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沙门氏菌ATCC13311脂多糖及类脂A的提取及纯化
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摘要:沙门氏菌ATCC13311作为一种革兰氏阴性菌,是引起人畜肠道传染病的病原体,严重威胁公众健康并

影响食品环境安全。脂多糖(LPS)是革兰氏阴性细菌外膜的特征分量,是用于检测细菌污染的最佳生物标

记,而类脂A是脂多糖的生物活性部分。提取LPS与其类脂 A是检测致病菌的基础,对沙门氏菌脂多糖及

类脂A的提取与纯化方法进行了研究,结果表明:沙门氏菌LPS产率为1.13%,其中蛋白含量0.85%,核酸

含量为1.64%,经SDS-PAGE电泳分析得出提取的为脂多糖,并且杂质较少。将类脂 A质谱结果与文献比

较,类脂A出峰位置与目前报道的相同,证明提取正确。
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Abstract:SalmonellaATCC13311asaGram-negativebacteria,whichisthepathogenthatcauseshu-

manandanimalintestinalinfectiousdiseases,hasseriousimpactonfoodsafetyenvironmentand

threatenpublichealth.Lipopolysaccharide(LPS)isbestforbiomarkerdetectionofbacterialcontami-

nation,becauseitisthecharacteristiccomponentoftheoutermembraneofgram-negativebacteria,

andlipidAisthebioactivefractionoflipopolysaccharide.LPSextractisthebasisofthedetection.In

thispaper,theextractionandpurificationofSalmonellalipopolysaccharideandlipidAwerestudied.

TheresultsshowedthattheyieldofLPSwas1.13%,theproteincontentwas0.85%,thenucleicacid

contentwas1.64%,SDS-PAGEanalysisshowedthattheextractwaslipopolysaccharideandhadless

impurity.Comparingtheresultsoflipid-massspectrometrywiththeliterature,thepositionoflipidA

wasthesameasthatreportedatpresent,whichprovedthattheextractionwascorrect.Theresults

showthatthepurifiedSalmonellaLPShashighpurityandlittleimpurity.
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肉类食品从畜禽的宰杀到烹饪加工的各个环节中,都可能受到沙门氏菌的污染,其中在屠宰前后的

沙门氏菌的检出率大概在20%左右[1]。即使是烹调后肉类,也是有可能再次受到污染的,会导致人类

食物中毒,对公共健康安全构成极大威胁[2]。由于沙门氏菌是多种肉类食品的污染源,因此沙门氏菌潜

藏着巨大的危害,检测该菌尤为重要。大量研究表明该菌致病性与其众多毒力因子密切相关[3-8]。其中

脂多糖(LPS)是革兰氏阴性菌外膜的特征性成分之一,具有高毒性和免疫学活性[9],检测脂多糖的相关

数据意义重大。

脂多糖位于革兰氏阴性菌细胞壁外壁层的最外层,由3个部分共价连接组成,由内至外依次为疏水

的类脂A(LipidA)、核心寡糖(Coreoligosaccharide)和亲水的O-抗原(O-antigen)[10-11]。其中,前两部

分合在一起又被称为R-核心。由于细菌种类不同,其脂多糖相对分子质量从几千到几十万不等,一般

为1~2.5万。脂多糖为两性分子,在水溶液中形成缔合体,其相对分子质量可达50~100万。研究

LPS生物活性时热酚水法是LPS的提取的经典方法,该方法基于破坏细菌细胞膜及利用苯酚析出蛋白

质,通过利用有机溶剂将LPS分离,可以用于提取光滑型(S)和粗糙型(R)的LPS。

类脂A是LPS3个组成部分中结构最为稳定的[12-14],位于脂多糖分子的最内侧,由葡萄糖胺、脂肪

酸和磷酸盐组成,是脂多糖的生物活性成分,也是革兰氏阴性菌致病物质内毒素的物质基础[10]。LPS
的传统检测手段很多,但通过研究类脂A评价LPS毒性尚处于初始阶段,有待深入研究[15]。

本文以沙门氏菌脂多糖及类脂A的提取与纯化方法为研究对象,采用热酚水法、酶解法与氯仿/甲

醇沉淀法[16-19]对菌体表面LPS进行提取与纯化,测算LPS产率并检测所得纯化LPS样品中蛋白质与

核酸含量,评价提取纯度。采用氯仿/甲醇/水混合相萃取法[20],对LPS中类脂A进行提取,通过与文

献进行比较判断类脂A的结构是否存在,从而判定纯化LPS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。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 材料与试剂

鼠伤寒沙门氏菌ATCC13311购自ATCC菌种保藏中心;LPS标准品、DNaseI、RNaseA、蛋白酶

K购自美国Sigma公司。

LB液体培养基:10g胰蛋白胨,5g酵母浸出物,10gNaCl,将上述成分加入蒸馏水中,定容至1000

mL,加热溶解,调节pH至7.0左右,灭菌备用。LB固体培养基:在每1000mLLB液体培养基中加入

7.5g琼脂,调节pH至7.0左右。灭菌备用。

5×SDS-PAGE上样缓冲液:量取1mol/LTris-HCl(pH6.8)0.6mL,50%甘油5mL,10%SDS

2mL,1%溴酚蓝1mL,以去离子水定容至10mL,充分混匀后备用。浓缩胶(5%):量取0.75mL40%

Acr/bis,0.75mL1mol/LTris-HCl(pH6.8),0.06mL10%SDS,0.06mL10%过硫酸铵,0.006mL

TEMED,加入适量去离子水配制成6mL浓缩胶,充分混匀后备用。分离胶(15%):量取3mL40%

Acr/bis,2.08mL1.5mol/LTris-HCl(pH8.8),0.08mL10%SDS,0.08mL10%过硫酸铵,0.0032mL

TEMED,加入适量去离子水配制成8mL浓缩胶,充分混匀后备用。

银染氧化液:称取0.7g高碘酸溶于60mL去离子水中,再加入30mL乙醇,10mL乙酸,充分混匀

备用。银染染色液:将0.2mL浓氨水,2.8mL0.1mol/LNaOH,0.5mL20% 硝酸银,23mL去离子水

倒入试剂瓶中并充分混匀备用。银染显色液:将0.1mL柠檬酸,0.2mL乙酸充分混匀并以去离子水定

容至20mL备用。
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1.1.2 主要仪器设备

SW-CJ-1F型单人双面净化工作台 (苏州净化设备有限公司);SX-500型高压蒸汽灭菌锅 (日本

TOMMY公司);SorvallST16R台式高速冷冻离心机 (美国ThermoFisher公司);Alpha1-2LDPo-

Lus冷冻干燥机 (德国 MartinChrist公司);二氧化碳恒温培养箱 (美国ThermoFisher公司);Bio-

Photometerplus核酸蛋白测定仪 (德国Eppendorf公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 菌体培养 
方法参照文献[21]进行。将冻存的沙门氏菌菌株置室温解冻,划线于LB琼脂培养基,培养箱培

养,挑取单菌落接入LB培养基摇床培养,收集菌体,沉淀依次用生理盐水与无菌蒸馏水洗涤1次后,收

集沉淀称重,用3倍质量无菌蒸馏水重悬,得到菌悬液。

1.2.2 LPS粗提取

参照文献[16]的方法进行。菌悬液反复冻融5次后,与等体积90%苯酚混合,68℃恒温水浴振荡

1h,冰浴至4℃,4000r/min冷冻离心20min。收集上清,下层酚相加等体积无菌蒸馏水重复洗涤1次,

合并2次上清于透析袋中,蒸馏水透析至FeCl3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24h,即制得LPS粗样。

1.2.3 LPS的纯化

参照文献[17-19]的方法并加以改良。10mLTris/HCl(100mmol/L,pH8.0)溶解LPS粗样,加终

质量浓度20mg/mLDNaseI与10mg/mLRNaseA,37℃酶解2h后,终质量浓度20mg/mL蛋白酶K,

57℃处理1h,趁热加入5mL水饱和苯酚,混匀后4000r/min离心30min,吸取上清于透析袋中,蒸馏水

透析48h后溶液真空冷冻干燥24h。冻干产物置于V(氯仿)∶V(甲醇)=2∶1混合液中充分混匀,12000

r/min离心20min,弃上清并晾干沉淀。10mL蒸馏水溶解沉淀后真空冷冻干燥24h,即得到纯化LPS
样品,于-20℃保存备用。

1.2.4 LPS中物质的测定

1)蛋白质含量测定

5mL蒸馏水溶解纯化LPS样品,用BioPhotometerplus核酸蛋白测定仪检测样品中蛋白质含量,

检测波长为280nm,读数稳定后读取结果,重复3次。

2)核酸含量测定

5mL蒸馏水溶解纯化LPS样品,用BioPhotometerplus核酸蛋白测定仪检测样品中核酸含量,检

测波长为260nm,读数稳定后读取结果,重复3次。

1.2.5 LPS纯度分析

采用SDS-PAGE法,取10μLLPS溶液(1mg/mL),加入2.5μL5×SDS-PAGE上样缓冲液,水浴

煮沸10min备用。按照浓缩胶5%,分离胶15%制备胶块,上样进行SDS-PAGE(浓缩胶10mA,分离胶

20mA)。电泳结束后,将经过电泳的胶块转移至银染氧化液中,室温处理20min,蒸馏水清洗胶块3~4
次后,置于银染染色液中,室温处理10min,再用蒸馏水清洗胶块3~4次后,放入银染显色液中,待显色

完成后,水洗使显色终止。拍照并保存数据。

1.2.6 类脂A的提取 
类脂 A 的 提 取 采 用 氯 仿/甲 醇/水 混 合 相 萃 取 法,8000r/min离 心10min收 集 菌 体。9mL

12.5mmol/L醋酸钠溶液溶解纯化LPS样品,超声震荡10min后100℃水浴30min裂解糖链。冷至室

温后,再加入20mLV(氯仿)∶V(甲醇)=1∶1混合液,2000r/min离心10min,取下相进行旋转蒸发,去
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除有机溶剂。加入2mLV(氯仿)∶V(甲醇)=4∶1混合液复溶类脂A,保存于-20℃备用。

1.2.7 类脂A结构的 ESI/MS分析

将提取出的类脂A溶于V(氯仿)∶V(甲醇)=4∶1混合液中,在 WATERSSYNAPTQ-TOFMass

Spectrometer质谱仪上进行质谱检测。采用ESI离子源,阴离子检测模式,检测范围小于m/z2500。

使用 MassLynxV4.1software软件获取和分析数据[22]。

1.2.8 数据处理

所有数据以均数±标准差表示。各实验组数据的统计学处理采用单因素方差分析(one-wayANO-

VA)。统计分析采用SPSS19.0软件。

                       
 
 
 
 
 
 
                       

 
 
 
 
 
 
 
 表1 湿菌体收集

批次 1 2 3 4
离心管质量/g 14.24 12.57 14.09 12.95
离心后质量/g 15.17 13.43 14.89 13.74
湿菌体质量/g 0.93 0.86 0.80 0.79

2 结果与分析

2.1 菌体收集

1.2L 菌 液 摇 晃 培 养 后,600nm 处 吸 光 度 达 到

1.062A,菌液浓度达到需求,将菌液分装至离心管分4批

次离心,统计湿菌体质量,如表1所示。

表1中数据统计显示,收集到的总湿菌体质量为:

0.93+0.86+0.8+0.79=3.38g,培养得到了大量沙门

氏菌菌体,可以满足LPS提取所需。
                          

 
 
 
                          

 
 
 
 
 表2 LPS提取物产率及成分测定

LPS产率/% ρ(蛋白)/(mg·L-1)ρ(核酸)/(mg·L-1)

1.13 64.94±5.36 115.26±7.63

2.2 LPS提取与纯化结果

测定并计算出LPS产率、蛋白质及核酸含量,见

表2。

提取纯化后得到 LPS共38.2mg,LPS平均产率为1.13%。其中测得的蛋白质量浓度约为

64.94mg/L,核酸质量浓度约为115.26mg/L,计算得出纯化后 LPS中蛋白质占0.85%,核酸占

1.64%,提取纯度较高。

图1 纯化后的 HPLCSDS-PAGE电泳图

2.3 LPS纯度

脂多糖由核心多糖、O-抗原和类脂 A组成,

通过SDS-PAGE对纯化后的沙门氏菌脂多糖进

行结构分析。图1结果表明纯化LPS样品为典

型的阶梯状电泳条带,银染效果很好。脂多糖的

核心多糖和类脂A聚集在最下方,O抗原集中在

中间。纯化LPS样品与标准品比较,主要条带清

晰,位置相同。总体看来,提取的脂多糖杂质很

少,纯度较高,生物活性良好。

2.4 类脂A的ESI/MS色谱结果及分析

通过查阅资料,类脂A的3个特征峰的横坐标位置分别为1362,1570,1797[22]。由图2可知,类

脂A样品中的杂峰较多,以至于类脂A结构的3个特征峰相对峰度较低,说明类脂A提取纯度不高,提

取方法有待进一步改进。从图2结果可以判定,从纯化LPS样品中提取得到了类脂A,证明纯化LPS
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样品具有毒性及生物学活性。

图2 类脂A的ESI/MS分析

3 结 论

不同的LPS的提取、纯化方法对LPS的产率、纯度、生物活性有很大的影响。将本研究方法与相关

文献中宋宏新及刘红亮等人的试验方法进行了比较,见表3。

表3 数种文献中LPS提取方法比较

来源 提取方法 提取结果 活性检测方法 优缺点

宋宏新等[16] 热酚水法提取,浓缩酶解 LPS产率为0.5% 鲎试剂检测凝集活性
LPS具有活性但产率较低,酶

解后蛋白质含量增加

刘红亮等[17]
热酚水法,同时收集水相

和酚相LPS

LPS总产率1.025%,蛋

白含量1.8%

酸解法制备 O-特异性多糖

(O-SP),建立 间 接 ELISA

法检测

LPS产率提高,但核酸含量也

较高

本研究
热酚水法提取、酶解法与

氯仿/甲醇沉淀法纯化

LPS平 均 产 率 1.13%,

LPS 中 蛋 白 质 占

0.85%,核酸占1.64%

提取类脂 A,利用 ESI/MS

进行检测

LPS纯度较高,杂质很少,具

有较好的生物活性

  本研究改良的酚水法提取物脂多糖,利用酚使样品中蛋白质变性沉淀去除,随后加入了DNaseI、

RNaseA与蛋白酶K消化样品中核酸及蛋白质残留,最终氯仿/甲醇沉淀LPS提高样品纯度,为下一步

LPS毒性及生物活性检测减少干扰。结果表明,提取LPS产率为1.13%,与宋宏新等[16]与刘红亮等[17]

结果比较产率相近,证明对酚相的多次抽提可减少LPS流失。纯化后LPS中蛋白质含量为0.85%,比

刘红亮等[17]试验提取的LPS蛋白质含量低,表明蛋白酶K消化以及氯仿/甲醇沉淀LPS,可降低蛋白

含量并去除酶解法中DNaseI,RNaseA残留。但纯化LPS样品中仍有1.64%的核酸残留,如何减少

核酸残留有待进一步研究。

而后通过氯仿/甲醇/水混合相萃取法提取纯化LPS样品中的类脂A,并利用ESI/MS分析提取物

的结构,与文献对比分析表明提取物中检测到了类脂A的结构。这证明了本实验方法提取、纯化得到

的LPS样品具有一定的毒性与生物活性,这一结果为后续提取与检测方法的开发提供技术支持。而提

取类脂A的方法常遇到下面3个问题:①如果水解条件不完全,则类脂A不能完全从LPS分子中裂解

出来,可影响类脂A的产率;②如果水解条件过分激烈,则类脂A分子可发生部分降解;③光滑型LPS
所衍生的类脂A属低度脂酞化的分子,其水溶性相当高,故而采用目前常用的类脂A纯化技术制备高

纯度类脂A极其困难,提取方法有待改进。
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