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E. tarda 屬於腸內細菌科 (Ewing W. H. et al. .1965, Hoshina T. 1962) ,
是一種草蘭民陰

性有周鞭毛的短桿菌 ,
當魚受此菌感染後常造成腸胃潰癌症 ,

症狀通常是皮膚紅腫、散血、權血等現象
(Liu L. Y. and Chien M. C. 1986; Roberts R. J. 1978)

。革蘭民陰性菌的外套是包括外膜、內膜
和介於二者間的腔醋。每一層表現的形態及化學性質都有所不同 (Gluert A. M. and Thornley M. J.
1969, Osborn M. J. 1969) 。外膜和內膜都含有一股胞膜所具備的蛋自質和脂賀 , 但外膜則多出一種

錯

高量而特別的脂多醋。

組成胞膜的脂質 ,
聽乎都是磷脂賀 ,

所以說磷脂質是構成生物膜的基質 , 細胞膜上的蛋白質則以攝
入或附著表面的形式和磷脂質結合在一起 (Robertson J. D. 1981) 。細胞膜上的聽脂質還具有生理功
能 ,

其組成除了會影響胞膜的物理性質 (J ost P. C. et 瓜 , 1977; Nagle J. E. and Scott H. L.
1978; Sanwal B. D. 1979) , 且會因磷脂質 head group 及 acyl chain 的改費而影響到蛋白質的
活性 (Carruthers A. and Melchior D. L. 1986) 。又者磷脂質本身也掛演細胞刺激物 ,

例如 ,
platelet activating factor (PAF) 是 PC 的衍生物 ,

可調節兔疫反應 ,
並促進血小拒發集 ;

Iyso-PE 是一種界面活性劑 , 可使細胞禧解 (Helenius A. and Simons K. 1975; Hanahan
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D.l. 1986; Braquest P. and Rola P. M. 1987; Denizot T. Y. et al. 1986) 。所以分析膜上磷脂

質成分 ,
不僅可以 7 解 E. tarda 內外膜的成分

,
增進對胞膜基質的知識 , 進而可提出在漁病上預防

E. tarda 感染或治聾的方法。

魚摘細菌 Edwardsiella tarda 內外膜薩脂質之分析

材料與方法

料

本質聽所使用之菌緣由畫大漁料所鍾虎雲教授援供
, 編號為 strain 8200123-6K , 是從鰻池之愛

德華民病自然感染之病饅體內分離得來。而化學藥品、有揖溶劑、 silica gel 切呵H 、薄層色層分析斤

均購自 E. Merk Inc. Sodium lauryl-sarcosinate 購自 Sigma. Chern. Compo ' 有犧禧劑如甲
醇氣仿等使用前讀先蒸餾。

磷質標單樣品購自 Serva. Chern. Compo , 酵素 (lysozyme) 購自 Boehringer Mannheim

Gmbh (Made in West-Germ) , 培養基 : Sallmonella Shigella agar 購自 DLV
Dickinson & Co. R-D Lockey Svillesil, Brain Heart Infusion 則購自 Dileo Lab 。

Becton

材

法方

個菌培養

將 E. tarda 培養於 Sallmonella Shigella agar 培養基上 (的克 S. S. agar 興 1 升去難于

水混合均旬 ,
加熱至 SO'C 後 , 經高溫誠菌後 , 但j 入消毒過之培養血 , 每個約接 2Occ 護其泠卸凝固

) 。在 35'C , 培養 24 小時 , 取一個菌落種於 2 cc B. H. 1. (Brain Heart Infusion) 培養液 ,
在

35'C 經 10-12 小時培養後 , 將其事專換至大種種相間培養波 ( 誠菌揖理過〉繼續培養 , 當 O.D'6 個讀

值為 0.5-0.6 時 , 將培養液急速泠卸至 4'C' 以便作菌體收集及進一步分析。

細菌內外 E真好離

將細菌培養液中的細菌 , 以 1α肋 rpm (Beckman 12-21 , 雄心攝 , Rotor lA-14) 的速度在

4'C 雄心 5 分鐘 , 所得細菌用冷的 STE 緩衝波 (0.1 M N aCI, 10 mM Tris-CI, 1 mM EDT A,
pH 7.8) 清說一次後 , 將所得乾淨細菌重新懸浮於泠的 0.75 M Sucrose, 10 mM Tris-CI, pH 7.8

鱷衝波 ( 每升菌被所得菌約需禧於 20 毫升 ) 。然後迅速加入 lysozyme' 最接連度 1∞μ glml , 並
置於冰浴中。然豈是鱷慢且攪拌地加入泠的 1.5 mM EDT A-Na+ pH 7.5 鱷衝被 ( 時間 10-15 分鐘

, 量為 Sucrose 鱷雷被二倍 ) 。經 lysozyme 處理過的細菌 , 已變成 spheroplast' 再利用超音

鼓振盪器將 spheroplast 打眩 , 直到細菌 O.D. 值降至原先的 5� 古以下。然後以 34 ∞ rpm 雄心 20

分鐘 (Rotor lA-21) , 耳史上清波再以 54 α沁 rpm 4'C
, 離心 2 小時 (Beckman LB-80M 超高速雄

心擻 , Rotor Ti 70.1) 再將況觀物懸浮於 1-6 毫升含 5mM EDT A pH 7.4 之泳冷 25% (w Iw)

東續禧波 , 以便進一步做密度揖度離心。
東精密度楊度離心 , 其每一梯度的過度依序為含有 5 mM EDTA pH 7.4 的 50 克、 45% 、 40%

、 35% 、 3O%(wfw) 之 1.9 毫升聽續禧液 , 並以 0.454 毫升 55% 的聽稽禧披肩基底 , 細胞膜的懸浮
波 ( 渡度約為 8mg 蛋白質 fml) 置於攤度最上層 , 在 4'C 以 2 反X)() rpm , 雄心 22 小時 , (Rotor

SW41) , 盟軍是槍梯度雄心 , 可得到外膜和內膜。為避兔外膜彼內膜污染 , 可將得到之外膜稀釋 10 佬
, 並加入 0.2-0.3% 離于世界面活性劑 Sodium-Lauryl Sarcosinate , 在室溫干反應 20 分鐘 ,

以

禧解存在的內膜成份 , 再以 S4( 肋 rpm 4'C 雄心 2 小時 (Rotor Ti 70. 1) , 以餘掉 Sodium-Lauryl

Sarcosinate ;& 溶解掉的內膜前讀物即為純的外膜 (Osborn M. J. et al. 1972, Hindahl M. S.
and Iglew B. H. 1984) 。蛋白質定量是利用 Lowry et al. (1951) 的芳法 , 以 BSA 敏療單。

、.
-
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極性與中世脂質的封離

萃取脂質是利用 Bligh 和 Dyer q959) 所設計的方法 ,
將萃取到的脂質利用矽膠酸管控方法分

籬 , 可將其分為極性與中性脂質 (Pond J. L. et al., 1986) 。

極性脂質的定性與定 .
內外膜磷脂質的定性是採用海層色層分析法 , 簿層并由矽膠的覆蓋 . J事 0.25 mm .屠析實驗中二

度空間展開禧被系統為 : 第一度空間禧被 65: 25 : 4 : 4= 氯仿 : 甲醇 : 氯 : 水 , 第三度空間禧被 65:
25 : 10= 氧仿 : 甲醇 : 酷酸 (Shibuya 1. et al. 1985) 。跑完的薄層片吹乾後 ,

置λ含碘晶體的破璁

槽中 , 利用碘蒸氣顯色 , 並典標準樣品比較。利用 Nihydrin 染色法 (Spies J. F. 1957) , 可測定攝
脂質上的胺基。磷脂質的定量是探 Rouser 和 Fleisher (1967) 的方法 ,

利用頓的墨色反應做測定。

結果與討論

細菌內外膜分離

E. tarda 在 B.H.I. 培養被 35 �C 下生長 , 首先以 5ml 始培養頓培養 8 小時 , 再把始垂頭豆周、
B. H. 1. 培養被務釋 1∞倍 ,

其生長情況為 : 前 2 小時為遲滯期 (lag phase) , 細菌無興顯增加 , 培
養 3-8 小時為指數期 (log phase) , 細菌數增至 3.5 X 109 個 , 培養 8 小時以後進入靜止期 (sta-
tionary phase) 。在指數期 , E. tarda 30 分鐘完成一個世代。實驗細菌取指數期末端。

利用內外膜之間所合成分不同 ,
造成密度相異性質

, 可用 !{ 續梯度雄心 , 將內外膜分離 ( 國一 ) 。

細菌經過 lysozyme-EDT A 處理後 ,
介於內外農闊的監酷被破壞 , 變成 spheorplast, spheroplast

經超音鼓振盪將打破成 vesicle' 接著經躊躇梯度雄心 , 就可得如園一五個 membrane fractions'-

且還五個 fractions 的蛋白質 , 研脂質比值〈蛋白質 / 研脂質 ) 隨密度增加而增加 ( 衷一 ) 。每個

/ 、

黨糖密度梯度雄心得到的 fractions of E. tordo membrane vesicle.
E. tarda 值 lysozyme, 超音肢振撞處理後的懸浮被置於 rotor SW 41

的雄心管中 , 以 25000 pm 4
�C 作菁、蜻密度梯度離心 .22 小時 , 所得到

的實際照像圈。 ( 實數步驟參閱方法 )

圖一
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表
E. tarda 內外膜特性

Membrane
CMI CMU

淨 11 密度 (g/ml) 1.163 1.180

蛋白質 / 磷脂賢 (w/w) 3.600 4.390

顏色﹒橙黃橙

Fraction1
1M OMI OMI!

1.191

5.890

乳白

1. 206

6.320

乳白

1.213

7.210

乳白黃

1. 分離之 Fractions 參閱園一

membrane
、 fraction 在黨糟梯度中表現顏色也有差別。主困在 OMI 、 OMI! 所含 LPS 量遠高於

CM! 、 CMU 。因為 LPS 利用 phenol-water 芳法 (Cain B. D. et at. 1981) 萃取出來 , 壘顯乳白
色 ,
而利用電詠分析知 CM! 含 LPS 量最少 , 是最純的內膜。此外 , 可利用 sodium-Iaury sa rco-

synate 處理 (Filip C. et al. 1973) 能選擇性溶解細菌內膜 , 而得到純的外膜的 vesicle 。

Sodium-laury sarcosynate 可選擇性溶解內膜 vesicle 的原因可能在於外膜的 vesicle 合大

量 LPS, 而此分子帶有很多的氫氧基 , 這些氫氧基能在 vesicle 外形成一觀水性空間 , 使得 sodium-

laury sarcosynate 無法穿越此空間接觸到 vesicle 表面 ; 但在內膜形成的 vesicle 因為無 LPS

造成現水性空間 ,
所以可體易接觸 vesicle' 並溶解它。

內外耳其脂贊成分的組成

由表二知內膜脂質含量遠較外膜為高 , 蛋白質含量也是較外膜高。此現象是外膜含有大量的 LPS

' 相對的脂質和蛋白質量就誠少。內外膜的脂質/ 蛋白質 (w/w) 比值分別為 0.41, 0.23 。利用矽膠酸

管往分離中性和極性脂質 (Pond J. L. et at. 1980) , 知內外膜脂質有 80 克 (w/w) 為極性脂質 , 且
幾乎是磷脂賀。中性脂質所 {占比例為總量 15% 。

表二 E. tarda 內外膜脂質組成
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1. (mg/mg 蛋白質 ) 指每一毫克蛋白質約有 1.19 X 1010 個細菌 ,
以此萃取所得到之脂質量。

2. 極性及中性脂實是利用矽膠酸管性分離所得並稱重。
3. 磷脂質的重量是先以定路是色反應.定量, 再以 70 。當作磷脂質平均分子量換算所得。

外膜含有大量的 LPS 和較低的脂質 / 蛋白質比值 ,
可能是其當度較肉膜高的原因。也表二所示

,
內膜和外 l攘的磷脂質＼蛋白質比值不悶 , 內膜較外膜高出約 0.1, 此結果和其他細菌如本 . coli 、 s.

typh (Mirra T. and Mizushima S. 1968, Filip L. et aI. 1973) 一樣 ,
外膜都有較低的研脂質 /

蛋白質極性脂賞中磷脂質估了絕大多數
, 剩餘部份可能是酷脂質 (glycolipid) , 但一般而言 , E.

和其它相關的革蘭民陰性菌是不含有真該細胞所含有的 glycosphingolipid (Curatolotarda w.
1987) 。
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內外膜磷脂嘖組成

由三度空間薄層色層分析內外膜的磷脂質 , 並與標單樣品比較 , 得知 E. tarda 內外膜磷脂質成分

並無差異 ( 國二 ) , 主要的磷脂質有 PE 、 lyso-PE 、 PG 、 DPG 和少量 PC 。利用 ninhydrin 測

試 , 確知只有 PE 、 lyso-PE 曇現紫色反應。從表三可知細胞膜的研脂質中以 PE 含量最高 , 佔全量
的 75 克 , PG 、 DPG 和 lyso-PE 含量大約相等。外膜上 lyso-PE 量較內膜約高二倍。 PG 和

DPG 則是內膜含量較高。從分析中發現 , E. tarda 含有 lyso-PE 、 PCi 一股而言在臨內細菌科1m

E. coli, S. typh , 等 ,
是鮮少發現這二種研脂質 ; 而 lyso-PE 又是一種界面活性劑 (Helenius A.

and Simons K. 1975) , 兵禧解細胞能力 iPC 則可以產生一種衍生物 : platelet activity factor
(PAF) , 其結構式為 l-al ky 1-2-a cetyl g I y cerol-3-ph os phoch 01 而其是 anaphylaxix, hyper-

reactivity 的 potent mediator' 可能參與 post-ischemic disorder' 中樞神經系統失調 , 兔反
應調節、血小故凝集的反應 (Hanahan D. J. 1986, Braquest P. and Rola P. M. 1987) 。近來在

E. coli 發現有 PAF 的釋放 (Denizot T. ¥. 1986) 。

苟

-Al

2nd-

8PE

.

PG
. DPG .

PC
Lyso PE

三度空間薄層色層分析 E. tarda 磷脂質結果。磷脂質抽出後 ,
置於

silica gel 60 H plate 上 , 經第一度空間展開控告里仿 : 甲醇 : 氫求 : 水
(65 : 25 : 4 : 4) , 及第三度空間展開披氯仿 : 甲醇 : 醋 (65 : 27 : 8) 得
到之結果。 .
PE: phosphatidylethanoamine PG: phosphatidylglycerol
PC: phosphatidylcholin DPG: diphosphatidylglycerol
lyso-PE: lysophosphatidylethanoamine

間二

Lyso-PE 是 PE 經 phospholipuse 求解一個 acyl side chain 而轉變來的 , 而 lyso-PE

叉幾乎在外膜 , 所以這個 phospholipase 可能位於外膜之上 , 例如 Osborn (1972) 發現 S. t1. ρ h.
的外膜有 phospholipase A 和 lysopholipase; Scanedell 和 Karnberg 從 E. coli 外膜純化

也 phospholipase A (Raetz C. R. H. 1978) 。又從表三所示經 lysozyme' 超音鼓振盟處理過的

.細菌細胞膜, 其 lyso-PE 含量較未經處理的高二倍 ,
可能是在分離內外膜時

,
經超音注振聾處理過程

中 ,
誘發細菌 phospholipase 的活性

, 而切掉一個 PE 自甘心 acyl side chain 0 PG 和 DPG 在一

股真該細胞中幾乎很少發現 ,
但在粒腺體的胞膜上含有相當量

, 且 DPG 在內膜量約為外膜二 -4 倍
/ ＼
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表三 E. tarda 內外膜磷脂質種額百分比

區 靜

實

PE' LPE' PG ‘ DPG ‘ PC'

全細菌 2 77.3 土 1.6 3.8 土 0.6 6.9 土 1.4 11.2 士 0.8. 0.8 士 0.1

全部細胞膜 3 72.7 土 2.6 9.1 土 0.8 6.4 土 1.6 10.8 士 1.4 1.0 土 0.2

外膜 70.8 土 1.4 18.8 土 2.0 3.7 土 0.6 5.8 土 1.1 0.9 土 0.1
內膜 73.0 土 2.1 5.4 土 1.1 6.9 土 o.5 14.3 土 1.2 1.4 土 0.1

全細菌 2 78.5 土 1.8 4.1 土 0.5 7.6 土 0.8 8.6 土 0.6 1.2 土 0.2
全部細胞瞋 3 76.5 土 2.4 7.6 士 1.1 7.2 土 0.9 6.8 土 0.8 1.4 土 0.1

外膜 69.8 士 1.2 2 月).6 土 1.5 6.0:1:0.4 4.2 土 0.4 0 . 6 土 0.1

內膜 76.3 士 1.75.0 土 0.7 9.6 士 0.6 7.7 土 0.8 1.4 土 0.1

磷 脂

m
生

數

畏 期

間 1
止

期

1. 利用 O. D.6oo 及 Coulter counter 測量細菌生長曲線 , 所顯示的生長狀態。
2. 收成之細菌直接用 Bligh-Dyer 方法萃取脂質所得。
3. 全部細胞膜是細菌經 Lysozyme 處理 , 超音鼓振盪打破後 ,

離掉未破細菌 , 再經超高速雄心所得
到之內膜和外膜混合的 Vesic1es 。

4. PE: phosphatidylethanoamine LPE: lysophosphatidylethanoamine
PG: phosphatidylglycerol DPG: diphosphatidylglycerol
PC: phosphatidylinositol

, 常於內膜一些酵素結合 , 具活化作用 (Daum G. 1985) 因此在 E. tarda, DPG 也可能對內膜蛋

白質的功能有所貢獻。

內外膜磷脂質不對稱性分佈 , 其負責的機制尚未為人所知 , 但磷脂質合成薛:素是位在內膜 (Os-

born M. J. et at. 1972'; Osborn M. J. et atb 1972) , 在 E. tarda 細胞膜中 PG 、 DPG 的量外

膜較少 , 可能是所需要維持蛋白質功能的量較少。在不同生長期細菌內外膜除 PG 、 DPG 有開頭不同

外 , 餘無很大變化 , 在指數期 PG 佔總磷脂質的 6.9 方 , DPG 則為 11.2% ; 到靜止期 ,PG 升到 7.2%
, DPG 則降為 6.8% ' 在一般革蘭民陰性菌

, 在靜止期 cardiolipin 的量會增加 ,.PG 則會減少
(Finnerty W. R. and Makula R. A. 1975; Hirschberg C. B. and Kennedy E.P. 1972) , 因
為是由 PG 四成 cardiolipin' 且不需要能量 , 但合成 PG 卸要耗能

, 本質臨的結果和一股菌不太一
樣值得深入研究。

摘
要

E. tarda 內外膜經 lysozyme-EDT A 處理後變成 spheroplast' 再經超音故振盪器打破後 ,

便可利用薦踹密度梯度為m心將細菌內外 !區分離。細菌外膜和內 j民含有 80%¥� 性脂質及 143 屆中性脂質 ,

而極性脂貿中幾乎完全是磷脂賀 , 在磷脂貿中 j;J P E 含量最 l布 , {占全盎 75% ' 次為 PG,7 悠 , DPG

10 克 , lyso-PE 7.5% ' 還有非常少量的 PC, 雖然內外膜磷脂質成分相倒
, 但 lyso-PE 幾乎完全 {立

在外膜 'PG, DPG 在內膜量較多。而在腸內細菌科的細胞腿上 , 很少發現 lyso-PE 和 PC, 它們很

有可能是 E. tarda 對魚類致病的重要因子之一。
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