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大肠杆菌外膜蛋白 ompW 基因敲除菌的构建及其对两种抗生
素的敏感性
吴贤斌，邹海杰，田丽花，潘建义 * ，赵辅昆
浙江理工大学生命科学学院，杭州 310018

摘要:探讨大肠杆菌 ompW 基因敲除后，硫酸新霉素和氨苄青霉素对敲除菌最低抑菌浓度(MIC)和生存率的
影响，进而分析 OmpW 的功能。【方法】运用 Red 重组技术将大肠杆菌 K12 染色体上基因 ompW 敲除，构建
缺陷株 ΔompW。然后分别测定硫酸新霉素和氨苄青霉素对正常菌和 ΔompW 菌的最小抑菌浓度(MIC)及次
抑菌浓度(1 /2 MIC)下 K12 和 ΔompW 菌的生存率。【结果】经 PCR 鉴定和通过提取膜蛋白进行 western blot
分析表明，成功获得 ompW 敲除菌。抗生素分析表明，K12 菌对硫酸新霉素的 MIC 为 8. 0 μg /mL，生存率为
98. 0% ;ΔompW 菌对新霉素的 MIC 为 1. 7 μg /mL，而其生存率仅为 39. 0%。而 k12 对氨苄新霉素的 MIC 为
16. 0 μg /mL，ΔompW 为 3. 3 μg /mL;1 /2 MIC 下 K12 生存率为 70. 4%，而 ΔompW 为 30. 3%。【结论】ompW
基因缺陷株对两抗生素的敏感性大大增强，表明 ompW 在细菌抗性方面起着关键作用。
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外膜蛋白 OmpW 广泛存在于革兰氏阴性细菌
中，属于小膜蛋白家族，为由 8 股反平行 β 折叠形
成的 β-桶状疏水通道［1］。OmpW 最早在副溶血弧

菌的外膜蛋白中发现，为免疫原性蛋白［2 － 3］。许多
基础和临床研究表明 OmpW 还与病原菌毒力及致
病性相关，如霍乱弧菌的外膜蛋白 OmpW 的表达量
增加可增强其毒力［4］。鼠伤寒沙门氏杆菌 OmpW

表达增加可导致反应性关节炎 /未分化脊柱关节病
(ReA /uSpA)［5］。粪拟杆菌的 OmpW 与炎症性肠病
( Inflammatory bowel disease，IBD)的发生相关［6］。

此外，大量研究还表明 OmpW 表达量的变化与细菌
适应各种不利环境中有关，如对盐浓度的耐受
性［7］、对百草枯(除草剂)的抗药性等［8］。最近研究

还发现 OmpW 是一个重力诱导相关蛋白，在超重条
件下它的表达量会下降［9 － 10］。而 Lin 等［11］对大肠

杆菌耐药菌株的外膜蛋白进行了蛋白质组学分析，

发现 OmpW 的表达量增加与耐药性有关。本文则
运用 Red 重组技术构建了大肠杆菌 ompW 基因敲除
菌，进一步探讨了 OmpW 在抗生素敏感性中的作
用。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和试剂:大肠杆菌 ( Escherichia
coli)K12 和 BW25113，质粒 pKD46 (温度敏感型复
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制子，含有受 ParaB启动子调控的 Red 重组酶基因，在
L-阿拉伯糖诱导下能表达重组酶)，pKD13(含卡那
霉素抗性基因 kan)以及 pCP20(含 Flp 重组酶基因
在 42℃诱导其表达，识别抗性基因上的 FRT 位点，
用于抗性基因的去除)均为本实验室保存。聚合酶
购自大连宝生物工程公司，L-阿拉伯糖购自上海泽
衡生物技术有限公司，酪蛋白酸水解物为 sigma 公
司产品，DNA Marker 购自 Fementas 公司。本实验所
用到的培养基为 LB、SOC 和 MH。实验中卡那霉
素、氨苄霉素在培养基中的终浓度分别为 20 mg /L、

50 mg /L。
1. 1. 2 引物:从 NCBI 获得大肠杆菌 K12 外膜蛋白
ompW 的基因序列和质粒 pKD13 中 kan 的基因序
列。上下游引物分别由扩增卡那霉素抗性基因两翼
20 个碱基加上 ompW 基因上下游 50 个碱基组成。
由于引物序列较长，因而将其设计为两对较短的引
物 pKD13-F、pKD13-R 和 ompW-F、ompW-R (表 1 )，
引物 ompW-F、ompW-R 同时也作为检测引物用于检
测 ompW 是否被敲除。引物合成由上海英骏生物技
术公司完成。

表 1 PCR 引物
Table 1 PCR primer sequences used in this study

Primer Sequence (5'→3')
pKD13-F TATAACCATAACGACGGAGCGGATATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
pKD13-R GGAATTAAAAACGATATCCTGCTGAATTCCGGGGATCCGTCGACC
ompW-F TGTAGGTATATTCGTCACGTTTTTATAACCATAACGACGGAGCGG
ompW-R GTATATTACGGGGTCGTTTTTGTGCGGAATTAAAAACGATATCC

The underlined sequence is homologous with the sequence of kan in plasmid pKD13; No underlined sequence is homologous with flanking sequences of
ompW; The bold part of two pairs primers are overlapping sequences．

1. 2 筛选标记片段的制备
以质粒 pKD13 为模板，pKD13-F 和 pKD13-R 为

引物进行 PCR 扩增，反应条件:98℃ 5 min;98℃
10 s，54℃ 15 s，72℃ 1. 5 min，30 个循环; 72℃
8 min。PCR 产物经回收纯化后，作为模板，以
ompW-F 和 ompW-R 为引物进行 PCR，反应条件同
上。纯化回收 PCR 产物，从而获得带有 kan 筛选标
的片段。
1. 3 电转化

挑取预先已转化质粒 pKD46 的大肠杆菌
BW25113 的单菌落接种于 LB 培养基，过夜培养作
为种子液。按 1:100 转接入 LB 培养基，培养至
OD600为 0. 3 － 0. 5;加入终浓度为 1 mmol /L 的 L-阿
拉伯糖，继续培养至 OD600为 0. 5 － 0. 6，然后参照

Smith 等［12］的方法进行电转感受态的制备。取
1. 2. 1 中获得的带有 kan 筛选标记的 PCR 产物与该
感受态细胞混合，电击后加入 800 μL SOC 培养基，
30℃培养 1 h 后进行离心，用 100 μL LB 培养基重
悬，涂到含卡那霉素和氨苄霉素的平板上，30℃培
养，筛选阳性转化子。
1. 4 重组菌株的鉴定及 kan 基因的去除

对获得的转化子以 ompW-F 和 ompW-R 为引物
进行菌落 PCR 检测，PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳
分析。然后将 pCP20 质粒转入鉴定为阳性克隆制

成的感受态中，30℃培养 8 h 后，42℃过夜培养。挑
选出转化子进行 PCR 检测，检测没有条带，即表示
kan 基因已经去除，从而获得 ompW 基因敲除菌株
(命名为 ΔompW)。
1. 5 膜蛋白的提取、SDS-PAGE 及 Western blot
分析

将 K12 和 ΔompW 培养过夜作为种子液，按 1 ∶
100 转接到 LB 培养基中，当培养液 OD600为 0. 8 时
收集菌体，用 20 mmol /L 的 Tris-HCl ( pH 7. 6)洗涤
2 次。将菌体溶于裂解液 (50 mmol /L Tris-HCl，pH
7. 6，100 mmol /L NaCl，5% 甘油)中进行超声破碎。
破碎液经 10000 × g 离心 15 min 后，取上清进行
100000 × g 45 min 超速离心，沉淀即为膜蛋白，用
50 mmol /L Tris-HCl，150 mmol /L NaCL，10%甘油及
0. 8% Triton X-100 溶解，分装保存于 － 80℃，或进行
SDS-PAGE。一块凝胶进行染色，并割取差异条带进
行质谱鉴定。另一块胶用于转膜，进行 Western blot
分析 ( 所用 OmpW 多克隆抗 体由 本 研究 组制
备［16］)。
1. 6 ΔompW 的生长曲线测定

分别挑取正常菌 K12 和 ΔompW 的单菌落接种
于 LB 培养基，37℃过夜培养后，按 1:100 转接到 LB
培养基中，37℃ 250 r /min 继续培养，每隔 1 h 测定
菌的 OD600。
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1. 7 最小抑菌浓度测定
采用倍比稀释法测定硫酸新霉素和氨苄青霉素

的最小抑菌浓度(MIC)。倍比稀释 10 个浓度，使药
物终浓度为 128、64、32、16、8、4、2、1、0. 5、0. 25 μg /
mL。菌的初始浓度为 5 × 105 CFU /mL。37℃ 培养
16 h，观察细菌生长情况。细菌没有生长的最低浓
度即为细菌的最小抑菌浓度。
1. 8 次抑菌浓度下菌的生存率［13］

将 5 × 105CFU /mL 的 K12 和 ΔompW 分别接种
到正常 LB 培养基(对照组)和添加次抑制浓度(1 /2
MIC)抗生素的 LB 培养基(实验组)中，37℃培养 6
h 后分别取各菌液进行稀释涂板计数，并计算各菌
生存率，即实验组菌的数量与对照组菌的数量的比
值。

2 结果

2. 1 ompW 敲除菌构建
首先，以 pKD13-F 和 pKD13-R 为引物，质粒

pKD13 的 DNA 为模板，扩增出 kan 基因片段，大小
为 1356 bp(图 1-A);然后以 ompW-F 和 ompW-R 为
引物，kan 基因片段为模板，扩增出两端与 ompW 基
因上下游序列同源，中间为卡那抗性基因 kan 的
DNA 片段，大小为 1404 bp(图 1-B)。分别以从含有
氨苄霉素和卡那霉素的平板上筛选到的转化子和正
常菌 K12 以 ompW-F 和 ompW-R 为引物进行菌落
PCR。对照株 E． coli K12 经 PCR 得到的片段大小
约为 640 bp(图 1-C 中的泳道 1)，与 ompW 基因大
小相一致，而发生重组的转化子片段大小为 1404 bp
(图 1-C 中的泳道 2 )。说明重组菌染色体上的
ompW 基因已经被 kan 基因取代。然后进一步对转
化子进行 kan 抗性基因的去除，并进行 PCR 检测，
结果显示对照 K12 PCR 片段的大小为 640 bp(图 1-
D 中的泳道 1)，而转化子没有条带(图 1-D 中的泳
道 2);而用抗性平板进行验证，转化子在卡那霉素
平板不能生长，而在普通平板却可以生长，这说明抗
性基因已经去除。

图 1 筛选标记片段获得及敲除菌验证的电泳鉴定
Fig． 1 Construction and identification of ΔompW mutant by PCR analysis． A: PCR pruducts of kan gene in pKD13; B: PCR

products of kan containing up- and down-stream sequences of ompW; C: Identification of the products of B by PCR (1，K12;

2，transformant) ; D: Identification of kan whether be eliminated or not by PCR (1，K12; 2，transformant) ．

2. 2 膜蛋白 SDS-PAGE 及 Western blot 验证

为进一步验证 ompW 是否成功敲除，提取 K12

和 ΔompW 膜蛋白进行 SDS-PAGE(图 2-A)，并利用
OmpW 抗体进行 Western blot 分析证实 ΔompW 菌的
OmpW 蛋白是否不表达。结果显示在 ΔompW 菌中，

该蛋白并没有表达 (图 2-B )。此外，对 K12 和

ΔompW 膜蛋白中明显差异蛋白进行了鉴定(图 2-A，

箭头所示)，其中 a 为 Fiu(铁离子摄取蛋白)，b 为
CirA( Colicin I 受体)，c 为 RplE (50s 核糖体蛋白
L5)，d 为 OmpW(质谱鉴定结果未提供)。

2. 3 E． coliK12 与 ΔompW 的生长曲线

虽成功构建 ompW 敲除菌，但因部分蛋白的表

达发生了改变，为此测定了 K12 和 ΔompW 的生长

曲线(图 3)。结果表明，二者的生长趋势并无明显

变化。

2. 4 最小抑菌浓度和在次抑菌浓度下的生存率分

析

为了探讨 ompW 在细菌对抗生素敏感性中的作

用，分别对正常 K12 和 ΔompW 菌的最小抑菌浓度
(MIC)和生存率进行了分析，结果见图 4 和图 5。
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图 2 膜蛋白 SDS-PAGE (A)和 Western blot 分析

(B)

Fig． 2 SDS-PAGE ( A) and Western blot ( B) analysis of

membrane protein extracted from E． coli K12 and ΔompW ．

图 3 K12 与 ΔompW 的生长曲线
Fig． 3 The growth curve of E． coli K12 and ΔompW．

其中硫酸新霉素对 K12 的 MIC 为 8. 0 μg /mL，而对

ΔompW 的MIC仅为 1. 7 μg /mL(图 4-A);氨苄青霉

素对 K12 的 MIC 为 16. 0 μg /mL，而对 ΔompW 的
MIC 为 3. 3 μg /mL(图 5-A)，经统计分析表明差异

都达到极显著水平 ( P ＜ 0. 01 )。为进一步分析
ompW 的作用，测定了比 MIC 值更加敏感的两菌株

的生存率来分析其重要性。在 1 /2 MIC 硫酸新霉素

浓度下，ΔompW 菌生存率仅为 39. 0%，而 K12 菌生

存率高达 98. 0% (图 4-B);而在 1 /2 MIC 的氨苄青

霉素浓度下，ΔompW 菌生存率仅为 30. 3%，而 K12

菌生存率为 70. 4% (图 5-B)，二者同样达到极显

著差异(P ＜ 0. 01)。以上分析表明，OmpW 对促进

细菌抵抗抗生素的抑菌作用具有至关重要的

作用。

图 4 K12 和 ΔompW 对硫酸新霉素的 MIC (A)

及 1 /2 MIC 下的生存率 (B)

Fig． 4 MIC (A) and survival rate under 1 /2 MIC ( B) to

neomycinsulphate of E． coli K12 and ΔompW ．

图 5 K12 和 ΔompW 对氨苄青霉素的 MIC (A)及 1 /

2 MIC 下的生存率 (B)

Fig． 5 MIC ( A ) and survival rate under 1 /2 MIC ( B ) to

ampicillin of E． coli K12 and ΔompW ．

3 讨论

Red 重组技术是基于 λ 噬菌体 Red 重组酶作用
的同源重组技术，该技术的发明促进了病原微生物
功能蛋白质的研究［15］。Red 同源重组技术的原理
是将一段携带与靶基因两翼各有 40 － 60 bp 同源序
列的 PCR 片段导入宿主菌细胞，利用 λ 噬菌体 Red

重组酶(Exo、Beta 和 Gam 3 种蛋白)的作用，使线性
DNA 片段与染色体的特定靶序列进行同源重组，靶
基因被标记基因置换下来。这种重组技术是基因功
能研究和新菌株构建的有力工具。因此本文为探讨
外膜蛋白 OmpW 在对抗抗生素中的作用，运用该技
术构建了 ompW 敲除菌株 ( ΔompW)，并通过 PCR
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(图 1-D)和 Western blot(图 2-B)进行了验证。

同时，本研究进一步探讨了 ΔompW 菌与正常
K12 菌的生长情况，以及对硫酸新霉素和氨苄青霉
素的最小抑菌浓度和生存率的差异情况。结果表
明，尽管 ompW 敲除后，其生长速度并无明显变化
(图 3)，但硫酸新霉素和氨苄青霉素对 K12 的最小
抑菌浓度约是 ΔompW 的 5 倍(图 4-A 和图 5-A)，且
二者在 1 /2MIC 下的存活率也存在极显著差异 (图
4-B 和图 5-B)，这表明 OmpW 在促进细菌抵抗抗生
素过程中起关键作用。硫酸新霉素属于氨基糖苷类
抗生素，通过细菌表面的亲水性通道进入细菌细胞
内部，并与负责蛋白质合成的核糖体结合，形成无法
移动的复合物，使得蛋白质的合成停止在起始阶段，

从而因干扰细菌蛋白质合成而达到抗菌作用。氨苄
青霉素作为 β-内酰胺类抗生素，它的作用机制主要
是青霉素结合蛋白从而阻碍细胞壁粘肽合成，使细
菌胞壁缺损，菌体膨胀裂解抑制胞壁粘肽合成酶。

研究结果表明敲除 ompW 后，细菌对抗生素的敏感
性大大增加。而目前认为 OmpW 为窄的疏水通道，

主要参与疏水分子和离子(尤其是铁离子)的跨膜
转运［1］。Gil 等［8］对鼠伤寒杆菌的 OmpW 的研究认
为 OmpW 是一种动态变化的通道，可作为除草剂百
草枯的外排通道。结合本实验结果，我们认为
OmpW 很可能也是一种外排抗生素的通路，故当敲
除 ompW 后，其对抗生素的敏感性大大增加。

此外，由于 OmpW 是铁离子的运输通道，其表
达受铁离子调控［16］，故当 ompW 敲除后其他可能参
与铁离子运输的外膜蛋白的表达量上升，如 Fiu(图
2-A，a)和 CirA(图 2-A，b)，二者均为 tonB 依赖的受
体，参与转运铁离子。因此当细菌缺少了 OmpW，需
要高表达其他相关蛋白来摄取铁离子来维持生长，

这可能也是敲除菌的生长速度未受明显影响的原因
(图 3)。而核糖体蛋白 L5(图 2-A，c)的变化，可能
与多种蛋白质的表达变化有关。
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Construction of ompW knock-out mutants of Escherichia coli
to increase sensitivity to neomycinsulphate and ampicillin

Xianbin Wu，Haijie Zou，Lihua Tian，Jianyi Pan* ，Fukun Zhao
Lab of Proteomics and Molecular Enzymes，School of Life Sciences，Zhejiang Sci-Tech University，Hangzhou 310018，
China

Abstract:［Objective］To investigate the contribution of an outer membrane protein OmpW to tolerance neomycinsulphate
and ampicillin of Escherichia coli K12. ［Methods］The ompW knock-out mutant (ΔompW) of E． coli K12 was generated
using λ-Red recombination system． Then the minimal inhibitory concentration (MIC) and the survival rates under 1 /2
MIC of neomycinsulphate or ampicillin of ΔompW and E． coli K12 were determined respectively． ［Results］The ΔompW
was successfully obtained through confirmation of PCR analysis at the gene level and Western blot analysis at the protein
level． The MIC of neomycinsulphate of ΔompW is 1. 7 μg /mL． The value is much lower than that of E． coli K12，which
is 8. 0 μg /mL． Difference of survival rates under 1 /2 MIC of neomycinsulphate of ΔompW and E． coli K12 was also
observed，and their survival rates are 39% and 98%，respectively． The MIC of ampicillin of ΔompW is 3. 3 μg /mL． The
value is also lower than that of E． coli K12 (16. 0 μg /mL) ． The survival rates under 1 /2 MIC ampicillin of ΔompW and
E． coli K12 are 30. 3% and 70. 38%， respectively． ［Conclusion］ The ΔompW is much more sensitive to
neomycinsulphate and ampicillin than its parent strain． The result indicated that OmpW played crucial role in bacteria
resistance of drug．
Keywords: Red recombination，outer membrane protein，OmpW，MIC，survival rate
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