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摘   要：【目的】研究 O1 血清型禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia coli, APEC)的 O-
抗原糖基转移酶 WekM 在脂多糖合成和环境适应中的作用。【方法】采用 Red 同源重组方法，构

建 APEC O1 菌株的 wekM 基因缺失株，并构建 wekM 回补株。随后分析 wekM 基因对 APEC O1 菌

株生长和运动能力的影响，通过银染和 Western blotting 鉴定细菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)
图谱以及与兔抗 O1 血清的反应能力，通过实时荧光定量 PCR 测定细菌鞭毛相关基因转录水平，

使用溴化乙锭测定细菌细胞膜通透性。最后，通过药敏试验检测细菌对环丙沙星等抗生素敏感性。

【结果】PCR 验证及 DNA 测序结果表明 ΔwekM 缺失株和回补株构建成功。银染鉴定 ΔwekM 缺

失株较野生株 LPS 图谱不完整，部分 O-抗原条带缺失；同时，Western blotting 检测未见到 ΔwekM
与 O 因子血清的反应条带，这说明 O-抗原糖基转移酶 wekM 基因缺失后影响 LPS 合成。生长运
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动能力分析显示，ΔwekM 缺失株的运动能力较野生株显著减弱，生长速率与野生株一致。实时荧

光定量 PCR 检测发现，ΔwekM 缺失株的 flgC 等鞭毛相关基因转录水平降低，表明 wekM 基因影

响细菌鞭毛的合成。此外，ΔwekM 的细胞膜通透性较野生株显著增加(P<0.01)，药敏结果也显示，

ΔwekM 缺失株较野生株对多黏菌素等 7 种抗生素敏感性增加，这说明 wekM 缺失后细菌细胞膜理

化性质改变，适应环境的能力降低。【结论】本研究揭示了禽致病性大肠杆菌糖基转移酶 wekM 基

因缺失导致细菌 LPS 完整性受损，运动能力降低，鞭毛合成受阻，鞭毛形成基因转录水平下降，

细胞膜通透性增强，对抗生素敏感性增加。这些结果为解析 wekM 基因的功能奠定了研究基础，

有助于深入了解禽致病性大肠杆菌 O1 的环境适应机制。 

关键词：禽致病性大肠杆菌 O1；脂多糖；O-抗原；糖基转移酶；环境适应  
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Abstract: [Objective] To investigate the role of WekM, the O-antigen glycosyltransferase of 
avian pathogenic Escherichia coli (APEC) O1, in lipopolysaccharide biosynthesis and 
environmental adaptation. [Methods] The wekM-deleted strain ΔwekM of APEC O1 was 
constructed by Red homologous recombination, and then the complementary strain CΔwekM 
was constructed. The impacts of wekM on bacterial growth and motility were examined. The 
lipopolysaccharide (LPS) profile and reactivity with rabbit anti-O1 serum of each strain were 
identified by silver staining and Western blotting. Real-time fluorescence quantitative PCR was 
conducted to determine the transcriptional levels of flagellum-related genes, and ethidium 
bromide was used to measure the bacterial cell membrane permeability. Finally, the drug 
sensitivity test was carried out to identify the bacterial susceptibility to antibiotics such as 
ciprofloxacin. [Results] The constructed ΔwekM and CΔwekM were verified by PCR 
amplification and DNA sequencing. Compared with the wild type, ΔwekM showed incomplete 
LPS profile and absence of some O-antigen bands. Western blotting results showed that ΔwekM 
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did not react with the anti-O1 serum, suggesting that the loss of WekM impaired the LPS 
production. The deletion of wekM reduced the swimming motility and did not impact the 
bacterial growth rate compared with the wild type. The transcription levels of flagellum-related 
genes such as flgC were down-regulated in ΔwekM. The results implied that the reduced 
motility of ΔwekM was caused by the decrease in flagellar production. In addition, ΔwekM 
demonstrated increased cell membrane permeability compared with the wild type (P<0.01), and 
ΔwekM improved bacterial sensitivity to 7 antibiotics including polymyxin. This result 
suggested that the adaptability of ΔwekM to the environment was inhibited due to the increased 
cell membrane permeability. [Conclusion] The deletion of wekM in APEC results in 
diminished swimming motility, increased antibiotic resistance, improved cell membrane 
permeability, and damaged LPS integrity. The findings lay a foundation for mining the role of 
wekM and enrich our understanding of the stress resistance mechanism of APEC. 
Keywords: avian pathogenic Escherichia coli O1; lipopolysaccharide; O-antigen; 
glycosyltransferase; environmental adaptation 
 
 

禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia 
coli, APEC)是导致家禽局部或全身性大肠杆菌

感染的主要病因。大肠杆菌病是危害家禽健康最

常见的细菌性疾病，严重威胁着家禽养殖业发展

和公共卫生安全。O-抗原是 APEC 血清分型的

主要依据，在细菌环境适应及致病过程中具有重

要作用，APEC O1 是禽致病性大肠杆菌的优势血

清型之一[1-2]。因此，研究 APEC O1 O-抗原在细

菌环境适应过程中的作用，对于禽致病性大肠杆

菌防控具有重要意义。 
革兰阴性菌细胞外膜由不对称的脂质双分子

层组成，其表面结构在细菌响应外界环境抵抗应激

的过程中起重要作用，脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)是外膜的重要组成成分，可以在细菌表面形

成强大的保护屏障，抵御包括抗生素在内的许多

有害物质[3-5]。同时，脂多糖位于细菌表面，是

细菌主要的免疫原，脂多糖可以被宿主免疫系统

识别并启动宿主免疫防御系统。细菌可以通过化

学修饰脂多糖逃避宿主的免疫反应，其中脂多糖

缺失或不完整还会改变细菌外膜的通透性、对抗

生素的耐药性、对家禽的致病力以及逃逸宿主免

疫识别的方式[6-9]。 
脂多糖主要由类脂 A、核心多糖和 O-抗原  

三部分组成[10]，O-抗原位于 LPS 的最外侧，与

细菌的黏附力、生物被膜的形成以及致病力相

关[11-14]。大肠杆菌 O-抗原多糖链结构由主干链

和侧链组成，其合成基因通常成簇存在于基因组

中[7]，本研究通过生物信息学分析发现，糖基转

移酶 wekM 负责转移 O-抗原多糖主干链中的鼠

李糖(β-L-Rha)至乙酰氨基葡萄糖(β-D-GlcNAc)，
O-抗原基因簇和多糖结构见图 1。然而，wekM
基因在 APEC O1中的生物学功能尚未见报道[15]。

因此，本研究以 APEC O1 作为野生菌株构建了

wekM 基因缺失株及回补株，对 WekM 介导的部

分生物学特性进行探究，为进一步研究 APEC O1 
O-抗原糖基转移酶 WekM 的生物学功能奠定了

基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

APEC O1 野生株由本实验室鉴定分离并保

存；pKD46、pKD3、pCP20 和 pSTV28 均由韩 
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先干研究员惠赠；LB 培养基，生工生物工程(上

海)股份有限公司；2×Phanta Flash Master Mix、

Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix、
HiScript III All-in-one RT SuperMix Perfect for 
qPCR 和蛋白酶 K，南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；Ligation high ver.2，TOYOBO 公司；大

肠杆菌 O1 血清型 O 因子诊断血清，天津生物芯

片技术有限责任公司；羊抗兔 IgG-HRP，武汉

爱博泰克生物科技有限公司；TRIzol Reagent 试
剂，ThermoFisher Scientific 公司。 

1.2  引物设计 
本研究以 NCBI 公布的 APEC O1 基因组(编

号为 GCF_902880315.1)、pKD3 质粒和 pSTV28

质粒为模板设计引物。引物对 wekM-UF/wekM-UR
及 wekM-DF/wekM-DR 用于扩增 wekM 上、下游

同源臂，引物对 wekM-CF/wekM-CR 用于扩增

pKD3 的氯霉素抗性基因，引物对 wekM-outF/ 
wekM-outR 用于 wekM 基因缺失株的鉴定。引物

对PO1-Kpn I-FN/PwekM-RN用于扩增wekM启动

子区域，引物对 wekM-FN1/wekM-BamH I-R 用于扩

增 wekM 基因的编码序列(coding sequence, CDS)，
引物对 PO1-Kpn I-FN/wekM-BamH I-R 用于 wekM
启动子片段和 CDS 序列的融合扩增，引物对

wekM-inF/wekM-inR 用于鉴定回补株，引物对

wekM-outF/wekM-outR 用于鉴定缺失株。以上引物

由北京擎科生物科技股份有限公司合成(表 1)。 

 
图 1  O1 型大肠杆菌 O-抗原基因簇和 O-抗原糖单元结构示意图 
Figure 1  The O-antigen gene cluster and unit of Escherichia coli O1. 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) 
wekM-outF GCTATGCGCAATTGAGTCAT 
wekM-outR CCGGTGCATCTTAATCCCAATG 
wekM-inF CTGGAACGACACCACACTCT 
wekM-inR GGTCAATAGTGCTCCCGA 
wekM-UF GACTGCAATTGCTATGCGCA 
wekM-UR CAGCCGTTAATCAATACATTACTACAGAGGAAATG 
wekM-CF AATGTATTGATTAACGGCTGACATGGGAAT 
wekM-CR AATAGTTCCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
wekM-DF CAGCCTACACAGGAACTATTTGAGCGAACTAGATG 
wekM-DR CCGGTGCATCTTAATCCCAATG 
PO1-Kpn I-FN CGGGGTACCTCGTTGTTATTCTGATTGTT 
PwekM-RN TTAATAACATTGAAAATCTGACCGGATGT 
wekM-FN1 CATCCGGTCAGATTTTCAATGTTATTAATTATTGCTG 
wekM-BamH I-R CGCGGATCCTCAGCACAGTTGAGCAATAAG 
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1.3  wekM 基因缺失株和回补株的构建 
采用Red同源重组的方法构建wekM基因缺

失株[16]。将 wekM 基因上、下游同源臂和氯霉素

抗性基因通过 Overlap PCR 融合扩增，电转化至

APEC O1 (pKD46)感受态细胞中，使用含有氯霉

素的 LB 平板筛选阳性克隆。电转化 pCP20 至阳

性克隆，经 PCR 鉴定和 DNA 测序鉴定正确后，

将缺失株命名为 ΔwekM。采用质粒回补法构建

wekM 基因回补株，使用 Overlap PCR 融合扩增

wekM 启动子和 CDS 序列，将融合片段与回补

质粒 pSTV28 进行酶切连接得到 wekM-pSTV28，
提取 wekM-pSTV28 质粒电转化至 ΔwekM 缺失

株感受态细胞中，利用含有氨苄青霉素的 LB 平

板筛选阳性克隆，经 PCR 鉴定和 DNA 测序正确

后，将回补株命名为 CΔwekM。 
1.4  细菌 LPS 图谱分析及 Western blotting
鉴定 O1 血清反应特异性 

参照文献[10]方法制备细菌 LPS 样品，使用

硝酸银染色法鉴定各菌株的 LPS 图谱。采用

Western blotting 技术检测各菌株与大肠杆菌 O1

血清型 O 因子诊断血清的特异性反应。 
1.5  细菌生长能力和运动能力的测定 

分别将 APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 在 LB
中培养至对数生长期(OD600为 0.8)，转接后继续培

养，每间隔 1 h 测量菌液 OD600值，统计数据后使

用 GraphPad Prism 8.0 绘制生长曲线。使用微量移

液枪分别吸取 2 μL OD600 为 0.8 的 APEC O1、

ΔwekM、CΔwekM 菌液加至半固体培养基中心，在

培养5 h和10 h时，采用扫描仪记录细菌运动情况，

同时测量运动圈直径。此外使用醋酸双氧铀对细菌

进行染色，使用透射电镜观察细菌鞭毛形成情况。 
1.6  细菌细胞膜通透性测定 

参照文献[17]的方法检测各菌株的细胞膜

通透性。将细菌接种至 LB 中，于 37℃静置培养

过夜，取 1 mL 菌液转接至 19 mL LB 中，37 °C、

200 r/min 振荡培养至对数生长期(OD600 为 0.8)，

从中取 10 mL 菌液收集菌体沉淀后将细菌浓度

调整至 OD600 为 0.4，取 2 mL OD600 为 0.4 的菌

液，放入 37 ℃培养箱静置培养 1 h，随后加入终

浓度为 6 μmol/L 的溴化乙锭，同时设置一组细

菌 PBS 混合液作为空白对照。使用荧光光谱仪测

量激发波长和发射波长分别为 545 nm 和 600 nm
的荧光值，每 70 s 读取一次值，持续 30 min。  

1.7  荧光定量检测分析 
分别将 APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 在 LB

培养基中培养至对数生长期，使用 TRIzol 法提取细

菌 RNA。使用焦碳酸二乙酯(diethyl pyrocarbonate, 
DEPC)处理的水溶解 RNA 后检测 RNA 浓度和纯

度，将所得RNA反转录为 cDNA后置于−80 ℃备用。 
使用荧光定量 PCR 仪(Agilent 公司)检测鞭

毛相关基因转录水平。所有引物均由杭州有康生

物科技有限公司合成(表 2)。 
 

表 2  qRT-PCR 所用引物 
Table 2  The primer sequences for qRT-PCR 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) 
flgB-RT-F AACAAGAGGTGCTCAATC 
flgB-RT-R AGTTCTGCGGTAGGAGGC 
flgC-RT-F CGTAAAGGTTGCCGATGT 
flgC-RT-R GTATTGACCGAGCGTAAGG 
flgD-RT-F ACCACCGATCCGACAAATACCG 
flgD-RT-R CGCCACCAACAAAGTCAGAAA 
flgE-RT-F CTTTACCGATGGCACGAC 
flgE-RT-R TATTCACCAGGTTACGATTT 
fimA-RT-F TGCTGTCGGTTTTAACATTC 
fimA-RT-R ACCAACGTTTGTTGCGCTAC 
fliC-RT-F CCTGAACAACACCACTACCA 
fliC-RT-R TGCTGGATAATCTGCGCTTT 
fliF-RT-F GGTGGATCAGGGCGGACA 
fliF-RT-R CGTTACCAACAATAGGCGACAG 
fliM-RT-F CCTGAACCTTATCCATCTAAAACCG 
fliM-RT-R TCCATCGCCGCCAAACA 
fliY-RT-F AGCACCAAACCATTTTTCGGA 
fliY-RT-R GCTGCGTAAAGGAAATGAAGACC 
flhC-RT-F GGCTGGTGAGCGTGGGTAATA 
flhC-RT-R AGTGCCCGCAAGCAGAAGAAG 
motA-RT-F GGCAATAATGGCAAAGCGAT 
motA-RT-R CAGCGAAAACATCCCCATCT 
16S rRNA-F TTTGAGTTCCCGGCC 
16S rRNA-R CGGCCGCAAGGTTAA 
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1.8  细菌药敏试验 
分别将 APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 在 LB

培养基中培养至对数生长期，使用细菌比浊仪将

各菌液浓度调至 0.5 个麦氏单位。将抗生素加入

96 孔板中并依次进行倍比稀释，在稀释好的抗

生素中加入菌液，设置抗生素与培养基为阴性对

照孔，设置菌液与培养基为阳性对照孔，放置于

37 ℃培养箱培养 16 h，用酶标仪测量混合物的

OD600 值，将测量孔与阴性孔内液体的 OD600 值

大小进行比较，数值小于或等于阴性对照孔则表

明所加药物浓度可抑制微孔内细菌生长，抑制细

菌生长所使用的最低药物浓度为最低抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration, MIC)。 

1.9  统计分析 
使用 Adobe Illustrator 2020 进行图片处理，

使用 GraphPad Prism 8.0 进行数据分析，所有结

果均重复 3 次以上，使用 t-test 检验分析各组差

异 ， 结 果 采 用 平 均 值 ±SD 。 其 中 * 表 示

0.01<P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，
ns 表示 P>0.05。 

2  结果与分析 
2.1  ΔwekM 与 CΔwekM 的 PCR 鉴定 

使用引物对 wekM-outF/wekM-outR 鉴定

wekM 基因缺失株。PCR 扩增结果显示，以野生

株为模板可扩增出大小为 1 887 bp 的条带，以缺

失株为模板可扩增出大小为 1 125 bp 的条带，缺

失株较野生株长度减少 762 bp，缺失株 ΔwekM

构 建 成 功 ( 图 2A) 。 使 用 引 物 对

wekM-inF/wekM-inR 鉴定 wekM 基因回补株，

PCR 扩增结果显示，wekM 基因以 APEC O1 和

wekM 基因回补株为模板均可扩增出大小为  
399 bp 的 wekM 基因片段，以 ΔwekM 为模板未

扩增出条带，回补株 CΔwekM 构建成功(图 2B)。 

2.2  细菌 LPS 图谱分析及与 O1因子血清反

应特性鉴定 
对 APEC O1、ΔwekM和 CΔwekM菌株的 LPS

样品进行银染鉴定，结果显示 wekM 缺失后

APEC O1 未能形成完整的 O-抗原梯状条带(图
3A)，O-抗原链消失。这表明 wekM 缺失导致 

 

 
 

图 2  缺失株和回补株 PCR 鉴定结果   A：使用外侧引物对 wekM-outF/wekM-outR 鉴定缺失株. B：使

用内侧引物对 wekM-inF/wekM-inR 鉴定缺失株和回补株. 泳道 M、1、2 和 3 分别为 DL2000 DNA Marker、
APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 
Figure 2  Identification of the mutant strain and complementation strain with PCR. A: Identification of ΔwekM 
mutant strain with wekM-outF/wekM-outR primer pair. B: Identification of ΔwekM and CΔwekM strain with 
wekM-inF/wekM-inR primer pair. Lane M: DL2000 DNA Marker; Lane 1: APEC O1; Lane 2: ΔwekM; Lane 3: 
CΔwekM. 
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图 3  LPS 的银染(A)及 Western blotting (B)鉴定

结果   泳道 M、1、2 和 3 分别为 180 kDa Protein 
Marker、APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 
Figure 3  Silver staining (A) and Western blotting 
(B) identification of LPS profiles. Lane M: 180 kDa 
Protein Marker; Lane 1: APEC O1; Lane 2: ΔwekM; 
Lane 3: CΔwekM. 
 
 
APEC O1 O-抗原合成受阻，使 APEC O1 LPS 不

完整。Western blotting 结果显示，APEC O1、

ΔwekM 和 CΔwekM 菌株的 LPS 与 O1 型大肠杆

菌 O 因子血清的反应能力不同，APEC O1 的 LPS
样品与 O1 血清孵育产生梯状条带，而 ΔwekM 与

O1 血清孵育未产生条带(图 3B)。上述结果表明

wekM 参与 O-抗原合成，在 APEC O1 与 O1 血清

的反应中发挥重要作用。 

2.3  细菌生长能力和运动能力测定 
生长曲线结果显示：APEC O1、ΔwekM 和

CΔwekM 之间生长能力均无显著差异(P>0.05) 
(图 4A)，这表明 wekM 不影响 APEC O1 的生长

能力。测量细菌在半固体培养基中运动圈直径大

小，结果显示 APEC O1 与 ΔwekM 运动圈直径大

小差异极显著(P<0.001) (图 4B、4C)，这表明

wekM 缺失后细菌运动能力丧失。 

2.4  鞭毛转录水平及表达情况检测 
实时荧光定量 PCR 结果显示，ΔwekM 较野

生株鞭毛相关基因(flgB、flgC、flgD、flgE、fimA、

fliC、fliF、fliM、fliY、flhC 和 motA)转录水平下

调 32 倍以上(图 5A)，结果表明 wekM 缺失会抑

制组装合成鞭毛的相关基因转录。透射电镜结果

显示，野生株和回补株菌体周围均有鞭毛，而

ΔwekM 的菌体周围未见鞭毛 (图 5B)，表明

ΔwekM 较野生株的鞭毛形成受阻。 
 

 
 

图 4  APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 菌株生长(A)和运动(B 和 C)能力检测   A：APEC 菌株在 LB 培养

基中生长 12 h 的生长曲线. B：APEC 菌株在半固体琼脂培养基中的运动能力测定. C：细菌运动圈直径大

小差异分析. ***表示 P<0.001；ns 表示 P>0.05 
Figure 4  Determination of bacterial growth curves (A) and swimming motility (B, C) of APEC O1, ΔwekM, 
and CΔwekM.  A: Growth curve of APEC strains grown in LB medium for 12 h. B: Determination of 
swimming motility of APEC strains in semi-solid agar plate. C: Analysis of the difference in size of bacterial 
swimming motility circle diameter. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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图 5  APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 菌株鞭毛相关基因转录水平检测(A)及鞭毛透射电镜图(B) 
Figure 5  Transcription levels of flagella-related genes (A) and transmission electron micrographs of flagellum 
of APEC O1, ΔwekM, and CΔwekM (B). 
 

2.5  细菌细胞膜通透性测定 
通过添加溴化乙锭进一步检测乙锭-核酸复

合物的荧光值，从而测定细菌细胞膜通透性，结

果显示 ΔwekM 细胞膜通透性显著高于野生株

(P<0.01)，表明 wekM 缺失后细菌细胞膜通透性

增加(图 6)。 

2.6  细菌药敏试验 
MIC 结果显示，ΔwekM 对孢噻肟和头孢西

丁的 MIC 值为 256.00 μg/mL，与野生株相同(表
3)；但是 ΔwekM 对环丙沙星、克林霉素、多黏

菌素、磷霉素、万古霉素、多西环素和阿莫西林

的 MIC 值分别为 0.06、(6.67±2.31)、(0.02±0.01)、
4.00、4.00、(5.33±2.31)和 8.00 μg/mL，较野生

株的 MIC 值显著降低(P<0.01) (表 3)，表明 wekM
缺失后 APEC O1 对环丙沙星、克林霉素、多黏

菌素、磷霉素、万古霉素、多西环素和阿莫西林 
 

 
图 6  APEC O1、ΔwekM 和 CΔwekM 菌株细胞膜通透性检测 
Figure 6  Cell membrane permeability detection for APEC O1, ΔwekM, and CΔwekM. **: P<0.01. 
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表 3  wekM 基因对抗生素耐药性的影响 
Table 3  Effect of wekM gene on antibiotic resistance 
Agent MIC (μg/mL)   

APEC O1 ΔwekM CΔwekM 
Ciprofloxacin 0.21±0.07 0.06±0.00** 0.21±0.07 
Clindamycin 26.67±9.24 6.67±2.31** 18.67±12.22 
Polymyxin 0.06±0.00 0.02±0.01** 0.03±0.00 
Fosfomycin 16.00±0.00 4.00±0.00** 16.00±0.00 
Vancomycin 16.00±0.00 4.00±0.00** 16.00±0.00 
Doxycycline 10.67±4.62 5.33±2.31** 8.00±6.93 
Amoxicillin 53.33±18.48 8.00±0.00 32.00±0.00 
Cefotaxime 256.00±0.00 256.00±0.00 256.00±0.00 
Cefoxitin 256.00±0.00 256.00±0.00 256.00±0.00 
与 AEPC O1 比较，**表示 P<0.01 
Comparison with AEPC O1, ** indicates P<0.01. 

 
药物的敏感性显著增加，提示 wekM 缺失后改变

了细菌对抗生素的敏感性。 

3  讨论与结论 
近年来，对禽致病性大肠杆菌 LPS 结构、

组成和编码基因簇方面的研究，为进一步探索该

菌的环境适应、耐药传递机制、药物作用靶点以

及防控技术开发提供了研究基础[7]。LPS 作为外

膜小叶中的主要糖脂，能够形成二价阳离子层，

为细菌提供渗透性屏障，维持细菌胞膜稳定性，

并抵抗抗生素等有害物质[18]。研究表明 LPS 结

构的微小变化会显著影响细胞膜的理化性质，包

括细胞膜通透性和表面电荷发生改变，从而影响

细菌抵抗宿主体内外胁迫环境[6,19-21]。O-抗原合

成相关基因缺失会影响 LPS 的正常表达，从而

影响胞膜结构完整性和细菌毒力[22-27]。糖基转移

酶负责单糖之间的连接，在 O-抗原合成中发挥

重要作用，目前关于糖基转移酶基因对 LPS 和

O-抗原完整性和结构的影响鲜有报道。本研究通

过敲除 O-抗原糖基转移酶 wekM，并分析其对于

APEC O1 的生长运动、细胞膜通透性、抗生素敏

感性以及鞭毛形成的影响，以揭示 wekM 在细菌

结构和环境适应中的功能。 
本研究首先通过银染法鉴定了 wekM 参与

APEC O1 LPS 的合成，wekM 缺失后 APEC O1

的 LPS 多糖链合成受损。Western blotting 进一

步分析发现，wekM 缺失后 APEC O1 丧失了与

O1 型血清的反应能力，这表明 wekM 缺失后会影

响 O-抗原完整性和血清反应性，可能在细菌血清

分型和进化的过程中发挥重要作用，这也提示该

基因有可能是细菌血清分型的重要分子靶点。 
本研究结果显示 wekM 对细菌运动能力起

关键性作用，这与黄色粘球菌和鼠伤寒沙门菌的

相关报道一致，即 O-抗原多糖侧链及 LPS 突变

会使细菌出现运动缺陷[28-29]。本研究进一步通过

透射电镜观察细菌鞭毛形成情况，结果表明

wekM 基因缺失会使 APEC O1 无法形成鞭毛。实

时荧光定量 PCR 结果进一步显示 wekM 基因缺

失后鞭毛相关基因转录水平下降。因此，认为糖

基转移酶 wekM 缺失导致鞭毛合成基因转录水

平下调，从而阻碍鞭毛合成和组装的过程，最终

使细菌鞭毛无法正常形成。O-抗原合成受阻为什

么会引起鞭毛变化，其具体机制还有待研究。 
此外，wekM 基因缺失后 APEC O1 的细胞膜

通透性增加，提示 O-抗原结构的改变会导致细菌

内环境稳态和细胞膜磷脂双分子层发生改变[30]。

细胞膜磷脂双分子层是阻止抗生素进入胞内的

物理屏障，也是多种抗生素识别细菌、发挥杀伤

作用的生化结构，其中 LPS 就是多黏菌素等抗

生素的作用靶点[31]。那么，wekM 缺失导致细胞

膜通透性增强后是否会影响细菌的抗生素敏感

性呢？本研究中 MIC 检测结果表明，wekM 缺失

提高了细菌对环丙沙星、多黏菌素等 7 种抗生素

的敏感性，推测是由于 wekM 缺失导致 LPS 结

构缺损引起细胞膜通透性等理化性质发生改变

进而使抗生素更易进入细菌，最终导致细菌抗生

素的敏感性增高。 
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综上所述，本研究首次探究了 O-抗原多糖

主干链糖基转移酶 wekM 基因在脂多糖合成和

维持细菌细胞膜通透性的作用，为进一步研究

O-抗原在鞭毛蛋白的正常表达以及对抗生素等

胁迫环境中的具体作用奠定了研究基础。 
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