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摘 要 长双歧杆菌NQ一1501菌株，经三级扩大培养，离心集菌，用三氯乙酸处理以除去细胞壁上的磷壁酸及

菌体内的核酸，经甲醇、丙酮脱脂，再经胰蛋白酶及中性蛋白酶进行复合酶解去除菌体内部的蛋白质，离心清洗、

冻干即可制得肽聚糖。经过溶茵酶溶解试验，紫外可见光谱扫描分析证明所得产物为肽聚耱，化学组分分析显

示其主要由多肽与氨基己糖组成，透射电镜观察显示所提取的肽聚糖仍保持着原有的细菌细胞形态。证明所提

取的肽聚糖为完整肽聚糖。

关键词 长双歧杆菌，完整肽聚糖。分离，鉴定

近年来，生物免疫调节剂的研究发展很快，在免

疫治疗中占有重要地位，在肿瘤、感染、自身免疫病、

免疫缺陷病的治疗中已有广泛应用，但目前主要使用

的卡介苗、短小棒状杆菌都存在不同程度的副作用，

而肠道中的生理性细菌——双歧杆菌及其组分以其

无毒、无副作用的优势，引起了人们的高度重视⋯。

双歧杆菌完整肽聚糖(whole peptidoglycan，

WPG)亦叫全细胞肽聚糖，是双歧杆菌细胞壁中的重

要组分，未经物理破碎并保持细菌细胞壁骨架完整性

的细胞壁结构，是由多糖和肽聚糖聚合而成的“袋

形”结构，它保持了菌株的一些重要生物学特性旧·。

目前研究发现，WPG是双歧杆菌发挥抗肿瘤、抗

感染以及免疫赋活等多种生理功能的主要成分，也是

一种无毒副作用的生物反应调节剂，体内外能显著抑

制多种肿瘤的生长，如s180肉瘤、胃癌、大肠癌、和

Meth A纤维肉瘤等¨。J。目前认为其抑瘤基理主要

是降低肿瘤细胞的增殖活性，同时诱导其凋亡；此外，

也能激活巨噬细胞增强其杀瘤活性冲1。

双歧杆菌WPG提取已见报道¨J，但提取方法复

杂，成本高，制造周期长，易污染，很难广泛应用。本

文提供了一条方法简单，成本低，制造周期短的完整

肽聚糖制备方法，为这一极有发展前途的生物应答调

节剂的进一步产业开发提供指导。

1 材料与方法

1．1材料

第一作者：硕士研究生。

收稿日期：2009一Ol一20，改回日期：2009—02—16

1．1．1 菌种及其茵体的获得

长双歧杆菌NQ一1501菌株，内蒙古双奇药业股

份有限公司提供，使用TPY培养基经三级扩大培养，

离心收集菌体，生理盐水离心清洗3次，用于WPG的

制备。

1．1．2仪器设备

哈东联BCN一1360生物洁净工作台，Formal029

厌氧培养系统(Thermo Electron)，ZHWY—IOOD恒温

培养振荡器(上海智诚)，岛津uV一2100S型紫外可

见分光光度计，日立835—50型氨基酸分析仪，JEM

一1400型透射电子显微镜(JEOL)

1．1．3 主要试剂

胰蛋白酶(>250N．F．U／mg)，Amresco；中性蛋

白酶(>60000U／g)，BDH；溶菌酶(>60000U／mg)，

Sigma；肽聚糖标准品，Sigma；三氯乙酸(TCA)、甲醇、

丙酮均为分析纯试剂，购于国药集团化学试剂有限公

司。

1．2 方法

1．2．1 长双歧杆菌WPG的制备

取离心清洗的菌泥1009(湿重)，按固液比1：10

(g：mL)加入质量浓度为10％的TCA，摇匀，于40—

60℃水浴振荡处理4—8 h，立即冷却，离心(8 000×

g，15 min)，沉淀用甲醇脱水以除去TCA，残渣再用丙

酮脱脂，所得残渣按固液比(1：5)加入过滤除菌的混

合酶液(0．1 mol／L磷酸缓冲液pH7．4，含有胰蛋白酶

及中性蛋白酶，使每种酶的酶活达到250U／mL)，置

38。C空气摇床培养箱中振荡酶解48 h，离心(20 000

×g，30 min)，残渣用无菌水离心清洗5次，冻干，即

  



得长双歧杆菌细胞壁WPG 4．059。
1．2．2 长双歧杆菌WPG的鉴定

1．2．2．1溶菌酶溶解试验

参考文献¨o的方法，称取WPG，按固液比1：100

g：mL加入0．1 mol／L磷酸盐缓冲液(pH6．2)，含有

溶菌酶100“g／mL，37℃，180 r／min振荡处理96 h，

其间取样5倍稀释后在波长450 nm处测定吸光度，

监测肽聚糖溶解变化。

1．2．2．2 紫外可见光谱扫描分析

取提取的WPG、肽聚糖标准品及菌粉l mg溶于

100 mL纯化水中，混匀后在波长190—700nm紫外一

可见区段进行光谱扫描，对图谱进行比较。

1．2．2．3氨基酸组分分析

采用国家标准GB／T18246—2000。取一定数量

的菌体及WPG提取物，用6mol／L HCI lIO。C真空水

解24h，用氨基酸分析仪测定样品的氨基酸组成及含

量。

1．2．2．4氨基己糖分析

N一乙酰葡萄糖胺含量测定采用文献一1的方法；

N一乙酰胞壁酸含量测定参照文献¨刮的方法。

1．2．2．5电镜观察

菌体及其WPG样品用生理盐水调浓度109cfu／

mL，取悬液滴于干净的封口膜上，将附有支持膜的铜

网倒扣在悬液上10 min，吸干，再倒扣于2％醋酸双

氧铀金属染色液负染色8 rain，吸干余液，晾干，上透

射电子显微镜进行观察并照相。

2 结果与分析

2．1溶菌酶消化实验

图l结果显示，所得到的菌体成分可被溶菌酶完

全消化降解，证实分离物为肽聚糖。

图l WPG溶菌酶消化变化图

2．2紫外可见光谱扫描分析

由图2可知，所得的WPG与菌体相比，核酸蛋白

区的紫外吸收明显下降，且与PG标准品的峰形及峰

位基本一致，最大吸收峰在195nm处，进一步证明所

得到的菌体成分为肽聚糖。
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图2 WPG紫外可见光谱扫描图

2．3菌体与WPG氨基酸分析结果

长双歧杆菌菌体及其细胞壁WPG氨基酸组分

及含量见表1。由表1可知WPG氨基酸的组成种类

与菌体一致。Koch等的研究表明，丙氨酸、谷氨酸、

鸟氨酸是长双歧杆菌肽聚糖短肽尾中的特征氨基酸，

丙氨酸、丝氨酸、苏氨酸为肽桥中的特征氨基

酸¨L12]。在提取物中，苏氨酸基本保持不变，鸟氨酸

未做测定，其余肽聚糖特征氨基酸：丙氨酸、谷氨酸、

苏氨酸、丝氨酸含量均有所增加，丙氨酸：谷氨酸：

苏氨酸：丝氨酸的摩尔比为3．5：l：0．3：0．3，表明获

得的确系肽聚糖组分。

表1 长双歧杆菌菌体及其细胞壁WPG的氨基

酸组成 mmoL／g

2．4氨基己糖分析结果

长双歧杆菌细胞壁WPG的氨基己糖分析结果

见表2。

表2 长双歧杆菌细胞壁WPG的氨基己糖分析结果
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2．5电镜结果

观察由图3、图4透射电镜结果可见，所提取的

长双歧杆菌细胞壁肽聚糖仍保持着菌体细胞形态，进

一步确证所提取的肽聚糖为完整肽聚糖。

图3 长双歧杆菌菌体透射电镜照片(20 000 x)

图4长双歧杆菌细胞壁WPG透射电镜照片(8 000×)

3 讨论

目前广泛用于提取WPG的方法旧1是由Sekine

等人建立的，该方法制造周期长，至少15 d，易造成污

染，且所用的消化酶包含非工业化用酶，成本高，因而

很难工业化生产；本方法通过使用TCA去除了细胞

壁上的磷壁酸和细胞内的核酸物质，增强了细胞壁的

通透性，从而大大缩短了后续酶解时间，整个过程仅

需3 d，另外本研究所用的酶都是工业化用酶，且方法

简单，适合于大量制备。

革兰阳性细菌肽聚糖是由N一乙酰葡萄糖胺与N-

乙酰胞壁酸通过B-1，4糖苷键连接起来的线性聚合

物，每个N．乙酰胞壁酸羧基连接4—5个氨基酸的肽

链，肽链与肽链之间通过特定的肽桥连接起来，肽聚

糖相互交联构成三维空间网状结构。溶菌酶能专一

切断肽聚糖中N-乙酰葡萄糖胺和N．乙酰胞壁酸之间

的B-l，4糖苷键，破坏肽聚糖骨架体系，使肽聚糖溶

解，因此常用于肽聚糖的定性鉴定。本研究提取的

WPG主要由氨基己糖和氨基酸组成，其中长双歧杆

菌细胞壁肽聚糖特征氨基酸丙氨酸、谷氨酸、丝氨酸

含量都有所增加，苏氨酸基本保持不变；通过透射电

镜观察所提取肽聚糖仍保持了菌体的完整形态，证明

提取物为完整肽聚糖。在我们的研究结果中，赖氨

酸、蛋氨酸以及胱氨酸含量与菌体相比，也有所增加，

它们是否为长双歧杆菌NO·1501菌株细胞壁肽聚糖

特征氨基酸还有待进一步研究。
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Study on Adsorption and Desorption Properties of AB-8 Macroporous

Resins for Polyphenols from Limonium sinense(Girald)Kuntze Root

Li Jun，Chen Binghua，Wang Jingjing，Zhou Bingjie
(College of Life Sciences，Fujian Normal University，Fuzhou 350108，China)

ABSTRACT Five kinds of macroporous resins including S-8，NKA-9，AB一8，NKA and D4020，AB一8 resin were

selected as a suitable material to purify the polyphenols from the Limonium sinense(Girard)Kuntze root and the prop—

erty of adsorption and desorption were researched．The static saturated adsorption capacity of AB-8 resin was 55．30

mS／g while the time for it to achieve saturation adsorption was 5 h．Besides，the adsorption isotherm data of AB．8 res—

in could better fit the Langmuir adsorption model．The pH value of the extract solution had no influence on the effi-

ciency of adsorption．In the dynamic adsorption procedure，the feeding concentration was 1．99 mg／mL，appeared lea—

king and saturating point were 10 BV，32 BV(Bed Volume，1 BV=30 mL)，respectively．Therefore，the adsorbing

capacities of resin could be fully utilized by arranging column in series．When the eluant was 70％(volume fraction)

ethanol at flow velocity 1 mL／min，the purity of polyphenols obtained was 58．29％．

Key words Limonium sinense(Girard)Kuntze，polyphenols，macroporous resigns，adsorption，desorption
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Studies on the Isolation and Identification of Whole

Peptidoglycan from Bifutobacterium longum

Ding Xishunl一，Deng Chengyuan2，Feng Qian2，Liu Yanmin2，Jin Hai3
1(College of Animal Science and Veterinary medicine，Inner Mongolia Agricultural University，Hohhot 010018，China)

2(Inner Mongolia ShuangQi Pharmaceutical Co．Ltd，Hohhot 010010，China)

3(Inner Mongolia Academy of Agricultural and Animal Husbandry Sciences，Hohhot 010030．China)

ABSTRACT The cell wall WPG of Bifidobacterium longum NQ·1501 was extracted and purified as follows：(I)c01．

1ecting bacteria by Centrifuge After three—level culture expansion．(2)Treating the bacteria cells with trichloroacetic

acid in order to remove the wall teichoic acids as well as nucleic acid．(3)Delipoiding the residue with methanol and

acetone．(4)Digesting the defatted residue with trypsin and neutral protease．(5)Cleaned by eentrifugation and lyogh．

ilized．It has been proved by lysozyme and UV—visible absorption spectra that the extracts were peptidoglycan．The re．

suits of chemical analysis indicated that WPG was mainly composed of polypeptides and amino hexose．The transmis—

sion electeonmicroscopie observation of WPG showed that WPG held the physically intact cell wall structure of the

whole cells．In conclusion the peptidoglycan we obtained was whole peptidoglycan．

Key words Bifidobacterium longum，whole peptidoglycan，isolation，identification
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