋亡中的功能。【结果】成功构建缺失株 AE17 ΔompA、空载

株 AE17-pET-28a 及过表达株 AE17-pET-28a-OmpA。与 AE17 的 OMV (AE17-OMV)相比，AE17 

ΔompA 的 OMV (AE17ΔompA-OMV)颗粒浓度显著减少且平均粒径显著降低(P<0.05)，而 AE17- 

pET-28a-OmpA 的 OMV (AE17-pET-28a-OmpA-OMV)颗粒浓度显著增加且平均粒径显著增大

(P<0.05)。与 AE17-OMV 处理组相比，AE17ΔompA-OMV 对 CTECs 损伤程度降低，凋亡率下降，

仅有部分 CTECs 线粒体轻微肿胀；而 AE17-pET-28a-OmpA-OMV 感染 CTECs 后细胞凋亡率升高且

出现显著细胞病变，如部分线粒体基质变淡、嵴消失甚至转化为空泡状结构等。【结论】ompA 基因

对 APEC-OMV 的平均粒径和颗粒浓度具有正调控作用，且促进 APEC-OMV 诱导 CTECs 细胞凋亡。 

关键词：禽致病性大肠埃希菌；外膜囊泡；ompA；鸡气管黏膜上皮细胞；细胞凋亡  
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Role of virulence gene ompA in apoptosis of chicken trachea 
epithelium cells induced by outer membrane vesicles of avian 
pathogenic Escherichia coli 

CHENG Xi, MEI Ting, LI Zhe, NIU Lulu, FU Dandan, SONG Xiangjun, SHAO Ying,  
QI Kezong, TU Jian* 

Anhui Provincial Key Laboratory of Veterinary Pathobiology and Disease Control, College of Animal Science and 
Technology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, Anhui, China 

Abstract: [Objective] To explore the role of the virulence gene ompA in apoptosis of chicken 
trachea epithelium cells (CTECs) induced by outer membrane vesicles (OMV) of avian 
pathogenic Escherichia coli (APEC), so as to lay a foundation for further research on the 
pathogenesis of APEC-OMV. [Methods] On the basis of the wild-type APEC strain AE17, the 
ompA-deleted strain was constructed via the CRISPR/Cas9 system and the ompA- 
overexpressing strain via the expression plasmid pET-28a. OMV was respectively extracted 
from the wild-type strain, the ompA-deleted strain, the empty plasmid-transformed strain, and 
the ompA-overexpressing strain. The role of ompA in the apoptosis of CTECs induced by 
APEC-OMV was explored by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis, 
annexin V-FITC/PI double staining assay, and ultramicroscopic pathological sections. 
[Results] The ompA-deleted strain AE17ΔompA, the empty plasmid-transformed strain 
AE17-pET-28a, and the ompA-overexpressing strain AE17-pET-28a-OmpA were successfully 
constructed. Compared with those of AE17-OMV, the particle density and size of OMV 
decreased in AE17ΔompA-OMV (P<0.05) and increased in AE17-pET-28a-OmpA-OMV 
(P<0.05). Compared with the CTECs induced by AE17-OMV, those induced by 
AE17ΔompA-OMV showcased reduced apoptosis rate and damage degree, with slightly 
swelling of only some mitochondria. However, the CTECs infected by AE17-pET-28a- 
OmpA-OMV presented increased apoptosis rate and damage degree as manifested by the 
matrix fading of some mitochondrion and disappearance or even transformation into vacuolated 
structures of mitochondrial cristae. [Conclusion] The virulence gene ompA positively regulated 
the particle density and size of APEC-OMV and promoted the apoptosis of CTECs induced by 
APEC-OMV. 
Keywords: avian pathogenic Escherichia coli; outer membrane vesicle; ompA; chicken trachea 
epithelium cells; apoptosis 
 
 

禽 致 病 性大 肠 埃 希菌 (avian pathogenic 

Escherichia coli, APEC)属于肠道外致病性

大肠埃希菌，易与其他呼吸道疾病混合感

染导致家禽高病死率，从而造成养禽业每

年数百万美元的经济损失 [1]。研究表明，

APEC 因基因组与人尿道致病性大肠埃希菌

(uropathogenic Escherichia coli, UPEC)相似，

而被认为是人类肠外致病性大肠埃希菌的贮藏

库[2]。因此，开展 APEC 致病机制的研究具有

保障产业发展及公共卫生的重要意义。 
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外膜囊泡(outer membrane vesicle, OMV)是

一种由细菌分泌的胞外载体[3]，在其生命活动中

发挥着重要作用，能够保护细菌免受有害物质

侵害、调节细菌生物被膜的形成、介导细菌间

的交流以及促进细菌毒性播散[4]。研究发现，在

大肠埃希菌分泌的 OMV 感染宿主过程中，上皮

细胞是损伤 严重、细胞效应 早出现的细胞

之一[5]。大肠埃希菌 OMV 可通过多重致病机制

侵染宿主上皮细胞，诱导细胞释放炎症介质，

从而导致宿主发生炎症反应[6-8]。但禽致病性大

肠埃希菌外膜囊泡(APEC-OMV)的致病机制尚不

明晰，APEC-OMV 诱导鸡气管黏膜上皮细胞

(chicken trachea epithelium cells, CTECs)损伤的过

程中起关键作用的毒力因子有待进一步明确。 

外膜蛋白 A (outer membrane protein A, 

OmpA)作为一种细菌的热变性外膜蛋白，其

N-末端结构域是一个嵌入外膜的八链反平行 β   

桶[9]，在不同致病菌中具有高度保守性；其 C-

末端结构域以非共价形式锚定到肽聚糖上赋予

孔蛋白活性[10-11]。因此，OmpA 具有支撑外膜

结构和离子渗透性孔蛋白的作用。本课题组前

期基于非标记定量(lable-free)蛋白质组学分析

APEC-OMV 蛋白组分发现，OmpA 是其中丰度

高的蛋白组分，可诱导 CTECs发生细胞早期

和晚期凋亡，并且导致 CTECs部分天然免疫基

因表达水平发生显著变化[12]，因此假定 OmpA

是 APEC-OMV 的重要毒力因子。 

本研究以毒力因子 OmpA 为切入点，建立

APEC-OMV 感染 CTECs 细胞模型，并构建 ompA
基因缺失株和过表达株，探究毒力基因 ompA 在

APEC-OMV 诱导 CTECs 凋亡中的功能作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料和引物设计 
APEC 临床分离株 AE17，CRISPR/Cas9

基因缺失技术所用质粒 pTargetF 和 pCas，原

核表达载体 pET-28a 和 CTECs 等均由兽医病

理生物学与疫病防控安徽省重点实验室保存。

OptiPrep™密度梯度培养基购自 Sigma 公司。

BCA 蛋白浓度检测试剂盒购自上海雅酶生物医

药科技有限公司。Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

试剂盒购自 ApexBio 公司。Annexin V-FITC/PI

细胞凋亡检测试剂盒购自上海翊圣生物科技有

限公司。 

根据 GenBank 公布的 APEC O2-211 菌株中

ompA 基因序列(NZ_CP006834.2)作为参照，使

用软件 Primer Premier 5 设计本研究所需引物

(表 1)，由通用生物系统(安徽)有限公司合成。 

1.2  ompA基因缺失株的构建 
利用 CRISPR/Cas9 基因缺失技术[13]构建含

有目的基因 ompA 同源臂 donor 质粒 pTargetF，

将其电转化到携带 pCas 质粒的 AE17 感受态细

胞中替换目的基因。将筛选得到的阳性重组子

接种于含有 Kan 抗性的 LB 液体培养基中，加

入 0.5 mol/L IPTG 28 ℃恒温摇床培养 16 h 消

除 pTargetF 质粒，再将菌液置于 42 ℃过夜培

养消除 pCas 质粒，用表 1 中的引物 ompA-in-F/R

和 ompA-out-F/R 进行 PCR 验证，经测序验证后

的缺失株命名为 AE17ΔompA。 

1.3  ompA基因过表达株的构建 
用表 1 中的引物 ompA-F/R 以 AE17 基因组

DNA 为模板扩增完整的 ompA 基因，PCR 验证

后进行切胶回收。以胶回收的 DNA 片段为模

板、pET28a-OmpA-F/R 为引物，扩增 ompA 基

因并回收电泳产物，采用 DNA 无缝克隆技术进

行同源重组并将重组产物化转至克隆菌株

DH5α 感受态细胞中，挑取阳性菌落进行 PCR

验证，质粒被命名为 pET-28a-OmpA。将 pET-28a

和 pET-28a-OmpA 分别电转化到 AE17 感受态

细胞中，筛选阳性菌株，参照 Trizol 法[14]提取 
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表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primer sequences used in the experiments 

Primer Sequence (5′→3′) Usage Size (bp) 

pTargetF-F AGCGAGGAAGCGGAAGAGCG Plasmid identification  
primers of pTargetF 

800 
pTargetF-R CAAGATAGCCAGATCAATGT 

sgRNA-F CGGAATTCGACACTAAATCCAACGTTTAGTTTTAGAGCTAGAAATAG Primers for  
CRISPR/Cas9 gene  
deletion system 

105 
sgRNA-R CTTCACTGGCCTCAAAAAAAGCACCGACTCGG 

Up-F TTTTTTTGAGGCCAGTGAAGAAAAGAATCTCCATC The upstream sequence  
of ompA 

422 
Up-R TCTTGCCCCTCCGGAAACCTCATAGTGACCGCCCA 

Down-F AGGTTTCCGGAGGGGCAAGATTAATTTATGTTTTC The downstream  
sequence of ompA 

505 
Down-R CCAAGCTTTTCAAATCATCTGCCAACCAA 

ompA-in-F GCTGGCGGTGTTGAGT Endogenous  
identification 
primers of ompA 

361 
ompA-in-R CGATGCGGTCGGTGTA 

ompA-out-F TTATGCTGGCGAAGGC Exogcnous identification 
primers of ompA 

1 193 
ompA-out-R CGTTGGTGACGGGAAA 

ompA-F ATGACTGGTGCTAAACTGGGC 

Used for constructing  
ompA overexpression  
plasmid 

954 
ompA-R TTAAGCTTGCGGCTGAGTTAC 

pET28a-OmpA-F CAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGACTGGTGCTAAACTGGGCT 
954 

pET28a-OmpA-R GCAAGCTTGTCGACGGAGCTCTTAAGCTTGCGGCTGAGTTACA 

Rt-dnaE-F GATTGAGCGTTATGTCGGAGGC 

Used for validation of  
ompA gene expression  
levels by qRT-PCR 

80 
Rt-dnaE-R GCCCCGCAGCCGTGAT 

Rt-ompA-F CCGTATGTTGGCTTTGAAATGGGTTAC 
144 

Rt-ompA-R GTAGATGTCCAGGTCGTCAGTGATTG 

The gene of underline strands for restriction enzyme cutting site. 

 
细菌总 RNA，以 dnaE 为内部参考基因，使用

2−ΔΔCT 方法[15]计算相对表达水平。过表达 AE17

株命名为 AE17-pET-28a-OmpA，空载体菌株命

名为 AE17-pET-28a。 

1.4  APEC-OMV 的提取 
参照文献[16]，将 AE17 菌株转接于 LB

液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 16 h。

在 4 ℃条件下以 10 000×g 离心 20 min 后收集

上清液。0.45 μm 真空过滤泵抽滤上清液后，

使用 100 kDa 超滤浓缩管在 4 ℃条件下以     

2 000 r/min 将上清液浓缩至原体积的 1/10。将

浓缩后的上清液转移至无菌超速离心管中，

4 ℃、39 000×g 离心 3 h，弃去上清液，按照    

1:1 000 比例用无菌 PBS 重悬黑色沉淀物质，获

得 OMV 粗提液。 

1.5  APEC-OMV 的纯化 
参照文献[17]，将 OptiPrep™密度梯度培养

基用 10 mmol/L Hepes-150 mmol/L NaCl 稀释至

浓度为 25%和 40%，按照浓度从高到低依次加

入无菌超速离心管中， 后在 上层加入 OMV

粗提液。4 ℃、41 000 r/min 超高速离心 6 h 后，

从上往下依次收集梯度成分于 EP 管并做好标

记后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，以 OmpA 多克

隆抗体为一抗(1:500)、HRP 标记的 IgG 为二抗

(1:5 000)，并利用 ECL 显色曝光。 

根据免疫印记验证(Western boltting, WB)



 

 

 

272 CHENG Xi et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

结果收集 OMV 富集梯度层，用 10 mmol/L 

Hepes-150 mmol/L NaCl 稀释到 30 mL，装入无

菌超速离心管，4 ℃、39 000×g 离心 3 h，弃

去上清，保留灰黄色沉淀物质并按照 1:1 000

比例重悬，此为 OMV 的高纯度提取液。配制

相应 BCA 显色工作液，在 96 孔板中 37 ℃孵

育 30 min，使用酶标仪测定 OD620 数值。 

1.6  纳米颗粒分析 
通过统计散射颗粒的数量来计算纳米颗

粒浓度，即用粒子矩阵 ZetaView PMX 110 在

405 nm 发射光下将 4 株菌的 OMV 进行浓度测

定，用 PBS 稀释 OMV 至 1×107−1×109 粒/mL，

并对 4 株菌的 OMV 大小及质量分别进行测定。 

1.7  透射电镜观察 
纯化后的 OMV 于碳膜铜网上室温静置约

1 min，待样品处于半干状态时吸取 3 滴醋酸

双氧铀染液在封口膜上，将铜网在每滴染液

滴珠上漂浮负染。室温干燥铜网后使用透射

电镜观察。  

1.8  CCK-8 法检测细胞存活率 
参照文献[18]，待 CTECs 铺满 96 孔细胞培

养板板底时，弃去培养基，用无菌的 PBS 洗涤

3 次，加入 100 μL 不含胎牛血清(fetal bovine 

serum, FBS)和抗生素的基础培养基，另加入   

10 μL 5 μg/mL 4 株菌的 OMV 感染细胞[19]，设

置仅有 100 μL 基础培养基孔为空白对照组。每

个样品 3 组平行对照，作用时间选择 3、6、12

和 24 h 共 4 个时间段。当到达每个时间节点

时，弃去培养基，每孔加入 100 μL 基础培养

基和 10 μL CCK-8 溶液，置于细胞培养箱避光

孵育 1.5 h，使用酶标仪测定 OD450 数值。 

1.9  Annexin V-FITC/PI 双染检测细胞凋

亡情况 
1.9.1  流式细胞仪检测 

按照 CCK-8 实验建立的毒力模型进行实验

操作。待模型建立结束后收集细胞，用无菌 PBS

洗涤细胞 2 次后，加入 100 μL 1×Binding Buffer 

重悬细胞，再加入 5 μL annexin V-FITC 和 10 μL 

PI Staining Solution，轻轻混匀。在避光条件下

室温反应 15 min 后，加入 400 μL 1×Binding 

Buffer，混匀后置于冰上。样品在 1 h 内用流式

细胞仪检测。 

在流式细胞术双染检测中，annexin V-FITC

与 PI 均不能标记活细胞，这类细胞主要富集于

Q4 区域；annexin V-FITC 可标记凋亡细胞中的

早期凋亡细胞而 PI 不可标记，这类细胞主要富

集于 Q3 区域；annexin V-FITC 与 PI 可同时标

记晚期凋亡细胞，这类细胞主要富集于 Q2 区

域[20]。细胞凋亡评价包括早期凋亡细胞和晚期

凋亡细胞[21]，即细胞凋亡数量为 Q2 和 Q3 数值

之和。 

1.9.2  荧光显微镜观察 

在 24 孔细胞培养板的每孔底部放置无菌

细胞爬片。按照 CCK-8 实验建立的毒力模型

进行实验操作。待模型建立结束后，用无菌

PBS 洗涤 2 次，取出细胞爬片置于洁净平皿上。

加入 100 μL 1×Binding Buffer、5 μL annexin 

V-FITC 和 10 μL PI Staining Solution，轻轻混匀

后避光、室温反应 15 min。混合液滴加于细胞

爬片上，置于荧光显微镜下观察细胞状态。 

1.10  光学显微镜观察 
按照 CCK-8 实验建立的毒力模型进行前处

理后利用光学显微镜观察 CTECs 形态变化。 

1.11  超薄切片和电镜观察 
按照 CCK-8 实验建立的毒力模型进行实

验操作后收集 CTECs。用无菌 PBS 洗涤 2 次

后，离心弃去上清并将细胞放置于 2.5%戊二

醛溶液中至少 24 h，随后在预冷的 1 四氧化

锇水溶液中固定 2 h。通过 30−100 乙醇系列

脱水，细胞被浸透于纯环氧树脂中包埋。包
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埋后，用超微切片机切成约 70 nm 的超薄切

片。 后超薄切片用柠檬酸铅染色、透射电

镜观察。  

1.12  统计学分析 

本研究所有实验数据利用 Graphpad prism 

8.0.2 软件 Student’s t-test 方法和单因素方差进

行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  基因缺失株 AE17ΔompA的鉴定 

将回收的 sgRNA、UP 和 DOWN 三组片段

连接大肠埃希菌敲除质粒 pTargetF，并转化至

DH5ɑ。提取质粒，利用 pTargetF 鉴定引物进行

菌体 PCR 鉴定，以 pTargetF 空载质粒为对照，

结果与预期相符，构建 pTargetF-OmpA 重组载

体扩增出 1 832 bp 条带，空载质粒扩增出 800 bp

条带，见图 1A。 

将重组质粒 pTargetF-OmpA 电转导入含

有 pCas-AE17 感受态细胞中，用内侧引物

ompA-in-F/R 和外侧引物 ompA-out-F/R 鉴定

AE17ΔompA 菌株，内侧未扩增出片段，外侧

扩增出大小为 105 bp 的片段，表明缺失株构

建成功，见图 1B。  

2.2  基因过表达株 AE17-pET-28a-OmpA

的鉴定 

以 AE17 基因组 DNA 为模板，利用 ompA- 

F/R 引物进行 PCR 扩增，在 954 bp 处有符合目

的片段大小的扩增条带，见图 2A。将 ompA 基

因连接原核表达载体 pET-28a 并利用 pET-28a

通用引物进行菌体 PCR 鉴定，以空载菌株为

对照，结果重组载体扩增出 1 209 bp 条带，空

载菌株扩增出 255 bp 条带，见图 2B。将鉴定

无误的重组载体进行测序，结果表明重组表达

载体 pET-28a-OmpA 构建成功。分别将空载质

粒 pET-28a 和重组载体 pET-28a-OmpA 电转导

入 AE17 感受态细胞中，提取细菌总 RNA，

qRT-PCR 鉴定 ompA 过表达菌株构建成功，见

图 2C。 

 

 

 
图 1  重组载体 pTargetF-OmpA (A)和 ompA基因缺失株(B)的 PCR 鉴定 
Figure 1  Identification of pTargetF-OmpA recombinant plasmid (A) and ompA gene deletion strain (B) by 
PCR. M: Trans 5k DNA Marker I. A, 1: Amplification of pTargetF empty plasmid; 2: Amplification of 
pTargetF-OmpA recombinant plasmid. B, 1: Using ompA-in-F/R as the identification primer, AE17 amplified 
the target fragment of 361 bp; 2: Using ompA-in-F/R as the identification primer, AE17ΔompA could not be 
amplified; 3: Using ompA-out-F/R as the identification primer, AE17 amplified the target fragment of      
1 193 bp; 4: Using ompA-out-F/R as the identification primer, AE17ΔompA amplified the target fragment of 
105 bp. 
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图 2  ompA基因(A)和重组载体 pET-28a-OmpA (B)的 PCR 鉴定、qRT-PCR 鉴定 ompA基因的转录

水平(C) 
Figure 2  Identification of ompA gene (A) and pET-28a-OmpA (B) recombinant plasmid by PCR and  
validation of ompA gene expression levels by qRT-PCR (C). M: Trans 5k DNA marker I; A, 1, 2: 
Amplification of ompA gene; 3: Negative control. B, 1: Amplification of pET-28a empty plasmid; 2: 
Amplification of pET-28a-OmpA recombinant plasmid; 3: Negative control. ***: P<0.001. 

 
2.3  密度梯度离心后 APEC-OMV 免疫印

记检测 

Western blotting 结果如图 3 所示，外膜蛋

白 OmpA 主要分布在第 2 层与第 3 层。这一结

果表明粗提后的 APEC-OMV 在经过密度梯度

离心后，在 25%−40% Optiprep 分离液中主要分

布在 2、3 层，即密度为 28−31。 

参照上述方法分别提取 A E 1 7 - O M V、

AE17ΔompA-OMV、AE17-pET-28a-OMV 和 AE17- 

pET-28a-OmpA-OMV，经由 BCA 蛋白浓度测量结

果表明 AE17-OMV 蛋白浓度为 321.84 ng/µL，

AE17ΔompA-OMV 蛋白浓度为 288.47 ng/µL， 

 

 
 

图 3  不同 Optiprep 密度梯度下的 APEC-OMV

分布情况 
Figure 3  Immunoblot analysis of APEC-OMV 
isolated by density gradient centrifugation. M: 
Protein marker; 1−6: 25%−40% optiprep separation 
solution. 

AE17-pET-28a-OMV 浓度为 123.24 ng/µL，AE17- 

pET-28a-OmpA-OMV 浓度为 373.29 ng/µL。 

2.4  四株菌的 OMV 纳米颗粒分析和透射

电镜观察 

如图 4 所示，透射电镜下 OMV 形态、大

小并不均一，大多呈无色透明的双层球状小泡，

边缘光滑且整齐。纳米颗粒分析结果如图 5 所

示，AE17-OMV 在 ompA 基因缺失后其平均粒

径显著减小，颗粒浓度显著下降，而在 ompA
基因过表达时趋势相反。 

2.5  四株菌的 OMV 对 CTECs 生长的抑制

作用 

CCK-8 法检测结果表明在感染时间为 24 h

时，4 株菌的 OMV 对 CTECs 的抑制作用 为

显著，见图 6。 

2.6  四株菌OMV诱导CTECs凋亡率的测定 

流式细胞仪分析结果如表 2 和图 7 所示，

与 Blank 组相比，AE17-OMV、AE17ΔompA- 

OMV、AE17-pET-28a-OMV 和 AE17-pET-28a- 

OmpA-OMV 感染 CTECs 后在早期和晚期凋亡
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数量均有所增加。与 AE17-OMV 组和 Blank 组

相比，ompA 基因缺失后细胞凋亡率降低；而

ompA 基因过表达后细胞凋亡率呈现明显提高

的趋势，特别是在早期凋亡方面影响较多。荧

光显微镜观察结果与流式细胞仪检测趋势保持

一致，如图 8 所示。上述实验结果表明，4 株

菌的 OMV 均可诱导 CTECs 发生早期和晚期凋

亡，且 ompA 基因对细胞凋亡具有促进作用。 

 

 
 

图 4  四株菌的 OMV 的透射电镜图(比例尺=200 nm) 
Figure 4  Transmission electron microscopy of OMV from four kinds strains (scale=200 nm). The red arrow 
indicates the APEC-OMV under transmission electron microscopy. 

 

 
 

图 5  四株菌的 OMV 的纳米颗粒追踪分析结果 
Figure 5  Results of nanoparticle tracking analysis of OMV from four kinds strains. A: Particle size of main. 
B: Particulate density. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 6  四株菌 OMV 对 CTECs 生长的抑制作用 
Figure 6  Inhibition rate of OMV from four kinds 
strains on the growth of CTECs. Standard deviation 
stands for the probable error of positive and 
negative 5. 

 
2.7  四株菌 OMV 诱导 CTECs 病变的光镜

观察 
光学显微镜观察结果如图 9 所示，CTECs

正常形态下多呈长梭形，在视野范围内呈现平

展伸张状态，排列紧密；AE17-OMV 感染 CTECs 

24 h 后，单细胞内有空泡且空泡比较多，出现

部分细胞脱落，视野内的细胞较为稀疏。可见

APEC-OMV 对 CTECs 的细胞形态存在一定影

响。AE17ΔompA-OMV 感染 CTECs 后细胞内也

出现少许空泡，但细胞脱落数量较 AE17-OMV

组明显减少。AE17-pET-28a-OmpA-OMV 感染

CTECs 后细胞脱落数量明显增多，未更换培养

基中能肉眼观察到细胞碎片，且视野内细胞贴

壁数量锐减。相较而言 AE17-pET-28a-OMV 虽

然对 CTECs 细胞形态也有所改变，如细胞内出

现一些空泡等，但是改变程度明显不及 AE17- 

pET-28a-OmpA-OMV 对 CTECs 的影响。 

2.8  四株菌 OMV 诱导 CTECs 病变的超微

观察 
透射电镜观察结果如图 10 所示，与 CTECs

的正常形态相比，AE17-OMV 感染 CTECs 24 h

后细胞膜部分破损，细胞质外流；内质网轻度

肿胀，部分断裂；线粒体变大变圆，嵴变短变

少甚至消失；部分嵴断裂，形成大小不一的、

不规整的空泡。相较之下，AE17ΔompA-OMV

感染后细胞病变减缓，仅有部分线粒体轻微肿

胀，内质网外观形态大体正常。虽然 AE17-pET- 

28a-OMV 感染 CTECs 后也会对细胞造成轻微

损伤，如内质网轻微肿胀、线粒体稍肿胀等，

但 AE17-pET-28a-OmpA-OMV 感染后的细胞病

变更为明显，如细胞内部分内质网严重肿胀、

断裂；线粒体基质变淡、嵴消失甚至转化为小

泡状结构；自噬体显著增多。 

3  讨论与结论 

OMV 是一种由细菌自然分泌的、具有双层

蛋白脂结构的球形囊泡，其中含有细胞壁成分、

膜蛋白、细胞质蛋白和细菌核酸等免疫活性分

子 [22-23 ]。作为病原菌极为重要的毒力载体，

OMV 可携带毒力因子通过内吞作用进入感染

宿主细胞内，提高源细菌的致病力[24]。随着研 

 
表 2  四株菌 OMV 感染 CTECs 后细胞凋亡率 
Table 2  The apoptosis rate of CTECs infected by OMV from four kinds strains 
Group Early apoptosis (%) Late apoptosis (%) Apoptosis (%) 

Blank 2.48±0.05 2.43±0.09 4.91±0.11 

AE17-OMV 13.95±0.15*** 13.31±0.34*** 27.27±0.35*** 

AE17ΔompA-OMV 6.11±0.09*** 8.44±0.23*** 14.55±0.19*** 

AE17-pET-28a-OMV 6.27±0.10*** 7.62±0.01*** 13.87±0.10*** 

AE17-pET-28a-OmpA-OMV 23.62±0.88*** 13.83±0.76*** 37.45±0.81*** 

Mean±SD, n=3; ***: P<0.001. 
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图 7  流式细胞仪检测 4 株菌 OMV 感染 CTECs 后的细胞凋亡结果 
Figure 7  The apoptosis of CTECs infected by OMV from four kinds strains detected by Fluorescence- 
Activated Cell Sorter.  
 

究的深入，针对揭示 APEC-OMV 分子致病机

制的研究目标、明确 APEC-OMV 组分中起关

键致病作用的毒力因子及其与感染宿主细胞互

作机制均有助于进一步的研究。 

OMV 的产生与基因的调控作用相关，而

并不是随机发生事件。目前 OMV 形成的生物

学机制尚无定论，包膜交联调节机制为其中一

种假说。革兰氏阴性菌的包膜主要由外膜和细

胞膜组成，与周质空间之间含有一层肽聚糖

(peptidoglycan, PG)[25]。对于大多数革兰氏阴性

菌来说，包膜的稳定性来自于不同的包膜之间的

相互交联作用[26-27]。Samsudin 等证明，OmpA、

PG 和布劳恩脂蛋白(Braun’s lipoprotein, BLP

或 Lpp)之间的相互作用对于维持细胞包膜的

完整性至关重要[28]。OmpA 作为一种外膜孔蛋

白，包含二氨基庚二酸(diaminopimelate, DAP)

的周质结合位点，而 DAP 是 PG 的组分[29]。由

此推测，APEC 可能通过 ompA 基因调控 PG

的组分，借以调节 Lpp-PG 交联的数量，从而

对 OMV 的产生造成影响。本研究以 APEC 临

床分离株 AE17 为野生株，构建 ompA 基因缺

失株及过表达株，分别提取上述菌株的 OMV

进行电镜观察和纳米颗粒分析。结果发现

APEC-OMV 在 ompA 基因缺失后其平均粒径显

著减小且颗粒浓度显著下降，而在 ompA 基因过

表达后结果相反。由此推测 ompA 基因对

APEC-OMV 产生的平均粒径和颗粒浓度具有正

调控作用。 
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图 8  Annexin V-FITC/PI 染色后荧光显微镜观察 4 株菌 OMV 诱导 CTECs 凋亡结果(比例尺=50 μm) 
Figure 8  Apoptosis of CTECs infected by OMV from four kinds strains observed by fluorescence 
microscopy after Annexin V-FITC/PI staining (Scale=50 μm). 1: Viable apoptotic cell (green 
fluorescence); 2: Non-viable apoptotic cell (red fluorescence); 3: Combination image of viable and 
non-viable apoptotic cell. 
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图 9  光学显微镜观察 4 株菌 OMV 诱导 CTECs 损伤情况(比例尺=50 μm) 
Figure 9  The damage of CTECs infected by OMV from four kinds strains by light microscopy (scale=50 μm). 

 

 
 

图 10  透射电镜观察 4 株菌 OMV 诱导 CTECs 损伤情况(比例尺=2 μm) 
Figure 10  The ultrapathological changes of CTECs infected by OMV from four kinds strains by 
transmission electron microscope (scale=2 μm). Red arrows are mitochondria; Green arrows are endoplasmic 
reticulum; Yellow arrows are cell membranes. 
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为了进一步探究毒力因子 OmpA 对 APEC- 

OMV 毒力作用的影响，本研究利用 Annexin 

V-FITC/PI 双染法测定 4 株 APEC 菌 OMV 分别

感染 CTECs 的凋亡情况，结果发现 APEC-OMV

可诱导 CTECs 发生早期和晚期凋亡，且 ompA
基因对细胞凋亡具有促进作用。前期有相关研

究发现，OMV 能够诱导细胞发生凋亡的条件

取决于其能够将蛋白质毒素传递至细胞内的

细胞器，如线粒体[30]。致病性大肠埃希菌和淋

病奈瑟氏菌的 OMV 可通过传递蛋白质毒素以

破坏线粒体，释放细胞色素 C 诱导凋亡体的形

成 [31-32]，从而激活细胞凋亡起始者 Caspase-9

和下游执行者 Caspase-3、Caspase-7，导致发生

细胞凋亡现象。淋球菌、UPEC 和铜绿假单胞

菌的 OMV 能够导致线粒体功能障碍，从而抑

制宿主蛋白质的合成 [33]。而蛋白质合成的长

期抑制作用可通过调节 BCL-2 家族成员激活

线粒体的凋亡 [34]。因此，OMV 激活促凋亡的

BCL-2 拮抗剂(BCL-2 antagonist/killer, BAK)，

从而随着时间的推移充分破坏线粒体并激活

Caspase-3[35]。Caspase 活性具有自我调节功能，

而细胞凋亡通常维持质细胞膜的完整性，但可

能导致继发性坏死 [36]。这些过程是否会影响

OMV 诱导细胞凋亡的能力，以及微生物分子如

内毒素和蛋白质毒素的相对浓度对实验结果是

否存在影响，均有待于进一步的探究。 

线粒体在细胞凋亡和焦亡等一系列主要细

胞活动中起着关键作用。介导线粒体断裂的典

型途径是由一个含有 GTPase 结构域的细胞质

蛋白调控的，该蛋白属于动力蛋白(dynamin)家

族，被称为 dynamin-related protein 1 或 Drp1[25]。

有研究表明，鲍曼不动杆菌诱导的线粒体断裂

和细胞毒作用需要 Drp1，而 OmpA 可以激活小

鼠肺上皮细胞中由宿主 GTPase 蛋白 Drp1 驱动

的典型线粒体断裂途径[37]。本研究通过光学显

微镜和透射电镜观察发现，APEC-OMV 中 ompA
过量表达会对 CTECs 的毒力作用增加，其中线

粒体基质变淡、嵴消失甚至转化为小泡状结构，

反之则损伤降低。目前尚不清楚携带 OmpA 的

OMV 是否在 APEC 感染中以宿主线粒体为目

标，且 OmpA 在 OMV 中如何诱导线粒体损伤？

根据现阶段的研究推测，其中一种可能是孔蛋白

通道直接插入线粒体，导致细胞色素 C 释放到细

胞质中，从而扰乱线粒体功能导致随后的细胞死

亡。另一种可能是 OmpA 与线粒体蛋白的相互作

用，激活了 Drp1 介导的线粒体分裂途径，导致

线粒体网络断裂和细胞死亡。下一步的研究将确

定哪些宿主细胞蛋白与 OmpA 相互作用，以及

OmpA 的哪些结构特征是表型所识别或所需的，

这将为这一过程提供更好的机制解决方案。 
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