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鸡鲍氏志贺氏菌脂多糖的提取方法研究

潘国民 ,许兰菊
＊
,蒋媛媛 ,李　炜 ,邓九虎 ,白毅洁 ,李　欣

(河南农业大学 ,河南 郑州 450002)

摘要:为了提取和纯化鸡鲍氏志贺氏菌脂多糖(LPS),利用 1%葡萄糖肉汤培养基大量培养已分离

鉴定的鸡鲍氏志贺氏菌 ,并应用酚水法提取鸡鲍氏志贺氏菌脂多糖 。经聚乙二醇 20000 浓缩 ,

DNA 酶及 RNA 酶酶解 ,离心分离 ,冷冻干燥等制得纯化的 LPS 。对提取物分别进行糖 、蛋白质及

核酸含量测定 ,结果显示 ,所提取纯化的 LPS糖含量为 27.06mg/ L ,蛋白质含量为 0.25 g/L ,核酸

含量为 40.20mg/ L ,鲎试剂检测具有凝集活性 。上述结果表明:该试验方法能有效提取鸡鲍氏志

贺氏菌 LPS ,提取物纯度较高 ,核酸及蛋白质含量较低 ,是提取脂多糖的一种简便快捷的方法 。
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S tudy on the Ex traction and Preparation of Lipopoly saccharide

f rom S.boydi i Isolated f rom Chicken

PAN Guo-min ,XU Lan-ju＊, JIANG Yuan-yuan , LI Wei ,DENG Jiu-hu ,BAI Yi-jie ,LI Xin

(H enan Ag ricultural Unive rsity , Zheng zhou 450002 , China)

Abstract:In this paper , the methods fo r ext raction and purification o f the lipopoly saccharide

(LPS)f rom S.boyd ii previously isolated f rom chicken w ere investig ated.The S.boyd ii were

cul tured using 1% gluco se and bro th pure and then the LPS w as ex t racted w ith the method o f

Phenol-water.After concentration by po lyethy lene gly co l 20000 , DNA enzyme and RNA enzyme

enzymo lysis , centrifug ation , and freeze drying , the contents of sugar , pro tein and DNA were de-

termined.The resul ts show ed that the ext racts have agg lutinate activi ty of TAL and levels o f

sugear , protein , and nucleic acid are 27.06mg/L , 0.25g/L , and 40.20mg/L , respectively.This

indicates that an effective method fo r ex tracting S.boydi i' s LPS w ith high puri ty of sugar , low

levels of NCA and pro tein has been established , which provided a good foundation for further re-

search on the pathogenici ty of S .boydi i.
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　　鸡鲍氏志贺氏菌是引起鸡腹泻病的主要病原菌

之一 ,该菌所引发的鸡鲍氏志贺氏菌病流行性强 ,发

病率高 ,可引起不同种 、不同日龄的鸡发病 ,尤其对幼

龄雏鸡具有很强的致病作用 ,可导致雏鸡死亡[ 1 , 2] 。

该病以脓血痢疾为主要特征 ,易被误诊为鸡球虫病 ,

给该病的诊断和治疗造成很大的困难 ,而鸡鲍氏志贺

氏菌脂多糖(LPS)在该病的致病过程中起着重要作

用。但现有提取脂多糖的方法大多耗时较长 ,在临床

实践中难以快速应用 ,鉴此 ,在现有提取脂多糖的基

础上建立了一种更为方便快捷的脂多糖提取方法 。
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1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　菌株　试验所用菌株为河南农业大学微生

物实验室保存的鸡鲍氏志贺氏菌标准株。

1.1.2　培养基　营养肉汤培养基 ,杭州天和微生物

试剂有限公司(产品批号:081112)。

1.1.3　试剂 　DNA 酶 , Fe rmentas 公司(产品批

号:00040373);RNA 酶 , So larbio 公司(产品批号:

90100103);聚乙二醇 20000 ,天津市瑞金特化学品

有限公司(产品批号:20070914);蒽酮 ,国药集团化

学试剂有限公司(产品批号:20090106);鲎试剂 ,湛

江安度斯生物有限公司(产品批号:0812241 ,灵敏

度:0.25 EU/mL)。

1.1.4　仪器　LGJ5型冷冻干燥机 ,由北京四环科

学仪器厂制造;TDL -40B型台式离心机 ,由上海安

亭科学仪器厂制造;SHA-C 水浴恒温振荡器 ,由

江苏金坛中大仪器厂制造;UV2000 型紫外可见光

分光光度计 ,由尤尼柯(上海)有限公司制造;ND-

1000型分光光度计 ,由 Nanodrop(美国)公司制造。

1.2　方法

1.2.1　菌体的获得　方法参照文献[ 3 、4]进行 。将

河南农业大学微生物实验室保存的鸡鲍氏志贺氏菌

标准株接种到血平板中复壮 ,培养 18 h 后 ,挑取单

个菌落接入 1%葡萄糖肉汤培养基常规培养 ,收集

处于对数生长期的菌体 ,4 000 r/min离心 20min ,沉

淀用 5倍体积的生理盐水清洗 2 次 ,无菌蒸馏水清

洗 1次 ,收集沉淀称质量 ,用 3 倍体积无菌蒸馏水

(即 1 g 湿质量用 3mL 蒸馏水)悬浮 。

1.2.2　LPS 粗品的制备　参照文献[ 5] 的方法进

行 。菌悬液反复冻融 3次后 ,与等量 90%苯酚共同

水浴至 68℃后混合 ,剧烈搅拌 30min ,冰浴至 2℃,

3 000 r/min离心 20min。酚相加等体积无菌蒸馏水

重复洗涤 2次 ,收集上清装于透析袋中 ,流水透析

48 h去酚 ,之后用蒸馏水透析 48 h以上 ,至 FeCl3检

测无酚试剂反应出现视为透析完成 。用 50%聚乙

二醇 20000浓缩至原体积的 1/4 ,即得 LPS 粗品 。

1.2.3　LPS 的纯化　参照文献[ 6-9]的方法进行。

在浓缩后的粗 LPS 中加 DNA 酶和 RNA 酶各

50mg/ L ,37℃下酶解 4 h , 100 ℃水浴加热 10min ,

冷却至室温后离心(1 500 r/min ,30m in),弃沉淀 ,收

集上清 ,分装入 10mL 青霉素瓶 , -20℃冷冻 12 h ,

再于-70℃下冷冻 24 h , 迅速放入冷冻干燥机 ,冻

干 ,即得纯化的 LPS 。

1.2.4　LPS 糖含量的测定　参照文献[ 4 ,9-12] 的

方法进行 。首先制备 0.1 g/L 的葡萄糖和 2 g/L 的

蒽酮溶液 ,蒽酮溶液以分析纯浓硫酸(AR , 95%～

98%)为溶剂。分别取葡萄糖溶液 0.05 、0.1 、0.2 、

0.3 、0.4 、0.5 、0.6mL ,用蒸馏水补足至 1mL ,再加

入 3mL 蒽酮试剂 ,迅速浸入冰水中冷却 ,待每只试

管均加完后 ,一起放入沸水浴精确反应 7min 取出 ,

冷却至室温 。用 UV2000 型可见光分光光度计 ,以

双蒸水为空白测定 620 nm 处 OD 值 , 绘制标准曲

线。然后测定 LPS 糖含量 ,取 1mL LPS 加入 3mL

蒽酮试剂 ,迅速浸入冰水中冷却 ,之后浸入沸水浴中

维持 7min ,取出 ,冷却至室温 ,再次测定 620 nm 处

OD值 ,用双蒸水为空白进行比色 ,重复 3次取平均

值。从标准曲线中读出 LPS 糖含量。

1.2.5　LPS 蛋白质含量测定　将提取纯化的 LPS

用 ND-1000型分光光度计进行蛋白质含量测定 ,

设定波长为 280 nm 。取 1 瓶冻干后的 LPS ,加入

5mL 无离子重蒸水 ,用微量移液器吸取 5μL ,滴加

入加样孔[ 13-17] 。待读数稳定后读取结果 。

1.2.6　LPS 核酸含量测定　将提取纯化的 LPS 用

ND-1000型分光光度计进行核酸含量测定 ,设定

波长为 260nm 。取一瓶冻干后的 LPS ,加入 5mL

无离子重蒸水 ,用微量移液器吸取 5μL ,滴加入加

样孔 。待读数稳定后读取结果 。

2　结果与分析

2.1　LPS提取结果

在 3700mL 1%葡萄糖肉汤培养基中培养 24 h

后 ,收集细菌湿质量为 16.55 g ,冻干后 LPS 精制品

净质量为 207.2mg ,平均 LPS 产率为 1.25%。试

验中为减少菌体流失 ,所收集细菌含水分较多 ,至使

平均收率降低。

2.2　LPS糖含量检测结果

将提取和纯化的 LPS进行糖含量测定 ,根据标准

曲线求出直线回归方程 ,将所测3个样品的平均OD值

代入直线回归方程 ,求得多糖含量为 27.06mg/ L ,标

准曲线见图 1。

2.3　LPS蛋白质含量测定结果

将提取和纯化的 LPS 进行蛋白质含量测定 。

用 ND-1000型分光光度计在波长 280 nm 处测得

LPS蛋白质含量为 0.25 g/L 。

2.4　核酸含量测定结果

将提取和纯化的 LPS 进行核酸含量测定 。用

ND-1000 型分光光度计在波长 260 nm 处测得
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DNA 质量浓度为 22.6mg/ L , RNA 质量浓度为

17.6mg/L ,即核酸总量为 40.20mg/L 。

图 1　葡萄糖标准曲线

3　讨论

本研究采用酚水法首次成功提取鸡鲍氏志贺氏

菌脂多糖 ,提取物纯度较高 ,样品中的蛋白在酚的作

用中变性 , 经沉淀去除 , 同时加入了 DNA 酶和

RNA酶 ,有效去除了样品中的核酸成分 ,提高了样

品纯度 ,为下一步检测 LPS 致病性排除了干扰。检

测结果与李肇增等[ 6] 提取鸡白痢沙门氏菌脂多糖的

方法相比较 ,所测蛋白质含量基本一致 ,核酸含量更

低 ,但多糖含量也略低 ,其原因可能与菌种有关 ,或

与检测时稀释度不同有关 , 具体原因有待进一步

证实。

在与 90%苯酚等比混合抽提的过程中 ,酚相应

多次抽提 ,以减少 LPS 流失 ,增加产率 ,变性蛋白相

与水相分界处液体也要尽量取用 ,这样所抽取的上

清中虽有部分变性蛋白 ,但仍可通过再次离心沉淀

去除 ,对结果中蛋白质含量影响不大 。

采用鲎试剂检测纯化的 LPS 活性 ,发现有明显

凝集现象 ,但与宋宏新等[ 18] 的研究结果相比较 ,最

小凝集浓度仍比较大 ,因此 ,较大的最小凝集浓度不

会对鸡鲍氏志贺氏菌的致病性产生明显影响。

在检测结果中仍有少量蛋白质和微量苯酚存

在 ,笔者认为 ,这不会对今后的致病性研究产生干

扰 。因为在提取过程中经过苯酚的作用 ,蛋白质已

经变性 ,原有的结构和功能都已被破坏 ,而在鲎试剂

凝集活性试验中 , LPS 经多倍稀释仍呈阳性反应 ,

证明所含苯酚属极微量 ,在进一步的试验中对机体

的影响可以忽略。

本方法经多处改良 ,免去使用超声波细菌裂解

仪破碎细菌 ,增强了试验的可操作性 ,使用 ND-

1000型分光光度计直接读取蛋白质及核酸含量 ,使

得试验方法更加方便快捷 ,便于推广 。
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