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細胞膜脂多臨之分析及其重建Edwardsiella tarda

Characterization and Reconstitution of Lipopolysaccharide
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Abstract

brane preparation. The molar ratio of carbohydrate to phosphate to amino-

to fatty acid was analyzed to b

composition of lipid A of lipopolysaccharide was methyl-branched ,a-Hydro-

xymyristic acid (14:0, OH) (60%), the myristic acid (14:0) and palmitic acid

(16:0). For the vaccine application, the method of reconstitution 0

lysaccharide vesicles was developed. Three reconstituted lipopolysaccharide

vesicles of different density WE
﹒ �.

density of 1.189 g/cmJ was found to contain a specific 38 KD molecules.
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有關 Edwardsiella tarda 之研究報告
, 如細菌之分離、單定 (Kuo et 瓜 , 1977;

Kou, 1978) 、治療 (Chen and Kou, 1985; Chen et ai., 1984) ,
及許多血濟學研究和螢光吭體診

斷等方面 ( 劉和玉
, 1986) , 已有良好之研究成果 , 唯其致病攝制方面之研究刑較欠缺。

毒素是油鹽的主要致病好子 (Waltman et ai., 1986; Ullah and Arai, 1983; 1苗和割
, 1986)

。己如許多革蘭民陰性細菌感染宿主紹祖後 , 宿主組胞吸 l投其內毒素而致發熱、毛組管咨遺世 L曾加等病

故 (Davis et al., 1981) 。此內毒素部直體瓦解之後所欲出之脂多酷 (Lipopolysaccharde) (Davis

et ai., 1981; Hitchcock et al., 1986) 。革蘭民陰性葛外膜雙脂層之外脂脂半層大部分組成為 Lipo-

polysaccharide (Dirienzo et al. 1978) 。

Lipopolysaccharide 為長鏈 �ti 煩連接一段脂臂 , 脂質為君主性基本所在 ,re 姐扮演吭原之角色
,

特定的直抹 (Strain) 共其特定之 Lipopolysaccharide r持造 ,
盤個分子叮大分為三部分 ;.( 吋 0

.,.

j京 (二j 反心目脂質 A (Lipid A) 。

Lipo polysacch a ride 牌遺含稀有路分子民修飾官能耳 ,
脂質 A 及賞這鄉之 !故個故心部分八蹤。怯為

維持祖胞生命所必項 ;
11111 實 A 之飽和脂肪酸提供外膜之屏障作用

, 如盤尼西林 G (Penicillin G) 不易

進入革蘭民陰性頭而易進入誰蘭民陽性菌阻止細胞壁之生合成
, 而 0- 坑原之畏跑線水分子使得旭菌表

面變成高度現水性
,
降低對宿主吞 I噬作用的感受性。且由於各種草除 0- 此原之政兵

, 宿主往往不具附

坑禮
,
而得以躲避兔疫系統追躍。

有關 Lipopolysaccharide

andChen

緒

(Salmonella之報告
, 以大腸桿菌 (Escherichia coii)

,
傷寒桿撞
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ty ρhimurium) 及 Salmonella mi7znesota 發表較多。目前巳定山某些茵誅之 Lipopolysacchar ide

結俏 ,
其生理教廳去n 刺激老鼠骨髓巨噬細胞產生 am 個破扭因子 (Sayers et al., 1987) , 引導早該球細

胞表現 lnterleukin-II 接受器 (Hol ter et 瓜 , 1987; Fuhlbrigge et al., 1987) ,
活化人弦血病中

之?晶體系統等兔控方面及精造一一功能關係研究很多 (Vukajlovich et at., 1987; Jakway et 試 ,

1986; Wentworth et al., 1987) , 另已了解 Lipopolysaccharide 在細胞膜上之生成合成為脂質 A
在內膜先合成好 ,

核心絃再以假鐘的次序出特定的 Glycosyl transferase 將她由的一一按酸復合物
(Sugar-nucleotide complex) 軸移到脂質 A 上。 0- t 克服先以 U ndecaprenol.phospha te 當懿掰

物 ,
整個 O自抗原合成好後再接到按心尾端 , 軸位到外膜 (Finean and Michell, 1981) 。最新的進

-8 一

展為尋找針對 Lipopolysaccharide' 生合成立抗生絮 (Goldman et 此 . 1987) 。

為了解 Edwardsiella tarda 致病饑媳 , 本質驗由 Lipopolysaccharide 之組成分析著手 ,
進

而進行其與細菌本身之脂質量控 ,
以期達到純化特定 Lipopolysaccharide 分子及探討其與脂質之交

互作用。

材料與方法

料

da

材

方 法

菌種培養

Edwardsiella tarda 800123-6 K 由泠凍乾蟬管中取出 , 以 Tryptic soybean broth ,* 散使
之懸浮均勻 , 董於 Salmonella-Shigella agar' 培養溫度 35'C, 培養時間 12 至 24 小時後 ,

跳取
單一菌草種於 5 毫升 Tryptic soybean broth 培養 6 小時 ,

可轉接到大量培養基大規棋培養。

Lipopolysaccharide 之純化

Lipopolysacch aride 巾已分削之制胞外服抽取 , 細胞膜之純化及分離踩用 chen et al. method
(1988) 取分離 /1:\ 之外膜羽以 Westphal's phenol-water method (1963)

Lipopolysac.的取
charide 。

染

Lipopolysaccharide 以 10% SDS-Polyacrylamide Gel 電泳後須以染臨之銀染法壘色 (Wu

et al., 1987) , 墨色後以才(� 軒說乾淨保存在 50% 甲醉中 ,
且 II 可進行膠片乾撮及照相。

/ 、

組
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化學定量

蛋白質定量探 Lowry et al. (1951) 的方法 ,
釋,站量以 phenol-sulfuric acid 法 (Dubois et

al., 1951) , 無機磷以 Ascorbic acid 法 (Rouser and Fleischer, 1967) , 胺措以 Ninhydrin

(Spies, 1957) 和游離胺基反應而定量。

氣相膚析 / 賀譜儀封析

純化之 Lipopolysaccharide 以 4N NaOH,50'C 水解 5 小時 , 酸化至 pH 2.0- 立5 後 ,
以氯

彷萃取游離脂肪酸 ,
將氯仿以聽氣吹乾

, 加 1 毫升 BF3- 甲醇加熱至 85'C' 脂化半小時以上。待冷卸

後 , 以 Hexane: HzO=2:2 翠取 ,
帶置後取 Hexane 層 , 即得甲基脂化脂肪酸 (Salati and

Kusuda, 1985) 。將之溶於少量 hexane 巾 ,
取 1 μ I �� 可打入氣相層析儀 (Shimadzu GC-9A 機

型 , 管佐克填 SP2330 ' 程式設計為初溫 120'C , 維持 5 分鐘 , 每一分鐘 l臂高 rc, 末溫 �..W'C ' 維持
10 分鐘。或氣相厝衍 / 質譜分析儀 (Hewlett Packed 5985B 機型 , CP-52 CB 管性 '70eV, 加連

電壓 2600 V , Interface 溫度 200'C , 程式設計為始溫 120'C , 維持 5 分鐘 , 每一分鐘 1 往前 2'C, 末

溫 21O'C) 。

Lipopolysaccharide 重建

重建所用脂質也 Edwardsiella tarda 以 Bligh and dyer 法 (1959) 萃取而得 r 萃取所得 1111

質進一步以 Silica gel 60-H 管往層昕法分離磷脂質及中性脂質。磷脂質先以氯氣吹乾有棧准劑 ,
置

於真空下 3 小時去除殘餘有機禧劑
, 加 2 mM Mercaptoethanol/1.4 方 (w Iv) n-Octylglucoside

,
以超音能振過至澄清 , Lipopolysaccharide 加 1/10 體積 1M Potassium phosphate buffer

(pH=7.2) 及 n-Octy Igl ucoside 至終濃度 1.4 結 (w/v), 25'C ' 反態 20 分鐘。脂質用章取相對於
Lipopolysaccharide 之數倍與之重建。通常 Lipopolysaccharide 控制約 788 μ I ' 老質 200 μ 1.

Lipopolysaccharide 與脂質混合相加 , 放置 20 分鐘後 ,
在室溫中遺昕 4 小時以去除界面活性劑

(Levitzki, 1985) 。第備 25% (w Iw) 至 50% (w jw) 蕉踏連續梯度 ,
薦癌禱波也合 0.1 M Pot as-

sium phosphate buffer (pH=7.2) 。以 Beckman SW41 rotor 轉述詣 ,000 rpm 離心 8 小時 ,

分離各種不同密度之胞膜 (Wang et 此 , 1979) 。

結果與討論

Lipopolysaccharide 成份分析

純化後之外膜以 Westphal's phenol-water 方法抽取 Lipopolysaccharide' 以氣仿及甲醇萃

取脂賀 , 分析其磁水化合物、磷、胺基、脂肪酸 , 得到其 molar ratio 比值 , 蹤水化合物 : 磷 : 胺基
: 脂肪酸約為 28:2:2:6 0 � 唐值部分與路之重量比為 93.16

' 與 1985 年魚病研究單 !� 誌所發表之另一 Ed-

wardsiella tarda EF-1 strain 之 244 相差 2.6 倍 (Sala ti and Kusuda, 1985) 。但 Lipopo-

lysaccharide 分子階造變異性大 , 叮能磷酸化由來為 Pyrophospha te 或 Phosphoethanolamine

' 胺基部分來自 ethanolamine' 所以目前尚視之為組成之量的訊息。

Lipopolysaccharide 經雌水解及酸化後 ,
放出游離脂肪酸

,
以氣。J萃取的加以甲脂化處理

,
最

後禧於己燒 (Hexane) 中
, 以氣相層折 (Gas Chromatography) 分昕興際權脂肪酸之滯留時間比

針
, 初步判斷有 Lauric acid (12:0), Myristic acid (14:0), Palmitic acid (16:0), Palmitoleic

acid (16:1), Stearic acid (18:0) 及 Heneicosanoic acid' (21:0) 。自 Heptadecanoic

(17:0) 之滯留時間知 Lipopolysaccharide 之脂肪酸組成無之 , 因此以之為內在原單定量。以
wlett 3390 A 積分犧積分各脂肪酸相對量WI 表 1 。

進一步以氣相層折 / 質譜儀分析 (GC/Mass) 解折未知結峙 ,
由以上之定性及定宜

, 參考 E. coli

傷寒悍萬、 Shigella ftexneri (Carlin et al., 1987) 等數種菌之研究報告 , 提 mb�i 1 之眼 � 結峙。

acid

He-
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Abbreviation
'"

Area%

(CI 州 ,OH) 60.83

(CI6:0) 15.27

(CI4:0) 9.44

(CI8:0) 1.56

1.23

Table 1. Edwardsiella tarda 中 lipopolysaccharide 的脂肪酸組成

Common name

3-0H-12-methyl-tridecanoic acid

Palmitic acid

0.74

0.52

3.76

(CI3:0)

Myristic acid

Stearic acid

3-0H, CI8 deri.

3-0H, CI6 deri.

Tridecanoic acid

Others (CI2:0' CI5:0, C2I:o, etc.)

5.71Unknown

'"
Area% 是由 Gas chromatography 所測定

-.
.‘

OH

f ＼

L 、�.�-0�
OH

＼
c= 。

c

叮 H

'

「
門 po:::sibl 仔CHJ

假設 Edwardsiella tarda 的 lipid A 之結惜。闕 1.

E皆多嘴 (Lipopol ysaccharide) 電泳分析

以 10% Polyacrylamide gel 跑電泳後以銀染墨色 ( 悶 2) , 其階枷形升降表示分于大小規則
變化 , 郎自百多酷之 0... 抗原有重麗的醋鰱單元。由電泳所見分子量大小計算其酷鏈長度 ,

最長為 345 個

熔基 ,
最短爵的個糖墓 , 每單元 9 個職基 ( 見附錄 )

酪多酷分子軍大小不等 , 是因培養所得菌年齡不等 , 或是粹取方法導致酷鰱斷裂 ,
也也不同 O.D.

所粹取之酷多蹄
,
及由全細胞措解跑電詠程研形式相間 , gp 一個菌上的酷多醋 gp 具歧異性分布。其低分

于量者較多 , 有每兩格階梯一跳量多的現象 , 由此推測試; 0- tiL 原單元重覆不是以 I, 3, 5, 7, 9... 單

數即是以 2, 4, 6, 8, 10... 接數重種為多數。
/ 、

＼

。
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KD

94-

67-

43-

30-

圍 2. Edwardsiella tarda Lipopolysaccharide 的電詠圈。 30 μ g 純化的脂多醋經
由 10% SDS-P AGE 電詠 7 小時後以銀染法墨色。指標數目代表分子量。

Li popol ysaccharide 宮建

也成份分析推算 1 個 Lipopolysaccharide 對 2.29 個磷脂分子。本實聽所選用重建脂質量為

21.4 個磷脂質 (Phosphatidylethanolamine: Phospha tidylglycerol =4.83: 1) 對 1 個 Lipopo-

lysaccharide 分子。經 25 站 (w /w)-SO 克 (w/w) 連續蕉糖梯度離心後 , 得到三種 Vesicles (圖
3) : 最躍的 Vesicles (Uppest, Faint) 懸浮於 25� 在東槍禧波之上 ; 次極的 (Upper band) 位於

25% (w/w) 黨糖頂部 , 即密度小於 1.1278 g/cm3 j 最重的 (Lower band) 密度為 1.1892 g/cm3 0

三種 Vesicles 之 Lipopolysaccharide 組成以電泳展開經銀染後 ( 圍 4) , 發現密度最大之
Vesicles 中 , 38KD Lipopolysaccharide 分子極局部禮緒 , 此分子依附錯算法為 192 個糖基畏。

可能其可形成最安定的 Vesicles, 萬由於分子長度與 Vesicles 之自由能關係 ,� 由於脂質A 之脂肪

酸種類和 PE 及 PG 有較大親和力。另較低分子量及 6OK 左右之 Lipopolysaccharides 也出現在

此 Vesicles 中。最體之懸浮興次極之 Vesicles 之 Lipopolysaccharide 組成和重建前一樣 ,
無任

何特異性
, 仍保持原商格一跳量多的關保。

由此重建攘術 ,
快速地達到純化特定 Lipopolysaccharide 的目的

,
由於脂質 A 是 Lipopolys-

accharide 對組織產生毒性之主要部分 ,
如以酵素切掉 Nonhydroxylated 脂肪酸

, 組織毒性降低而
仍不失其兔疫刺激能力 (Munford and Hall, 1986) 。如能修飾此分子之脂質 A 部分 , 或人工合成低
毒性高免疫力之脂質 A (Sayers et a/., 1987) , 則可施之於疫苗。且說們預 {古 Lipopolysaccharide

興脂質形成 Vesicle 後其就原教價將提高。對此在重建中被撞縮的分子其脂肪酸組成 ,
醋躍序列及對

血小板的作用是我們單位讀研究的方向。

時 錄

Lipopolysaccharide 之脂質 A (Lipid A) 部分 , 以 Methylated Trideca.noic acid (14:

O,OH) 為主要脂肪酸。其次為 myristic acid 及 Palmitic acid 。由此脂質 A 之分子量計算如下 :

14 : 0, OH, 分子量 258 daltons

14: 0, 分子量 242 daltons

16: 0, 分于量 270 daltons



... 』
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黨糖梯度分離經重建後的 Lipopolysaccharide vesicles 。

Original

lPS Uppest Upper lower

國 3.

KD

94-

43-

upper,

38KD

重建設的三種 Lipopolysaccharide vesicles 的電泳圈。 upperest,
lower 代表不同密度的 vesicles (參閱圖 3) 。

30-

圖 4.
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也氣相層折積分而得 14:0, OH 佔 60% 14:0 佔 9.44% 16:0 {占 15.27 % 。餘為其他

種脂肪酸 ,
計算時

, 以 14:0 及時 :0 為 20% 計算
, 即每一 Lipopolysaccharide 分子

具 6 個脂肪酸 ,
分別為 4 個 14:0, OH, 1 個 16:0, 1 個 14:0 所以脂質A 分子量為 :

258 X 4+242X 1 +270 X 1=1544 (daltons) =1.544 KD

以 190 daltons 為糖基分子量。則 67KD 之 Lipopolysaccharide 分子之塘基共有 :

67KD ( 總重 ) 一 1.544 KD (n 告質 A) -=65.194 KD (總關水合合物 )

65.194 KD ( 總眼水化合物 ) +0.19 KD ( 續基平均分子量〉

=344.5 (續基〉
主弓 345 措基

14.4 KD 之 Lipopolysaccharide 分子之糖基共有 :

14.4 KD ( 總重 ) 一 1.544 KD ( 脂質 A) =12.856 KD (總般水化合物 )

=67.66 ( 糖基 )

每個牆基

自 67 KD 至 14.4 KD 有 30 個階梯形帶。也說是每階梯梅差如下糖基 :
345 牆基 -68 牆基 =277 牆基

277 牆基 +30 階梯 =9.23 糖基/ 階梯
郎。 - t克原每單元由 9 個積分子組成。

攜 要

Edwardsiella tarda 脂多酷由純化後之外膜抽瑕。分析其礙水化合物、磷、胺基、脂肪酸 , 得到
其比值約為 28:2:2:6 ,

脂質 A 部分以甲基支鐘化戶 - Hydroxymyristic acid (14:0, OH) 為主要脂

肪酸佔 60 鬼 , 其次為 Myristic acid (14:0) 及 Palmitic acid (16:0) 0 .
自於脂多醋可當作說原生產疫苗之遺景

, 因此嘗試以重建違純化目的。脂多酷和脂質重建得到三種
密度不同之胞膜

, 其中比重最關之一種 , 1.189 gjcmJ , 有脂多醋分子分子量為 38 KD 特異性被單

緒。
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