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　 　 摘要:　 本研究旨在比较不同稀酸制备革兰氏阳性增强基质(ＧＥＭ)颗粒的效果ꎮ 首先将 ３ 种不同的稀酸[硫
酸(Ｈ２ＳＯ４)、盐酸(ＨＣｌ)、三氯乙酸(ＴＣＡ)]煮沸ꎬ制备 ＧＥＭ 颗粒ꎬ分别比较得率(细菌计数)、蛋白去除率(ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 和 ＳＤＳ 解离蛋白定量分析)以及 ＧＥＭ 颗粒与锚钩蛋白(ＰＡ)的亲和活性等ꎬ最后进行 ４ ℃以及冷冻干燥后 ４
℃下 ＧＥＭ 的保存期研究ꎮ 结果显示ꎬ０􀆰 ０２５ ｍｏｌ / Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４制备 ＧＥＭ 颗粒得率为 ８９􀆰 ８％ꎬ蛋白去除效果和锚定活

性均较好ꎮ ０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 与 ０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 颗粒蛋白质去除效率无显著差异ꎬ０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ
制备 ＧＥＭ 的得率(９９􀆰 ７％)高于 ０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ(８６􀆰 ５％)ꎬ但 ０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 颗粒与 ＰＡ 的锚定活

性不及 ０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 颗粒ꎮ 不同浓度 ＴＣＡ 制备的 ＧＥＭ 颗粒得率、锚定活性均较好ꎬ但蛋白质去除

效果较差ꎮ ＧＥＭ 颗粒 ４ ℃保存 １８ 个月ꎬ其活性不受影响ꎬ且冷冻干燥对 ＧＥＭ 颗粒活性无影响ꎮ ０􀆰 ０２５ ｍｏｌ / Ｌ的
Ｈ２ＳＯ４和 ０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ的 ＨＣｌ 可制备高质量的 ＧＥＭꎮ
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(９９. ７％) ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
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　 　 有研究基于革兰氏阳性细菌乳酸乳球菌(Ｌａｃ￣
ｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ)形成的非活性食品级外壳颗粒ꎬ研制

了一种抗原展示系统[１]ꎬ即乳酸乳球菌外壳￣蛋白锚

定系统[２￣３]ꎮ 这种外壳颗粒被称之为革兰氏阳性增

强基质(ＧＥＭ)颗粒ꎬ其实就是细菌去除蛋白、核酸

等物质后的一种球形肽聚糖基质骨架ꎮ ＧＥＭ 抗原

展示系统ꎬ由食品级遗传元件组成ꎬ十分安全ꎮ 此

外ꎬ该系统不需要对抗原进行纯化ꎬ极大降低了制造

成本ꎬ并可用于多种非蛋白源和蛋白源的抗原展示ꎬ
是一种优异的抗原载运系统ꎮ 目前ꎬ通过该系统研

制的抗原在多个动物疾病模型中能够有效地激发机

体的免疫保护ꎬ成功展示的有:肺炎链球菌保护性抗

原 ＳｌｒＡ[２]、疟原虫的保护性抗原 ＭＳＡ２[４] 和鼠疫耶

尔森菌保护性抗原 ＬｃｒＶ[５]等ꎮ
ＧＥＭ 颗粒作为 ＧＥＭ 抗原展示系统的重要组成

部分ꎬ其质量直接影响抗原的展示效率ꎮ 关于 ＧＥＭ
的制备ꎬ国内外未见深入报道ꎮ 本研究拟通过比较

不同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒的效果ꎬ优化 ＧＥＭ 颗

粒的制备条件ꎬ主要对不同浓度的同种稀酸以及不

同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒的得率(计数)、蛋白去

除率( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)、与锚钩蛋白( ＰＡ) 的亲和活性

(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)进行比较ꎮ 此外ꎬ本试验还拟对 ＧＥＭ
颗粒 ４ ℃下的保存期和冷冻干燥后的保存期进行研

究ꎬ以期为完善乳酸乳球菌外壳￣蛋白锚定系统ꎬ尤
其是制备高质量的 ＧＥＭ 颗粒提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１ 　 菌株 　 乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ 由本实验室保

存ꎮ
１.１.２　 主要试剂和仪器 　 ＧＭ１７ 液体培养基(葡萄

糖 ５􀆰 ００ ｇ / Ｌ、植物蛋白胨 ５􀆰 ００ ｇ / Ｌ、聚蛋白胨 ５􀆰 ００
ｇ / Ｌ、牛肉膏 ２􀆰 ５０ ｇ / Ｌ、酵母粉 ２􀆰 ５０ ｇ / Ｌ、β￣磷酸甘油

二钠 １９􀆰 ００ ｇ / Ｌ、抗坏血酸 ０􀆰 ５０ ｇ / Ｌ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ２５ ｇ / Ｌꎬ加双蒸水至 １ Ｌꎬ调节 ｐＨ 值为 ７􀆰 １ꎬ１１５ ℃
高压灭菌备用)、盐酸(ＨＣｌ)、硫酸(Ｈ２ＳＯ４)、三氯乙

酸(ＴＣＡ)均购自国药集团ꎬ戊二醛、丙稀酰胺、甲叉

双丙稀酰胺、十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)、甘氨酸、过硫

酸铵均购自南京生兴生物技术有限公司ꎬ蛋白分子

量 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒购自碧云天生物技术研究所ꎬＹＫ￣ＨＥＬＢＥＲ
细菌计数板购自北京卓川电子科技有限公司ꎬ锚钩

蛋白(ＰＡ)由本实验室克隆表达获得ꎮ
１.２　 乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ 培养

乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ 划线接种 ＧＭ１７ 平板ꎬ３０
℃培养 １６~ ２０ ｈꎬ挑取单菌落接种新鲜 ＧＭ１７ 培养

基ꎬ３０ ℃静止培养 １６~２０ ｈꎬ备用ꎮ
１.３　 不同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒

新鲜扩大培养的乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ室温无菌离心ꎬ收集菌体ꎬ灭菌纯

水洗涤 １ 遍ꎬ然后用 １ / ５ 体积０.２００ ０ ｍｏｌ / Ｌ、０.１００ ０
ｍｏｌ / Ｌ、０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ、０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ的 ＨＣｌ (ｐＨ＝
１)ꎬ１.２００ ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０.６００ ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０.３００ ０ ｍｏｌ / Ｌ、
０.０１５ ０ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＴＣＡ (ｐＨ＝ １ )ꎬ ０.１００ ０ ｍｏｌ / Ｌ、
０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０.０１２ ５ ｍｏｌ / Ｌ 的

Ｈ２ＳＯ４重悬(ｐＨ＝ １)ꎬ煮沸 ３０ ｍｉｎꎬ离心去酸液ꎬ磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)洗涤 ３ 次ꎬ最后一次用 １ / １０ 体积的

ＰＢＳ 重悬计数ꎬ２.５×１０９个颗粒为 １ Ｕꎮ
１.４　 ＧＥＭ 颗粒蛋白质去除效率

将不同稀酸处理的 ＧＥＭ 颗粒调整至同一基数ꎬ
经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 定性分析ꎮ 同时定量分析比较不同稀

酸处理得到的 ＧＥＭ 颗粒蛋白质去除效率ꎬ分别收集

不同稀酸煮沸的上清液ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎꎬ热
酸处理后上清液的 ｐＨ 调至 ７ 左右ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白质

检测试剂盒进行蛋白质浓度测定分析ꎮ
１.５　 不同稀酸制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定活性

为了对结合蛋白进行较为准确的定量分析ꎬ首
先ꎬ分别将 １ Ｕ 的 ＧＥＭ 颗粒和过量的 ＰＡ 在室温下

孵育 ３０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ收集沉淀ꎬ
ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ然后用 １０％的 ＳＤＳ 高温煮沸结合后

的沉淀ꎬ使蛋白从颗粒上解离下来ꎬ离心收集上清液

进行定量分析ꎮ 具体方法如下:取结合后的悬浮液

２００ μｌꎬ加 ７５０ μｌ ＰＢＳꎬ５０ μｌ １０％ ＳＤＳꎬ１００ ℃煮沸

１０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ分离沉淀和上清

液ꎬ取上清液用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓度ꎬ同时

用 １ ｍｌ ＰＢＳ 重悬沉淀ꎬ取重悬沉淀和解离上清液进
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行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定ꎮ
１.６　 ＧＥＭ 透射电镜观察

对制备好的 ＧＥＭ 颗粒进行离心并收集ꎬ３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液后加入含 ２􀆰 ５％戊二醛的

ＰＢＳ(０􀆰 １ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ＝ ７􀆰 ２)ꎬ４ ℃固定 ２ ｈꎬＰＢＳ 漂洗

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ依次以 ３０􀆰 ０％、５０􀆰 ０％、７５􀆰 ０％、
９５􀆰 ０％的乙醇脱水 １ 次ꎬ１ 次 １０ ｍｉｎꎬ然后以无水乙

醇重复脱水 ２ 次ꎬ１ 次 １０ ｍｉｎꎬ再用 ５０􀆰 ０％、７０􀆰 ０％、
９０􀆰 ０％、１００􀆰 ０％的乙酸异戊酯逐级取代乙醇ꎬ每级

置换 ２ ｍｉｎꎮ 二甲苯透明ꎬ将 ＧＥＭ 颗粒完全浸没于

盛有二甲苯的带盖小瓶中ꎬ１ ∶ １(体积比)浸透ꎬ环
氧树脂 Ｅｐｏｎ８１２ 浸蜡ꎬ将浸好的透明 ＧＥＭ 颗粒放入

盛有环氧树脂 Ｅｐｏｎ８１２ 的容器中 ２０ ｍｉｎꎬ环氧树脂

Ｅｐｏｎ８１２ 包埋ꎬ将浸好蜡的 ＧＥＭ 颗粒放于盛有环氧

树脂 Ｅｐｏｎ８１２ 的包埋器中ꎬ注入包埋剂ꎬ将组织块完

全浸没ꎬ再将包埋器置于 ３７ ℃温箱中 ２４ ｈꎬ超薄切

片ꎬ醋酸双氧铀￣柠檬酸铅双染ꎬ最后在 Ｍｏｄｅｌ Ｓ￣
３０００Ｎ 型透射显微镜下观察ꎬ拍照ꎮ
１.７　 ＧＥＭ 颗粒 ４ ℃保存期试验

分别对 ４ ℃下保存 ０ 个月、２ 个月、６ 个月、１２
个月、１５ 个月、１８ 个月的 ＧＥＭ 颗粒进行计数ꎬ比较

不同保存时间下 ＧＥＭ 的颗粒数ꎬ同时比较不同样品

的锚定活性ꎮ
１.８　 真空冷冻干燥对 ＧＥＭ 颗粒锚定活性的影响

真空冷冻干燥 ＧＥＭ 颗粒ꎬ观察其外观形态ꎬ拍
照ꎮ 同时ꎬ将冻干样品直接加入到 ＰＡ 溶液中ꎬ室温

孵育 ３０ ｍｉｎꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析检验冷冻干燥对

ＧＥＭ 颗粒锚定活性的影响ꎮ
此外ꎬ本试验将冷冻干燥后的 ＧＥＭ 颗粒置于

３７ ℃下进行耐老化试验ꎬ通过其蛋白锚定活性来监

测冷冻干燥后 ＧＥＭ 颗粒的保存期ꎮ
１.９　 数据分析

ＧＥＭ 颗粒得率 ＝ (ＧＥＭ 颗粒数 /原细菌数)×
１００％ꎮ 数据采用 ＳＰＳＳ(１６.０)软件进行统计ꎬ差异

显著性检验采用独立样本 ｔ 检验和单因素方差分

析ꎮ 所有数据均表示为平均值±标准差ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同稀酸处理 ＧＥＭ 颗粒沉降出现的时间

　 　 不同稀酸的作用方式不同ꎬ不同浓度的同一种

稀酸其作用强度也不同ꎬ因此ꎬＧＥＭ 制备过程中不

同稀酸及不同浓度的同种稀酸处理ꎬ在煮沸过程中

ＧＥＭ 颗粒的沉降速度不同ꎬ制备后成品悬浮液的澄

清度也不同ꎮ 图 １ 显示ꎬ清水对照在煮沸细菌的整

个过程中均未出现沉降ꎬ一直处于混悬液状态ꎮ 当

用稀酸煮沸时ꎬ则出现不同程度的沉降ꎬ其中ꎬＴＣＡ
处理沉降出现的最快ꎬ５ ｍｉｎ 左右出现ꎬＨＣｌ 处理次

之ꎬ１５ ｍｉｎ 左右出现沉降ꎬＨ２ ＳＯ４ 处理出现沉降最

迟ꎬ２０ ｍｉｎ 后才出现ꎮ

０:Ｈ２Ｏꎻ１:０.０５ ｍｏｌ / Ｌ硫酸(Ｈ２ＳＯ４)ꎻ２:０.１０ ｍｏｌ / Ｌ盐酸(ＨＣｌ)ꎻ３:

０.６０ ｍｏｌ / Ｌ三氯乙酸(ＴＣＡ)ꎮ
图 １　 不同稀酸制备 ＧＥＭ 颗粒的观察结果

Ｆｉｇ.１　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｍ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｍａｔｒｉｘ (ＧＥＭ)
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｅ ａｃｉｄｓ

２.２　 不同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分析

　 　 图 ２ 和图 ３ 显示ꎬＭＧ１３６３ 主要的菌体蛋白质

位于５０ ０００左右ꎬＨ２ＳＯ４和 ＨＣｌ 处理制备的 ＧＥＭ 颗

粒随酸浓度的增加ꎬ５０ ０００左右的菌体蛋白质逐渐

减少ꎬ蛋白质去除效果越来越好ꎮ 不同浓度 ＴＣＡ 处

理的蛋白质去除效果无明显差异ꎬ而且其蛋白质去

除效果不及 Ｈ２ＳＯ４处理和 ＨＣｌ 处理ꎮ 不同稀酸处理

制备 ＧＥＭ 颗粒去除蛋白质定量分析结果与 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析结果一致ꎮ
２.３　 不同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒得率

随 ＨＣｌ 浓度增加ꎬＧＥＭ 颗粒得率降低ꎬ而 ＴＣＡ
浓度变化对 ＧＥＭ 颗粒得率的影响不明显ꎮ 中浓度

和低浓度 ＨＣｌ 处理的 ＧＥＭ 颗粒得率高于 Ｈ２ＳＯ４处

理和 ＴＣＡ 处理ꎬ１ ｍｌ 菌液最高可以制备约 ３ Ｕ ＧＥＭ
颗粒(表 １)ꎮ
２.４　 不同稀酸制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定的活性

图 ４ 显示ꎬ低浓度 Ｈ２ＳＯ４处理(３ 泳道)制备的

ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定效果不如中浓度处理(４ 泳道)和高

浓度处理(５ 泳道、６ 泳道)制备的ꎬ中浓度 Ｈ２ＳＯ４处

理的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定效果与高浓度处理的无明显

７０６李鹏成等:不同稀酸制备革兰氏阳性增强基质(ＧＥＭ)颗粒的比较



Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ꎻ２:Ｈ２ Ｏ 处理

(ＣＫ)ꎻ３:０.０１２ ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４处理ꎻ４:０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 处

理ꎻ５:０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４处理ꎻ６:０.１００ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４处理ꎮ

图 ２　 不同浓度 Ｈ２ＳＯ４制备 ＧＥＭ 颗粒 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ＧＥＭ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２ＳＯ４

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３ꎻ２:０􀆰 １５０ ｍｏｌ / Ｌ
ＴＣＡ 处理ꎻ３:０􀆰 ３００ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ４:０􀆰 ６００ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ
５:１􀆰 ２００ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ６:０􀆰 ０２５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ７: ０􀆰 ０５０
ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ８:０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ９:０􀆰 ２００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处
理ꎮ
图 ３　 不同浓度 ＴＣＡ 和 ＨＣｌ 制备 ＧＥＭ 颗粒 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ＧＥＭ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＣＡ ａｎｄ ＨＣｌ

差异ꎮ 中浓度Ｈ２ＳＯ４处理(４ 泳道)和高浓度 Ｈ２ＳＯ４

处理(５ 泳道、６ 泳道)制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定效果

稍优于中浓度 ＨＣｌ 处理(７ 泳道、８ 泳道)制备的ꎮ
　 　 低浓度 ＴＣＡ 处理(２ 泳道)制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ
锚定效果稍逊于中浓度处理(３ 泳道)和高浓度处理

(４ 泳道、５ 泳道)制备的ꎬ中浓度处理的 ＧＥＭ 与 ＰＡ
锚定效果与高浓度处理的无明显差异ꎮ ＨＣｌ 处理

(６~９ 泳道)制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定效果随 ＨＣｌ 浓
度增加逐渐增强ꎮ 中浓度和高浓度 ＴＣＡ 处理制备

的 ＧＥＭ 与中浓度和高浓度 ＨＣｌ 处理制备的 ＧＥＭ
与 ＰＡ 锚定活性无明显差异(图 ５)ꎮ

表 １　 不同稀酸制备的 ＧＥＭ 颗粒得率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＧＥＭ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｅ
ａｃｉｄｓ

稀酸
稀酸浓度
(ｍｏｌ / Ｌ)

ＧＥＭ 颗粒得率
(％)

乳酸乳球菌制备
ＧＥＭ 颗粒的数量

(Ｕ / ｍｌ)

三氯乙酸 ０.１５０ ０ ８１.２±２.７ ２.４６０±０.０６６

０.３００ ０ ７４.１±１.４ ２.２４４±０.０３１

０.６００ ０ ７５.０±１.８ ２.２７２±０.０４１

１.２００ ０ ６９.２±０.７ ２.０９６±０.０１５

硫酸 ０.０１２ ５ ８８.６±１.３ ２.６８４±０.０３５

０.０２５ ０ ８９.８±１.７ ２.７２０±０.０４６

０.０５０ ０ ６５.７±１.６ １.９８８±０.０３２

０.１００ ０ ５７.１±０.８ １.７２８±０.０１４

盐酸 ０.０２５ ０ ９９.８±０.９ ３.０２０±０.０２７

０.０５０ ０ ９９.７±０.８ ３.０１６±０.０２４

０.１００ ０ ８６.５±２.０ ２.６２０±０.０５２

０.２００ ０ ５８.３±０.７ １.７６８±０.０１２

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:锚钩蛋白 ＰＡꎻ２:Ｈ２ Ｏ 处理(ＣＫ)ꎻ３:

０.０１２ ５ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 处理ꎻ ４: ０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 处理ꎻ ５:

０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 处理ꎻ ６: ０.１００ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 处理ꎻ ７:

０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ８:０.１００ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎮ
图 ４　 不同浓度 Ｈ２ＳＯ４和 ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定活性的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＡ
ａｎｄ ＧＥＭ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ｈ２ＳＯ４ ａｎｄ ＨＣｌ

　 　 不同稀酸处理制备的 ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡꎬ经
ＳＤＳ 解离后再经 ＢＣＡ 蛋白质定量检测ꎬ其结果与

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果一致ꎮ 不同浓度 Ｈ２ＳＯ４制备的

１ Ｕ ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡ 的蛋白质质量分别为

(１２８.１± ５􀆰 ７) μｇ(０.０１２ ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４)、(１５５.４±
６􀆰 ６) μｇ(０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４)、(１５８.３± ３􀆰 ２) μｇ
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Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:锚钩蛋白 ＰＡꎻ２:０􀆰 １５０ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处

理ꎻ３:０􀆰 ３００ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ４:０􀆰 ６００ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ５:１􀆰 ２００
ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 处理ꎻ６:０􀆰 ０２５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ７:０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ
处理ꎻ８:０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎻ９:０􀆰 ２００ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 处理ꎮ
图 ５　 不同浓度 ＴＣＡ 和 ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 锚定活性的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＡ
ａｎｄ ＧＥＭ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＴＣＡ ａｎｄ ＨＣｌ

(０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４)、(１５７.８± ６􀆰 ４) μｇ(０.１００ ０
ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４)ꎬ低浓度 Ｈ２ＳＯ４处理制备的 ＧＥＭ 结合

ＰＡ 活性较差ꎬ其他浓度处理制备的 ＧＥＭ 间无明显

差异ꎮ 不同浓度 ＴＣＡ 制备的 １ Ｕ ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡ
的蛋白质质量分别为 (１１６.４± ４􀆰 ５ ) μｇ ( ０.１５０ ０
ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ )、 (１３５.７± ３􀆰 ９ ) μｇ ( ０.３００ ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＴＣＡ)、 (１３８.３± ３􀆰 ６ ) μｇ ( ０.６００ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ)、
(１３７.２±４􀆰 １) μｇ(１.２００ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ)ꎬ低浓度 ＴＣＡ
处理制备的 ＧＥＭ 结合 ＰＡ 活性较差ꎬ其他浓度处理

制备的 ＧＥＭ 间无明显差异ꎮ 不同浓度 ＨＣｌ 制备的

１ Ｕ ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡ 的蛋白质质量随 ＨＣｌ 浓度增

加而增加ꎬ分别为 (９７.３± ４􀆰 ９) μｇ (０.０２５ ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＨＣｌ)、 (１２５.７± ７􀆰 ２ ) μｇ ( ０.０５０ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ )、
(１３４.６±３􀆰 ８) μｇ(０.１００ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ)、(１３７.９±５􀆰 ３)
μｇ (０.２００ ０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ)ꎬ中浓度和高浓度 ＨＣｌ 处理

制备的 ＧＥＭ 与 ＰＡ 的结合活性显著高于低浓度 ＨＣｌ
处理 制 备 的 (Ｐ< ０􀆰 ０５ )ꎮ 所 有 中 浓 度、 高 浓 度

Ｈ２ＳＯ４、ＨＣｌ、ＴＣＡ 处理的效果相近ꎬ差异不显著ꎮ
２.５　 不同稀酸处理制备 ＧＥＭ 颗粒电镜观察结果

ＧＥＭ 颗粒电镜观察结果(图 ６)显示ꎬＭＧ１３６３
菌体本身ꎬ即细菌未经热酸煮沸之前ꎬ菌体内部核区

可见大量的核酸ꎬ而且菌体内部各种蛋白质均有不

同程度的负染着色ꎮ ＭＧ１３６３ 经热酸煮沸后ꎬ菌体

内部着色均一ꎬ表明菌体内部的核酸及蛋白质均已

被清除ꎬＨＣｌ、Ｈ２ＳＯ４和 ＴＣＡ 处理后的 ＧＥＭ 颗粒电镜

形态无明显差异ꎮ
２.６　 ４ ℃下 ＧＥＭ 颗粒的保存期

对 ４ ℃下保存时间不同的 ＧＥＭ 颗粒进行计数ꎬ
均无明显变化ꎮ ４ ℃下保存不同时间的 ＧＥＭ 颗粒

蛋白锚定活性均保持良好ꎬ各时间段的锚定活性无

明显差异(图 ７)ꎮ
ＳＤＳ 解离后定量分析结果显示ꎬ保存不同时间

的 ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡꎬＳＤＳ 解离后经 ＢＣＡ 蛋白定量

检测ꎬ 发现保存 ０ 个月的 １ Ｕ ＧＥＭ 颗粒结合

(１３４.６±３􀆰 ８) μｇ 的 ＰＡꎬ保存 ２ 个月、６ 个月、１２ 个

月、１５ 个月、１８ 个月的 １ Ｕ ＧＥＭ 颗粒结合 ＰＡ 蛋白

质质量分别为(１３８.１± ５􀆰 ７) μｇ、(１３５.４± ６􀆰 ２) μｇ、
(１３８.３± ３􀆰 ４) μｇ、 (１２９.８± ６􀆰 ７) μｇ、 (１３２.４± ４􀆰 ９)
μｇꎬ各个时间段之间无显著差异ꎮ 说明 ＧＥＭ 颗粒

在 ４ ℃下至少可以保存 １８ 个月ꎮ
２.７　 冷冻干燥对 ＧＥＭ 颗粒锚定活性的影响

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果(图 ８)显示ꎬ冷冻干燥对

ＧＥＭ 颗粒的锚定活性没有影响(冷冻干燥过程中未

添加任何保护剂)ꎮ
２.８　 冷冻干燥 ＧＥＭ 颗粒的耐老化

图 ９ 显示ꎬ３７ ℃保存 １５ ｄ 的 ＧＥＭ 颗粒冷冻干

燥样品的锚定活性与－７０ ℃保存样品无明显差异ꎮ
参照冷冻干燥活疫苗 ３７ ℃１０ ｄꎬ可置换为 ４ ℃ ２４
个月的标准ꎬＧＥＭ 冷冻干燥样品至少可以保存 ２４
个月ꎮ

３　 讨 论

乳酸乳球菌 ＧＥＭ 颗粒ꎬ其本质是一种细菌细胞

壁肽聚糖骨架ꎬ是经过热酸处理ꎬ去除菌体内核酸及

绝大部分菌体蛋白质制备成的无活性的菌体外壳ꎮ
热酸处理的主要作用是去除细胞壁中的蛋白质、多
糖、脂类和磷壁酸等成分[６]ꎮ 磷壁酸按其在细胞表

面固定的方式可以分为脂磷壁酸和壁磷壁酸 ２ 种ꎮ
壁磷壁酸不深入质膜ꎬ其末端以磷酸二酯键与肽聚

糖的 Ｎ－乙酰胞壁酸残基连接ꎮ 脂磷壁酸可跨越肽

聚糖层ꎬ其末端以磷酸共价键方式连接于质膜中糖

脂的寡糖基部分[７￣８]ꎮ 低浓度的 ＨＣｌ 和 Ｈ２ＳＯ４水解

细胞壁中的多糖[９￣１０]ꎬ将其煮沸可以水解细胞中的

脂磷壁酸[１１]ꎮ 脂磷壁酸可穿透厚的肽聚糖层ꎬ跨越

质膜ꎬ去除磷壁酸相当于在细胞壁上开孔ꎬ在保证菌

体形态的同时ꎬ可以使内容物流出ꎬ从而去除肽聚糖

之外的其他杂质ꎮ
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Ａ:ＭＧ１３６３ 菌体ꎻＢ:０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 制备的 ＧＥＭ 颗粒ꎻＣ:０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４制备的 ＧＥＭ 颗粒ꎻＤ:０􀆰 ６０ ｍｏｌ / Ｌ ＴＣＡ 制备的 ＧＥＭ 颗粒ꎮ

图 ６　 ＧＥＭ 颗粒透射电镜观察结果

Ｆｉｇ.６　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ｆｏｒ ＧＥＭ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:保存 ０ 个月ꎻ２:保存 ２ 个月ꎻ３:保存 ６
个月ꎻ４:保存 １２ 个月ꎻ５:保存 １５ 个月ꎻ６:保存 １８ 个月ꎮ
图 ７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 ４ ℃下保存不同时间 ＧＥＭ 颗粒的锚定

活性

Ｆｉｇ.７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ＧＥＭ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒｅｄ ｔｉｍｅ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:未冷冻干燥的 ＧＥＭ 颗粒ꎻ２:冷冻干燥

后的 ＧＥＭ 颗粒ꎮ
图 ８　 冷冻干燥对 ＧＥＭ 颗粒锚定活性影响的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.８　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ＧＥＭ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ
ｆｒｅｅｚｅ￣ｄｒｙｉｎｇ

ＴＣＡ 可作为磷壁酸提取剂和蛋白质沉淀剂ꎬ常
用于乳酸菌肽聚糖提纯ꎮ ＴＣＡ 制备 ＧＥＭ 颗粒的得

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１ꎬ４:ＰＡ 表达产物ꎻ２:－７０ ℃保存 ＧＥＭ＋

ＰＡꎻ３:－７０ ℃ 保存 ＧＥＭ＋ＰＡ 的上清液ꎻ５:３７ ℃ 保存 １５ ｄ 的

ＧＥＭ＋ＰＡꎻ６:３７ ℃保存 １５ ｄ 的 ＧＥＭ＋ＰＡ 上清液ꎮ
图 ９　 冷冻干燥 ＧＥＭ 颗粒耐老化后的活性鉴定

Ｆｉｇ.９　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＧＥＭ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｆｔｅｒ
ｆｒｅｅｚｅ￣ｄｒｙｉｎｇ

率及锚定活性与其他 ２ 种稀酸差异不明显ꎬ但其杂

蛋白质去除效率差ꎬ可能是因为 ＴＣＡ 作为蛋白质变

性剂使蛋白质构象发生改变ꎬ暴露出更多的疏水基

团ꎬ使蛋白质聚集沉淀[１２]ꎮ 此外ꎬ随着蛋白质分子

量的增大ꎬＴＣＡ 可能渗入分子内部而使之较难被完

全除去ꎮ 有报道称ꎬ酸的类型对制备 ＧＥＭ 颗粒的影

响不大ꎬ灭活细菌溶液的 ｐＨ 维持在 １.０ 才是 ＧＥＭ
制备成功与否的关键因素[１３]ꎮ 本试验结果显示ꎬ在
ｐＨ＝ １.０ 时ꎬＨＣｌ 与 Ｈ２ＳＯ４制备的 ＧＥＭ 颗粒质量优

于 ＴＣＡꎮ
近年来ꎬＧＥＭ 抗原载运系统已成功用于多种抗

原的 表 面 展 示ꎬ 成 为 疫 苗 开 发 的 新 型 候 选 系

统[１￣２ꎬ １４￣１５]ꎮ ＧＥＭ 颗粒结合锚钩蛋白形成的复合

物ꎬ－８０ ℃、４ ℃和室温保存 １２ 个月均不影响锚钩

蛋白活性ꎮ 无需冷链保存是 ＧＥＭ 颗粒疫苗的一大

优势[１３]ꎮ 本试验对 ＧＥＭ 颗粒保存期进行研究ꎬ
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ＧＥＭ 颗粒作为一种无活性的菌体外壳ꎬ其本质就是

肽聚糖骨架ꎬ表现出良好的稳定性ꎮ
本研究结果表明ꎬ ０􀆰 ０２５ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２ ＳＯ４ 与

０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ的 ＨＣｌ 可制备高质量的 ＧＥＭꎬ二者效

果无明显差异ꎬ该结果为制备高质量的 ＧＥＭ 颗粒提

供了试验依据ꎮ
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１１６李鹏成等:不同稀酸制备革兰氏阳性增强基质(ＧＥＭ)颗粒的比较


