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嗜水气单胞菌脂多糖提取及毒性研究
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摘要!以嗜水气单胞菌脂多糖'

À /

(为研究对象$采用热酚

水法提取及酶解法&氯仿+甲醇沉淀法纯化$测算
À /

产率及

样品中蛋白质&核酸含量$

/;/9̀ aQZ

电泳银染法分析纯度#

并通过巨噬细胞
a:89"

模型来评价纯化
À /

样品的毒性和

生物活性#结果显示$纯化后
À /

产率为
")##D

$蛋白质含

量为
")E!D

$核酸为
$)%OD

$

/;/9̀ aQZ

主要条带清晰$位置

与
À /

标准品相同#经纯化
À /

样品处理后
a:89"

细胞活

力降低了
#")#$D

$

,8

#U荧光强度为
")F%l$)"O

$与
À /

标准

品数据无显著性差异'

`

"

$)$E

(#说明该试验提取&纯化得

到的
À /

样品纯度高$且有较高毒性与生物活性#

关键词!嗜水气单胞菌*脂多糖*提取纯化*细胞模型

23-45674

)

0'56J?

B

627(4

W

'

W

'(

B

58>>2834?7

'
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中国淡水养殖业发达!淡水鱼主要依靠微冻保鲜技术保

存/

"

0

!但部分耐冷菌株增殖导致鱼类腐败变质!造成严重经

济损失/

#

0

"其中嗜水气单胞菌*

64I>Q>%)GE

.

BI>

;

E$?)

+是

主要腐败菌之一/

!

0

"大量研究表明嗜水气单胞菌腐败能力

与其毒力因子密切相关/

<]E

0

!其中脂多糖*

À /

+由多糖链与

类脂组成!具有高毒性和免疫学活性/

F

0

"

细胞是构成生物体的基本组成和功能单元/

%

0

"细胞模

型利用细胞的高敏感性!迅速识别外界环境变化!具有主动#

真实#准确等优势/

1

0

"根据细胞生理变化和细胞力学的特殊

性质!可将细胞用于对危害物的检测和评价/

O]"$

0

"本试验选

用的巨噬细胞
a:89"

对外源物应激反应较强!具有充足的研

究基础!

e8:

X

KJ4

等/

""

0和
ea*QYJ79L74

等/

"#

0分别利用

巨噬细胞
a:89"

细胞模型研究了弓形虫诱导
K@QI"

释放

作用!以及
À /

对细胞的毒性及损伤作用"

本试验提取了嗜水气单胞菌菌体表面的脂多糖*

À /

+!并

创新地利用巨噬细胞
a:89"

模型对其毒性进行评价"菌体表

面
À /

进行提取纯化采用改良的热酚水法/

"!]"<

0

#酶解法/

"E

0

与醇沉法/

"F

0

!并测算
À /

产率!检测所得纯化
À /

样品中蛋

白质与核酸含量!利用
/;/9̀ aQZ

电泳分析纯度"建立巨噬

细胞
a:89"

模型!通过细胞活力#胞内
,8

#U水平变化以及电镜

观察!比较纯化
À /

样品与
À /

标准品对巨噬细胞
a:89"

的

损伤情况!判定纯化
À /

样品的毒性和生物活性!为后续提取

与检测方法的开发提供技术支持"

"

!

材料与方法
")"

!

材料与仪器

")")"

!

材料与试剂

嗜水气单胞菌菌株*

64I>Q>%)GE

.

BI>

;

E$?)G-LG

;
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.

'

%E"



BI>

;

E$?)a0,,%OFF>23'L'5'L7

+(由扬州某市场的草鱼

样品分离得到-

巨噬细胞
a:89"

(中科院上海细胞库-

À /

标准品#

;*857-

#

=*857a

#蛋白酶
P

(美国
/4

X

L8

公司-

胰酶消化液#

.(J'9<a@

*

ELL'(

.

A

+钙离子荧光探针#

,,P91

试剂盒(碧云天生物技术有限公司"

")")#

!

主要仪器设备

单人双面净化工作台(

/e9,N9".

型!苏州净化设备有限

公司-

高压蒸气灭菌锅(

/Y9E$$

型!日本
0̂ @@M

公司-

台式高速冷冻离心机(

/'3+8((/0"F=

型!美国
0273L'

.45273

公司-

冷冻干燥机(

a(

W

28"9#A; '̀AJ5

型!德国
@8364:,23456

公司-

,̂

#

恒温培养箱(

!"""

型!美国
0273L'.45273

公司-

荧光显微镜(

-YE"

型!日本
(̂

B

L

W

J5

公司-

酶标仪(

-:[4:467#$$ =̀̂

型!瑞士
07>8:

公司-

核 酸 蛋 白 测 定 仪(

I4'̀2'6'L7673

W

(J5

型!德 国

Z

WW

7:?'3[

公司-

场发射扫描电镜(

/9<1$$

型!日本日立公司"

")#

!

试验方法

")#)"

!

菌体培养
!

参照文献/

"%

0"将冻存的嗜水气单胞菌

菌株置室温下解冻!划线于
aK@

琼脂培养基!

#1 c

培养

#<2

!挑取单菌落接入
AI

培养基!

#1c

摇床培养
"#2

后!

1$$$3

.

L4:

离心
"$L4:

!收集菌体!沉淀依次用生理盐水与

无菌蒸馏水洗涤
"

次后!收集沉淀称重!用
!

倍质量无菌蒸

馏水重悬*即
"

X

菌体加入
!LA

蒸馏水+!得到菌悬液"

")#)#

!

À /

粗提取
!

参照文献/

"!

0"菌悬液反复冻融
E

次

后!与等体积
O$D

苯酚混合!

F1c

恒温水浴振荡
"2

!冰浴至

<c

!

<$$$3

.

L4:

冷冻离心
#$L4:

"收集上清!下层酚相加

等体积无菌蒸馏水重复洗涤
"

次!合并
#

次上清于透析袋

中!蒸馏水透析至
.7,(

!

检测无酚试剂反应出现"透析所得

溶液经真空冷冻干燥处理
#<2

!即制得
À /

粗样"

")#)!

!

À /

的纯化
!

参照文献/

"<

!

"F

0的方法!并加以改

良"

"$LA03459K,(

*

"$$LL'(

.

A

!

W

K1)$

+溶解
À /

粗样!

加终浓度
#$L

X

.

LA;*857-

与
"$L

X

.

LA=*857a

!

!%c

酶解
#2

后!加终浓度
#$L

X

.

LA

蛋白酶
P

!

E%c

处理
"2

!

趁热加入
ELA

水饱和苯酚!混匀!

<$$$3

.

L4:

离心
!$L4:

!

吸取上清于透析袋中!蒸馏水透析
<12

后!溶液真空冷冻干

燥
#<2

"冻干产物置于氯仿.甲醇*体积比
#

)

"

+混合液中充

分混匀!

"#$$$3

.

L4:

离心
#$ L4:

!弃上清并晾干沉淀"

"$LA

蒸馏水溶解沉淀后真空冷冻干燥
#<2

!即得到纯化

À /

样品!于
]#$c

保存备用"

")#)<

!

À /

中物质的测定
!

*

"

+蛋白质含量测定(

ELA

蒸馏水溶解纯化
À /

样品!

用核酸蛋白测定仪检测样品中蛋白质含量!检测波长

#1$:L

!读数稳定后读取结果!重复
!

次"

*

#

+核酸含量测定(

ELA

蒸馏水溶解纯化
À /

样品!用

核酸蛋白测定仪检测样品中核酸含量!检测波长
#F$:L

!读

数稳定后读取结果!重复
!

次"

")#)E

!

À /

纯度分析
!

采用
/;/9̀ aQZ

法!浓缩胶
!D

!分

离胶
"$D

!上样电泳后银染色!进行纯度分析"

")#)F

!

À /

样品对
a:89"

细胞影响检测

*

"

+

,,P91

检测细胞活力(于
"$$$3

.

L4:

离心
<L4:

!

收集对数生长期细胞!用无血清培养液重悬后转移至
OF

孔

板中*约
E$$$

个.孔+于
!%c

培养
"#2

"分别加入终浓度为

E

#

L'(

.

A

的
À /

标准品与纯化
À /

样品!并设置不含
À /

的空白对照组!每组
!

个重复"

!%c

处理
!2

后每孔加入培

养液总体积
"$D

*

"$

#

A

+的
,,P91

!

!%c

孵育
"2

!测定其在

<E$:L

处吸光度!根据式*

"

+计算细胞活力"

=

N

6

"

6

#

P

"$$D

! *

"

+

式中(

=

,,, 细胞活力!

D

-

6

"

,,,加药组
<E$:L

处吸光度-

6

#

,,,空白对照组
<E$:L

处吸光度"

*

#

+细胞内
,8

#U水平的检测(收集对数生长期细胞!无

血清培养液重悬后转移至
#<

孔板中!

!%c

培养
"#2

后!用

$)"L'(

.

A Ì/

洗涤细胞
!

次!每孔加入终浓度
!

#

L'(

.

A

的

.(J'9<a@

探针!

!%c

培养
"2

后!用
$)"L'(

.

A Ì/

洗涤细

胞
!

次!再孵育
!$L4:

以确保细胞内
.(J'9<a@

转变为

.(J'9<

"随后分别加入终浓度为
E

#

X

.

LA

的
À /

标准品与

纯化
À /

样品!

!%c

处理
!2

!每组
!

个平行!空白对照组不

添加
À /

"使用
-YE"

荧光显微镜观察拍照!酶标仪检测荧

光!检测激发波长为
<EE:L

!发射波长为
E"E:L

/

"1

0

"

*

!

+

a:89"

细胞损伤的电镜观察(将
a:89"

细胞经终浓

度为
E

#

X

.

LA

的
À /

处理
!2

后!收集细胞!琼脂包裹切片

加入
#)ED

的戊二醛中固定
<2

!保存于
<c

冰箱中"然后用

$)"L'(

.

A

的
Ì/

清洗
!

次!每次
"EL4:

"按照
E$D

!

%$D

!

1$D

!

O$D

!

OED

!

"$$D

的乙醇梯度脱水!每次
"EL4:

!然后

用含无水硫酸钠的
"$$D

乙醇再脱水
"EL4:

"将样品放入

,̂

#

临界点干燥
<EL4:

!取出黏贴在样板上准备镀膜!利用

/9<1$$

型场发射扫描电镜进行观察"

")#)%

!

数据处理
!

所有数据设有
!

个平行!结果以均数
l

标

准差*

2

O

l/;

+表示"各试验组数据的统计学处理采用单因

素方差分析*

':79G8

B

a*̂ &a

+"统计分析采用
/̀ //"O)$

软件"

#

!

结果与分析
#)"

!

À /

提取与纯化结果

")#A

的
AI

培养基培养
#<2

!收集菌体湿重为
F)##

X

!

提取纯化后得到
À /

共
%F)"L

X

!

À /

平均产率为
")##D

"

测得的蛋白浓度为
#!#)1%L

X

.

A

!核酸浓度为
"#$)E"L

X

.

A

!

计算得出纯化后
À /

中蛋白质占
")E!D

!核酸占
$)%OD

!提

取纯度较高!为下一步
À /

毒性及生物活性检测减少干扰"

#)#

!

À /

纯度

由图
"

可知!纯化
À /

样品的主要条带清晰!大部分条

1E"

提取与活性
!

#$"%

年第
""

期



")À /

标准品
!

#)

纯化
À /

样品

图
"

!

纯化后的
À //;/9̀ aQZ

电泳图

.4

X

J37"

!

/;/9̀ aQZ7(7>63'

W

2'376'

X

38L'[ J̀34[47?À /

带位置与标准品条带位置相同!均可以判定是
À /

条带!说

明纯化
À /

结构完整!纯度较高"然而!泳道
#

顶端存在杂

带!说明纯化
À /

样品中仍有大分子杂质残留!结合
#)"

结

果分析!杂带可能是残留蛋白质"

#)!

!

À /

对
a:89"

细胞活力的影响

由图
#

可知!当终浓度为
E

#

X

.

LA

时!

À /

标准品与纯

化
À /

样品均能够显著抑制
a:89"

细胞的活力"与空白组

相比!
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'

E

#

X

+

LA

(

':627,8

#U

(7+7(54:a:89">7((5

图
<

!
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