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� � 脂多糖( LPS)是大多数 G- 菌细胞壁的主要成分之一, 主

要由多糖、类脂和蛋白质组成, 多糖具有抗原性。LPS属于T I

抗原, 可直接激活机体的 B 细胞, 导致体液免疫应答, 因而

LPS 是一种较好的免疫保护剂, 能促进鱼体产生特异性的抗

体,提高鱼体的免疫力[ 1� 3]。同时, LPS 具有一定的毒性, 是

构成G
-
菌内毒素的主要物质。对 LPS 的分离纯化和化学成

分分析,有助于对其结构的了解和利用 LPS 免疫保护性来预

防鱼病的发生。Westphal和 Jann 对大肠埃希氏菌( Escherichia

coli) [ 4]、Salati等对迟钝爱德华氏菌( Edwardsiella tarda) [ 5]、陈

昌福等对鱼害黏球菌 G4(Mycoccus p iscicola G4)
[ 6]
、Dalmo等对

杀鲑气单胞菌( Aeromonas salmonicida) [ 7]等鱼类病原菌的 LPS

进行了分离纯化和化学成分分析, 但对溶藻弧菌 LPS 的报道

尚为鲜见。况且溶藻弧菌( Vibrio alginolyticus ) 是引起海水鱼

类弧菌病的主要病原菌之一,能导致赤点石斑鱼患溃疡病而

大量死亡,造成巨大的经济损失。因此,本文将对溶藻弧菌

LPS 进行分离纯化和其化学成分分析, 并研究其对石斑鱼的

毒性,为海水鱼类亚单位疫苗的研制提供理论依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 溶藻弧菌 � 本实验室从患溃疡病的赤点石斑鱼中分离

获得并保存。

1� 2� 石斑鱼 � 赤点石斑鱼( Epinephelus akaara)购自广东大亚

湾东山养殖场。40 尾, 体重为 40g � 70g, 分养于 2m3 的 4 个

海水池,每池 10 尾,实验期间每天投喂新鲜小杂鱼两次。

1� 3� 溶藻弧菌悬液的制备 � 溶藻弧菌在普通海水营养琼脂

培养基上, 28 � 下培养 48h 后, 5000r/ min 离心 30min 收集细

菌,然后用 PBS( pH7�2)制成细菌悬液母液, 加入 0�5%福尔

马林, 4� 下过夜灭活。最后配成一定浓度的细菌悬液,加入

终浓度为 0�01%乙汞硫代水杨酸钠或叠氮化钠,存放于 4 �

冰箱中保存备用。

1� 4� 溶藻弧菌 LPS 的提取 � 溶藻弧菌 LPS 的提取按West�

phal等修改的温酚法进行[ 4]。空冷冻干燥 LPS 后于 4� 下保

存备用。

1� 5� LPS的化学成分分析 � 用蒸馏水溶解 LPS 冻干粉配制

成1mg/ mL 的 LPS 溶液, 按 Salati等的方法[ 8]对 LPS 的蛋白

质、磷、糖类、脂肪酸及各种单糖的百分含量进行分析。

1� 6� LPS 脂肪酸成分的分析 � 把溶藻弧菌 LPS 溶入 4mol/ L

NaOH 溶液中, 在 50 � 下碱水解 5h, 然后用醋酸酸化至

pH2� 0� 2� 5, 氯仿萃取后用甲醇�HCL进行甲基化,最后用气

相色谱仪分析其脂肪酸成分。
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1�7 � 毒力测定 � 用 PBS ( pH7�2) 将溶藻弧菌 LPS 配成

3�2mg / mL,不去毒, 以此浓度作倍比稀释成 1� 6mg/ mL 和

0�8mg / mL。实验鱼分为4 组,每组 10尾鱼。其中 3 组分别注

射3�2mg/ mL、1�6mg/ mL和 0�8mg/ mL LPS,每尾鱼注射剂量为

0�3mL。另一组作为对照组 ,注射等量无菌生理盐水, 连续观

察 7d, 记录鱼的死亡数。

2 � 结果

2�1 � LPS的化学成分及百分含量

LPS 约占提取物总量的 30% , 其中粗蛋白质占 20� 56% ,

磷占 0�94% , 糖类占 4�8% , 脂肪酸占 3�6%。在单糖中, 戊糖

占1�15% ,己糖占 2� 85% , 葡萄糖占 0�72% , 半乳糖、6�脱氧

己糖和 2�酮基�3�脱氧己糖( KDO)的含量均小于 0�1%。

2�2 � LPS脂肪酸组分及百分含量

用气相色谱法测得LPS 的脂肪酸共有 6 个峰(图 1) , 峰

1、2、3、5 和6 分别被判定为 12�0、14�0、14�1、16�0和 18�0, 而

峰 4含有一个羟基, 也为 14�0。通过分析得知, 峰 1 为十二

碳烷酸,峰 2 为十四碳烷酸,峰 3为十四碳烯酸, 峰 4 为 3�羟

基十四碳烷酸,峰 5 为十六碳烷酸, 峰 6 为十八碳烷酸。脂

肪酸占LPS的 3�6% ,其中十二碳烷酸含量最高( 2�80% ) , 其

次为十六碳烷酸( 0�33%) ,十八碳烷酸( 0�28%) , 而十四碳烷

酸及十四碳烯酸均小于 0�1% , 3�羟基十四碳烷酸小于

0�2%。

图 1 � 气相色谱法所测的溶藻弧菌脂多糖脂肪酸成分图

Fig�1� Gas�chromatogram of fatty acids of V� alginolyticus LPS

2�3 � 溶藻弧菌 LPS对石斑鱼的毒性

LPS 对石斑鱼的致死性见表 1。从表 1 可知, 溶藻弧菌

LPS 石斑鱼具有一定毒性, 但毒性较低。当浓度为 3�2mg/ mL

和1� 6mg/ mL 时, LPS 对石斑鱼的致死率分别只有 40% 和

20% ,而 LPS 浓度低于 1�6mg/ mL 时对石斑鱼无毒性。

3 � 讨论

LPS 是大多数 G- 菌的成分, 由脂质 A、核心多糖和特异

性多糖侧链组成。脂质 A 与核心多糖是通过 KDO 连接的。

Wilkinson 和 Hisatsune等认为弧菌属细菌 LPS 中不含有 KDO,

与其他革兰氏阴性细菌存在差异, 是弧菌属细菌的特征。

Kenne研究了霍乱弧菌( V� cholerae )的 LPS 后也认为弧菌属

LPS 核心多糖部分与脂质 A相连接的 KDO位置被果糖所取

代[10]。但本研究发现溶藻弧菌 LPS 内含有少量的 KDO

( < 0�1% ) ,因此, 作者认为在溶藻弧菌 LPS 中,部分 2 与脂质

A 连接的物质除了单糖外,还有 KDO。

Salati等对病海鱼弧菌和鳗弧菌( V� anguillarum) 的研究

后发现,十二碳烷酸、十六碳烷酸和十八碳烷酸是病海鱼弧

菌脂质A 的主要成分; 而十四碳烷酸、十六碳烷酸和十八碳

烷酸是鳗弧菌脂质A 的主要成分。Salati等又认为迟钝爱德

华氏菌LPS的脂质 A 的主要成分是十四碳烷酸、3�羟基十四

碳烷酸和十六碳烷酸[ 5]。本研究通过分析溶藻弧菌 LPS 的

脂肪酸成分后, 认为十二碳烷酸 ( 2�80%)、十六碳烷酸

( 0�33% )和十八碳烷酸( 0�28% )是溶藻弧菌 LPS 脂质 A的主

要成分,这与病海鱼弧菌脂质 A 的主要成分一致,与鳗弧菌

的相似,但与迟钝爱德华氏菌的不同。从而认为不同细菌属

病原菌脂质A 的主要成分存在一定差异。Kasper 等、Wilkison

等认为十二碳烷酸是脂质A普遍存在的一种成分。本研究结果

表明溶藻弧菌 LPS 中也含有十二碳烷酸,且含量最高( 2�80% )。

溶藻弧菌 LPS 脂肪酸成分中含有一种羟化脂肪酸即 3�羟基十四

碳烷酸。Salati等未发现病海鱼弧菌与鳗弧菌LPS 脂质 A脂肪

酸中含有羟化脂肪酸,而我们认为 3�羟基十四碳烷酸是溶藻弧

菌脂质A脂肪酸成分中一种特征性的脂肪酸。

LPS 是 G�菌内毒素的主要成分,具有一定的毒性, LPS 的

毒性存在于脂质 A 部分。Ulevith 认为 LPS 会使鱼体出现中

毒现象,并可导致死亡。本研究结果表明溶藻弧菌 LPS 对石

斑鱼具有一定的毒性, 可导致石斑鱼的死亡, 但 LPS 对石斑

鱼的毒性不大, 当浓度为 3�2mg/ mL 时, LPS 对石斑鱼的致死

率也只有 40%。脂质 A 中未羟化脂肪酸是 LPS 具有毒性的

原因,且未羟化脂肪酸含量低的LPS 毒性比未羟化脂肪酸高

含量的LPS 毒性低。溶藻弧菌 LPS 中脂肪酸的含量比迟钝

爱德华氏菌、鱼害黏球菌[ 6]的低,且含有少量的羟化脂肪酸

即 3�羟基十四碳烷酸, 因此溶藻弧菌 LPS 对石斑鱼的毒性

低,且不是溶藻弧菌的主要毒力因子。

表1 � 溶藻弧菌 LPS对石斑鱼的致死性

Tab�1� The lethality of V�alginolyticus LPS on E�akaara

LPS浓度

( mg/mL)

实验鱼数

(尾)

注射剂量

(mL/尾)

感染后死亡数及死亡时间

1 2 3 4 5 6 7

死亡数

(尾)

死亡率

( % )

3�2 10 0�3 0 0 1 2 1 0 0 2 40

1�6 10 0�3 0 0 0 0 1 1 0 1 20

0�8 10 0�3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

对照组 10 0�3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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