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　　提　要　目的: 制备绿脓杆菌外毒素 A( PEA )抗原。方法:用胰酶酪蛋白大豆肉汤 ( T ryptic so y bro th,

TSB) ,于 32℃水浴 120次 /min振荡培养绿脓杆菌 PA 103株 ,其培养物经 7000 r /min离心 ,取上清用 70%饱

和硫酸铵沉淀 , Sephadex G-100柱层析 , DEAE-52( DE-52)柱层析 ,羟基磷灰石柱层析制备 PEA。结果: 纯化

的 PEA经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)为一条带 ,分子量为 Mr ( 66～ 68)× 103 u。环状

沉淀试验 ,琼脂双向扩散试验 ,酶联免疫吸附试验和免疫印迹分析表明本室纯化的 PEA,抗原性和分子量均

与文献报道一致。结论: 用本方法制备 PE A,避免了对 DE-52的反复再生 ,缩短了实验流程 ,对保持 PE A的

生物活性有利。

　　绿脓杆菌是一种广适性的病原菌 ,它可在多种生

物体内及人体各部位引起感染 ,是创伤烧伤和免疫受

损机体最易感的细菌之一。绿脓杆菌可产生多种致病

物质 , PEA是最重要的致病物质。自 1973年 Liu
[1 ]发现

PEA以来 ,国内外学者对绿脓杆菌的产毒条件和

PEA纯化方法都进行了一些研究 ,本研究旨在进一步

探讨 PEA的产生条件和简化其繁琐的纯化方法。

1　材料与方法

1. 1　菌株与药品试剂
　　绿脓杆菌 ( PA) 103株 ,由黑龙江省科学院应用微生物研究

所惠赠 ; TSB培养基和鳌合树脂 -100( Chelex resin-100) ,购于

Sigma公司 ; SephadexG-100,由瑞典进口 ; DE-52和羟基磷灰石

为国产。

1. 2　 PA的培养

　　 TSB培养基按文献 [2 ]制备 , 10磅高压蒸气灭菌。临用前加

入无菌的 50%甘油和 2 mo l /L谷氨酸钠溶液 ,使最终浓度分别

为 1. 0%和 0. 05% mol /L。接种 PA103菌株 ,置 32℃水浴 120次 /

min振荡培养 22 h ,培养产物经 7 000 r /min离心 30 min,收集离

心上清供提取 PE A之用。

1. 3　 PEA的纯化

　　于上述绿脓杆菌 PA103株培养产物离心上清中加入最终

浓度为 70%饱和硫酸铵 ,使 PEA蛋白沉淀 ,经 7000 r /min离心

30 min,弃上清 ,沉淀物 PEA用少量 0. 01 mo l / L T ris HCL缓

冲液 ( Buffer A)溶解 ;先用 Sephadex G-100柱层析除铵和杂蛋

白 , PEA用环状沉淀试验监测 ,收集环状沉淀阳性的 PEA组分

合并装透析袋 ,用聚乙二醇 -6 000浓缩 ;再用 DE-52柱离子交换

层析纯化 ,上限用含 0. 3 mol /L NaCl,下限用含 0. 005 mol /L

NaCl的 Buffer A进行连续梯度洗脱 ,收集环状沉淀试验阳性

的 PEA组分合并 ,再用 PEG-6000浓缩 ;最后用羟基磷灰石柱

层析纯化 ,上限用 0. 1 mo l / L,下限用 0. 005 mo l / L Na3PO4缓冲

液 ( p H7. 0,均含 0. 05 mo l / L NaCl)进行连续梯度洗脱 ,收集环

状沉淀阳性的 PE A组分合并 , - 20℃保存。

1. 4　 PEA的鉴定
1. 4. 1　环状沉淀试验　　取细菌发酵倒管 1支 ,用滴管吸取

PEA兔免疫血清加入倒管底部约 0. 5 cm之高 ,再用另一支滴

管吸取纯化的 PEA加入倒管内免疫血清之上层表面 ,置 37℃

孵育 10 min左右观察结果。

1. 4. 2　琼脂双向扩散试验　　按常规进行。

1. 4. 3　 SDS-PAGE　　按文献 [3 ]进行。

1. 4. 4　免疫印迹试验　　按文献 [4 ]进行。

1. 4. 5　酶联免疫吸附试验 ( ELISA)　　用 pH9. 5 0. 1 mol /L

碳酸盐缓冲液稀释 PEA,包被于 55孔聚苯乙烯板 , 4℃过夜 ,用

PBS吐温 20洗板 4次 ,加 1% BSA置 37℃封闭 30 min,加入 PEA

兔免疫血清 , 37℃孵育 30 min,用 PBS吐温 20洗板 4次 ;加入 1 

1 000的酶标记抗体 ,置 37℃孵育 30 min,同上法洗板 4次 ;加入

邻苯二胺底物溶液 ,置 37℃孵育 15～ 30 min,加入 2 mo l /L硫酸

溶液终止反应。置酶标测定仪测定光密度 Dλ值 ,以 Dλ值 > 0. 2

为阳性反应。

2　结果

2. 1　环状沉淀交叉反应
　　我们用 Liu PV提供 PEA制备的兔免疫血清与本室纯化
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的 PEA进行交叉沉淀试验 ,结果在免疫血清与 PEA交界面呈

现乳白色环状沉淀反应。

2. 2　 PEA分子量测定和免疫印迹分析

　　作者用纯化的 PE A进行 SDS-PAGE,考马斯亮蓝染色仅

显示一条 M r ( 66～ 68)× 103 u区带 ,见附图。将电泳后的 PEA

再转印到醋酸纤维素膜上 ,与 Liu氏提供的 PEA兔免疫血清

进行免疫印迹试验 ,所显示与 SDS-PAGE显示的区带一致 ,见附图。

附图　纯化 PEA的 SDS-PAGE和免疫印迹试验结果

1.标准分子量蛋白的 SDS-PAGE区带 ; 2. Liu PEA的

SDS-PAGE区带 ; 3, 4.纯化 PEA的 SDS-PAGE区带

2. 3　 ELISA分析

　　以 Liu氏提供的 PEA制备的兔免疫血清与本室纯化的

PEA进行 ELISA试验 ,可看出两者之间呈现特异性交叉反应 ;

本室纯化的 PEA制备的小鼠免疫血清亦能和 Liu氏 PEA抗

原发生特异性交叉反应。

2. 4　免疫原性试验
　　我们用纯化的 PEA加佛氏完全佐剂 ,分别于皮下、肌肉、

腹腔内注射 BALB /c小鼠 ,每次免疫 2个点 ,经 5次免疫后 ,由眼

眶取血 ,用 ELISA检测小鼠诱导抗 PEA抗体的能力 ,结果 9只

小鼠有 4只小鼠的抗体效价达 1 64 000以上 ,有 3只为 1 16000,

另外 2只分别为 1 32 000和 1 8000。

3　讨论

　　绿脓杆菌产生外毒素 A的量与培养基中含铁离

子浓度密切相关。培养基中最适合绿脓杆菌产生外毒

素 A的铁离子浓度在 0. 01～ 0. 05 mg /L之间 ,过高或

过低都会使产毒量下降。商售 T SB培养基中的铁离子

往往要比所需铁离子浓度高 5～ 10倍。文献 [2, 5]报道

多采用 50% CaCl2或鳌合树脂 -100处理培养基进行除

铁。我们比较了这两种方法 ,结果表明 ,用鳌合树脂-

100吸附除铁效果较用 CaCl2为佳。在 PEA的纯化过

程中 ,作者曾用 DE-52浸浴法吸附收集培养产物中的

PEA,并对吸附过的培养液腹腔接种小白鼠进行毒力

试验 ,结果吸附后的培养液仍能引起小鼠中毒死亡 ,表

明 DE-52吸附 PEA不完全 ,可能与 DE-52的用量不足

有关。如果大量使用 DE-52,一是不经济 ,二是由于

DE-52需要反复再生 ,不但工作量大 ,而且费时较多 ,

延长了提取纯化的周期 ,对保持 PEA的生物活性不

利。我们用 70%饱和硫酸铵从培养液中沉淀 PEA,再

经 Sephadex G-100柱层析 ; DE-52柱连续梯度洗脱层

析 ;最后用羟基磷灰石柱连续梯度洗脱层析四步法纯

化了 PEA抗原。改进的纯化方法避免了 DE-52的反复

再生 ,节约了 DE-52的用量 ,特别是 Sephadex G-100

柱层析即能除铵又能起除去大部分杂蛋白的作用 ,缩

短了实验流程 ,对保持 PEA的生物活性有利。用此法

纯化的 PEA,经环状沉淀试验 ,琼脂双向扩散试验 ,酶

联免疫吸附和免疫印迹试验以及 SDS-PAGE分析 ,其

抗原性和分子量均与文献报道一致。
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