
李斯特菌是一类革兰阳性无芽孢杆菌, 包括
单增李斯特菌 (Listeria monocytogenes, LM)、绵羊
李斯特菌(Listeria ivanovii, LI)等 7个菌种, 具有独

特的胞内增殖规律: 进入胞内, 逃逸胞吞泡, 在细
胞浆内增殖, 以细胞-细胞的传播方式扩大感染
细胞范围[1, 2]。李斯特菌在吞噬细胞等抗原递呈细
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三种李斯特菌菌体蛋白提取方法的比较
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摘 要: 通过对 3种李斯特菌菌体蛋白提取方法主要是破壁方式的比较, 找到一种可高效提取李斯特菌菌体
蛋白的方法, 为该菌的深入研究提供可靠技术遥 以绵羊李斯特菌新鲜液体培养物为材料, 收集菌沉淀, 分别选
用 3种破壁方式破除细胞壁, 三氯乙酸 (trichloroacetic acid, TCA)-丙酮沉淀法沉淀破壁液中的菌体蛋白, 采用
聚丙烯酰氨凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)和 Western-blot分析
所得菌体蛋白遥溶菌酶-超声破壁-TCA-丙酮沉淀法提取得到的李斯特菌菌体蛋白 SDS-PAGE条带清晰丰富,
Western-blot条带特异遥 溶菌酶-超声破壁-TCA-丙酮沉淀法可有效提取李斯特菌菌体蛋白, 满足常用蛋白分
析技术的要求, 是一种提取李斯特菌菌体蛋白的可靠方法遥
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Comparison of Three Methods for Extraction
of Non-secreted Proteins from Listeria
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Abstract：Three methods of extracting non-secreted proteins from Listeria were compared, mainly different
in lysis process, to obtain an efficient non-secreted proteins extracting method for Listeria, to provide a reli原
able technique for the further study of Listeria. Fresh broth culture of Listeria ivanovii was used as study
material. Bacteria deposit was collected by centrifugation, and three lysing approaches were adopted sepa原
rately. Non-secreted proteins were obtained through the method of trichloroacetic acid (TCA)-acetone pre原
cipitation in the lysis solution, and verified by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and Western-blot. SDS-PAGE bands of non -secreted proteins extracted via the method of
lysozyme-ultrasonication-TCA-acetone precipitation were distinct and sufficient, and the Western-blot re原
sults were specific. The method of lysozyme-ultrasonication-TCA-acetone precipitation can be used to ex原
tract Listeria non-secreted proteins efficiently, which is qualified for common protein experiments, and is a
reliable method for extracting non-secreted proteins from Listeria.
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胞胞浆内增殖的生物学特点, 是该菌诱导机体产
生特异性 T细胞免疫应答的最主要因素, 也是其
作为 T细胞免疫应答研究工具的生物学基础[3, 4]。
由于李斯特菌能诱导机体特异性细胞免疫应答,
使得该菌被越来越多地用于减毒活菌载体重组疫

苗的构建[5~7]。在构建以李斯特菌为载体的重组疫
苗研究中, 重组菌蛋白质表达的验证是关键的一
步, 同时研究者还需了解目的蛋白是存在于菌体
内还是分泌到胞外。目前发表的文献中, 尚未查
到成熟的、重复性好, 且适用于李斯特菌菌体蛋
白的提取方法。本研究采用几种方法分别提取李

斯特菌菌体蛋白 , 然后用 SDS -PAGE 电泳及
Western blot进行检测, 希望能为该菌的深入研究
提供一种获取菌体蛋白的可靠手段。

1 材料与方法

1.1 菌株及培养条件

绵羊李斯特菌野生株 (LI) 和重组株 LI-HA
(能分泌表达带 HA 抗原标签的结核杆菌 Ag85C
蛋白, 约 43 kD), 单增李斯特菌重组株 LM-OVA
(能分泌表达带 HA 抗原标签的卵白蛋白, 约 35
kD), 由四川大学华西公共卫生学院卫生检验与
检疫系实验室提供。所有菌株均用脑心浸液培养

基(brian heart infusion, BHI)于 37 益培养。
1.2 主要试剂及仪器

HA-单克隆抗体、SDS-PAGE凝胶配制试剂
盒、预染蛋白质相对分子质量标准、辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠 IgG(H+L)、考马斯亮蓝染色试
剂盒 (上海碧云天生物技术有限公司), 三氯乙酸
(TCA) (美国 Sigma公司), 茁-巯基乙醇、0.1% (W/
V)溴酚蓝(美国 Amresco 公司)、HRP 化学发光底
物显色反应液 (美国 Thermo Fisher公司), PVDF
膜(美国 Millipore 公司), 超声破碎仪(美国 SON原
ICS公司), 低温高速离心机 (美国 Thermo Fisher
公司), TS-A型脱色摇床(江苏金坛金城国胜实验
仪器厂), 分光光度计(美国 Unico公司), PAGE垂
直电泳槽(北京君意东方电泳设备有限公司), DY原
CZ-40D型转移电泳槽(北京六一仪器厂), Chemi原
Doc XRS 凝胶成像系统 (美国 Bio -rad 公司 ),
DYY-芋2型稳压稳流电泳仪 (北京六一仪器厂),
恒温气浴摇床(美国 Thermo Fisher公司)。
1.3 主要试剂的配制

1.3.1 重悬液

称取 1 g蔗糖和 10 mg溶菌酶,溶解于 3.7 mL

ddH2O, 加入 0.5 mL 0.1 mol/L PBS pH 7.0, 滤过
除菌, 分装, 原20 益保存。
1.3.2 裂解液 1

取 300 滋L 1 mol/L Tris-HCl pH 8.0溶液, 6 mL
10% SDS溶液, 加 ddH2O至 10 mL, 滤过除菌, 分
装, 原20 益保存。
1.3.3 裂解液 2

取 300 滋L 1 mol/L Tris-HCl pH 8.0溶液, 60 滋L
0.5 mol/L EDTA pH 8.0 溶液 , 6 mL 10% (W/V)
SDS溶液, 10 mg/mL蛋白酶 K,加 ddH2O至 10 mL,
滤过除菌, 分装, 原20 益保存。
1.3.4 蛋白溶解液

称取 4 g SDS 粉末, 溶解于 10 mL 0.5 mol/L
Tris-HCl pH 8.0溶液,滤过除菌,分装, 原20 益保存。
1.3.5 2伊loading buffer

加入 2.5 mL 0.5 mol/L Tris-HCl pH 6.8、2 mL
甘油、4 mL 10% (W/V) SDS、0.5 mL 0.1% (W/V)溴
酚蓝, 用 ddH2O定容至 10 mL, 分装, 原20 益保存,
临用时加入 茁-巯基乙醇至终浓度为 5%。
1.3.6 TBST

称取 3.52 g NaCl, 加入 4 mL 1 mol/L Tris-
HCl pH 7.5, 纯水定容至 400 mL, 然后加入 0.2 mL
Tween-20。
1.3.7 封闭液

称取 1.5 g脱脂奶粉, 用 TBST 30 mL溶解。
1.4 细菌菌体蛋白样品提取

1.4.1 溶菌酶-SDS-TCA-丙酮沉淀法
将细菌接种 5 mL BHI肉汤, 37 益 200 r/min

摇育过夜, 取 500 滋L增菌液转移至另一支 10 mL
BHI肉汤中, 37 益 200 r/min摇育, 以 BHI肉汤为
空白调零, 测定细菌培养液 OD600, 当 OD600抑0.8
时, 取 5 mL菌液, 13 000 r/min离心 2 min, 弃上
清, 加入 2 mL无菌 PBS, 13 000 r/min离心 2 min,
弃上清, 加入 300 滋L重悬液, 吹打使菌体重悬,
37 益水浴 2 h, 加入 300 滋L裂解液 1, 37 益水浴
30 min, 加入 500 滋L 4 益预冷的饱和三氯乙酸
(500 g三氯乙酸用 227 mL纯水溶解),冰浴 45 min,
4 益 13 000 r/min 离心 30 min, 弃上清。加入已
于原20 益预冷的丙酮 20 mL, 4 益 13 000 r/min离
心 10 min, 弃上清, 加入 100 滋L 蛋白溶解液溶解
沉淀, 将溶液转移至 EP管, 加入等体积 2伊loading
buffer, 沸水浴煮 5 min, 原20 益保存。
1.4.2 溶菌酶-SDS-蛋白酶 K-TCA-丙酮沉淀法

细菌培养和收集步骤同上,加入重悬液 37 益水
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图 2 溶菌酶-SDS-蛋白酶 K-TCA-丙酮沉淀法提取菌
体蛋白 SDS-PAGE结果
M: Marker; 1尧2: LI-HA菌体蛋白遥
Fig.2 SDS-PAGE result of non-secreted proteins extract鄄
ed via lysozyme -SDS -proteinase K -TCA -acetone pre鄄
cipitation
M: Marker; 1, 2: Non-secreted proteins of LI-HA strain.

浴 2 h 后 , 加入 300 滋L 裂解液 2, 37 益水浴 30
min, 加入 500 滋L 4 益预冷的饱和三氯乙酸, 后续
步骤同上。

1.4.3 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉淀法
细菌培养和收集步骤同上,加入重悬液 37 益水

浴 2 h后, 加入 5 mL无菌水, 超声波破碎菌体细
胞 (振幅 100%,脉冲 5 s,停歇 5 s,总共脉冲 4 min),
加入 500 滋L 4 益预冷的饱和三氯乙酸, 后续步骤
同上。

1.5 细菌分泌蛋白样品提取

细菌接种 5 mL BHI肉汤, 37 益 200 r/min摇
育过夜, 将 5 mL增菌液转移至 60 mL BHI肉汤
中, 37 益 200 r/min摇育, 以 BHI肉汤为空白调零,
测定细菌培养液 OD600,当 OD600抑1时,取 40 mL菌
液于 13 000 r/min离心 2 min, 取上清液 35 mL置
于 50 mL离心管中, 加入 3.5 mL 4 益预冷的饱和
三氯乙酸, 冰浴 30 min 后, 4 益 13 000 r/min 离
心 30 min, 弃上清, 加入已原20 益预冷的丙酮 20
mL, 4 益 13 000 r/min离心 10 min, 弃上清。加入
100 滋L 蛋白溶解液溶解沉淀, 将溶液转移至 EP
管, 加入等体积 2伊loading buffer, 沸水浴煮 5 min,
原20 益保存。
1.6 SDS-PAGE检测

按试剂盒说明书配制 12%的分离胶和 5%的
浓缩胶,上样量 10 滋L,平行上样,浓缩电压 80 V, 分
离电压 120 V, 电泳 1.5 h, 考马斯亮蓝染色, 脱色
至背景清晰。

1.7 Western-blot
蛋白样品经 SDS-PAGE 电泳分离后 , 恒流

200 mA转 PVDF膜 1.5 h, 将膜于 30 mL封闭液
中, 20 益摇床上封闭 1 h, 将膜置于 30 mL TBST
中, 20 益摇床上洗膜 10 min, 加入用 TBST稀释
的 HA单抗 (1颐5 000) 10 mL, 4 益孵育过夜, 将膜
置入 30 mL TBST 中 , 20 益摇床上洗膜 10 min,
重复 3次, 加入用 TBST稀释的二抗(HRP标记羊
抗鼠 IgG) (1颐1 000) 10 mL 20 益孵育 1 h, 将膜置
入 30 mL TBST 中, 20 益摇床上洗膜 10 min, 重
复 3次, 将 HRP化学发光底物显色反应液滴加于
膜表面, ChemiDoc XRS凝胶成像系统采集图像。
2 结果

2.1 SDS-PAGE检测结果
图 1可见, 溶菌酶-SDS-TCA-丙酮沉淀法提

取李斯特菌菌体蛋白只能在小于 19 kD处见到一

明显条带, 其余位置仅可见少量极淡条带, 丰度
和清晰度皆不够。图 2可见, 溶菌酶-SDS-蛋白酶
K-TCA-丙酮沉淀法提取的李斯特菌菌体蛋白仅
能在约 35 kD处见到明显条带, 其余条带几乎不
可见。图 3可见, 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉
淀法提取的李斯特菌菌体蛋白,电泳条带丰度较
高,条带清晰。图 4可见, TCA-丙酮沉淀法提取的
李斯特菌分泌蛋白,电泳条带较清晰,丰度较高。

以上结果表明, 溶菌酶-超声破壁-TCA-丙
酮沉淀法提取李斯特菌菌体蛋白质丰度最高。

2.2 Western-blot检测结果
图 5 可见, 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉

淀法提取的 LI-HA菌体蛋白在约 43 kD处有清

图 1 溶菌酶-SDS-TCA-丙酮沉淀法提取菌体蛋白 SDS-
PAGE结果
M: Marker; 1尧2: LI-HA菌体蛋白遥
Fig.1 SDS-PAGE result of non-secreted proteins extract鄄
ed via lysozyme-SDS-TCA-acetone precipitation
M: Marker; 1, 2: Non-secreted proteins of LI-HA strain.
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图 5 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉淀法提取李斯特菌
菌体蛋白Western-blot结果
1: LI-HA菌体蛋白; 2: LM-OVA菌体蛋白; 3: LI菌体蛋白遥
Fig.5 Western-blot result of Listeria non-secreted pro鄄
teins extracted via lysozyme-ultrasonication-TCA-ace鄄
tone precipitation
1: Non-secreted proteins of LI-HA strain; 2: Non-secreted
proteins of Lm-OVA strain; 3: Non-secreted proteins of LI
strain.

图 6 TCA-丙酮沉淀法提取李斯特菌分泌蛋白Western-
blot结果
1: LI-HA分泌蛋白; 2: LM-OVA分泌蛋白; 3: LI分泌蛋白遥
Fig.6 Western -blot result of Listeria secreted proteins
extracted via TCA-acetone precipitation
1: Secreted proteins of LI-HA strain; 2: Secreted proteins of
Lm-OVA strain; 3: Secreted proteins of LI strain.

图 4 TCA-丙酮沉淀法提取分泌蛋白 SDS-PAGE结果
M: Marker; 1尧2: LI-HA分泌蛋白遥
Fig.4 SDS-PAGE result of secreted proteins extracted via
TCA-acetone precipitation
M: Marker; 1, 2: Secreted proteins of LI-HA strain.

图 3 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉淀提取菌体蛋白
SDS-PAGE结果
M: Marker; 1尧2: LI-HA菌体蛋白遥
Fig.3 SDS-PAGE result of non-secreted proteins extract鄄
ed via lysozyme-ultrasonication-TCA-acetone precipita鄄
tion
M: Marker; 1, 2: Non-secreted proteins of LI-HA strain.
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晰条带, LM-OVA菌体蛋白 (菌体蛋白阴性对照)
及 LI菌体蛋白(菌体蛋白阴性对照)均无条带。图
6可见, TCA-丙酮沉淀法提取的 LI-HA分泌蛋白
在约 43 kD处有清晰条带, LM-OVA分泌蛋白(分
泌蛋白阳性对照)在约 35 kD处有清晰条带, LI分
泌蛋白(阴性对照)无条带。
3 讨论

以李斯特菌为载体的重组疫苗是当前 T细
胞免疫疫苗的一个研究热点, 对该类型疫苗免疫
学价值的研究需要以重组抗原的良好表达作为前

提, 常用的 Western-blot法和 SDS-PAGE法都建
立在成功从李斯特菌中提取蛋白的基础之上。根

据细菌生长曲线, 当细菌处于生长对数期, 即将

进入稳定期(OD600抑0.8)时, 此时细菌数量基本已
至最大, 且对外界环境因素的影响最敏感, 最适
于提取菌体蛋白 , 而当细菌完全进入稳定期后
(OD600抑1.0), 此时积累大量分泌蛋白, 适于提取。

细菌分泌蛋白主要存在于培养物的上清液

中, 可以通过 TCA-丙酮沉淀的方法收集。菌体蛋
白的提取需要充分裂解李斯特菌 , 释放胞内蛋
白。由于李斯特菌属于革兰阳性菌, 细胞壁厚, 常
规方法不易破壁, 故作为本研究的重点。

常用裂解细菌的方法有机械法、化学法和酶

法[8]。本研究中分别采用了 SDS、蛋白酶 K和超声
破碎结合溶菌酶的破膜方式。溶菌酶-SDS-TCA-
丙酮沉淀法对李斯特菌的裂解效果不理想, 蛋白
释放不完全, 结果中小于 19 kD处的条带疑似为
溶菌酶(约 14 kD)条带; 溶菌酶-SDS-蛋白酶 K-
TCA-丙酮沉淀法由于蛋白酶 K水解作用具有高
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效的酶活性和底物广谱性, 对细菌所有蛋白都有
降解作用, 故只在约 35 kD处出现一条疑似蛋白
酶 K (约 30 kD)的条带。上述两种方法均不能满
足分析李斯特菌菌体蛋白的要求, 而经本研究证
实, 溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉淀法能够有
效地裂解李斯特菌, 充分释放细菌细胞内蛋白并
保证蛋白质完整性。

根据 LM-OVA 菌体蛋白与分泌蛋白 West原
ern-blot 结果分析可知, 该种将细菌培养物先离
心后再取沉淀提取菌体蛋白的方法, 可有效避免
细菌分泌蛋白的干扰, 从而对细菌蛋白表达方式
的研究具有一定的意义。

溶菌酶-超声破碎-TCA-丙酮沉淀法具有操
作简单、耗时短、成本低、不引入干扰物质等特点,
能够满足对李斯特菌蛋白的 SDS-PAGE和West原
ern-blot分析的要求。分析 3种方法, 可认为其中
超声破碎起主要作用[9~12]。值得注意的是, 溶菌酶-
超声破碎-TCA-丙酮沉淀法中超声强度尤为重
要, 可根据具体的样品量和仪器进行适当调整,
超声强度一般控制在略低于产生泡沫的水平。在

超声破碎的过程中需要将样品置于冰上, 避免超
声产生的高温使蛋白质变性; 并适当调整探头位
置, 避免产生泡沫。

本研究中的李斯特菌菌体蛋白提取方法一次

可收集蛋白约 100 滋L, 足够进行多次 SDS-PAGE
或Western-blot分析。该方法易受 TCA浓度的影
响, 故实验过程中应严格控制饱和 TCA加入量为
反应总体积的 10%。其次, 蛋白质充分释放后应
保证操作全程低温, 避免蛋白质变性或降解。
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