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摘!要!研究了乳酸杆菌细胞壁肽聚糖的分离"鉴定及其对肽聚糖生物活性的影响)实验获得了

232处理粗细胞壁的适宜条件为232质量浓度.4#56!处理时间为沸水浴%#789)232结合胰蛋

白酶和:;<处理!可有效去除乳酸杆菌中的非共价结合蛋白质及共价结合蛋白质)经化学分析鉴

定!所提取的乳酸杆菌 成 分 为 肽 聚 糖!肽 聚 糖 中 丙 氨 酸"天 冬 氨 酸"谷 氨 酸 和 赖 氨 酸 浓 度 分 别 为

%)%.%!#),1$!#)==#和#)10"77’(#4!是肽聚糖中的组分氨基酸)232结合:;<处理!方能较有

效地去除3*<):;<处理是去除细胞壁磷壁酸"脂磷壁酸的有效方法)此外!小白鼠腹腔巨噬细

胞的吞噬实验";$>受体实验以及血清溶菌酶活力实验证实!所分离纯化肽聚糖的免疫学活性未受

影响)
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!!乳酸杆菌作为有益菌的研究可以追溯到!#世

纪初诺贝尔奖获得者 @FRPJ98[’NN有关发酵乳制品

与人类健康 关 系 的 发 现!%")此 后#乳 酸 杆 菌 和 双 歧

杆菌作为人 和 动 物 肠 道 中 正 常 菌 群 的 重 要 组 成 部

分与人$动 物 健 康 与 保 护 关 系 的 研 究 从 未 停 止 过#
并取得诸多进展)

近年来#人们注意到肠道内乳酸杆菌可抵抗致

癌物亚硝基胍%@**C&的致结肠癌作用#可增加机

体免疫功能!!""")尽管其机制尚不清楚#但迄今已报

道了乳酸杆菌 多 种 代 谢 产 物%如 多 种 脂 肪 酸 等&与

抗癌的关系)其 中#肽 聚 糖 成 分 在 提 高 机 体 免 疫 功

能方面可能有重要作用)2F[89F%%,,0&曾报道双歧

杆菌完整肽聚糖%KXC&能激活小鼠巨噬细胞#使其

H6-%$H6-"及:*Q-!的 7\*<表达增强!$")国内#
赵予秀等研 究 发 现 植 物 乳 杆 菌 肽 聚 糖 能 提 高 小 鼠

腹 腔 巨 噬 细 胞 %XFS8R’9FM(7MPS’OJM4F#缩 写 为

X@!&的吞噬率 和 吞 噬 指 数#具 有 提 高 细 胞 免 疫 作

用!1")作者分离$筛选到一株乳酸杆菌#产酸率高达

%)!Y#并证 实 该 乳 酸 菌 具 有 促 进 生 长 和 免 疫 学 活

性的作用!0")作者对乳酸杆菌细胞壁肽聚糖%XFOR8-
5’4(APM9&%XC&进行了分离$鉴定#并对其免疫活性

进行了检测#为开发益生素类免疫促进剂提供了理

论基础)

@!材料与方法

@A@!实验材料

@)@)@!菌 种!!"#$%&"#’(()**+’作 者 所 在 课 题 组

分离获得)
@)@)B!培养基!@\2液体培养基成分%4(6&’蛋白

胨%##酵母膏1#牛肉膏.#葡萄糖!##柠檬酸铵!#乙
酸钠$#@42]1)=G!]#)!#̂ !GX]1!#@92]1)

1G!]#)#0#:EFF9.#%76)0#4(56*M]G溶液

调OG值至")1#%!%_消毒%0789)
@AB!方 法

@)B)@!细菌培养!将乳酸杆菌菌种传代后接种于

@\2液体培养基中#$=_静止深层培养1.J)培养

完 毕 后#迅 速 降 温 至 1 _ %冰 浴&)在 !###-
%#789#1_离心收集细菌沉淀)1_##),Y生理盐

水反 复 洗 涤 细 菌 至 白 色#收 集 细 菌#置 于%##_沸

水水浴箱中灭活!#789)
@)B)B!肽聚糖的分离

%&超声破碎’菌体悬浮于蒸馏水中#超声处理

!#789#进行物理破碎$次)
!&粗细胞壁的分离’%###-离心%0789去除

未破碎的菌体#上清液%####-离心!#789#收集

粗细胞壁)
$&232质量浓度对提取率的影响’取适量差速

离心分离得 到 的 粗 细 胞 壁%约#),4&#分 别 加 入!
4(56#14(56#"4(56#.4(56#%#4(56的232溶

液#沸水浴$#789后#%####-离心%0789#收集

粗肽聚糖提取物#水洗1次#无水乙醇脱水#=#_干

燥后称重)
1&232处 理 时 间 对 提 取 率 的 影 响’以 适 宜 的

232质量 浓 度#沸 水 浴 中 分 别 处 理%##%0#!##!0#

$##$0789#选择适宜时间#评价同$&)
0&232处理’用以上所获条 件 处 理 粗 细 胞 壁#

%####-离心!#789#沉淀物用蒸溜水洗1次#无水

乙醇脱水#=#_干燥后取样进行免疫活性测定和化

学分析)
"&胰蛋白酶处理’232处理过的经证实未失活

的 粗 细 胞 壁#洗 净 后 溶 于#)%4(56:SAOV89-#)%
7’((6:S8V缓冲液%OG=)0&中#$=_水浴振荡!#
J%以]3"!#基 本 不 再 下 降 为 准&)%####-离 心!#
789#沉淀用 蒸 馏 水 洗 涤1次#获 得 酶 处 理 粗 细 胞

壁#无水乙醇脱水#=#_干燥后取 样 进 行 免 疫 活 性

测定和化学分析)
=&:;<%三氯 乙 酸&去 除 共 价 结 合 的 磷 壁 酸’

将酶处理沉淀物悬浮在%#4(56:;<溶液中#沸水

浴!#789#冷却)%####-离心!#789#蒸馏水洗$
次#无水乙醇脱水#=#_干燥后取 样 进 行 免 疫 活 性

测定和化学分析)
@)B)C!肽聚糖提取物的化学鉴定

%&氨基酸的分析’取一定数量的肽聚糖提取物

与乳酸杆菌全菌#%%#_"7’((6盐酸真空水解!!
J#用日立-.$0氨 基 酸 自 动 分 析 仪 分 别 测 定 氨 基 酸

组成)
!&氨基己糖的分析’%%&总氨基己糖 的 比 色 测

定)对二 甲 氨 基 苯 甲 醛 显 色 法 参 见 参 考 文 献!=")
%!&葡萄糖胺的分析)高效液相色谱 GX6;法’样品

经%%#_盐酸水解%"J"稀释至糖液质量浓度为0
4(56#在 EMRFSVGX6;!1"-B高 效 液 相 色 谱 仪 上#
外标法测定#进样量!##6)%$&胞壁酸分析)在乳酸

杆菌细胞壁中#所含氨基己糖主要为*-乙酰葡萄糖

氨和*-乙酰胞壁酸#即总氨基己糖**-乙酰葡萄糖

胺‘胞壁酸!.")
$&磷质量分 数 的 测 定’称 取 各 样 品#)!#4于

坩埚中#在电炉上小心碳化#再放入马富炉中00#_
灼烧$J#取出冷却后按参考文献!,"的方法进行)
1&3*<质量分数的测定’精确称取%#74乳

酸杆菌菌体$各肽聚糖提取物#溶于!76磷酸盐缓
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冲液!OG‘")!"中#加 入 蛋 清 溶 菌 酶1###4$76#

%##S$789#$=_水浴振荡酶解$J后按文献%%#&的
方法提取3*<#按文献%0&的方法分析)
0"溶菌酶溶解试验’称取肽聚糖提取物#以OG

为")!的 磷 酸 盐 缓 冲 液 配 成%74$76的 溶 液#加

蛋清溶菌酶!###4$76#可见光分光光度计测.10#
后#$=_#%!#S$789震 荡 处 理#分 别 于0789#

%#789#$J#%#J测.10#)
@)B)D!肽聚糖提取物的生物活性检测!为了监测

分离纯化过程对肽聚糖生物活性的影响#在每步提

取后分别进行活性测定)
%"小鼠X@!吞 噬 实 验’试 验 动 物 及 分 组’昆

明种0""周龄小鼠%.只!体重约%."!!4"#雌雄

各半#随 机 分 为$组#每 组"只#分 别 作 为 对 照 组

!*2"(232组和蛋白酶处理组)
对照组!*2"’每次注射无菌生理盐水#)076$

只#连续!5)
232组’注射%74$76232处理粗细胞壁无

菌生理盐水#每次#)076$只#连续!5)
蛋白酶处理 组’注 射%74$76胰 蛋 白 酶 处 理

粗细胞壁无菌生理盐水#每次#)076$只#连续!5)
其他按参考文献%%%&的方法进行)
!"X@!表面;$>受体的观察’正常小鼠血清’

用作补体来 源#取 几 只 小 鼠 新 鲜 血 清 混 合#加 入!
74$76酵母干粉#置1_#%0789#共!次#藉以吸

收可能存在的特异性抗体)每管分装#)!76#冷冻

保存)其他按参考文献%%!&的方法进行)
$"血清溶菌酶活力测定’按参考文献%%$&的方

法进行)每毫升酶液$#789使底物.10#降低#)%定

为%个酶活单位!U")

B!结果与分析

BA@!7E7提取的工艺参数

B)@)@!232质量浓度对提取率的影响!以232质

量浓度为横坐标#提取率为纵坐标作图%)从图%可

以看出#232质 量 浓 度 在!".4$56之 间#提 取 率

随232浓度 的 增 加 而 提 高#当232的 浓 度 超 过.
4$56后#提取率反而下降)故232质量浓度以.4$

56时为宜)
B)@)B!232处理时间对提取率的影响!由图!可

见#经%#"$0789.4$56的232提 取#抽 提 率 在

!#)0Y和!!),Y之 间 波 动#本 实 验 设 计232处 理

时间对抽提率似无显著影响#沸水浴%#789已达较

稳定抽提率)

图@!7E7质量浓度对提取率的影响

F+3A@!G4..((.80"(7E78"%8A"%.*0$&80+%3$&0."(:H

图B!7E7处理时间对提出率的影响

F+3AB!G4..((.80"(7E70$.&0+%3I0+9."%.*0$&80I$&0.

!!由以上结果获得232处 理 粗 细 胞 壁 的 适 宜 条

件为232质量浓度.4$56#处理时间%#789)本条

件用于正式实验)
BAB!肽聚糖提取物的化学鉴定

B)B)@!肽 聚 糖 提 取 物 中 氨 基 酸 组 成!乳 酸 杆 菌(
肽聚糖提取物氨基酸分析结果见表%)

表@!肽聚糖提取物和乳酸杆菌全菌中氨基酸的组成

G&=A@!<9+%"&8+68"9;"/+0+"%"(:HI.*0$&80/&%604.!"#-
$%&"#’(()*

77’($4

氨基酸" 肽聚糖 232处理 乳酸杆菌

天冬氨酸 #),1$ #)1"= #)""1
谷氨酸 #)==# #)01# #)"!,
丙氨酸 %)%.% #)0$" #)=$"
赖氨酸 #)10" #)$=# #)0=$
组氨酸 #)!,! #)#". #)#".
丝氨酸 #)#1! #)#,1 #)%!$
蛋氨酸 #)#%= #)#,0 #)#,!
亮氨酸 #)#"0 #)!." #)$#!
酪氨酸 #)#$# #)#== #)#..
缬氨酸 #)#"# #)!0# #)$"1

苯丙氨酸 #)#1. #)%$= #)%"=
精氨酸 #)#$= #)%!0 #)%,#
脯氨酸 #)#=! #)%!"
苏氨酸 #)%"! #)!%!
胱氨酸 #)#%!
甘氨酸 #)$", #)$1$

异亮氨酸 #)%"1 #)!$0

!!由表%可知#经232处理后的乳酸杆菌菌体中
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的各氨基酸的含量都有所降低!但并不能去除所有

蛋白质!说明菌体里可能还有其它的共价结合蛋白

的存在)再经胰蛋白酶和:;<进一步处理后!终提

取物中天冬氨酸"谷氨酸"丙氨酸"赖氨酸的含量都

很高!它们可 能 是 肽 聚 糖 中 的 特 定 氨 基 酸)与 菌 体

中的氨基酸含量相比!终提取物中的其他氨基酸含

量很低或没 有!说 明 经 以 上 方 法 处 理 后!乳 酸 杆 菌

中的非共价 结 合 蛋 白 及 共 价 结 合 蛋 白 等 干 扰 蛋 白

已被去除)
B)B)B!肽聚糖氨基己糖浓度的测定!由标准曲线

可得出 肽 聚 糖 和 全 菌 中 的 总 的 氨 基 己 糖 的 浓 度!

GX6;分析葡萄糖胺结果见表!)
表B!乳酸杆菌及肽聚糖的糖氨化学成分

G&=AB!J"%0.%0/"(9#$&9+8&8+6+%:H&%6!"#$%&"#’(()*
#77’($4%

样 品 总氨基己糖 葡萄糖胺 胞壁酸

肽聚糖 !).!%a#)#.! %)#."a#)#$$ %)=$0a#)#"0

乳酸杆菌 %).1!a#)%%1 #).%%a#)#0! %)#$%a#)#."

B)B)C!磷质量分数的测定!由标准曲线可以得出

各样品中磷质量分数!结果见表$)
!!由 表$可 知!所 获 肽 聚 糖 中 磷 质 量 分 数 仅 为

#)#!a#)#%74$4!与 菌 体 或 其 他 细 胞 壁 粗 提 物 中

的磷质量分数相比!低0="%!!倍!说明:;<处理

是去除 细 胞 壁 磷 壁 酸"脂 磷 壁 酸 的 有 效 方 法)而

232处 理"胰 蛋 白 酶 处 理 均 不 能 去 除 磷 壁 酸"脂 磷

壁酸等含磷物质)
B)B)D!3*<质量分数的测定!3*<质量分数的

测定 结 果 见 表$)232 处 理 菌 体 不 能 完 全 去 除

3*<!再行胰蛋白酶处理对 3*<质量分数几乎无

影响!而三氯乙酸#:;<%处理则可去除酶处理后剩

余的3*<)故&232结合:;<处理!方能较有效地

去除3*<!本法所提取的肽聚糖中未检测到3*<)
表C!样品中磷和EK<质量分数

G&=AC!:4"/;4"$#/&%6EK<8"%0.%0"(/&9;’./

样 品
磷质量分数$
#74$4%

3*<质量分数$
#74$4%

全菌菌体 %)%1a#)#$ "%)#$a$).%

232处理粗细胞壁 !)##a#)#1 !,)==a!)11

酶处理粗细胞壁 !)10a#)#= !.)0,a%),$

:;<处理#肽聚糖% #)#!a#)#% b

B)B)L!溶菌 酶 溶 解 实 验!表1结 果 显 示!所 提 取

的乳酸杆菌成分可被蛋清不同酶解时间对.10#的影

响见表1)溶 菌 酶 完 全 降 解!证 实 所 提 取 的 细 胞 壁

成分确系肽聚糖)
表D!溶菌酶溶解试验结果

G&=AD!:.;0+6"3’18&%/"’#=+’+M&0+"%$./#’0/#/+%3’1/"M19.

处理时间$J .10# 观察现象

# %)!$! 可见颗粒

% %)$%% 可见颗粒

! %)1." 基本全溶

$ %)",% 全溶

%# %)"$$ 全溶

!!实验获得了232处理 粗 细 胞 壁 的 适 宜 条 件 为

232质量浓度.4$56!处理时间为沸水浴%#789)
232结合胰蛋 白 酶 和 :;<处 理!可 有 效 去 除 乳 酸

杆菌中的非共价结合蛋白及共价结合蛋白)所获肽

聚糖中天冬氨酸"谷氨酸"丙氨酸"赖氨酸的含量都

很高!它 们 可 能 是 肽 聚 糖 中 的 组 分 氨 基 酸)232处

理菌体不能 完 全 去 除 3*<!再 行 胰 蛋 白 酶 处 理 对

3*<含量几乎 无 影 响!而 三 氯 乙 酸#:;<%处 理 则

可去除酶处理后剩余的3*<)故232结合:;<处

理!方能较有效地去除3*<!本法所提取的肽聚糖

中未检测到3*<):;<处理是去除细胞壁磷壁酸"
脂磷壁酸的有效 方 法!而232处 理"胰 蛋 白 酶 处 理

均不能去除磷壁酸"脂磷壁酸等含磷物质)
BAC!肽聚糖提取过程中的生物活性监测

B)C)@!对小 鼠X@!吞 噬 功 能 和 I;花 结 形 成 率

的影 响!肽 聚 糖 提 取 物 对 小 鼠X@!吞 噬 功 能 和

I;花结形成率的影响见表0)
表L!肽聚糖提取物对小鼠:N!吞噬功能的影响

G&=AL!G4..((.80/"(:HI.*0$&80/"%;4&3"’10+8&80+-+01"(

:N!+%9+8.

指 标
对照组

*2 232处理 酶处理

吞噬率 $.)!%Y ",)#%Y ".)",Y

a0),%Y a$),%Y### a=)%=Y###

吞噬指数 #),! !).1 $)#,

a#)%1 a#)1,### a#)0,###

I;-花结率$=),$Y =%)#1Y =#)%.Y

a1%%Y a=)$.Y### a1)%"Y###

注&数据为/a2)3)’###表示与对照组相比差异极显著
#0$#)#%%)

!!由表0可知!腹腔注射232处理粗细胞壁和胰

蛋白酶处理 粗 细 胞 壁!组 与 对 照 组 相 比!对X@!
吞噬率"吞噬指数及花结形成率均有明显提高!1检

验具有极显著性差异)镜检可见实验组X@!体积

$0!第"期 马西艺等!乳酸杆菌肽聚糖的分离鉴定及其免疫活性

万方数据



较大!表 面 突 起 增 多 而 伸 展)这 表 明 腹 腔 注 射232
处理和232加胰蛋白酶处理 乳 杆 菌 粗 细 胞 壁 均 可

激活X@!!促进X@!的吞噬功能!从 而 提 高 机 体

的免疫力)
B)C)B!对 血 清 溶 菌 酶!62c"活 力 的 影 响!血 清

62c含量的高低!能反映X@!杀伤细菌的能力!是
衡量免疫功能的指标之一"见表"#)表"表明!232
处理和232加胰蛋白酶处理 乳 杆 菌 肽 聚 糖 提 取 物

对小鼠血清溶菌酶有明显的刺激作用!统计学分析

具有极显著性差异)

C!结!论

232处理$232加 胰 蛋 白 酶 处 理 及 :;<处 理

的肽聚糖提取物均具有免疫学活性!本提取方法对

肽聚糖的免疫活性无影响!可用于活性肽聚糖的提

取)
表O!肽聚糖提取物对小鼠血清27P活力的影响

G&=AO!Q((.80"(:HI.*0$&80/"%/.$#9’1/"M19.&80+-+0+./+%

9+8.

组别 血清62c活力%"U%76#

对照组*2 %!),a!)$

232处理 !0)"a$)1###

酶处理 !0)0a$)1###

注&数据为/a2)3)"2‘.#’###表 示 与 对 照 组 相 比 差

异极显著"0$#)#%#)
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