
２０２５ 年 ５ 月 Ｖｏｌ．４３ Ｎｏ．５
Ｍａｙ ２０２５ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ５４７～５５５

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２４．１００１７

∗收稿日期：２０２４⁃１０⁃２０
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｈｕａｉｚｈ＠ ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ（郭怀忠）；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｈａｉｈｕ＠ ｊｌｕ．ｅｄｕ．ｃｎ（胡良海） ．
基金项目：国家自然科学基金（２２３７４０５６） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ２２３７４０５６） ．

甘氨酸诱导细菌外膜囊泡分泌的脂质组学分析
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摘要：细菌外膜囊泡（ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ， ＯＭＶ）是由细菌分泌的具有双层磷脂膜结构的外囊泡，携带多种亲

本细菌生物活性物质，可作为疾病标志物，因其具有良好的生物相容性，在作为抗癌抗菌药物载体方面也具有很大

的潜力。 在大肠杆菌培养过程中添加甘氨酸可促进细菌 ＯＭＶ 的分泌，但诱导所引起细菌 ＯＭＶ 的脂质成分差异未

见报道。 本研究对甘氨酸诱导前后的细菌 ＯＭＶ 的关键质膜组成部分进行脂质组学分析，利用两亲性树枝状聚合

物超分子探针对细菌培养上清液进行细菌 ＯＭＶ 的捕获，在细菌 ＯＭＶ 数量保持一致的条件下，采用甲基叔丁基醚

脂质提取法对甘氨酸诱导前后的细菌 ＯＭＶ 进行脂质提取。 采用超高效液相色谱⁃离子淌度⁃飞行时间高分辨质谱

仪（ＵＰＬＣ⁃ＩＭＳ⁃ＱＴＯＦ⁃ＭＳ）和 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ（Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ Ｄａｔａ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ）脂质数据

分析软件对甘氨酸诱导前后的细菌 ＯＭＶ 脂质组成进行分析，确定甘氨酸诱导后细菌 ＯＭＶ 关键质膜上的差异脂质

种类。 研究发现，在大肠杆菌培养过程中添加甘氨酸会引起其大肠杆菌 ＯＭＶ 表面和内部脂质成分发生显著变化，
神经酰胺（Ｃｅｒ）和溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ）的表达呈现出显著升高，双（单酰基甘油）磷酸酯（ＢＭＰ）的表达显著降

低，而甘油三酯（ＴＧ）和鞘磷脂（ＳＭ）的表达呈现无规律的变化，值得下一步深入探索其调控机制。 本研究可为后

续的 ＯＭＶ 脂质成分深入研究和用于新型药物递送载体的研究提供一定参考。
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ｍｉｎｅｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｕｐ １􀆰 ２％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ． Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｉｎｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｅ． ｃｏｌｉ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＭＶｓ，
ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｃｅｒａｍｉｄｅ （Ｃｅｒ） ａｎｄ ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＬＰＣ）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｅｓｓ ｂｉｓ（ｍｏｎｏａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ）ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ＢＭＰ） ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ． Ｐａｒｔｉａｌ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ （ＴＧ） ａｎｄ ｓｐｈｉｎｇｏ⁃
ｍｙｅｌｉｎ （ＳＭ） ｗｅｒｅ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｇｌｙｃｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｕｐ⁃
ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｉｐｉｄｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＭＶｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｕｓｅ ａｓ ｎｏｖｅｌ ｄｒｕｇ⁃ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｃａｒｒｉｅｒｓ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧｓ ａｎｄ ＳＭ ｓｈｏｗｅｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｈａｎｇｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｗｏｒｔｈｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｓｔｅｐ ｏｆ ｉｎ⁃
ｄｅｐｔｈ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＯＭＶ ａｎｄ ｉｔｓ ｕｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｃａｒｒｉｅｒｓ．

引用本文：宋静远，齐秀蕾，郭怀忠，胡良海． 甘氨酸诱导细菌外膜囊泡分泌的脂质组学分析． 色谱，２０２５，４３（５）：５４７－５５５．
ＳＯＮＧ Ｊｉｎｇｙｕａｎ， ＱＩ Ｘｉｕｌｅｉ， ＧＵＯ Ｈｕａｉｚｈｏｎｇ， ＨＵ Ｌｉａｎｇｈａｉ． Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉ⁃
ｃｌｅｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（５）：５４７－５５５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ； ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ；
ｇｌｙｃｉｎｅ

　 　 细 菌 外 膜 囊 泡 （ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ，
ＯＭＶ）是由革兰氏阴性菌分泌的具有双层膜结构的

纳米级囊泡［１］，在细菌生长的各个阶段均可分泌。
ＯＭＶ 通过细菌群体感应在细胞通讯中发挥重要作

用［２］，并携带多种亲本细菌细胞生物活性物质［３］，
可反映其母体细胞的生理和病理状态。 因其具有高

生物相容性、长循环时间和包封生物分子的固有能

力［４］，在作为免疫刺激剂、疫苗和抗癌、抗菌药物递

送载体［５，６］ 方面具有很大的潜力和吸引力。 目前

ＯＭＶ 主要来源于细菌培养液，因培养条件简单，周
期短， 适合进行规模化 生 产。 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
Ｎｉｓｓｌｅ１９１７（ＥｃＮ）是革兰氏阴性益生菌株［７］（为方
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便阅读，下文均以 Ｎｉｓｓｌｅ 作为通用缩写），可定植并

保护肠道，在医学上可用于治疗感染性和炎症性肠

道疾病［８，９］，目前已有相关药品上市［１０］。 主要原理

是 ＥｃＮ 细菌的 Ｈ１ 型鞭毛通过细菌之间的相互作用

以及锚定识别作用，在肠道上皮表面形成一层紧密

的网络结构，从而阻止病原菌对肠道上皮细胞的黏

附及侵袭［１１］。 此外其表面的脂蛋白还可增强宿主

细胞介导的免疫应答［１２］，调节促炎性和抗炎性细胞

因子之间的平衡。
　 　 为实现 ＯＭＶ 的高纯度和高回收率分离，多种

分离方法应运产生，常见的纯化富集手段有超速离

心［１３］、密度梯度离心［１４］、尺寸排阻色谱［１５］和分子印

迹法［１６］等。 其中，超速离心法被认为是 ＯＭＶ 分离

手段的金标准。 尽管这些方法可基本满足 ＯＭＶ 的

富集，但操作复杂，耗时较长。 为实现 ＯＭＶ 简便快

速的分离，近年来，研究者开发了高通量的 ＯＭＶ 富

集方法，如 Ｆｅｎｇ 等［１７］ 制备了一种两亲性树枝状聚

合物超分子探针（ａｍｐｈｉｐｈｉｌｅ⁃ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ ｓｕｐｒａｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ， ＡＤＳＰ），可有效插入 ＯＭＶ 的磷脂双

分子层膜，进而实现对 ＯＭＶ 的高效捕获与分离，并
可进行原位的蛋白质免疫检测。 Ｓｈｉ 等［１８］发展了一

种从大肠杆菌磁性收获 ＯＭＶ 的高产率方法，大肠

杆菌在聚乙二醇 （ＰＥＧ） 化磁性氧化铁纳米颗粒

（ＭＮＰｓ）存在下生长，可增加细菌的 ＭＮＰｓ 摄取和

磁性 ＯＭＶ 分泌，从而实现高产量磁性收获 ＯＭＶ。
ＯＭＶ 由脂质、蛋白质、核酸和小分子代谢物质组成，
用于细胞间生物信息的传递［１９］，在一定程度上也可

反映机体生理状态的变化。 甘氨酸，又名氨基乙酸，
在细菌培养过程中加入可促进细菌外排泵工作，进
而表现为 ＯＭＶ 分泌的增加，但此过程也伴随着细

菌内部物质共流出［２０］。 研究发现，在细菌培养液中

添加质量分数为 １％ 的甘氨酸，可显著促进 ＯＭＶ 的

分泌，对甘氨酸诱导前后分泌的 ＯＭＶ 进行形态学

和免疫学表征，结果表明两者均可引起强烈的免疫

反应，但诱导后所分泌 ＯＭＶ 的表面毒素活性显著

降低［２１］。 虽然甘氨酸可诱导细菌分泌更多的

ＯＭＶ，但和正常条件下分泌的 ＯＭＶ 的成分差异未

见报道。 ＯＭＶ 的双层膜由多种脂质构成，对其脂质

组成的分析可直接反应甘氨酸诱导前后 ＯＭＶ 组成

的变化，为 ＯＭＶ 用于药物递送的研究提供重要参

考。 同时脂质代谢与机体疾病密切相关，且多数脂

质代谢物具有良好的稳定性，因此它也常作为疾病

生物标志物［２２］。 本研究拟采用超高效液相色谱⁃高

分辨质谱（ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）对 ＯＭＶ 进行非靶向脂质

组学分析，通过比较甘氨酸诱导前后 ＯＭＶ 的脂质

组差异，考察甘氨酸诱导前后 ＯＭＶ 的脂质变化规

律，为后续 ＯＭＶ 脂质成分的深入研究和作为药物

递送载体的应用提供一定参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｈ⁃Ｃｌａｓｓ ＰＬＵＳ 液相色谱仪⁃
ＳＹＮＡＰＴ ＸＳ 质谱仪 （ＵＰＬＣ⁃ＩＭＳ⁃ＱＴＯＦ⁃ＭＳ，美国

Ｗａｔｅｒｓ）； ＣｅｎｔｒｉＶａｐ 真 空 离 心 浓 缩 仪 （ 美 国

Ｌａｂｃｏｎｃｏ）； Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｐｒｏ 纳米粒度和 ＺＥＴＡ 电位

分析仪（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ Ｐａｎａｌｙｔｉｃａｌ）；纳米流式检测

仪（英国 ＡＰＰＯＧＥ）；全波长光吸收酶标仪（奥地利

Ｔｅｃａｎ Ａｕｓｔｒｉａ Ｇｍｂｈ）。
　 　 氨水（２８％）购自国药集团化学试剂有限公司

（上海）； １⁃乙基⁃（３⁃二甲基氨基丙基） ⁃３⁃乙基碳二

亚胺（ＥＤＣ）、Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）、脂肪酸甲

酯磺酸钠（ＭＥＳ）、乙腈（ＡＣＮ，色谱级）、甲醇（色谱

级）、异丙醇（ ＩＰＡ，色谱级）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
＞９９％）、甲基叔丁基醚（ＭＴＢＥ，色谱级）、脂质标准

品鞘磷脂（ＳＭ， ＞９９％）购自阿拉丁生化科技股份有

限公司（上海）；磷酸缓冲液（ＰＢＳ）购自普诺赛生命

科技有限公司（武汉）； ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒购

自碧云天生物技术有限公司 （上海）；两性霉素

（ＡＭＢ）、Ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ、甲酸（色谱级）购自 Ｓｉｇｍａ（美
国）；放射免疫沉淀法裂解液（ＲＩＰＡ 裂解液）购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ （ 美国）； 外膜蛋白 Ａ
（ ＯｍｐＡ ） 兔 多 克 隆 抗 体 （ １ ∶ ２ ０００， ＣＳＢ⁃
ＰＡ３５９２２６ＺＡ０１ＥＯＤ）购自 Ｃｕｓａｂｉｏ （美国）； ＨＲＰ⁃
Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ 二 抗 购 自 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ （ 美 国 ）； 底 物

（ＥＣＬ）显影液购自 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（德国）；脂质标

准品 Ｌ⁃α⁃磷脂酰胆碱（ＰＣ， ＞９８％）购自 Ｊ＆Ｋ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ（北京）。
　 　 硝酸纤维素（ＮＣ）膜（０􀆰 ２２ μｍ） 购自 Ｃｙｔｉｖａ
（瑞典）；透析膜（３ ５００ Ｄａ）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ（北京）；
水性微孔过滤膜（０􀆰 ４５ μｍ）购自津腾（天津）
１．２　 Ｎｉｓｓｌｅ 的培养和 Ｎｉｓｓｌｅ 细菌培养液预处理

　 　 Ｎｉｓｓｌｅ 的培养：复苏 Ｎｉｓｓｌｅ 细菌，３７ ℃培养过

夜后进行平板划线，培养形成单菌落。 挑取单菌落

于试管中进行培养，待培养基浑浊后转移到培养瓶

中扩大培养至培养基再次浑浊，呈现半透明状态。
为验证甘氨酸对 Ｎｉｓｓｌｅ 分泌 ＯＭＶ 的促进作用，在
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扩大培养步骤时，向实验组对应的培养瓶中加入培

养基质量分数为 １％ 的甘氨酸粉末，其他步骤同上。
　 　 分别收集两组 Ｎｉｓｓｌｅ 细菌培养液进行以下处

理：６ ０００ ｇ 下离心 １０ ｍｉｎ 去除细菌和细菌碎片沉

淀，得到的细菌培养上清液采用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过

滤，进一步去除细菌碎片和大的囊泡。
１．３　 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜的制备

　 　 ＡＤＳＰ 溶液：向 １２ ｍｇ ＡＭＢ 中加入 ５００ μＬ
ＤＭＳＯ，在超声下充分溶解。 依次加入 ２４０ ｍｇ
ＥＤＣ、１４４ ｍｇ ＮＨＳ 和 ５０ ｍＬ ＭＥＳ 于锥形瓶中，混合

均匀后，加入上述 ＡＭＢ 溶液和 １０ μＬ Ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ，
避光条件下磁力搅拌过夜。 裁取 ２ 个 １５ ｃｍ 大小的

透析膜，水煮活化 １５ ｍｉｎ 后，加入上述制备的溶液

进行透析，并间隔 １、２、２、４ ｈ 更换透析液（超纯水）。
透析结束后，在 ４ ℃条件下，保存于避光离心管中。
　 　 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜的制备：裁取 ５ ｃｍ×５ ｃｍ 大小的

ＮＣ 膜，活化后加入 ＡＤＳＰ 溶液，于摇床上孵育 ４ ｈ
以上。 孵育结束，加入 ＰＢＳ 洗去 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜上未

结合的 ＡＤＳＰ，制备的 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜保存于 ＰＢＳ 中。
１．４　 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜富集细菌 ＯＭＶ
　 　 采用制备的 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜并结合抽滤装置对细

菌培养上清液中的 ＯＭＶ 进行高通量富集，得到吸

附有 ＯＭＶ 的 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜。 为减少 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜表

面的非特异性吸附，向吸附有 ＯＭＶ 的 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜

上加入 ＰＢＳ 洗涤 １０ ｍｉｎ。 富集 ＯＭＶ 过程中，抽滤

步骤所用的滤膜为制备的 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜，目的是通

过真空泵的吸力，使细菌培养上清液快速流经 ＡＤ⁃
ＳＰ⁃ＮＣ 膜，加快 ＯＭＶ 与膜的特异结合。 相比传统

的直接孵育方法，该法可在短时间内对大量细菌培

养上清液中的 ＯＭＶ 进行富集。
　 　 碱性条件下洗脱结合的 ＯＭＶ：将膜剪碎于 ＥＰ
管中， 加入适量 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氨水溶液涡旋洗脱

ＯＭＶ， ５ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，调节 ｐＨ 至中

性后于－８０ ℃保存。
１．５　 ＯＭＶ 的表征

　 　 利用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒对甘氨酸诱导前

后的 ＯＭＶ 溶液进行蛋白质浓度测定。
１．５．１　 免疫印迹分析（ＷＢ）和银染

　 　 对诱导前后的 ＯＭＶ 进行免疫印迹分析，考察

细菌 ＯＭＶ 富集情况，选用的一抗为 ＯＭＶ 标志蛋白

ＯｍｐＡ。 按照每孔 １５ ｍｇ 蛋白质计算所需样品体

积，保证每孔蛋白质质量一致（每组样品数为 ３ 个，
即 ｎ＝ ３）。

１．５．２　 ＯＭＶ 颗粒数的测定

　 　 在相同的采集时间（３０ ｓ）下，采用纳米流式检

测仪依次对甘氨酸诱导前后 ＯＭＶ 样品进行颗粒数

的测定。 为检测样品溶液中 ＯＭＶ 的纯度，分别向

两组样品中加入样品体积 １０％ 的 ＲＩＰＡ 裂解液，并
再次对颗粒数进行测定。 颗粒数测定前，需根据实

际情况对 ＯＭＶ 样品进行必要稀释。
１．５．３　 ＯＭＶ 的粒径和 Ｚｅｔａ 电位分析

　 　 依次取 １ ｍＬ 富集的细菌 ＯＭＶ 样品于对应测

定管中，使用纳米粒度和 Ｚｅｔａ 电位分析仪进行粒径

和电位检测。 设定温度和稳定时间并选择对应待测

材料性质后进行粒径的测定，并记录粒径分布、均值

和多分散指数（ＰＩ）。 Ｚｅｔａ 电位测定步骤同上。
１．６　 非靶向脂质组学分析

１．６．１　 样本预处理

　 　 在后续的非靶向脂质组学中，为探究实验组和

对照组 ＯＭＶ 在相同 ＯＭＶ 颗粒数下的差异脂质，采
用纳米流式仪进行计数后，分别取对应体积的 ＯＭＶ
样本进行真空冷冻干燥。 采用甲醇⁃ＭＴＢＥ⁃水溶剂

体系提取细菌 ＯＭＶ 中的脂质，步骤如下：向 ＯＭＶ
冻干样品中加入 １００ μＬ 甲醇溶液，液氮下反复冻融

３ 次使 ＯＭＶ 破碎裂解；加入 ２５０ μＬ ＭＴＢＥ 涡旋振

荡 １５ ｍｉｎ，加入 １００ μＬ 去离子水分层，上层脂质

１０ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后，取上清液冷冻干燥于－２０
℃保存。 上样分析前进行样品复溶，复溶溶剂为 Ａ
（氯仿⁃甲醇，２ ∶１）和 Ｂ（ＡＣＮ⁃ＩＰＡ⁃水，６５ ∶３０ ∶５），以 １
∶２ 的体积比混合，总体积为 １８０ μＬ，离心后取上清

液于进样小瓶中。
１．６．２　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（５０
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ， Ｗａｔｅｒｓ），柱温为 ５０ ℃；流
速 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 ５ μＬ；流动相：（Ａ）ＡＣＮ⁃
水（３ ∶２）和（Ｂ） ＩＰＡ⁃ＡＣＮ（１ ∶１）；梯度洗脱程序：０ ～
２􀆰 ０ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ４３％ Ｂ； ２􀆰 ０ ～ ２􀆰 １ ｍｉｎ， ４３％ Ｂ ～
５０％ Ｂ； ２􀆰 １ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ ～ ５４％ Ｂ； ８􀆰 ０ ～ ８􀆰 １
ｍｉｎ， ５４％ Ｂ～ ７０％ Ｂ； ８􀆰 １ ～ １０􀆰 ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ ～ ９９％
Ｂ； １０􀆰 ０ ～ １０􀆰 １ ｍｉｎ， ９９％ Ｂ ～ ４０％ Ｂ； １０􀆰 １ ～ １２􀆰 ０
ｍｉｎ， ４０％ Ｂ。
１．６．３　 质谱条件

　 　 采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描模式检

测。 离子源温度：３００ ℃；锥孔电压为 ４０ Ｖ，二级碰

撞能量（ＣＥ）范围为 ２０～５０ Ｖ，毛细管电压 １ ０００ Ｖ；
干燥气（氮气）、碰撞气（氩气）的流速分别是 ５０ Ｌ ／ ｈ
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和 ８００ Ｌ ／ ｈ，雾化气压强为 ６５０ ｋＰａ，淌度气体为氦

气。 采用 ＭＳＥ 模式进行数据采集。 采用的脂质标

准品为 ＰＣ 和 ＳＭ。
１．７　 数据处理与统计分析

　 　 利用 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 脂质分析软件（Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ Ｄａｔａ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ，百
泰派克生物科技有限公司，北京）对实验组和对照

组数据进行定性，获得精确质荷比（ｍ／ ｚ）、保留时

间（ＲＴ）、脂质类型等信息，然后通过 ＬＩＰＩＤ ＭＡＰＳ
数据库 （ ＬＩＰＩＤ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ Ｐａｔｈｗａｙｓ Ｓｔｒａｔｅ⁃
ｇｙ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ，美国）对脂质的

图 １　 细菌 ＯＭＶ 的富集和脂质组学分析流程
Ｆｉｇ． １　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ

　 ＯＭＶ： ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ； ＡＤＳＰ⁃ＮＣ： ａｍｐｈｉｐｈｉｌｅ⁃ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ； ＰＢＳ： ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ； ＦＣ： ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ； ＭＳ⁃ＤＩＡＬ： Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ Ｄａｔａ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ； ＢＭＰ： ｂｉｓ（ｍｏｎｏａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ）ｐｈｏｓｐｈａｔｅ； Ｃｅｒ： ｃｅｒａｍ⁃
ｉｄｅ； ＬＰＣ： ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ； ＮＡＧｌｙ： Ｎ⁃ａｒａｃｈｉｄｏｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ； ＳＭ： ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ； ＴＧ： ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ．

结构信息以及分类进行核对。

２　 结果与讨论

　 　 本研究总体流程如图 １ 所示，首先通过 ＡＤＳＰ⁃
ＮＣ 膜对 Ｎｉｓｓｌｅ 细菌培养液进行 ＯＭＶ 的高通量捕

获，为验证富集效率，依次对富集的 ＯＭＶ 进行表

征；为探究在细菌生长过程添加甘氨酸对细菌分泌

的 ＯＭＶ 脂质成分的影响，利用 ＵＰＬＣ⁃ＩＭＳ⁃ＱＴＯＦ⁃
ＭＳ 对提取的 ＯＭＶ 脂质成分进行分离分析，进行非

靶向脂质组学分析。
２．１　 ＯＭＶ 的 ＷＢ、银染、颗粒数、纯度和粒径分布

分析

　 　 为评估 ＯＭＶ 的富集情况，对甘氨酸诱导前后

的 ＯＭＶ 进行蛋白质浓度检测，结果分别为 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｍＬ 和 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ。 ＯｍｐＡ 是 Ｎｉｓｓｌｅ 细 菌

ＯＭＶ 的表面特异蛋白，维持细菌外膜的完整，参与

ＯＭＶ 的形成和分泌过程。 为验证 ＯＭＶ 是否成功富

集，对其进行 ＷＢ 分析，由图 ２ａ 可知，甘氨酸诱导组

和非诱导组均可见 ＯｍｐＡ 双蛋白质条带，这标示着

ＯＭＶ 的成功富集。 甘氨酸诱导组中 ＯｍｐＡ 蛋白质

条带颜色清晰可见，而非诱导组的蛋白质条带颜色

较浅，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度分析，得到两者对

应的蛋白质条带的灰度值及比值。 结果表明，在细

菌培养过程中加入甘氨酸可促进 ＯＭＶ 分泌。 ＷＢ
和银染都是检测蛋白质条带的常用手段，由图 ２ｂ 可

知，在保证每孔蛋白质质量一致时，诱导前后的

ＯＭＶ 银染条带在 ３５ ｋＤａ 附近处均清晰可见，两组

间及组内平行样本的 ＯＭＶ 条带均无明显差异。 结

合 ＷＢ 来看，表明在相同蛋白量条件下，未经甘氨酸

诱导的细菌 ＯＭＶ 中杂蛋白较多。
　 　 采用纳米流式检测仪对 ＯＭＶ 的颗粒数和纯度

进行测定，由预实验可知，甘氨酸诱导组细菌 ＯＭＶ
数约为非诱导细菌 ＯＭＶ 数量的 １０ 倍，为考察相同

数量级下制备的 ＯＭＶ 样品溶液的 ＯＭＶ 纯度，诱导

组测试前进行 １０ 倍稀释。 ＲＩＰＡ 裂解液可破坏囊泡

结构，对加入 ＲＩＰＡ 裂解液前后的颗粒数进行测定

可大致得出 ＯＭＶ 样品中 ＯＭＶ 的纯度。 由图 ２ｃ 可

知，稀释 １０ 倍的甘氨酸诱导组进行 ＲＩＰＡ 裂解前颗

粒数为 ２􀆰 ７６×１０９ 个 ／ ｍＬ，裂解后的颗粒数为 ５􀆰 ６７×
１０８ 个 ／ ｍＬ，可得诱导组 ＯＭＶ 样品纯度为 ７９􀆰 ５％；
非诱导组裂解前的颗粒数为 １􀆰 ５６×１０９ 个 ／ ｍＬ，裂解

·１５５·
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后的颗粒数为 ４􀆰 １４×１０８ 个 ／ ｍＬ，非诱导组 ＯＭＶ 样

图 ２　 甘氨酸诱导前后的 ＯＭＶ 表征
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＭＶ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｇｌｙｃｉｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

　 ａ． ＷＢ ｔａｒｇｅｔ ｓｔｒｉｐｅ ａｎｄ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｂ． ｓｉｌｖｅｒ ｓｔｒｉｐｅ； ｃ． ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＭＶ； ｄ， ｅ． ｓｉｚｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＭＶ； ｆ． Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＭＶ．

品纯度为 ７３􀆰 ５％。 结果显示，当两组样品 ＯＭＶ 颗

粒数在同一数量级时，甘氨酸诱导组 ＯＭＶ 的纯度

稍高于非诱导组，同时两组 ＯＭＶ 样品中 ＯＭＶ 纯度

均较高，表明囊泡结构完整性良好。
　 　 对细菌 ＯＭＶ 的粒径大小和 Ｚｅｔａ 电位进行测

定，结果如图 ２ｄ 和 ２ｅ 所示，非诱导组的粒径尺寸为

８０～１５０ ｎｍ，ＰＩ 为 ０􀆰 ５４８ ２；甘氨酸诱导组 ＯＭＶ 整

体粒径尺寸增大，粒径为 ９０ ～ ２００ ｎｍ，分布较为均

匀，ＰＩ 为 ０􀆰 ３４４；表明在细菌培养过程中添加甘氨酸

对分泌的 ＯＭＶ 大小和稳定性具有一定影响，分泌

的 ＯＭＶ 不易聚集，分散性良好。 图 ２ｆ 是测定的

·２５５·
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Ｚｅｔａ电位结果，甘氨酸诱导组的数值为－２８ ｍＶ，非
诱导组的数值为－１７ ｍＶ， ＯＭＶ 的双层磷脂膜结构

导致其表面带负电。 Ｚｅｔａ 电位是表征胶体分散系

稳定性的重要指标，Ｚｅｔａ 电位的绝对值越高，体系

越稳定，表明甘氨酸诱导后所分泌的细菌 ＯＭＶ 的

稳定性增强。
２．２　 ＵＰＬＣ⁃ＩＭＳ⁃ＱＴＯＦ⁃ＭＳ 分析

　 　 将制备的脂质冻干粉复溶，离心后取上清液于

进样小瓶中，复溶剂作为空白对照。 离子淌度技术

可辅助传统的 ＬＣ⁃ＭＳ 对检测到的分析物进行多维

表征，在代谢组学、蛋白质组学分析中均有应用。 选

取淌度时间（ｄｒｉｆｔ ｔｉｍｅ） ２０ ～ １８０ Ｂｉｎｓ， ｍ／ ｚ ５００ ～
１０００，分别调取诱导前（图 ３⁃Ｎｉｓｓｌｅ）和诱导后（图 ３⁃
Ｎｉｓｓｌｅ⁃Ｇｌｙ）对应的离子淌度图，对其中的差异脂质

进行标记。

图 ３　 甘氨酸诱导前后的细菌 ＯＭＶ 进行离子淌度质谱分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｇｌｙｃｉｎｅ

２．３　 甘氨酸诱导前后 ＯＭＶ 脂质差异表达分析

　 　 研究发现，向 Ｎｉｓｓｌｅ 培养基中补充甘氨酸，与
非诱导组 ＯＭＶ 相比，不仅可显著增加分泌的 ＯＭＶ
数量，诱导组 ＯＭＶ 的内膜蛋白 ＲｏｄＺ、胞浆蛋白 Ｃｒｐ
和 ＡｄｈＥ 的表达水平也显著增加。 我们通过多变量

分析进一步研究总体水平上的脂质紊乱，结果发现，
甘氨酸诱导后脂质的表达也发生了显著变化。
　 　 为探究在 Ｎｉｓｓｌｅ 培养过程中添加甘氨酸对

ＯＭＶ 脂质组成分的影响，利用非靶向脂质组学技术

分析了甘氨酸诱导前和诱导后的 ＯＭＶ 脂质组，共
鉴定出 ８２０ 个脂质分子，主要有甘油三酯（ＴＧ）、甘
油二酯（ＤＧ）、神经酰胺（Ｃｅｒ）、ＳＭ、Ｎ⁃酰基乙醇胺

（ＮＡＥ）、ＰＣ、双（单酰基甘油）磷酸酯（ＢＭＰ）、Ｎ⁃酰
基牛磺酸（ＮＡＴＡＵ）、溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ）等。
　 　 采用 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 脂质数据分析软件，通过 ｍ／ ｚ、
ＲＴ、ＭＳ ／ ＭＳ、峰面积一一匹配，实现 ＯＭＶ 样品中脂

质成分的定性定量。 为考察软件和仪器测定的准确

性，采用 ＰＣ 和 ＳＭ 脂质标准品进行验证，结果表明

测定脂质相对分子质量与精准相对分子质量之间误

差为 ８×１０－６（８ ｐｐｍ）。 结合 ＬＩＰＩＤ⁃ＭＡＰＳ 数据库进

行脂质分类，包括以下 ８ 类，分别是脂肪酸类（ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ， ＦＡ）、甘油脂类（ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄｓ， ＧＬ）、醇脂类

（ｓｔｅｒｏｌ ｌｉｐｉｄｓ， ＳＴ）、鞘脂类（ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄｓ， ＳＰ）、
甘油磷脂类 （ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ， ＧＰ）、糖脂类

（ｓａｃｃｈａｒｏｌｉｐｉｄｓ， ＳＬ）、孕烯醇酮脂（ｐｒｅｎｏｌ ｌｉｐｉｄｓ，
ＰＲ）和多聚乙烯类（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ， ＰＫ）。 由图 ４ａ 可

知，本次检测到的 ８２０ 个脂质成分中，按照含量高低

排序，依次是 ＧＬ、ＦＡ、ＳＰ、ＧＰ、ＳＬ、ＳＴ，其中 ＧＬ 类脂

质组分有 ４６２ 个，所占比例为 ５６􀆰 ４％。 由图 ４ｂ 可

知，一共鉴定出 ２４ 种脂质，数量最多的 ６ 种脂质分

别是 ＴＧ、 ＤＧ、 Ｃｅｒ、 ＳＭ、 ＮＡＴＡＵ、 ＮＡＥ， 比 例 为

·３５５·
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２８􀆰 ４％、２６􀆰 ９％、６􀆰 ８％、６􀆰 ５％、５􀆰 ２％、５􀆰 ０％，分别归属

于 ＧＬ、ＧＬ、ＳＰ、ＳＴ、ＦＡ、ＦＡ 大类。

图 ４　 诱导前后的细菌 ＯＭＶ 的脂质组学分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＯＭＶ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｇｌｙｃｉｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

　 ａ． ｂｒｏａｄ ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｌｉｐｉｄｓ； ｂ． ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｌｉｐｉｄ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｌｉｐｉｄ； ｃ． ｓｃａｔｔｅｒ
ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｕｐ⁃ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ； ｄ． ＴＯＰ１５ ｎａｍｅｓ ｏｆ ｕｐ⁃ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｉｐｉｄｓ．

　 　 对定性到的脂质成分进行差异脂质的筛选。 依

次计算诱导前后两组脂质成分对应峰面积的比值

（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）和 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ，在满足 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０􀆰 ０５ 条

件下筛选 ＦＣ＞２ 和 ＦＣ＜０􀆰 ５，得到甘氨酸诱导后脂质

代谢表达发生改变的脂质，按照质荷比大小绘制差

异脂质散点分布图（图 ４ｃ）。 ＦＣ＞２ 和 ＦＣ＜０􀆰 ５ 分别

表示为该物质在甘氨酸诱导后表达上调和该物质在

甘氨酸诱导后表达下调。 图 ４ｃ 中右侧为表达上调

的脂质成分在甘氨酸诱导组中高度表达，反之，甘氨

酸诱导后部分脂质表达量明显下降。 分析此图发现

整体差异脂质的 ｌｏｇ２ ＦＣ 的大小范围为 １ ～ ４，即差

异脂质表达上下调的差异倍数为 ２ ～ １６。 从得到脂

质离子的 ｍ／ ｚ 来看，多数表达差异脂质组分的 ｍ／ ｚ

分布在 ５００ ～ １ ０００ 区间，只有脂质表达上调中发现

部分 ｍ／ ｚ 为 ３００～５００ 的脂质离子。
　 　 考虑到实验的严谨性，再次对 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 脂质数

据库匹配的差异脂质结果进行筛选，只保留匹配分

数较高的脂质组分。 甘氨酸诱导前后具有差异的脂

质成分有 １９ 个，上下调脂质数量分别为 １１ 和 ８ 个。
因此，在上调差异脂质组分中，共发现 ５ 种脂质组

分，分别为 ＴＧ、ＳＭ、Ｃｅｒ、ＬＰＣ、ＮＡＧｌｙ。 在下调差异

脂质组分中发现 ４ 种脂质，分别为 ＴＧ、ＢＭＰ、ＳＭ、
ＮＡＧｌｙ。 此外还发现了一些特殊脂质成分，它们的

表达具有一定规律性，在甘氨酸诱导后表达只发生

上调的脂质有 ＬＰＣ 和 Ｃｅｒ，如 ＬＰＣ ２４ ∶６、ＬＰＣ ２１ ∶２、
Ｃｅｒ １５ ∶ ２；Ｏ２ ／ １７ ∶ ０；Ｏ；表达只出现下调的脂质有

ＢＭＰ，如 ＢＭＰ １９ ∶０＿２８ ∶６，图 ４ｄ 为甘氨酸诱导后脂

质表达量发生改变的脂质成分。

·４５５·
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３　 结论

　 　 本研究利用 ＡＤＳＰ⁃ＮＣ 膜对甘氨酸诱导前后的

细菌培养上清液中的 ＯＭＶ 进行富集，并对富集的

ＯＭＶ 进行了一系列表征，包括 ＷＢ、银染、蛋白质浓

度、粒径分布和 Ｚｅｔａ 电位以及细菌 ＯＭＶ 颗粒数和

纯度，结果表明细菌 ＯＭＶ 成功富集。 进一步对其

富集的 ＯＭＶ 进行脂质提取，基于 ＵＰＬＣ⁃ＩＭＳ⁃ＱＴ⁃
ＯＦ⁃ＭＳ 和 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 软件对其进行非靶向脂质组学

分析。 结果表明两组的差异脂质组分的种类大致相

同，但不同类型的脂质变化较大，后期可结合其他研

究（如蛋白质组学）进行综合分析，对其差异脂质成

分进行通路和机制的分析，探究其作为新型药物递

送载体应用的科学依据。
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