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药用微生物学
·

细菌内毒素 �脂多糖� 提取及其纯化技术

第二军医大学微生物学教研室 周炳 荣综述 焦炳华审校

内毒素系革兰氏阴性菌细胞壁外膜中的

脂 多 糖 �� �� � � � �� � � 。� � � � �� �
,

� �  � 成

分
。

在维持外膜的结构
、

通透性以 及临床阴

性菌感染中均起着重要的作用
。

以化学方法

提取的 �� �注射动物能重复革兰氏阴性菌感

染期间所出现的多种病理反应
,

故实验动物

应用提取的� ��可更好地 了解 � �  的致病作

用并寻找可能的防治对策
。

本文结合我们的实际工作
,

就 � � 的提

取纯化方法及其主要特点简要综述
。

一
、

� ��的提取

�一 � 三氛醋酸 法 �� � �� ��� � � � � � ���

� � ��
,
�

’

� � �

� � � 法是 � � �� 扭等 �� � � � � 首先应 用

的
,

借助 。
�

肠 � �  �
,

在 垂℃可 将� ��从

湿菌或经丙酮干燥的细菌中提取出来
,

加入

� 倍体积的冷乙醇即可取得� � �的沉淀物
。

用这种方法提取的产物
,

严格地讲 是 一 种

� � �
一

蛋白反复合物
,

这种复合物即为 早 期

所称的�
� ��� 二抗原

。

� � �法提 取 的工� �产

量较高
,

具有很好的抗原性
,

对 � 特异性侧

链抗体有血清学特异反应
,

可结合补休和致

敏红细胞
,

分子量达几百万
,

但蛋白质含量

很高
,

散纯度较差
。

目前这一方法已较少使

用
。

�二 � 酚水 法

这一方法是�
� � 乞� �滋等于 � �  �年提 出

的
,

该法是目前应用最广泛的方法
。

酚水法

主要用于 � 型细菌 ���的提取
,

亦可用于 �

突变型细菌� �  的提取
,

但产量稍低
。

酚水法提取液所含的苯酚与水的比例是

� � �

��
。

当提取液加热至 � � ℃并维持 � 分钟

时
,

苯酚和水形成了一个单一的相
,

冷却至

� ℃后
,

形成了两个相
,

分别为苯酚相 �被

水饱和 � 和水相 �被苯酚饱和 �
。

核酸
、

多

糖及 � � 大部分溶解于水相中
,

而大部分蛋

白质溶解于苯酚相中
,

不溶性物质沉淀在两

相交界处
。

含� �  的水相经吸取
、

透 析 �去 除 苯

酚� 并干燥后即为� ��的粗制品
。

� ��粗制

品经超离心 � ��� �� � � �
,

可得 到
·

精 制 的

�
�

� �
。

精制后的� ��
,

尚含有多糖成分及与

其共价结合的类脂体 � 成分
、

小量的肤 �� 一

� � �
。

这种提取物对人
、

兔的抗原较弱
,

但能展示� 特异性侧链抗原反应
。

内毒素毒

性较强
,

致敏红细胞不明显
,

能结合补体
,

分子量有几百万
。

产量仅 � 一 � � �占干菌

重 �
。

�三 � 苯酚 � 氛仿 � 石 油醚法 ��� � �

� � 分子镶嵌于胞壁的外膜中
,

用某些

化学试剂将胞壁裂解 �如酚� 后
,
� ��分子

从破溃的胞壁 中游离出来
。

由于 � � �是一种

两性分子
,

故它们在不同溶剂中的溶解度
,

完全取决于该分子上的亲水 �疏水性基 团 的

多少
。

�
一
� ��有完整的亲水性� 特异 性 侧

链
,

所以 �型 � � �属亲水 性 分 子
。

而 � 型

工
�

��
,

缺乏 � 特异性侧链
,

含有完整或不完

整的核心多糖和完整的类脂 �
,

亲 水 度 不

大
,

而易榕于有机溶剂 中
,

故 而 �
一

� � 用

酚水法提取时所得的产量极低
。

�� �法是以 � � �苯酚
、

氯仿及 石 油 醚

�� �一 �� ℃ � 以 � , � , � 所组成的单相混

合提取液
,

这一提取方法只能将� � 及与之

紧密结合的透道蛋白 ����  !! � 提取出 来
,

而其它成份则排除在提取 液 外
。

� � �法 的

水沉淀步骤仅能使� � 发生沉淀
,

而透道蛋

白仍溶于苯酚中
,

故而�� �法所提取 的 � ��

是一种较为纯化的制剂
。
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�� �法对制取 � 型细胞 的 � � 不 仅 产

量也十分满意
,

且无核酸污染
,

蛋 白质含量

也仅在 �
�

�一 � �间
,

该法温和
,

在 室 温 �

� � ℃即可完成
,

制取周期较短
,

适用于从

�
。

至 �
。

的细菌
,

可成功地提取 � 一� ��,

产量也相当高
。

故�� �法 是 研 究 � 一� � 

的有用方法
。

应必须注意的是在�� �法中
,

每一步操作均不应 使 用 盐类
,

如� � � �
� 、

� � � �
� ,

否则会严重影响产量
。

�四 � 高压 超声处理法

以某些物理方法 �如超声波� 处理菌体

细胞
,

使其完全破裂
,

可增加继后提取方法

的完全性
,

从而可使 � ��的产率增加
。

� �
�

。� �� � �� � �研制了一种 既可提取光滑型又 可

提取粗糙型 ���的新方法
。

该方法采用了高

压处理 ��� � � � �� � �
� 么

� 细菌的方法
,

粉碎

菌细胞
,

继又用超声波处理
,

促进碎片完全

裂解
,

再以 � �
� 、 。 ,

� �
� , 。

处 理
,

消 化 核

酸
。

再加入蛋白酶去 消 化 蛋 白
�

质
,

离 心

� � � �� 二 � ,

浓缩干燥
。

如此制得的 � ��
,

产

量为菌体的��  �� � �按测脂肪酸
、

庚糖和

� � �值 �
,

蛋白质为 �
�

� �
、

核酸 � �
、

脂

类 � 一 � �
,

纯度较高
,

产量比酚水法高 �

倍
,

比�� �法高 � 倍
。

所得 � ��经 各 种 免

疫化学分析
,

均提示用此方法提取的 � � 其

抗原结构完整
。

其不足之处是碱性条件下的

加热
,

以前认为这一处理在于除掉蛋白质
,

特别是对于有些细菌 �如绿脓杆菌�有用
,

但

对别的细菌恐属多余
。

应当指出的一点是
,

碱性加热条件使类脂体 � 上的脂肪 酸 醋 降

解
。

另外一个不足之处是
,

此方法 较 为 复

杂
,

不易被一般实验室采用
。

�五� � � � � 法

� � � � �
介绍了一种较为 简单 的� ��提

取方法
。

该法应用二甲亚矾 �� �� � �� � �

� �� ��
� �� � ,

� � �� � 作为主要提取 试 剂
�

以胞壁原科提制 �
,

��
。

主要步骤为将预先制

取的干燥胞壁以 �� ℃ � � �� 提取水洗
,

酸化

丙酮处理
,
冷冻干燥

。

� � �� 法提取的 � ��

产量是酚水法的 �� 倍
,

但蛋白质含 量 很 高

�� � � �
。

二
、

� ��的纯化

以土方法所提取的 � �� 或多或少受到蛋

白质
、

核酸及多糖的污染
,

故需作一定的纯

化
。

� �� 的纯化方法 目前最常用的为超速离

心 � � 万转
义 � 小时

,

共三次 �
,

在这一条

件下
,

�
、

��可沉淀下去
,

而蛋 白质
、

核酸及

多糖则保留在上清液中
,

去除上清液即可得

到较为纯化的 � ��
。

但是这一方法需时较长
,

且质量过关的

超速离心机目前在 国内亦不十分普及
,

故而

难以推广应用
。

我们在实际工作中体会到
,

用任何方法提取的 � ��
,

可 再 以�� �纯 化

一次 � �� � � �� � � ���
,

然后只需 一 次 超

离
,

即可取得高度纯化的� � 
。

提取的� � 除可被蛋白质
、

核酸及多糖

污染外
,

还可被一些小分子物质
,

如多胺
、

阳离子 �� ��
十 、

� �
� ‘ 、

�
�

等 � 的污 染
。

通

过 电透析
一

可将这类小分子物质除去
。

此时形

成的 � � 为酸性 � �� �由� ��中类脂 � 上的

磷酸基团形成的�
。

应用碱中和 �
�

��
,

可变成

� ��的盐
。

如用 � � � � 中和则可变成 � ��钠

盐
,

而应用三 乙基乙胺则可变成 � � 三 乙胺

盐
、

后者极易溶解于水
,

已广泛地应用于生

物学研究
。

综上所述
,

� � 提取方法较多
,

应当根

据菌种和实验条件而选用合适方法
。

�� �法

对 � 型菌尤显长处 � 高压超声法虽可用于 �

或 � 菌
,

但方法步骤繁杂 � � � � � 法与� �  

法 已很少用到 � 而酚水法无论产量
,

纯度及

物理性质均较满意的
,

不失为一个实用的方

法
。

� � 纯化 目前一般采用 ���法及一次超

速离心
,

应用该法可使� � 污染物包括蛋白

质
、

核酸及多糖除去
,

而应用片透械右法扒
‘

则可除去� � �中的小分子物质如多胺
、

二仇
阳离子

,

从而可得 � �  转化成实验需要的盐
�

类
。

�
,

一酬 巾
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