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摘要：【目的】 探究桃色欧文氏菌 Cp2 脂多糖（Erwinia persicinaCp2 Lipopolysaccharides，Cp2-
LPSe）对秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）生长发育的影响。【方法】 以野生型秀丽隐杆线虫 N2 为

材 料 ，用 试 剂 盒 法 提 取 纯 化 Cp2-LPSe，用 不 同 浓 度 Cp2-LPSe（0、0. 157、0. 314、0. 471、0. 628 与

0. 785 EU/mL）处理秀丽隐杆线虫，测定其咽泵次数、繁殖能力、体脂含量、寿命长短、运动速度、运动振

幅、身体弯曲频率等指标。【结果】 各 Cp2-LPSe 浓度的处理下，秀丽隐杆线虫的生长发育总体呈现先

上升后下降的趋势，当浓度低于 0. 314 EU/mL Cp2-LPSe 时，除体脂含量外各指标均显著高于对照

（P<0. 05），并在 0. 314 EU/mL 达到最大值；浓度超过 0. 314 EU/mL 时，各指标均显著低于对照（P<
0. 05）。【结论】 低于 0. 314 EU/mLCp2-LPSe 处理秀丽隐杆线虫会提高其咽泵次数、运动速度、身体

弯曲频率、运动振幅，在体脂含量不增高的前提下提高其繁殖能力、延长其寿命，促进其生长发育。本

研究为 Cp2-LPSe 作为一种延缓机体衰老制剂的开发提供理论依据。
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桃 色 欧 文 氏 菌（Erwinia persicina）是 一 种 革 兰 氏

阴性细菌（Gram-negative bacteria），菌株 Cp2 分离于

紫 花 苜 蓿 种 子 ，是 引 起 紫 花 苜 蓿 萎 蔫 病 的 主 要 病 原

菌  ［1-2］。 脂 多 糖（Lipopolysaccharides，LPS）作 为 一 种

细菌代谢产物，是构成革兰氏阴性细菌外膜的主要成

分 ，是 具 有 免 疫 功 能 的 活 性 物 质 和 非 分 泌 性 物 质 ，由

类脂 A、核心多糖和 O-抗原 3 部分组成［3-4］。笔者发

现 0. 157 EU/mL 桃 色 欧 文 氏 菌 Cp2 脂 多 糖（Cp2 Li‐

popolysaccharides，Cp2-LPSe）对 紫 花 苜 蓿 幼 苗 生 长

有促进作用，而大于此浓度紫花苜蓿生长就会受到抑

制［5］。LPS 也叫内毒素（Endotoxin），可以诱导动植物

产 生 免 疫 反 应［6］。 LPS 低 浓 度 时 可 刺 激 机 体 免 疫 系

统 ，增 强 固 有 免 疫 功 能 ，高 浓 度 时 会 引 起 广 泛 而 强 烈

的炎症反应［7］；如在低浓度 LPS 作用下猪精子有一定

抗性，高浓度的 LPS 影响精子的保存期［8］；LPS 干预妊

娠 母 鼠 后 ，使 母 鼠 繁 殖 性 能 指 标 下 降 ，仔 鼠 体 内 LPS
含量增高，抑制仔鼠免疫抗体的水平［9］；低浓度成团泛

菌 CQ10-LPS 促 进 紫 花 苜 蓿 生 长 ，高 浓 度 则 抑 制 紫

花苜蓿生长［10］。

秀 丽 隐 杆 线 虫（Caenorhabditis elegans）是 一 种 以

细菌为食，生活在土壤中的小型线虫，因易饲养、生命

周 期 短 、成 本 低 、繁 殖 能 力 强 、结 构 简 单 、易 于 构 建 模

型等特点，作为一种模式生物，被广泛应用于毒理学、

疾病模型、遗传发育、运动与行为等领域［11-12］。目前，

研究者用线虫研究生防真菌［13-16］、用秀丽隐杆线虫研

究 辣 椒 素 、四 溴 双 酚 Ａ、林 丹 等 物 质 毒 理 的 报 道 较
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多［17-19］。但桃色欧文氏菌 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线

虫的生长发育研究国内较少报道。

因此，本试验以秀丽隐杆线虫为试验动物，桃色欧

文氏菌 Cp2-LPSe 为研究对象，测定了不同浓度桃色

欧文氏菌 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫生长发育（咽泵

次数、繁殖能力、体脂含量、寿命长短、运动速度、运动

振幅、身体弯曲频率）的影响，阐明秀丽隐杆线虫对桃

色欧文氏菌 Cp2-LPSe 浓度的响应机理，以期为开发

基于 Cp2-LPSe 的延缓机体衰老制剂奠定理论基础。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

供试菌株：桃色欧文氏菌 Cp2，来自甘肃农业大学

草业学院牧草病理学实验室。

供 试 线 虫 ：野 生 型 秀 丽 隐 杆 线 虫 N2，来 自 吉 林 大

学生物与农业工程学院实验室。

供 试 营 养 琼 脂/液 体 培 养 基（Nutrient Agar，NA/
NB）［16］用于 Cp2 菌株的培养和短期保存。

供 试 LB（Luria-Bertani）固 体/液 体 培 养 基［13］用

于与大肠杆菌（Escherichia coli）OP50 的培养与保存。

供 试 线 虫 生 长 培 养 基（Nematode Growth Me‐
dium，NGM）（100 mL 体系）［17］用于野生型秀丽隐杆线

虫 N2 的培养。

M9 缓冲液（M9 buffer）、裂解液、油红 O 工作液［13］

等用于秀丽隐杆线虫的分离染色。

LPS 提 取 试 剂 盒（贝 博 生 物）用 于 桃 色 欧 文 氏 菌

Cp2-LPSe 的提取。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　Cp2-LPSe 的提取　桃色欧文氏菌 Cp2 菌株

在 NA 培养基上生长 48 h 后，使用贝博生物科技有限

公司 BBproExtra 脂多糖提取试剂盒，提取 Cp2-LPSe
具体方法参照说明书。

1. 2. 2　Cp2-LPSe 活性测定　根据黄荣等［22］定量法

鲎试剂测定 LPS 活性得出的标准曲线，将 3 次测定的

样 品 的 平 均 值 带 入 到 标 准 曲 线 中 求 得 Cp2-LPSe 活

性为 0. 157 EU/mL。

1. 2. 3　秀丽隐杆线虫培养　 用 无 菌 M9 缓 冲 液 冲 洗

培养皿的成虫于离心管中，混合后，转移至涂有 E. co⁃

liOP50 的 NGM 培养基上，20 ℃生化箱培养。长期储

存 时 ，酒 精 擦 拭 小 刀 且 火 焰 灼 烧 后 ，切 取 一 小 块 含 有

大量秀丽隐杆线虫的培养基放置在有 E. coli OP50 的

NGM 培养基上培养储存。

1. 2. 4　秀隐杆线虫同步化　参照华欣［19］的研究并作

适当修改用无菌 M9 液冲洗有明显产卵成虫的 NGM
培 养 基 冲 洗 至 离 心 管 内 ，加 入 裂 解 液 ，摇 匀 后 在

3 060 r/min 下 离 心 2~4 min。 无 菌 M9 液 冲 洗 沉 淀

后，混合均匀并转移到有 E. coli OP50 的 NGM 培养基

上，于 20 ℃无菌生化培养箱内培养 12 h（L1 期秀丽隐

杆线虫）与 48 h（L4 期秀丽隐杆线虫）。

1. 2. 5　Cp2-LPSe 浓度　根据预试验结果确定的浓

度 ，设 0（CK）、0. 157、0. 314、0. 471、0. 628 与 0. 785 
EU/mL Cp2-LPSe 6 种浓度。

1. 3　指标测定方法

1. 3. 1　咽泵次数　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改，将秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布了一

定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌液的

NGM 固 体 培 养 基 上 ，将 其 倒 置 在 显 微 镜 下 ，5 min 后

待其行为稳定，以 10X 物镜观察，同时录制视频，计数

其口腔研磨器的运动次数 20 s，换算为秀丽隐杆线虫

1 min 的咽泵率。每个处理 10 条线虫，重复 4 次。

1. 3. 2　繁殖能力　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改 ，秀 丽 隐 杆 线 虫 在 NGM 固 体 培 养 基 培 养 至 L4 期

后 ，挑 取 至 涂 布 了 一 定 浓 度 的 Cp2-LPSe 溶 液 与 E.

coliOP50 浓 缩 菌 液 的 NGM 固 体 培 养 基 上（每 个 浓 度

每个培养皿 1 条线虫，重复 10 次），在 20 ℃恒温培养。

观 察 其 产 卵 情 况 ，隔 天 统 计 后 代 数 目 ，至 秀 丽 隐 杆 线

虫不再产卵。

1. 3. 3　体脂含量　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改，将 10 条秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布

了一定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌

液的 NGM 固体培养基上，培养 2 d 后，收集秀丽隐杆

线虫时用 M9 溶液冲洗 NGM 培养皿，离心弃上清液后

加 入 M9 溶 液 重 悬 离 心 后 弃 上 清 液 ，重 复 3 次 ，加 入

0% 异丙醇溶液于室温手动振摇 3 min，离心后弃上清

液 ，加 入 油 红 O 工 作 液 摇 匀 ，置 于 室 温 下 用 轨 道 摇 床

以 30 r/min 振摇 2 h，以对秀丽隐杆线虫进行染色。除

去过量的油红 O 工作液时，离心后弃上清液，加入 M9
溶 液 重 悬 ，于 室 温 下 用 轨 道 摇 床 以 30 r/min 振 摇

30 min。 将 沉 淀 的 线 虫 混 悬 ，制 成 标 本 ，4 ℃ 下 保 存

83



GRASSLAND AND TURF（2024） Vol. 44 No. 5 

24 h。显微镜 10X 物镜下，观察秀丽隐杆线虫染色情

况 ，拍照并用 ImageJ 软件数据分析 ，计算秀丽隐杆线

虫体脂含量。

1. 3. 4　寿命长短　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改，将秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布了一

定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌液的

NGM 固体培养基上，每个处理 25 条线虫，3 个重复，置

于 20 ℃生化培养箱中培养。当线虫处于产卵高峰期

时，需每天将其转移至新涂菌的 NGM 固体培养皿上，

其余时间每隔 1 d 转移 1 次，直至该处理的线虫全部死

亡。计数每天死亡的线虫，计算存活率（存活率=（总

数-死亡数/总数））［21］。计数时，第 0 d 为线虫接种日

并且从第 8d 开始每隔 1 d 计数 1 次；前 7 d 死亡的均被

认 为 非 正 常 死 亡 ，不 作 计 数 。 用 Kaplan-Meier 法 制

作 生 存 曲 线 图 表 示 秀 丽 隐 杆 线 虫 在 各 Cp2-LPSe 浓

度 下 的 寿 命［22］。（判 定 线 虫 死 亡 标 准 ：无 运 动 能 力 、咽

泵部位无跳动、对机械刺激无反应）。

1. 3. 5　运动速度　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改，将秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布了一

定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌液的

NGM 固 体 培 养 基 上 ，将 其 倒 置 于 显 微 镜 下 ，1 min 左

右待其行为稳定，显微镜 0. 4X 物镜观察，同时用相机

录制视频，Movement Tracker 软件进行分析，获取 20 s
内每一条线虫的运动距离，计算其运动速度。每个处

理 10 条线虫，重复 4 次。

1. 3. 6　运动振幅　参照郭凯欣［17］的研究并作适当修

改，将秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布了一

定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌液的

NGM 固 体 培 养 基 上 ，将 其 倒 置 于 显 微 镜 下 ，1 min 左

右待其行为稳定，显微镜 1. 5X 物镜观察，同时用相机

录制视频，Tierpsy Tracker 软件进行分析，计算 20 s 内

每一条秀丽隐杆线虫的运动振幅。每个处理 10 条线

虫，重复 4 次。

1. 3. 7　身体弯曲频率　参照郭凯欣［17］的研究并作适

当修改，将秀丽隐杆线虫培养至 L4 期后，挑取至涂布

了一定浓度的 Cp2-LPSe 溶液与 E. coli OP50 浓缩菌

液 的 NGM 固 体 培 养 基 上 ，将 其 倒 置 于 显 微 镜 下 ，1 
min 左 右 待 其 行 为 稳 定 ，显 微 镜 1. 5X 物 镜 观 察 ，同 时

用相机录制视频，计数 20 s 内其身体弯曲次数。每个

处理 10 条线虫，重复 4 次。

1. 4　数据分析

数 据 整 理 采 用 Excel 软 件 ，数 据 统 计 分 析 应 用

IBM SPSS 26 软 件 ，图 片 处 理 用 Origin 2022 Pro 与

Adobe Illustrator 2023，秀丽隐杆线虫的寿命实验采用

Kaplan-Meier 法 进 行 数 据 分 析 ，其 余 采 用 Duncan 法

对不同处理进行单因素方差分析和显著性比较。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫咽泵次

数的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 咽 泵 次 数

总 体 呈 先 增 加 后 减 少 的 趋 势 ，其 中 0. 157 与 0. 314 
EU/mL 处 理 较 对 照 分 别 显 著 增 加 了 3. 86%，8. 99%

（P<0. 05）；0. 471、0. 628、0. 785 EU/mL 处 理 比 对 照

显 著 减 少 2. 54%， 5. 33% 和 9. 58% （P<
0. 05）（图 1）。

2. 2　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫繁殖能

力的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 繁 殖 能 力

总 体 呈 先 升 高 后 降 低 的 趋 势 ，其 中 0. 157 与 0. 314 
EU/mL 处理较对照分别显著增加了 7. 79%，24. 67%

（P<0. 05）；0. 471、0. 628、0. 785 EU/mL 处 理 比 对 照

显 著 减 少 2. 6%， 16. 45% 和 29. 44% （P<
0. 05）（图 2）。

2. 3　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫体脂含

量的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 体 脂 含 量

图 1　秀丽隐杆线虫在 6个不同浓度 Cp2-LPSe处理下

的咽泵次数

Fig. 1　Number of pharyngeal pumps in 6 different concen⁃

trations of Cp2-LPSe for Caenorhabditis elegans

        注：图中不同小写字母表示差异显著（P<0. 05）。
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总体呈减少的趋势，其中 0. 157 与 0. 314 EU/mL 处理

较 对 照 分 别 减 少 了 0. 55%，2. 6%（P>0. 05）；0. 471、

0. 628、0. 785 EU/mL 处 理 比 对 照 显 著 减 少 5. 67%，

8. 74% 和 11. 38%（P<0. 05）（图 3）。

2. 4　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫存活率

的影响

从第 8~22 天 ，各 Cp2-LPSe 浓度下秀丽隐杆线

虫 的 存 活 率 总 体 随 时 间 的 增 加 不 断 下 降 ，其 中 0. 157
与 0. 314 EU/mL 处理下的存活率始终高于对照，其余

处理存活率均小于对照，并随着 Cp2-LPSe 浓度的增

大，存活率依次降低（图 4）。

2. 5　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫运动速

度的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 运 动 速 度

总 体 呈 先 升 高 后 降 低 的 趋 势 ，其 中 0. 157 与 0. 314 
EU/mL 处理较对照分别显著增加了 9. 92%，16. 03%

（P<0. 05）；0. 471、0. 628、0. 785 EU/mL 处 理 比 对 照

显 著 减 少 0. 89%， 15. 39% 和 43. 63% （P<

0. 05）（图 5）。

2. 6　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫运动振

幅的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 运 动 振 幅

总 体 呈 先 增 加 后 减 小 的 趋 势 ，其 中 0. 157 与 0. 314 
EU/mL 处 理 较 对 照 分 别 显 著 增 加 了 2. 85%，8. 55%

（P<0. 05）；0. 471、0. 628、0. 785 EU/mL 处 理 比 对 照

显 著 减 少 1. 53%， 7. 08% 和 15. 14% （P<
0. 05）（图 6）。

2. 7　不同浓度的 Cp2-LPSe 对秀丽隐杆线虫身体弯

曲频率的影响

各 Cp2-LPSe 浓 度 下 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 身 体 弯 曲

频 率 总 体 呈 先 增 加 后 减 小 的 趋 势 ，其 中 0. 157 与

0. 314 EU/mL 处 理 较 对 照 分 别 显 著 增 加 了 7. 72%，

17. 32%（P<0. 05）；0. 471、0. 628、0. 785 EU/mL 处理

比 对 照 显 著 减 少 1. 93%，7. 06% 和 22. 5%（P<

图 3　秀丽隐杆线虫在 6个不同浓度 Cp2-LPSe处理

下的体脂含量

Fig. 3　Body fat content of Caenorhabditis elegans at 6 differ⁃

ent concentrations of Cp2-LPSe

图 4　秀丽隐杆线虫在 6个不同浓度 Cp2-LPSe处理下的

存活率（生存曲线）

Fig. 4　Survival curve of Caenorhabditis elegans at 6 different 

concentrations of Cp2-LPSe2. 5

图 5　秀丽隐杆线虫在 6个不同浓度 Cp2-LPSe处理

下的运动速度

Fig. 5　Movement velocity of Caenorhabditis elegans at 6 dif⁃
ferent concentrations of Cp2-LPSe

图 2　秀丽隐杆线虫在 6个不同浓度 Cp2-LPSe处理下

的繁殖能力

Fig. 2　Reproductive capacity of Caenorhabditis elegans 

at 6 different concentrations of Cp2-LPSe
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0. 05）（图 7）。

3　讨论

LPS 是革兰氏阴性细菌代谢产物之一，作为一种

毒 力 因 子 ，在 机 体 内 可 以 诱 发 炎 症 细 胞 浸 润 、炎 症 因

子 释 放 及 肺 泡 上 皮 细 胞 死 亡 ，能 够 干 扰 动 物 肝 脏 代

谢 ，从 而 导 致 慢 性 肝 功 能 衰 竭 ，也 可 通 过 多 种 机 制 影

响 大 鼠 肌 质 网 钙 调 节 蛋 白 的 作 用 ，抑 制 心 肌 细 胞 功

能［23-25］。不同浓度下的 LPS 能使机体产生不同的反

应 ，低 浓 度 LPS 刺 激 可 减 轻 细 胞 凋 亡 ，促 进 体 液 免 疫

及 细 胞 免 疫 ，从 而 促 进 机 体 的 生 长 发 育 、增 强 其 抗 感

染 能 力 ，使 其 运 动 能 力 在 某 个 时 间 点 达 到 最 佳 ；高 浓

度 LPS 刺 激 会 使 细 胞 凋 亡 ，从 而 缩 短 机 体 寿 命 ，使 其

抗 感 染 能 力 及 运 动 能 力 下 降［26-27］。 本 研 究 以 秀 丽 隐

杆 线 虫 为 模 型 ，在 咽 泵 次 数 、繁 殖 能 力 、体 脂 含 量 、寿

命长短、运动速度、身体弯曲频率、运动振幅等方面探

索了桃色欧文氏菌 Cp2-LPSe 对其生长发育的影响。

目前研究表明，一些生物制剂对秀丽隐杆线虫的

生长发育有着低浓度促进，高浓度抑制的作用。如郭

凯 欣［17］发 现 低 浓 度 辣 椒 素 处 理 可 增 加 秀 丽 隐 杆 线 虫

的 运 动 速 度 、身 体 弯 曲 频 率 及 咽 泵 运 动 ，降 低 其 体 脂

含 量 ；高 浓 度 辣 椒 素 会 缩 短 秀 丽 隐 杆 线 虫 的 寿 命 ，而

低 浓 度 辣 椒 素 在 延 长 其 寿 命 的 同 时 不 影 响 其 繁 殖 能

力 。 时 悦［28］研 究 发 现 低 浓 度 的 乙 醇 能 够 延 长 秀 丽 隐

杆 线 虫 的 寿 命 ，而 高 浓 度 的 乙 醇 对 其 具 有 毒 性 ，导 致

寿命缩短，乙醇浓度越大，生长发育越慢，还会降低其

生 殖 能 力 。 本 试 验 研 究 结 果 表 明 ：相 较 于 对 照 组 ，

0. 157 与 0. 314 EU/mLCp2-LPSe 处 理 秀 丽 隐 杆 线

虫 ，会 提 高 其 咽 泵 次 数 、运 动 速 度 、身 体 弯 曲 频 率 、运

动振幅，提高其繁殖能力、延长其寿命，体脂含量却未

发生变化，且 0. 314 EU/mL 处理下，较 0. 157 EU/mL
处 理 显 著 提 高 上 述 指 标（P<0. 05）；当 浓 度 超 过

0. 314 EU/mL 时 ，则会使秀丽隐杆线虫的咽泵次数、

运动速度、身体弯曲频率、运动振幅降低，繁殖能力减

弱 ，寿 命 变 短 ；同 时 体 脂 含 量 随 着 浓 度 的 增 大 不 断 降

低。综上所述，低浓度 Cp2-LPSe 处理会促进秀丽隐

杆 线 虫 生 长 发 育 ，高 浓 度 则 会 抑 制 其 生 长 发 育 ，且 浓

度越高抑制效果越明显，宋杰琴［27］的研究发现不同浓

度 LPS 对线虫生长发育的影响存在差异，线虫运动能

力随着 LPS 浓度升高而减弱，且低浓度 LPS 能增强其

抗 感 染 能 力 ，与 本 试 验 结 果 相 一 致 ；黄 荣 等［10］、张 宏

等［5］低浓度 LPS 促进紫花苜蓿生长，高浓度则抑制紫

花苜蓿生长的结果同样与本研究结果相同。

4　结论

随着 Cp2-LPSe 浓度的升高，秀丽隐杆线虫生长

发 育 的 总 体 呈 现 先 被 促 进 后 被 抑 制 的 趋 势 ，在 0. 157
与 0. 314 EU/mL Cp2-LPSe 处 理 下 ，秀 丽 隐 杆 线 虫

咽泵次数、运动速度、身体弯曲频率及运动振幅提高，

繁殖能力增强，寿命延长，浓度超过 0. 314 EU/mL 时，

秀丽隐杆线虫的咽泵次数、运动速度、身体弯曲频率、

运动振幅降低，繁殖能力减弱，寿命变短；同时体脂含

量 随 着 浓 度 的 增 大 不 断 降 低 。 因 此 ，0. 314 EU/mL 
Cp2-LPSe 处理秀丽隐杆线虫会促进其生长发育，在

不使体脂增加的情况下延长其寿命。
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