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掺入大肠杆菌膜中的磷脂酰胆碱(PC)影响 
青霉素β-内酰胺酶的分泌 

蔡雪丽, 李洋, 宣文静, 王行国*  
(湖北大学生命科学学院, 武汉 430062) 

摘要：【目的】为了研究磷脂酰胆碱(PC)在原核生物细胞中的生物学作用, 探讨 PC 对细菌膜系统的

功能的影响。【方法】使用 ptac85质粒作载体, 将螺旋菌 pcs基因导入 E.coli Top10细胞构建了 E.coli 

Top10 pcs+菌株, 并在特定的条件下培养细菌, 使细菌膜磷脂中合成 30%左右的磷脂酰胆碱。然后再

使用抗生素抗性分析、β-内酰胺酶的酶活测定以及 Western blot 杂交技术,分析质粒编码的β-内酰胺

酶从细胞质到细胞间质的分泌情况。【结果】抗生素抗性分析发现, 高浓度的氨苄青霉素抑制 E.coli 

Top10 pcs+细菌的生长的氨苄青霉素剂量低于对照组,其半致死剂量 IC50在 700~800μg/mL 之间。酶

活检测显示 E.coli Top10 pcs+细菌周质内β-内酰胺酶的酶活性只有对照菌株的 1/5, Western blot进一

步分析发现周质内β-内酰胺酶的含量也为对照菌株的 1/5。由此可见, 周质内低含量的β-内酰胺酶是

导致 E.coli Top10 pcs+ 细菌氨苄青霉素抗性降低的原因。【结论】掺入细菌膜磷脂双分子层的 PC影

响β-内酰胺酶通过 Sec 转运途径从细胞质分泌到细菌周质空间内, 提示细菌磷脂酰胆碱可能在调节

蛋白转运和分泌方面起着重要的作用。 
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磷脂酰胆碱 (Phosphatidylcholine, PC)是真核生

物膜中的主要磷脂组分。除了它在膜上的结构作用外, 
磷脂酰胆碱在真核细胞中还涉及到许多其他不同的

细胞生命过程。例如, 磷脂酰胆碱对真核细胞的存活
是十分重要的 , 膜上缺少磷脂酰胆碱的动物细胞则
不能存活 [1]。在哺乳动物中, 磷脂酰胆碱对于低密度
脂蛋白(VLDL)的分泌是必需的 , 其它的磷脂不能替
代磷脂酰胆碱 [2]。此外 , 磷脂酰胆碱还是乙酰甘油
(DAG)和磷脂酸 (PA)等第二信使的来源 [3]。相反地 , 
大多数原核生物膜磷脂中没有磷脂酰胆碱。新近的基

因组分析推测, 约 10％的细菌含有磷脂酰胆碱, 而这
些细菌绝大多数是与真核生物相关联的共生菌或致

病菌[4]。有关磷脂酰胆碱在原核生物细胞中的生物学

作用了解较少 , 目前主要集中在土壤根瘤菌。例如 , 
用含有少量的磷脂酰胆碱的 B. japonicun pmtA−突变

株接种寄主植物, 仅形成无效的淡黄棕色根瘤, 寄主
叶片淡绿色呈明显的氮饥饿症状并且根瘤的固氮活

性只有野生型的 18％[5]。接种完全不能合成磷脂酰胆

碱的 S. melitoli pmtA− pcs−突变体, 寄主植物则完全
不能形成任何固氮根瘤 [6]。致病菌 Psendomonas  
aeruginosa pcs− 则在冷冻后明显降低其存活率[7]。最

近在动物的流产杆菌 Brucella abortus 的磷脂酰胆碱
突变体分析中发现 , 磷脂酰胆碱成分对于细菌的毒
性是必需的[8]。对根瘤农杆菌 Agrobacterium tumefa-
clens的磷脂酰胆碱突变体分析也得出相同的结论[9]。

这些研究首次将膜磷脂跟细菌的毒力联系起来 , 提
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示磷脂酰胆碱在细菌与真核生物共生以及病源菌的

致病过程中起着非常重要的作用。 
为了深入探索磷脂酰胆碱在原核生物细胞中的

生物学功能 , 我们实验室己成功地克隆了螺旋菌
(B.burgdorferi、B.afzelii)磷脂酰胆碱合成酶(Pcs)基因
并将其导入大肠杆菌中进行了有效的表达 , 使大肠
杆菌膜磷脂中含有新合成的磷脂酰胆碱[10,11]。在已有

的工作基础上, 本文进一步报道 pcs+细菌膜中新合成

的磷脂酰胆碱影响青霉素β-内酰胺酶 (EC 3.5.2.6)从
细胞质分泌到周质空间 , 导致细菌对氨苄青霉素的
抗性减弱。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验菌株：质粒 pET125 和 ptac85 为实验室保
藏。大肠杆菌(Escherichia coli, E.coli )Top10 菌株购
自 Invitrogen 公司。实验菌株 E.coli Top10 pcs+和对

照菌 E.coli Top10/ptac85 为本实验构建。 
1.1.2  主要试剂和仪器： 氨苄青霉素钠购自 Amresco 
公司; β-内酰胺酶单克隆抗体购自美国 Abcam 公司; 
HRP-标记的羊抗小鼠 IgG 抗体购自 Novagene 公司; 
报春花碱购自 Sigma公司; 硅胶−60板购自 Merck公
司; 其它化学试剂均为国产分析纯。日本岛津公司的
紫外分光光度计; 北京六一仪器厂的 DYY-2C电泳仪; 
温州新芝科学仪器厂的凝胶成像分析系统 ; 上海天
能公司的 Tanon GIS凝胶图像处理系统。 

1.2  E.coli Top10 pcs+ 和 Top10/ptac85 菌株的构建 
以插有克隆的 B.burgdorferi pcs基因(705bp)的重

组质粒 pET125 DNA 为模板, 使用人工合成的引物
pcsF1(5′-GAACAGGATCCATGAAAAATATCAATTT- 
GATT-3′)和 pcsR1 (5′-ATATTGTCGACTTATTTCTT- 
GTTTTATAAG-3′)作引物对, PCR扩增出两端分别带
有 BamHⅠ和 SalⅠ酶切位点(下划线处)的 pcs结构基
因的 DNA 片段。PCR 的扩增参数为 95℃ 5min, 95℃ 
30s, 55℃30s, 72℃ 1min, 35个循环, 72℃ 5min。PCR
产物经凝胶电泳回收后用限制性内切酶 BamHⅠ和
SalⅠ消化。将带有粘性末端的 DNA 片段插入 ptac85
表达载体[12]的 BamHⅠ和 SalⅠ位点,构建成重组质粒
ptac66。然后采用常规氯化钙法分别将重组质粒 ptac66
和质粒 ptac85转化 E.coli Top10细菌, 氨苄青霉素平板筛
选后即获得 E.coli Top10 pcs+和 Top10/ptac85菌株, 后者 
作为对照用菌株。 

1.3  细菌磷脂酰胆碱的鉴定 
细菌在含有 100μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养基中

培养, 待 Top10 pcs+ 细菌生长到OD600为 0.6时加入终浓
度为 1％胆碱和 0.5mmol/L IPTG, 然后诱导培养 4h。收
集 5mL菌体并用 0.9％生理盐水离心洗涤3次, 然后向菌
体沉淀中加入 1 mL 氯仿︰甲醇(2︰1)溶液, 充分震荡
0.5h, 15000×g离心 10min, 回收液相。向液相中加入 0.2
倍体积的 0.9％生理盐水涡悬几秒钟, 5000×g离心 10min
分成两相, 移去上相, 将下相的氯仿溶液置于通风橱中
干燥, 底部的黄色透明物质即为磷脂。用 20μL氯仿溶解
磷脂。分别用氯仿︰甲醇(1︰1)溶液, 2％硼酸乙醇溶液预
跑硅胶−60板后, 将提取的磷脂溶液点样在硅胶板上, 用
展层剂(氯仿︰甲醇︰水︰三乙胺=1.5︰1.75︰0.35︰1.5)
进行 TLC层析。使用鸡蛋黄磷脂酰胆碱作对照。层析完
毕后干燥并用报春花碱磷脂显色剂染色, 最后在紫外灯
下观察结果并拍照。 

1.4  氨苄青霉素的抗性检测 
将灭菌的、大小相同的圆形小滤纸置于不同浓度

的氨苄青霉素溶液中浸湿 , 然后按照氨苄青霉素浓

度大小的顺序依次放置在涂满 E.coli Top10 pcs+ 和

Top10/ptac85 细菌的 LB平板上, 37℃培养 12h后观察

并测量抑菌圈的大小 , 并以此来判断细菌对氨苄青

霉素的抗药性。氨苄青霉素抑制细菌的半致死剂量

IC50的测量则使用 OD600进行生长测定, 即以 LB 培

养到对数期加 1％胆碱和 0.5mmol/L IPTG诱导 4h的

细菌作为出发菌株 , 按 1︰100 按种到含不同浓度

(0~1800μg/mL)氨苄青霉素、1％胆碱和 0.5 mmol/L 

IPTG的 LB培养基中, 37℃培养 12h, 测定 OD600吸光

值, 最后用 OD600 吸光值对氨苄青霉素浓度作图, 求

出 IC50值。 

1.5  细菌周质蛋白与细胞质蛋白的提取 
采用渗透休克法或称“冷休克”的方法 [13]提取周

质蛋白, 即将培养至 OD600为 0.6~0.9 的细菌用含有

1mmol/L EDTA和 20％蔗糖的 25mmol/L Tris-马来酸

缓冲液(pH7.0)悬浮, 并在室温放置 20min, 使菌体发

生质壁分离。通过离心去除上清液, 并迅速向菌体沉

淀中加入含 0.4％硫酸链霉素的 0.05mol/L MgCl2进行

悬浮, 并置 0℃ 20min使细胞壁破裂释放周质蛋白。

4℃  15000×g 离心 20min 回收上清液 , 即为周质蛋

白。其菌体沉淀用 Tris-马来酸缓冲液悬浮, 并超声波处

理破碎细胞, 4℃ 15000×g离心 20min后收获上清液即为

细胞质蛋白。使用 Bradford方法[14]测定总蛋白的浓度。 
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1.6  β-内酰胺酶的活性测定 
根据文献 [15]报道的方法测定β-内酰胺酶的活

性。由于β-内酰胺酶裂解青霉素的β-内酰胺环形成青

霉噻唑酸 , 碘与青霉噻唑酸反应形成无色的碘-青霉

素裂解酸复合物, 因而使得碘在 620nm 处吸光值下

降。根据在 620nm测得的Δ620nm值推算出碘的消耗

量, 再依据 1mol青霉噻唑酸消耗 4mol碘算出反应体

系中的底物量。β-内酰胺酶活力单位定义为 30℃条件

下 1h 水解 1μmol 青霉素所需要的酶量为一个活力单

位(U)。最后, 根据测得的粗酶液中蛋白质总浓度并按

照酶比活力=酶活力(U)/蛋白量(mg)的定义计算出 β-

内酰胺酶比活(U/mg)。 

1.7  Western blot 
使用 4％浓缩胶、15％分离胶跑 SDS-PAGE凝胶

电泳, 每个蛋白样品上样量均为 8μg蛋白。电泳完毕

后, 使用湿式电泳转移仪在 100mA稳流下转移 90min, 

将蛋白样品从凝胶转移至硝酸纤维素膜上。转移缓冲

液为 20mmol/L Tris-HCl(pH8.3), 140mmol/L 甘氨酸

和 20％甲醇溶液。转移后的膜先用含 1％BSA 的

TBST(10mmol/L Tris-HCl,100mmol/L NaCl 和 0.1％

Tween-20)4℃封闭过夜, 再用终浓度为 10μg/mL的 β-

内酰胺酶单克隆抗体溶液室温孵育 2h。用 TBST 漂洗 3

次, 每次 15min, 然后将膜放在 1︰1000 稀释的 HRP-偶

联的羊抗鼠 IgG 多克隆抗体溶液中室温孵育 2h。再用

TBST漂洗 3次, 每次 15min。用 DAB显色液(含 0.03％

DAB, 0.03％H2O2的 0.05mol/L Tris-HCl(pH7.6))显色,并

用清水冲洗终止反应。最后, 通过拍照记录辣根过氧化

物酶(HRP)活性显色结果。 

2  结果 

2.1  E.coli Top10 pcs+细胞膜中磷脂酰胆碱的表达 
以重组质粒 pET125 DNA 为模板、 pcsF1 和

pcsR1作引物对, PCR扩增出两端分别带有 BamHⅠ和

SalⅠ的 pcs结构基因 DNA片段(728bp)。通过限制性
内切酶 BamHⅠ和 SalⅠ消化后, 将 705bp 的螺旋菌
pcs 基因插入带有氨苄青霉素抗性基因的 ptac85 表达
载体, 获得大约 5.8 kb的的重组质粒 ptac66。然后将
重组质粒 ptac66 和质粒 ptac85 分别转化 E.coli Top10
细菌, 抗生素筛选和质粒 DNA 酶切分析验证, 获得
E.coli Top10 pcs+ 和 Top10/ptac85菌株。经过一系列
的表达优化, 发现将 E.coli Top10 pcs+细菌先培养至

OD600 至 0.6~0.9 时 ,在培养基中加入 1％胆碱和

0.5mmol/L IPTG 37°C诱导 4h, 细菌膜磷脂中磷脂酰
胆碱的合成量达最高, 约占总磷脂的 30％。图 1显示
E.coli Top10 pcs+、Top10/ptac85和 Top10菌株在加入 

 
图 1  三种大肠杆菌膜磷脂的 TLC 分析 

Fig. 1  TLC analysis of membrane phospholipids in three E.coli 
strains. C. egg phosphatidylcholine; 1,2. E.coli Top10; 3,4. Top10/ 
ptac85; 5,6. Top10 pcs+; O. spotting site; PC: phosphatidylcholine. 
 
1％胆碱和 0.5mmol/L IPTG 37℃ 诱导 4h后的细胞膜
磷脂的 TLC分析结果。从图 1中可以看出, 在相同的
条件下培养 E.coli Top10、Top10/ptac85仅含有磷脂
酰乙醇胺(PE)、磷脂酰甘油(PG)和脑磷脂(CL), 并没
有 PC 的表达; 而 E.coli Top10 pcs+除了 PE、PG 和
CL之外还有明显的 PC出现。实验结果表明, E. coli 
Top10 pcs+细菌中表达的磷脂酰胆碱合成酶能有效地

将细胞内的 CDP-二酰基甘油(CDP-DAG)与外源的胆
碱缩合成磷脂酰胆碱。细菌生长调查发现, 37℃条件
下在液体 LB培养基中培养, E.coli Top10 pcs+细菌的

生长曲线与对照用的 Top10/ptac85没有明显的区别。 

2.2  高浓度的氨苄青霉素抑制 E.coli Top10 pcs+细菌

的生长 
E.coli Top10 菌株本身不含任何抗性基因, 由于

ptac85表达质粒上含有抗生素标记基因 bla, 因此该质
粒转化的细菌 E.coli Top10 pcs+ 和 Top10/ptac85都应
该表达β-内酰胺酶和显示氨苄青霉素抗性。与预期结
果一致, E.coli Top10 pcs+和 Top10/ptac85均不显示任
何卡那霉素和四环素抗性, 仅显示氨苄青霉素抗性。
但两种细菌显示的氨苄青霉素抗性的程度不同 , 氨
苄青霉素的浓度高达 10000μg/mL 条件下 , E.coli 
Top10/ptac85 仍未显示可见的抑菌圈 , 而 E.coli 
Top10 pcs+在氨苄青霉素的浓度为 2000μg/mL条件下
显示可见的抑菌圈 , 当氨苄青霉素的浓度增至
5000μg/mL 或 10000μg/mL 时, 透明的抑菌圈则非常
明显, 且抑菌圈随着氨苄青霉素的浓度增加而增大。 
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为了进一步证实两种细菌对氨苄青霉素的抗性程

度不同, 用在含有 1％胆碱 0.5mmol/L IPTG 诱导 4h
的细菌作为出发菌株, 在含有胆碱、IPTG 和不同浓
度(0~1800μg/mL)的氨苄青霉素的 LB 培养基中培养, 
12h后测定 OD600吸光值, 实验结果见图 2。与滤纸平
板法检测的结果一致 , 1800μg/mL 氨苄青霉素对
E.coli Top10/ptac85没有明显的抑制作用。与 Top10/ 
ptac85 对照不同, 随着氨苄青霉素浓度的递增, 测得
的 Top10 pcs+细菌 OD600值逐渐减小, 说明氨苄青霉
素对该细菌生长的抑制作用随着剂量的增加而增大。

当氨苄青霉素浓度超过 1000μg/mL后, Top10 pcs+细

菌基本上停止生长。根据图 2的结果, 推算出氨苄青
霉素对 Top10 pcs+细菌的半致死剂量 IC50 为 700~ 
800μg/mL。 

 

图 2  氨苄青霉素抗性试验结果 

Fig. 2  Ampicillin resistance essay of E.coli Top10 pcs+and Top10/ 
ptac85. OD600 indicated E.coli Top10 pcs+and Top10/ptac85 growing at 
37℃ for 12 hours in LB medium containing ampicillin of different 
concentrations. 
 
2.3  E.coli Top10 pcs+细菌周质中β-内酰胺酶的活性 

为了调查 E.coli Top10 pcs+氨苄青霉素抗性降低

的原因, 分别从 E.coli Top10 pcs+和 Top10/ptac85细菌
的周质中抽提周质蛋白, 检测β-内酰胺酶的活性并进
行比较。在相同的酶反应条件下, 测得 Top10 pcs+ 周

质蛋白中β-内酰胺酶的酶比活为 1.3×103 U/mg, 而 
Top10/ptac85 细菌周质蛋白中β-内酰胺酶的酶比活则为
5.8×103 U/mg, 后者是前者的 4.5倍。 

为了进一步弄清楚造成两种细菌周质蛋白中 β-
内酰胺酶酶活力不同的原因, 分别抽提两种细菌的周
质蛋白和细胞质蛋白 , 然后取相同量的蛋白(8μg)上
样, 经 15％SDS-PAGE凝胶电泳分离后转移至硝酸纤
维素膜上, 用抗β-内酰胺酶的小鼠单克隆抗体与膜上

蛋白杂交, 结果见图 3。从图 3可以看出, 29kDa的β-
内酰胺酶主要存在于细菌的周质蛋白中, 而 32kDa 的
β-内酰胺酶原则主要存在于细胞质内。蛋白杂交带密度
扫描分析显示, E.coli Top10 pcs+细胞质中的β-内酰胺 

 

图 3  免疫印迹结果 

Fig. 3  Western blot of β-lactamase. 1. β-lactamase in perip-
lasm of E.coli Top10/ptac85; 2. β-lactamase in periplasm of 
E.coli Top10 pcs+; 3. β-lactamase in cytoplasm of E.coli 
Top10/ptac85; 4. β-lactamase in cytoplasm of E.coli Top10 pcs+. 
 
酶原的相对含量比 Top10/ptac85 多 24％, 但周质蛋白
中的β-内酰胺酶相对含量仅为后者的 17.5％。两者周质
蛋白中 5倍酶量的差异与两者 4.5倍酶活的差别相吻合, 
说明细菌周质中β-内酰胺酶含量较少是 E.coli Top10 
pcs+周质蛋白中的β-内酰胺酶酶比活低的主要原因,也
即是导致细菌青霉素抗性降低的主要因素。 

3  讨论 

本实验所用的表达载体 ptac85 质粒携带的 ampr

基因来源于 pBR322 质粒[12]。质粒 pBR322 携带的 bla
基因编码青霉素β-内酰胺酶蛋白, 该蛋白含有 286 氨基
酸残基, 其 N-端为 23个氨基酸残基组成的信号肽 [16]。

β-内酰胺酶前体蛋白位于细胞质内, 而具有水解青霉
素活性的β-内酰胺酶则位于细菌周质内[17]。由于β-内
酰胺酶 N-端含有一个典型的、由 1个精氨酸与 12个
疏水性氨基酸组成的信号序列 , 因此前体蛋白可通
过 Sec途径[18,19]转运到周质空间内并经信号肽酶切除

信号肽形成有活性的β-内酰胺酶。E.coli Top10 pcs+

周质内 β-内酰胺酶的酶比活大约是对照菌株 
Top10/ptac85 的 1/5, 而细胞周质中β-内酰胺酶的含量
也仅为对照菌株的 1/5, 但细胞质内β-内酰胺酶原蛋
白含量则差异不显著。很明显, E.coli Top10 pcs+青霉

素抗性减弱的主要原因是细胞周质中β-内酰胺酶的
含量减少。引起细菌周质中β-内酰胺酶含量减少的原
因可能有 L (1) β-内酰胺酶不能有效地从细胞质通过
内膜转运至周质内; (2) 周质内的β-内酰胺酶从外膜
泄露到细胞外。后一种可能性虽不能完全排除, 但似
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乎可能性不大 , 因为既使泄露到胞外 , β-内酰胺酶仍
具有催化活性, 不应明显降低细菌对青霉素的抗性。
与对照菌株比较, 遗传上唯一不同点是 E.coli Top10 
pcs+细胞内含有的 ptac85质粒上携带有一个 pcs基因, 
由于 pcs基因的表达产物能有效地将外源的胆碱和细
胞内的 CDP-二酰基甘油缩合成磷脂酰胆碱 , 因此
E.coli Top10 pcs+细胞膜磷脂中含有一定量的磷脂酰

胆碱(参见图 1)。或许正是这些新合成的磷脂酰胆碱
占据了细胞膜上部分磷脂酰乙醇胺或磷脂酰甘油的

位置 , 使膜通道蛋白在磷脂双层结构中的排列组合
或与其它分子之间的相互作用发生了变化 , 影响了
Sec 转运系统的功效, 结果导致β-内酰胺酶的分泌受

阻。Nesmeyanova MA 小组曾报道缺少磷脂酰乙醇胺
或磷脂酰甘油都会影响胞外碱性磷酸酶的分泌[20, 21]。 
在根瘤农杆菌 A. tumefaciens中, 由于 pmtA或 pcs基
因突变使磷脂酰胆碱的合成受阻, 结果造成 IV 分泌
系统中 B2、B8 等蛋白的缺失[9]。由此可见, 构成细
胞膜双脂层的磷脂成分对于蛋白质的分泌起着十分

重要的作用。任何磷脂成分的变动都会打破膜磷脂固

有的平衡 , 影响各类通道蛋白在膜磷脂双层膜中的
插入、排列组合或相互作用。 

在动植物中 ,磷脂酰胆碱含量丰富 , 约占总磷脂
的 50％以上。它是构成细胞膜磷脂双脂层的主要构件, 
在质膜的外层小叶上尤其丰富。不过, 这种在广泛 pH
范围内呈中性或两性离子的磷脂分子仅出现在约 10
％的细菌中 , 而含有磷脂酰胆碱的细菌绝大多数是
与真核生物相关联的共生或寄生菌[4]。虽然磷脂酰胆

碱与磷脂酰乙醇胺都是两性离子的磷脂分子 , 但两
者分子之间仍存在明显的差异, 即后者头部较小、具
有与其它阴离子磷脂分子乃至脂多糖形成氢键的能

力。越来越多的证据显示, 磷脂酰胆碱与磷脂酰乙醇
胺在功能上并不能相互替代 , 我们的实验结果也支
持这一点。在含有磷脂酰胆碱的细菌中, 细菌或许通
过少量磷脂酰胆碱的掺入 , 改变细胞膜双脂层的性
质, 使细胞膜的转运功能、渗透性能以及外层分子的
组成发生变化 , 以适应与真核宿主相互作用而共生
或寄生。我们推测磷脂酰胆碱不仅仅影响胞外蛋白的

分泌 , 很可能还会影响到细菌细胞膜的通透性以及
细胞壁外层分子的组成。因此, 利用 E.coli Top10 pcs+

作为模式菌株 , 进一步深入研究磷脂酰胆碱的生物
学功能将有助于我们了解细菌与真核生物之间的相

互作用。 
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Incorporation of phosphatidylcholine into Escherichia coli membrane 
 affects secretion of penicillin β−lactamase   

Xueli Cai, Yang Li, Wenjing Xuan, Xinguo Wang*  
(Faculty of Life Sciences, Hubei University, Wuhan 430062, China) 

Abstract: [Objective]To study the biological function of phosphatidylcholine in bacteria, the borrelial pcs gene was in-

serted into ptac85 plasmid. Then E. coli Top10 pcs+ was constructed via the transformation of the recombinant plasmid. 

Phosphatidylcholine (30%) in total phospholipids was achieved when the bacterial cells were incubated in Luria-Bertani 

(LB) medium supplemented with 1% choline and induced by 0.5 mmol/L isopropy-β-D-thiogalactoside (IPTG) for 4~8 

hours at 37℃. [Methods] Ampicillin inhibitionof E. coli Top10 pcs+ was tested at first, and then β−lactamase activity in 

periplasm was examined. Finally Western blot was used to detect the amount of β−lactamase in both bacterial periplasm 

and cytoplasm. [Results] Antibiotic tests showed that high concentrations of ampicillin inhibited the growth of E. coli 

Top10 pcs+ with an IC50 of 70~800 μg/mL. Active assays revealed that the β−lactamase activity in periplasm was only 1/5 

of that for the control strain E. coli Top10/ptac85. Western blotting confirmed that the low activity of β−lactamase in E. 

coli Top10 pcs+ resulted from a lower amount of β−lactamase in its periplasm. [Conclusion]Our results demonstrated that 

the phospatidylcholine incorporated into bacterial membrane retarded secretion of Escherichia coli penicillin β−lactamase 

from cytoplasm into periplasm, which suggested that phosphatidylcholine might play a role in the regulation of protein 

secretion in those bacteria able to synthesize phosphatidylcholine. 
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