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• 药理与临床 • 

紫苏叶油对鸡大肠杆菌的抗菌活性及生物被膜形成的抑制作用  
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摘  要：目的  考察紫苏叶 Perillae Folium 油对鸡大肠杆菌（avian pathogenic Escherichia coli，APEC）的抗菌活性、生物

被膜形成以及群体感应相关系统表达的影响，为开发紫苏叶油为新型抗菌药物以替代饲用抗生素提供实验数据和理论基

础。方法  采用微量稀释法测定紫苏叶油对 4 株 APEC 临床分离株的体外抗菌活性，筛选敏感株；活菌计数法测定紫苏叶

油作用于 APEC 的时间-杀菌曲线。通过微板法构建 APEC 生物被膜体外模型，用 CCK-8 法及结晶紫半定量黏附法测定 APEC

的生物被膜生长动力及总量生长曲线，并测定紫苏叶油对 APEC 生物被膜的影响，用扫描电子显微镜确认微观形态变化。通

过 qRT-PCR 检测紫苏叶油对 APEC 群体感应系统的影响。结果  紫苏叶油对 APEC 的最低抑菌浓度（minimum inhibitory 

concentration，MIC）为 2.000～2.667 mg/mL，其中对紫苏叶油敏感性最强的是 APEC-3。时间-杀菌曲线结果显示，紫苏叶油

可延迟 APEC-3 进入对数生长期。生长曲线确定 APEC-3 的黏附、聚集及成熟期给药时间为 6、24、48 h。2MIC、MIC 紫苏叶

油显著降低 APEC-3 生物被膜生长动力（P＜0.05、0.01），2MIC、MIC、1/2MIC 紫苏叶油均可减少生物被膜总量（P＜0.05、

0.01、0.001），紫苏叶油可下调成熟期 APEC-3 群体感应系统 luxS 和 sdiA 基因表达（P＜0.001）。结论  紫苏叶油对 APEC

有良好的抗菌活性，且对 APEC-3 不同生长阶段的生物被膜有一定的抑制作用。群体感应抑制可能是通过单独或同时下调细

菌群体感应系统的 luxS 和 sdiA 来介导的。 
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Abstract: Objective  To investigate the antibacterial activity, biofilm formation, and modulation of quorum sensing-related systems of 

oil from Zisuye (Perillae Folium, PO) against avian pathogenic Escherichia coli (APEC), thereby providing experimental data and a 

theoretical foundation for developing PO as a novel antibacterial agent to replace feed antibiotics. Methods  The microdilution method 

was used to determine the in vitro antibacterial activity of PO against four APEC clinical isolates and screen sensitive strains; The viable 

count method was employed to measure the time-kill curve of PO against APEC. An in vitro APEC biofilm model was constructed using 

the microplate assay. The biofilm growth dynamics and total growth curve of APEC were evaluated via the CCK-8 assay and crystal violet 

semi-quantitative adhesion assay, and the effect of PO on APEC biofilms was assessed. Scanning electron microscopy was applied to 

confirm microscopic morphological changes. The effect of PO on the quorum sensing system of APEC was analyzed by qRT-PCR. Results  

The minimum inhibitory concentration (MIC) of PO against APEC ranged from 2.000 to 2.667 mg/mL, with APEC-3 exhibiting the highest 

sensitivity to PO. Time-kill curve results demonstrated that PO delayed the entry of APEC-3 into the logarithmic growth phase. Growth 
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curve analysis identified the adhesion, aggregation, and maturation phases of APEC-3 at 6 h, 24 h, and 48 h, respectively. PO at 2MIC and 

MIC significantly reduced the biofilm growth dynamics of APEC-3 (P < 0.05, 0.01). PO at 2MIC, MIC and 1/2MIC decreased the total 

biofilm biomass (P < 0.05, 0.01, 0.001). PO down-regulated the expression of the quorum sensing-related genes luxS and sdiA in APEC-3 

during the maturation phase (P < 0.001). Conclusion  PO exhibits potent antibacterial activity against APEC and effectively inhibits 

biofilm formation in APEC-3 across its different developmental stages. The quorum sensing inhibition is mediated by down-regulating the 

luxS and/or sdiA genes of the bacterial quorum sensing system, either individually or concurrently.  

Key words: oil from Perillae Folium; avian pathogenic Escherichia coli; biofilm; quorum sensing; antibacterial activity 

鸡腹泻病是由多重因素诱发的鸡只拉稀、下痢

症状的统称，广泛肆虐于养鸡场，是目前养鸡业防

治之难题[1]。此病多发生于雏鸡，死亡率颇高，严

重制约养鸡业的发展，造成巨大的经济损失。调查

显示，1 月龄内的雏鸡群中腹泻发病率为 10%～

30%，致死率高达 50%。根据鸡腹泻的致病缘由，

可将其划分为细菌性、真菌性、病毒性、寄生虫性、

营养性等[2]。其中，肠道细菌感染是引起腹泻的主

要原因，其症状主要表现为排灰白色、白色、黄色、

淡绿色或黄绿色稀粪便[3-4]。细菌性腹泻常与其他病

并发或继发感染，导致鸡的死亡率攀升、生长发育

受阻、饲料转化率降低等一系列问题，严重危害养

鸡业。病鸡中致病菌的检出率由高至低依次为鸡大

肠杆菌（avian pathogenic Escherichia coli，APEC）、

鸡白痢沙门氏菌（（Salmonella pullorum，SP）、志贺

氏菌（（Shigellg）等。其中，福氏志贺氏菌（（Shigella 

flexneri，SF）为检出志贺氏菌的优势血清型[5-7]。

随着饲用抗生素的滥用陆续引发的各种不良事件，

世界各国逐步建立和完善禁用饲用抗生素的相关

法规[8]。 

本课题组前期研究发现，紫苏叶油[9]对鸡大肠

杆菌临床分离株具有良好的抑制活性。目前关于紫

苏叶油抑菌活性的研究主要集中在临床常见菌大

肠杆菌，但对其他高检出率的致病菌的抗菌活性、

生物被膜抑制作用及机制未见报道。因此，本研究

以紫苏叶油为受试药物，鸡细菌性腹泻常见病原菌

APEC 为研究对象，考察紫苏叶油对该病原菌的抗

菌活性[10]、生物被膜形成的作用及群体感应关键基

因的影响，探讨紫苏叶油对病原菌的抗菌效果及生

物被膜形成的作用机制，为其开发成为新型饲用抗

菌药物提供理论支持，为细菌性感染引起的鸡腹泻

的治疗提供指导意义。 

1  材料 

1.1  菌株 

鸡大肠杆菌临床分离株共 4 株（APEC-1～

APEC-4），购自中国兽医微生物菌种保藏管理中心；

大 肠 杆 菌 质 控 菌 株 （ Escherichia coli ，

ATCC@25922），购自广东省微生物菌种保藏中心。 

1.2  药品与试剂 

紫苏叶油（（批号 C10224610，淡黄色油状液体，

比重 1.498 5～1.512 0，其中紫苏醛质量分数≥55%）

购自上海麦克林生化科技有限公司；二甲基亚砜

（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 20190616）购自

天津百世化工有限公司；盐酸金霉素（（质量分数≥

99%，批号 20200812057HX）购自合肥普润斯生物

科技有限公司；CCK-8 试剂盒（（批号 MA218-5-Sep-

08F）购自大连美仑生物技术有限公司；结晶紫（（批

号 20181202）购自美国 Amresco 公司；戊二醛固定

液（（批号 L17D11G134782）购自上海源叶生物科技

有限公司；DEPC（（批号 1609-47-8）购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；Trizol（批号 AKF0723A）购自美国

Invitrogen 公司；SYBR Premix EX Taq Ⅱ Kit（批号

AHX1211N）、Prime ScriptTM RT reagent Kit（批号

AK2704）购自日本 TaKaRa 公司。 

1.3  仪器 

JSM-7610F 型 Plus 场发射扫描电子显微镜

（（scanning electron microscope，SEM，日本电子株式

会社）；iMark 酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；DHP-

9032B 型电热恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限

公司）；FA2104 型电子分析天平（（上海天平仪器厂）；

7300型荧光定量仪（（美国ABI公司）；C1000 Thermal 

cycler PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  样品和菌液的制备 

2.1.1  紫苏叶油和盐酸金霉素溶液的制备  紫苏

叶油和盐酸金霉素分别以 DMSO 溶解，制成 400 

mg/mL 紫苏叶油贮备液和 200 mg/mL 盐酸金霉素

贮备液，用封口膜密封贮备液离心管口，避光保存

于 4 ℃冰箱，备用。 

2.1.2  菌悬液的制备  将受试菌活化 2 代后接种于

营养琼脂培养基上，35 ℃培养 18 h。采用菌液倍比

稀释法配成终浓度为 1×106 CFU/mL 菌液，作为实
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验菌悬液。 

2.2  紫苏叶油对 APEC 的体外抑菌活性测定 

2.2.1  最 低 抑 菌 浓 度 （ minimum inhibitory 

concentration，MIC）和最小杀菌浓度（minimum 

bactericidal concentration，MBC）的测定  参照美国

临床实验室标准化协会（CLSI）制定的 M07-A9 方

案中的微量稀释法[11-13]测定紫苏叶油对 APEC 的

MIC 和 MBC。无菌 96 孔板中加入不同质量浓度的

紫苏叶油（62.5～32 000 μg/mL）或盐酸金霉素

（3.906～2 000 μg/mL），加入菌悬液混合，同时设置

生长对照孔和空白对照孔。至 35 ℃恒温箱中培养

18～24 h，肉眼观察，无菌生长的各孔质量浓度最

低者即为 MIC。吸取无菌生长所在孔的培养液 10 

μL 接种于固体培养基上，35 ℃恒温培养 18～24 h，

肉眼观察，以少于 3 个菌落生长的药物孔相应的质

量浓度为 MBC。 

2.2.2  时间-杀菌曲线  将紫苏叶油和盐酸金霉素

组分别设置 3 个质量浓度（1/2MIC、MIC、2MIC），

与菌液混匀，同时设置生长对照组，于 35 ℃恒温

振荡箱中培养[14-16]。各组每隔 2 h 取培养液合理稀

释后，取 20 μL 均匀涂布在固体培养基上，35 ℃恒

温静置培养 24 h 后计算菌落数。根据实验结果，以

时间为横坐标（X），活菌量取对数值为纵坐标（Y），

绘制时间-杀菌曲线。 

2.3  紫苏叶油对 APEC 生物被膜活性的抑制作用 

2.3.1  CCK-8法测定APEC生物被膜生长动力  取

200 μL APEC-3 菌悬液（1×106 CFU/mL）接种于平

底 96 孔板，于 35 ℃分别静置培养 0、3、6、12、

24、36、48、72、96 h 取出，吸弃孔内液体，无菌

PBS 冲洗 3 次，除去浮游细菌，制得不同生长时段

的生物被膜微量平板。避光条件下，各孔加入培养

基 100 μL 和 CCK-8 溶液 10 μL，混匀，35 ℃避光

孵育 1 h。采用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度（A）

值，实验重复 3 次，绘制受试菌株生物被膜生长动

力曲线[10,17]。 

2.3.2  结晶紫半定量黏附法测定APEC生物被膜总

量  取 200 μL APEC-3 菌悬液（1×106 CFU/mL）

接种于平底 96 孔板，于 35 ℃分别静置培养 0、3、

6、12、24、36、48、72、96 h 取出，吸弃孔内液体，

无菌 PBS 冲洗 3 次，除去浮游细菌。200 μL 甲醇固

定生物被膜 30 min，弃去甲醇，加入 0.1%结晶紫染

液 200 μL，染色 15 min 后用 PBS 洗去未黏附染料。

加入 200 μL 95%乙醇溶解生物被膜结合染料，静置

10 min，采用酶标仪测定 570 nm 处的 A 值，绘制受

试菌株生物被膜总量生长曲线[18-21]。 

2.3.3  活菌计数法测定药物对生物被膜活菌量的

影响  根据“2.3.1”与“2.3.2”项下生物被膜体外

模型建立结果，确定黏附期、聚集期、成熟期的生

物被膜并建立后，用 PBS 漂洗。分别加入 3 个梯度

浓度药物 200 μL（1/2MIC、MIC、2MIC 紫苏叶油

和盐酸金霉素）。生长对照组只加空白培养基，空白

对照组仅含 TSB。35 ℃培养 24 h，按“2.3.1”和

“2.3.2”项下方法进行测定，计算生物被膜的生长动

力和生物被膜总量。 

2.3.4  SEM 观察药物对不同阶段生物被膜微观形

态结构的影响  将 1 mL APEC-3 菌悬液（1×106 

CFU/mL）接种至放置有细胞爬片的 24 孔板中，

35 ℃恒温静置培养 12、24、48 h，用 PBS 漂洗；

分别加入 3 个梯度浓度药物 200 μL（1/2MIC、MIC、

2MIC 的紫苏叶油和盐酸金霉素）。生长对照组只加

空白培养基，35 ℃继续培养 24 h，吸弃孔内液体，

取出爬片，用 PBS 漂洗；加入预冷的 2.5%戊二醛

固定液，于 4 ℃固定过夜；使用梯度乙醇进行梯度

洗脱，以 100%叔丁醇置换乙醇，室温挥干，喷金进

行 SEM 观察[22-24]。 

2.4  紫苏叶油对 APEC 生物被膜各阶段的群体感

应相关基因表达的影响 

 设置对照组、1/2MIC 紫苏叶油组、MIC 紫苏叶

油组和 2MIC 紫苏叶油组。将 1 mL APEC-3 菌悬液

（1×106 CFU/mL）接种于无菌 24 孔板，35 ℃恒温

静置培养 12、24、48 h，用 PBS 漂洗；各组分别加

入相应质量浓度的含药 TSB 培养基，对照组加入等

量空白培养基，培养 24 h，离心获得培养物，于

−80 ℃保存。提取细菌 RNA 后进行总 RNA 纯度检

测。制备去基因组后进行逆转录反应，进行 qRT-

PCR 反应[25-28]。引物序列见表 1。 

2.5  统计学分析 

所有实验数据均在相同的条件下重复 3 次，数 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

sidA F: GGGAAAAGGACAAAAAGCCC 

R: CGAAGCACAGCCGTTATGG 

luxS F: CAGCCCATTGGCGAGATATC 

R: AGGGATCCATACCCTGGAGC 

16S RNA F: CATGCCGCGTGTATGAAGAA 

R: TTCTGCGGGTAACGTCAATG 
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据分析采用 Graphpad 14.0 统计学软件，计量资料

以 x s 表示，两组之间比较采用独立样本 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析（ One-way 

ANOVA）。 

3  结果 

3.1  紫苏叶油对 APEC 的体外抑菌活性 

3.1.1  紫苏叶油对 APEC 的 MIC 和 MBC  如表 2

所示，紫苏叶油和盐酸金霉素对 4 株 APEC 临床株

的 MIC 为 2.000～2.667 mg/mL 和 0.125～0.168 

mg/mL；MBC 为 4.000 和 0.333～0.500 mg/mL，表

明紫苏叶油对 4 株 APEC 均有良好的抑制作用。其

中 APEC-3 对盐酸金霉素较不敏感，对紫苏叶油敏

感，由于 APEC-3 血清型属于临床检出常见的血清

型 O78，因此后续选择 APEC-3 作为受试菌株。 

表 2  紫苏叶油对 APEC 的体外抑菌活性 ( x s , n = 3) 

Table 2  In vitro antibacterial activity of oil from Perillae Folium against APEC ( x s , n = 3) 

菌株编号 
紫苏叶油 盐酸金霉素 

MIC/(mg·mL−1) MBC/(mg·mL−1) MIC/(mg·mL−1) MBC/(mg·mL−1) 

APEC-1 2.667±0.940 4.000±0.000 0.125±0.000 0.485±0.386 

APEC-2 2.667±0.940 4.000±0.000 0.168±0.589 0.500±0.354 

APEC-3 2.000±0.000 4.000±0.000 0.250±0.000 0.500±0.354 

APEC-4 2.667±0.940 4.000±0.000 0.125±0.000 0.333±0.118 

3.1.2  时间-杀菌曲线  如图 1 所示，APEC-3 在

2 h 进入对数生长期，24 h 后达到成熟期。给药组 lg

活菌量下降 1～2 CFU/mL 判定具有抑菌活性，lg 活

菌量下降≥3 CFU/mL 判定为具有杀菌活性。

1/2MIC 紫苏叶油组在 4～12 h 对 APEC-3 显示为杀

菌作用（6.302 0～8.862 6 CFU/mL），随着时间延长

其杀菌作用减弱。MIC 紫苏叶油组、2MIC 紫苏叶

油组在 0～12 h 对 APEC-3 的杀菌作用较强于

1/2MIC 组（MIC 紫苏叶油组 5.499 4～5.833 3 

CFU/mL，2MIC 紫苏叶油组 5.503 5～4.465 1 

CFU/mL）。2MIC 盐酸金霉素组在 2～8 h 有明显杀

菌作用（5.428 1～7.176 0 CFU/mL），MIC 盐酸金霉

素组在 8～24 h 有杀菌作用，1/2MIC 盐酸金霉素组

未见杀菌效果。 

3.2  紫苏叶油对 APEC 不同阶段生物被膜的影响 

3.2.1  APEC 生物被膜模型曲线  APEC-3 生物被 

 

图 1  紫苏叶油对 APEC-3 的时间-杀菌曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Time-kill curve of oil from Perillae Folium against 

APEC-3 ( x s , n = 3) 

膜生长动力曲线见图 2-A，APEC-3 生物被膜生长

动力曲线主要分为 3 个阶段：黏附阶段（0～24 h），

曲线呈指数增长，细菌快速繁殖；聚集生长阶段

（24～36 h），细菌生长速率减慢，聚集准备形成生

物被膜；成熟阶段（36～72 h），曲线趋于平缓，细

菌活细胞量保持不变。APEC-3 生物被膜总量生长

曲线如图 2-B 所示，APEC-3 生物被膜总量生长曲

线有 3 个阶段，分别对应黏附期（0～24 h），曲线

上升速度最快，细菌大量繁殖；聚集期（24～36 h），

细菌开始形成微菌落；成熟期（36～72 h），生物被

膜总量相对稳定，微菌落发育成生物被膜。 

3.2.2  紫苏叶油对 APEC-3 生物被膜形成的影响  

采用 CCK-8 试剂盒测定不同质量浓度的药物对黏

附期（12 h）、聚集期（24 h）和成熟期（48 h）APEC-

3 生物被膜黏附率的影响，结果见图 3。与生长对照

组相比，2MIC、MIC 紫苏叶油显著降低 APEC-3 生

物被膜内活菌量（P＜0.05、0.001），且呈剂量相关

性，1/2MIC 紫苏叶油对生物被膜无明显影响。

2MIC、MIC、1/2MIC 紫苏叶油在黏附、聚集、成熟

期生物被膜活菌量分别减少 96.30%、56.88%、

76.26%，83.52%、31.70%、32.40%和 11.27%、

17.62%、16.59%，作用效果依次为黏附期＞成熟

期＞聚集期。在黏附阶段，2MIC 和 MIC 紫苏叶油

对生物被膜内细菌代谢活性抑制作用优于相同质量

浓度下的盐酸金霉素；聚集期在相同质量浓度下，紫

苏叶油和盐酸金霉素之间未见显著差异；2MIC 紫苏

叶油对成熟期生物被膜内细菌代谢活性的作用效果

显著优于相同质量浓度的盐酸金霉素（P＜0.01）。 
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图 2  APEC-3 生物被膜生长动力曲线 (A) 和总量生长曲线 (B) 

Fig. 2  Growth kinetic curve (A) and total growth curve (B) of biofilm in APEC-3 

 

A～C 分别为药物在 12 h（黏附阶段）、24 h（聚集阶段）、48 h（成熟阶段）对 APEC-3 代谢活性的作用；与生长对照组比较：*P＜0.05  

**P＜0.01  ***P＜0.001；与盐酸金霉素组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，图 4 同。 

A—C are effects of drugs on APEC-3 metabolic activity at 12 h (adhesion stage), 24 h (aggregation stage) and 48 h (maturation stage), respectively; *P < 

0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs growth control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs chrysomycin hydrochloride group, same as Fig. 4. 

图 3  CCK-8 法测定紫苏叶油对 APEC-3 生物被膜形成各阶段膜内细菌代谢活性的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of oil from Perillae Folium on bacterial metabolic activity in APEC-3 biofilm formation at different stages 

detected by CCK-8 method ( x s , n = 3) 

 使用结晶紫半定量黏附法测定药物作用于

APEC-3 黏附、聚集、成熟阶段的生物被膜后其生

物被膜总量的变化，结果见图 4。与生长对照组相

比，紫苏叶油各剂量组均有效减少生物被膜总量

（P＜0.05、0.01、0.001），且呈剂量相关性。2MIC、

MIC、1/2MIC 紫苏叶油在黏附、聚集、成熟期生物

被膜总量分别下降了 84.45%、59.58%、85.86%，

63.63%、47.89%、79.13%，30.81%、35.79%、63.05%，

作用效果依次为成熟期＞黏附期＞聚集期。在黏附

阶段，2MIC 紫苏叶油对生物被膜总量的清除作用

优于相同质量浓度的盐酸金霉素（P＜0.05）；聚集

期紫苏叶油各剂量组与盐酸金霉素的作用均无显

著差异；成熟期 MIC 紫苏叶油对生物被膜总量的清

除作用优于相同质量浓度的盐酸金霉素（P＜0.05）。 

 

A～C 分别为药物作用于 APEC-3 黏附、聚集、成熟阶段的生物被膜总量。 

A—C are total biofilm of APEC-3 affected by drug during adhesion, aggregation and maturation stages. 

图 4  结晶紫半定量黏附法测定紫苏叶油对 APEC-3 生物被膜形成各阶段生物被膜总量的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of oil from Perillae Folium on total biofilm in APEC-3 biofilm formation at different stages detected by crystal 

violet semi-quantitative adhesion method ( x s , n = 3) 
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3.2.3  SEM观察紫苏叶油对APEC-3生物被膜微观

结构的影响  紫苏叶油与阳性对照药盐酸金霉素

对 APEC-3 生物被膜黏附期（12 h）、聚集期（24 h）

和成熟期（48 h）的微观形态见图 5。在黏附期，各

质量浓度的药物作用下细菌数量均相对减少，菌体

结构变形，相同质量浓度的紫苏叶油组和盐酸金霉

素组细菌量差异不大；2MIC 和 MIC 药物处理下，

菌体呈短杆状，细菌的分裂分化停滞。在聚集期，

 

图 5  SEM 观察紫苏叶油对 APEC-3 不同阶段生物被膜形态结构的影响 (×2 000) 

Fig. 5  Effect of oil from Perillae Folium on morphology of APEC-3 biofilm at different stages observed by SEM (× 2 000) 
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药物作用下细菌菌体出现变形、破裂，细菌数量大

幅度减少；与盐酸金霉素相比，相同质量浓度的紫

苏叶油组细菌量均相对较少，细菌团块相对破碎。

在成熟期，各给药组均可一定程度减少细菌量，且

呈剂量相关性，相较生长对照组和相同质量浓度的

盐酸金霉素组，紫苏叶油使细菌量大幅减少，细菌

外部胞外基质量减少，细菌间黏附程度降低。 

3.3  紫苏叶油对 APEC 生物被膜各阶段的群体感

应相关基因表达的影响 

 如图 6 所示，在黏附期，不同质量浓度的紫苏

叶油对 luxS 基因表达无明显影响，1/2MIC 紫苏叶

油显著降低 sdiA 基因表达（P＜0.05），且 1/2MIC

组 sdiA 表达量显著低于 MIC 组（P＜0.001）。在聚

集期，2MIC、MIC 紫苏叶油显著降低 luxS 基因表

达（P＜0.001），且 2MIC 组和 MIC 组 luxS 表达量

均明显低于 1/2MIC 组（P＜0.01）；各给药组 sdiA

基因表达量与生长对照组均无显著性差异。在成熟

期，2MIC、MIC、1/2MIC 紫苏叶油均显著降低 luxS

和 sdiA 的表达（P＜0.0001），其中 MIC 组对 sdiA

表达的抑制作用优于其他剂量组（P＜0.05）。 

 

A～C 为 luxS 表达情况；D～F 为 sdiA 表达情况；A、D 为黏附期（12 h）；B、E 为聚集期（24 h）；C、F 为成熟期（48 h）；与生长对照组比

较：*P＜0.05  ***P＜0.001；#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A—C are luxS expression; D—F are sdiA expression; A, D are adhesion phase (12 h); B, E are aggregation phase (24 h); C, F are maturation phase (48 h); 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs growth control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001. 

图 6  紫苏叶油对 APEC-3 生物被膜各阶段的群体感应关键基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of oil from Perillae Folium on expressions of key genes involved in quorum sensing at various stages of APEC-3 

biofilm ( x s , n = 3) 

4  讨论 

大肠杆菌作为鸡群中最常见的病原体之一，不

仅威胁鸡的健康，还可以感染其他常见的经济动物。

尤为严重的是，大肠杆菌生物被膜这一复杂的结构

的形成会导致各种感染的发生且根除困难。目前，针

对鸡细菌性疾病的治疗基本以抗生素药物为主，但

频繁、大量使用抗生素治疗不但会导致病原菌耐药

性不断攀升，而且会削弱动物机体免疫力，从而更容

易引起细菌性疾病，造成重大经济损失[29]。抗生素

在养殖业中长期不合理使用，已使得大肠杆菌等病

原菌对抗生素产生多重耐药和交叉耐药现象[30-31]，

严重影响了养殖业的可持续发展。同时，养殖业产

品中抗生素残留超标带来了严重的食品安全和公

共卫生隐患，严重威胁人类健康[32-33]。紫苏叶油作

为天然来源的植物提取物，来源广泛、价格低廉，

具有较好的抑菌作用，本研究还发现了其对 APEC

的生物被膜有显著的清除作用，为生产肉鸡养殖行

业替抗产品原料开发提供了新思路。 

细菌生物被膜的形成是造成细菌性感染疾病

反复、耐药、难以根治等问题的主要原因之一。细

菌生物被膜是浮游状态下的细菌黏附于生物或非

生物表面，通过自身分泌蛋白、多糖等胞外基质，
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促进细菌间黏附并将自身包裹其中的一种膜状聚合

物，是微生物适应环境生存的一种特殊生存模式[34]。

生物被膜的形成过程与细菌耐药程度密切相关，其

形成时间与耐药程度呈正相关。本研究通过 CCK-8

法检测了紫苏叶油和盐酸金霉素对 APEC-3 生物被

膜形成的黏附阶段、聚集阶段和成熟阶段膜内细菌

的代谢活性，通过结晶紫半定量黏附法测定了紫苏

叶油和盐酸金霉素对 APEC-3 生物被膜形成各阶段

生物被膜总量的影响，利用 SEM 观察紫苏叶油和

盐酸金霉素对 APEC-3 生物被膜微观结构的影响。

结果显示，各质量浓度的紫苏叶油均可一定程度上

降低受试菌株各阶段生物被膜内细菌的代谢活性

及生物被膜总量，其中 2MIC 紫苏叶油对黏附期

APEC 生物被膜的代谢活性及其总量的清除作用均

显著优于相同质量浓度的盐酸金霉素；SEM 结果表

明，紫苏叶油可有效减少受试菌株的细菌黏附，抑

制细菌发育繁殖，并破坏其细胞结构。 

群体感应系统调节的基因表达有助于生物被

膜的形成和维持，并提高对常规抗菌药物和宿主先

天免疫系统的耐受性 [35-36]。酰化高丝氨酸内酯

（（acyl-homoserine lactones，AHLs）和 LuxS/2 型自诱

导物（autoinducer 2，AI-2）是大肠杆菌、沙门氏菌等

革兰阴性菌常见的群体感应系统[37-38]。在菌株体内，

sdiA 基因编码的 SdiA 蛋白诱导合成 AHLs 信号分子

后扩散到细胞外，当环境中 AHLs 浓度达到阈值时，

与 LuxR 受体结合，激活下游基因的表达，从而引起

各种生物活动包括促进生物被膜的形成[39-41]。而由

luxS 基因编码的 LuxS 蛋白酶催化产生 AI-2 分子，

AI-2 信号分子介导同种或不同种细菌间的信息交

流方式，是调节与鞭毛生物合成、运动以及趋化作

用相关的基因，进而影响生物被膜的形成[42-43]。本

研究通过 qRT-PCR 技术测定不同质量浓度的紫苏

叶油对APEC不同阶段的生物被膜的群体感应相关

基因 luxS 及 sdiA 表达的影响。结果表明，在黏附

期，不同质量浓度的紫苏叶油对 luxs 表达无明显影

响，1/2MIC 紫苏叶油可显著降低 sdiA 基因的表达

量；在聚集期，各质量浓度的紫苏叶油对 sdiA 基因

的表达量无明显影响，2MIC、MIC 紫苏叶油可显著

降低 luxs 的表达量；在成熟期，各质量浓度的紫苏

叶油均可显著降低 sdiA 和 luxs 的表达量。 

综上，本研究发现紫苏叶油对 APEC 有良好的

体外抗菌活性，对 APEC 不同生长阶段的生物被膜

均有一定程度的清除作用。此外，紫苏叶油对 APEC

的作用效果部分优于阳性对照药盐酸金霉素，表明

天然的紫苏叶油具有替代盐酸金霉素的潜力。本研

究为紫苏叶油开发成替抗鸡饲料添加剂提供了理

论基础。 
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