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聚苯乙烯微塑料对肺炎克雷伯菌生长、生物膜形成和毒力的影响
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摘要　 目的　 探究聚苯乙烯微塑料（ＰＳ⁃ＭＰｓ）对肺炎克雷伯菌生长、活性、氧化应激水平、生物膜形成和毒力的影响。 方法　
肺炎克雷伯菌暴露在不同浓度（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，测定生长曲线；通过 ＣＣＫ⁃
８ 测定细菌活性；荧光探针法测定胞内活性氧（ＲＯＳ）水平；结晶紫染色法测定生物膜形成能力；使用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）检测生物膜形成相关基因（ ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ、ｗｚｍ）和毒力基因（ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ、ｆｉｍＨ）的相对表达水平。 结果　
高浓度（１００ μｇ ／ ｍｌ）的 ０. １ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 对肺炎克雷伯菌的生长和活性具有更强的抑制作用，胞内 ＲＯＳ 水平显著提升，表明粒

径越小、浓度越高的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对细菌的毒性越强。 １００ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 显著促进肺炎克雷伯菌

的生物膜形成，提高生物膜形成相关基因（ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ、ｗｚｍ）和毒力基因（ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ、ｆｉｍＨ）的相对表达水平。
结论　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 通过诱导肺炎克雷伯菌产生较高水平 ＲＯＳ，引起氧化应激，导致细菌的生长和活性受到抑制，并且增强生物膜

形成能力和毒力，从而影响肺炎克雷伯菌的生物学特性。
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　 　 微塑料（ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ，ＭＰｓ）指直径小于 ５ ｍｍ
的塑料颗粒，主要由微米级塑料的直接排放或塑料

制品的降解破碎而产生［１］。 ＭＰｓ 作为持久性新污染

物，广泛存在于海洋、淡水、土壤、大气以及沉积物等

环境介质中［２］。 其中，聚苯乙烯（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ，ＰＳ）是
环境中最常检出的 ＭＰｓ 类型之一［３］。 肺炎克雷伯

菌属于革兰阴性条件致病菌，可引起菌血症、肺炎和

肝脓肿等多种感染性疾病［４］。 肺炎克雷伯菌是水

环境中 ＭＰｓ 表面的优势病原菌［５］，其引起的生态风

险值得关注。
微生物在恶劣环境中通过形成生物膜降低外界

对自身的毒害［６］。 ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ
是肺炎克雷伯菌生物膜形成的相关基因，通过调控

群体感应（ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）、菌毛、胞外聚合物等

参与生物膜生成［７］。 随着细菌聚集形成生物膜，可
能引起细菌毒力发生变化［８］。 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ 和

ｆｉｍＨ 是肺炎克雷伯菌的毒力基因［９］。 有研究［１０］ 指

出 ＭＰｓ 表面的肠杆菌菌株具有强生物膜形成和溶

血素产出等情况。 由此看出，ＭＰｓ 在调控细菌生物

膜形成和毒力过程中发挥重要作用。 目前，ＭＰｓ 对

肺炎克雷伯菌生长、生物膜形成和毒力等生物学特

性的影响尚未明确，本研究以肺炎克雷伯菌作为受

试菌株，探究聚苯乙烯微塑料（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｍｉｃｒｏｐｌａｓ⁃
ｔｉｃｓ ， ＰＳ⁃ＭＰｓ）对细菌生长、活性、氧化应激水平、生
物膜形成和毒力的影响。

１　 材料与方法

１． １　 菌株和 ＰＳ⁃ＭＰｓ 　 肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ１００３１
（货号：ＬＡ９０００⁃１ＥＡ）购自北京索莱宝科技有限公

司。 ＰＳ⁃ＭＰｓ（粒径为 ０. １ μｍ、１. ０ μｍ 和 ５. ０ μｍ）购
自天津均益佳科技有限责任公司（货号：６⁃１⁃００１０、６⁃
１⁃０１００ 和 ６⁃１⁃０５００）。 ＰＳ⁃ＭＰｓ 的分散介质为纯水，
使用前将其在 ２０ ℃、４００ Ｗ、４０ ｋＨｚ 条件下进行超

声处理 ３０ ｍｉｎ，超声前后进行涡旋振荡，使悬浮颗粒

分散均匀。
１． ２　 主要试剂与仪器　 ＬＢ 培养基（货号：ＣＭ１５８）
购自北京陆桥技术股份有限公司；细菌活性试剂盒

（货号：ＢＢ⁃４２２１⁃２）购自上海贝博生物科技有限公

司；活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）测定试剂

盒（货号：Ｅ００４⁃１⁃１）购自南京建成生物工程研究所；
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０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液（货号：ＩＮ９００４）、ＰＢＳ 缓冲液（货
号：Ｐ１０２０）和 ０. １％结晶紫（货号：Ｇ１０６３）购自北京

索莱宝科技有限公司；甲醇（货号：１０００３２０）购自广

东西 陇 化 工 股 份 有 限 公 司； 冰 醋 酸 （ 货 号：
１００００２１８）购自上海国药集团化学试剂有限公司；细
菌总 ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：ＤＰ４３０）、ｃＤＮＡ 第一链

合成试剂盒（货号：ＫＲ１１６⁃０２）和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光

染料试剂盒（货号：ＦＰ２０５⁃０２）购自天根生化（北京）
有限公司；引物由上海生工生物工程股份有限公司

合成。 荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＣＦＸ９６）购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；超微量紫外分光光度计（型号：ＤＳ⁃１１
＋ ）购自美国 Ｄｅｎｏｖｉｘ 公司；全波长酶标仪（型号：
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＳｋｙＨｉｇｈ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；多功能酶标仪（型号：ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ３）购自美

国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 菌种培养　 将肺炎克雷伯菌菌株接种于 ＬＢ
培养基中，使用恒温振荡培养箱在 ３７ ℃ 和 １５０ ｒ ／
ｍｉｎ 条件下培养 １２ ｈ，然后将处于对数期的肺炎克

雷伯菌在 ４ ℃ 和 ４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ 收

集菌体，弃去上清液，用 ０. ８５％ 的 ＮａＣｌ 溶液洗涤 ３
次以充分去除残留培养基，最后将菌体重悬于

０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液中配制菌悬液，并用超微量紫外分

光光度计调节菌悬液吸光度值为 ＯＤ６００ ＝ ０. ５ （约
５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ）。
１． ３． ２　 生长曲线测定　 生长曲线通过在无菌 ９６ 孔

细胞培养板中培养肺炎克雷伯菌并用全波长酶标仪

进行测定。 各粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 溶

液用 ＬＢ 培养基配制成不同浓度（１０、５０、１００ μｇ ／
ｍｌ），以含有等量纯水的 ＬＢ 培养基作为对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。 将菌悬液按１ ∶ １００的比例加入到配

制好的 ＬＢ 培养基中，在 ３７ ℃ 条件下进行培养。 使

用全波长酶标仪在 ６００ ｎｍ 波长条件下测量各孔在

０、０. ５、１、２、４、６、８、１０、１２、２４、３６、４８ ｈ 的吸光度值。
计算各个时间点的 ΔＯＤ６００，即各时间点的 ＯＤ６００ 减

去 ０ ｈ 时各实验组的 ＯＤ６００，若各实验组的 ΔＯＤ６００相

较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组明显降低，则说明 ＰＳ⁃ＭＰｓ 抑制细菌

生长，以培养时间为横坐标，ΔＯＤ６００值为纵坐标，绘
制细菌生长曲线。
１． ３． ３ 　 活性测定 　 采用细菌活性试剂盒，通过

ＣＣＫ⁃８ 法测定肺炎克雷伯菌的细菌活性。 肺炎克雷

伯菌暴露于不同浓度（１０、５０、１００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径

（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，在 ３７ ℃ 条件

下培养 ４８ ｈ 后，在 ９６ 孔细胞培养板中每孔加入 １９０

μｌ 各实验组培养后的菌悬液，加入 １０ μｌ 染色溶液，
在 ３７ ℃ 条件下孵育 １ ｈ，使用全波长酶标仪在 ４５０
ｎｍ 波长处测量每个孔的吸光度。 空白组是未培养

细菌的组，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组是未暴露于 ＰＳ⁃ＭＰｓ 的组。 活

性测定结果表示为与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的百分比形式。 依

据下列公式计算细菌活性：细菌活性 ＝ ［（测试组

ＯＤ －空白组 ＯＤ） ／ （Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＯＤ －空白组 ＯＤ）］ ×
１００％
１． ３． ４　 氧化应激测定　 收集暴露于不同浓度（１０、
５０、１００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ
环境下 ３７ ℃ 条件下培养 ４８ ｈ 的肺炎克雷伯菌，以
ＲＯＳ 作为氧化应激程度指标并进行测定。 采用荧

光探针 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 测定胞内的 ＲＯＳ 含量。 根据 ＲＯＳ
测定试剂盒说明书进行测定，使用多功能酶标仪读

取荧光值，实验结果最后表示为与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的百分

比形式。
１． ３． ５　 生物膜形成测定　 肺炎克雷伯菌生物膜在

无菌 ９６ 孔细胞培养板中进行培养并测定。 用 ＬＢ
培养基配制不同浓度（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）分散均

匀的各粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ） ＰＳ⁃ＭＰｓ 溶液，每
组做 ３ 个平行孔，为减少培养液挥发，外围一圈每孔

加入适量培养基。 置于恒温培养箱中，在 ３７ °Ｃ 条

件下培养 ４８ ｈ 后，弃去培养基，然后用 ＰＢＳ 缓冲液

轻轻洗涤每个测定孔 ３ 次以充分弃去游离菌。 将孔

板晾干，随后每孔用 ２００ μｌ 甲醇固定 ２０ ｍｉｎ，弃去

甲醇，用 ＰＢＳ 缓冲液轻轻洗涤测定孔 ３ 次。 晾干后

每孔加入 ２００ μｌ ０. １％ 结晶紫溶液染色 ３０ ｍｉｎ，弃
去染液，用 ＰＢＳ 缓冲液轻轻洗涤测定孔 ３ 次。 晾干

后每个测定孔加入 ２００ μｌ ３３％ 的冰醋酸并充分振

荡 ２０ ｍｉｎ。 最后使用全波长酶标仪在 ５７０ ｎｍ 处测

量每个孔的吸光度，实验结果表示为与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的

百分比形式。
１． ３． ６　 生物膜形成相关基因相对表达水平测定　
采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肺炎克雷伯菌的生物膜形成相

关基因 ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ 的相对表达

水平。 引物序列参照文献进行合成［７］，见表 １。 将

菌悬液按１ ∶ １００的比例加在含或不含 １００ μｇ ／ ｍｌ 各
粒径（０. １、１. ０、５. ０ μｍ） ＰＳ⁃ＭＰｓ 的培养基，未暴露

于 ＰＳ⁃ＭＰｓ 的组是 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，随后使用恒温培养箱

在 ３７ ℃ 条件下培养 ４８ ｈ。 使用细菌总 ＲＮＡ 提取

试剂盒提取 ＲＮＡ，使用 ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒进

行反转录，通过 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料试剂盒进行扩

增。 以肺炎克雷伯菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参基因［１１］，
结果用 ２ － ΔΔＣＴ方法分析相对基因表达水平。
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表 １　 生物膜相关基因引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｂｉｏｆｉｌｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）
１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｆ：ＡＡＡＧＣＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧ

Ｒ：ＣＣＧＣＴＧＧＣＡＡＣＡＡＡＧＧＡＴＡＡ
ＬｕｘＳ Ｆ：ＡＧＴＧＡＴＧＣＣＧＧＡＡＣＧＣＧＧ

Ｒ：ＣＧＧＴＧＴＡＣＣＡＡＴＣＡＧＧＣＴＣ
ｍｒｋＡ Ｆ：ＡＣＧＴＣＴＣＴＡＡＣＴＧＣＣＡＧＧＣ

Ｒ：ＴＡＧＣＣＣＴＧＴＴＧＴＴＴＧＣＴＧＧＴ
ｗｂｂＭ Ｆ：ＡＴＧＣＧＧＧＴＧＡＧＡＡＣＡＡＡＣＣＡ

Ｒ：ＡＧＣＣＧＣＴＡＡＣＧＡＣＡＴＣＴＧＡＣ
ｐｇａＡ Ｆ：ＧＣＡＧＡＣＧＣＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＣ

Ｒ：ＧＣＣＧＡＧＡＧＣＡＧＧＧＧＡＡＴＣ
ｗｚｍ Ｆ：ＴＧＣＣＡＧＴＴＣＧＧＣＣＡＣＴＡＡＣ

Ｒ：ＧＡＣＡＡＣＡＡＴＡＡＣＣＧＧＧＡＴＧＧ

１． ３． ７ 　 毒力基因相对表达水平测定 　 使用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法测定肺炎克雷伯菌毒力基因 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、
ｗａｂＧ 和 ｆｉｍＨ 的相对表达水平。 引物序列参照文献

进行合成［９］，见表 ２。 内参基因、实验和分析方法同

１. ３. ６ 项。

表 ２　 毒力基因引物序列

Ｔａｂ． ２　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）
ｕｒｅＡ Ｆ：ＡＣＴＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＧＡＡＡＡＡ

Ｒ：ＧＧＡＣＴＣＣＧＧＡＴＡＧＴＴＧＡＧＣＴＴ
ｕｇｅ Ｆ：ＡＡＧＧＣＴＧＣＣＧＴＣＡＴＡＣＣＡＡ

Ｒ：ＧＣＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＧＴＧ
ｗａｂＧ Ｆ：ＴＡＡＧＧＡＴＣＡＧＣＣＴＣＧＣＴＡＴＣＡＧ

Ｒ：ＡＴＡＧＡＡＧＧＧＣＡＡＴＧＴＣＴＣＣＧＡ
ｆｉｍＨ Ｆ：ＡＴＴＣＡＣＧＧＡＣＣＧＡＴＡＡＡＣＣＣ

Ｒ：ＣＧＣＴＡＴＴＧＴＡＧＴＴＧＴＴＧＧＴＣＴＧＡＴ

１． ４　 统计学处理 　 所有实验至少重复 ３ 次，通过

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 对数据进行统计学分析和作图，
数据以 �ｘ ± ｓ 表示，并使用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ 检验比较各组之间的显著性差异，

以 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对肺炎克雷伯菌生长曲线的影响 　
不同浓度（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和

５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 对肺炎克雷伯菌生长曲线的影响

如图 １ 所示，肺炎克雷伯菌经历滞后期、对数期和稳

定生长期。 在滞后期（０ ～ ２ ｈ），各组 ＰＳ⁃ＭＰｓ 未对肺

炎克雷伯菌的生长产生明显抑制。 当肺炎克雷伯菌

进入对数期（２ ～ ２４ ｈ），０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ 的 ＰＳ⁃
ＭＰｓ 在不同浓度条件下均对细菌生长产生抑制效

果。 当培养时间为 ２４ ｈ 时，各浓度 ０. １ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ
的抑制率为（１０. ７７ ± １. ８０）％ ～ （１６. ５８ ± １. ００）％
（Ｆ ＝ ３２. １３，Ｐ ＜ ０. ０５），１. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 的抑制率为

（４. ６６ ± ０. ８１）％ ～ （９. ８０ ± ２. ５２）％ （Ｆ ＝ １５. ２４，Ｐ ＜
０. ０５），５. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 的抑制率为（６. ０７ ± ０. ７４）％
～ （９. ０６ ± １. ０５）％ （Ｆ ＝ １９. ９９，Ｐ ＜ ０. ０５）。 ２４ ｈ 后

肺炎克雷伯菌进入稳定生长期，当培养时间为 ４８ ｈ
时，粒径为 ０. １ μｍ 的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对细菌生长的抑制率

呈剂量依赖性增加，不同浓度（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）
的抑 制 率 分 别 为 （ ６. ２４ ± １. ３７ ）％ 、 （ １１. ４０ ±
２. ２９）％ 和 （２２. ３２ ± ３. ８３）％ （ ｔ ＝ ３. １２、 ５. ７０ 和

１１. １６，均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 肺炎克雷伯菌暴露在粒径为

１. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 和 ５. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 培养 ４８ ｈ 时，不同

浓度之间差异无统计学意义；相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，各浓

度组对细菌生长均产生明显的抑制效果，１. ０ μｍ ＰＳ⁃
ＭＰｓ 的抑制率为（５. ６０ ± ０. ７４）％ ～ （８. １９ ± １. ３０）％
（Ｆ ＝１７. ９４，Ｐ ＜ ０. ０５），５. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 的抑制率为

（４. ２６ ±０. ５８）％ ～ （５. ３３ ± １. ４９）％ （Ｆ ＝ １２. ８７，Ｐ ＜
０. ０５）。 相较于 １. ０ μｍ 和 ５. ０ μｍ 粒径组，肺炎克

雷伯菌暴露于 ０. １ μｍ 的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 后生长受到显著

抑制，并且随着暴露浓度增加，抑制效果越明显。

图 １　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌生长曲线

Ｆｉｇ． １ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
Ａ⁃Ｃ：０. １、１. ０、５. ０ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ．
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２． ２ 　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对肺炎克雷伯菌活性的影响 　 不同

浓度（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０
μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 对肺炎克雷伯菌活性的影响如图 ２ 所

示，细菌活性呈剂量和粒径依赖性下降。 低浓度

（１０ μｇ ／ ｍｌ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 对细菌活性的抑制效果较轻，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）细菌

活性分别下降了（１２. ６７ ± ３. ２７）％ （ ｔ ＝ ５. ２６，Ｐ ＜
０. ０１）、（９. ６７ ± ４. ８７ ）％ （ ｔ ＝ ４. ０２， Ｐ ＜ ０. ０１ ） 和

（３. ９９ ± ０. ４１）％ （ ｔ ＝ １. ６５，Ｐ ＞ ０. ０５）。 高浓度（１００
μｇ ／ ｍｌ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 对细菌活性产生显著抑制效果，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）细菌

活性 分 别 下 降 了 （ ３９. ６８ ± １. ０３ ）％ 、 （ ２５. １６ ±
１. ７０）％ 和（１８. ７９ ± ２. ９５）％ （ ｔ ＝ ２７. ０７、１７. １７ 和

１２. ８２，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果显示 ＰＳ⁃ＭＰｓ 粒径越小，
浓度越高，对肺炎克雷伯菌活性的抑制效果越明显。

图 ２　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌活性水平

Ｆｉｇ． ２　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ
ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０. １ μｍ

ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ １. ０ μｍ ｇｒｏｕｐ．

２． ３　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 诱导胞内 ＲＯＳ 产生水平　 不同浓度

（１０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）
ＰＳ⁃ＭＰｓ 诱导肺炎克雷伯菌产生的胞内 ＲＯＳ 水平变

化如图 ３ 所示。 暴露于 １０ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、
１. ０ 和 ５. ０ μｍ） ＰＳ⁃ＭＰｓ ４８ ｈ 后，细菌产生的胞内

ＲＯＳ 含量相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分别增加了 （２２. ７９ ±
２. ７９）％ 、（１０. ７０ ± １. ４７）％ 和（６. ２５ ± １. ７８）％ （ ｔ ＝
１５. ３０、７. １９ 和 ４. １９，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 暴露于 １００ μｇ ／
ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ ４８ ｈ 后，
细菌产生的胞内 ＲＯＳ 含量相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显著增

加，分 别 增 加 了 （ ４８. ０８ ± ３. ４０ ）％ 、 （ ２２. ６１ ±
２. ２７）％ 和（１７. ３８ ± ２. ３４）％ （ ｔ ＝ ２４. ９２、１１. ７２ 和

９. ０１，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果显示 ０. １ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 产生

的 ＲＯＳ 含量显著高于其他粒径组（１. ０ 和 ５. ０ μｍ），

并且浓度越高，肺炎克雷伯菌产生的氧化应激水平

越高。

图 ３　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌氧化应激水平

Ｆｉｇ． ３　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ
ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０. １ μｍ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜
０. ０５ ｖｓ １. ０ μｍ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对生物膜的影响 　 不同浓度（１０、５０
和 １００ μｇ ／ ｍｌ）和粒径（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ
对肺炎克雷伯菌生物膜形成的影响如图 ４ 所示。 当

暴露于 １０ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）ＰＳ⁃
ＭＰｓ ４８ ｈ 后，细菌生物膜形成量相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分

别增加了（１７. ８８ ± １. ９４）％ 、（１３. ３０ ± １. ８７）％ 和

（９. ５９ ± １. ７３）％ （ ｔ ＝ １３. ２１、９. ８１ 和 ７. ０８，均 Ｐ ＜
０. ０１）。 当暴露在 １００ μｇ ／ ｍｌ ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，各粒

径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）的生物膜形成量明显增

加， 相 较 于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 分 别 增 加 了 （ １０６. ２９ ±
４. １２）％ 、（６０. ６６ ± ４. ４０）％ 和（５０. ９３ ± ４. ３４）％ （ ｔ
＝ ３４. ７９、１９. ８６ 和 １６. ６７，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果表明

０. １ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 能够有效促进肺炎克雷伯菌生物膜

形成，并且浓度越高，生物膜形成能力越强。
２． ５ 　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对生物膜形成相关基因相对表达水

平的影响 　 １００ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０
μｍ）ＰＳ⁃ＭＰｓ 对生物膜形成相关基因 ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、
ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ 相对表达水平的影响如图 ５ 所

示。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， 在 １００ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组

（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，ｌｕｘＳ、ｍｒ⁃
ｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ 的相对表达水平显著提高。
其中 ０. １ μｍ 的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 能够产生显著促进效果，
ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ 的相对表达水平相

较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分别增加了 （ １９. ９３ ± １. ０５ ）％ 、
（１３６. ００ ± １６. ５６）％ 、（９４. １２ ± １１. ３５）％ 、（３４３. ７８
±３０. ６５）％和（１７８. ４１ ± ９. ５１）％ （ ｔ ＝ ２０. ５５、１９. ２７、
１９. ９６、２３. ３６ 和 ４２. ２６，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果表明 ０. １
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μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ 能显著提高生物膜形成相关基因的相对

表达水平，促进生物膜形成。

图 ４　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌生物膜形成水平

Ｆｉｇ． ４　 Ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０． １ μｍ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜

０. ０５，＆＆Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ １. ０ μｍ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌生物膜

形成相关基因相对表达水平

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｉｏｆｉｌｍ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０． １ μｍ ｇｒｏｕｐ； ＆＆Ｐ ＜
０. ０１ ｖｓ １． ０ μｍ ｇｒｏｕｐ．

２． ６　 ＰＳ⁃ＭＰｓ 对毒力基因相对表达水平的影响 　
１００ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ） ＰＳ⁃ＭＰｓ
对毒力基因 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ 和 ｆｉｍＨ 相对表达水平

的影响如图 ６ 所示。 １００ μｇ ／ ｍｌ 各粒径组（０. １、１. ０
和 ５. ０ μｍ）的 ＰＳ⁃ＭＰｓ 显著提高 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ 和

ｆｉｍＨ 的相对表达水平。 暴露在粒径为 ０. １ μｍ ＰＳ⁃
ＭＰｓ 环境下 ４８ ｈ 后，毒力基因 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ 和

ｆｉｍＨ 的相对表达水平相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分别增加了

（５１. ５６ ± ２. ９９ ）％ 、 （３４. ６０ ± ２. ３３ ）％ 、 （６８. ２３ ±
４. ２２）％ 和 （ １４. ２１ ± １. ５０ ）％ （ ｔ ＝ ３１. ６６、 ２３. ３５、
１９. ７８ 和 ３. ６０，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果显示 ＰＳ⁃ＭＰｓ 可

以促进肺炎克雷伯菌的毒力基因表达，有助于增强

细菌毒力。

图 ６　 ＰＳ⁃ＭＰｓ环境下肺炎克雷伯菌毒力基因相对表达水平

Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ ｔｈｅ ＰＳ⁃ＭＰｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０． １ μｍ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜

０. ０５，＆＆Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ １. ０ μｍ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 ＭＰｓ 污染对全球生态系统和公共卫生产生严重

影响，是迫切需要解决的全球环境问题。 ＭＰｓ 和微

生物在环境中共存，微生物受到 ＭＰｓ 刺激后生物学

特性可能改变，从而引起生态风险。 研究［１２］ 表明高

水平的氧化应激能激活细胞 ＭＡＰＫ 信号通道，产生

脂质过氧化等细胞毒性，最终导致细胞凋亡。 在

ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，ＲＯＳ 水平的显著升高可能是导致肺

炎克雷伯菌生长抑制和活性降低的重要原因。 该研

究结果显示 ＰＳ⁃ＭＰｓ 粒径越小、浓度越大，ＲＯＳ 含量

显著增加，产生更高水平的氧化应激水平，从而对肺

炎克雷伯菌生长产生抑制作用，并降低细菌活性。
ＭＰｓ 具有较强的疏水性、持久性和迁移能力，有

利于微生物定殖和生物膜形成［１３］。 研究［１４］ 表明生

物膜早期形成受到 ＭＰｓ 粒径影响，由于粒径较小的

ＭＰｓ 具有更大的比表面积，导致细菌在密闭空间中

接触 ＭＰｓ 的机会更大，更有助于细菌定殖。 粒径较

大的 ＭＰｓ 有障碍效应，会阻碍细菌间的接触，减少

接触机会，不利于生物膜形成。 该研究结果显示，在
各粒径组（０. １、１. ０ 和 ５. ０ μｍ）中，０. １ μｍ ＰＳ⁃ＭＰｓ
能够显著促进肺炎克雷伯菌生物膜形成并提高生物

膜形成相关基因 ｌｕｘＳ、ｍｒｋＡ、ｗｂｂＭ、ｐｇａＡ 和 ｗｚｍ 的

相对表达水平，增强生物膜的形成能力。 有研究表

明生物膜的形成可以使肺炎克雷伯菌感染宿主能力

和抵抗宿主的防御能力增强［１５］，这可能进一步提升

ＭＰｓ 的生态风险。 此外，细菌生物膜与细菌毒力之

间存在密切关系，细菌聚集形成生物膜会增加细菌

密度激活 ＱＳ，与毒力相关的 ＱＳ 信号分子可以调控

毒力基因表达［８］。 该研究表明在 ＰＳ⁃ＭＰｓ 环境下，
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生物膜形成能力增强之后，肺炎克雷伯菌的毒力基

因 ｕｒｅＡ、ｕｇｅ、ｗａｂＧ 和 ｆｉｍＨ 相对表达水平升高，有助

于细菌毒力的增强。 该研究揭示 ＰＳ⁃ＭＰｓ 可以改变

肺炎克雷伯菌的生物膜形成和毒力等生物学特性，
这可能对生态环境稳定和人类健康产生一定的危

害。 该研究为 ＭＰｓ 对生态环境和健康风险研究提

供数据支持和理论依据。
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ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ３， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｅｎｃｏｄｅｄ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ５， ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ⁃
ａｌｌｙ ｅｎｃｏｄｅｄ ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ６ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｉｎ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＦＮ１ ａｎｄ ＯＰＡ１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲＰ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ， ｅｉｇｈｔ ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ （ＭＴ⁃ＣＯ１， ＭＴ⁃ＣＯ２， ＭＴ⁃ＣＯ３， ＭＴ⁃ＮＤ１， ＭＴ⁃ＮＤ３， ＭＴ⁃ＮＤ５， ＳＯＤ ａｎｄ ＭＴ⁃
ＡＴＰ６） ｗｅｒｅ ｆｉｎａｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｐａｔｈｗａｙｓ
ａｎｄ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． Ｕ２１Ａ２０３３４）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏｓ． Ｈ２０２２２０９０２１， Ｈ２０２２２０９０３９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｌｉｕ Ｈｅｌｉａｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｕｈｅｌｉａｎｇ＠ ｎｃｓｔ． ｅｄｕ． ｃｎ
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